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苏云金芽胞杆菌 ( B acill us thuri ngiensis)几丁质酶
的分离纯化及酶学性质 3
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摘 　要 　以苏云金芽胞杆菌为材料 ,通过硫酸铵沉淀分级分离、DEAE - 32 离子交换柱层析初步纯化 ,获得比活力为

150. 5 U mg - 1的酶制剂. 研究酶催化胶体几丁质水解的反应时间和酶量对酶活力的关系 ,探讨酶催化胶体几丁质的最

适条件. 温度和 p H 对酶活力的影响和酶的热稳定性及酸碱稳定性的结果表明 :酶催化胶体几丁质水解的的最适 p H

为 5. 6、最适温度为 58 ℃. 该酶在 p H 4. 5～6. 5 区域稳定 ,而在 p H > 8 能很快失活 ;在 55 ℃以下处理 30 min ,酶活力

保持不变 ;高于 55 ℃,酶快速失活. 图 5 参 11

关键词 　苏云金芽胞杆菌 ; 几丁质酶 ; 分离纯化 ; p H 稳定性 ; 温度稳定性

CLC　Q556
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Abstract 　A chitinase ( EC3. 2. 1. 14) was partly purified from B acillus thuringiensis by the methods of ammonium sulfate

fractionation and chromatography on DEAE232. The specific activity of the enzyme was 150. 5 U mg - 1 . The effects of reac2
tion time and enzyme concentration on the hydrolysis of colloid chitin were studied , and the optimum conditions of the enzyme

for the hydrolysis of colloid chitin were investigated. The optimum p H was determined to be at 5. 6 and the optimum temper2
ature was 58 ℃. The enzymatic activity was stable at the p H ranging from 4. 5 to 6. 5 and under 42 ℃. When temperature

was above 55 ℃, the enzyme was inactive quickly. Fig 5 , Ref 11
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　　苏云金芽胞杆菌 ( B acillus thuringiensis ,简称Bt)制剂是目

前使用最广泛的微生物农药 ,占微生物农药的 95 %以上. 它是

一种天然存在的昆虫病原细菌 ,目前已发现 70 个血清型 ,84

个亚种. Bt 对节肢动物 4 个门 16 个目的 3 000 多种昆虫均有

高效的杀害作用 [1～3 ] ,其作用原理主要是 Bt 菌体自身产生的

具有杀虫活性的晶体蛋白所致 [3 ] . 随着 Bt 的广泛应用 ,国内外

已经发现许多害虫对 Bt 产生了抗性 ,这促使人们去寻找一些

新的方法改善 Bt 的杀虫能力. 几丁质酶因为具有辅助杀虫防

病作用而被作为防治真菌病害和害虫的潜在靶标.

几丁质酶 ( EC 3. 2. 1. 14) 是细菌、病毒、真菌等微生物、高

等植物和昆虫体内普遍合成的一种具有生物催化活性的水解
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酶类 ,它能特异地催化水解几丁质的β- 1 ,4 - 糖苷键生成 N

- 乙酰 - D - 氨基葡萄糖 (NA G) [4 ] . 昆虫的外骨骼和中肠围食

膜均含有几丁质. 围食膜是昆虫防止病原侵入的一道天然屏

障. 几丁质酶因具有破坏围食膜和扰乱昆虫的生长发育的作用

而被人们关注 [5 ] . 本文报道了对苏云金芽胞杆菌几丁质酶进

行部分的纯化和酶学性质的初步研究结果 ,旨在为新型生物农

药的研制提供一些基础数据.

1 　材料与方法
1. 1 　材 料

Bt - WB7 为福建农林大学生物农药与化学生物学教育部

重点实验室自行分离和保藏的菌株. 细粉几丁质为上海微纳科

技有限公司的产品 ;胶体几丁质制备参照文献 [ 6 ]的方法 ;

DEAE - 32 系 Pharmacia 产品 ;牛血清蛋白为标准蛋白 ;其余的

试剂均为国产分析纯.

