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土壤产几丁质酶菌株的筛选鉴定及产酶条件
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(华侨大学 材料科学与工程学院 , 福建 泉州 362021)

摘要 : 　利用几丁质为碳源 ,从土壤中筛选出 3株产几丁质酶菌株 ,其中酶活最高的为一株革兰氏阴性菌1 对
该菌株应用 16S rDNA法进行鉴定 ,结果为嗜麦芽窄食单胞菌 ( S tenot rop homonas maltophi l ia) .通过单因素

优化法和均匀设计法实验 ,结果表明 ,以质量分数 0. 5 %的胶体几丁质为碳源 ,质量分数 1. 0 %的蛋白胨为氮

源 ,及 30 ℃和 p H值为 7. 2 ,发酵 60 h的条件是菌株的最合适产酶条件.此时 ,胞外几丁质酶酶活力最高.
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几丁质是自然界中储量仅次于纤维素的生物多聚体 ,它广泛存在于真菌、硅藻、节肢动物和原生动

物等生物体中 ,是绝大多数真菌细胞壁的结构物质 ,同时还是昆虫中肠围食膜的主要成分[1 ] .几丁质酶

(Chitinase , EC3. 4. 1. 14) [2 ]可催化水解几丁质的β21 , 4糖苷键生成 N2乙酰2D2氨基葡萄糖 (NA G) ,它

在植物病虫害 ,尤其是对真菌病的防治方面 ,以及在几丁质废物的转化和利用等方面都具有重要作用 ,

其研究受到人们的广泛重视.本文通过几丁质作为碳源 ,从土壤中筛选到 3 株产几丁质酶菌株.通过

16S rDNA法[ 3 ] ,对其中酶活最高的菌株进行了分子生物学鉴定和产酶条件测定 ,为其进一步的研究打

下了基础.

1　材料与方法

1 . 1　培养基

1. 1. 1　平板培养基　(1) 细菌几丁质培养基 (分离用) :蛋白胨 10 g , K2 HPO4 0. 7 g ,MgSO4 0. 5 g ,

KH2 PO4 0. 3 g ,胶体几丁质 5. 0 g ,琼脂 15～20 g ,蒸馏水 1 L ,p H值为 7. 2. (2) 纯几丁质培养基 :胶体

几丁质 5. 0 g , KNO3 1. 0 g ,NaCl 0. 5 g , K2 HPO4 0. 5 g ,MgSO4 0. 5 g ,FeSO4 0. 01 g ,琼脂 20 g ,蒸馏水

1 L ,p H值为 7. 2.

1. 1. 2　摇瓶培养基　(1) 种子培养基 (LB培养基) :蛋白胨 10 g ,酵母膏 5 g ,NaCl 10 g ,蒸馏水 1 L ,

p H值为 7. 0. (2) 发酵培养基 :用细菌几丁质培养基 (分离用) ,但不加琼脂.

1 . 2　菌株的分离

1. 2. 1　菌株初步分离　从生产几丁质的工厂排污沟附近土壤采集土样 ,经过烘干及风化干燥 ,置于 60

目分样筛过筛 ,备用.称取 1 g土样放入加有 9 mL 无菌水的离心管 ,分别稀释制成 10 - 1 ,10 - 2 , 10 - 3 ,

10 - 4 , 10 - 5 , 10 - 6不同稀释倍数的土壤溶液.从 10 - 3 ,10 - 4 ,10 - 5 ,10 - 6不同稀度倍数的 4管土壤稀释液

中各吸取 0. 1 mL ,接种在纯几丁质培养基和细菌几丁质培养基的平板上 ,用涂布棒涂布均匀 ,在 30 ℃

下培养 72 h.

