
书书书

温　钢，刘海燕，杨　梅．壳聚糖酶产生菌的选育及产酶能力研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１）：３４７－３４９．

壳聚糖酶产生菌的选育及产酶能力研究

温　钢，刘海燕，杨　梅
（吉林化工学院环境与生物工程学院，吉林吉林１３２０２２）

　　摘要：从某水产市场附近土壤中分离筛选出４株具壳聚糖酶能力的微生物菌株，其中菌株Ｓ０３具有较高的产酶能
力，经鉴定属于毛霉属（Ｍｍｕｃｏｒｓｐ．）。试验条件下该菌株培养３ｄ时，发酵液中壳聚糖酶活性最高。并进一步证明该
菌株所产壳聚糖酶属于诱导型壳聚糖酶，适量添加葡萄糖有助于壳聚糖酶的产生。
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　　壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ）别称甲壳胺，是甲壳质脱去部分乙酰基
的产物，是一类由２－氨基－２－脱氧 －葡萄糖和２－乙酰氨
基－２－脱氧 －葡萄糖（＜４０％）单体通过 β－１，４糖苷键连
接而成的直链多糖［１］。壳聚糖是自然界中唯一的天然阳离

子高聚物，其特殊的化学结构决定了这种高聚物有着独特的

生物活性。壳聚糖具有提高人体免疫力、促进伤口愈合、降血

脂、降血压等保健作用，是一种有广泛应用前景的医疗保健材

料［２］。另外，壳聚糖还有很好的杀菌、抑菌作用。但是由于

壳聚糖分子量大，不溶于水，不易被人体吸收，从而限制了这

种物质作为医疗保健品的应用。利用壳聚糖降解得到壳低聚

糖，不但容易被人体吸收，而且某些壳寡聚糖还有许多新颖的

生物活性，在治疗癌症和提高人体免疫力方面有很好的试验

效果［３］。目前降解壳聚糖的方法主要有化学降解法和酶降

解法，其中酶降解法以降解过程容易控制、反应条件温和以及

对环境没有污染等优点成为壳聚糖降解的首选途径［４］，因此

进一步选育壳聚糖酶产生菌株就显得尤为重要。本研究选育

出具有一定产壳聚糖酶能力的菌株，并初步考察了其产酶能

力，以期为后续壳聚糖酶发酵生产及应用研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
壳聚糖和氨基葡萄糖购于国药集团化学试剂有限公司。

其他试剂均为国产分析纯。

胶体壳聚糖：取５ｇ壳聚糖加入１００ｍＬ０．４ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶
液中，５０℃搅拌至壳聚糖完全溶解，加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液
调节ｐＨ值至５．０，得５％胶体壳聚糖。
１．２　培养基

胶体壳聚糖液体培养基：Ａ液：１％胶体壳聚糖；Ｂ液：
０４％ Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，０．２％ ＫＨ２ＰＯ４，０．１４％ ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ，０．１％ ＮａＣｌ，０．１％ ＫＣｌ，０．０２％ ＣａＣｌ２，０．１％酵母粉，
３％琼脂，ｐＨ值７．２；将Ａ液、Ｂ液分别灭菌后等体积混合。

壳聚糖粉末培养基：１％壳聚糖粉末，０．０７％ Ｋ２ＨＰＯ４·
３Ｈ２Ｏ，０．０３％ ＫＨ２ＰＯ４，０．０５％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０３％蛋白

胨，０．０３％酵母粉，ｐＨ值７．２。
１．３　方法
１．３．１　菌株初筛　将采集土样加入适量蒸馏水摇匀，梯度稀
释后，涂布于胶体壳聚糖固体培养基平板上，３０℃培养３～
５ｄ，逐一挑取平板上生长状况良好且能够形成水解圈的菌
株，再次接种于胶体壳聚糖固体培养基平板，测定菌落直径和