1. 2 　Bt 产几丁质酶的培养基与培养条件
LB 培养基含 0. 5 %酵母膏 , 1 %蛋白胨 , 1 % NaCl (p H
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7. 0) ;产酶培养基含 0. 1 % KH2 PO4 , 0. 2 % Na3 PO4 , 0. 05 %

MgSO4·7H2O ,0. 05 % KCl ,2. 0 %细粉几丁质和 1. 0 %酵母膏

(p H 7. 2) . 摇瓶发酵产酶条件 :将Bt 接种于LB 培养基中 30 ℃

活化 12 h ,后转接到产酶培养基中 ,在 30 ℃恒温下 ,于 175 r

min - 1往复式摇床振荡培养 72 h ,收集发酵液.

1. 3 　几丁质酶活力及蛋白浓度的测定
几丁质酶活力的测定参照文献 [7 ]的方法并略有改进. 以

10 %胶体几丁质为底物 ,在 0. 5 mL 的测活体系中 (含终浓度

为 0. 1 mol L - 1 p H 5. 6 NaAc - HAc 缓冲液 ,0. 25 %胶体几丁

质) ,于 42 ℃恒温水浴中加入 20μL 酶液 ,准确反应 15 min ,加

入 0. 5 mL 0. 5 mol L - 1 NaOH 终止反应. 离心 ,取上清液 0. 5

mL ,加入 0. 5 mL DNS 试剂 ,在沸水浴中煮沸 5 min ,在 Back2
man DU - 650 分光光度计测定 D520 nm . 以 N - 乙酰氨基葡萄

糖 (NA G)为产物对照. 酶活力单位 (U)定义 :在上述条件下 ,每

升溶液中每分钟释放 1μmol NA G的量为一个酶活力单位 (λ

= 1U = 1μmol min - 1L - 1) . 比活力定义为每毫克酶蛋白所具

有的酶活力单位数 (Λ/ U mg - 1) . 蛋白浓度测定采用 Folin - 酚

试剂法[8 \ 〗测定蛋白浓度 ,以牛血清蛋白为对照.

1. 4 　几丁质酶的分离和纯化
取细菌培养液于 4 ℃下离心 (10 000 r min - 1) 30 min ,得到

上清液 ,为分离 Bt 几丁质酶的材料. 采用硫酸铵分级分离 ,收

集 35 %～70 %饱和度的沉淀蛋白 ,透析后得到粗酶制剂. 进一

步通过 DEAE - 纤维素 (DE - 32)离子交换柱层析纯化 ,采用 0

～ 1. 0 mol L - 1 NaCl 线性梯度的缓冲液洗脱 ,收集酶活性部

分. 柱规格为 1. 5 cm ×30 cm ,洗脱缓冲液为 0. 01 mol L - 1p H

7. 5 Tris - HCl (p H 7. 0) ,流速为 15 mL h - 1 ,分部收集 ,每管 4.

0 mL .

2 　结果与分析
2. 1 　酶的分离纯化及纯化鉴定

Bt 几丁质酶的 DEAE - 纤维素 (DE - 32) 离子交换柱层析

纯化图谱见图 1. 粗酶经 DEAE - 纤维素柱层析分离出 2 个蛋

白峰 ,第一个蛋白峰具有酶活力 ,合并活力峰 ,测定酶的比活力

Λ = 150. 5 U mg - 1的酶制剂. 得到提纯 18. 5 倍的部分纯化酶

制剂.

图 1 　几丁质酶的分离纯化图谱 (DEAE - 32 柱层析)

Fig. 1 　Purification chromatography of chitinase on DEAE cellulose
A : ( ●) 酶活力 Enzyme activity ; B( ○)蛋白浓度 ; Protein concentration

2. 2 　酶催化胶体几丁质水解进行曲线的测定

在 p H 5. 6 ,42 ℃下 ,测定酶催化胶体几丁质水解的进行曲

线 ,产物量与酶催化反应的时间关系见图 2. 结果表明 ,在 40

min 之内 ,产物的生成量与酶反应的时间呈直线关系 ,当反应

时间大于 40 min ,产物浓度 ( c /μmol L - 1 ) 曲线随着反应的时

间的延长而逐渐弯曲 ,说明在 40 min 以内的速度是恒定的反

应初速度.

