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摘　要　从土壤中筛选得到１株高产耐热几丁质酶的嗜热菌株Ｚ１６，对其进行鉴定及产酶发酵条件优化研究。采

用分子生物学结合形态学方法鉴定该菌为高温紫链霉菌（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊）。通过发酵培养基组分及

培养条件的优化，得到了最佳发酵产酶培养基：胶体几丁质５ｇ／Ｌ，粉末几丁质１０ｇ／Ｌ，酵母浸粉１．２５ｇ／Ｌ，黄豆粉

３．７５ｇ／Ｌ，吐温２０４ｇ／Ｌ。最佳培养条件为：接种量５％，４５℃培养６０ｈ。在优化后的发酵条件下，该菌株最大产酶

水平达５．５Ｕ／ｍＬ，比优化前产酶量提高了４．２倍，较高的产酶量为进一步研究该菌所产几丁质酶的纯化和性质提

供了基础。该菌具有较好的应用前景。

关键词　高温紫链霉菌；菌种鉴定；几丁质酶；优化

中图分类号　Ｓ８１６．７９；Ｓ８５２．２　　　文章编号　１００７４３３３（２０１３）０２０１６７０７　　　文献标志码　Ａ

收稿日期：２０１２０６２８

基金项目：国家自然科学基金面上项目（３１１７２２３９）

第一作者：杨绍青，副教授，博士，主要从事酶与发酵工程研究，Ｅｍａｉｌ：ｙｓｑ９９２６＠１６３．ｃｏｍ

通讯作者：江正强，教授，主要从事食品生物技术研究，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｑｊｉａｎｇ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｈｉｇｈｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｔｒａｉｎ，犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊

狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊ａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ＹＡＮＧＳｈａｏｑｉｎｇ
１，ＺＨＡＮＧＳｈｕｐｉｎｇ

１，ＹＡＮＱｉａｏｊｕａｎ
２，ＦＵＸｉｎｇ

１，ＪＩＡＮＧＺｈｅｎｇｑｉａｎｇ
１

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犖狌狋狉犻狋犻狅狀犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犆犺犻狀犪犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犅犲犻犼犻狀犵１０００８３，犆犺犻狀犪；

２．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犆犺犻狀犪犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犅犲犻犼犻狀犵１０００８３，犆犺犻狀犪）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　犃狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾犻犮犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狊狋狉犪犻狀犮犪狆犪犫犾犲狅犳狊犲犮狉犲狋犻狀犵狋犺犲狉犿狅狊狋犪犫犾犲犮犺犻狋犻狀犪狊犲狑犪狊犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿狊狅犻犾

狊犪犿狆犾犲，犪狀犱犻狋狊犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊犳狅狉犮犺犻狋犻狀犪狊犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀 狑犲狉犲狅狆狋犻犿犻狕犲犱．犜犺犲狊狋狉犪犻狀 狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犪狊

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊犫犪狊犲犱狅狀犻狋狊犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲．犃犳狋犲狉狅狆狋犻犿犻狕犻狀犵犻狋狊

犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犿犲犱犻狌犿犪狀犱犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊，狋犺犲狅狆狋犻犿犪犾犿犲犱犻狌犿狑犪狊狅犫狋犪犻狀犲犱犪狊：犮狅犾犾狅犻犱犪犾犮犺犻狋犻狀５犵／犔，犮犺犻狋犻狀

狆狅狑犱犲狉１０犵／犔，狔犲犪狊狋犲狓狋狉犪犮狋狊１．２５犵／犔，狊狅狔犫犲犪狀狆狅狑犲狉３．７５犵／犔，犜狑犲犲狀２０４犵／犔，犪狀犱狋犺犲狅狆狋犻犿狌犿犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀

犮狅狀犱犻狋犻狅狀狑犪狊４５ ℃ 犪狀犱犮狌犾狋狌狉犲犱犳狅狉６０犺狑犻狋犺５％ 狅犳犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀．犝狀犱犲狉狋犺犲狅狆狋犻犿犻狕犲犱犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊，狋犺犲

