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一株海洋几丁质酶产生菌的筛选及其产酶条件的初步研究 

孙菽蔚 1 , 王子峰 1,2 , 岳海东 1 , 肖  天 1 

（1.中国科学院 海洋研究所 海洋生态与环境科学重点实验室，山东 青岛 266071; 2.中国科学院 研究生院，
北京 100049） 

摘要: 从胶州湾的海泥中分离到一株几丁质酶高产菌株。经 16S rDNA序列分析，认为该
菌属于假交替单胞菌（Pseudoaltermonas），并将其命名为 SS01。对该菌产几丁质酶的最
佳培养条件进行了研究，发现与其它几丁质酶产生菌相比，SS01菌株的最适产酶温度较
低，酶活较高。在 Zobell 2216E培养基中，SS01菌株培养 9 h进入稳定期。胶体几丁质
可诱导该菌几丁质酶的产生。在几丁质培养基中，SS01菌株产酶的适宜条件是：培养温
度 24℃，培养基起始 pH 7.0左右，蛋白胨为 N源(5 g/L)，胶体几丁质为 C源(5 g/L)，170 
r/min振荡培养 130 h，酶活可达 116.2 U/mL。 
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几丁质是自然界中含量最丰富的有机聚合物之

一。几丁质的降解产物用途广泛：几丁寡糖具有抗菌

活性，可作为食品和化妆品的添加剂，也可作为防止

土壤污染的净化剂等[1]。传统的几丁质降解方法主要

依靠化学方法，这类方法存在着严重的问题：获得的

壳聚寡糖乙酰化程度不均匀、理化性质不一致、环境

污染严重等[2]。自然界中几丁质的降解主要是靠几丁

质酶的作用。几丁质酶除降解几丁质外，还可应用在

化工、医学、环保等方面[3]。 
目前人们已经对几丁质酶进行了较多的研究。自

Benecke[4]首次发现 Bacillus chitinovrous 能利用几丁
质作为营养物以来，几丁质酶已在许多微生物中被发

现[5~7]。邱立友等[8]分离到一株几丁质酶活性较高的

链霉菌菌株（Streptomyces sp.）。吴根福等[9]从土壤中

分离到降解几丁质的假单胞菌(Pseudomonas sp. ww)
和短杆菌(Brevibacterium sp. yy)。尹鸿翔等[10]对一株降

解几丁质的粘质沙雷氏菌（Serratia marcescens）的灭蝗
作用进行了研究。目前对于可降解几丁质的细菌，研究

较多的有：粘质沙雷氏菌（Serratia marcescens）[11,12]、

环状芽孢杆菌（Bacillus circulans）[13~15]、交替单胞菌

（Alteromonas）[16,17] 等。 

海洋占地球表面积的 2/3，在海洋环境中，几丁
质是最重要的营养源和能源[18,19]。海洋几丁质的降解

主要靠海洋细菌产生的几丁质酶完成。对降解几丁质

的海洋细菌的研究国外报道较多[20~22]。国内学者杨承

勇等 [23]从南海海水中分离到降解几丁质的弧菌

11211(Vibrio sp.)。肖湘等[24]对海洋几丁质降解菌豚鼠

气单胞菌 CB101(Aeromonas caviae)产生的几丁质酶
系作了研究。作者报道了从胶州湾海泥中筛选、分离

到降解几丁质的细菌，并对酶活性较高的 SS01 菌株
的生长特性、产酶条件等进行了研究。  

1 材料与方法 

1.1 试剂   
几丁质由青岛东风化工厂生产，胶体几丁质自制[25]，
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其它试剂均为国产分析纯。 
1.2 培养基 
1.2.1  Zobell 2216E培养基   
酵母膏 1 g，蛋白胨 5 g，FePO4 0.1 g，陈海水 1 000 

mL，pH 7.2左右，琼脂 20 g。 
1.2.2  菌株筛选培养基   
酵母膏 1 g，FePO4 0.1 g，胶体几丁质 5 g，陈海

水 1 000 mL，pH 7.2左右。 
1.2.3  发酵培养基    
以 Zobell 2216E液体培养基为基础，加入胶体几

丁质（5 g/L）。 
1.3  泥样   
取胶州湾不同站位的底泥样品。 

1.4  几丁质降解菌的筛选、纯化 
将胶州湾不同站位的海底泥样（1 g）用无菌海水

稀释（10-3，10-4，10-5），涂布于几丁质平板培养基上，

24 ℃培养 7 d。选取透明圈明显的菌落，将菌落在相
同条件下划线分离 3次以上。 
1.5  几丁质降解菌的鉴定 
1.5.1  电镜观察    
挑选在平板上纯化好的单菌落接种于装有 10 mL 

