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甲壳胺对作物几丁质酶诱导特性的研究
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摘要：以甲壳胺处理玉米、大豆的种子或植株，植物体被诱导而产生几丁质酶。几丁质酶的活

力随甲壳胺的浓度不同而变化，在 100 ～ 400 mg / L 浓度范围内诱导效果比较理想。酶的活力也

随时间延续呈现先升后降的变化趋势；再次处理经过诱导的植株，酶活力随处理次数增加而

有增加的趋势，且在植物体内存在时间也延长，表明植物几丁质酶基因的表达具有记忆性。植

物几丁质酶产生的部位与处理部位的距离有关，越靠近处理部位，酶活越高。
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甲壳胺（chitosan）又名壳聚糖、可溶性甲壳质，化

学名为（1，4）- 2 - 氨基 - 2 - 脱氧 -β- D - 葡聚糖，

是甲壳质（chitin）脱乙酰基的产物。由于其资源丰富、

无毒、无污染等优点，在农业、食品和医药卫生领域被

广泛应用。甲壳胺已被用作植物生长调节剂、杀虫剂

和抑菌剂 [1 ～ 3 ]，均显示出较好效果。

随着几丁质酶学研究的兴起和植物抗病性研究

的进展，人类认识到几丁质酶在植物体内的诱导与

积累对于增强植物防卫能力有着重要作用 [4 ] 。 几丁

质酶是植物自身防御体系的组成部分，含量极低，现

已在水稻、小麦等 70 多种植物中检测到几丁质酶活

性 [5 ]。多种生物因素和非生物因素均可诱导几丁质酶

的产生 [6 ]。因此，开发可诱导植物体产生大量几丁质

酶的一类无环境污染、具广谱抑菌能力的生防农药，

已成为当今植物抗病研究的热点。 在诱导物选取及

其定性定量研究中，甲壳胺已被确认为较为理想的诱

导物。

作者通过对经甲壳胺处理过的植物体内几丁质

酶活力的测定，阐明不同浓度甲壳胺溶液的诱导特

点，为甲壳胺在农业上的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 甲壳胺溶液

甲壳胺溶液由本实验室自制，其浓度为 10%
（10 g 甲壳胺溶于 100 mL 0. 1%的醋酸溶液中），粘度

为 20cPa . s。取上述 10%的溶液用 0. 1%的醋酸溶液

稀释成 6 个浓度：0，50，100，200，400，800 mg / L。

1. 1. 2 0. 5%胶体几丁质的制备

称取 6 g 几丁质粉末（Sigma 产品），加入 180 mL
50%的硫酸中，搅拌至完全溶解，倒入 1 000 mL 蒸馏

水，静置后倒去上层清液，反复多次冲洗至 pH 中性，

离心后得乳状糊。取胶体几丁质 1 g 置于烧杯内，烘

干，称重，得其浓度约为 25%，据此加蒸馏水配制成

0. 5%的胶体几丁质溶液。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 N - 乙酰葡萄糖胺标准曲线绘制

以 N - 乙酰葡萄糖胺的浓度为横坐标，以 A480为

纵坐标，绘制标准曲线，标准曲线的回归方程为

A480 = 17. 037 × ( N - acetylglucosamine )。

1. 2. 2 植物幼苗的培养

将玉米和大豆种子放在直径为 15. 5 cm 的培养

皿中，每种植物用 12 个培养皿，各分为 6 组，每组

2个。种子覆以纱布，加适量水，在暗光下培养。当种子

自身的营养消耗殆尽时，将其移入土壤中。

1. 2. 3 几丁质酶的诱导

当植物种子涨软时，将水倒掉，换成 0，50，100，

200，400，800 mg / L 浓度的甲壳胺溶液处理种子（每种
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植物每个浓度处理 2 个培养皿）。用甲壳胺溶液处理

