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产几丁质酶侧孢短芽孢杆菌 Ｍ６４的产酶条件优化
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　　摘要：在紫外诱变的基础上，采用单因素试验和正交试验对侧孢短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｌａｔｅｒｏｓｐｏｒｕｓ）Ｍ６４发酵
生产几丁质酶的培养条件和培养基进行优化，并对粗酶液的酶学特性进行了初步研究。结果表明，碳氮源的种类与浓

度、培养温度、ｐＨ值以及表面活性剂吐温８０浓度对该菌株产几丁质酶有显著影响。突变株使用优化后的培养条件，
其发酵上清液中几丁质酶活力达到５５．１９Ｕ／ｍＬ，为未优化前的２．５６倍；粗酶液最适催化温度为６０℃，且在８０℃预
处理２ｈ后仍具有降解几丁质的能力，表现出了良好的热稳定性。
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　　几丁质是由几丁质合酶以尿嘧啶二磷酸－Ｎ－乙酰葡糖
胺为前体，催化Ｎ－乙酰葡糖胺以β－１，４糖苷键相连形成长
链后，不同长链之间以反平行（α型）或平行（β型）的方式相
互作用所形成的［１］。几丁质是构成丝状真菌和担子菌细胞

壁的主要成分，同时广泛存在于节肢动物外骨骼和甲壳纲动

物的外壳中［２］。据统计，自然界中每年产生的几丁质超过

１００亿ｔ，是仅次于纤维素的第二大有机物［３］。

几丁质酶可以催化几丁质的水解，广泛存在于微生物和

高等动植物体内［４］。微生物所产生的几丁质酶除了可以水

解几丁质获取营养、赋予细菌竞争或寄生优势以外，还可以降

解真菌细胞壁和昆虫几丁质外壳，进而应用于植物的病虫害

防治［５］。此外，几丁质降解所形成的几丁寡糖具有抗菌、调

节免疫力和抗癌等功效，在功能食品和保健药品等方面具有

广阔的应用前景［６－７］。因此本研究以前期筛选得到的具有几

丁质降解能力的侧孢短芽孢杆菌 Ｍ６４为出发菌株，通过紫外
诱变和正交试验等手段提高和优化其发酵产酶能力并研究了

粗酶液的部分酶学性质，为进一步研究开发其所产几丁质酶

提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
侧孢短芽孢杆菌Ｍ６４，由笔者所在课题组前期筛选得到。

几丁质粉末购自美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

１．２　试验方法
１．２．１　胶体几丁质制备　将１０ｇ几丁质粉末加入１００ｍＬ
浓盐酸中，磁力搅拌２ｈ后室温静置２４ｈ。将几丁质的酸溶
液转移至１Ｌ蒸馏水中，搅拌均匀。５０００ｇ离心１０ｍｉｎ收集
胶体几丁质沉淀。使用蒸馏水反复冲洗至 ｐＨ值为 ６．５左
右。最终使用２００ｍＬ蒸馏水重悬沉淀，获得５％的胶体几丁
质母液。

１．２．２　培养基配制　（１）菌体扩增与计数培养基：牛肉膏蛋
白胨培养基。（２）初始发酵培养基，在 Ｈｏｓｔｅｒ等所使用培养
基配方［８］基础上有所更改：胶体几丁质 ５．０ｇ／Ｌ，酵母膏
２．０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３．０ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
１．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ／Ｌ。（３）突变株筛选培养基：初
始发酵培养基中添加琼脂至浓度为１５．０ｇ／Ｌ。
１．２．３　几丁质酶酶活测定　使用ＤＮＳ法（３，５－二硝基水杨
酸比色法）［９］，以β－Ｄ－Ｎ－乙酰氨基葡萄糖绘制标准曲线，
分别对待测样品以及样品空白进行测定。将１ｍｉｎ产生相当
于１μｍｏｌβ－Ｄ－Ｎ－乙酰氨基葡萄糖的还原糖所需的酶量
定义为１个活力单位（Ｕ）。
１．２．４　紫外诱变与突变株筛选　将出发菌株接种至５０ｍＬ
牛肉膏蛋白胨液体培养基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
１０ｈ。离心收集菌体，使用５０ｍＬ无菌生理盐水进行重悬，平
板计数法测定菌悬液浓度。转移５ｍＬ菌悬液至无菌培养皿
中，在距离４０Ｗ紫外灯５０ｃｍ处，分别处理１５～１０５ｓ。紫外
照射完毕后，进行平板菌落计数，并按照以下公式计算致