Zobell 2216E液体培养基的大试管中培养 16 h，取 1 
mL离心，弃上清。加无菌海水至 1 mL，振荡摇匀后
取 10 µL菌液滴铜网，干燥 24 h后进行电镜（日立 
H8100）观察。 
1.5.2  革兰氏染色 
参考《常见细菌系统鉴定手册》[26]。 

1.5.3  16S r DNA序列测定与分析 
取纯化后的 SS01菌株，对其进行 16S rDNA序

列的测定、分析，以此为依据进行菌属的鉴定。用于

16S rDNA序列扩增的上游引物 PF：5＇-AGAGTT- 
TGATCATGGCTC-3＇，下游引物 PR：5＇-TAAGGAG- 
GTGATCCAACCGC-3＇[27]。细菌基因组 DNA 的提
取方法参照《精编分子生物学实验指南》[28]。PCR
扩增的条件为：首先 94 ℃预变性 3 min，然后 94 ℃ 
1 min，52 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30个循环，最后
72 ℃ 延伸 10 min。PCR产物经电泳后切胶回收，纯
化后直接进行测序。提交的序列在 GenBank 中的登
录号为 AY787763。序列用 BLASTN软件在 GenBank
中进行同源性序列比较，将遗传距离接近的菌株和分

类地位清楚的标准对照菌株的 16S rDNA 序列用
Clustal X(1.8)软件进行多序列比对（ Mutiple 

Alignment），用系统发生推断软件包MEGA（3.0）进
行系统发生树的构建。用 Kimura 双参数模型计算各
序列间的分化距离，采用邻接法（Neighbor-joining 
Method）获得系统树，并通过自举分析（Bootstrap）
进行置信度检测，自举数据集为 1 000次。 
1.6  生长曲线的测定 
种液培养 6 h 后按 1/100 的接种量接入装有 100 

mL Zobell 2216E的液体培养基中，做 3瓶，每隔 1 h
取样测 OD600，取平均值，绘制生长曲线。 
1.7  几丁质酶活性的测定 
取发酵液 1.5 mL，4 000 r/min离心 10 min，取 1 

mL上清，加 1％的几丁质溶液 1 mL，40 ℃反应 30 
min后，10 000 r/min离心 5 min。用 Somogi Bisefa
法测定还原糖含量[29]，设置 3个重复。1 U的酶活定
义为在最适条件下 30 min内转化生成相当于 1 µg葡
萄糖的还原糖量的酶量。 

2  结果 

2.1 几丁质降解菌的筛选与鉴定 
细菌用几丁质平板培养基分离、筛选、纯化，从

海泥样品中得到多株具有明显透明圈的菌株。对其中

5 株进行摇瓶复筛，发现 SS01 菌株酶活最高，以此
菌株作为进一步试验的菌株。SS01 菌株在电镜下呈
杆状（图 1），革兰氏染色阴性。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  电镜下 SS01菌株的形态 

Fig. 1  Transmission electronic micrograph of strain SS01 

 

SS01菌株的 16S rDNA PCR 扩增片段长 1 472 
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bp。与 Genbank中假交替单胞菌(Pseudoalterononas)，
交替单胞菌和假单胞菌属的细菌较为接近。在构建的

系统发生树上，SS01 与假交替单胞菌属的细菌同属
一个分支，序列相似性最高，达 99％以上（图 2）。
初步认为该菌属于假交替单胞菌。 
2.2  SS01菌株的生长特性及产酶条件的优化 
2.2.1  SS01菌株的生长特性 

SS01的生长曲线如图 3。以 Zobell 2216E培养基
为起始培养基，SS01菌株在 3 h左右进入指数期，9 h
左右进入稳定期。最高 OD600值可达到 2.2。 

2.2.2  温度对菌株 SS01产酶的影响 
表 1显示了温度对菌体生长及几丁质酶产生的影

响。在 4～24 ℃范围内， SS01菌株生长速度随温度
升高而增加。当温度达到 24 ℃时，平板上 24 h内可
见到明显的菌落，同时对几丁质的降解作用也非常明

