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假单胞菌 67 产壳聚糖酶的培养条件
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摘! 要：对假单胞菌 62 产壳聚糖酶培养条件进行研究，得到一个比较优化的培养条件为：/7 值

4+ $，温度 #" 8，壳聚糖 # 9 : ;，酵母膏质量分数 %+ #<，培养时间 # =+ 不同金属离子及不同诱导物

对酶合成的影响表明：>." ? 激活作用显著，而 @9" ? ，AB" ? ，@B" ? 则具有一定的抑制作用，壳聚糖和

氨基葡萄糖对壳聚糖酶的产生都有较好的诱导作用+
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! ! 0’5# 年 @)BG9PGB 在研究细菌和真菌过程中，

首先提出壳聚糖酶（ SPKW)TGBGT.）是一种不同于几

丁质酶的新酶，这种酶对胶态几丁质不水解，但是

能够水解完全脱乙酰化的壳聚糖，所以它被认为

是对线 性 的 壳 聚 糖 具 有 水 解 专 一 性 的 一 种 酶+
0’2& 年 国 际 酶 学 命 名 会 议 上，几 丁 质 酶（ QPKWK1
BGT.，\Q #+ "+ 0+ 0&）被系统命名，0’’" 年壳聚糖酶

（QPKW)TGBGT.，\Q #+ "+ "+ ’’）也被系统命名［0］+
壳聚糖酶主要存在于真菌和细菌细胞中，在

单子叶和双子叶植物的不同组织中也发现有该酶

活性+ 近年来，国外对壳聚糖酶进行了大量的研

究，发现壳聚糖酶在农业上可作为生物防治剂，在

生物技术中可用于原生质分离、细胞化学定位和

生产单细胞蛋白；而水解产物壳低聚糖则具有独

特的生理活性和功能性质［"］：可提高机体免疫力、

抑制肿瘤细胞生长、在人体肠道内能活化增殖双

歧杆菌、降低血压等生理活性，同时还具有抗菌防

腐、保水保湿等功能性质，其在医药、食品、化妆品

等工业中有广阔的应用前景受到人们的普遍关

注+ 目前壳低聚糖的制备方法主要有化学法和酶
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法! 化学法简便易行，适于工业化生产，但对环境

污染较大；同时，由于化学法是非特异性降解，水

解较难控制，产物转化率低，其产品多在四糖以

下，而且化学反应条件十分苛刻! 酶法降解可特异

性地、选择性地切断壳聚糖的 !"#，$ 糖苷键，降解

过程和降解产物的相对分子质量分布容易便利地

被控制，易于得到所需相对分子质量范围的低聚

糖产品，反应专一性强，不会引起结构的破坏! 而

且酶法降解是在较温和的条件下进行的，降解过

程不需 要 加 入 大 量 的 反 应 试 剂，产 物 的 安 全 性

高［% & ’］! 因此，寻找一种专一性的降解酶意义重大!
至今，国外对壳聚糖酶的研究已深入到基因

分子水平［(］，国内的研究也已开始［’］! 作者对假单

胞菌 )* 产壳聚糖酶的培养条件进行了研究，现予

报道!

!" 材料与方法

!# !" 材料

!! !! ! " 菌种 " 作者所在实验室分离保存的假单

胞菌 !"#$%&’&()" )*!
!! !! $" 培养基

#）斜面培养基成分+ 组分（, - .）：蛋白胨 /，

酵母膏 #，葡萄糖 /，琼脂 /，自然 01 值!
/）种子培养基：同 #），不加琼脂!
%）发酵培养基成分+ 组分（, - .）：壳聚糖 %，

2345 67 ’，酵母膏 6! %，（21$）/189$ 6! *!
!# $" 方法

!! $! !" 壳聚糖酶活力测定" #:. # , - . 的胶体壳

聚糖（01 值 ’! (），加入 # :. 用乙酸缓冲液适当稀

释的酶液，%; <保温 #6 :=>，沸水浴 ’ :=> 终止反

应，加入 # :. 6! /’ :?5 - . 2391 使未完全反应的

壳聚糖沉淀，离心；去沉淀，取上清液，加入 / :.
@%AB（42）( "23/49%试剂，沸水浴 #’ :=>，冷却后于

$/6 >: 测定 *$/6 值! 在上述条件下，# 个酶活力单

位定义为每分钟释放相当于 #!:?5 C5D2"14. 还

原糖的酶量［;，*］!
!! $! $" 胶体壳聚糖的制备 " 壳聚糖 % ,，溶解于

67 / :?5 - . 的 145 /66 :. 中，溶液放在韦林氏搅拌

器中搅 拌，开 始 用 # :?5 - . 2391，最 后 用 6! #
:?5 - . 2391，溶液被中和到碱性，01E! 6! 得到的

沉淀在 # 666 F - :=> 下离心 /6 :=>，并用水重复洗

涤，直到上清液的 01 呈中性! 洗涤后的沉淀悬浮

于蒸馏水中，且悬浮液的 01 值调整到 (! /，最后的

质量浓度为 #! 6 , - G.［E，#6］!

$" 结果与讨论

$# !" 培养时间对产壳聚糖酶的影响

测定培养时间对产壳聚糖酶的影响结果见图

#! 培养 / G 后，菌株具有较强的酶活力，第 % 天达

到最大值，此后随着培养时间增加，酶活力逐渐降

低! 所以，培养时间以 % G 为最佳!

