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溶菌酶对海洋生物高分子壳聚糖的降解研究

周 桂 黄在银 谭学才 梁致源 周 萍

k广西民族学院化学化工系 南宁 xvsssyl

提要 用粘度法和吸光度法 o研究了溶菌酶非专一性降解壳聚糖过程中温度 !³� !时间 !酶

浓度 ! 底物浓度对溶菌酶降解壳聚糖反应速度的影响 o确定了以壳聚糖为底物的溶菌酶的一

些催化特性 }温度为 ys ε o³�值为 wqs时 o达到最大酶反应速度 ∀sqx ∗ wqs «内酶反应速度恒

定 ~酶浓度在 sqx ∗ w �r°̄ 范围内 o酶反应速度与酶浓度成线性关系 ∀米氏常数 Κ ° 为 |qsv ≅

ts
pw

°²̄r�∀

关键词 壳聚糖 o溶菌酶 o降解 o反应速度

壳聚糖是自然界中存在的唯一的一种带阳离子

的能生物降解的高分子聚合物 o广泛存在于虾壳 !蟹

壳及真菌中 o在工业 !农业 !医学 !食品及生物 !环保等

领域都具有重要的应用价值 ≈t ∗ v ∀但由于壳聚糖分子

量很大 o溶解性差 o在人体内不易被吸收而使它的应

用受到极大限制 ∀研究表明 o低分子量的壳聚糖不仅

易吸收 o而且具有更强的生物活性 o特别是分子量低

于 ts sss的低聚糖更展现出其独特的生理活性和功

能性质 ≈w ∀

目前 o降解壳聚糖的方法有 �¤�� u降解法 !酸降

解法 !氧化降解法 ≈x !酶降解法 ≈y !Χ射线降解法 ≈z 和

t|{|年王伟等报道的超声波降解法 ∀�¤�� u降解法 !

酸降解法等要引入一些化学物质 o如浓盐酸 !氢氟酸 o

过氧化氢等 o使反应剧烈 o反应操作困难 o而超声波降

解虽取得了较好的结果 o但要在很稀的溶液状态下进

行 oΧ射线辐射又容易引起一些交联和岐化反应 o而

酶法降解因为其降解反应温和 o易控制 o易分离处理 o

不污染环境等优点 o成为今后研究的主要方向 ∀降解

壳聚糖的酶可分为专一性酶和非专一性酶 o目前发现

除了甲壳质酶 !壳聚糖酶的专一性降解作用外 o其他

酶对壳聚糖也有不同程度的非专一性降解作用 ∀作者

用溶菌酶来非专一性地降解壳聚糖 o探讨了在不同的

温度 !酶浓度 !³�值 !时间 !底物浓度等条件下的催化

特性 ∀

t 材料与方法

tqt 材料

溶菌酶 }广东凯微生物科技公司产品 o分子量

tw wsso酶活力为 ts sss单位r°ª∀

壳聚糖 }来自虾壳 o浙江玉环生物技术公司产品 o

酸碱滴定法 ≈{ 测得脱乙酰度为 |xqvth o粘均分子量

为 yqs|≅ ts
x∀

tqu 方法

tquqt 溶菌酶降解壳聚糖实验 将壳聚糖溶

解于 ³�vqx的 ��¦2�¤�¦缓冲溶液 o配制成 tqx|u ªr�

的溶液 o取 {s °̄ 加入 u °̄ 浓度为 tus �r°̄ 的溶菌酶

溶液 o在 xs ε 下反应 o每隔一定时间取样测定粘均分

子量 ∀

tququ 粘均分子量测定 参考陈鲁生等 t||y

年报道的粘均分子量测定方法 o 以 ³� 值为 vqx的

��¦2��¦为溶剂 o将待测壳聚糖配成 tqyss ªr �的溶

液 o用乌氏粘度计于 vs ? t ε 下测定特性粘度 Γ o代入

�¤µ®2 �²∏º¬±®方程 } Γ = ΚΜΑ, Α= sq|vo Κ= tq{t≅

ts
pv
o求得粘均分子量 ΜΓ∀

tquqv 还原糖浓度及酶反应速度的测定 用

还原糖法 o参考�°²·²×q等 t|zt年报道的测定方法 o并

改进如下 }在具塞的试管中加入 z °̄ 经溶菌酶降解后

的壳聚糖溶液 o塞好试管口 o在沸水中加热 x °¬±使酶

失活 o然后加入 sqx °̄ sqx °²̄r �的碱性铁氰化钾溶

液 o摇匀 o在波长为 wus±°处 o以直径为 u¦°的比色皿 o

第一作者 }周桂 o出生于 t|y|年 o在职硕士研究生 o讲师 o目

前主要从事再生资源的生物转化研究 ∀ ∞2°¤¬̄} ª¬½«²∏ª∏¬�

uyvq±̈ ·
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图 t 溶菌酶对壳聚糖粘均分子量变化的影响