透明圈直径，进一步比较菌株利用壳聚糖的能力。将分离所

得菌株分别编号，进一步参考相关文献［５］进行菌种鉴定。

１．３．２　菌株降解能力考察　将菌株接种于壳聚糖液体培养
基中，接种后于 １５０ｒ／ｍｉｎ、３０℃振荡培养，定时取样，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后得粗酶液，采用ＤＮＳ法测定壳聚
糖酶活性［６］。具体方法为：在０．５ｍＬ粗酶液中加入磷酸缓冲
液（ｐＨ值７．２）１．０ｍＬ和１％胶体壳聚糖０．５ｍＬ，混匀后于
４６℃保温３０ｍｉｎ，沸水浴１０ｍｉｎ。４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，
取２ｍＬ上清液与１ｍＬＤＮＳ试剂混合，沸水浴中反应５ｍｉｎ
后冷却至室温，加入４ｍＬ去离子水，混匀后于５４０ｎｍ处测定
吸光度，并根据氨基葡萄糖标准曲线计算壳聚糖酶活性。

酶活性单位的定义：ｐＨ值 ７．２、温度４６℃时，１ｍＬ样品
１ｍｉｎ催化生成１μｍｏｌ氨基葡萄糖的还原糖量所需的酶量为
１个酶活单位（Ｕ／ｍＬ）。
１．３．３　菌株生长曲线的测定　将菌株接入液体培养基中培
养，定时取样，测定菌体干重和发酵液酶活性，考察菌株生长

曲线和酶活性随时间变化的规律。

１．３．４　其他影响菌株产酶能力因素的考察
１．３．４．１　不同碳源对产酶诱导的影响　在液体培养基中，分
别以１％壳聚糖粉末、１％胶体壳聚糖、１％甲壳质、１％可溶性
淀粉、１％葡萄糖、１％蔗糖、１％壳聚糖粉末 ＋０．１％葡萄糖、
２％壳聚糖粉末＋０．１％葡萄糖、５％壳聚糖粉末 ＋０．１％葡萄
糖、１％壳聚糖粉末 ＋１％葡萄糖作为碳源，接入菌种后
１５０ｒ／ｍｉｎ、３０℃振荡培养７２ｈ，测定壳聚糖酶活性，考察碳源
对菌株产酶能力的影响。

１．３．４．２　培养温度对产酶的影响　将菌株接入装有１００ｍＬ
壳聚糖粉末液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，分别在２５、２８、
３０、３５、３７℃下１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３ｄ后，测定发酵液酶活
性，考察培养温度对菌株产酶的影响。

１．３．４．３　培养基起始 ｐＨ值对产酶的影响　将菌株接入装
有１００ｍＬ壳聚糖粉末液体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，将培
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养基起始ｐＨ值分别调至４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、
８．０、８．５，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ后，测定发酵液酶活性，考
察培养基起始ｐＨ值对菌株产酶的影响。

２　结果与分析

２．１　菌株初筛
经富集培养、反复划线分离与纯化，得到４株能在胶体壳

聚糖固体培养基上生长并形成水解圈的菌株，分别编号为

Ｓ０１、Ｓ０２、Ｓ０３、Ｓ０４。挑取纯化菌株接种于ＰＨＢＶ胶体壳聚糖
固体平板培养基，３０℃培养７２ｈ后测量菌落直径（ｄ）、水解
圈直径（Ｄ），结果见表１。

表１　壳聚糖酶产菌的菌落直径及水解圈直径

菌株编号
水解圈直径Ｄ
（ｍｍ）

菌落直径ｄ
（ｍｍ） Ｄ／ｄ

Ｓ０１ ６．２ ２．５ ２．４８
Ｓ０２ ６．７ ２．９ ２．３１
Ｓ０３ ８．５ ３．０ ２．８３
Ｓ０４ １１．１ ４．２ ２．６４

　　通过水解圈直径与菌落直径的比值（Ｄ／ｄ）可以判断菌株
降解能力的强弱。从表１可以看出，菌株 Ｄ／ｄ由大到小的排
列顺序为Ｓ０３＞Ｓ０４＞Ｓ０１＞Ｓ０２。说明菌株 Ｓ０３降解能力最
强，因此选择Ｓ０３作为试验对象进行后续研究。
２．２　菌株Ｓ０３的分类鉴定

