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摘! 要：从番茄果实表面分离到一株陆生伊萨酵母（ !""#$%&’()*# $’++*%,-#），它在几丁质诱导下能产
生较高活性的几丁质酶。采用硫酸铵盐析、@5A50纤维素（@5/"）离子交换柱层析、BCD=-ECFG0$%%
分子筛柱层析，获得了凝胶电泳均一的几丁质酶。用 B@B0HAG5 测得该酶的相对分子质量为 4"
4%%；以胶体几丁质为底物的 .6 和 /6-F分别为 #I 2$ 6: J 6K和 $"I 23 !6() J 67.；该酶反应的最适温
度和最适 DL值分别为 3% M和 &I %。在 3% M条件下，酶蛋白在 DL 3I % N 2I % 较为稳定；抗菌活性
实验表明，该酶对供试病原菌有不同程度的抑制作用。
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! ! 几丁质酶（Y=7U7.-VC，5<I /I "I $4）是一类能催化 降解几丁质 !0$，4 糖苷键的水解酶，该酶分布广泛，
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存在于许多微生物、植物和动物体内［!］。由于几丁

质（"#$%$&）是许多病原真菌细胞壁的基本结构成
分，因此拮抗菌产生的几丁质酶被广泛应用于植物

真菌病害的生物防治中。

目前人们已经分离纯化了多种拮抗菌的几丁

质酶，包括细菌、放线菌和霉菌等，有些几丁质基因

也已克隆和表达，但有关酵母几丁质酶的研究却很

少［’ ( )］。范青等（’**!）报道利用毕赤酵母（!"#$"%
&’&()%*’+%#"’*, +,&-.&）和季也蒙假丝酵母（-%*."/
.% 01"22"’)&3*.""）防治桃采后的真菌病害，发现这两
种拮抗菌产生的几丁质酶对桃软腐病菌（4$"5361,
,7323*"+’)（/#0.&1：20）34$55）孢子萌发有明显的抑制
作用，但对酶的纯化和性质未做进一步的研究［)］。

陆生伊萨酵母（ 8,,%7#$’$%**9"% 7’))"#32%）是作者所在
实验室从番茄果实表面分离到的一株对果蔬采后

真菌病害有较好抑制作用的拮抗性酵母，为了探明

该菌在果蔬采后真菌病害防治中的作用机制，作者

研究了其产生的胞外几丁质酶的纯化、性质及抗菌

活性。

!" 材料与方法

!# !" 菌种、培养基和培养条件
!# !# !" 菌种" 陆生伊萨酵母（ 86 7’))"#32%）由作者所
在实验室从番茄果实表面分离得到。

!# !# $" 主要试剂" 几丁质和 78乙酰氨基葡萄糖为
9$:;,公司产品；</=/8纤维素（</>’）为 ?#,%;,&
公司产品；9.@#,A.B C8!** 为 D#,0;,E$, 公司产品；
>，F8二硝基水杨酸为 254G, 公司产品；低相对分子
质量标准蛋白质购自中科院上海生化所。

!# !# %" 培养基" 胶状几丁质 !F6 * :，酵母粉 *6 F :，
（7+H）’ 9IH !6 * :，J:9IH·F+’I *6 > :，K+’DIH

!6 >L :，蒸馏水定容至! *** M，调 @+值为 H6 F。
!# !# &" 培养条件" 菌种活化后接种到装 F* ;M 培
养基的 ’F* ;M的摇瓶中，’N O !N* 0 P ;$&振荡培养
HN #后，收集发酵液。
!# $" 酶活力的测定
参照 =&%Q&$Q 和 J,-,04- 的方法［N ( R］。! ;M 胶

体几丁质与适当稀释的酶液 ! ;M 于 F* O水浴保
温 ! #，上清液中的还原糖按 <79 法测定。一个酶
活力单位定义为每小时释放相当于 !** !: 78乙酰
氨基葡萄糖的还原糖所需的酶量。

!# %" 蛋白质含量的测定
蛋白质含量采用 S0,ATQ0A 法［!*］，以牛血清白蛋

白为标准蛋白质。

!# &" 酶的分离纯化

酶的分离纯化见文献［>］。发酵液离心浓缩
后，进行饱和（ 7+H）’ 9IH 沉淀、</=/8纤维素
（</>’）离子交换柱层析、9.@#,A.BC8!** 分子筛柱
层析。层析结束后收集活性部分，@+ L6 * 的 *6 !
;Q5 P M 7,’ +DIH8*6 *F ;Q5 P M 柠檬酸缓冲液透析除
盐，9<98D=C/确认纯度。
!# ’" 酶纯度鉴定和相对分子质量的测定