ƒ¬ªqt ΜΓ ¦«¤±ª̈¶²©¦«¬·²¶¤± ¥¼·µ̈¤·°̈ ±·º¬·« ¼̄¶²½¼°̈

图 v 酶浓度对反应速度的影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·²© ±̈½¼°̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

图 w 酶浓度对反应速度的影响

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·²© ±̈½¼°̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

图 u 反应时间对反应速度的影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·²©µ̈¤¦·¬²±·¬°̈ ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

测光密度 Αwuso再测出 z °̄ 蒸馏水加 sqx °̄ sqx °²̄r�

的碱性铁氰化钾溶液的光密度 Αχwuso算出 ∃Αwus� Αwus p

Αχwuso用 Αwus表示溶菌酶的相对酶活性 ∀以葡萄糖胺作标

准曲线 o根据 ∃ Α wus o由标准曲线上查出还原糖摩尔

浓度 o以单位时间内还原糖摩尔浓度的变化表示酶反

应速度 ∀

tquqw 反应时间对酶反应速度的影响实验

取 ³�值为 vqx !浓度为 tqyss ªr�的壳聚糖乙酸盐溶

液 {s °̄ 与 u °̄ 浓度为 tus �r °̄ 的溶菌酶溶液在 xs

ε 下反应 o每隔一定时间取样 o测定还原糖浓度 ∀

tquqx 酶浓度对酶降解反应速度的影响实验

取 ³�值为 vqx 的壳聚糖乙酸盐溶液 ts °̄ o分别

加入不同量的溶菌酶 o使体系的酶浓度分别为 sqx o

tqs otqx ouqs ouqx ovqs �r°̄ o在 xs ε 下反应 sqx« o

然后测定酶反应速度 ∀

tquqy 底物 k壳聚糖l 浓度对酶降解反应速度

的影响实验 以 ³� vqx的 ��¦2�¤�¦缓冲溶液配制

浓度分别为 sq{ssosq|ysotqtusotqu{sotqwwsotqyss

ªr�的壳聚糖溶液 us °̄ o加入 tqs °̄ 浓度为 ws �r °̄

的溶菌酶溶液 o在 xs ε 下反应 sqx « o测定酶反应速

度 ∀

tquqz ³�对酶降解反应速度的影响实验 分

别以 ��¦2�¤�¦缓冲溶液配制 ³�值为 vqsovqxowqs o

wqxoxqsoxqxoyqs o浓度均为 tqyss ªr�的壳聚糖乙酸

盐溶液 us °̄ o加入 t °̄ 浓度为 ws �r°̄ 的溶菌酶液 o

在 xs ε 下反应 sqx « o然后测定酶反应速度 ∀

tquq{ 温度对酶降解反应速度的影响实验

取 ³�值为 vqxo浓度为 tqyss ªr�的壳聚糖乙酸盐溶

液 tx °̄ o加入 sqx °̄ 浓度为 ws �r °̄ 的溶菌酶 o分别

在 vsowsoxsoysozso{s ε 下反应 sqx «后 o测定各温

度下的酶反应速度 ∀

u 结果与讨论

uqt 壳聚糖在溶菌酶作用下粘均分子量的

变化

以溶菌酶对壳聚糖进行降解实验 o图 t是壳聚
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图 x 反应速度与壳聚糖浓度的双倒数曲线

ƒ¬ªqx ⁄²∏¥̄¨µ̈¦¬³µ²¦¤̄ ³̄²·²©µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼ µ̈µ¶∏¶

