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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)N．乙酰．J6『．D一氨基葡萄糖苷酶的 

分离纯化及性质的初步研究 
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摘要：本研究以中华绒螯蟹内脏为材料，经过硫酸铵沉淀分级分离、两次DEAE一32离子交换柱层析和Sephadex G-100 

分子筛柱层析纯化 ，获得 比活力为 4490．79U／mg、纯化倍数为 28．07倍的聚丙烯酰胺凝胶 电泳纯的 N一乙酰一卢一D一氨基 

葡萄糖苷酶制剂 。酶分子 中各亚基 的分子量分别 为 121．21、98．63和 73．48 kD，等 电点 为 4．5。以对一硝基苯一N一乙酰一 

I9一D一氨基葡萄糖为底物 ，进行酶催 化底物水解的反应动力学 研究 ，结果表 明 ：酶催化 底物 反应 的最适 pH为 5．5，最 

适温度为 45℃。该酶 在 pH4．9—9．3区域或 40~C以下处理 30min，酶活力保持稳定 。酶促反应 动力 学符合米 氏双 曲 

线方程 ，测得米氏常数 为 0．357 mmol／L，最大反应速度 为 10．41~mol／L·min。酶催化 pNP一卢一D—GIcNAc反应 的活 

化能为 76．50~／mol。金属 离子 对酶的效应试验表 明：M 、Ca2 和 Ba2 对酶活力 没有影 响。Na 对酶有 激活作用 ， 

、
K 、zn2 

、H 、Pff 、cu2 和 A1 对酶 活力表现 出不 同程度的抑制作用 。 
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几丁质广泛分布于 自然界 中，其储量仅次于纤 

维素居第二位，是 自然界 中至关重要 的有机碳源和 

氮源⋯ 。几 丁质在 自然条件下 的化 学降解 十分 困 

难 J，它的催化降解 和利用主要依赖 于生物存在的 

几丁质酶 系 J。几丁质酶系是 由 N．乙酰一 一D．氨基 

葡萄糖苷 酶( ．N．Acety1．D—glucosaminidase，简称 NA． 

Gase，EC3．2．1．30)、几 丁质 内切酶 和几丁质外切 酶 

等三种不同组分组成的 J。它们协同作用将几丁质 

分解形成 N一乙酰． 一D．氨基 葡萄糖 。随着人类对几 

丁质的重视与开发利用 ，国内外对几丁质酶 系的研 

究也迅速发展起来。研究发现不同生物源的几丁质 

酶系具 有不同 的生物 学功 能。 甲壳动物 体 内 NA— 

Gase功能就是参与降解食物及周期性蜕壳等生理过 

程[5,6]。 

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)又称 毛蟹，河蟹， 

属甲壳纲，十足目，方蟹科，绒螯蟹属，是我国特产。 

主要分布在 中国东部海域沿 岸及通海的河流 、湖泊 

中。作 为我国近几年来兴起 的特种水产养殖品种． 

河蟹的养殖面积在不断地增 加，已经成 为我 国增加 

农民收入的重要产业。由于集约化养殖过程水域超 

负荷的运转 、药物的滥用 、水 质重金属 的污染 ，尤其 

易于受到病原的侵扰而时有流行病 的暴发 ，造成养 

殖业巨大的经济损失。为此 ，若能对 中华绒螯蟹体 

内的生理生化状态进行研究 ，弄清有关 的酶与生长 

发育、疾病以及环境因素的关系，就有可能避免这些 

危害的发生。国内外尚未见到有关 中华绒螯蟹 NA． 

Gase的研究报道 。 

本文以中华绒螯蟹内脏为材料，分离纯化 NA— 

Gase并对其性质进行 了初步研究。这将为进一步研 

究 NAGase提供基础数据 ；为不同生物来源的几丁质 

酶系的性质和功能的 比较研 究提供借鉴 ；为新几 丁 

质酶资源的开发利用提供理论指导 ；为人工养殖 中 

华绒螯蟹提供科学依据。 

1 材料与方 法 

1．1 材料 新鲜中华绒螯蟹购自福州西营里市场． 

以内脏 部分为 提酶原料 ；对 硝基苯．N．乙酰． ．D．氨 

基葡萄糖苷(pNP一 ．D—GlcNAc)为上海 医药工业研究 

院生化 室产 品；标 准对硝 基酚 (pNP)为 England产 

品；Sephadex G一1 00、DEAE．32系 Ame~ham 和 What一 
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man产品；SDS．聚丙烯 酰胺 凝胶平板 电泳 的标准蛋 

