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摘要：对莱氏野村菌（!"#$%&’& %()’*(）菌株 &’"($")$ 产几丁质酶条件及酶学性质进行了研究。结果表明：该菌株最

适产酶碳源为 )*"+（+,,）葡萄糖，氮源为 $*)+（+,,）复合氮源（蛋白胨、牛肉膏按 $ - $ 的比例），接种量为孢悬液

)./（$ 0 $"# 个,./），培养温度 )12，培养液初始 345*"，培养时间 56；一定浓度的吐温71" 对几丁质酶活性有促进作

用，而 898 有抑制作用；粗酶液最适反应温度 %"2，最适 345*"，在 !"2以下及 34%*% : 5*% 范围内酶活力较稳定。
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莱氏野村菌（!"#$%&’& %()’*(）是一种重要的昆

虫病原真菌，在害虫的生物防治上有应用潜力。几

丁质（&M@Q@D）是由 G7乙酰797氨基葡萄糖（G<H）构成

的多聚物。几丁质构成大多数真菌的细胞壁，它也

大量存在于昆虫和动物体表及消化道上，是真菌病

害和农林害虫有效防治的限制因素之一［$］。几丁质

酶（&M@Q@DKRC）是一类水解酶，可将几丁质降解为几丁

寡糖和 G7乙酰797氨基葡萄糖单体，在侵染寄主的过

程中与蛋白酶等水解酶类协同降解昆虫的体壁，是

昆虫病原真菌的一个重要毒力因子［)］。有关微生物

几丁质酶的研究，国内外已有较多报道［( : $$］，但有关

莱氏野村菌几丁质酶产酶条件的研究还未见报道。

本文以实验室分离的莱氏野村菌菌株 &’"($")$ 为

材料，对其几丁质酶的产酶条件及酶学性质进行了

初步研究。

6 材料与方法

6=6 菌种

莱氏野村菌（!"#$%&’& %()’*(）&’"($")$ 菌株，分

离自重庆市，现保存于西南大学生命科学学院无脊

椎动物病理与应用微生物学实验室。

6=7 主要生化试剂

几丁质，G7乙酰797氨基葡萄糖为 8@E.K 公司产

品；(，%7二硝基水杨酸，酒石酸钾钠，苯酚，无水亚硫

酸钠，氢氧化钠等试剂均为成都市科龙化工试剂厂

产品。

6=5 培养基

6=5=6 种子培养基：8a<? 培养基。

6=5=7 活化培养基：̂9< 培养基。

6=5=5 产酶基础培养基（E,/）：蔗糖 $"，粉状几丁质
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!，蛋白胨 !，牛肉膏 !，"#$%&’ ()!，*+,&’·-#$& ()!，