显。温度升高到 37 ℃时，平板上没有明显的菌落，
也没有出现透明圈。温度较低时，SS01 菌株生长缓
慢，透明圈产生的时间也相应的延迟。以下试验选取

24 ℃作为该菌培养和产酶的最适温度。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

图 2  SS01菌株的系统发育学地位 

Fig. 2  The phylogenetic position of strain SS01  

 

2.2.3  培养时间对产酶量的影响 
SS01 菌株在发酵培养基中培养发酵，由图 4 可

知，在开始培养的 2 d（48 h），该菌产酶量较低，从
第 3天（72 h）开始，产酶量迅速增加，第 5天 (120 
h)时，产酶量达到高峰。 

SS01 菌株的生长曲线表明，该菌在适宜的条件
下 9 h左右可达到稳定期。这说明几丁质酶的产生是

SS01 菌株生长到一定时期后才产生的。这一结果显
示 SS01菌株产生的几丁质酶可能是一种诱导酶。 
2.2.4  起始 pH对产酶的影响 
用 HCl和 NaOH溶液将 SS01菌株产酶培养基的

起始 pH值分别调成 5.0，6.0，7.0，8.0，9.0。培养至
第 5天时，测定发酵液的酶活力。结果见图 5。 
由图 5可以看出，当该菌生长到第 5天 (120 h)， 
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图 3  SS01菌株的生长曲线 

Fig. 3  Growth curve of strain SS01 

 

表 1  温度对 SS01菌株产酶的影响 

Tab. 1  Effect of temperature on chitinase production 

时间（h） 温度

（℃） 24 48 72 96 100 

4 －，0 －，0 ＋，0 ＋，0 ＋，1 

10 －，0 －，0 ＋，0 ＋，1 ＋，1 

24 ＋，1 ＋，1 ＋，1 ＋，1 ＋，1 

37 －，0 －，0 －，0 －，0 －，0 

注: ＋ 表示有菌落生长，— 表示无菌落生长，1 表示有透明圈，0 表示

无透明圈 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 图 4  培养时间对产酶量的影响 

Fig. 4  Effect of cultivation time on chitinase production 

 

培养基起始 pH值为 5时，发酵液酶活较低，pH在 6～
8之间时，酶活较高。当 pH为 7时，第 5天 (120 h) 
溶液的酶活最高。 
2.2.5  N源和 C源对产酶的影响 
分别以不同的N源和C源代替产酶培养基中的N

源和 C 源进行产酶试验（表 2）。结果表明：有机 N
优于无机 N，有机 N中又以蛋白胨为好，酶活较高。
在 C源比较中发现，如果以葡萄糖、乳糖、蔗糖为 C
源，则溶液检测不到几丁质酶酶活，说明该菌株分泌

的几丁质酶是诱导酶。已有的文献表明，不同的细菌

对 N源和 C源的要求有所不同。邱立友等[8]在试验中

发现，链酶菌 A048用无机 N作为 N源，产酶效果优
于用有机 N，用几丁质的产酶效果优于用胶体几丁
质。在对海洋细菌 11211的产酶试验中，杨承勇等[23]

发现用酵母膏为N源11211菌株的产酶效果优于用蛋
白胨。由此看来不同细菌产几丁质酶对 N 源和 C 源
的要求不同。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  培养基起始 pH对产酶的影响 

Fig. 5  Effect of initial pH on chitinase production 

 
表 2  不同 N源和 C源对产酶的影响 

Tab.2  Effects of different nitrogen and carbon sources on 

 chitinase production 

S源 酶活 

（U/mL） 

C源 酶活 

（U/mL） 

蛋白胨  116.198 胶体几丁质  116.198 

（NH4）2SO4 55.372 甲壳胺 64.959 

KNO4 31.818 葡萄糖  0.000 

酵母膏 56.612 乳糖  0.000 

  蔗糖  0.000 

 
2.2.6 培养基中胶体几丁质含量对产酶的影响 
产几丁质酶试验发现，SS01 菌株发酵液中胶体

几丁质的最佳质量浓度是 5 g/L（图 6）。开始时，随
着培养基中胶体几丁质质量浓度的增加，产酶量也会

随之增加，但是当胶体几丁质的质量浓度达到一定值

后，发酵液的酶活降低，产酶量减少。可能是由于胶

体几丁质的分解产物对 SS01 菌株产几丁质酶有阻遏
作用。 

2.2.7  装瓶量对产酶的影响 
在 200 mL三角瓶中，分别装入不同体积的产酶

培养基，24 ℃，170 r/min振荡培养 130 h，取样测定
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发酵液的酶活，发现装瓶量超过 50 mL时，发酵液酶
活降低。已知装瓶量的多少与体系的溶氧有关，这说

