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生物技术与方法                                                               

昆虫来源的几丁质酶的分离纯化及酶学性质 

刘明艳，张洪斌，胡雪芹，魏青丽 
合肥工业大学化工学院制药工程系，合肥 230009 

摘  要: 几丁质酶在真菌和昆虫的生理和发育过程中起着关键作用，该酶本身及其酶抑制剂是获取生物农药的重要途

径。本研究从蚕蛹体内提取几丁质粗酶，经硫酸铵分级沉淀和 Sephadex G-150 分离得到几丁质酶。用 SDS-PAGE 测得

该酶的分子量为 88 kDa。水解胶体几丁质的 Km 值为 22.3 μmol/L。酶反应的最适温度为 45℃，最适 pH 值为 6.0，金属

离子和有机试剂对几丁质酶活性都有影响，其中高浓度的 Mn2+对酶有较强的激活作用，而 Cu2+、SDS 则有较强的抑制

作用。研究结果为基于几丁质酶的生物农药筛选研究奠定了基础。 
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Purification and characterization of a chitinase from  
Bombyx mori 

Mingyan Liu, Hongbin Zhang, Xueqin Hu, and Qingli Wei 

Department of Pharmaceutical Engineering, Hefei University of Technology, Hefei 230009, China 

Abstract:  The importance of chitinases in the physiological and developmental processes of fungi and insects makes themselves 
and their inhibitors important targets for biological pesticides. A chitinase was isolated from Bombyx mori and purified to 
electrophoretic homogeneity by ammonium sulfate precipitation and Sephadex G-150 column chromatography. The molecular mass 
was estimated to be about 88 kDa by SDS-PAGE, while the Km was calculated to be 22.3 μmol/L. Moveover, the optimal reaction 
temperature was 45°C, and the optimum pH was 6.0. The effect of metal ions and organic reagents on chitinase activity was 
investigated. The activity was enhanced by high concentration of Mn2+, while was strongly inhibited by Cu2+ and SDS. These results 
provide a basis for screening the chitinase-based biological pesticide. 
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几丁质是由 N-乙酰-D-氨基葡萄糖以 β-1,4 糖苷

键连接而成的高分子聚合物，是构成大多数真菌细

胞壁的主要成分，同时也广泛存在于软体动物以及

节肢动物的外壳中。如在真菌、线虫、软体动物的

表皮、昆虫的外骨骼和围食膜、甲壳动物的外壳和

一些藻类的细胞壁中均含有几丁质[1-2]。几丁质不仅

是昆虫的重要结构组分，而且也是昆虫防止机械损

伤和生物危害的屏障，而包括人类在内的脊椎动物
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体内无几丁质成分。几丁质酶是一类能把几丁质降

解为 N-乙酰-D-氨基葡萄糖或寡聚 N-乙酰胺基葡萄

糖的水解酶，可以降解几丁质为低分子量、可溶或

不可溶的寡糖[3]。该酶广泛存在于各种真菌、植物、

昆虫和鱼类等生物中，催化水解昆虫几丁质的酶主

要是几丁质酶，因此，研究获取昆虫来源的几丁质

酶可以作为生物杀虫剂来控制昆虫和真菌病害。另

外，几丁质代谢是真菌、昆虫等农作物病虫害生长

发育的关键环节，在昆虫体内几丁质酶在其胚后发

育中扮演关键角色，尤其是在幼虫蜕皮和化蛾阶段；

为了生长和发育，昆虫必须周期性地强行通过蜕皮

来形成一个新且松弛的角质层来取代旧的；脱皮前，

昆虫通过分泌包含几丁质酶和蛋白酶的蜕皮液，来

分别消化旧内表皮的几丁质和蛋白质，使表皮细胞

从旧角质层分离，引发蜕皮 [4]。因此，以在昆虫几

丁质降解中的关键酶——几丁质酶为靶标，是理想

的新型生物农药筛选模型。通过阻断几丁质酶，阻

止昆虫蜕皮、化蛾和围食膜的再生，以达到杀灭昆

虫的目的。综上可知，研究获取几丁质酶及其特性

对于生物农药的创制具有重要意义。本论文从鳞翅

目昆虫蚕蛹的化蛾后期中提取几丁质酶，对几丁质

酶进行分离纯化，并对其酶学性质进行研究，为开

发具有新型高效的生物农药奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
蚕蛹购于安庆市潜山 ;蛋白质分子量标准购自