6 ～ 8 h 后，将处理液倒掉，再换成清水培养。每隔 24 h
取各培养皿中的种子（或幼苗）测其几丁质酶活；当各

处理的酶活大都降为接近零时，照上述方法再用甲壳

胺溶液处理一次，然后，每隔 24 h 取样测酶活。大豆

种子用甲壳胺溶液处理 2 次，玉米种子共处理 3 次。

1. 2. 4 酶的提取和测定

取处理过的幼苗整株 1 g，在 pH5. 2 的醋酸缓

冲液 5 mL 中研磨匀浆，于 12 000 r / min、 0 ℃离

心20 min，取上清液测酶活。 在 3 mL 0. 5%的胶体几

丁质中加入 0. 2 mL 酶上清液， 后于 45 ℃水浴中反

应 30 min，置沸水中 5 min 中止反应；将反应液在

4 000 r / min 离心 10 min，取上层清液按 3，5 - 二硝基

水杨酸比色法测单糖含量 [7 ]。每个处理浓度的酶活以

2 个培养皿的均值为结果，以每小时每克植物鲜重产

生 1µmol 乙酰葡萄糖胺的酶量为一个酶活单位。

1. 2. 5 植物几丁质酶存在部位的研究

当玉米自身种子营养消耗殆尽时移入土壤，大约

在三叶期，对长势良好的植株灌施甲壳胺溶液（50，

100，200，400 mg / L 4 个浓度），24 h 和 48 h 后分别取

根、茎、叶各 1 g，测定酶活力。

2 结果

2. 1 不同浓度甲壳胺溶液诱导几丁质酶的

效果

2. 1. 1 大豆

实验结果见表 1。

2. 1. 2 玉米 实验结果见表 2。
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图 1 经多次 200 mg /L 甲壳胺溶液诱导后玉米几丁质酶活力的变化趋势

Fig . 1 The chitinase activity of corn after induced in 200µg /mL chitosan for many times

2. 1. 3 经多次诱导后玉米几丁质酶活力的变化趋

势（以 200 mg / L 为例）

实验结果见图 1。

2. 2 几丁质酶产生部位的实验结果 实验结果见表 3。

3 讨论

3. 1 不同浓度甲壳胺溶液诱导几丁质酶的

效果

植物几丁质酶分布于茎、叶、种子及愈伤组织

中，其相对分子质量为 25 ～ 40 ku[8，9 ]呈单体，具较高

或者较低的等电点，最适作用 pH 值为 6，在 50 ℃以

下保持稳定。其中 I 类几丁质酶为碱性，具体外活性，

定位于液泡，其余为酸性，体外无活性，定位于细胞间

隙 [10 ]。 防卫反应中 / 几丁质酶与β- 1，3 - 葡聚糖酶

的传导与定位研究表明，细胞间隙中几丁质酶为早期

诱导反应的结果，能直接抑制侵入细胞间的真菌生

长或间接释放真菌诱导因子而诱导几丁质酶活性的

增加或宿主其它防卫反应的产生，而液泡中的几丁

质酶的可能作用在于溶解细胞壁将液泡内物质释放

于泡外 [11 ]。

植物中几丁酶含量虽低，但在生命活动旺盛时

期，如种子萌发时一直有着一定的本底合成量。由本

实验结果可看出，随种子萌发的进行与幼苗的生长，

几丁质酶活力有明显的增高趋势。

通过对以上两种植物诱导酶活力的测定，可确

定甲壳胺的诱导浓度以 100 ～ 400 mg / L 为佳，尤其是

200 mg / L，因其诱导的酶活较高且酶在可检测范围内

存续时间较长。

3. 2 植物几丁质酶基因表达的记忆性

尽管植物中无几丁质酶底物，酶活性也很低，但

其遗传物质中却含有几丁质酶基因。植物几丁质酶基

因的研究最早见于菜豆。本实验发现，经诱导产生的

几丁质酶在植物体内经一定时间达到最大值，之后若

不加以诱导则逐渐下降，直至可检测水平以下。在初

次诱导后，植物体内几丁质酶活力低且持续时间短；

二次诱导后酶活力与存续时间均明显提高，继续诱导
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则效果更为明显。这表明植物体内几丁质酶基因的表

达是有记忆性的，与动物体的多次免疫得到恒定高效

抗体的效果相似。若能在合适的间隔时间不断加以处

理，可得到较为恒定且持久的抗病效果。

3. 3 几丁质酶在玉米植株中存在部位的研究

对经过诱导的玉米植株根、茎、叶内酶活力分别

进行测定，发现几丁质酶主要存在于根中。究其原因

可能是处理部位主要在根部的缘故。林晓蓉等 [11 ]研

究表明，寡聚糖在植物维管系统中具有可传导性，但

有可能受到细胞壁上酶的作用而失活，因此诱导酶产

生部位应当是与处理部位距离远近相关联。
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Abstract：Corn and soybean seeds and plants were processed with chitosan to induce chitinase production in the plants .
Chitinase activity changed according to chitosan concentration with the optimum concentration at 100 ～ 400 g / L. Chitinase
activity was also time an important determinant , after repeat processing chitinase activity and retention time both increased .
Results show that plant chitinase gene expression has memory storage and was closely related to distance from the nearer to
the site , the higher the level of activity .
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