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摘 要使用蜗牛酶对水榕性部分脱乙院化甲壳素进行降解，由粘度降低(.611[η])对时间的变化曲线确定降

解反应初始速率，该降解曲线呈非线性，而用浓盐酸降解的自线呈现较好的线性。 随着甲壳素脱乙默度的降

低，酶降解反应速率迅速增加，表明乙酷基对蜗牛酶降解甲壳素起着重要作用。 对蜗牛酶浓度和底物浓度对

降解反应速率影响的研究表明该酶反应遵照Michaeli，←M臼"扭动力学。
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The kinetics of degradation of partially N-acetylated chitin 
by snail nut enzyme 
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Abs缸'act: Water- 四luhleιhitinswi出 degrees of deacetylation m吨1吨from 60%ω98% were degraded明白snail
nut enzyme. Initial degradation rate ( r) w串串tennined from plots of 出eVlSCOS即d咄咄脏 (t:.u[可J) against time 
of de苞radation. The time courses of dep;radation of chitins with soail nut er可mewe陀non-linear， while the time 
courses of degradation of crutins with concer田ted hy世'OChloric acid we咽linear τne initial d哺时由00 rnt田。f
chitin wi出30ail nllt enzyme incr田sed evidently wi由 increasing content in acetylated uni恼， indicating that配，tyl

pla)"皿=po由nt role in the degradation of chitin. The r它sults from由e effl凹ts of en勾me concentrations and 
substrate concentmtions on the initial degradation rates sho响d由at this snail nut enzyme-chitin System曲叮S

M ichaelis-M enten kinetics 
Key wonk: chitin; snail nut en町耐，由罗田iation; initial degradationr配

阵解甲壳章和壳噩糖的酶可分为专一性水解酶和非专 性水解酶两大类。 专 性水解酶主要有甲
壳素酶、壳果糖酶、溶菌酶、和N乙酷葡糖胶酶等，非专→性在解酶主要有蛋白酶、脂肪酶等37种酶[110
以在溶性甲壳素为底物研究榕菌酶动力学，结果表明熔菌酶和甲壳章反应体系遵循 M ichaelis-Menten动
力学 〔zjc 综合有关各类非专 水解酶降解甲壳素的报道，表明这一类酶大都不遵循 M ichael悟Menten动
力学，无论提高底物推度还是提高酶浓度，都可能提高反应速率[3 -51。 如此多的酶都能对甲壳章有降解
作用，然而各类酶似乎井不存在共同的催化基团，它们的降解作用机制至今仍没有确定。 些学 者对立
也提出了假设，日本的学 者提出了糖脂模型，推测起作用机制，认为底物分子链上的起基对酶解起重要
作用[610 已有学 者报道了从蜗牛内脏中提出的棍告 酶对甲壳素有较高的降解作用[7，8J 本实验以部分
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脱乙酷化的'"溶性甲壳素为底物，初步研究了蜗牛酶酶解动力学，并与浓盐酸降解甲壳素反应作了比
较。

1 材料与方法

1.1 实验材料
实验用甲壳素购自上 海鱼品厂，经脱乙酷化反应 ，得到脱.'，lIt度60%- 989毛的甲壳素。 将部分脱

乙酷化甲壳章溶于O.2M，pH4.2 的醋酸缓冲液，经过撞后滤液作为酶作用底物。 蜗牛酶购自漳州叶氏
公司。

1.2 方法

甲壳章脱乙酷基采用高温浓碱法(471J毛NaOH，90't:，搅拌反庇)，控制反应时间得到不同脱L酷度的
甲壳章�9J。脱乙酷度(DD)的测定果用电位滴定法[叫。 降解液粘度的测定使用乌氏粘度计，所测的相
对粘度为某 小段时间的平均相对粘度。所有酶降解反应均是在35'C、pH 4.2的条件下进行，被盐酸
降解反应条件是35'C 、CHfJ = lOM[lll。

2 结果与讨论

2.1 浓盐酸降解不同脱乙耽度甲壳素进程曲线

将不同脱乙酷度的甲壳素浓盐酸是件下降解，盐酸浓度为10M，温度为35'C， 结果在明，低脱L酷
度甲壳素降解速率明显高于高脱乙酷度的甲壳素。 当脱乙酷度大于809毛时，基本不发生降解反应。 而
在脱乙耽度为 63 %、66%、73 9毛的三个样品中，669毛的甲壳章反应速率最快(见罔 1 )。 由此可见，乙酷基
的存在影响着甲壳素的降解。 间时，由图中我们可以看到，降解速率随时间的变化曲线旱现山较好的线
性，因此可推断盐酸降解反应是随机地断裂糖昔键。

2.2 不同脱乙酷度甲壳素酶法降解曲线

在蜗牛酶浓度O.042 mgh乱，甲壳章浓度O.2g/L，温度为35'C的条件下，蜗牛酶对一系列不同脱乙
酷度的甲壳章进行降解，作ßII( �.，1c)随时间的变化曲线，如图2所币。 由罔可看出 脱乙毗度越低，反
应速率越高，由此推测乙酷基的存在可能与酶作用的位在有关。 同时，反应速率曲线的曲度说明了降解
反应不是随机地降解，而是存在一定的作用位点。 其它文章曾报道榕菌酶和纤维素酶降解甲壳素反应
均且非随机降解，本实验结果表明蜗牛酶降解甲壳章方式与榕菌酶和纤维素酶类似c
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2.3 蜗牛酶降解甲壳素动力学分析

