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摘 要：从烟草根际土样中分离、筛选得到 # 株几丁质酶活性比较高的链霉菌 !"#"#，为评价该菌株利用价值，对其发酵条件（碳源、

氮源、初始 () 、表面活性剂及发酵时间）进行了研究。结果表明：该菌株的最佳发酵条件以 #*胶体几丁质为碳源，发酵液初始 ()
值为 +,&，以 #*蛋白胨为氮源，’,#*吐温 -’ 作为表面活性剂，发酵时间为 !+ .，接种量为 #*，最高酶活达到 &+ / 0 12。
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几丁质是由 ;"乙酰氨基葡萄糖组成的大分子物

质，是植物病原真菌细胞壁和昆虫体壁的主要组成成

分；几丁质酶和几丁质二糖酶能将几丁质降解成几丁

质寡糖和单糖，从而破坏真菌的细胞壁，起到防治真菌

性病害的作用；许多微生物都能产生几丁质酶，据不

完全统计，已发现产生几丁质酶的微生物约有 %+ 个

属，近 X’ 个种［#］。有关微生物几丁质酶的研究国内

外已有不少的报道，刘爱新等［$］研究表明，几丁质酶、

!"#，W"葡聚糖对烟草赤星病等多种病原真菌有不同程

度的拮抗作用。但从烟草根际土壤中分离产几丁质酶

微生物并应用于烟草真菌性病害的防治方面的报道却

较少。$’’% \ $’’+ 年，项目组从安徽、河南、福建、湖

北、云南等采集 #’’ 个烟草根际土样，通过分离、筛选

得到一株几丁质酶活性比较高的链霉菌 !"#"#。链霉

菌 !"#"# 对烟草黑胫病菌有较强抑制作用［W］，为评价该

菌株的利用价值，对该菌的产酶培养条件进行了试

验，旨在寻求组成简单，来源丰富且成本低的培养基为

生产应用提供依据。

& 材料与方法

&%& 菌株来源

链霉菌（!"#$%"&’()$* =(R）!"#"#，由郑州烟草研究院

农业研究室分离获得。

&%, 斜面菌种培养基

采用高氏一号培养基。

&%- 胶态几丁质的制备

参照徐红革等［%］的方法。
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!"# 培养基

（!）发酵种子培养基：!" # $ % 胶态几丁质 &" ’%，

(#)*+·,-.* "/"0 #，12)*+·,-.* "/"! #，3-+3*& "/&
#，4-.5*+ "/. #。用蒸馏水定容 !"" ’%，装入 .6" ’%
三角瓶中高压蒸汽灭菌后备用。

（.）产酶基本培养基：几丁质 !6 #，蛋白胨 . #，酵

母粉 . #，4.-5*+ "/, #，4-.5*+ "/& #，(#)*+·,-.*
"/6 #，12)*+·,-.* "/"! #，水 !""" ’%，7- ,/.。

!"$ %，$ &二硝基水杨酸试剂的制备

&，68二硝基水杨酸试剂（93)）的制备参照王玮［6］

的方法。

!"’ 菌株发酵种子培养

链霉菌 :8!8! 接种在基本培养基平板上，在 .0 ;
条件下培养 + <。用接种环在平板上挑取一块菌丝接

种到装有 !"" ’% 液体发酵种子培养基三角瓶中，在 .0
;、!." = $ ’>? 摇床中培养 ,. @ 作为液体种子。然后以

!A的（B $ B）的接种量接入盛有 !"" ’% 产酶培养基三

角瓶中，在 .0 ;、!." = $ ’>? 的摇床中培养。
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!/,/! 碳源的筛选

在摇瓶产酶培养基中分别加入几丁质粉末、胶态

几丁质、葡萄糖、麦芽糖、淀粉、蔗糖作为液体摇瓶产酶

培养基的不同碳源，并以 !A的蛋白胨作为氮源，进行

发酵培养，测定发酵上清液的酶活力。

!/,/. 氮源的筛选

在摇瓶产酶培养基中分别加入蛋白胨、酵母膏、牛

肉膏、硝酸铵、硫酸铵作为液体摇瓶产酶培养基的不同

氮源，并以 !A的胶态几丁质作为碳源，进行发酵培

养，测定发酵上清夜的酶活。

!/,/& 培养基起始 7- 值对产酶的影响

在最佳碳源和最佳氮源条件下，试验培养基起始

7- 值分别为 +/6、6/"、6/6、0/6、,/6 对产酶的影响。

!/,/+ 培养基中不同表面活性剂对产酶的影响

在最佳碳源和最佳氮源条件下，试验培养基中分

别加入吐温 C"、聚乙二醇、胆汁酸及 )9) 作为表面活

性剂对产酶的影响。

!/,/6 培养时间对产酶的影响

在优化条件下，试验培养时间分别为 .+ @、&0 @、

+C @、6+ @、0" @、00 @、,. @、C+ @、:0 @、!"C @、!." @ 对产

酶的影响。

!/,/0 几丁质酶酶活力的测定

采用 93)（&，68二硝基水杨酸）测定还原糖的方

法［0］测 定 几 丁 质 酶 活 力。取 !" ’% 发 酵 液 在 0"""