犺犻犵犺犲狊狋犮犺犻狋犻狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳５．５犝／犿犔狑犪狊犪犮犺犻犲狏犲犱，狑犺犻犮犺犻狊４．２犳狅犾犱狅犳狋犺犲犻狀犻狋犻犪犾犮犺犻狋犻狀犪狊犲狆狅狉犱狌犮狋犻狅狀．犜犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲

犺犻犵犺犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔狑犪狊犺犲犾狆犳狌犾犳狅狉犳狌狉狋犺犲狉狊狋狌犱狔狅狀狋犺犲狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳犮犺犻狋犻狀犪狊犲犳狉狅犿狋犺犻狊狊狋狉犪犻狀．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊；犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀；犮犺犻狋犻狀犪狊犲；狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀

　　几丁质（ｃｈｉｔｉｎ）又称甲壳素、甲壳质，是一类以

β１，４Ｎ乙酰Ｄ氨基葡萄糖为基本单元连接起来

的直链多聚物。它在自然界中的含量非常丰富，主

要分布于昆虫表皮、真菌细胞壁以及虾、蟹壳废弃物

等中［１２］。几丁质酶（ｃｈｉｔｉｎａｓｅＥＣ３．２．１．１４）是催

化几丁质水解产生 Ｎ乙酰氨基葡萄糖及低分子量

几丁寡糖的水解酶［２］。几丁寡糖具有很多的生物学

活性，目前已被广泛应用于医药、食品、化妆品、饲

料、环保等行业［３］。几丁质酶由于在制备几丁寡糖、

处理海洋废弃物以及农业生物防治等方面具有巨大

的应用潜力而备受关注。

目前，几丁质酶在实际生产中的应用程度还比
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较低，主要原因是现有产酶菌株产酶水平不高，致使

