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几丁质是包括核盘菌[Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de 
Bary])在内的大多数真菌的细胞壁 成分，是影响真菌病 害

防治效果的限制因子之一 [1]. 几丁质酶(Chitinase)是一类分解

几丁质的水解酶，由于其对真菌细胞壁 几丁质具 有降 解作

用，故在真菌病害防治中具 有潜在的应用前景 [2~4]. 盾壳霉
(Coniothyrium minitans)是核盘菌的一种重要生防菌，该菌对

核盘菌具有较好的防治效果 [5~7]和广泛的应用前景 [8]. Giczey
等的研究表明，外切ß-1,3-葡聚糖酶和几丁质酶参与了盾壳霉

寄生核盘菌菌核的过程 [9]，但对于盾壳霉几丁质酶的基本性

质及在重寄生中的作用还不明确. 我们曾经对盾壳霉产生几

丁质酶的培养条件作过详细报道 [10]，本文将在此基础上报

道影响盾壳霉几丁质酶活性的因子，以期为分离纯化几丁质

酶，进而明确其生防作用奠定基础. 

1  材料与方法
1.1  盾壳霉菌种及其培养

试验所用的盾壳霉菌株Chy-1分离自湖北省长阳县 [11]. 将
其接种在马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)斜面培养基上，在20 ℃下

培养20 d. 用无菌蒸馏水洗下盾壳霉分生孢子，配制成孢子悬

浮液，孢子浓度为1×108个/mL. 取100 µL孢子悬浮液，接种于

装有50 mL 改良马铃薯葡萄糖培养液(去皮马铃薯200 g，葡

萄糖5 g，硝酸钾1 g，蒸馏水1 000 mL)的三角瓶中. 在20 ℃下

以200 r/min转速振荡培养15 d. 
1.2  几丁质酶粗酶液制备

将盾壳霉液体培养物通过定性滤纸过滤，保留滤液. 将
滤液以5 000 r/min转速离心10 min，收集上清液. 将硫酸铵缓

缓加入上清液中至550 g/L饱和度，并在4 ℃下盐析24 h，离心

收集蛋白质沉淀. 并将沉淀溶解在pH 5.4的醋酸–醋酸钠缓冲

液中. 最后用透析法去盐，得到粗酶液，在4 ℃下储存备用. 
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摘  要   盾壳霉是油菜菌核病菌(核盘菌)的一种重寄生菌，为了探索几丁质酶在盾壳霉寄生核盘菌过程中的作用，本

文研究了影响盾壳霉几丁质酶活性的因子. 结果表明，盾壳霉几丁质酶酶促反应的最适温度为50 ℃，最适pH 8.0. 当温

度不高于50 ℃、pH在5.0~9.0范围内酶活性较稳定. 一些金属离子，包括Mg2+、Fe2+、Ca2+、Ba2+和Mn2+等，对盾壳霉几丁

质酶活性有促进作用，而另外一些金属离子，包括Zn2+ 和Cu2+，却对盾壳霉几丁质酶活性发挥有抑制作用. 一定浓度的

草酸(1~4 mmol L-1)和硼酸(25~75 mmol L-1)可显著提高盾壳霉几丁质酶活性. 本文还就上述结果的生物学意义和潜在

利用价值进行了讨论. 图6 表1 参19
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1.3  胶态几丁质制备
粉状几丁质购自Sigma公司(Sigma Chemical Company, St 

Louis, MO, USA)，将粉状几丁质制备成浓度约为40 g/L胶态

几丁质溶液. 
1.4  盾壳霉几丁质酶活性测定

依据Reissing等的方法 [12]测定几丁质酶活性. 一个酶活

性单位(U)的定义为：在37 ℃和pH 6.5的条件下每分钟分解胶

态几丁质产生1 µmol的N-乙酰氨基葡萄糖. 
1.5  温度对几丁质酶活性的影响

将透析过的酶液稀释5倍，取0.5 mL稀释酶液与0.5 mL
胶态几丁质混合，将混合液分别置于30、40、45、50、60、70 
℃的水浴中保温30 min. 然后测定各反应体系在585 nm处的

吸光值(A585 nm)，计算各处理的酶活性. 每一温度处理重复测

定3次，下同. 
1.6  pH值对几丁质酶活性的影响

用pH 2.4的磷酸氢二钠–柠檬酸缓冲液(0.05 mol/L)和pH 
10.0的甘氨酸–氢氧化钠缓冲液(0.05 mol/L)将酶促反应体系

的pH分别调为3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0. 然后测定各反

应体系的A585 nm值，计算各处理的酶活性. 
1.7  温度对几丁质酶热稳定性的影响

将几丁质酶液分别放在40、50、60、70 ℃水中，处理10、
30、40、60 min或80 min. 然后用自来水将酶液冷却到室温，

测定各反应体系的A585 nm值，计算各处理的酶活性. 
1.8  环境pH值对几丁质酶稳定性的影响

用pH 2.4的磷酸氢二钠–柠檬酸缓冲液(0.05 mol L-1)和pH 
10.0的甘氨酸–氢氧化钠缓冲液(0.05 mol L-1)将待测酶液pH分

别调为3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0. 并在37 ℃下温育1 h. 再
将各酶液样品的pH调至6.5，测定各反应体系的A585 nm值，计算