白采用 Amersham高分子量 Marker；牛血清蛋 白为标 

准蛋 白；所有溶液均 以重蒸水配制 。 

1．2 方法 

NAGase活力测定 酶活力的测定参照文献[7] 

的方法。酶活力单位(u)定义：在 37℃条件下 ，每升 

溶液 中每分钟 催化 水解产 生 1ttmol pNP所 需 的酶 

量 。比活力定义为每毫克酶蛋 白所具有 的酶活力单 

位数。 

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。 

酶的分离纯化 解剖取中华绒螯蟹活体内脏部 

分作为分离 NAGase的材料。以 2．5：1(v／w)的比例 

加入 4℃下预冷 的0．01mol／L riffs．HC1缓 冲液(pH7．5 

含 0．2 mol／L NaC1)抽提 1h；4oC下 ，11000r／rain离心 

30min取上清 液，加入 预冷的 乙醇至 5％抽 提 24h； 

4℃下 ，1lO00r／min离心 30min取 上清液 ，透析除 去 

乙醇。采用硫酸铵分级 分离 ，收集 35％一70％饱 和 

度的沉淀蛋 白，透析后得到粗酶制剂。进一步通过 

DEAE．32离子交换 柱层 析纯 化，以 NaC1浓 度梯 度 

(0—1．5mol／L)的 0．01mol／L riffs．HC1缓 冲液 洗脱 。 

柱规格为 3．0cm×20cm，流速为 lOmL／h，分部收集 ， 

每管 2．5mL。活力峰通过 Sephadex G．100分子筛凝 

胶过滤柱层析纯化 ，采用 0．01mol／L riffs．HC1缓 冲液 

(pH 7．5，内含 0．2mol／LNaC1)洗脱 ，柱规格为 2．6cm× 

60cm，流 速 为 lOmL／h，自 动 分 部 收 集 ，每 管 

2．5mL。再 通过 DEAE．32离子 交换 柱层 析纯 化 ， 

以 NaC1浓 度 梯 度 (0— 1．5mol／L)的 0．01 mol／L 

riffs．HC1缓冲液洗脱 。柱规格 为 3．0cm×20cm，流 

速为 lOmL／h，分部收集 ，每管 2．5mL。合并酶活 

性峰 ，作酶活力分析用 。 

纯度鉴定 采用聚丙烯酰胺凝胶电泳_9 J。 

酶分子亚基分子量的测定 酶分子的亚基数及 

其分 子量 用 SDS．聚丙 烯 酰胺 凝胶 垂 直 板状 电泳 

(SDS．PAGE)测定 J。 

酶分子的等电点测定 用聚丙烯酰胺等电聚焦 

圆盘电泳(电泳管规格为 5mm×100mm)测定 NAGase 

的等电点_9 J。两性电解质的 pH梯度为3—9．5。 

温度对 酶 活 力 的影 响 和 酶 的 热稳 定 性 在 

0．2mol／L磷酸缓 冲液 (pH5．6)的测 活体 系中，加入 

20 酶液 ，测 定不 同温 度 (10—65℃)下 的酶 的活 

力 ，研究温度对酶活力的影响。 

天然 酶 在不 同温 度 (10—55℃)热 处 理 30min 

后，迅速冷却到室温，然后取出20／~L处理的酶液在 

最适的测活体系(pH 5．6，37~C)中检测酶的剩余活 

力。 

pH对酶 活 力的影 响和酶 的酸碱 稳 定性 在 

37℃的测活体系中，取 20／~L酶液 ，测定不同 pH下的 

酶促反应的初速度 ，研究 pH对酶催化底物 pNP一卢一 

D．G~NAe水解反应的初速度的影响。 

将等量 的酶液与不 同 pH的缓 冲液等量 混合 ， 

在室温下放置 24h后 ，取 出 40ttL处 理的酶液在 pH 

为5．6的测活体系中测酶的剩余活力，以酶活力对 

处理的 pH作图，分析酶的酸碱稳定性。 

酶催化 pNP． ．D．GIcNAc水解的动力学参数 测 

定 在 37℃下 ，pH 5．6的测 活体 系 中，改变 底 物 

(pNP．口．D．GlcNAc)浓度[S]，测定酶促反应 的初速度 

( )，以 对[S]作图，在一定 的浓度范 围内呈典型 

的米 氏双 曲线关系，以 1／V。对 1／[S]作图 ，从直线的 

截距求得 NAGase催化底物水解 的米氏常数 和最 

大速度 。 

酶催化底物 pNP． ．D．GIcNAc水解反应 的活化 

能测定 在测活体系中，改变底物浓度 ，测定酶促反 

应的初速度，按 Lineweaver-Burk双倒数作图，求 出酶 

促反应的最大速度 ( )。在不 同温度(30、35、37、40 

和 45℃)下 ，测定酶促反应的 ，根据 Arrhenius公式 

⋯ ， 、 
E。 1 

lg m 乙。“ t一 2—
