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摘 要:比较了几种霉菌(毛霉、根霉、山莓'和青霉)在对数生长末期和稳定期末期的胞内和胞外甲壳素脱乙毗

酶的活力。研究结果表明: (J)各霉菌的胞内和胞外都具有甲壳素脱乙眈酶活力，而且胞外酶的活力普遍大于

It包内酶的活力; (2) 处于对数生长期末期的毛霉菌株产甲壳素脱乙毗酶活力最高，其胞外酶活力达到了

97.2 :t 4.2 U/ g干菌丝体。酶学特性研究表明:该酶的最适温度为 50 "C，最适 pH 约为 7.2，低温保存稳定性较

差，每 24 小时酶活力下降 30% 以上。
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Comparisons of activities of chitin deacetylase from 

mold strains and study of its properties 
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Abstract: Activities of intracellular and intercellular chitin deacetylase were compared produced from several mold 

strains growing at the end of log phase and stable phase respectively. 叽1e experimental results indicated that ( 1) the 

activities of chitin deacetylase were found inside and outside the cells , and intcrcellular enz严ne was more active than 

the intracellu!ar one. And (2) the intercellular enzyme growing at the end of log phase had the highest activity , up 

to 97.2 士 4.2 U/g drγmycelia ， among mo!d strains. The study of the enzyme properties showed that the optimum 

temperature and pH were 50 "c and 7.2 respectively. It was a!so found that the enzyme had a !ess stabi!ity at 4 "c 

and the decrease in the enzyme activity per 24 hours was more than 30% . 
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甲壳素脱乙酷酶(chitin deacety!ase , E C. 3.5. 1 .41 ，简称 CDA)催化甲壳素中 N- 乙毗基 -D- 葡糖肢

的乙酌胶基的水解，产物为壳聚糖。目前常规使用的是化学法(40% 以上氢氧化纳)生产壳聚糖，存在诸

多问题，例如反应时间长、能耗大、产品质量(主要指平均分子量和脱乙酷度)不稳定，尤为严重的是排放

物造成了巨大的环境污染，对周边生态破坏严重。所以，各国学者相继对甲壳素脱乙毗酶的来源、特性、

生物学功能和|基因组成[1 ， 2]等方向开展了基础性研究，并获得了基因工程菌株，其活力与野生型相当。
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通过比较了几种霉菌(毛霉、根霉、曲霉和青霉)在对数生长末期和稳定期末期的胞内和胞外甲壳素脱乙

酷酶的活力，试图得到高活力菌株，进而研究其酶学性质，为进一步研究酶的结构与功能的关系奠定基

础。

l 材料与方法

1. 1 材料

1.1. 1 菌种

本实验室分离、纯化并保存的毛霉 (Mucor sp.) 、青霉( Penic山um sp.) 、由霉 (Aspergillus sp.) 、根霉

(Rhizopus sp.)菌株。

1.1. 2 培养基

马铃薯葡萄糖培养基[3]

1. 2 实验方法

1. 2.1 菌种的生长曲线测定:

各菌株经斜面活化后接人液体马铃薯葡萄糖培养基，间隔一定时间取样测定细胞干重[3] 绘制生长

曲线，确定各霉菌生长的对数生长期和平稳期。

1. 2.2 酶作用底物-壳聚糖的制备

新鲜虾壳来源于上海市图们路集贸市场。

甲壳素的制备方法[4] .将洗净的虾壳浸没在 5%HCl 榕液中 24 h 脱钙，过滤后水洗至中性，再加人

8%NaOH 洛液煮沸 1 h 去除蛋白质和脂肪，过滤后水洗至中性，先后用 1 %KMn04 和 5%NaHS03榕液常
温浸泡 1 h，过滤，水洗至滤液澄清，60 "c - 70 "c烘干即得甲壳素。

壳聚糖底物的制备方法[5] .将粉碎后的甲壳素加入到 40% NaOH 溶液中(12:5 W/W) ，常温减压条

件下放置 3 h 后，加人碎冰(甲壳素悬浮液:碎冰= 1: 3)后常温放置 90 h ，用 HCl 调整 pH 至 8.7 ，将甲壳

素中倒入丙酣/水溶液(7: 1, V/V) 中使甲壳素沉淀出来。同时用冷的丙酣缓慢地加入以保持丙嗣与水

的比率。过滤出沉淀，用丙酣洗涤，在减压条件下干燥。最终产物溶解于水，透析(透析袋截留分子量为

12 ∞0-14 则)后冷冻干燥，低温保存备用。

壳聚糖的脱乙M度用红外光谱法[6]测定为 759毛。

1.2.3 甲壳素脱乙酷酶的提取

以斜面活化后的菌种用无菌生理盐水制备子包子悬液，于包子浓度为 106 个/mL。取 1 mL 1包子悬液接

人装有 50 mL液体马铃薯葡萄糖培养基的锥形瓶(150 mL) ，分别置于摇床培养至对数生长末期和稳定

期末期，培养温度为 28 "C，转速为 200 r/min o 

将培养的发酵液在低温条件下抽滤，所得滤液即为胞外甲壳素脱乙眈酶粗酶液。同时收集菌丝体，

并用预冷的双蒸水洗涤数次后冷冻干燥O

称取一定量的菌丝体，加入冷 Tris-HCl 缓冲溶液 (25 mM , pH 7 . 5 )后，用匀浆机 (24000 r/min 、 4 OC) 