"./ ()!，01,&’·-#$& ()2，3#4)(。

!"# 实验方法

!"#"! 胶体几丁质的制备：参照 567189:［2$］方法。

!"#"$ 培养方法：在 2!(;< 三角瓶中，装入 =(;< 产

酶基础培养基，灭菌、冷却，每瓶接入 $;< 孢子悬液

（2(- 个>;<），然后于 $?@、2!(8>;AB 条件下恒温振荡

培养。每一平行样品设 = 次重复。

!"#"% 几丁质酶活力的测定：在 ()!;< 胶体几丁质

和 2;< 磷酸盐缓冲液（3#-)(）体系中加入 2;< 发酵

液，!(@准确水浴 2C，以 DE,［2=］法测定反应产生的

还原糖。在上述反应体系中，一个酶活单位（F）定

义为：!(@下，每分钟酶催化胶体几丁质释放出 2!+
EG乙酰GDG氨基葡萄糖（EHI）所需的酶量。

$ 结果与分析

$"! 培养时间对莱氏野村菌产酶的影响

实验结果如图 2 所示，在产酶基础培养基中，莱

氏野村菌在最初的 $J 中产酶量比较低，但从第 = 天

到第 4 天的时间内酶活显著增加，并在第 4 天时酶

活达到最大。随培养时间延长，培养液中几丁质酶

的活性开始下降。因此在以后的试验中，选择第 4
天作为最佳酶活力的测定时间。

图 2 产酶时间曲线

$"$ 碳源对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

分别以葡萄糖、乳糖、麦芽糖、淀粉代替产酶基

础培养基中的蔗糖，试验不同碳源对莱氏野村菌产

几丁质酶的影响。实验结果（图 $）表明：当以葡萄

糖为碳源时发酵液中几丁质酶活力最高，乳糖次之，

淀粉最低。因此选择葡萄糖作为适宜碳源。

$"% 不同葡萄糖浓度对莱氏野村菌产几丁质酶的

影响

以 $)(K（! >"）葡萄糖为碳源，改变葡萄糖浓

度进行产酶试验。结果如图 = 所示，随葡萄糖浓度

增加，发酵液中几丁质酶的活力随之增加，当葡萄糖

浓度为 $)(K时酶活力最高。此后，随葡萄糖浓度

图 $ 不同碳源对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

进一步增加，几丁质酶活力开始降低。这可能是由

于葡萄糖效应阻遏了几丁质酶的生物合成。

图 = 葡萄糖浓度对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

$"# 不同氮源浓度对莱氏野村菌产几丁质酶的影

响

将培养基中氮源（蛋白胨、牛肉膏按 2 L 2 的比

例）的浓度分别调整为 ()4K、()?K、2)(K、2)$K、

2)’K、2)4K（! >"）。结果如图 ’ 所示，随氮源浓度

增加，发酵液中酶活增加，当浓度达到 2)$K时酶活

力达最大。此后氮源浓度再增加酶活力开始下降。

$"& 接种量对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

在接入孢子悬液体积均为 $ ;< 的条件下，改变

孢子悬液浓度进行产酶试验。结果如图 ! 所示，发

酵液中几丁质酶活力随孢子浓度增大而增加，并在

孢子浓度为 2(- 时达到最大，此后浓度再增大发酵

液中酶活开始下降。

$"’ 培养温度对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

分别在 $$@、$’@、$4@、$?@、=(@、=$@下对

菌株进行培养，考察温度对其产几丁质酶的影响。

实验结果表明（图 4），该菌株最佳产酶培养温度为

$?@。这与有关资料报道的丝状真菌产几丁质酶最

适温度为 $?@［2’］一致。

$"( 培养基初始 )* 对产酶的影响

将培养液初始 3# 分别调为 ’)(、!)(、4)(、-)(、

?)(、M)(，研究 3# 对莱氏野村菌产几丁质酶的影响。

实验结果表明（图 -），在 3# 从 ’)( 到 4)( 的变化过

程中，发酵液中几丁质酶的活力呈增加的趋势，并在

3# 值为 4)( 时达到最大。此后，随 3# 进一步增加
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图 ! 不同氮源浓度对产酶的影响

