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摘要 :从南海海域水样和沉积物中分离并筛选到两株几丁质降解菌 ,分别为 SCSS04和 SCSW E13. 16S rDNA序列分析结

果表明 ,菌株 SCSS04属于芽孢杆菌属 ,菌株 SCSW E13属于弧菌属.两株菌几丁质酶的产生均需要几丁质的诱导 ,并在富

营养培养基中产酶量较高.菌株 SCSS04在培养第 9天产酶量达到最高 ,所产生的几丁质酶最适反应温度为 40～50℃.菌

株 SCSW E13属于低温酶 ,在培养第 7天产酶量达到最高 ,所产生的几丁质酶最适反应温度为 20～28℃.
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　　几丁质 (Chitin) 又称甲壳素或甲壳质 ,是以 P21.
42N一已酞氨基葡萄糖为基本单位的直链多聚物 ,广

泛分布于自然界中 ,其储量位居第二 ,仅次于纤维素.

每年海洋中产生的几丁质代谢物就高达 8万 t.几丁质

是多数真菌细胞壁的主要成分 ,同时也存在于昆虫的

外壳和肠道中.几丁质的降解产物几丁寡糖、壳聚糖和

N2乙酰氨基葡萄糖具有抗菌、抗肿瘤等活性.几丁质系

列产品在化工、食品、化妆品、印染、造纸、农业、环保等

方面都有广泛用途 [ 1 ]
.目前这些产品一般用化学降解

的方法来制取 ,造成较严重的环境污染.几丁质酶能对

几丁质进行有效的降解 ,其降解完的产物有很广泛的

利用价值 ,并且几丁质酶对几丁质的降解是一种最无

污染的降解方法 ,所以对几丁质酶的研究显得意义重

大.

海洋生物资源的开发和利用已成为 21世纪世界

各海洋大国竞争的焦点 ,在我国拥有的管辖海域中 ,其

中南海面积占 70%以上 ,且南海地理位置得天独厚 ,

具有很高的生物多样性 ,可供进行主要天然药物资源

的挖掘.南海有 100多万种微生物 ,这为生物活性先导

化合物的发现与优化提供了丰富的资源.研究人员利

用分子模型、细胞模型、高通量筛选方法对海洋生物化

合物进行活性筛选 ,南海生物的多样性为生物活性先

导化合物的发现与优化提供了非常广阔的空间.对南

海海洋微生物的研究具有相当高的商业价值 ,对药学、

医学等的研究意义更为重大.因此对南海海洋微生物

的开发具有重要的意义和价值.

本文从中国南海海域分离并筛选到两株几丁质降

解菌 ,并进行了 16S rDNA鉴定 ,同时对其产生几丁质

酶的一些特性进行测定.这些成果为今后中国南海海

洋微生物几丁质降解菌的研究提供了一定的补充 ,也

将对今后微生物几丁质降解菌的研究开发提供一定的

菌源.

1　材料与方法

1. 1　菌株分离

实验用于筛选的菌株分离自中国南海海域水样及

沉积物 ,采用梯度稀释涂布 2216E平板法进行细菌分

离 [ 2 ]
.

1. 2　几丁质降解菌的筛选

胶体几丁质的配制 :取 20 g几丁质粉于 352 mL

浓盐酸混匀放置 24 h,过滤后加入冰水于 4℃过夜 ,沉

淀用去离子水洗至中性 ,称量后用 0. 2 mmol/L磷酸缓

冲液制成 25%的胶体几丁质溶液.

把菌株接种在含有 0. 5%胶体几丁质的 2216E固

体培养基中 ,在 25℃中培养 3～4 d,进行几丁质降解

菌筛选 ,挑出菌落有透明圈的菌株 ,再在相同培养基上

划线纯化培养 ,进一步验证是否具有几丁质降解活性

后 ,于 2216E斜面上划线保存.