．

30—3R ’一T 

尺为气体常数，其值为 8．314(J／tool·K)，以最大反应 

速度之对数 (1g )对 1／ ( 为绝对温度 )作 图，得 
一 直线关系，从直线的斜率求 出酶催化 pNP．口．D． 

GleNAe反应的活化能(E。)。 

金属 离 子 对 酶 活 力 的 影 响 在 37℃ 含 有 

0．2mol／L醋酸缓冲液 (pH 5．6)的测活体 系中，加入 

不 同浓度的金属离子，测定酶的相对活力 ，分析它们 

对酶活力的影响。 

2 结果与分析 

2．1 酶的分离纯化 

中华绒螯蟹 NAGase的纯化图谱见图 1一图3。 

DEAE-32离 子 交换 柱 层 析 纯 化 的活 力 峰 在 管 号 

329—341之间。Sephadex G．200分子筛 柱层析纯化 

的活力峰在管号 39—45之 间。第二 次 DEAE．32离 

子交换 柱层析纯 化 的活力峰在 管号 81—89之 间。 

经各步分离纯化(表 1)，最终可得到纯化 28．07倍． 

比活力为 4490．79U／mg的酶制剂 。所得到的酶制剂 

经聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定为单一蛋白质成分(图 

4C)。说明该酶制剂已达电泳纯 。 
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图 1 中华绒螯蟹 NAGase的DEAE．32图谱 

Fig．1 Purification chromatography of the 

NAGase on DEAE．32 
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图2 中华绒螯蟹 NAGase的G．100图谱 

Fig．2 Purification chromatography of the 

NAGase on Sephadex G-IO0 
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图3 中华绒螯蟹 NAGase的 DEAE．32图谱 

Fig．3 Purification chromatography of the NAGase 0n DEAE
． 32 
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2．2 酶分子的亚基分子量 

纯酶经 SDS．PAGE垂直板状 电泳呈现三条 的蛋 

白带(见图 4B)，根据标准 蛋 白(分子量 分别为 200、 

130、97、66和43kD)的电泳迁移率(见图4A)以及 NA- 

Gase样品的迁移率，可求得 中华绒螯蟹 内脏 NAG~e 

各亚基分子量分别为 121．21、98．63和 73．48 kD。 

2．3 酶的等电点 

中华绒螯蟹 NAG~e经聚丙烯酰胺凝胶等 电聚 

焦电泳 ，测定标准胶条从阳极至阴极 的 pH梯度 ，测 

定结果见 图 5。根据测定胶上 的酶蛋 白位置 ，测定 

酶蛋白相距阳级的距 离，换算成标准胶条上的相应 

位置 ，从标准胶 pH梯度 曲线可 以求得 中华 绒螯蟹 

NAG~e酶分子的等电点 pI为 4．5。 

图5 中华绒螯蟹 NAGase等电点的测定 

Fig．5 Measurement of isoelectric point of the enzyme by isoelectric 

focusing electrophoresis 

(▲)标准胶条上每隔O．5cm的 pH测定值，(o)中华绒螯蟹 NAGase 

2．4 温度对酶活力的影响和酶的热稳定性 

在0．2mol／L磷酸缓冲液(pH5．6)的测活体系 

中，加入 20 酶液，测定不同温度 (10—65℃)下 的 

酶催化底物 pNP． ．D．GlcNAc水解反应 的初速度 ，研 

究温度对酶活力的影响。结果(图 6a)表 明，酶 的最 

适温度为 45℃。 

天然酶在不 同温度下(10—55℃)热处理 30min 

后 ，迅速冷却到室温 ，然后取 出 2OraL处理的酶液在 

最适的测活体系(pH 5．6，37℃)中检测酶的剩余活 

力，结果见图6b，表明中华绒螯蟹 NAG~e的温度稳 

定性很好。酶在 40℃以下处理 30min，酶稳定性基 

本保持不变，温度大于 45℃稳定性降低，55℃酶完 

全失活 。 

O 
O 20 40 60 80 

Temperature／(*C) 