大连 TaKaRa 公司；Sephadex G-150 为 Sigma 公司

产品，其他常用试剂均为分析纯。WFZ800-D38 紫

外分光光度计  (北京瑞利分析仪器公司 )；KDC- 

160H 高速冷冻离心机 (科大创新股份有限公司中佳

分公司)；HH 数显恒温水浴锅 (江苏金坛市晶玻实

验仪器厂)；SPX-150B 生化培养箱 (上海博讯实业

有限公司医疗设备厂)。 

1.2 实验方法 
1.2.1  胶体几丁质的配置[5] 

称取 2 g 几丁质，加入 20 mL 85％浓度的浓磷

酸溶解，常温下放置 2 d 后，加蒸馏水稀释，反复

冲洗 (采用离心分离) 至 pH 5.0 以上。离心后的几

丁质沉淀用蒸馏水调整终浓度至 1％。 

1.2.2  几丁质酶的分离纯化 

以下若无具体说明，实验操作均在 0℃~4℃进行。 

1) 粗提取：将蛹化后的蚕茧于 25℃培养箱

培养 8~10 d 后至蚕茧中的蛹化蛾前，收集蚕蛹于

0.1 mol/L pH 6.0 磷酸缓冲液中均质，冰水浴中超声

1 s，间歇 2 s，150 W 破碎 16 min，4℃、10 000 r/min

离心 30 min 收集上清。 

2) 硫酸铵分级沉降：将固体硫酸铵研细加入粗

酶液中，调至不同的饱和度 (10％~80％)，每次加入

硫酸铵均需充分溶解，静置过夜，10 000 r/min 离心

15 min 分离沉淀与可溶成分[6]，每阶段沉淀用后测

定酶活，确定最优沉降比例。 

3) Sephadex G-150 凝胶过滤层析：将经硫酸铵

分级沉降后的沉淀用 0.1 mol/L pH 6.0 磷酸缓冲液溶

解，过夜透析，浓缩后加样到已平衡的 Sephadex 

G-150 凝胶过滤柱 (3.0 cm×40 cm)，用 pH 6.0 的磷

酸缓冲液洗脱，流速 30 mL/h，收集洗脱液后经

15％ SDS-PAGE，考马斯亮蓝染色鉴定纯化蛋白。 

1.2.3  酶活力测定 

以 N-乙酰-D-氨基葡萄糖的生成速度测定酶活

性大小。45℃下，以 N-乙酰-D-氨基葡萄糖为标准，

每小时产生 1 μmol/L N-乙酰-D-氨基葡萄糖所需的

酶量为一个活力单位 (U)[7-8]。 

酶活力测定的原理：胶体几丁质＋几丁质酶

→N-乙酰-D-氨基葡萄糖。 

在装有预热至 45℃的 0.5 mL 1％胶体几丁质和

0.5 mL 0.1 mol/L 磷酸缓冲液 (pH 6.0) 比色管中，

加入 0.5 mL 酶液，于 45℃温育 1 h，沸水浴保持

20 min 中止反应，将沸水浴后的酶液置于冰浴冷却，

冷却后加入 1.5 mL DNS 试剂，沸水浴 20 min，冷却

至室温后用蒸馏水定容到 25 mL，摇匀，离心后取

上清，以灭活的等量酶液做空白对照，在波长 500 nm

下测吸光度，折算成酶活。 

1.2.4  蛋白质含量测定 

280 nm 处的紫外吸收值用于色谱过程检测蛋白

质洗脱峰。纯化各步骤的蛋白质浓度测定采用考马

斯亮蓝染色法测定[9]。 
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1.2.5  SDS-PAGE 分析 

十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳用于分

析蛋白质的分子量，分离胶浓度为 15％，染色使用

考马斯亮蓝 R-250[10]。 

1.2.6  酶学性质 

1) 酶的最适反应温度及热稳定性：在 pH 6.0，

0.1 mol/L 磷酸缓冲液中，酶分别在 30℃、35℃、40℃、

45℃、50℃、55℃、60℃、65℃不同温度下测定酶

活，考察酶的最适反应温度。将酶在不同温度下

保温 1 h，然后检测残余酶活力，以酶活最高者为

100％，考察酶的温度稳定性。并将该酶在 45℃、30℃

和低温 4℃保藏，取样测量保藏过程中酶活力的

变化。 

2) 酶的最适反应 pH 及 pH 稳定性：在不同

pH (5~9) 的反应体系中测定酶活力，研究酶促反应

的最适 pH。将酶液分别置于不同 pH 的缓冲体系中

45℃放置 1 h，每个梯度相差一个 1 个 pH，测定其

对应的剩余酶活力，并以酶活最高者为 100％，研

究酶的 pH 稳定性。将酶液置于最佳 pH，最佳温度

体系中保藏，取样测量保藏过程中酶活力的变化。 

3) 动力学常数 Km 的测定：将酶液与不同浓度

的胶体几丁质底物作用，测定酶反应的初速度，用

Lineweaver-Burk 双倒数作图法求出以 1％胶体几丁

质为底物的酶的 Km 值。 

4) 金属离子和其他试剂对酶活力的影响：在不

同体系中分别加入各种金属离子和试剂，观察金属

离子和试剂对酶活力的影响。 

2  结果 

2.1  几丁质酶的分离和纯化 
几丁质酶在 25％~60％饱和度下沉淀出来 (图

1)，几丁质酶的分离纯化结果见表 1，以 50 mL 发酵

液开始，几丁质酶从粗酶液到最后纯化产物共纯化

了 6.253 倍，回收率为 8.1％，纯化后酶的比活力为

0.1901 U/mg (表 1)。图 2 为纯化过程中 Sephadex 

G-150 凝胶过滤层析的色谱图。最后纯化结果达到

了电泳纯，电泳结果见图 3。 

 

图 1  几丁质酶在不同饱和度硫酸铵中的溶解曲线 
Fig. 1  Dissolution curve of chitinase in different (NH4)2SO4 

saturation. 
 

表 1  几丁质酶的纯化 
Table 1  Purification of chitinase 

Purification 
step 

Total 
activity

(U) 

Total 
protein 
(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Purification
(fold) 

Yield
(%)

Crude extract 1.649 54.238 0.0304 1 100

(NH4)2SO4 
precipitation 1.533 28.160 0.0544 1.789 93.0

SephadexG-150 0.134  0.705 0.1901 6.253 8.1

 

图 2  Sephadex G-150 凝胶过滤色谱图 
Fig. 2  Gel filtration chromatography of chitinase by 
Sephadex G-150. 

 

图 3  SDS-PAGE 检测几丁质酶的纯化 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified chitinase. M: 
protein marker; 1: crude chitinase; 2: chitinase of (NH4)2SO4; 3: 
purified chitinase. 
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2.2  酶学性质研究 
2.2.1  酶的最适温度及热稳定性 

酶在不同温度下测定的酶活结果见图 4，该酶

的最适反应温度为 45℃左右，在 50℃以上酶活急

剧下降。酶在 30℃保温 1 h 后剩余活力为原来的

95.31％，45℃以上保温 1 h 后酶活大幅下降，达到

60℃保温 1 h 后酶几乎全部失活，表明该酶对热较敏

感 (图 4)。将酶置于 4℃、30℃、45℃保藏并取样测

量酶的剩余酶活力，结果见表 2。酶在 4℃下保藏

17 h 剩余活力为 93.70％，8 d 后剩余活力仍有原来

的 68.37％，说明酶在 4℃低温下热稳定性好；45℃

保温 3 h 活力仅剩 34.28％，说明该酶在 45℃以上热

稳定性差。 

2.2.2  酶的最适反应 pH 值及 pH 稳定性 

实验结果表明 (图 5)，该酶催化合成反应的最

适 pH 值为 6.0，在 pH 5~7 之间活力较好，当反应

pH 升到 7.0 以上，酶活下降比较快。酶的 pH 稳定

性实验结果表明该酶在 pH 值为 5.0~7.0 的条件下，

稳定性相对较好，一旦高于这个范围，酶活降低

较快。 

 

图 4  温度对几丁质酶酶活的影响 
Fig. 4  Effect of temperature on the activity and stability of 
chitinase. 1: enzyme activity; 2: relative stability. 

 
表 2  温度、时间对几丁质酶酶活稳定性的影响 
Table 2  Effect of temperature and time on the stability of 
chitinase 

 0 h 3 h 17 h 2 d 4 d 6 d 8 d 

4°C 100% 99.85% 93.70% 86.24% 75.11% 72.33% 68.37%

30°C 100% 88.21% 69.36% 50.98% — —  

45°C 100% 34.28% — — — — — 

2.2.3  动力学常数 Km 的测定 

分别以 0.2％、0.6％、1.0％、1.4％、1.8％的

胶 体 几 丁 质 为 底 物 ， 测 定 底 物 反 应 速 率 ， 用

Lineweaver-Burk 双倒数作图法，求得 Km 值为

22.3 μmol/L (图 6)。  

2.2.4  金属离子和其他试剂对酶活力的影响 

金属离子和其他试剂对酶活力的影响实验结

果见表 3，较高浓度的 Mn2+有对酶活有促进作用，

0.1 mol/L Mn2+能提高酶活达 132.53％，但 0.01 mol/L 

的 Mn2+对酶活有抑制作用。实验中所选用其他离子

对酶催化活力均有不同程度的抑制作用，其中 Cu2+

对酶活有较强的抑制作用，Mg2+、Ca2+、Al3+、

Zn2+有微弱的抑制作用。SDS 对酶活力抑制最强，

0.01 mol/L 的 SDS 抑制了 74％左右的活力，Urea 只

有较弱的抑制作用。 

 

图 5  pH 对几丁质酶酶活力及稳定性的影响 
Fig. 5  Effect of pH on the activity and stability of chitinase. 1: 
enzyme activity; 2: relative stablity. 

 

图 6  几丁质酶的 Lineweaver-Burk 图 
Fig. 6  Lineweaver-Burk polts of chitinase. 
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表 3  金属离子和其他试剂对酶活力的影响 
Table 3  Effect of some compounds and metal ions on activity 

Compounds 
and ion 

Concentration 
(mol/L) 

Relative 
activity (%) 

Control —— 100.0 

Cu2+ 0.01 57.5% 

Fe2+ 0.01 79.88% 

Mg2+ 0.01 94.47% 

Ca2+ 0.01 96.68% 

Zn2+ 0.01 96.05% 

Mn2+ 0.1 132.53% 

Mn2+ 0.01 85.31% 

Mn2+ 0.001 79.86% 

Al3+ 0.01 94.79% 

SDS 0.01 25.98% 

Urea 0.01 91.00% 

Tris 0.01 86.59% 

3  讨论 

几丁质酶是一类差异较大的水解酶类，按照水

解几丁质链的方式不同可分为 3 种，包括外切酶、

内切酶和 N-乙酰氨基葡萄糖水解酶。内切酶随机地

切开几丁质的 β-1,4 糖苷键，而外切酶从链的非还原

端开始切割几丁质，形成 (GlcNAc)2，N-乙酰氨基

葡萄糖水解酶水解 (GlcNAc)2 成 GlcNAc 或是从 N-

乙酰壳寡糖的非还原端产生 GlcNAc[11]。根据催化区

域氨基酸序列的相似度，几丁质酶又分为 18 家族或

19 家族的氨基水解酶[12]。18 家族几丁质酶广泛存在

于细菌、真菌、病毒、动物和一些植物的体内，19

家族几丁质酶只存在于高等植物体内，但是近来在

灰色链霉菌 Streptomyces griseus 中也有发现[13]。 

许多文献已报道了不同来源的几丁质酶的分离

纯化及性质研究，但有关从鳞翅目昆虫蚕蛹体内分

离到的几丁质酶的分离纯化及性质研究少有报道。

本研究从家蚕体内提取到分子量为 88 kDa 的几丁质

酶，并对其性质进行一系列的研究。该酶以胶体几

丁质为底物，水解胶体几丁质为 N-乙酰氨基葡萄糖

(GlcNAc)，属于 18 家族几丁质酶中的一种酶，为外

切酶。该酶的最适温度为 45℃；该酶的最适 pH 值

为 6.0；较高浓度的 Mn2+对酶活有促进作用，除此

之外实验中所选用的其他离子对酶催化活力均有不

同程度的抑制作用，其中 Cu2+对酶活的抑制作用较

强，Mg2+、Ca2+、Al3+、Zn2+有微弱的抑制作用，SDS

对酶活抑制最强，0.01 mol/L 的 SDS 抑制了 74％左

右的活力。与已有的报道相比较，在酶的分子量、

最适温度、最适 pH 值以及金属离子对酶活力的影响

等方面均有差异。Lee 等从青霉菌 Penicillium sp. 

LYG 0704 中提取的几丁质酶的分子量为 47 kDa，

其最适 pH 为 5.0 左右[14]；Van-Nam Nguyen 等从拟

青霉属变曲霉 Paecilomyces variotii DG-3 中纯化

后的几丁质酶有 2 种，其分子量分别为 32 kDa 和

46 kDa[15]；Crispinus 等从绿色木霉 Trichoderma 

viride 中纯化几丁质酶最适 pH 为 3.5，pH 值在

3.5~6.0 范围内，酶的活性较为稳定[16]。这些差异的

产生，可能与因不同来源所产酶的性质有所不同，

也可能与分离纯化条件不尽相同等相关。据文献报

道[17]，几丁质酶的最适 pH 与所用底物的分子量有

关，如以羟乙基几丁质为底物的酶的最适 pH 为 4.0

左右，以 GlcNAc5 为底物的酶的最适 pH 为 10.0 左

右。实验中酶的最适温度为 45℃，Babiker 等[18]报

道 54 kDa 和 65 kDa 的几丁质酶的最适温度分别为

20℃和 30℃。因此，同工酶中分子量越大的几丁质

酶在高温下越稳定。金属离子对酶的活力起到了促

进或抑制的作用，如 Cu2+对酶的抑制作用明显，这

主要是因为 Cu2+能直接作用于酶活性位点中的组氨

酸，与巯基形成复合物并能与咪唑环结合[19]。 

本实验确定了蚕蛹提取液硫酸铵分级沉淀的范

围，达到了浓缩与初步纯化几丁质酶的目的，为进

一步使用凝胶层析纯化该酶打下了基础。几丁质酶

从粗酶液到最后纯化产物共纯化了 6.253 倍，回收

率为 8.1％。活力较低可能是由于粗酶中不同亚型的

协同作用，也可能是在纯化过程中 Sephadex G-150

凝胶过滤层析一步中损失较多。 

以上关于昆虫几丁质酶的分离纯化及其特性的

研究结果，为利用该酶进行生物防治以及以此酶为

靶标进行酶抑制剂的筛选提供了基础数据，进而为

新型高效的生物农药创制打下基础。 
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