死率：

　　致死率＝（照射前菌悬液浓度－照射后菌悬液浓度）／照
射前菌液浓度×１００％。

观察并测定菌落在胶体几丁质固体培养基上所形成的水

解圈大小。挑取水解圈较大的单菌落接种至初始发酵培养基

中，测定发酵液中几丁质酶的酶活。

１．２．５　培养条件优化　以初始发酵培养基为基础，通过单因
素试验分别考察 ｐＨ值、培养温度、培养时间和吐温８０浓度

—８６４— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期



对发酵液中几丁质酶活力的影响。

１．２．６　培养基优化　通过单因素试验确定不同培养基成分
对发酵液中几丁质酶活力的影响，选取影响较大的因素进行

正交试验，确定Ｍ６４产几丁质酶的最佳培养基构成。
１．２．７　粗酶液酶学性质研究　（１）最适温度和 ｐＨ值的测
定：分别于２０～８０℃以及ｐＨ值为３．０～１０．０条件下测定发
酵上清液中几丁质酶的活性。（２）热稳定性的测定：将发酵
上清液置于２０～８０℃下水浴２ｈ后检测酶活。

２　结果与分析

２．１　紫外诱变与突变株筛选
２．１．１　紫外致死曲线　菌株Ｍ６４的紫外致死曲线如图１所
示。当紫外处理时间为１５ｓ时，菌体致死率为９．０２％。随着
处理时间延长至６０ｓ，菌体致死率增长至８７．２２％。当紫外处
理时间大于７５ｓ时，菌体致死率已接近１００％。本试验选择
致死率在８０％～９０％的紫外线剂量，确定诱变所使用照射时
间为６０ｓ。

２．１．２　紫外诱变后菌株的筛选　经过紫外诱变的菌悬液经
梯度稀释后涂布于含有１％胶体几丁质的固体培养平板上，
避光培养７２ｈ后观察透明圈产生情况。测量并计算透明圈
直径（Ｈ）与菌落直径（Ｃ）的比值，从中挑选出比值较大的单
菌落完成初筛。将比值较大的１０株突变株分别划线纯化，培
养形成种子液后以 １％接种量接种至初始发酵培养基中，
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３６ｈ，使用ＤＮＳ法测定发酵液中几
丁质酶活力。突变株筛选结果如表 １所示。其中，菌株
Ｍ６４－７几丁质酶活力最高，达到３２．３０Ｕ／ｍＬ，为野生型菌株
的１．５０倍。突变株 Ｍ６４－７经过多次划线传代后酶活力保

持稳定，具有较好的遗传稳定性，故以突变株Ｍ６４－７进行后
续相关试验。

表１　紫外诱变后突变株的筛选与酶活测定

突变株

编号

透明圈直

径Ｈ（ｍｍ）
菌落直径

Ｃ（ｍｍ） Ｈ／Ｃ 几丁质酶活

力（Ｕ／ｍＬ）
与野生型

的比值

Ｍ６４－１ ８．４ １．９ ４．４２ ２０．００±０．３６ ０．９３
Ｍ６４－２ ９．１ １．９ ４．７９ ２１．５７±０．７５ １．００
Ｍ６４－３ ８．０ ２．０ ４．００ ２０．９３±１．３８ ０．９７
Ｍ６４－４ ９．５ ２．０ ４．７５ ２７．２３±０．２５ １．２６
Ｍ６４－５ １２．５ ２．５ ５．００ ２７．７７±１．１０ １．２９
Ｍ６４－６ ９．８ ２．５ ３．９２ ２０．０７±１．０３ ０．９３
Ｍ６４－７ ９．５ ２．５ ３．８０ ３２．３０±０．５６ １．５０
Ｍ６４－８ １１．２ ２．５ ４．４８ ２３．７３±０．４７ １．１０
Ｍ６４－９ ９．０ ２．０ ４．５０ ２３．９０±１．０４ １．１１
Ｍ６４－１０ ６．０ １．５ ４．００ １９．０７±０．９３ ０．８８

２．２　突变株培养条件的优化
２．２．１　培养时间对几丁质酶产量的影响　将过夜培养的突
变株Ｍ６４－７的菌液以１％接种量接种于初始发酵培养基中，
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，每隔６ｈ测定发酵液中几丁质酶
活和菌体生长量。图２表明，菌株 Ｍ６４－７在３６ｈ产酶达到
最大值，３６ｈ与４２ｈ几丁质酶活差异不显著。发酵液酶活变
化曲线与菌体生长情况表现出了良好的一致性。