图 " 接种量对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

图 # 不同培养温度对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

图 $ 不同初始 %& 对莱氏野村菌产几丁质酶的影响

发酵液中酶活力开始下降。

!"# 通气状况对产酶的影响

分别以透气性良好的棉塞、封口膜和不透气的

塑料膜封口摇瓶，对莱氏野村菌进行发酵。实验结

果表明，以棉塞、封口膜封口的摇瓶中几丁质酶活性

均高于以塑料膜封口摇瓶中几丁质酶活性。这表明

莱氏野村菌为好氧性真菌，通气状况会影响其几丁

质酶的产生。

!"$ 不同表面活性剂对产酶的影响

在 培 养 液 中 分 别 添 加 ’()*、’(+*、

’(,*（! -"）的吐温./’ 和十二烷基磺酸钠（010），以

不加这两种活性物质的发酵液为对照。实验结果如

图 2 所示，一定浓度的吐温./’ 可促进几丁质酶的产

生，而 010 对几丁质酶的产生有明显抑制作用。

图 / 通气状况对产酶的影响

图 2 不同表面活性剂对莱氏野村菌

产几丁质酶的影响

!"%& 最适反应温度及热稳定性实验

将粗酶液分别置于不同温度下进行酶解反应，

实验结果（图 )’）表明，莱氏野村菌分泌的几丁质酶

最适反应温度为 "’3；将粗酶液在不同温度下保温

)4，测其酶活，结果以相对酶活力表示，以未保温酶

活为 )’’*，实验结果如图 )) 所示，温度低于 !’3
时酶较稳定，酶活均高于 $’*。当温度高于 #’3时

酶活力下降很快，/’3时酶活几乎丧失，说明该酶对

高温比较敏感。

!"%% 最适反应 ’( 及 ’( 稳定性实验

将粗酶液分别加入到 %&!(’ 5 /(’ 的缓冲液中，

按 )(!(, 方法测其酶活力。实验结果如图 )+ 所示，

该酶最适反应 %& 为 #(’；室温下将粗酶液于不同

%& 缓冲液中保温 )4，测其残留酶活力，结果以相对

酶活力表示，以未保温的酶液酶活力为 )’’*。实

验结果如图 ), 所示，在 %&"(" 5 #(" 范围时，室温保

温 )4 酶活力损失均小 +"*，而在 %&!(’ 5 !(" 及

%&$(" 5 /(’ 范围内室温保温 )4 酶活力损失 #’* 5
/"*，表明该酶在 %&"(" 5 #(" 之间比较稳定。

) 讨论

微生物几丁质酶大多为诱导酶［)"］。实验中发

现，在以几丁质为单一碳源和氮源的培养基中，莱氏

野村菌生长情况较差，产酶量极低，在以糖类、单一

氮源为基础而不添加诱导物的培养基中产酶量也比
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图 !" 不同温度对莱氏野村菌几丁质酶酶解反应的影响

图 !! 莱氏野村菌几丁质酶热稳定性

图 !# $% 对莱氏野村菌几丁质酶酶解反应的影响

图 !& $% 对莱氏野村菌几丁质酶稳定性的影响

较低。而在以常用糖类作为碳源基础上添加适量粉

状几丁质并使用复合氮源可使酶产量大幅度提高。

这表明莱氏野村菌菌株 ’("&!"#! 几丁质酶是诱导

酶。

大多数真菌为好氧性真菌，通气状况良好与否

直接影响菌体的生长情况，进而影响到酶的产生。

实验结果表明，以透气性良好的棉塞、封口膜封口时

培养液中几丁质酶活性均高于不透气的塑料膜。在

菌的培养及转接过程中也发现类似情况，通气性好

时，菌丝生长状况良好，产孢量大，而透气性不好时

情况则正相反。这说明良好的通气状况不仅有利于

莱氏野村菌菌体生长而且也有利于几丁质酶的产

生；表面活性物质可改变细胞膜的透性，进而影响几

丁质酶的分泌。实验中发现，一定浓度的表面活性

剂吐温)*" 可促进产酶，而 +,+ 则对酶的产生有抑

制作用。因此，在培养过程中可添加适量的吐温)
*"，以提高几丁质酶的产量。

粗酶酶学性质研究结果表明，该酶的最适反应

温度为 -".，/".以下时酶比较稳定。低温时酶稳

定性较好，可能与它较低环境生长温度［!0］有关；酶

解反应最适 $% 为 01" 并且在 $%-1- 2 01- 范围间酶

活较稳定，表明该酶属于酸性几丁质酶。

本文通过对莱氏野村菌几丁质酶产酶条件的研

究，对其酶学性质有了初步的了解，为下一步研究莱

氏野村菌几丁质酶与毒力的关系奠定基础。目前关

于莱氏野村菌几丁质酶与毒力关系的研究国内还未

见到有相关方面的报道。但对其它昆虫病原真菌几

丁质酶的研究表明，几丁质酶的确与菌株的致病力

有关，张爱文［!3］等人通过对白僵菌的致病力与菌株

生长特性及几丁质酶活性的关系的实验表明：致病

力高的菌株其几丁质酶活性也高。456789 :;<7［0］等

人的研究表明：几丁质酶的过量表达可明显提高白

僵菌的致病力。现在我们还不能证实莱氏野村菌产

生的几丁质酶与感染致病力高低的关系，但有一点

可以肯定，在莱氏野村菌侵染害虫的过程中，其产生

的几丁质酶一定起着重要的作用。
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