生产效率很低，很难降低酶的使用成本；此外，现有

生产菌株多为常温菌［４５］，所产几丁质酶热稳定性不

好，且耐储藏和运输性能差，这些客观因素制约了几

丁质酶在工业生产中的应用。耐热酶由于热稳定性

好，可以在高温下反应从而加快反应速度，同时高温

条件还可以减少环境微生物的污染，更适合于工业生

产和应用。由于嗜热微生物是耐热酶的主要来源［６］，

因此筛选在高温下产几丁质酶的菌株，提高几丁质

酶的产酶水平和性能已成为几丁质酶研究的热点。

迄今，国际上已有许多几丁质酶的相关研究报

道［７８］。然而关于嗜热菌株产几丁质酶的研究报道

相对较少，主要集中在嗜热古菌、嗜热细菌及少数的

嗜热真菌。如古细菌犜犺犲狉犿狅犮狅犮犮狌狊犽狅犱犪犽犪狉犪犲狀狊犻狊

ＫＯＤ１
［９］、嗜热细菌犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊Ｍｂ２

［１０］、

犚犪犾狊狋狅狀犻犪ｓｐ．Ａ４７１
［１１］、嗜 热 真 菌 犜犺犲狉犿狅犿狔犮犲狊

犾犪狀狌犵犻狀狅狊狌狊ＳＹ２
［２］。１９９３年Ｔｓｕｊｉｂｏ等

［１２］从高温紫

链霉菌 ＯＰＣ５２０中分离出了耐热几丁质酶 ＳＴ

ｃｈｉｔｉｎａｓｅ，但由于菌株酶活力低下（１．１３Ｕ／ｍＬ），使

得后来的分离纯化过程十分繁琐。国内关于几丁质

酶的研究主要集中在常温菌株的筛选，王东海等［１］

在３２℃下筛选出一株嗜水气单胞菌，经过发酵条件

优化，几丁质酶酶活为０．３９Ｕ／ｍＬ；孙菽蔚等
［４］在

海泥样品中筛选出的假交替单胞菌ＳＳ０１产几丁质

酶最佳发酵温度为２４℃，发酵液中几丁质酶酶活力

约为０．０２２Ｕ／ｍＬ。张海涛等
［５］从土壤样品中筛选

出一株烟曲霉菌株犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳狌犿犻犵犪狋狌狊Ｃ６５２，

在最佳发酵条件下，换算后酶活力约为１．３Ｕ／ｍＬ。

关于高温菌株的筛选，仅见郭润芳等［２］筛选出的一

株疏绵状嗜热丝孢菌（犜犺犲狉犿狅犿狔犮犲狊犾犪狀狌犵犻狀狅狊狌狊）

ＳＹ２，通过优化产酶条件，在以０．１％ＮＨ４ＮＯ３ 为氮

源、１．５％胶体几丁质、培养基初始ｐＨ５．５的条件

下，５０℃摇瓶培养４ｖｄ后，几丁质酶酶活力为２．８

Ｕ／ｍＬ，仍相对较低，但具有独特的酶学特征，表现

出对热、ｐＨ的稳定性。所以，筛选出能够高产几丁

质酶的嗜热菌株具有较大的研究和现实意义。

本研究旨在筛选能够高产几丁质酶的嗜热菌

株，并通过优化产酶条件，提高产酶水平，以期为耐

热几丁质酶的生产提供基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料、试剂及仪器

土壤样品采集自全国各地；制备培养基用粉末

几丁质购自山东潍坊科海甲壳素有限公司；酵母浸

粉、胰蛋白胨购自英国Ｏｘｏｉｄ；制备底物用的粉末几

丁质购自美国Ｓｉｇｍａ公司；黄豆粉为普通市售产

品；胶体几丁质为参照Ｌｅｅ等
［１３］的方法自制；如无

特殊说明其他试剂均为国产分析纯。ＴＵ１８００ＰＣ

紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有限责任

公司；ＧＬ２０Ｂ高速冷冻离心机，上海安亭科学仪器

厂；ＨＺＱＦ１６０恒温振荡培养箱，哈尔滨东联电子技

术开发有限公司。

１．２　培养基组成

筛选培养基（ｇ／Ｌ）：胶体几丁质５，（ＮＨ４）２ＳＯ４

２，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５，Ｋ２ＨＰＯ４０．３，ＫＨ２ＰＯ４０．７，

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１，琼脂１５；培养基ｐＨ为自然。

摇瓶发酵培养基（ｇ／Ｌ）：粉末几丁质１０，酵母浸

粉５，蛋白胨５，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５，Ｋ２ＨＰＯ４０．３，

ＫＨ２ＰＯ４０．７，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．０１；ｐＨ自然。

种子培养基：同摇瓶发酵培养基。

种子液的制备：将１２环菌种接入到装有５０

ｍＬ发酵培养基的三角瓶中（２５０ｍＬ），５０℃，２００ｒ／

ｍｉｎ振荡培养１８ｈ，即为发酵优化接种用种子液。

１．３　菌株筛选及鉴定

将土壤样品用无菌水稀释后涂布于筛选平板

上，于５０℃培养箱中高温培养，挑选出形成透明圈

的菌落，进一步划线纯化。将纯化后的菌种接入摇

瓶发酵培养基中进行产酶复筛，５０℃下２００ｒ／ｍｉｎ

恒温
#

床中振荡培养，细菌培养４８ｈ，真菌培养７２ｈ。

发酵结束后，取发酵上清液，５０℃下测定酶活力。将

酶活力较高的菌株保存菌种，并进行菌种鉴定。

菌种鉴定采用分子生物学和生理生化鉴定相结

合的方式。将筛选出的目标菌株提取ＤＮＡ后，利

用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增，扩增结

果委托上海生工（北京公司）进行测序。测序结果在

ＮＣＢＩ数据库上进行基因比对。根据比对结果，利

用ＣｌｕｓｔａｌＸ和 ＭＥＧＡ软件构建菌株系统发育树。

根据分子生物学的鉴定结果，结合《链霉菌鉴定手

册》［１４］及其他参考文献［１５１６］中的方法对试验菌株进

行培养特征和生理生化鉴定。

１．４　酶活力及蛋白质量浓度测定

参照费凡等［１７］的方法测定几丁质酶酶活力，并

稍加改动。取１００μＬ处理好的胶体几丁质溶液

（１％）于１．５ｍＬ离心管中，５０℃恒温水浴中预热

１０ｍｉｎ，然后向离心管中加入１００μＬ适当稀释的酶

８６１
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液。５０℃反应３０ｍｉｎ后加入３００μＬＤＮＳ试剂终