¦«¬·²¶¤±¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

图 y ³�对反应速度的影响

ƒ¬ªqy ∞©©̈¦·²©³� ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼

糖溶液在溶菌酶作用下的粘均分子量变化曲线 ∀由图

中可知 o水解初期 ts °¬±内 o分子量快速下降 oys °¬±后

下降缓慢 ∀说明溶菌酶催化壳聚糖降解可能是以内切

方式作用于壳聚糖 o断开糖链上的 Β2tqw糖苷键 ≈y ∀

uqu 溶菌酶降解壳聚糖反应动力学

uquqt 反应时间对酶降解反应速度的影响

反应时间对酶反应速度的影响结果如图 u所示 ∀由图

得知 o随着反应时间的延长 o产物的还原糖含量增加 o

sqx ∗ wqs «内呈线性关系 k Ψ= tqtty z n sqsuv w Ξ,

Ρ � sq||z vl o酶促反应速度保持恒定 o此即为酶反应

初速度 ∀w «后还原糖浓度增加缓慢 o说明酶反应速度

逐渐降低 o可能由于反应的进行使底物浓度降低 o产

物的生成而逐渐增大逆反应过程 ∀

uququ 酶浓度对酶降解反应速度的影响 酶

浓度对酶降解反应速度的影响结果如图 v及图 w所示 o

当壳聚糖浓度一定时 o溶菌酶浓度在 sqx ∗ wqs �r °̄

的范围内 o随着酶量的增加 o酶反应速度也随之增大 o

两者呈线性关系k图 wl ∀当溶菌酶浓度增加到 wqs �r

°̄ 以后 o酶反应速度增加不多或稍有下降 k图 vl o说

明酶与底物的结合逐渐达到饱和 ∀

uquqv 底物 k壳聚糖l 浓度对酶降解反应速度

的影响 以壳聚糖浓度倒数为横坐标 o反应速度的

倒数为纵坐标作 �¬±̈ • ¤̈√̈ µ2�∏µ®图 k图 xl o由双倒

数图呈直线可得出 o溶菌酶对壳聚糖的水解属米氏

酶特征 o符合米氏方程规律 ∀米氏常数 Κ ° 为 |qsv≅

ts
pw

°²̄r�∀这一结果与前人研究的一些其他非专一

性酶与壳聚糖的反应不同 ot||y年夏文水报道 o非专

一性酶降解壳聚糖的反应不遵循普通的酶反应动力

学模型方程 ∀

uquqw ³�对酶降解反应速度的影响 ³� 对

酶降解反应速度的影响结果如图 y所示 ∀由图可知 o

溶菌酶降解壳聚糖的最适合 ³�值为 wqso此时产物

还原糖浓度最大 o达到最大酶反应速度 ∀

uquqx 温度对酶降解反应速度的影响 温度

对酶降解反应速度的影响结果如图 z所示 ovs ∗ ys ε

范围内 o随着温度的升高 o酶反应速度增大 ∀温度超

过 ys ε o由于酶部分变性失活 o酶反应速度降低 oys

ε 达到最大酶反应速度 ∀前面在进行反应时间 !酶浓

度 !底物浓度 !³�值对酶反应速度影响的单因子实验

中 o选择了比最大反应速度温度略低的温度 kxs ε l

作为反应温度 o以确保酶活性不受温度的影响 ∀

uqv 溶菌酶降解产物分子量的测定

在浓度为 vqsss ªr �的壳聚糖乙酸盐溶液 k³�

wqsl 中 o加入一定量的溶菌酶 o使体系中酶浓度为 u

�r °̄ o于 ys ε 下反应 tu «o然后取出 o按实验方法

tququ测定降解产物粘均分子量为 uquu ≅ ts
x
o分子

图 z 温度对反应速度的影响

ƒ¬ªqz ∞©©̈¦·²©·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²± µ̈¤¦·¬²± √̈ ²̄¦¬·¼
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量下降百分率为 yvqyh ∀

v 结论

ktl 溶菌酶作为催化壳聚糖降解的非专一性

酶 o能有效地催化壳聚糖降解 ∀本研究初步探讨了温

度 !³� 值 !时间 !酶浓度 !底物浓度单因子对溶菌酶降

解壳聚糖的影响 ~单因子优化条件下 o壳聚糖分子量

下降百分率为 yvqyh ∀酶解反应符合米氏方程规律 o

米氏常数为 |qsv≅ ts
pw

°²̄r�∀

kul 要使降解产物分子量降到 ts sss以下 o还需

进一步优化多因子的交互作用 o寻求多种酶的协同作

用 ∀
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