菌株Ｓ０３的菌落形态不定型，培养初期菌丝呈白色，后转
为灰白色至黑色，菌丝在培养基内外能广泛蔓延，无假根或匍

匐菌丝。菌丝无隔、多核、分枝状，成熟菌丝体上直接生出单

生、总状分枝或假轴状分枝的孢囊梗。各分枝顶端着生球形

孢子囊，孢囊孢子呈球形。这些性质与毛霉属（Ｍｕｃｏｒ）微生
物菌株的基本性质一致，依据Ａｉｎｓｗｏｒｔｈ分类系统初步鉴定菌
株Ｓ０３属于毛霉属。
２．３　菌株Ｓ０３生长曲线及培养时间对其产酶能力的影响

在微生物液体发酵过程中，为了高度积累目的产物，常须

要掌握发酵代谢和酶活性的最旺盛时期，该时期也是高效积累

产物的时期。微生物各生长阶段对目的产物都有重要影响，因

此必须根据不同微生物生长特点，把其控制在有利于增加目的

产物的最适条件下培养。由图１可知，从菌株Ｓ０３的生长曲线
和产酶时程来看，在培养１～６ｄ时菌株稳定生长，产酶高峰出
现在培养３ｄ，此时壳聚糖酶活性达到１．３７Ｕ／ｍＬ。

２．４　不同碳源对菌株 Ｓ０３产壳聚糖酶的影响
不同碳源对菌株 Ｓ０３产酶的影响见表２。壳聚糖酶包括

组成型和诱导型，其中多数为诱导型。本研究中只有以壳聚

糖或与其结构类似物作为碳源时才能诱导产酶，仅以蔗糖或

葡萄糖为碳源菌株虽能生长良好却不能诱导产酶［７］。添加

葡萄糖促进了酶活性的增长，说明菌株 Ｓ０３产生的壳聚糖酶
也属于诱导型壳聚糖酶；但葡萄糖添加过多，并不利于壳聚糖

酶的产生。试验还发现，菌株 Ｓ０３在以甲壳质和壳聚糖为诱
导物的培养基中产酶能力差别较大，表明该菌株为较专一的

产壳聚糖酶菌株。

表２　不同碳源对菌株Ｓ０３产酶能力的影响

碳源 酶活性（Ｕ／ｍＬ）
１％粉末壳聚糖 ０．９６
１％胶体壳聚糖 １．３９
１％甲壳质 ０．５０
１％葡萄糖 ０．００
１％蔗糖 ０．００

１％粉末壳聚糖＋０．１％葡萄糖 １．９３
２％粉末壳聚糖＋０．１％葡萄糖 ２．１７
５％粉末壳聚糖＋０．１％葡萄糖 ２．２７
１％粉末壳聚糖＋１％葡萄糖 ０．４０

２．５　温度、ｐＨ值等发酵条件对产酶的影响
由图２可见，培养温度为２８～３０℃时，菌株 Ｓ０３产壳聚

糖酶能力较高。

　　由图３可见，培养基起始ｐＨ值对产酶的影响比较明显，
当ｐＨ值为５．５～６．５时菌株Ｓ０３产酶能力较高，ｐＨ值为６．０
时该菌产酶能力最强，酶活性最高。

３　结论

本研究通过平板划线分离法筛选到４株产酶能力较强的
菌株，在以壳聚糖为唯一碳源的培养基上均可产生明显的水

解透明圈，其中菌株Ｓ０３产酶能力较强，系统分离鉴定表明
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其属于毛霉属。在试验条件下菌株 Ｓ０３产酶高峰出现在培
养３ｄ时，在以粉末壳聚糖作为碳源的培养基中适量添加葡
萄糖可以促进菌体增殖从而更利于产酶，说明该菌株产生的

