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海洋细菌 11211的生长条件及其几丁质酶研究
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摘　要:从南海海水中分离到产几丁质酶的弧菌(Vibrio sp.), 研究了菌株 11211的生长条件

和产酶条件.11211菌生长需要 Na+, 海水的其他成分对菌生长也有影响.胶体几丁质可诱导

几丁质酶产生.在几丁质培养基中 11211 菌的产酶高峰为生长的第 7 天.经硫酸铵沉淀 ,

Sephadex G-100 、 DEAE-纤维素及几丁质柱层析 , 酶被纯化了 18 倍.经 SDS-PAGE分析 , 酶的相

对分子质量约为 30 000.该酶的反应动力学特征也被初步研究.
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几丁质是自然界中含量最丰富的生物多聚物之一.它是构成大多数真菌细胞壁的主要

成分 , 同时也大量存在于昆虫等动物的甲壳中.自然界中几丁质的降解主要是通过几丁质

酶的作用.由于几丁质酶在生物防治 、 环境保护 、医学 、 化工等方面具有潜在的应用价值

而受到广泛地关注.海洋环境中存在着大量几丁质 , 其降解主要由海洋细菌完成 , 因此海

洋细菌是几丁质酶的重要来源.目前国外已分离出产几丁质酶的海洋细菌[ 1] .本研究组从

中国南海采样筛选 , 得到了一株产几丁质酶的孤菌 11211.本文报道了该菌株的生长 、 几

丁质酶的产生及所产几丁质酶的基本特征.

1　材料和方法

1.1　菌　种

菌种从中国南海海水中分离得到 , 保存在中山大学生命科学学院.

1.2　试　剂

胶体几丁质自制;Sephadex G-100 , DEAE-纤维素 ,N-乙酰氨基葡萄糖为Sigma 公司产品;

相对分子质量标准蛋白为 Life Technology(USA)公司产品;其它试剂均为国产分析纯试剂.

1.3　培养基

2216培养基:用于菌种保存及一般菌种培养.

几丁质培养基:酵母膏 1 g , FePO4 0.01 g , 胶体几丁质 5 g ,人工海水 1 000 mL ,pH 7.5.

无钠培养基:自制无钠酪蛋白水解液 10 mL , 葡萄糖 2 g , ddH2O 90 mL.

1.4　方　法

1.4.1　菌种筛选和产酶培养　应用几丁质培养基于 28 ℃振荡培养 7 d , 离心检测酶活 ,
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选取产酶活性高的菌株.

1.4.2　几丁质酶活力的测定　1 mL 酶液与1 mL (10 mg/mL)胶体几丁质混合 , 40 ℃保温

30 min , 放入沸水浴 5 min中止反应 , 立即冷却 , 取 1 mL上清液测其还原糖含量.一个酶

活力单位 (U)被定义为在 40 ℃下每 min生成1μmol N-乙酰氨基葡萄糖所需的酶量.千分

之一酶活单位写作 mU.

1.4.3　蛋白含量的测定　用考马斯亮兰法[ 2] .

1.4.4　Na
+
浓度对生长的影响　应用酸水解并透析除Na

+
的酪蛋白水解液 , 制成无钠培

养基;以NaCl溶液配成不同Na+浓度的系列培养基;然后 , 每瓶接入经摇床 12 h培养的

菌种 , 28 ℃、 120 r/min振培养 24 h , 测定吸光度 (A600);以大肠杆菌作平行对照实验.

1.4.5　酶的提纯　硫酸铵沉淀:发酵液离心取上清 , 加硫酸铵到 80%饱和度 , 离心收沉

淀 , 溶于 0.05 mol/L Tris-HCl (pH 7.5), 对同一缓冲液透析 24 h.

Sephadex G-100柱层析:洗脱液为 50 mmol/L Tris-HCl(pH 7.5)缓冲液 ,流速 20 mL/h.

DEAE-纤维素柱层析:用50mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)平衡和洗涤 , 以含 0※50 mmol/

L NaCl的缓冲液作线性离子梯度洗脱 , 流速 30 ml/h.

几丁质柱亲和层析:平衡和洗涤用 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)缓冲液 , 以 20 mmol/

L 乙酸钠缓冲液进行 pH 梯度 (pH 5.5 ～ 3.0)洗脱 , 流速 10 mL/h.合并含酶洗脱液 , 调

pH至 6 , 装入透析袋 , 用 ρ=20%PEG (20 000)进行浓缩.

1.5　SDS 聚丙烯酰胺凝胶电脉

用 ρ10.5%聚丙烯酰胺和 ρ0.1%SDS , 制备凝胶 , 并进行电泳.

2　结　果

2.1　菌种筛选

从326株海洋分离的细菌中 , 5株被确认能产生较高的几丁质酶活性 , 均被鉴定为孤

菌属细菌.菌株 11211产酶活性最高达 19 mU/mL.

2.2　Na+和海水成分对 11211菌的生长影响

在无钠培养基中 ,即 c(Na+)为零时 ,11211不能生长;当 c(Na+)为 0.2 mol/L 浓度时得

到最好生长(图 1),用人工海水和陈海水的对照实验中 , 后者对生长更有利.而用 NaCl溶

液代替海水时 , 生长情况不如人工海水 , 更不如陈海水 (图2).