2. 3 　酶浓度与酶活力的关系
在正常的测活体系中 ,加入不同量的酶 ,测定酶活力 ,以酶

活力对酶浓度作图 ,结果见图 3. 表明在 p H 5. 6 ,42 ℃的条件

下 ,苏云金芽胞杆菌几丁质酶的反应速度与酶浓度成正比. 说

明该酶能有效催化胶体几丁质的水解.

图 2 　几丁质酶酶催化胶体几丁质水解的进行曲线
Fig. 2 　Course of the hydrolysis of colloid chitin by chitinase from Bt

2. 4 　温度对酶活力的影响
在 p H 5. 6 的 0. 1 mol L - 1 NaAc - HAc 测活体系中 ,改变

测活的温度 ,测定不同温度下的酶催化底物胶体几丁质水解反

应的初速度 ,以酶活力对反应的温度作图 ,为一个典型的钟罩

型曲线 (图 4 A 曲线) ,表明酶的作用有个最适温度区域 ,其最

适温度为 58 ℃.

图 3 　酶浓度对酶活力的效应
Fig. 3 　Effect of enzyme concentration on its activity

2. 5 　酶的热稳定性
天然酶在不同温度下 (30～75 ℃) 热处理 30 min 后 ,迅速

冷却到室温 ,然后取出 20μL 处理的酶液在正常的测活体系

(p H 5. 6 ,42 ℃)中检测酶的剩余活力 ,结果见图 4 B. 表明酶在

55 ℃以下热变性 30 min ,酶活力基本保持不变 ,在 55 ℃以上

酶活力开始下降 ,随着处理的温度升高 ,酶活力呈快速下降. 实
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验说明酶在 55 ℃以内都具有较好的热稳定性. 高于 55 ℃,酶

极不稳定 ,酶的热失活导致酶活力的丧失 ,74 ℃处理 30 min ,

酶活力完全丧失 ,酶的热失活完全.

图 4 　温度对几丁质酶活力的影响 (A)和酶的热稳定性 (B)

Fig. 4 　Effect of different temperatures (B)

on enzyme activity and stability (A)

2. 6 　p H 对酶活力的影响及酶的酸碱稳定性
在 42 ℃的测活体系中 ,改变不同的 p H 值 ,研究 p H 值对

酶催化底物胶体几丁质水解活力的影响 ,结果 (图 5A) 表明酶

活力与 p H 值呈钟罩形关系 ,求得该酶的最适 p H 为 5. 6. 将等

量的酶液与不同 p H 值的缓冲液等量混合 ,室温下放置 30 min

后 ,然后取出 20μL 处理的酶液在 p H 5. 6 的测活体系中检测

酶的剩余酶活力 ,以酶活力对处理的 p H 作图 ,分析酶的酸碱

稳定性. 结果 (图 5B) 表明 Bt 几丁质酶的酸碱稳定性范围较

宽 ,在 p H 4. 5～6. 5 区域较稳定.

图 5 　p H 对几丁质酶活力的影响 (A)和酶的酸碱稳定性 (B)

Fig. 5 　Effect of different p H values (B)

on enzyme activity and stability (A)

3 　讨 论
几丁质酶是一类差异较大的水解酶类 ,不同来源的几丁质

酶的性质差别很大. 本研究表明 ,Bt 几丁质酶与文献报道其它

微生物几丁质酶对热和 p H 稳定性[9 ]基本一致. 但是 ,从 Bt 来

源的几丁质酶的最适 p H 和酸碱稳定性与从芽胞杆菌属短芽

胞杆菌种分泌的胞外几丁质酶有所不同 ,后者的最适 p H 为

8. 0、酸碱稳定范围是 p H 6. 0～10. 0[10 ] ,而 Bt 几丁质酶的最适

p H 值为 5. 6 ,并在 p H 4. 5～6. 5 区域较稳定. 说明不同微生物

来源的几丁质酶有较大差异. 这些差异的产生 ,可能是由于不

同菌株所产生的酶具有不同的催化特性 ,具有不同的分子结构

特点.
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