壳聚糖酶属于诱导酶。本研究为进一步开发利用微生物壳聚

糖酶资源奠定了基础。
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几种池塘养殖模式对水体叶绿素ａ含量周年变化的影响
张　红１，沈永龙１，２，３，黄金田１，孙益奎３，刘　海３，郭海宏３

（１．盐城工学院海洋技术系／江苏省池塘养殖生态重点实验室，江苏盐城２２４０５１；
２．南京农业大学无锡渔业学院，江苏无锡２１４０００；３．江苏省盐城市银宝盐业有限公司，江苏盐城 ２２４０５１）

　　摘要：通过热乙醇萃取分光光度法对黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）主养模式、异育银鲫（Ａｌｌｏｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｃｒｕｃｉａｎ）
主养模式、多品种混养模式池塘水体叶绿素ａ含量进行测定，探讨池塘养殖模式对水体环境叶绿素ａ含量周年变化的
影响。结果表明：几种池塘养殖模式水体叶绿素ａ含量周年变化规律基本相似；异育银鲫主养模式下水体全年叶绿素
ａ含量偏高，多品种混养模式下水体叶绿素ａ含量稍低，黄颡鱼主养模式下水体叶绿素ａ含量最低；养殖池塘中的水体
叶绿素ａ含量变化规律与自然界水体的叶绿素ａ含量变化规律基本一致。
　　关键词：叶绿素ａ；养殖模式；水质
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　　水质好坏直接影响鱼类生长［１－３］，水体叶绿素 ａ含量可
以直接反映水质好坏。当叶绿素 ａ平均含量低于 １０μｇ／Ｌ
时，夏季、秋季水体交换弱的水体中 ｐＨ值、ＤＯ值与叶绿素 ａ
含量无明显相关甚至无相关；夏季、秋季水体交换强的水体中

ｐＨ值与叶绿素ａ含量呈显著正相关，ＤＯ值与叶绿素 ａ含量
可能呈显著正相关或无相关［４］。黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌ
ｖｉｄｒａｃｏ）隶属于鲇形目

!

科黄颡鱼属，生长速度较慢，重２００～
３００ｇ，其肉质细嫩、味道鲜美。异育银鲫（Ａｌｌｏｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｃｒｕｃｉａｎ）生长速度快、抗病力强、肉味鲜嫩，深受消费者的喜
爱。关于叶绿素ａ与理化因子相关性研究已有少量报道［５］，

但都是以富营养海域、湖泊为研究对象。本研究针对黄颡鱼

主养模式、异育银鲫主养模式、多品种混养模式等几种常见的

池塘养殖模式，探讨池塘水体叶绿素ａ含量的周年变化规律，
旨在为池塘养殖提供参考。

１　材料与方法

１．１　采样时间及地点
２０１１年５月至２０１２年４月每月中旬对江苏省银宝盐业

有限公司射阳盐场黄颡鱼主养模式、异育银鲫主养模式、多品

种混养模式的各池塘采集水样，测定水体中叶绿素 ａ含量的
周年变化。整个采样过程参照 ＤＢ４５／Ｔ５２４—２００８《养殖业
无公害农产品 产地水质采样技术规范》规定的方法进行。

１．２　采样池塘养殖情况
各采样池塘基本信息及投苗情况见表１。

１．３　叶绿素ａ含量的测定
１．３．１　水样的处理和保存　根据金相灿等［６］、章宗涉等［７］

的方法，取３００ｍＬ水样经微孔滤膜过滤后，将带样品的滤膜
剪碎放入１０ｍＬ离心管中－２０℃静置保存２４ｈ。
１．３．２　热乙醇萃取分光光度法（乙醇法）步骤　将冷冻的带
样滤膜迅速用 ９０％热乙醇（８０℃）于 ８０℃热水浴中萃取
２ｍｉｎ，用ＫＳ－１２００型超声波破碎机超声（３００Ｗ，３、５、５０ｓ）
振荡处理２ｍｉｎ，于室温暗处静置萃取４～６ｈ，离心得上清液
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