2.3　产酶条件

2.3.1　碳源和几丁质对酶产生的影响　中只有几丁质培养基才能诱导产生几丁质酶.用

图1　Na+浓度对生产的影响

Fig.1　Effect of Na+concentration on the growth

图 2　海水成分对生长的影响

Fig.2　Effect of components of sea water on the growth
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葡萄糖 , 乙酰氨基葡萄糖 , 甘油或者可溶性淀粉代替几丁质培养基中的几丁质 , 均不能产

生几丁质酶活性.ρ0.5%的胶体几丁质浓度有最好的产酶效果.

2.3.2　氮源对酶形成的影响　在几丁质培养基中 , 不同氮源对产酶的影响见表 1;其中

0.5%酵母膏对产酶最有利.

2.3.3　起始 pH和培养温度对产酶的影响　起始 pH 为 6 ～ 8时有较好的产酶能力 , pH 7 ～

7.5时最好.28 ℃培养温度是产酶的最适温度 ,低于 18 ℃或高于 35 ℃,产酶量下降一半.当

温度高于 40 ℃时 ,几乎没有酶活产生.

表 1　氮源对产酶的影响
Tab.1　Effect of nitrogen source

on chitinase production

N源 相对酶活性/ %

0.5%酵母膏 100

0.5%蛋白 64

0.5%牛肉膏 60

0.5%酪蛋水解液 35

0.2%NaNO3 28

0.2%(NH4)2SO4 27
图 3　产酶时间曲线与 pH 变化

Fig.3 Time course of chitinase production of strain 11211

2.3.4　培养时间与产酶关系　最初 2 d , 不能检测到酶活性 , 第 3天酶活性开始上升 , 到

第7天达到高峰 (图 3).在此期间 , pH 从 7.5下降至 6.0 , 后期回升至 7.5.

2.4　酶的纯化

　　发酵液经硫酸铵沉淀 , Sephadex G-100 、 DEAE-纤维素及几丁质柱层析 , 最后得到比活

力为每mg 蛋白 36.5 U的酶制备物 , 纯化了 18倍 , 回收率为 33%(表 2).

表 2　几丁质酶的纯化
Tab.2　Purification of chitinase

步骤 总蛋白/ mg 总活力/U 比活/(U·mg
-1
) 纯化倍数 回收率/ %

发酵液 121 242 2.0 1.0 100

硫酸铵沉淀 101 212 2.1 1.1 87.6

Sephadex G-100柱 10 155 15.5 7.8 64.0

DEAE-纤维素柱 3.4 118 34.8 17.4 48.7

几丁质柱 2.2 80 36.5 18.3 33.0

2.5　SDS-聚丙烯酰胺凝胶电脉

经纯化后 , 酶蛋白呈单一电泳带 , 相对分子质量约为 30 000 (图 4).

2.6　酶的基本特征

2.6.1　最适温度和 pH　经纯化后的酶反应最适温度为 50 ℃, 超过此温度活力下降迅速;

最适反应 pH 为 6.5 , 在 pH 4.0 ～ 8.5范围内 , 其活力保持在最适 pH 时的 80%以上.

2.6.2　热稳定性　在 2 h试验中 , 40 ℃以下 , 该酶较稳定 , 但更高的温度下变得不稳定 ,

如在 70 ℃条件下 , 1 h内酶活全部丧失.

2.6.3　酸碱度的影响　pH 6 ～ 8的处理对酶活几乎没有 影响;当 pH <6 和 pH >8 时 ,
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酶活性均明显下降.

3　讨　论

对Na+的依赖被认为是典型海洋微生物的特征之

一[ 3] , 11211在没有添加 Na+的培养基中不能生长 , 表

明它的海生特性.海水的其他成分对其生长也是重要

的.11211菌在几丁质培养基中生长缓慢的原因可能与

营养因素有关 , 因为它在 2216培养基中生长是相当快

的.几丁质培养基中 , 几丁质是主要的碳氮源 , 且是一

种难利用的物质.细菌需要产生相当的酶降解几丁质然

后才能利用.而几丁质酶的产生可能不是几丁质本身诱

导的 , 而是其降解物如寡聚物.

与已报道的微生物几丁质酶比较 , 来自 11211的几

丁质酶对酸碱变化不大敏感 , 但对温度升高较敏感.其

相对分子质量 30 000接近从植物分离到的酶[ 3] ;来自

芽孢杆菌的酶为 59 000 ～ 89 000[ 4] , 链霉菌的为

图 4　几丁质酶的 SDS-PAGE 图谱

Fig.4　SDS-PAGE of chitinase

41 000 ～ 44 000
[ 5]
, 来自海洋细菌 Aeromonas hydrophila 的为 62 000

[ 1]
, 因此 , 11211菌产生

的几丁质酶可能是一种新的酶.
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Studies on the Growth and Chitinase Production

of a Marine Baterium 11211

YANG Cheng-yong
 
, ZHOU Shi-ning , ZHOU Yi-pin , LIN Yong-cheng

Abstract:Bacterium 11211 which produces chitinase was isolated from the South China Sea.The

growth condition and chitinase production of bacteria were investigated.Na+was necessary for bacteri-
um 11211 growth.Colloid chiyin could induce bacteria to produce chitinase.The growth of bacteria

was slow in the medium containing colloid chitin as main carbon source , and the enzyme activity

reached maximum on 7 d of incubation.Following the purification , the enzyme was characterized and

its molecular weight was estimated by SDS-PAGE.
Keywords:marine bacteria;chitin;chitinase
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