1. 3　几丁质降解菌的鉴定

采用 DNA通用纯化试剂盒 (厦门鹭隆生物公

司 )提取几丁质降解菌的基因组 DNA ,用引物 Eu2
bac27F

[ 2 ]和 Eubac1492R
[ 2 ]扩增 16S rDNA. 50 μL

PCR体系中含有细菌基因组 DNA模板约 10～100
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ng,引物各 0. 2μmol/L , dNTPs 0. 2 mmol/L , 1 ×PCR

buffer, ExTaq ( Takara) 1 U; PCR反应条件为 (1) 94℃ 5

m in, (2) 94℃ 1 m in, ( 3 ) 55℃ 1 m in, ( 4 ) 72℃ 2 m in

(第 (2)到第 (4)步反应 30个循环 ) , (5) 72℃ 8 m in.

反应结束后于 1%琼脂糖凝胶电泳检验.

PCR产物于 1%琼脂糖凝胶电泳胶回收后 ,与

pMD202T载体 16℃过夜连接 ,连接产物转化 E. coli

DH5α感受态细胞 ,挑取阳性克隆送至英骏公司测序.

所测得序列用 DNAMAN去除载体序列后 ,将有效序列

在 NCB I上进行比对 ,找出相关序列 ,找出其所属的微

生物种类范畴 ,并挑选相关序列 ,用 DNAMAN软件分

析 ,采用邻接法 (Neighbor2joining method)构建系统发

育树 ,自举值为 1 000.

1. 4　几丁质酶活的测定

DNS溶液的配制 : 10 g二硝基水杨酸 (DNS)溶于

热的 200 g酒石酸钾钠的 500 mL水溶液中 ,再加入 2

g重蒸酚、0. 5 g Na2 SO4、10 g NaOH.微火加热并搅拌 ,

待溶解后定容至 1 000 mL,置于棕色瓶中保存 ,放置一

周后稳定 ,方可使用.

取发酵液于 10 000 r/m in离心 10 m in,上清液即

为粗酶液 ,取 1. 0 mL酶液并加入 0. 25 mL用 0. 2

mmol/L磷酸缓冲液配制的 0. 5%的胶体几丁质溶液

(对照为 1. 0 mL酶液 + 0. 25mL 0. 2 mmol/L磷酸缓冲

液并在沸水浴中煮沸 5 m in,使几丁质酶失活 ) 于一定

温度下水浴反应 2 h;取出、离心 (10 000 g, 5 m in) ;取

1. 0 mL反应液上清于干净试管中加入 1. 5 mL DNS试

剂 ,于沸水浴中加热反应 5 m in;取出后用流动水迅速

冷却 ,摇匀 ,离心 ( 10 000 g, 5m in) ,取 200μL上清液

于酶标板中于 540 nm波长处测光吸收值.根据葡萄糖

标准曲线计算酶活 ,酶活单位定义 (U ) :在最适条件

下 , 1 m in催化产生相当于 1μmol的 N2乙酰 2D2氨基葡
萄糖的还原糖所需的酶量为 1个单位.

1. 5　菌株所产生几丁质酶的最佳反应温度

菌株在培养基中 30℃、150 r/m in培养 7 d后 ,按

测定几丁质酶酶活的方法 ,分别放于 8、20、28、40、50、

60、70℃的水浴锅中反应 2 h,测定酶活.以活性最高的

温度下的几丁质酶活性为 100,计算其余温度下的相

对酶活.

1. 6　不同培养时间、不同培养基对产酶量

的影响

　　把菌株放于 5种不同的培养基中于 30℃中培养 ,

并于不同的培养时间对菌株进行酶活的测定 ,反应温

度为 SCSS04为 40℃, SCSW E13为 30℃.

5种不同培养基成分如下 :

A培养基 : 2216E培养基 ;

B培养基 : 2216E培养基 + 0. 5%胶体几丁质 ;

C培养基 :海水 + 0. 5%胶体几丁质 + 1%酵母粉 ,

0. 5%蛋白胨 ;

D培养基 :海水 + 0. 5%蛋白胨 + 0. 5%胶体几丁

质 ;

E培养基 :海水 + 0. 5%酵母粉 + 0. 5%胶体几丁

质.