= $ ’>?下离心 !" ’>?，在 & 根 6" ’% 离心管中分别加入 !
’% 发酵上清液和 ! ’% 质量分数为 !A的胶态几丁质；

往其中 ! 根离心管加入 ! ’% 93)，放入 !"" ;水浴 !"
’>?，作为对照；另外 . 根离心管于 +" ;水浴 0" ’>?
后，加入 ! ’% 93)，放入 !"" ;水浴 !" ’>?，& 根管中均

加入 !" ’% 蒸馏水，0""" = $ ’>? 离心 !" ’>? ，取上清液

于 6+" ?’ 测量光密度。还原糖含量以 38乙酰氨基葡

萄糖作标准曲线计算。

酶活力单位（D $ ’%）定义：在上述反应条件下，每

分钟产生 !!’EF 相当于 38乙酰葡萄糖胺的还原糖需

要的酶量（! D）。

* 结果与讨论

*"! 不同碳源对 )&!&! 产几丁质酶的影响

在基本培养基中添加 !A的各种碳源（几丁质粉

末、胶态几丁质、淀粉、蔗糖、葡萄糖、麦芽糖），以基本

培养基为对照，研究了不同碳源物质对链霉菌 :8!8! 产

几丁质酶的影响，结果见图 !。由图 ! 看出，用胶态几

丁质作碳源时合成几丁质酶酶活力最高，几丁质粉末

次之，葡萄糖最低。几丁质酶是一种诱导酶，添加几丁

质对几丁质酶的诱导有较强的作用，但和几丁质粉末

相比，胶态几丁质诱导能力更强。

图 ! 不同碳源对链霉菌 )&!&! 产生几丁质酶的影响

*"* 不同氮源对 )&!&! 产几丁质酶的影响

以 !A胶态几丁质为碳源，分别以 !A蛋白胨、酵

母膏、牛肉膏、硝酸铵、硫酸铵作为不同氮源，接入菌

种，.0 ;、!." = $ ’>? 摇床培养 :0 @，试验不同氮源对

产酶的影响，结果如图 . 所示。结果表明：用 !A蛋白

胨作氮源时合成几丁质酶酶活力最高，酵母膏、牛肉膏

次之，硝酸铵、硫酸铵作氮源时合成几丁质酶酶活力较

低。

*"% 发酵液初始 +, 对链霉菌 )&!&! 产几丁质酶的影

响

利用 !A蛋白胨作氮源，胶态几丁质作碳源，发酵

液不同初始 7- 对链霉菌 :8!8! 合成几丁质酶的影响如

图 & 所示。7- +/6 G 0/6 范围内，随着 7- 的增加几丁质
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酶活力增加；!" #$% & ’$% 范围内，几丁质酶活力呈下降

趋势。!" 值为 #$% 时，酶活力最高，达到 %# ( ) *+。

图 ! 不同氮源对菌株 "#$#$ 产生几丁质酶的影响

图 % 发酵液初始 &’ 对菌株 "#$#$ 产生几丁质酶的影响

!() 不同表面活性剂对链霉菌 "#$#$ 产几丁质酶的影

响

采用 ,$-.（/) 0）的吐温 1,、聚乙二醇、胆汁酸及

232 作为表面活性剂，未加表面活性剂的作为对照，进

行产酶试验，试验结果如图 4。,$-.胆汁酸及 ,$-.
吐温 1, 都能提高几丁质酶活力。因 ,$-. 232 对菌

体生长有抑制作用，几丁质酶活力较低。从生产成本

考虑，选用吐温 1, 作为表面活性剂。

图 ) 不同表面活性剂对菌株 "#$#$ 产生几丁质酶的影响

!(* 链霉菌 "#$#$ 的产酶曲线

在最优化培养条件下以 -.（/) 0）几丁质作为碳

源、-.（/) 0）蛋白胨为氮源、发酵液初始 !" 为 #$% 的

产酶培养基对链霉菌 56-6- 合成几丁质酶的过程进行

了研究，结果如图 % 所示。发酵培养开始一段时间内

几丁质酶活力上升缓慢，至 ’7 8 以后酶活力迅速增

加，至 5# 8 时几丁质酶活力达到最高值。

图 * 菌株 "#$#$ 产生几丁质酶过程中酶活力的变化

% 结果与讨论

几丁质酶对真菌的作用很大程度上可能与真菌细

胞壁的结构有关［1］。对链霉菌 56-6- 合成几丁质酶的

最优化培养条件进行了研究且获得了理想的结果，该

菌株的最佳发酵条件以 -.胶体几丁质为碳源，发酵

液初始 !" 值为 #$%，以 -.蛋白胨为氮源，,$-.吐温

1, 作为表面活性剂，发酵时间为 5# 8，接种量为 - .，

最高酶活力达到 %# ( ) *+。

为了进一步提高几丁质酶的活力，还需要通过菌

种复合诱变技术筛选高产菌株或者通过基因工程技术

克隆几丁质酶基因，然后构建克隆载体和表达载体，并

通过适宜的基因转化手段将其转至高效表达系统中。
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