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几丁质酶是具有生物催化活性、能水解几丁质

的一类水解酶，许多微生物可通过胞外诱导产生该

酶。几丁质广泛存在于植物病原菌、线虫卵和昆虫

的细胞壁中，防治植物土传病害时，在土壤中加入几

丁质可以刺激土壤微生物胞外分泌几丁质酶，从而

抑制病虫害发生（郑秀丽等，2006；孙建波等，2010）。

本研究在3种不同土壤中分离并筛选能够产生几丁

质酶的微生物，对其中产酶量最高的菌株进行生长

和产酶活性测定，以期为研究其抑制病原真菌的能

力并应用于植物病害防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试土样：取太原市汾河公园多年生的植物海

棠树、丁香树和松树下土壤，其腐殖质非常丰富，微

生物种类多、含量高。采集时去除表层土壤，收集距

地表 10 cm的土壤 50 g左右，立即放入自封袋带回

实验室于4℃保存备用。

培养基：固体分离培养基：几丁质 2.5 g/L、K2H-

PO4 0.7 g/L、FeSO4 ·7H2O 0.01 g/L、KH2PO4 0.3 g/L、

（NH4）2 SO4 3 g/L、MgSO4 · 7H2O 0.5 g/L、琼脂粉

1.5 g/L，pH 7.0~7.2；液体分离培养基：固体分离培养

基中不加琼脂粉；发酵产酶培养基：几丁质 10 g/L、

玉米淀粉5 g/L、可溶性淀粉3 g/L、KH2PO4 0.45 g/L、

K2HPO4 1.05 g/L、NaNO3 3.0 g/L、NaCl 0.1 g/L、Fe-

SO4·7H2O 0.03 g/L、MgSO4·7H2O 0.5 g/L，pH 7.0。

试剂及仪器：本试验所用试剂均为国产分析纯。

HRSP-H系列生化培养箱，海尔特种电器有限公司；

WFJ7200型可见分光光度计，尤尼柯（上海）仪器有

限公司；奥林巴斯CX21生物显微镜，日本奥林巴斯

公司。

1.2 方法

产几丁质酶活性测定：本研究以几丁质为唯一

碳源，分离高产几丁质酶的微生物。将采集得到的

3种土样分别称取1 g加入到100 mL液体分离培养

基中进行富集培养，30℃下振荡培养4 h后，无菌生

理盐水稀释，分别取稀释梯度为10-4、10-5和10-6的溶

液0.1 mL，涂布于固体分离培养基平板上，每处理3次

重复，于30℃培养箱中培养48 h后观察菌株生长情

况，计算菌落数，显微镜下直接观察菌落形态并将形

态各异的菌株纯化后保存。将分离纯化所得菌株接

种于50 mL发酵产酶培养基中，30℃振荡培养 48 h

后，取发酵上清液测定酶活性，筛选产几丁质酶的菌

株。酶活性采用 3，5-二硝基水杨酸法测定（Cha et

al.，2004）。在37℃下1 min内将底物几丁质转化产

生1 μmol还原糖需酶量定为1个酶活性单位（U）。

生长曲线的测定：采用比浊法测定产酶活性最

高的菌株在不同时间段的生长量。将产酶菌株接种

在100 mL液体发酵培养基中，用未接种培养液作空

白对照，30℃下培养。分别于0、4、8、12、24、36、48、

72、96 h时，利用可见分光光度计在波长 600 nm下

测定OD值，绘制菌株的生长曲线。

产酶曲线的测定：将产酶活性最高的菌株接种

在100 mL液体发酵培养基中，用未接种的培养液作

空白对照，30℃下培养。分别于 0、4、8、12、24、36、

48、72、96 h时取发酵上清液，采用 3，5-二硝基水杨

酸法测定产几丁质酶活性，绘制菌的产酶曲线。

1.3 数据分析

采用SPSS 22.0软件对不同菌株产生的酶活性

进行 one-way ANOVA 分析，应用 Duncan 氏新复极

差法检验不同菌株间产酶活性的差异显著性。



2 结果与分析

2.1 不同土样菌株的分离结果

48 h 后在几丁质分离平板上可看到明显的菌

落，且3种土样分离所得菌落数也不同。海棠树、丁

香和松树土样中菌落数分别约为7.12×109、3.2×109、

6.1×109个/g，表明这 3种土样中均含有丰富的产几

丁质酶微生物，且海棠树土样中产几丁质酶的微生

物数量最高，可能与土壤中腐殖质含量不同有关。

2.2 菌株产几丁质酶的活性

将3种土样分离获得的菌株根据菌落形态颜色

不同，共纯化出11株菌株，分别编号为A-1~A-4、B-

1~B-4、C-1~C-3。纯化菌株都可以分泌几丁质酶，

菌株C-3产生的几丁质酶活性最高，为 546 U/L，显

著高于其它菌株（P<0.05），后续试验将测定其不同

时间段的生长量和产酶能力。其次是菌株B-3，酶

活性为 470 U/L；菌株 A-1 产生的酶活性最低，为

213 U/L（表1）。

2.3 菌株C-3的生长曲线和产酶曲线

菌株C-3在0~12 h处于生长迟缓期；12~36 h处

于对数生长期，在 36 h OD 值达到最大值，为 1.85；

36~72 h处于稳定生长期；72 h后处于衰亡期。菌株

C-3在进入对数生长期时开始产酶，12~48 h酶活性

迅速增加，在48 h时达到最大值，为576 U/L，之后酶

活性开始下降（图1）。
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表1 本试验纯化所得11株菌株产生的几丁质酶活性测定结果

Table 1 Chitinase activities of 11 purified strains microorganisms in this study U/L

菌株
Strain

海棠树土
Begonia soil

A-1

A-2

A-3

A-4

酶活性
Chitinase activity

213±1 h

293±2 g

416±1 d

373±2 f

菌株
Strain

丁香树土
Clove soil

B-1

B-2

B-3

B-4

酶活性
Chitinase activity

413±2 d

440±1 c

470±2 b

413±1 d

菌株
Strain

松树土
Pine soil

C-1

C-2

C-3

酶活性
Chitinase activity

396±3 e

403±3 e

546±1 a

表中数据为平均数±标准差。数据后不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±

SD. Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

图1 菌株C-3的生长曲线和产酶曲线

Fig. 1 Growth curve and enzyme production curve of strain C-3

3 讨论

产几丁质酶的微生物作为生防菌一直以来都是

植物病理学研究的热点（杨春林等，2009；孙建波等，

2010），但是多集中在理论水平，真正应用于生产实

际的很少，菌种单一、酶活性低、产酶能力不稳定等

因素严重制约了其发展。本研究从腐殖质肥沃的土

壤中分离得到 11株形态各异且高效产几丁质酶的

微生物，丰富了产几丁质酶的菌种资源。本试验分

离筛选得到的菌株产酶能力均在 200 U/L以上，特

别是菌株C-3在基础发酵培养基发酵48 h酶活力就

可以达到576 U/L；为提高其产酶活性和稳定性，今

后可进一步对其培养条件和产酶条件进行优化，以

期将其应用于生产实践。
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