1. 2. 2　菌种的二次筛选　从第 1次稀释涂布的平板中挑取可以产生透明圈的菌落 ,再一次通过稀释涂

布的方法 ,将其接种于纯几丁质平板和细菌几丁质平板上 ,培养 72 h ,以取得纯菌落平板.从第 2次筛选
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的纯菌平板上选取水解圈直径与菌落直径比最大的菌种 ,将其接种于 50 mL 的 LB种子培养基上 ,12 h

后以 2 %的接种量接于 100 mL 的细菌几丁质发酵培养基中 ,在 30 ℃下进行扩大培养.

1 . 3　菌种的鉴定

1. 3. 1　细菌染色体 DNA提取　从新培养产几个质酶活性高的革兰氏阴性细菌平板上 ,挑取一环菌落

至加有 500μL TE缓冲液的 1. 5 mL 微量离心管中 ,混匀后沸水浴 1. 5 min , 迅速低温离心 (12 000 r·

min - 1 ) 10 min , 取上层清液分装后 ,置 4 ℃下保存备用.

1. 3. 2　16S rDNA引物　根据 16S rDNA的结构 ,应用 B2/ B3做引物 ,该引物扩增片段包含 V8和 V9

两个高变区 ,扩增产物大小为 1 050 bp ( base pair ,碱基对)左右.这两个引物序列为 B2 :5’2ACG GGC

GGT GT G TAC23’;B3 : 5’2CCT ACG GGA GGC A GC A G23’.

1. 3. 3　聚合酶链反应 ( PCR)检测　PCR反应体系为 20μL ,二次蒸馏水 12. 6μL ,10倍扩增缓冲液 2. 0

μL , 25 mmol·L - 1 Mg2 + 1. 6μL , 各 2. 5 mmol·L - 1的脱氧核苷三磷酸 (dN TP) 0. 4μL ,20μmol·L - 1

引物各 1. 0μL , DNA模板 1. 0μL , 5 GU ·L - 1 Taq酶 0. 4μL . PCR循环 : 94 ℃预变性 5 min ,94 ℃变

性 60 s , 50 ℃退火 60 s , 72 ℃延伸 90 s ,循环 30次 ,并在 72 ℃后延伸 15 min.

1. 3. 4　扩增产物的电泳分析　用 1倍的 TA E缓冲液配制质量分数为 1 %琼脂糖凝胶.取 PCR扩增产

物 10μL ,加 2μL 溴酚蓝指示剂 ,混匀后加样 ,于 100 V下电泳 1. 5 h ,紫外灯下观察电泳结果.

1. 3. 5　序列测定与分析　将观察到的 PCR产物切胶 ,用胶回收试剂盒回收后 ,连接到 pMD182T上 ,

送北京奥科生物公司进行测序.然后 ,将测序结果通过 Gene Bank进行 BLAST序列比对 ,得出结果.

1 . 4　几丁质酶活力的测定

酶活性测定采用 DNS法[4 ] .取发酵液于 4 ℃下离心 (12 000 r ·min - 1 ) 10 min后 ,将 0. 5 mL 上层

清液酶液与 0. 5 mL 胶体几丁质置于 37 ℃中水浴反应 30 min ,煮沸 10 min ,经 4 000 r ·min - 1离心 5

min.取 0. 5 mL 加入 0. 5 mL DNS ,煮沸 5 min迅速冷却 ,再加入 4 mL 蒸馏水 ,测定 540 nm的 D (λ)

(Optical Delnsity ,光密度)值.根据 N2乙酰氨基葡萄糖标准曲线 ,将两组 D (λ)差值折算成还原糖量 ,再

根据酶活力单位的定义 ,计算几丁质酶活力 (U ) .一个酶活力单位 ( U)定义为 :在 37 ℃下 ,每分钟产生

相当于 1μmol N2乙酰氨基葡萄糖的还原糖量所需的酶量.