实验研究了蜗牛酶浓度和底物浓度对酶反应的影响，结果且图3 、图40
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图4 两种不同脱乙酸度甲壳素酶初始降解速率
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图3 中说明了甲壳章浓度对蜗牛酶降解速辜的影响，实验中蜗牛酶浓度为0.42mg1mL，温度为
3 5吧。 对于圈中的三个样品( 脱乙酷度为66%、73 9毛、81%)，当浓度达到0.1 5g1L句0.2g1L 时，反应速率
增加幅度均大大减小。 当甲壳章浓度继续增加 时，酶降解速率只是随之略微增加 。 这说明该酶降解反
应的饱和底物浓度在0.18g1L附近 。

图4显示了蜗牛酶浓度对降解速率的黠响实验中甲壳素浓度为0.2g1L，温度为3 5'Co 由图可知，
降解初始速率随着蜗牛酶浓度的增加成正比增加。

由以七实验结果可以得出结论 以部分乙酷
化水溶性甲壳素为底物的蜗牛酶降解反应是遵循
Micha elis-Menten动力学的。

表 l 中列出了不同脱乙酷度甲壳素的脱乙酷
度和酶 降 解 初始速率，相对降解速率按DD = 
98%的甲壳章降解速率;电1 计算，蜗牛酶浓度为
0.42时此， 甲 壳 素 的 浓 度 为0.2g1L， 温度为
3 5'C。 由表中的数据可以明显地看出酶降解韧始
速率与甲壳章脱乙酷度之间有着非常紧密的关
系。 随着脱乙献度的降低，降解初始速率成倍的
增长。 实验中DD 等于66%的底物反应速率为

表1 不同脱Z酷度用壳素初蜡降解速'"

和相对降解遭率的比较
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DD 等于 98%的底物反应速率的70倍 。 因此，可推断乙酷基可能与酶反应特定作用位点高关。

3 酶降解反应Michael叶Menten方程分析

为了更好地理解蜗牛酶降解不同脱乙Il度甲壳素的机理，我们根据实验数据和结果推导丁酶降解
反应 Michaelis-Menten方程:

假设 酶与产物的逆向反应是可坦、晤的，则有，

E+SFF二m鸟E+P
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因此，初始降解速率为
r' = k叫'[ES] (1) 

假设速度常数kc..远小于阳和k�1，则解离常数为

型Ej或[臼] =呜W (2)  [ESl 凡

10卷

我们假设蜗牛酶的活性部位综合甲壳章的k个单体。 由于己知在部分乙酷化甲壳章的噩告链上，
乙院化单位(A)和脱乙酷化单位(则是随机分布的，因此蜗牛酶可能结合的不同结构总数为 N=卦，即
从全部脱乙酌化单体D -D "'D-D (k个)到全部乙酷化单体 A-A"'A-A(k个)。 对于结合井降解N
种不同底物，相应地存在N种不同的民和kCaI(;)ο 方程 (2)变为:

{l. r��l �，[E][S] [ES]气=I[臼l=汩飞�� ， (3 ) 

将公式3 带入1得到:
l\... [E] [只 1TP221(儿叫一瓦=) �) 

由图3 可以看到，不同脱乙酷度甲壳章的饱和底物浓度相差不大，均在O. [8g1L附近，因此可推断
N种不同底物的K.值相近。 否则，如果k.相差很大的话，脱乙酷度高的甲壳章的饱和底物浓度应比脱
乙耻 度低的甲壳章的饱和底物浓度高出很多。 令K，二比=K3'.'KN ==丸，则方程 5简化为

川引N
r' 

= 气τtEζIν=UνtJ(ω[恼S剖叶]
且酶浓度[比Elt = [E] + [E臼5剖J.结告 2式，可以得到方程 6

[山E副Jt �仨 扣( [S剖叶)
r' =二干 )

5 [S]1+人
(6) 

设每种结合结陶的百分比为Fi'贝[sl = I干[5]代入上式可得

[ E ][S]E E-E川)
(7 ) lSJ + 1<， 

由该方程我们可以看出各因章对酶降解反应速率的影响。 如果保持总酶浓度租底物浓度平变，则
每种可能的底物分子结构所占的百分比就起到了决定性的作用，因为对于每种结构，酶解的反应常数是
一定的。 这就解释了为什么乙酷基的存在多少对反应速率的影响如此的重大。

4 实验理论基础
根据MmιHouwÌ吐Sakrn世a(MHS)万程，可用粘度的降低来牵示糖昔键的断裂，从而计算出酶反应

的反应 初 速 度。 对于一级反应，降解反应速率V)可表示为，

h 唁J二[s1o-�� (8) 

其中[S]。和[S]分别是反应开始相反应时间为t时的糖昔键浓度，α表示糖昔键断裂程度(α=0 表
示分于量为无穷大，α=[表示分子量等于单体的分子量)。

如果用DP币和DP.川来代表反应开始(时间。)和某个时间(时间 t )的平均粟告度，则对于随机降解
一级反应，成立下式.

， ， α=一一 一一==klo.Lt DP"1 D P  ríl 

由MHS方程 可得到下式:
[η] = K'M: 
其可和盹为平均分子量，K为常数。

(9) 

( [ 0 )  
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如果假设事指数a和单体分子量盹(M.二盹DP. )不随脱乙酷化程度而变化，由以上三式可得到:
L:>.a I 1 1 E二云;二(日-可平)'K'Mνð.. t = L:，.日'K'吨';"t (ll) 

对于低浓度甲壳章潜液，我们可以认为比浓粘度近似 等于特性帖度(市iP /C= [可])。 由于实验中是
在反应初始阶段测量初 降解速率， da/ dt近似 等于ða/ t。 于是得到下式

，'=k" [S]， ( 12) 
实验中我们用ßlI( �.，/c )对时间作曲线，求其斜率得到k值.k 和k'之间可由k=k'/(K'盹 )相互转
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