图 !" 培养时间对产壳聚糖酶的影响

%&’# ! " ())*+, -) +./,.0* ,&1* -2 +3&,-45254*’4 60-7
8.+,&-2

$# $" 培养 69 值对产壳聚糖酶的影响

分别在不同起始 01 值培养条件下测定产壳

聚糖酶的酶活力，结果见图 /! 培养 01 值在 (! ’
时，假单胞菌 )* 产壳聚糖酶的酶活力最高!

图 $" 培养 69 值对产壳聚糖酶的影响

%&’# $" ())*+, -) 69 -2 +3&,-45254*’4 60-8.+,&-2

$# :" 培养温度对产壳聚糖酶的影响

在不同温度下培养相同时间后测定酶活力，

结果见图 %! 菌株 )* 在 /* & %/ < 培养，酶活力都

较好，%/ <最佳，低于 /* <或高于 %/ <，酶活力

下降均很快!
$# ;" 添加碳源对产壳聚糖酶的影响

$! ;! ! " 添加不同碳源对产壳聚糖酶的影响 " 采

用质量浓度为 % , - . 的不同碳源进行发酵培养，最

后测定其酶活力，结果见表 #! 氨基葡萄糖和壳聚

糖对壳聚糖酶的产生都有较好的诱导作用，以壳

聚糖为碳源酶活力最大!
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图 !" 培养温度对产壳聚糖酶的影响

#$%& !" ’(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 *3$+,40204)’4 ./,51*+$,2

表 6" 添加不同碳源对产壳聚糖酶的影响

708& 6" ’(()*+ ,( 5$(()/)2+ *0/8,2 4,1/*) ,2 *3$+,40204)’4
./,51*+$,2

碳 源 活力 !（" ! #$）

葡萄糖 %& ’

蔗糖 %& (

麦芽糖 )& *

乳糖 )& %

氨基葡萄糖 )& +

,-, )& .

壳聚糖酶 )& (

9& :& 9 " 添加不同质量浓度壳聚糖对产壳聚糖酶

的影响" 添加不同质量浓度壳聚糖对产壳聚糖酶

的影响见图 /& 添加 . 0 ! $ 以下的壳聚糖对产酶有

一定促进作用，超过 ’ 0 ! $ 抑制显著&

图 :" 不同质量浓度壳聚糖对产壳聚糖酶的影响

#$%& :" ’(()*+ ,( 5$(()/)2+ *,2*)2+/0+$,2 ,( *3$+,402 ,2
*3$+,40204)’4 ./,51*+$,2

9& ;" 添加不同氮源对产壳聚糖酶的影响

添加质量浓度为 *& . 0 ! $ 的不同氮源进行发

酵培养，最后测定其酶活力，结果见表 )& 添加有机

氮源蛋白胨，酵母膏对产壳聚糖酶有较好的促进

作用，而添加无机氮源则不利于产酶&

表 9" 添加不同氮源对产壳聚糖酶的影响

708& 9 " ’(()*+ ,( 5$(()/)2+ 2$+/,%)2 4,1/*) ,2 *3$+,40<
204)’4 ./,51*+$,2

氮源 酶活力 !（" ! #$）

尿素 *& %

123. *& )

硫酸铵 )& *

硝酸铵 )& %

蛋白胨 )& ’

酵母膏 )& (

9& =" 不同金属离子对产壳聚糖酶的影响

向 培 养 基 中 分 别 加 入 ’* 4 %* 56 0 ! #$ 的

7893/，-093/，:;93/，,<93/，,=,3.，1,>，-;,>)等

金属离子，结果见表 .& 78) ? ，-0) ? 对该酶的产生具

有一定的激活作用；1 ? ，,=) ? 作用不显著；,<) ? ，

:;) ? ，-;) ? 具有一定的抑制作用&
表 !" 金属离子对产壳聚糖酶的影响

708& !" ’(()*+ ,( 5$(()/)2+ $/,2 ,2 *3$+,40204)’4 ./,51*<
+$,2

金属离子 相对酶活力 ! @

78) ? ? .*

-0) ? ? )*

:;) ? 5 )*

,<) ? 5 %*

,=) ? *

1 ? *

-;) ? 5 .*

!" 结" 论

壳聚糖酶是一种诱导酶［%%］，一定质量浓度的

可溶性壳聚糖能诱导假单胞菌 A( 大量合成壳聚

糖酶；另外，氨基葡萄糖对诱导产酶也有一定作

用& 添加氮源，特别是有机氮源蛋白胨，酵母膏对

产酶有促进作用& 添加碳源和氮源对同一菌种的

不同菌株产酶影响有所差异& 本试验菌产酶最好

的碳源为壳聚糖，有别于王钦宏等报道的假单胞

菌 BCCCD.E 产酶的最佳碳源氨基葡萄糖；另外，王

钦宏等研究的假单胞菌 BCCCD.E 添加氮源结果为

有机氮源均不利于产酶，2F/ 23. 则有促进作用&
而本试验菌添加有机氮源有利于产酶，添加无机

氮源效果没有有机氮源好，这与王钦宏等研究的

结果有很大不同&
（下转第 +. 页）
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S S 金属离子的作用，*6> T ，+3> T 对该酶的产生具

有一定的激活作用；Q T ，U&> T 作用不显著；U4> T ，

H0> T ，+0> T 具有一定的抑制作用,
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