1 . 5　产酶条件试验

(1) 生长曲线.配制 3瓶发酵培养基 ,摇床培养 ,每 8 h取样一次测定菌体浓度. (2) 酶活曲线.配制

3瓶发酵培养基 ,放置到摇床培养 ,每 12 h取样 1次测定酶活. (3) 最适合 p H值的测定.配制 6瓶发酵

培养基 ,分别调整培养基的 p H值为 6. 6 , 7. 0 , 7. 2 , 7. 4 , 7. 6和 7. 8 ,摇床培养 60 h ,测定酶活. (4) 最

适碳源的测定.配制 4瓶发酵培养基 ,C源质量分数分别调整为 0. 5 %的胶体几丁质、粉末几丁质、葡萄

糖、蔗糖 ,培养 60 h后 ,测定酶活. (5) 最适氮源的测定.配制 4瓶发酵培养基 ,把 N 源调整为质量分数

为 1. 0 %的蛋白胨和酵母膏 ,或者质量分数为 0. 5 %的 KNO3 和 (N H4 ) 2 SO4 ,培养 60 h ,测定酶活.最适

碳氮源测定是按照单因素优化法和均匀设计法安排操作方案 ,并均作平行样多次测定所得结果.

2　结果与讨论

2 . 1　筛选结果

通过二次筛选 ,得到 3株产几丁质酶菌株.通过革兰氏染色鉴定 ,其中一株为革兰氏阳性菌 ,另外两

株为革兰氏阴性菌.对 3株菌株中酶活力最高的一株革兰氏阴性菌株通过显微镜拍照 ,如图 1所示.

2 . 2　菌种的鉴定

通过 PCR扩增得到 16S rDNA产物 ,连接到 pMD182T上 ,进行酶切 , 电泳后拍照如图 2所示.经

证明 PCR产物确实连接到载体上后 ,送北京奥科生物公司测序.将测序结果通过 Bio Edit 与已知的细

菌 16S rDNA序列比对寻找到两个高变区分别位于 148～214 bp 和 526～595 bp .然后用在线的 Blast

软件 (ht tp :/ / www. ncbi. nlm. nih. gov/ blast)进行同源性分析 ,结果表明 ,1该序列与嗜麦芽窄食单胞

菌 ( S tenot rop homonas m al top hi l i a)菌株 L M G11087[ 5 ] ,S21[6 ]等的 16SrRNA 基因序列相同.由此可以

推测 ,该菌株为嗜麦芽窄食单胞菌菌株.

2 . 3　产酶条件
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　　　　　　图 1　酶活力最高的菌株显微照片　　　　　　　　　图 2　酶切连接载体电泳结果　　

　　　　　Fig. 1　Photograph of S tenot rop homonas　　　　Fi g. 2　Elect rophoresis results of rest riction

　　　　　mal rop hi l ia that p roduces chitinase　　　　　　enzymedigestion on recombinant plasmid　

2. 3. 1　生长过程　24 h后 ,菌体的质量浓度迅速提高 ,先呈淡黄色 ,而后颜色逐步加深渐至深黄色 ,粘

稠度也逐步提高 ;大约在 40 h时 ,菌体质量浓度 ( C)达到最大 ,60 h后有明显下降 , 如图 3所示.

2. 3. 2　产酶过程　在 p H值为 7. 2的产酶培养基中 ,自 12 h开始产酶 ,60 h达到最大值 ,其酶活力 (U)

图 3　菌体生长曲线 图 4　酶活曲线

Fig. 3　Growth curve of S tenof romonas maltop hi l ia Fig. 4　Chitinase activity curve of the st rain

明显下降 ,与生长曲线相对应 , 也表现出滞后性.表明该菌产酶峰值比许多细菌出现得早[2 ,7 ] .

2. 3. 3　培养基 p H值的影响　p H值对产酶的影响关系 ,如表 1所示.由表 1可以看出 ,初始 p H 值为

7. 0～7. 4时 ,酶活力较高 ,其中初始 p H值为 7. 2时 ,酶活力最高 ,达到 3. 063 6 kU ·L - 1 .所以 ,培养基

初始以 p H值 7. 0～7. 4较为适宜 ,与苏云金芽孢杆菌相近[2 ] .另外 ,研究表明该酶为碱性蛋白 , 酶活力

最适 p H为弱碱性 ,不同于大部分已知的几丁质酶[ 2 ,728 ] .

