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产几丁质酶菌株的分离与鉴定及产酶条件优化

李红然 , 贺淹才 , 刘治江 , 刘杨斐
(华侨大学 工业生物技术福建省高等学校重点实验室 , 福建 泉州 362021)

摘要 : 　从土壤中分离到一株产几丁质酶的细菌 LL2C.该菌经 16S rDNA序列同源性分析及形态培养特征、

生理生化特征分析 ,鉴定为 L uteibacter rhizovicinus ,属于黄单胞菌科 ( Xanthomonadaceae) .以不同发酵时间、

碳源、氮源、起始 p H值、培养基装液量和培养温度为因素 ,考察 LL2C菌株产几丁质酶的优化条件.结果表明 ,

最有利于该菌产几丁质酶的条件 :碳源为胶体几丁质、氮源为 (N H4 ) 2 SO4 ,培养基起始 p H值为 4. 5 ,培养基

装液量为 30 mL ,培养温度为 32 ℃,振荡培养时间为 7 d ,此优化条件下 ,摇瓶产酶活力为 115. 02μkat ·L - 1 .
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几丁质酶 (Chitinase ,EC3. 2. 1. 14)属于糖基水解酶家族 ,是降解几丁质的关键酶类 ,广泛存在于微

生物和动植物体内[1 ] .几丁质酶 ,尤其是微生物几丁质酶在生物病虫害防治方面已引起人们的广泛关

注[2 ] .另外 ,几丁质酶已应用于降解几丁质资源 ,生产具有生物活性的氨基寡糖及产生菌体蛋白[3 ] .目

前 ,人们对微生物几丁质酶的研究主要涉及芽孢杆菌、木霉、链霉菌等 ,但还未见 L uteibacter rhi z ov ici2
nus产几丁质酶的报道.本研究对筛选到的一株高产几丁质酶菌株进行鉴定 ,研究其产酶发酵条件.

1　材料与方法

1 . 1　材料

(1) 土壤样品来源于几丁质加工厂排污口附近的土壤.

(2) 分离培养基 (1 L) :胶体几丁质 5 g ,蛋白胨 5 g ,酵母粉 2. 5 g ,NaCl 5 g ,琼脂 15～20 g , p H =

7. 0～7. 4.

(3) 种子培养基 ,即 LB液体培养基 (1 L) :NaCl 10 g ,蛋白胨 10 g ,酵母粉 5 g ,p H = 7. 0.

(4) 基础产酶培养基 (1 L) :胶体几丁质 5 g ,蛋白胨 3 g , KH2 PO4 0. 3g , K2 H PO4 0. 7 g ,MgSO4 0. 5

g ,NaCl 5 g ,p H = 7. 0～7. 4.以上培养基均在 121 ℃的高压蒸汽中灭菌 20 min.

1 . 2　菌株的分离方法

采用稀释涂布平板法[4 ] ,将土壤样品均匀地涂布于分离培养基上 ,置于 30 ℃下恒温培养 3～7 d1
挑取透明圈直径比菌落直径大的菌落 ,采用稀释涂布平板法做二次纯化并保存.

1 . 3　菌种鉴定

(1) 形态特征、培养及生理生化特征鉴定 1 将筛选到的产几丁质酶活性比较高的菌株命名为 LL2
C ,参照文[ 5 ]进行培养及特征鉴定.

(2) 16S rDNA序列测定1 菌株基因组 DNA的提取采用 CTAB法[6 ] .引物采用细菌 16S rDNA通

用引物[7 ] F27 : 5’2A GA GT T T GA TCA T GGCTCA G23’(靶向 E. coli 16S rDNA的 8～27位核苷酸)和

R1492 : 5’2TACGGT TACCT T GT TACGACT T23’(靶向 E. col i 16S rDNA 的 1 492～1 513 位核苷

酸) . PCR扩增体系 (50μL) :10×Taq Buffer 5μL ,25 mmol·L - 1 MgCl2 4μL , 2. 5 mmol·L - 1 dN TP
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4μL ,10μmol·L - 1引物各 2μL ,DNA模版约 1μg , Taq酶 41. 68 nkat ,补加重蒸水至总体积为 50μL .

PCR扩增条件 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性 50 s ,55 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸 1. 5 min ,30 个循

环 ;72 ℃延伸 10 min. PCR产物测序由上海生物工程技术有限公司完成 ,所测序列提交 GenBank数据

库进行序列比较 ,并应用 P H YL IP软件进行同源性分析.

1 . 4　菌株摇瓶产酶条件优化

将在种子培养基中生长良好的液体菌种 ,按 2 %的接种量接种于产酶培养基 (250 mL 三角瓶装有

25 mL 的培养液)中 ,置于 180 r·min - 1的摇床上震荡培养.分别研究培养时间、碳源、氮源、培养基起始

p H值、培养基装液量和培养温度对该菌株产酶的影响.

1 . 5　胞外几丁质酶活力的测定

几丁质酶活力测定按文[ 8 ]的方法 ,稍作修改.发酵液在 4°C ,4 000 r·min - 1下离心 10 min ,取 0. 5

mL 上清液用Mcllvaine (p H = 6. 6)缓冲液补足至 1 mL1 然后 ,加入 0. 5 mL 质量分数为 1 %的胶体几丁

质 ,于 60 ℃下温浴 40 min后 ,再于 100 ℃下煮沸 10 min ;冰浴冷却后加入 1. 5 mL 3 ,52二硝基水杨酸
(DNS)试剂 ,于 100 ℃下再煮沸 10 min ,冷却1 离心后 ,取上清液在波长 540 nm下测吸光度 ( D) ,并以

已知浓度的 N2乙酰氨基葡萄糖 (NA G)做标准对照.

2　结果与讨论

2 . 1　产几丁质酶菌株的分离与鉴定

2. 1. 1　产几丁质酶菌株的分离　经两轮平板筛选 ,得到透明圈直径与菌落直径之比较大的单菌落 ,如

图 1　LL2C菌的菌落特征

Fig. 1　The colony of st rain LL2C

图 1所示.命名该菌株为 LL2C ,并确定为初始菌株.

2. 1. 2　菌株 LL2C的形态及生理鉴定　形态特征、培养及生理

生化特征鉴定结果表明 ,LL2C菌为革兰氏染色阴性杆菌 ,运动

性观察确定其有鞭毛.在牛肉膏蛋白胨琼脂平板上培养呈黄色

圆形菌落 ,边缘颜色稍浅 ,直径约为 2 mm ,表面微隆起、边缘整

齐、湿润、半透明、易挑取 ,但在含几丁质平板上菌落边缘稍带

锯齿 (图 1) .

该菌为好氧菌 ,能以几丁质为唯一碳源生长 ,耐 NaCl 的质

量分数为 7 % ,且当 NaCl质量分数在 5 %以下 ,其生长良好.此

外 ,该菌能利用葡萄糖、蔗糖、果糖、纤维二糖、半乳糖和山梨醇

作为碳源 ,利用蛋白胨、牛肉膏、硫酸铵、氯化铵和硝酸铵等作

为氮源.其接触酶阳性 ,甲基红试验和脲酶试验呈阴性 ,还原硝

酸盐 ,不从蛋白胨中产生硫化氢 ,能水解明胶、淀粉 ,分解牛奶并产碱.

2. 1. 3　16S rDNA序列分析　经 PCR扩增得到 LL2C菌的 16S rDNA 序列片段为 1 429 bp ,在 Gen2
Bank中的登录号为 EU022023.以 16S rDNA序列的相似性为划分属的标准[ 9 ] ,将所获得的 16S rDNA

序列提交 GeneBank进行 BLAST比对分析 ,得到与其 16S rDNA 序列相似性较高序列的分布 1 选取
19个相似性在 95 %以上的序列 ,运用 P H YL IP软件进行同源性分析 ,并以 Neighbor2Joining法构建系

统发育树 ,结果如图 2所示.

从系统发育树中 ,可以看出 LL2C菌株与 L uteibacter rhi z ovici nus 12O22的亲缘关系最近.结合该

LL2C菌的形态特征及生理生化特征分析 ,将其鉴定为 L uteibacter rhi z ov ici nus ,属于黄单胞菌科 ( Xan2
t homonadaceae) .

2 . 2　菌株摇瓶发酵条件实验

2. 2. 1　培养时间对产酶的影响　接种培养 4 d后 ,每隔 12 h取样测定其胞外几丁质酶活力 ( z) ,结果

如图 3所示 ,从图 3中可看出 ,该菌株的最佳产酶时间为 7 d.培养 7 d后 ,酶活力开始下降 , 而 7. 5 d后

酶活力又有所升高 ,在 8. 5 d时的酶活力接近最大值.

分析原因是 ,培养 7 d后 ,菌体渐渐衰退产酶能力下降 ;之后 ,菌体开始死亡、崩解 ,致使少量的胞内

几丁质酶向细胞外释放 ,此时胞外酶活力升高.
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图 2　LL2C菌的 16S rDNA系统发育进化树

Fig. 2　The phylogenetic t ree of st rain LL2C 16S rDNA

图 3　培养时间对产酶的影响

Fig. 3　The effect of cultivated time

on the chitinase production

2. 2. 2　最适碳源 　在 1 L 的基础产酶培养基上 ,分别

以 5 g的粉末几丁质、葡萄糖、蔗糖、淀粉作为碳源 ,其

他成分保持不变.培养后 ,分别测其胞外几丁质酶活力 ,

比较碳源对产酶的影响 ,结果如表 1所示.

从表 1的结果可知 ,以胶体几丁质为碳源时酶活力

最高 ,粉末几丁质为碳源次之 ,而以葡萄糖、蔗糖、淀粉

为碳源时则测不到酶活 1 说明 ,该几丁质酶为诱导酶 ,

且诱导物几丁质的粒度大小对产酶有较大影响.

2. 2. 3　最适氮源　在上述碳源优化的基础上 ,分别以 3

g 的牛肉膏 ,酵母膏 ,尿素 , ( N H4 ) 2 SO4 , N H4 NO3 ,

NaNO3 和 N H4 Cl作为氮源 ,其他成分保持不变.培养

后 ,分别测其胞外几丁质酶活力 ,比较氮源对产酶的影

响 ,结果如表 2所示.

从表 1的结果可知 ,以无机氮源 ( N H4 ) 2 SO4 为最

佳氮源 ,而有机氮源酵母膏则不利于该菌产几丁质酶 ,其原因还不清楚.环肽、氨基酸衍生物和一些简单

的嘌呤类衍生物是一些天然的几丁质酶抑制剂[10212 ] .因此 ,有机氮源酵母膏、蛋白胨、牛肉膏中含有的一

些氨基酸类或者多肽类 ,可能会抑制该几丁质酶活性.

表 1　碳源和氮源对产酶的影响

Tab. 1　The effect of different carbon source on the chitinase production

碳源 无碳源 胶体几丁质 几丁质粉末 葡萄糖 蔗糖 可溶性淀粉

z/μkat ·L - 1 36. 51 36. 51 14. 84 0 0 0

氮源 无氮源 蛋白胨 牛肉膏 酵母膏 尿素 (N H4 ) 2 SO4 N H4 NO3 NaNO3 N H4 Cl

z/μkat ·L - 1 35. 17 35. 17 1. 34 0. 56 0. 24 4. 86 3. 76 1. 45 3. 28

2. 2. 4　最适起始 p H值　在上述碳源、氮源优化的基础上 ,考察产酶培养基起始 p H值对产酶的影响 ,

045 华 侨 大 学 学 报 (自 然 科 学 版) 　　　　　　　　　　　　　　2009年



结果如图 4所示.从图 4可以看出 ,培养基起始 p H值在 4. 0～6. 5范围内酶活力较高 ,控制培养基起始

p H值为 4. 5 ,酶活力达到 115. 02μkat ·L - 1 .

2. 2. 5　培养温度　在上述培养基优化的基础上 ,比较不同培养温度 (θ)对产酶的影响.从图 5 可以看

出 ,32 ℃为该菌株的最适产酶温度 ,温度低于 30 ℃或高于 32 ℃均不利于该酶的产生.

图 4　培养基起始 p H值对产酶的影响　　　　　　　　　图 5　培养温度对产酶的影响

Fig. 4　The effect of medium initial 　　　　　　　　　Fig. 5　The effect of cultivated

　　　p H on the chitinase production　　　　　　　　　temperature on the chitinase production

图 6　装液量对产酶的影响

Fig. 6　The effect of cultured medium

volume on the chitinase production

2. 2. 6　最适装液量　考察装液量 (V )对接种发酵后酶

活力的影响 ,结果如图 6所示 1 结果表明 ,以 30 mL 装

液量为最佳.

3　结束语

从自然界土壤中筛选到一株产几丁质酶的LL2C菌

株 ,据其形态、培养特征生理生化试验及 16S rDNA 序

列分析 ,鉴定为黄单胞菌科 ( Xant homonadaceae)中的

L uteibacter rhi z ovici nus .考察 LL2C菌株在培养基中生

长碳源和氮源的要求 ,表明胶体几丁质是较好的碳源、

(N H4 ) 2 SO4 是较好的氮源.该特点在几丁质酶的发酵

生产上应用有优势.目前 ,由于几丁质酶活力测定方法

及酶活力单位的定义不统一[13218 ] ,因此 ,酶活力暂时只

能以测定方法来定 ,还不便于相互比较.
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Isolation , Identif ication of Chitinase Producing

Microorganism and Optimization of

Its Fermentation Conditions

L I Hong2ran , H E Yan2cai ,

L IU Zhi2jiang , L IU Yang2fei

( Key Laboratory of Indust rial Biotechnology of Fujian Drovince University , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China)

Abstract :　A chitinase producing st rain LL2C was isolated f rom soil. According to the analysis of the 16S rDNA se2
quence , the cultivation condition , it s morphology and physiological characteristics of the LL2C , it was identified as L utei2
bacter rhiz ovicinus belong to Xanthomonadaceae. The effect s of a range of factors on the production of chitinase of the

LL2C were studied , including time , carbon source , nit rogen source , p H , volume of medium and cultural temperature.

Experimental result s showed that the optimal carbon and nit rogen source were colloid chitin and (N H4 ) 2 SO4 respectively.

The optimal cultivation conditions for LL2C producing chitinase were 250 mL flask containing 30 mL medium with initial

p H 4. 5 , 30 ℃incubating temperature and shaking cultivation for 7 days. Under optimized conditions , the chitinase activi2
ty produced by LL2C could reach 115. 02μkat ·L - 1 .

Keywords :　chitinase ; L uteibacter rhiz ovicinus ; optimization ; enzyme activity
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