各处理的酶活性. 
1.9  金属离子对几丁质酶活性的影响

分别将100 mmol L-1的硫酸铜、硫酸锌、硫酸锂、硫酸亚

铁、硫酸镁、硫酸锰、氯化钾、氯化铝、氯化钡、氯化钙溶液

与待测酶液按等体积混合，用蒸馏水为对照. 测定各反应体

系的A585 nm值，计算各处理的相对酶活性(相对酶活性指各处

理的酶活性与对照的酶活性之比，下同). 
1.10  草酸对几丁质酶活性的影响

将浓度为2、4、8、16、32、48、64 mmol L-1的草酸溶液，

分别与几丁质酶液按等体积混合，反应体系中草酸的实际浓

度分别为1、2、4、8、16、24、32 mmol L-1. 用蒸馏水与酶液混

合为对照. 测定各反应体系的A585 nm值，计算各处理的相对酶

活性. 
1.11  硼酸对几丁质酶活性的影响 

将浓度为10、20、50、100、150、200、300 mmol L-1的硼酸

溶液分别与几丁质酶液按等体积混合，反应体系中硼酸的实

际浓度分别为5、10、25、50、75、100、150 mmol L-1. 用蒸馏水

与酶液混合为对照. 测定各反应体系的A585 nm值，计算各处理

的相对酶活性. 
1.12  数据分析

采用SAS软件中方差分析(ANOVA)和邓肯氏新复极差

法(Duncan’s Multiple Range Test)评估各试验处理间差异显著

性(P=0.05). 

2  结果与分析
2.1  温度对盾壳霉几丁质酶活性的影响

当反应温度从30 ℃上升至50 ℃时，反应体系的A585 nm值

逐渐升高，说明几丁质酶活性逐渐增强. 但随着反应温度继

续上升至60 ℃和70 ℃时，反应体系的A585 nm值逐渐下降，表

明几丁质酶活性逐渐降低. 可见，盾壳霉几丁质酶酶促反应

的最适温度是50 ℃ (图1). 

2.2  pH值对几丁质酶活性的影响
随着反应体系的pH值 从3.0上升至8.0，A585 nm值逐渐升

高，说明几丁质酶活性逐渐升高. 当pH值继续上升至9.0时，
A585 nm值下降，说明反应体系的几丁质酶活性下降. 可见，盾壳

霉几丁质酶酶促反应的最适pH值是8.0 (图2). 

2.3  温度对几丁质酶稳定性的影响
如图3所示，在40 ℃和50 ℃下，盾壳霉几丁质酶活性随

处理时间的延长逐渐下降；在60 ℃和70 ℃下处理10 min没有

检测出几丁质酶的活性. 
2.4  环境pH对几丁质酶稳定性的影响

如图4所示，当pH从3.0上升至5.0时，酶液样品的几丁质

酶活性上升较快；当pH继续上升至9.0时，酶液样品的几丁质

酶活性缓慢下降. 由此可见，环境的酸碱度对盾壳霉几丁质

图1  温度对盾壳霉几丁质酶活性的影响
Fig. 1  Effect of temperature on the activity of chitinase produced 

by C. minitans

图2  pH对盾壳霉几丁质酶活性的影响
Fig. 2  Effect of ambient pH on the activity of chitinase produced 

by C. minitans
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酶的稳定性有影响，当pH值5.0~9.0时，几丁质酶活性较高且

稳定. 
2.5  金属离子对几丁质酶活性的影响

在供试的10种金属离子中，有8种金属离子对盾壳霉几

丁质酶活性具有促进作用，分别是Mg2+、Fe2+、Ca2+、Ba2+、
Mn2+、Al3+、K+和Li+，其中Mg2+、Fe2+、Ca2+、Ba2+和Mn2+等离

子的促进作用明显，而Zn2+和Cu2+则使酶活明显下降. 结果见

表1. 

2.6  草酸对几丁质酶活性的影响
如图5所示，当草酸浓度为1~4 mmol L-1时，几丁质酶相

对活性均高于1，其中含2 mmol L-1草酸的反应体系中的几丁

质酶相对活性最高，说明对几丁质酶活性具有促进作用；当

草酸浓度高于4 mmol L-1时，酶液中几丁质酶的相对活性均小

于1，说明对几丁质酶的活性具有抑制作用. 

2.7  硼酸对几丁质酶活性的影响
如图6所示，当硼酸浓度为25~75 mmol L-1时，相对酶活

性均大于1，其中50 mmol L-1硼酸处理的酶相对活性最高，说

明对盾壳霉几丁质酶的活性发挥具有促进作用；而当硼酸浓

度低于25 mmol L-1或高于75 mmol L-1时，酶液中几丁质酶相

对活性均小于1，说明对盾壳霉几丁质酶的活性具抑制作用. 