图 6 a．温度对酶活力的影响 ；b．酶的温度稳 定性 

Fig．6 The effect of temperature on the enzyme activity(a)and the 

temperature stability(b) 

2．5 pH对酶活力的影响和酶的酸碱稳定性 

在 37℃的测活体系中，取 2OraL酶液 ，测定不同 

pH下的酶促反应的初速度 ，测定 pH对酶催化底物 

pNP． ．D．GlcNAc水 解反 应 的初 速 度 的影 响 ，结 果 

(图 7a)表明酶 的最适 pH为 5．5。 

25 

20 

pH 

图 7 a．为 pH对酶 的影响 ；b．为酶 的 pH稳定性 

Fig．7 The effect of pH on the enzyme activity(a)and the pH stability(b) 

将酶液 与不同 pH 的缓 冲液等量 混合 ，在室温 

下放置 24h后 ，取出 20／~L处理 的酶液在 pH5．6的测 

活体系中检测酶的剩余活力，以酶活力对处理的 pH 

作图 ，分析酶的酸碱稳定性。结果(图 7b)表明该酶 

的酸碱稳定 性范 围较宽 ，在 pH4．9—9．3区域较稳 

定 ，当 pH小于 4．9或 pH大于 9．3酶不稳定 。 

6  4  2  

一f1)／ l̂；u《 

5  O  5  O  

—f1)／ l̂；u《 
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2．6 酶催化底 物 pNP． ．D．GlcNAc水解 反应的动 

力学参数测定 

在 pH 5．63的 0．2mol／L磷酸缓冲液的测活体系 

中，改变底物浓度 ，在 37℃下，测定 中华绒螯蟹 NA- 

Gase催化 pNP．口一D．GlcNAc水解反应 的初速度 ，以酶 

促反应初 速度对 底物浓 度作 图，当底 物浓 度小 于 

0．7mmol／L时，呈典 型双曲线关 系。说 明酶催化 底 

物水解反应遵循 Michaelis—Menten方程式。图8为中 

华绒螯蟹 NAGase催化 pNP． ．D．GlcNAc水解反应的 

Lineweaver-Burk双倒数 作 图，求得酶水 解 pNP．J9．D． 

GlcNAc的 K 和 为 0．357mmol／L和 10．41ttmol／L。 

min。从图 8的内插 图可 以看 出 ：当底物浓 度达到 

0．5mmol／L时反应速度达 到最 大，当底 物浓度大 于 

0．7mmol／L时反应速度开始下 降。可见底物达到一 

定浓度后 ，底物对酶的催化水解反应表现 出抑制作 

用 。 

、， ’、J 

7。 
／ 

一 。_4 。 ／ 
． 

皂 

‘ 6 
。2 一 4 ． ． 

／ 2 ， 
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图8 中华绒螯蟹 NAGase催化 pNP．口．D．GIcNAc水解的 