2　结果与讨论

2. 1　几丁质酶降解菌筛选

从南海水样及沉积物中共分离出 196株细菌 ,通

过筛选 ,得到 5株产几丁质酶的菌株 ,分别为 SCSS04、

SCSW E13、SCSW E01、SCSW E02、SCSW E10. 其中 SC2
SW E13、SCSW E01、SCSW E02、SCSW E10四个菌株经

Afa I、M sp I双酶切鉴定为同一属 ,所以本实验选取

SCSS04 (图 1)、SCSW E13 (图 2)进行研究. SCSS04分

离自站位 Y20沉积物 , SCSW E13分离自站位 YS09 300

m水样 ,站位见图 3.
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图 3　站位图

Fig. 3　Stations for isolation of bacteria SCSS04 and SCSW E13

2. 2　几丁质降解菌的 16S rDNA鉴定

经鉴定 SCSS04属于海洋地衣芽孢杆菌、而 SC2
SW E13是属于弧菌属. SCSS04进化树如图 4, SC2
SW E13进化树如图 5.

图 4　菌株 SCSS04的系统发育进化树

Fig. 4　Phylogenetic tree showing the relationship of bacterial

16S rDNA clones

2. 3　几丁质酶的最适温度

从图 6可以看出对于菌株 SCSS04在 40℃水浴下

所测的酶活最大 , 50℃水浴中所测的酶活跟 40℃下的

酶活相近 ,可以推测 SCSS04酶活的最适温度在 40℃

与 50℃之间.在低温情况下 SCSS04菌株的几丁质酶

的酶活较高 ,而在较高温度下几丁质酶的活性却很小 ,

表明该菌株所产的几丁质酶在高温情况下较容易失

活 ,而在低温下比较稳定.

从图 7可以看出菌株 SCSW E13在 20、28℃的酶

活相近 ,该菌株的几丁质酶酶活的最适温度在 20～

28°之间.该菌株几丁质酶的酶活在 8℃到 20℃多范围

内随温度升高而递增 ,而在 28℃以后 ,随着温度的增

高 ,该菌株所产生的几丁质酶的酶活迅速降低.表明该

菌株的几丁质酶对高温的耐受性很小 ,在 50℃以后酶

活处于较低水平.
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2. 4　不同培养基对产酶量的影响

菌株 SCSS04随着培养时间的增多产酶量逐渐增

高 ,在培养第 9天达到最高 ,之后呈逐渐缓慢递减的趋

势.在 A培养基下产酶量为 0,表明 SCSS04菌株产几

丁质酶需要胶体几丁质来诱导.在 C培养基中产酶量

是最高的.该菌株几丁质酶产生的时间是比较早的 ,从

开始培养的前期就开始有少量酶产生 (图 8).

图 8　不同培养基对菌株 SCSS04产酶的影响

Fig. 8　The effect of the different cultures to SCSS04

SCSW E13在培养基 A中产酶量为 0,表明 SC2
SW E13菌株产几丁质酶同样需要胶体几丁质的诱导.

该菌株在培养基 C中的产酶量是最高的 ,而在 B培养

基中的产酶量次之 , D、E培养基中的产酶曲线几乎相

同.在 C培养基中该菌株最高的产酶量出现在培养 7

d以后 ,而在 B、D、E培养基中该菌株最高的产酶量出

现在培养 9 d以后 (图 9).