止反应，并在沸水中显色１０ｍｉｎ。待反应体系冷却

至室温后，加入２５０μＬ的去离子水，９７２０犵离心５

ｍｉｎ，取上清液于５４０ｎｍ处测定吸光值，以高温灭

活的酶液作为空白对照。酶活力单位（Ｕ）定义为：

在上述反应条件下每分钟释放１μｍｏｌＮ乙酰氨基

葡萄糖所需要的酶量。同时以 Ｎ乙酰氨基葡萄糖

做标准曲线。

蛋白质浓度的测定采用Ｌｏｗｒｙ法
［１８］，以牛血

清蛋白作为标准。

１．５　产几丁质酶培养基组成的优化

试验采用单因素优化的方法对产几丁质酶的培

养基组成进行优化，包括碳源、氮源、初始ｐＨ 值以

及表面活性剂。分别选取１０ｇ／Ｌ葡萄糖、蔗糖、可

溶性淀粉、粉末几丁质、胶体几丁质、粉末壳聚糖、羧

甲基纤维素（ＣＭＣ）为碳源，以考察不同碳源对发酵

产酶的影响。最佳碳源确定后，考察碳源不同添加

量（２．５、５、１０、２０、２５ｇ／Ｌ）对产酶的影响；在碳源优

化的基础上进一步考察氮源对产酶的影响，分别选

取１０ｇ／Ｌ酵母浸粉、胰蛋白胨、牛肉蛋白胨、大豆蛋

白胨、酪蛋白、黄豆粉、尿素、硝酸铵、氯化铵为氮源，

考察不同氮源对产酶的影响。确定氮源后，考察不

同添加量（２．５、５、１０、２０、２５ｇ／Ｌ）对产酶的影响；最

后考察发酵液初始ｐＨ、表面活性剂的种类及其添

加量对产酶的影响。

１．６　产几丁质酶培养条件的优化

试验同样采用单因素优化的方法对产几丁质酶

的培养条件包括接种量、发酵温度和培养时间进行

了优化研究。分别在不同接种量（１％～６％）和温度

（３０～６０℃）下发酵产几丁质酶以考察接种量和温

度对产酶的影响；最后在优化后的最佳培养条件下

培养菌株，考察产酶历程，确定最佳发酵时间。

１．７　数据分析

试验数据采用Ｅｘｃｅｌ软件进行分析，试验中各

发酵条件的优化均做３次平行，结果取３次结果的

平均值。

１．８　粗酶液热稳定性研究

最适反应温度：将粗酶液用ｐＨ５．０的柠檬酸

缓冲溶液稀释适当倍数后，在不同温度下（３０～９０

℃）测定酶活力，以酶活力最高的为１００％。

温度稳定性：将酶液分别在３０～９０℃下处理

３０ｍｉｎ，冰水浴冷却３０ｍｉｎ后，在５０℃下按照标准

方法测定残余酶活力，以未热处理（稀释相同倍数

后，４℃存放）酶液的酶活力作为１００％。

２　结果与分析

２．１　产酶菌株的筛选及鉴定

经过分离、筛选和纯化，从华南植物园土壤样品

中筛选出多株具有明显透明圈的菌株。通过对产透

明圈菌株进行复筛，发现放线菌菌株Ｚ１６产几丁质

酶能力最强，初始酶活力达到１．３Ｕ／ｍＬ，且产酶情

况稳定。故以此菌株为进一步试验的菌株。

将菌株Ｚ１６的１６ＳｒＤＮＡ测序结果在ＮＣＢＩ数

据库中比对，结果显示其基因序列与高温紫链霉菌

（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊）的同源性为９９％，

系统发育树显示该菌株属于链霉菌属，与高温紫链

霉菌的菌株同属一个分支（图１）。菌株的培养特征

（表１）及生理生化特征（表２）与《链霉菌鉴定手册》
［１４］

图１　菌株犣１６系统发育树

Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎＺ１６
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表１　菌株犣１６培养特征