Lineweaver-Burk双倒数图 

Fig．8 The Lineweaver-Burk plot of NAGase for the 

hydrolysis of pNP-fl-D-GIcNAc 

内插图为反应的初速度对底物浓度的双曲线关系 

Th e inset shows the relationship between the initial rate 

and the suhstrate COncentrati0n 

2．7 酶催化底物 pNP． ．D．GlcNAc水解 反应 的活 

化能测定 

在不同温度下测定 酶催 化 pNP．口．D．GlcNAc水 

解反应的 值。根据 Arrhenius公式，以最大反应速 

度之对数 lg 对 1／ 作图，得到一直线(图 9)，直线 

的方程为 Y=一3995．54*x+13．919，根据此方程计 

算出酶催化 pNP一 一D—GlcNAc水解反应的活化能为 

76．50kJ／mol。 

图 9 酶催化 底物 pNP-口-D-GIcNAc水解反应的活化能测定 

Fig．9 Determination of the activation energy of the enzyme for 

the hydrolysis of pNP-卢-D-GIcNAc 

2．8 金属离子对酶活力的影响 

金属离子对 NAGase活力 的影响见表 2。一价 

金属离子 Na 对酶有激活作用 ，K 和 Li 对酶有轻 

度 的抑制作用。二价离子 zn2 对酶有抑制作用 ，而 

M 、Ca2 和 Ba2 对酶 活力影 响不大 。三价 离子 

Al0 对 酶 活 力有 抑 制 作 用。重 金 属 cu2 、H 、 

pb2 对酶有不同程度的抑制作用。 

表 2 金属离子对 NAGase活力的影响 

Tab．2 Effects of metal ions on the NAGase activity 

3 讨 论 

中华绒螯蟹的生长过程总是伴随着蜕壳而进行 

的，蜕壳是它生长发育的重要特征。中华绒螯蟹一 

生要经过数十次 的蜕壳 ，只有顺利完成蜕壳 之后体 

长和体重才得以迅速地增加。20世纪 80年代初， 

Amould C等注意到 甲壳动物 的周期性蜕 壳过 程与 
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几丁质酶系具有生理相关性 ，蜕皮前 ，几丁质酶系表 

达量明显有所增加 ，以促进蜕皮 ，而后 ，酶表达量减 

少以抑制蜕皮。同时证明这种酶并非是由消化道中 

的细菌产生，而是蟹、虾等甲壳动物自身合成的，主 

要分布在消化液、腺体、体被、胃、肠等内脏器官_I 。 

根据它的这一特性本试验选择中华绒螯蟹的内脏作 

为分离纯 化 NAG~e的材料 ，采用 pNP-f1．D．GlcNAc 

为底物，跟踪 分析提纯过程 ，发现酶 制剂能够水解 

pNP．J9．D．G~NAc，证明提纯的酶是 NAGase。用本 文 

的分离纯化方法获得 比活 力为 4490．79U／mg、回收 

率为 9．96％，纯化了 28．07倍的酶制剂 ，经 聚丙 烯 

酰胺凝胶电泳鉴定为单一蛋 白质成分 ，这一结果显 

示分离纯化酶的方法是有效可行的。酶的分离纯化 

过程是对其展开全面研究 的分子基础 ，这将为进一 

步探讨酶的结构与功能 、酶与中华绒螯蟹生长发育 、 

疾病及环境因素之间相关性奠定重要的研究基础。 

中华绒螯蟹 NAG~e的最适 pH为 5．5，其 酸碱 

稳定性 的范 围较 宽 ，在 pH 4．9—9．3区域较 稳 定。 

总结已报道 的研 究 结 果发 现 ，来 源 于果 蝇_I 、家 

蚕L J、棉 铃 虫L J等 昆 虫 以及 招 潮 蟹[n]、日本 对 

虾L̈J、磷虾L J、水蚤[ ]、美 国龙虾[b7]等 甲壳动物的 

NAG~e具有相似的化学特性。其最适 pH范围都在 

5．0—6．0之间，说 明了来源于昆虫和动物 的酶具有 

酶学性质的相似性 。而微生物源的几丁质内切酶和 

NAG~e的这方面的性质差异较大。据统计 ，微生物 

产几丁质酶系的最适 pH多在 3．0—11．0之间L【8j。 

苏金芽孢杆菌的最适 pH为 5．6，酸碱稳定性在 

pH4．5—6．5之间稳定lI ，黄蓝状菌几丁质酶的最适 

pH为 5[20 3Ohtakara从 Vibrio sp．(弧菌属)的培养液中 

得到一种碱性几丁质酶在 pH9—11范围内稳定L ̈ 。 

不同生物来源的 NAGase差异较大 ，原因可能是不 同 

生物所产生的酶 ，分子结构不同，特别是酶活性 中心 

构象和微环境的特殊，导致最适 pH不一致，酶分子 

保持稳定的 pH范围也有差异。酶的最适 pH不是 
一 个常数，它的大小随底物的种类和浓度、缓冲液的 

特性、浓度 、离子强度 、温度 、反 应时 间而变化。因 

此 ，在测定酶的活力时，应该在最适 pH的条件下进 

行 ，并且用适 当的缓 冲液维持反应的最适 pH条件 。 

中华绒螯蟹 NAGase的最适温度仅为 45℃，当 

温度小于 40℃时，该酶稳定性 基本 不变，温度 高于 

45℃稳定性降低，55 cI=酶完全失活。这符合中华绒 

螯蟹怕热不怕冷的生物学特点。 

K 是酶的一个重要 的动力学特征常数。中华绒 

螯蟹 NAGase酶促反应动力学符合米氏双曲线方程，酶 

水解 pNP．口．D．GlcNAc的 K 为0．357mraol／L。比棉铃虫 

蛹的NAGase的米氏常数(0．16mmol／L)大_7j，比家蚕消 

化管 NAGase的 K (0．787mmol／L) ]和南 美 白对虾 

(Penaeus vannamei)的 K (0．254nunol／L)dx【 ，说明中华 

绒螯蟹NAGase对底物 pNP-／3．D．GlcNAc的亲和力比家 

蚕和南美白对虾的酶大。 

各种金属离子对中华绒螯蟹 NAG~e的效应实 

验表明，NaC1对酶有激活作用。河蟹在淡水中栖息 

生长和肥育 ，当性腺发育到一定程度时 ，就洄游至河 

口浅海交配繁殖。幼体发育到大眼幼体阶段，再回 

归淡水。本试验的结果可能与它的这种生物学习性 

有关。但是 NaC1不会影响南美 白对虾 NAGase活 

力_2 。这可能与南美 白对虾生活 在 28％一34％盐 

度的海水中，机体在长期进化过程中，逐渐适应了海 

水高 Na 的环境 ，形成 了严密的调控 机制有关。虽 

然 Mg2 、Ca2 和 Baz 是许多酶的激活剂[ ，但它们 

对中华绒螯蟹和棉铃虫_2 的 NAGase影响不显著。 

K 、Li 、zn2 、Cu“ 、Ph 、ng 和 Al3 对酶有不 同 

程度的抑制 。这与 Koga等研 究的结果有所不 

同_I 。可见不 同的金属 离子对 酶活性的影响各不 

相同，即使是同一种的金属离子对 不同生物来源 的 

酶所表现出来的作用也不相同。金属离子对酶发挥 

作用的机理，有待于进一步的探索。 
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PRELIMINARY STUDIES OlN ISoLATI【oN，PI瓜 IFICATIoN AND SoM E PRoPERTm S 

OF THE -N-ACETYL-D-GLUCOSAM INIDASE FROM ERIOCHEIR SINENSIS 

HUANG Xiao·Hong，CHEN Hong-Hui and HUANG Yi．Fan 

(Institute ofAnimal Health，College ofAnimal Science，Fufian Agriculture and Forestry University，Fuzhou 350002) 

Abstract：A -N—Acety1．-D—glucosaminidase(EC3．2．1．30)was purified from the viscera of Eriocheir sinensis by ammonium su1． 

fate fractionation，chromatography on DEAE一32，Sephadex G·100 and DEAE·32
． The purified enzyme preparation was homoge． 

neons as judged by polyacrylamide gel electrophoresis．The specific activity of the enzyme was 4490．79U／mg．The molecular 

weight of the subunits was determined to be 121．21，98．63 and 73．48kD，respectively
． Th e pI value was calculat,ed to be 4．5 bv 

isoelectric focusing．Th e optimum temperature and pH of the enzyme for the hydrolysis of p-nitrophenyl·N．acety1． ．D．glu． 

cosaminide(pNP-NAG)were determined to be at 45℃ and at pH5．5，respectively．The enzyme was stable in the pH ranges of 

4．9 to 9．3 under37℃and at temperatures below 40℃ ．Th e enzyme follows typical Michaelis．．Menten kinetics for the hydrolysits of 

pNP· ·D·GlcNAc．Th e Km and Vm Values were determined to be 0．357mmo／L and 10
．41vmol／L-min at pH5．6 anLd 37 oC，re 

spe ctively．Th e activation energy of the enzyme for the hydrolysis of pNP- ．D．GIcNAc was to be 76
．50kJ／mo1．Th e effects 0f met 

al ions on the enzyme were studied．M ，ca2 and Sa2 had not influenced the enzyme activity
． Na ac~tivated th, enzvme． 

while，Li ，K ，zn2 ，H ，Pb2 ，Cu2+" ，and A13+showed vario~us degrees of inhibit~)ry etiects on the enzvme
．  

Key words：Eriocheir sinensis； ·N·Acetyl—D-glucosaminidase；Isolation and purification；Kinetics；Stability 
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