明 SS01菌株产几丁质酶需要适宜的溶氧。在 200 mL
三角瓶中装入 50 mL液体培养基，振荡培养后测得的
酶活最高。装瓶量太多或太少都不利于产酶。 
 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  培养基中胶体几丁质的含量对产酶的影响 

Fig. 6  Effect of colloid chitin concentration on chitinase  

production 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7  不同装瓶量对产酶的影响 

Fig. 7  Effect of amount of medium on chitinase production 

3 讨论 

对分离到的一株高效几丁质酶产生菌 SS01 菌株
进行了 16S rDNA 序列分析，初步判断该菌属于假交
替单胞菌。目前该菌属中能产生几丁质酶的细菌国内

还未见分离报道。从胶州湾不同站位的海泥中分离到

多株可降解几丁质的细菌，对 2004 年 3 月各站位底
泥样品的处理过程中发现，多数泥样中存在几丁质酶

产生菌，数量最高可达 103个/g。经 16S rDNA 序列
分析发现这类细菌多数属于假交替单胞菌。这说明在

胶州湾底泥中，可培养的几丁质酶产生菌中，假交替

单胞菌是重要的优势菌群。 
与已报道的几丁质酶产生菌相比，SS01菌株的最

适产酶温度较低。邱立友等[8]分离到的链霉菌 A048，
产几丁质酶的最适温度为 30 ℃。尹鸿翔等[10]分离到

的粘质沙雷氏菌，产酶的适宜温度为 37 ℃。目前报

道的多数细菌产几丁质酶的适宜温度都在 30 ℃左
右[9,23,24]。而 SS01菌株的产酶适宜温度为 24 ℃。对
该菌进行系统发育学分析表明，该菌与几个属于低温

菌属的细菌在系统发生树上位置比较靠近（图 2）。 
试验定义在最适条件下 30 min 内转化生成相当

于 1 µg葡萄糖的还原糖的酶量为 1 U的酶活，SS01
菌株发酵液的几丁质酶酶活最高为 116.2 U/mL。目前
对几丁质酶活的定义比较混乱，如果以最适条件下每

分钟内转换 1 µmoL的还原糖的酶量为 1U作为标准，
则 SS01菌株发酵液的几丁质酶酶活最高为 26 U/L。
该数值高于海洋细菌 11211的几丁质酶活（19U/L）[23]，

也高于尹鸿翔等 [10]报道的产几丁质酶高效菌株

Serratia marcescens ssp. 的几丁质酶活（12U/L）。 
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Abstract:  A marine bacterial strain exhibited high chitinase throughput was newly isolated from sea mud 
samples in Jiaozhou Bay. Based on its 16S rRNA gene sequence analysis, the bacterial strain was identified as 
Pseudoalteromonas sp. and named SS01. Culture conditions for the bacterail strain to produce chitinase were 
investigated. In Zobell 2216E medium, strain SS01 reached its stationary phase within 9 hours. The optimal 
temperature for strain SS01 to produce chitinase was lower than that for other bacteria. The optimal conditions for 
strain SS01 to produce chitinase were as follows: initial pH, 7.0; temperature, 24℃; C source, colloid chitin (5 g/L); 
N source, pepton (5 g/L) and shaking speed of 170 r/min in 200 mL flask with 50 mL of the liquid medium. Under 
the optimal culture condition, chitinase activity reached 116.2 U/mL within 5 days.  

(本文编辑：张培新) 
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A primary study on using medicine to exterminate Brachionu  
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Abstract：By the test of having added “Brachionus plicatilis’ invincible opponent 1#” to the cultivation liquid of 
Spirulina maxima, it indicated that the medicine was an effective cure for B. plicatilis. Both death time and death rate 
of B. plicatilis were related with the densities of B. plicatilis’ invincible opponent1#, and the recovery situation of S. 
maxima after B. plicatilis having been killed was also the same sa idem. During the experimental range the 1.25% 
was the best density which could not only kill B. plicatilis but impact on S .maxima the lest. 

 （本文编辑：张培新） 