２．２．２　培养温度与起始 ｐＨ值对几丁质酶产量的影响　将
突变株Ｍ６４－７的种子液以１％接种量接种至不同 ｐＨ值或
不同培养温度的初始发酵培养基中进行振荡培养

（１８０ｒ／ｍｉｎ），３６ｈ后测定发酵液中的几丁质酶活力。图３表
明，该菌株在初始 ｐＨ值为７．０以及培养温度为３７℃时，产
酶达到最高水平。

２．２．３　吐温８０含量对几丁质酶产量的影响　表面活性剂能
增强细胞膜的通透性，从而提高几丁质酶产量。将非离子表

面活性剂吐温８０添加至初始发酵培养基中，至终浓度分别为
０．１％、０．２％、０．４％、０．６％和０．８％。在最适ｐＨ值和培养温
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度下培养３６ｈ后，发酵上清液中的酶活如图４所示。当吐温
浓度小于０．２％时，发酵液酶活随着吐温８０浓度的增大而增
强；吐温８０浓度为０．２％时，发酵液酶活达到最大值。因此，
本研究最终选择培养基中的吐温８０浓度为０．２％。
２．３　不同的培养基成分对发酵液中几丁质酶产量的影响
２．３．１　氮源种类与浓度对几丁质酶产量的影响　以初始发
酵培养基为基础，在其他成分不变的条件下，分别添加不同浓

度的酵母膏、胰蛋白胨、牛肉膏、ＮＨ４Ｃｌ以及 ＫＮＯ３，比较不同
氮源对几丁质酶产量的影响。在相同接种量和培养条件下，

以有机物作为氮源有助于几丁质酶产量的提高，当培养基中

含有８．０ｇ／Ｌ的酵母膏时，发酵液中几丁质酶活力达到
４９．６８Ｕ／ｍＬ（图５－ａ）；而向培养基中添加无机氮（ＮＨ４Ｃｌ与
ＫＮＯ３）不会显著影响几丁质酶的产量（图５－ｂ）。
２．３．２　碳源种类与浓度对几丁质酶产量的影响　在培养基
中其他成分不变的条件下，分别添加不同浓度的胶体几丁质、

葡萄糖和蔗糖，比较不同碳源对几丁质酶产量的影响，结果如

图６所示。胶体几丁质含量由０．５％增加至２．５％时，几丁质
酶产量先逐渐增加后趋于平缓，说明该菌株几丁质酶的表达

受到外源几丁质的诱导；但当培养基中不含胶体几丁质时，几

丁质酶仍有部分表达（图６－ａ）。以葡萄糖或蔗糖作为碳源
时，发酵液中几丁质酶含量明显下降（图６－ｂ）。
２．３．３　缓冲盐浓度对几丁质酶产量的影响　将初始发酵培
养基中的磷酸盐浓度定义为１００％，调整培养基中磷酸盐相

对浓度至２５％～２００％不等，比较不同缓冲盐浓度对几丁质
酶产量的影响，结果如图７所示。培养基中缓冲盐浓度为初
始培养基缓冲盐浓度的５０％ ～１２５％时，单位体积发酵液所
表现出的几丁质酶活力稳定在较高水平；低于或高于该浓度

范围均使几丁质酶的产量有所下降。

２．３．４　培养基成分的正交优化　根据单因素试验的结果，选
择酵母膏作为氮源，胶体几丁质作为碳源和缓冲盐浓度一起

进行正交试验，确定最佳培养基配方。菌体的发酵均在最佳

培养条件下进行（含０．２％吐温８０），结果如表２所示。使用
ＳＰＳＳ１０．０对数据进行处理后，发现在α＝００５的显著性水平
上酵母膏和胶体几丁质的浓度变化显著影响了几丁质酶的产

量（Ｐ＜０．０５）；而培养基中的缓冲盐浓度的变化对几丁质酶
产量的影响不显著。此外，极差（Ｒ）结果表明，酵母膏浓度对
几丁质酶产量的影响较大。考察上述３个因素在４个水平上
的变化之后，得出最佳产酶培养基成分为：酵母膏 ６．０ｇ／Ｌ，
胶体几丁质含量 ２．０％，缓冲盐浓度为初始发酵培养基的
５０％。经重复试验验证，使用该配方后，菌株Ｍ６４－７酶活稳
定在（５５．１９±０．４８）Ｕ／ｍＬ。
２．４　温度与ｐＨ值对发酵液中几丁质酶活力的影响

温度与ｐＨ值对几丁质酶活力的影响如图８所示。发酵
液最适催化温度为６０℃；当反应温度为８０℃时，酶活为最高
值的４１．１７％（图８－ａ）。图８－ｂ表明，发酵液在 ｐＨ值为

７０时表现出了最高酶活力。为了进一步研究几丁质酶对高
温的耐受能力，将发酵液分别置于２０～８０℃预处理２ｈ，在
６０℃以及ｐＨ值＝７．０的条件下测定残余的酶活力，结果（图
８－ｃ）表明，经过６０℃预处理后，其酶活力没有受到显著影
响；当预处理温度提高至 ８０℃时，其酶活力仍为原来的
３７７５％，具有较强的热稳定性。

３　讨论与结论

侧孢短芽孢杆菌在自然界中常常定殖于水体、土壤以及

昆虫的体表，对鳞翅目、鞘翅目、双翅目的多种昆虫以及一些

线虫具有杀灭作用；该菌还产生与拮抗性有关的酶和抗生素，

抑制多种病原细菌或真菌的生长［１０］。几丁质酶已被证明是

微生物产生真菌拮抗能力的重要原因之一，然而国内尚未对

侧孢短芽孢杆菌中几丁质酶的产量及其影响因素展开研究。

因此，本试验以前期所筛选的侧孢芽孢杆菌 Ｍ６４为基础，通
过紫外诱变提高其产酶能力，并探索其产酶的最佳条件与影

响因素。该菌株产几丁质酶的最佳培养温度为３７℃，最佳酸
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表２　菌株Ｍ６４－７产几丁质酶培养基成分的正交优化

样品编号
酵母膏浓度

（ｇ／Ｌ）
胶体几丁质

含量（％）
缓冲盐含量

（％）
酶活

（Ｕ／ｍＬ）

１ ４．０ １．５ ７５ ２５．２１
２ ２．０ １．０ ５０ ２５．１２
３ ４．０ ２．５ １００ ５０．８３
４ ２．０ ２．０ １００ ３０．５０
５ ８．０ ２．０ ７５ ４３．１５
６ ２．０ ２．５ １２５ ４０．２１
７ ８．０ １．０ １２５ ４０．３０
８ ６．０ ２．５ ７５ ４５．５０
９ ６．０ ２．０ ５０ ５５．１２
１０ ８．０ ２．５ ５０ ４６．１３
１１ ６．０ １．５ １２５ ４２．６５
１２ ４．０ １．５ ５０ ３９．０４
１３ ４．０ ２．０ １２５ ４０．９８
１４ ４．０ １．０ ７５ ２６．７０
１５ ８．０ １．５ １００ ５１．１５
１６ ６．０ １．０ １００ ３７．６８
Ｒ １４．９８ １３．２２ ７．４０
Ｐ ０．０１８ ０．０４９ ０．２７２

碱度为ｐＨ值＝７．０。培养基中碳源和氮源的种类与浓度对

几丁质酶的产量有显著影响。胶体几丁质可以诱导几丁质酶

的表达，葡萄糖等速效碳源对几丁质酶的产生有明显的抑制

作用。有机氮源浓度的提高也有助于菌体合成并分泌几丁质

酶。当发酵培养基中酵母膏浓度由２ｇ／Ｌ提高至８ｇ／Ｌ时，发
酵液中几丁质酶的含量提高了３１％。经过紫外诱变与培养
条件优化之后，突变株发酵液酶活达到５５．１９Ｕ／ｍＬ，为初始
野生型菌株的２．５６倍。酶学分析表明，菌株Ｍ６４－７发酵液
中几丁质酶的最适反应温度为６０℃，８０℃预处理２ｈ仍具有
３７．７５％的催化活性。Ｋａｒｔｈｉｋ等研究指出，微生物几丁质酶
的最适反应温度主要介于４０～６０℃之间，耐受温度平均在
５０℃左右［１１］。因此，Ｍ６４－７所分泌几丁质酶的耐热性处于
较高水平。综上所述，本研究探索了影响侧孢短芽孢杆菌产

几丁质酶的几个营养因素，并显著提高了几丁质酶的产量，为

该菌株在几丁质废弃物生物转化以及生物拮抗方面的推广与

应用奠定了良好的基础。
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