匀浆数分钟，浆液在 4 000g ,4 "c下离心分离 20 min，然后于 15 ∞o g ,4 OC下离心 1 h，取上清液即为胞内

甲壳素脱乙眈酶粗酶液[5]O

1. 2.4 甲壳素脱乙酷酶的活力测定

用 50 mM、 pH 7.2 的 Tris - HCl 缓冲溶液配置壳聚糖底物(5 glL) 0 取 2 mL 底物溶液于 50 OC预热

10 min ，加入 1 mL 甲壳素脱乙眈酶的粗酶液，继续在 50 "c准确反应 30 min 后，用沸水浴 3 min 终止反

应。冷却后，过滤反应液，用 Bergmeyer 的方法[7]测定滤液中的乙酸含量。在对 J!R试验中，酶液预先用沸

水浴 3 min ，其余步骤相同。

酶的活力单位定义为:以脱乙毗度为 759毛的壳聚精作底物，在 pH 7.2 、阻度为 50 "c的条件下，

30 minl大i产生 1 (-tmol 乙酸的酶量为 l 个陶活力 -"(L位 (U) 0 
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2 结果与讨论

2.1 各霉菌菌株的生长曲线 0.30 一←毛霉一·一青霉--tr-曲霉一持一根霉

各霉菌菌株的生长曲线(图1)显示:毛霉最先 0.25 

渡过迟滞期，约在 18 h 左右即进人对数生长期，而寻 0.20
其余三菌株均在 28 h 后细胞开始对数生长;培养刷

50 h后，各菌株开始相继进入稳定期，其先后顺序分哩。.15
别为:青霉 (53 h) 、毛霉 (65 h) 、根霉 (71 h) 、曲霉峭 O. 10 

(77 h) 0 在稳定期末，青霉的菌丝体数量最多，根霉 0.05 

的菌丝体数量最少。

从以上生长曲线可以看出，各菌株都典型地表 o 10 20 30 4 
培养时间 /h

现出了迟滞期、对数生长期和稳定期。由于实验采

用的是细胞干重法，无法区分出一部分已经衰亡的 图 I 各霉菌的生长曲线

细胞，因此稳定期和衰亡期之间的分界不明显。实 Fig. 1 Growth curve of mo1d 阳lI1S

验中还依据发酵液 pH 的的变化确定 101 h 后各菌株基本都到达稳定期末期。

2.2 霉菌产甲壳素脱乙眈酶能力比较

以单位质量干菌丝体所含甲壳素脱乙酷酶活力来衡量各菌株产甲壳素脱乙酷酶的能力，实验结果

见表 10

表 1 各菌株产甲壳素脱Z;ì!i先酶能力比较

Il呈b.l Co哑nparisons of ab皿tiesωpr咀duce chitin deacetylase by mold strains 

前名
!血外酶产生能力 (U/gT菌丝体) 胞内酶产生能力 (U/g 干囱丝体)

对数生长末期 稳定期末期 对数生长末期 稳定期末期

毛每 97.2 :t 4.2 芳 50.1 :t 0.3 4.29 :t 2.04 13.0 :t 1.2 

根霉 33.9 :t 2.1 43.2 :t 2 .4 1O .5 :t 2.5 12.7 :t O. 8 

I凶霉 14.9 士 2.0 6.99 :t 0.57 5.07 :t 0.45 6.60 :t 0.18 
三问仨 d我E# 27.3 :t 1.3 6.48 :t 0.99 1.49 :t o. 85 2.81 :t 1. 08 

提.差异显著(P<0.05) 。

从表中可以看出，在本实验所选用的毛霉、根霉、青霉、由霉四种霉菌中，胞内和胞外都存在不同水

平的甲壳素脱乙酷酶活力，而且酶活力随着细胞的不同生长阶段而变化。尤其是在青霉的胞内和胞外

均显示了酶的活力，目前未见有文献报道。

处于对数生长期末期的毛霉胞外酶活力最高，达到了 97.2 :t 4.2 U/g 干菌丝体。因此，本文主要对

该酶的特性进行研究。

无论在对数生长末期，还是稳定期末期，各霉菌中胞外粗酶被中甲壳素脱乙由此酶(以下简称胞外酶)

的活力始终高于胞内粗酶液中甲壳素脱乙酌酶(以下简称胞内酶)的活力，在毛霉、根霉和曲霉中，胞外

酶活力远高于胞内酶。除根霉外，其余各菌株在对数生长末期的胞外酶活力含量均高于在稳定期末期

的活力，这是一种与细胞生长同步的产酶模式，而相应的胞内酶正好相反，表现出了滞后于细胞生长的

生长模式。这极可能与胞内胞外酶不同的生物学功能有关。

目前一般认为，甲壳素HS~乙毗酶主要有参与细胞壁形成[8]和抵抗外界病源菌[9]两大功能，实验中发

现的胞内酶和|胞外酶不同的产酶模式(除根霉外)与此两项功能是相符的。胞外酶表现的是与细菌生长

问步的生长模式，它(与甲壳素合成酶一起)主要参与了细胞壁的形成，首先由甲壳素合成响利用尿昔二

磷毗乙眈氨基葡甜柑f ( UDP - GlcNAc)合成吁l 壳素，再由甲壳素脱乙毗酶脱除新生 '1' 'y'(:.素仁的乙眈基成

为壳聚腑，本次实验选用均为具有细胞壁的每菌，所以均检测到了甲壳素脱乙毗响的力; ITti J血内附主要
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参与了细胞壁的降解和部分防御功能，它可以防御攻击外源甲壳素类物质，并在细胞自溶时发挥作用，

滞后于生长的产酶模式与此功能是相适应的。 Tsigos 等认为参与前项功能的主要为胞内酶，后者为胞

外酶[2J 0 Jlt酶的两项功能的确切细胞定位尚需进一步实验检验。

2.3 毛霉胞外甲壳素脱乙酌酶的特性

2.3.1 酶的最适温度

在对数生长末期，收集毛霉胞外粗酶液，在不同的温度下测定甲壳素脱乙酷酶酶活力，结果如图 2

所示。

实验结果表明:该酶的最适温度为 50 OC ，这与其它来源的甲壳素脱乙眈酶的研究结果是一致的。

从菜豆炭瘟菌 Colletot时hum lirulemuthiαnllm [IOJ和构巢曲霉 Aspergillus nidulans [ 11 J得到的胞外酶、鲁氏毛霉

Mucor ro山ii [ 12J得到的胞内酶的最适温度都是 50 OC 0 

2.3.2 酶的最适 pH

在对数生长末期，收集毛霉胞外粗酶液，在不同 pH 的 25 时1 Tris-HCl 缓冲体系中分别测定酶活力，

得到在不同条件下酶活力的变化曲线，如图 3 所示。
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图 2 温度对胞外酶酶活力的影响
Fig.2 Effecl of lemperalure on activiliy of 

intercellular chilin deacetylase 

80 

由图可知，该酶的最适 pH 在 7.2 左右，这与构

巢曲霉 Aspergillω nidμJαm[IIJ 的最适 pH(7.0)非常接

近。据报道，目前研究其他来源的甲壳素脱乙毗酶

的最适 pH 不尽相同，从鲁氏毛霉 Mucor ro肌i [12J 得

到的胞内酶的最适 pH 为 4.5 ，黄惠莉[ I3 J等从枯草芽

抱杆菌中分离得胞外酶的最适 pH 也为 4.5-5.0 之

间。菜豆炭瘟菌 Colletotrichllm lir昨muthiαnllm[loJ 胞

外酶的最适 pH 为 8.5 0 Kolodz句"α[5J认为鲁氏毛霉

Mucor ro肌L 的胞外酶最适 pH 因不同的底物而异，

变化范围在 4.8- .5.8 之间。

2.3.3 酶的稳定性

在对数生长末期，收集毛霉胞外粗酶液，于 4 0C
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图 3 pH 对胞外酶酶活力的影响
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因 4 胞外甲壳素脱乙四Jt陆的稳应性
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Fig .4 Slabilily of inlercellular chitin deacelylase 

保存，每间隔 24 h 测定其酶活力 O 以初始酶活力作为 l∞%，得到不同时间的相对酶活力变化，为图 40

由图可知，该酶在此培养液体系仁|二I 稳定性较差， I 天后酶活力 F降了 30% ， 2 天后下降了 70% ，每

24 h酶活下降达 30% 以上。 可能的原因为粗酶液中尚含有蛋白酶，导致了甲壳素脱乙毗酶的分解。所

以，该粗酶液中应考虑))r]入蛋白酶抑制剂，日习气宜久置，应尽快进一步分离、纯化以备用。
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