Ｔａｂｌｅ１　ＣｕｌｔｕｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎＺ１６

培养基

Ｃｕｌｔｕｒｅｍｉｄｉａ

Ｚ１６ 标准菌株 Ｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ

气生菌丝

Ａｅｒｉａｌ

ｍｙｃｅｌｉａ

基内菌丝

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｍｙｃｅｌｉａ

色素

Ｐｉｇｍｅｎｔ

气生菌丝

Ａｅｒｉａｌ

ｍｙｃｅｌｉａ

基内菌丝

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｍｙｃｅｌｉａ

色素

Ｐｉｇｍｅｎｔ

葡萄糖天门冬素琼脂

ＧｌｕｃｏｓｅＡｓｐａｒａｇｉｎｅＡｇａｒ

棕色

Ｂｒｏｗｎ

黄褐色

Ｔａｗｎｙ

无

Ｎｏ

灰色

Ｇｒａｙ

微褐色

Ｔｉｎｙｂｒｏｗｎ

无

Ｎｏ

蔗糖查氏

ＳｕｃｒｏｓｅＣｚａｐｅｋｓＡｇａｒ

黄白色

Ｙｅｌｌｏｗａｎｄｗｈｉｔｅ

微黄

Ｔｉｎｙｙｅｌｌｏｗ

无

Ｎｏ

灰白

Ｇｒａｙ

污黄

Ｄｅｅｐｙｅｌｌｏｗ

无

Ｎｏ

淀粉琼脂

ＳｔａｒｃｈＡｇａｒ

灰色

Ｇｒａｙ

黄色

Ｙｅｌｌｏｗ

无

Ｎｏ

灰色

Ｇｒａｙ

黄或褐色

Ｙｅｌｌｏｗｏｒｂｒｏｗｎ

无

Ｎｏ

土豆培养基

ＰｏｔａｔｏＤｅｘｔｒｏｓｅＡｇａｒ

灰色

Ｇｒａｙ

褐色

Ｙｅｌｌｏｗ

棕色

Ｂｒｏｗｎ

灰色

Ｇｒａｙ

褐色

Ｂｒｏｗｎ

略染桂皮棕

Ｃａｓｓｉａｌｉｋｅｂｒｏｗｎ

高氏合成一号

ＧａｕｓｅｓＳｙｎｔｈｅｔｉｃＡｇａｒ

灰色

Ｇｒａｙ

黄色

Ｙｅｌｌｏｗ

无

Ｎｏ

灰色

Ｇｒａｙ

黄或褐色

Ｙｅｌｌｏｗｏｒｂｒｏｗｎ

无

Ｎｏ

表２　菌株犣１６的生理生化特征

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆｓｔｒａｉｎＺ１６

特征

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

对比结果

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

Ｚ１６
标准菌株

Ｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ － ＋

果糖Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋

木糖 Ｘｙｌｏｓｅ ＋ ＋

蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ＋

棉籽糖 Ｒａｆｉｎｏｓｅ ＋ ＋

鼠李糖 Ｒｈａｍｎｏｓｅ － －

阿拉伯糖 Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋ ＋

肌醇Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ＋ ＋

甘露醇 Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ －

牛奶胨化 Ｍｉｌｋｐｅｐｔｏｎｉｚａｔｉｏｎ ＋ ＋