3  讨 论
盾壳霉降 解核盘菌细胞壁几丁质的过程是几丁质酶参

与的酶 促反应. 本文研究表明，反应体系的温度、pH值、一

些金属离子、硼酸和草酸等对这一酶促反应均具有影响. 前
人的研究表明大多数微生物几丁质酶的最适反应温度都在
40~50 ℃之间，高温会引起酶的变性，从而丧失活性 [13, 14]. 我
们发现盾壳霉几丁质酶的最适反应温度为50 ℃. 这一特征与

研究过的大多数微生物的几丁质酶相似. 
本文研究表明，盾壳霉几丁质酶的适宜pH是8.0，说明弱

碱环境有利于盾壳霉降解几丁质. 李国庆等的研究表明，酸

图3  温度对盾壳霉几丁质酶热稳定性的影响
Fig. 3   Effect of temperature on thermal stability of the chitinase produced 

by C. minitans

图4  环境pH值对盾壳霉几丁质酶稳定性的影响

Fig. 4   Effect of ambient pH on stability of the chitinase produced 
by C. minitans

表1  不同金属离子对盾壳霉几丁质酶活性的影响
Table 1   Effect of ions on the activity of  chitinase produced 

by C. minitans

金属离子 Ions 酶活性 Enzyme activity 
(Λ/U)

相对酶活性 Relative 
enzyme activity (λ/%)

Mg2+ 0.52 ± 0.09 a 371 ± 16 a
Fe2+ 0.48 ± 0.04 b 343 ± 10 b
Ca2+ 0.48 ± 0.12 b 343 ± 9 b
Ba2+ 0.4 ± 0.06 c 285 ± 14 c
Mn2+ 0.34 ± 0.04 c 243 ± 12 d
Al3+ 0.22 ± 0.05 d 143 ± 9 e
K+ 0.18 ± 0.02 e 129 ± 13 ef
Li+ 0.17 ± 0.07 e 121 ± 9 fg
CK 0.14 ± 0.06 f 100 ± 10 gh
Zn2+ 0.12 ± 0.02 f 85 ± 14 hi
Cu2+ 0.02 ± 0.01g 74 ± 6 i

图5  草酸对盾壳霉几丁质酶活性的影响
Fig. 5  Effect of oxalic acid on the activity of chitinase produced by C. minitans

图6  硼酸对盾壳霉几丁质酶活性的影响
Fig. 6  Effect of boric acid on the activity of chitinase produced 

by C. minitans
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性基质适宜于盾壳霉菌丝体的生长和几丁质酶的产生 [11]. 说
明盾壳霉产生几丁质酶的适宜酸碱环境与这种酶活性发挥

的适宜酸碱环境不同. 这可能与这两种过程所在的环境不同

有关 . 盾壳霉产生几丁质酶发生在菌丝细胞内，一般pH环境

是较为恒定的. 而作为胞外酶，几丁质酶降解几丁质的反应

发生在菌丝外，盾壳霉菌丝生长后基质的pH值为7.0~8.0，正

有利于几丁质酶发生酶解反应. 
本文研 究结果 表明，Mg2+和 Fe2+都能促 进 盾壳霉几丁

质酶发 挥 酶解活性，而Cu 2+和Zn 2+则抑制盾壳霉几丁质酶

发挥酶解活性. 唐亚雄等的研究表明，Mg2+、Hg2+ 和Co2+对

产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes)几丁质酶活性的发挥具

有明显的抑制作用 [15]. 陈述等 [13]报道Cu2+和Fe2+对黄蓝状菌
(Talaromyces flavus)几丁质酶活性的发挥也具有抑制作用. 因
此，金属离子对不同微生物产生的几丁质酶的活性影响是不

同的. 
草酸是核盘菌代谢产生的毒素[16, 17]. 盾壳霉在寄生核盘

菌菌丝体时不可避免 地会遇到这种毒素. 本文研究结果表

明，低浓度的草酸(<4 mmol L-1)对盾壳霉几丁质酶的活性具

有促进作用，说明盾壳霉的几丁质酶可以忍耐低浓度的草酸. 
由此推测，即使在草酸毒素存在的条件下，盾壳霉的几丁质

酶仍能正常发挥活性. 事实上，盾壳霉具有分解草酸毒素的

能力[18]，因而，核盘菌的草酸毒素不会对盾壳霉的重寄生构

成威胁. 
硼酸浓度为25~75 mmol L-1时对几丁质酶活性有促进作

用，说明盾壳霉几丁质酶可以忍耐一定浓度的硼酸 . 在使用

盾壳霉作为生防因子防治菌核病时，可以考虑和硼肥混用[19]. 
这样既达到了防治菌核病的效果，又可能解决油菜缺硼的问

题. 
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