表 1　培养基 p H值对产酶的影响

Tab. 1　Effect of p H on synthesis of chitinase

p H 6. 6 7. 0 7. 2 7. 4 7. 6 7. 8

U/ kU·L - 1 0. 988 3 2. 668 0 3. 063 6 2. 569 5 1. 976 5 2. 001 0

2. 3. 4　不同碳源和氮源对产酶的影响　不同碳源和氮源对产酶的影响 ,如表 2所示.由表 2可知 ,在以

葡萄糖和蔗糖为碳源时 , 菌体无法产生几丁质酶 ,而以两种形态的几丁质为碳源时 ,菌体均产生几丁质

酶 , 且胶体几丁质产酶活力比粉末几丁质高.说明除几丁质外 , 其他糖类碳源均会抑制几丁质酶的生

产 ,与 Nawani的研究结果一致[ 8 ] .由表 2可知 ,培养基中加有机氮产酶活力比加无机氮高 ,有机氮中以
表 2　不同碳源和氮源对产酶影响

Tab. 2　Effect of nit rogen source and carbon sources on synthesis of chitinase

不同 C源 葡萄糖 蔗糖 胶体几丁质 粉末几丁质 不同 N源 蛋白胨 酵母膏 (N H4 ) 2 SO4 KNO3

U/ kU·L - 1 0 0 3. 063 6 1. 581 2 U/ kU ·L - 1 2. 668 2. 001 1. 482 3 0. 691 7

蛋白胨为最高 , 酶活力达到 2. 668 kU ·L - 1 .与大部分产几丁质酶微生物研究结果相似[2 ,728 ] .其原因可
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能是 ,菌种特性对有机氮利用率较高.这与生长过程中观察到的现象基本一致 ,添加有机氮的培养基中

菌体浓度上升速度比添加无机氮的快.

3　结束语

以胶体几丁质为碳源 ,从土壤中筛选出 3株胞外产几丁质酶菌株 ,通过 16S rDNA法对其中产几丁

质酶活力最高的一株革兰氏阴性菌株进行鉴定 ,确认为嗜麦芽窄食单胞菌 ( S tenot rop homonas m al to2
p hi l i a)菌株.通过单因素优化法和均匀设计法实验 ,结果表明 ,该菌株在以质量分数为 0. 5 %胶体几丁

质为碳源 ,质量分数为 1. 0 %蛋白胨为氮源 ,30 ℃和 p H值 7. 2的条件下发酵 60h ,胞外几丁质酶酶活力

达到最高值为 3. 063 6 kU ·L - 1 .这是国内第 1次筛选到产几丁质酶的麦芽窄食单胞菌菌株 ,且所产几

丁质酶为碱性蛋白.研究结果对该菌株产几丁质酶的进一步研究有重要意义.
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Isolation and Identif ication of a Chitinase2Producing Bacterium

in Soil and Studies on the Chitinase Fermentation Condition

ZHAN G Rong2kui , H E Yan2cai , L IU Ai2hua ,

WEI Wei , L I Hong2ran

(College of Material Science and Engineering , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China)

Abstract :　 Three st rains with chitinase activity were isolated f rom soil. The st rain with the maximum enzyme activity

level was a Gram negative bacterium which was identified as S tenot rop homonas maltophi l ia chitinase st rain by 16S rDNA

method. The study on the synthetic conditions for the chitinase by single factor optimization method and uniform design

method showed that the optimal synthesis conditions for chitinase was as follows : the st rain was cultured for 60 hours in

a basic medium (p H 7. 2 , 30 ℃) added by 0. 5 % chitin and 1. 0 % peptone.

Keywords :　 S tenot rophomonas maltop hi l ia ; chitinase ; 16S rDNA identification ; fermentation conditions
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