明胶液化 Ｇｅｌａｔｉｎｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ － －

纤维素生长 Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＋ ＋

酪氨酸反应 Ｔｙｒｏｓｉｎｅｒｅａｃｔｉｏｎ ＋ ＋

Ｈ２Ｓ － －

中高温紫链霉菌的描述基本相符合。综合以上结

果，故 鉴 定 该 菌 株 为 高 温 紫 链 霉 菌，命 名 为

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６。

２．２　高温紫链霉菌犣１６产几丁质酶培养基组成的

优化

２．２．１　碳源对高温紫链霉菌Ｚ１６发酵产几丁质酶

的影响

不同种类的单糖、二糖及多糖等碳源对菌株

Ｚ１６产几丁质酶的影响见图２。以胶体几丁质为碳

源时产酶最高，为１．５Ｕ／ｍＬ，其次为粉末几丁质

（１．３Ｕ／ｍＬ）和ＣＭＣ（１．０Ｕ／ｍＬ）。葡萄糖、蔗糖、

可溶性淀粉几乎不能诱导几丁质酶的分泌。进一步

改变胶体几丁质的添加量以考察质量浓度对产酶的

影响。结果表明，胶体几丁质添加量为５ｇ／Ｌ时，酶

活力最高，达到１．７Ｕ／ｍＬ，当添加量为１０和２０ｇ／Ｌ

时，培养基粘度增大，影响菌体生长，产酶能力下降。

Ａ．粉末几丁质Ｃｈｉｔｉｎｐｏｗｄｅｒ；Ｂ．胶体几丁质Ｃｏｌｌｏｉｄａｌｃｈｉｔｉｎ；

Ｃ．ＣＭＣ；Ｄ．粉末壳聚糖Ｃｈｉｔｏｓａｎｐｏｗｄｅｒ；Ｅ．葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ；

Ｆ．蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ；Ｇ．可溶性淀粉Ｓｏｌｕａｂｌｅｓｔａｒｃｈ。

图２　不同碳源对产几丁质酶的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
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考虑到５ｇ／Ｌ胶体几丁质的添加量作为碳源时

浓度偏低，所以尝试添加粉末几丁质提供碳源及诱

导产酶，添加量分别为５、１０、２０ｇ／Ｌ。结果表明，添

加粉末几丁质对产几丁质酶有促进作用，当添加量

为１０ｇ／Ｌ时，酶活力最高，达到２．０Ｕ／ｍＬ（数据未

列出）。综合上述实验结果，选择５ｇ／Ｌ胶体几丁质

和１０ｇ／Ｌ的粉末几丁质复配作为碳源。

２．２．２　氮源对高温紫链霉菌发酵产几丁质酶的影响

在已优化碳源的基础上改变发酵氮源，以考察

不同氮源对犛．狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６产酶能力的影

响。结果表明当以黄豆粉作为氮源时酶活力最高，

达到２．２Ｕ／ｍＬ，酵母浸粉次之（图３）。该菌株也能

利用无机氮源产几丁质酶，以硝酸铵和氯化铵为氮

源时，酶活力也能达到较高水平（１．６５和１．９６Ｕ／

ｍＬ）。由于采用单一氮源发酵时营养成分可能不全，

因此选用产酶较高的两种氮源进行复配。结果表明

氮源复配之后产酶能力强于单种氮源（数据未列出）。

Ａ．胰蛋白胨 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ；Ｂ．牛肉蛋白胨 Ｂｅｅｆｐｅｐｔｏｎｅ；Ｃ．酪蛋白