图 9　不同培养基对菌株 SCSW E13产酶的影响

Fig. 9　The effect of the different cultures to SCSW E13

据已报道的文献表明产生几丁质酶的微生物种类

为 (1)细菌 :粘质沙雷氏菌 ,环状芽孢杆菌 ,地衣芽孢

杆菌 ,斯氏假单孢菌 ,巨大芽孢杆菌 ,液化沙雷氏菌 ,液

化肠杆菌 ,嗜水气单孢菌等等. (2 )放线菌 :灰色链霉

菌 ,红色链霉菌及其它一些未定种的链霉菌. ( 3 )真

菌 :溜曲霉 ,球孢白僵菌 ,米曲霉和木霉等. ( 4 )粘菌、

原生动物和藻类粘菌纲的某些种类富含几丁质酶.而

产几丁质酶的海洋微生物种类据报道的有芽孢杆菌、

弧菌 [ 4 ]等 ,而其中弧菌的报道较多.我们所做实验的

菌经鉴定属于地衣芽孢杆菌和弧菌属.

一般微生物几丁质酶的酶活最适温度为 50～

65℃,且在高温下容易失活.据我们测得的数据表明

SCSS04的酶活最适合温度在 40～50℃之间 ,这是比较

接近所报道的 50～65℃,而 SCSW E13的酶活最适合

温度我们测出来的数值为 20～28℃,这跟以往的报道

相差较远 ,所以 SCSW E13可能是一株比较特殊的菌

株.与以往报道的酶活力相比 , SCSS04的酶活力是属

于中等的 [ 5 ] ,而 SCSW E13的酶活力偏低 [ 6 ] .

从这两株菌株产生几丁质酶都是需要胶体几丁质

来诱导的 ,且在 C培养基中产酶量是最高的 ,原因有

可能是该培养基提高了加量的营养物质 ,即丰富的碳

源、氮源 ,而在 D、E中都只有一种营养物质.

3　小　结

本研究从中国南海海域水样和沉积物中分离并筛

选到两株几丁质降解菌 ,其中 SCSS04属于地衣芽孢

杆菌 , SCSW E13是属于弧菌属 ,菌株 SCSW E13的几丁

质酶酶活的最适温度在 20～28℃之间 ,属于低温酶 ,

具有较高的潜在工业应用价值.
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Abstract: In th is study, 2 strains of ch itin2degrading bacteria w ere screened from the w ater sam p le and sedim en t of Sou th C h ina Sea,

nam ely SCSS04 and SCSW E13. Sequence analysis of 16S rDN A show ed that strain SC SS04 belonged to genus B acillus and strain SCSW E13

belonged to genus V ibrio. P resence of ch itin w as requ ired fo r the p roduction of ch itinase, and h igh level of ch inase activity occu red in eu2
troph ic m edium. The ch itinase p roducted by strain SCSS04 w as m ost active at 40～50℃ and peaked at 9th day. The ch itinase p roducted by

strain SCSW E13 belonged to co ld active enzym e as it w as m ost active at 20～28℃, and peaked at 7th day in batch cu ltivation.

Key words: Sou th C h ina Sea; ch itinase; ch itin2degrad ing bacteria; characterization

附录 1:

菌株 SCSS04 16S rDNA序列
GATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGT

AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGC

TTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG

GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCCACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG

TGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAGAGCCACGGCTA

ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC

CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

AAACGATGAGTGCGAAGTGTTABAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTAGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGAT

AGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTGAT

CTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGZACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG

GGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAAC

TCGGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG

TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGGTGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC

附录 2:

菌株 SCSW E13 16S rDNA序列
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGCTATCTGAACCTTCGGGGGAC

GATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACC

GCTAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGTGAGGTAATGGCT

CAACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG

CAGTGGGGAATATTGCCAATGGGCGAAAGCCTGCAGCCATGCCGCGCGTAGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTCAGTTGTGAG

GAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG

GAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTAACCTCG

GAATGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAGGAATACC

AGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

CGCCGTAAATGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGT

CGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC

TACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAGCTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT

GTTGTGAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCTGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCG

GTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAG

AGGGCTGCGAACTTGCGAGAGTAAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA

TCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAA

AAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTCACCACTTTGTGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC


