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不结球白菜叶片壳聚糖酶的理化特性研究
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摘要 :通过不结球白菜叶片壳聚糖酶对壳聚糖的降解 ,研究了温度、p H、时间及金属离子等

对此壳聚糖酶的影响。结果表明 ,壳聚糖酶的最适温度为 45℃,最适 p H为 5. 5 ,酶促反应速

度在 6 h内达到最大值 ;Mn2 +和 Cu2 +对壳聚糖酶促反应分别起到促进和抑制的作用。经薄

板层析分析证实 ,壳聚糖酶降解壳聚糖为低聚物。
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　　壳聚糖是几丁质脱乙酰化后的产物 ,其溶解性

虽比几丁质有很大提高 ,但也只能在某些酸类介质

中溶解 ,因此其应用还是受到很大限制。壳聚糖酶是

分解壳聚糖的专一性酶 ,是 20世纪 70年代初期发现

的一种新酶。虽然在高等植物中尚未发现壳聚糖的

存在 ,但壳聚糖酶却广泛存在于单子叶和双子叶植

物的不同组织中 [1 ]。它可以降解壳聚糖为壳寡糖 ,壳

寡糖是指 2～10个氨基葡萄糖以β21 ,42糖苷键连接
而成的低聚糖 ,比壳聚糖具有更高的生物活性 ,更易

被植物体吸收利用。欧阳寿强等 [2 ]研究表明 ,壳聚糖

处理不结球白菜后 ,能有效地改善其农艺形状及提

高品质。因此 ,要弄清壳聚糖直接处理不结球白菜叶

片后 ,是否诱导了壳聚糖酶的产生及壳聚糖酶是否

降解了壳聚糖 ,然后通过壳寡糖起作用。作者对壳聚

糖酶的一些基本特性进行研究 ,为今后研究壳聚糖

直接施用于蔬菜作物提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　材料
壳聚糖由南京农业大学生命科学学院生化研究

室张益民老师提供 ,粘均分子质量为 5. 03×105。不

结球白菜 ( B rassica cam pest ris L . ssp . Chinensis

(L . ) Makino)品种矮杂 1号种子由南京农业大学园

艺学院侯喜林老师提供。

1. 2　分析方法
1. 2. 1　壳聚糖溶液的配制

1 g壳聚糖溶解于 100 mL 0. 2 %的乙酸钠溶液 ,

用 NaO H溶液调节 p H至 5. 6 (壳聚糖在此 p H值下

具有最大的活性 [3 ] )。

1. 2. 2　壳聚糖酶液的提取

称取 1. 00g 不结球白菜叶片 ,加入 3 mL 0. 2

mol/ L Tris2HCl (p H8. 2)研磨 ,于 10 000 r/ min离心

30 min ,上清液即为粗提壳聚糖酶液。

1. 2. 3　还原糖浓度的测定

采用 DNS法 [4 ]。吸取 1mL 反应液和 5 mL 3 ,52
二硝基水杨酸溶液 ,并加蒸馏水至 25 mL ,然后沸水

中反应 5 min ,冷却后于 520 nm处测其吸光度 A 值。

以葡萄糖溶液作为标准溶液。

1. 2. 4　还原糖薄板层析

根据 Yoon等 [5 ]人的方法稍加改进。将壳聚糖

溶液与壳聚糖酶粗提液作用后的反应液置于蒸发皿

中 ,于 80℃水浴中将水蒸发 ,并用 95 %的乙醇将反应

物中的糖提取 ,在铺好的薄板上点上样品 ,20μL/点。

流动相为乙酸乙酯 :甲醇 :乙酸 :水按 12 :3 :3 :2的体

积比例混合 ,显色剂为茚三酮溶液。

2　结果与分析

2. 1 　壳聚糖酶活性在不同反应时间内的变
化

从不结球白菜叶片中提取壳聚糖酶 ,并将其与

10 g/ L 的壳聚糖分别作用 2 ,6 ,10 h后 ,检测到了酶

活性 ,结果如图 1。其中反应 6 h时 ,相对的酶活性最

高 ,比对照增加 1. 5倍 ,而在 10 h时酶活性仅比对照

增加 0. 3倍。即反应进行 6 h后 ,还原糖质量浓度变
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化缓慢。其原因是由于降解产物中底物质量浓度过

高 ,从而对酶促反应产生抑制作用 ,表明了不结球白

菜叶片中存在壳聚糖酶 ,并且壳聚糖可以被壳聚糖

酶降解为低壳聚糖。

图 1　不同反应时间内壳聚糖酶的活性变化

Fig. 1　Changes of chitosanase activity in different times

2. 2　温度对壳聚糖酶促反应的影响

将质量浓度为 10 g/ L的壳聚糖溶液 7份(5 mL/份)

与 7份 (1 mL/份)从不结球白菜叶片中提取的壳聚

糖酶溶液充分混合 ,分别置于 25 ,30 ,35 ,40 ,45 ,50和

55℃水浴中保温 1 h ,然后分别测定不同温度下反应

液中的还原糖质量浓度 ,从图 2可以看出 ,壳聚糖酶

在 45℃下催化壳聚糖生成的还原糖最多 ,即不结球

白菜叶片中的壳聚糖酶降解壳聚糖的最适温度是

45℃,且壳聚糖酶活性在 30～40℃范围内 ,变化较

缓 ,当温度超过 45℃,活性又较快丧失。

图 2　不同反应温度下壳聚糖酶的活性变化

Fig. 2　Changes of chitosanase activ2

ity in different temperatures

2. 3　p H值对壳聚糖酶促反应的影响
分别将 6份 5 mL 壳聚糖溶液 (10 g/ L) ,6份 p H

分别为 4. 0 ,4. 5 ,5. 0 ,5. 5 ,6. 0 ,6. 5的醋酸缓冲液 (2

mL/份)和 6份从不结球白菜叶片中提取的壳聚糖酶
溶液 (1mL/份)充分混合 ,均置于 45℃水浴中保温
1h ,测其还原糖质量浓度。从图 3 可见 ,在 p H 5. 5

时 ,壳聚糖酶发挥了最大的酶活 ,在 p H4. 5～5. 5时 ,

相对酶活迅速上升 ,在 p H5. 5～6. 0时 ,相对酶活大
幅度下降。

图 3　不同 p H壳聚糖酶的活性变化

Fig. 3　Changes of chitosanase activity in differ2
ent p H values

2. 4　Mn2 +和 Cu2 +对壳聚糖酶活性的影响
在 3份壳聚糖酶液 (1 mL/份)中分别加入 1 mL

蒸馏水 ( CK)、1 mL 10 mmol/ L Mn2 + 溶液和 1 mL

10mmol/ L Cu2 +溶液 ,随之各加入 5 mL 10 g/ L 壳聚
糖溶液和 2 mL p H 5. 5的乙酸缓冲液 ,于 45℃水浴
保温 1 h ,测还原糖的质量浓度。结果表明 (图 4) 10

图 4　不同金属离子对壳聚糖酶活性的影响

Fig. 4 　Effect s of different ions on the chitosanase

activity
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mmol/ L Mn2 + 使壳聚糖酶活性提高了 1. 3 倍 ,而

Cu2 +则使壳聚糖酶活性下降了 46 %。因此 ,在反应

液中加入一定量的 Mn2 +可以加快酶促反应速度。

2. 5 　壳聚糖经壳聚糖酶作用后降解为低壳

聚糖

将从不结球白菜叶片中提取的壳聚糖酶与

10g/ L壳聚糖溶液作用后 ,将反应液置于蒸发皿中 ,

于 80℃水浴中将水蒸发 ,并用 95 %的乙醇将反应物

中的糖提取 ,跑薄板层析 ,经显色处理后 ,显示单纯

10g/ L 壳聚糖溶液在板上没有出现糖点 (图 5中 1)

不加壳聚糖提取液的显示 1 个糖点 (图 5 中 2)而

10g/ L 壳聚糖与壳聚糖酶液的反应液则显示 3 个糖

点 (图 5中 3) 。说明壳聚糖处理不结球白菜叶片后 ,

经过壳聚糖酶的作用降解为低聚物 ,再通过低壳聚

糖对不结球白菜叶片起生理作用。

图 5　壳聚糖降解产物的薄板层析分析

Fig. 5　Analysis of t hin - board chromatography

of decomposed product s of chitosan

3　讨论

通过对不结球白菜叶片壳聚糖酶降解壳聚糖的

研究 ,表明用壳聚糖处理不结球白菜叶片后 ,壳聚糖

被降解为壳寡糖。因此 ,壳聚糖对不结球白菜所起的

作用可能是通过壳聚糖酶来实现的 ,这点对阐明壳聚

糖调节不结球白菜的作用时 ,显得相当重要。并确定

了壳聚糖酶降解壳聚糖的最适 p H和温度分别为5. 5

和 45℃;酶活性在反应 6 h达到最大值 ,其后随反应

时间的延长呈现下降的趋势。某些金属离子在壳聚

糖酶的酶促反应中起作用 ,如 Mn2 +对壳聚糖酶的降

解具有一定的促进作用 ,而 Cu2 +对该酶降解则有抑

制作用。这可能是因壳聚糖能与重金属离子结合形

成比较稳定的复合物 ,从而产生底物抑制作用 ,使酶

促反应速度大大降低的结果。
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non2heading Chinese cabbage leaves
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Abstract : The effect s of temperature , p H , time and metal ion on chitosanase activity f rom non2heading

Chinese cabbage ( B rassica cam pest ris L . ssp . chinensis (L . ) Makino) leaves were investigated. The result s

show that the optimal temperature and p H are 45℃ and 5. 5 in degrading chitosan respectively. Otherwise ,

analysis of thin2board chromatograph revealed that chtiosan was decomposed into chitooligosaccharedes by

chitosanase.
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Abstract : Polyunsaturated fatty acid ( PU FA) is ext racted f rom dry powder of S t yela clava with super

critical fluid CO2 . The extraction process is studied through orthogonal experiment and the optimization is lis2
ted as follows : S . clava has been extracted with SPF CO2 at 20 Mpa pressure , 50℃, for 2 h , and weight ratio

of S. clava : volume of ethyl acetate is 1 :2 , and the yield is 19. 5 % . According to the analysis of GC , the con2
tent of PU FA in the product is 75. 77 % , and the content sum of EPA and D HA is 19. 47 %.
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