Ｓｏｙａｂｅａｎｐｅｐｔｏｎｅ；Ｄ．大豆蛋白胨 Ｃａｓｅｉｎ；Ｅ．酵母浸粉 Ｙｅａｓｔ

ｅｘｔｒａｃｔ；Ｆ．黄豆粉Ｓｏｙａｂｅａｎｐｏｗｄｅｒ；Ｇ．氯化铵 ＮＨ４Ｃｌ；Ｈ．硝酸

铵 ＮＨ４ＮＯ３；Ｉ．尿素 Ｕｒｅａ

图３　不同氮源对产几丁质酶的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅ

ｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

当黄豆粉与酵母浸粉以质量比３∶１进行复配时，产

酶能力最高，此时发酵液酶活力提高至３．１Ｕ／ｍＬ。

进一步改变氮源的添加量以考察氮源浓度对产酶的

影响。结果表明当氮源质量浓度为５ｇ／Ｌ时酶活力

达到最高，此时酶活力为３．４Ｕ／ｍＬ。

２．２．３　培养基初始ｐＨ对产酶的影响

在优化碳源和氮源的基础上，考察培养基初始

ｐＨ对犛．狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６发酵产几丁质酶的影

响。结果表明当培养基的初始ｐＨ在自然条件下时

产酶最高（图４），此时ｐＨ为６．８左右。且从图中可

以看出，培养基初始ｐＨ 在６．５～７．５之间变动时，

ｐＨ对发酵产几丁质酶的影响不大，都保持在较高水

平，因此可将培养基的初始ｐＨ值设定在自然条件。

图４　培养基初始狆犎对产几丁质酶的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｅｐＨｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．２．４　表面活性剂对高温紫链霉菌Ｚ１６发酵产几

丁质酶的影响

在已优化培养基的基础之上，添加不同的表面

活性剂，进行产酶试验，结果见图５。添加吐温类表

面活性剂对产酶有明显的促进作用，其中吐温２０的

作用最为明显，而ＳＤＳ严重抑制几丁质酶的产生。

调节吐温２０的添加量，当质量浓度为４ｇ／Ｌ时，产

酶最高，此时几丁质酶酶活力达到４．３Ｕ／ｍＬ。

图５　表面活性剂的种类（犪）和添加量（犫）对产几丁质酶的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｏｓａｇｅｓｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
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２．３　高温紫链霉菌犣１６产几丁质酶培养条件的优化

２．３．１　接种量对高温紫链霉菌Ｚ１６发酵产酶的影响

考察１％～６％的接种量对犛．狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊

Ｚ１６发酵产酶的影响。结果表明，当接种量为５％

时，所产的几丁质酶活力最高，为４．５Ｕ／ｍＬ，提高

或者降低接种量，酶活力均降低，因此选取５％的接

种量。

２．３．２　发酵温度对高温紫链霉菌Ｚ１６发酵产酶的

影响

分别在不同温度下发酵 犛．狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊

Ｚ１６以考察发酵温度对产酶的影响。结果表明，该

菌株产几丁质酶的最佳发酵温度为４５℃，此时几丁

质酶酶活力达到５．１Ｕ／ｍＬ（图６）。该菌株能在较

高温度下高效生产几丁质酶，有利于生产过程中减

少杂菌污染。

图６　发酵温度对产几丁质酶的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．３．３　高温紫链霉菌Ｚ１６的发酵产酶曲线

在优化培养基组分及培养条件的基础上，对菌

株犛．狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６产几丁质酶的过程进行

研究，结果见图７。该菌株在培养２４ｈ后开始大量

产酶，直至６０ｈ时达到产酶高峰，此时酶活力达到

５．５Ｕ／ｍＬ。随着时间的延长，酶活力开始下降，这

与培养基中营养物质的消耗及代谢产物的积累有

关。同时，胞外蛋白质量浓度的变化趋势与酶活力

的变化趋势相近。

图７　发酵时间对产几丁质酶的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．４　几丁质酶粗酶液热稳定性研究

本研究中几丁质酶粗酶液的最适反应温度为

６５℃（图８（ａ）），在６５℃下保温３０ｍｉｎ，残余酶活力

保持在８０％以上，具有较好的热稳定性。

图８　几丁质酶粗酶液的最适反应温度（犪）和温度稳定性（犫）

Ｆｉｇ．８　Ｏｐｔｉｍａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｂ）ｏｆｃｒｕｄｅｃｈｉｔｉｎａｓｅ

３　讨　论

本研究采用单因素优化方法探讨了影响犛．

狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６发酵产几丁质酶的培养基组分

和培养条件。碳源是影响微生物发酵的最主要因素

之一。本 研 究 发 现 胶 体 几 丁 质 是 诱 导 犛．

狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６产几丁质酶的最佳碳源，这跟

大多数几丁质酶为诱导酶有关。粉末几丁质诱导产

酶能力不及胶体几丁质，这可能由于其在培养基中

分散不如胶体几丁质均匀，不利于诱导产几丁质酶。

纤维素在组成结构上与几丁质有很大的相似性，故

也能诱导产酶［１９］。但本研究中胶体几丁质的添加
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量为５ｇ／Ｌ时，浓度偏低，故考虑添加次好的粉末几

丁质以提供碳源及诱导产酶。葡萄糖和几丁质降解

产物作为碳源时不利于几丁质酶分泌的，这一结果

与王海东等［１，４］的研究结果相似。

常用氮源中，有机氮源优于无机氮源，有机氮源

中又以黄豆粉和酵母浸粉最佳，２种氮源复配之后

产酶能力大幅度提高，这可能因为复配之后提供的

氮源营养更为全面。但不同微生物发酵产几丁质酶

对氮源和碳源的利用有所不同，如链霉菌 Ａ４０８
［１９］

利于无机氮源优于有机氮源，粉末几丁质产酶效果

优于胶体几丁质。

培养基中添加表面活性剂可以提高原生质膜对

几丁质酶的通透性，增加胞内几丁质酶的分泌，从而

提高酶活力。但是不同微生物菌株对表面活性剂的

类型需求不同。本研究中吐温２０对产酶促进作用

最为明显，而ＳＤＳ对产酶有严重抑制作用，这与王

子坚等［２０］的研究结果相似。

本 研 究 中，接 种 量 的 高 低 会 影 响 犛．

狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６发酵产几丁质酶。当接种量较

低时，菌体量偏少，影响产酶能力；接种量过高时瓶

内菌体大量繁殖，过快消耗碳源和氮源，使得在本应

产酶的时间里由于碳源耗尽，菌体停止合成分泌几

丁质酶甚至死亡，这与尹璐等［２１］的研究相似。而在

王海东等［１］的研究中，接种量对嗜水气单胞菌

ＳＷＣＨ６发酵产几丁质酶没有明显影响。

从产酶历程看，犛．狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６从２４ｈ

开始大量分泌几丁质酶，在６０ｈ时达到产酶高峰，

与以往文献报道几丁质酶活力高峰一般出现在４～

８ｄ相比
［４，２１］产酶高峰大大提前，提高了产酶效率。

目前，国际上关于嗜热微生物产几丁质酶的研究报

道较少，且产酶水平参差不齐［１０１１］（０．３５Ｕ／ｍＬ，１５

Ｕ／ｍＬ）。国内仅见郭润芳等
［２］筛选出１株疏绵状

嗜热丝孢菌ＳＹ２，优化发酵条件后，５０℃下产耐热

几丁质酶酶活力为 ２．８ Ｕ／ｍＬ。本研究中 犛．

狋犺犲狉犿狅狏犻狅犾犪犮犲狌狊Ｚ１６发酵条件优化后，在４５℃下最

高产酶水平为５．５Ｕ／ｍＬ，在嗜热菌株产几丁质酶

的研究中处于领先水平。该菌株所产几丁质酶粗酶

液最适反应温度为６５℃，在６５℃下热稳定性良好，

表现出了较好的应用前景。
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