9<98D=C/分析几丁质酶纯度和亚基大小。浓
缩胶质量浓度 > : P AM，分离胶质量浓度 !* : P AM，@+
N6 > 的 U0$-8甘氨酸做电极缓冲液，稳流电泳后，考马
斯亮蓝 V’F* 染色。根据标准蛋白质的相对迁移率
对相对分子质量作图，求出该酶的相对分子质量。

!# (" 酶的抗菌活性测定
采用郭润芳等［L］的方法。将病原菌接种于直

径为 R6 * E;的 D<= 平板上，于 ’N O培养 ’ W H A，
在菌苔周围 !6 * E; 处打 ’ 个孔（直径 *6 F E;），每
孔加一定量的酶液，对照以等量的无菌水代替，继

续培养 ’ W H A，观察抑菌情况。供试病原菌为苹果
霉心病菌（:27’)*%)"% %27’)*%7%（206 ）K.$--56 ）和番茄
镰 刀 菌 果 腐 病 菌 （ ;1,%)"1& 3<=,63)1&
9E#56 .;.&A6 9&XA6 .% +,&-.&）。

$" 结果与分析

$# !" 酶的分离纯化
发酵液经离心浓缩后，加固体（7+H）’ 9IH至

R*Y饱和度，经离心透析后得到几丁质酶的粗酶样
品。粗酶液经 </=/8纤维素离子交换柱层析后出
现两个峰，见图 !。第 Z 峰为穿过峰，蛋白质浓度
高，酶活力低，主要为杂蛋白质。第"峰为吸附峰，
酶蛋白集中，酶活力高。收集酶活力峰，进行 9.@#,8
A.BC8!** 分子筛柱层析，见图 ’。洗脱曲线表明，主
峰中的酶蛋白集中，酶活力高，是样品中的几丁质

酶。

图 !" )*+*,纤维素（)*%$）柱层析分离酵母几丁质酶
-./0 !" 1234567 89.6.:527 ;< =7>95?7@ )*%$
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图 !" #$%&’($) *+,-- 柱层析纯化酵母几丁质酶
./01 !" 2345’6$ 7&/6/8’3$ 9: #$%&’($) *+,--

! ! 纯化结果表明：所得到的酶样品的比活力为
"##$ % & ’ ()，纯化倍数为 *$ #% 倍，收率为 %"$ +,-，
见表 %。
!; !" 几丁质酶的酶学性质
!; !; ," 相对分子质量的测定" 将上述样品浓缩后
和已知相对分子质量的标准蛋白质进行 ./.0
1234，电泳后经考马斯亮蓝 5"+# 染色，样品呈现
一条带，表明纯化后的几丁质酶为单一组分，已达

到电泳纯。以标准蛋白质的相对迁移率对相对分

子质量对数作图，求出该几丁质酶的相对分子质量

约为6" 6##，见图 ,。

表 ," 陆生伊萨酵母几丁质酶的纯化
<’91 ," =>?/@/A’6/48 4@ A&/6/8’3$ @?4B !; "#$$%&’()

纯化步骤 总酶活 ’ & 总蛋白质量 ’ () 比活力 ’（& ’ ()） 收率 ’ - 纯化倍数

粗提 7"#8 ## ""8 ," ,,8 "* %## %8 ##

9#-（:;6）" .<6 +=68 %6 %#8 +# ++8 *# =%8 %, %8 *7

/4240>?@@A@BC? ""+8 #* %8 =# %"+8 #, ,%8 "* ,8 7+

.?DEFG?H30%## 9#8 "* #8 6+ "##8 %# %"8 +, *8 #%

%8相对分子质量标记；"8 纯化的几丁质酶

图 C" 几丁质酶的 #D#+=E*F
./01 C" #D#+=E*F %’66$?8 4@ %>?/@/$( A&/6/8’3$

!; !; !" 酶的 !( 值和 "(FH ! 在 D; *$ # 的 #$ % (B@ ’ I
:F";1<60#$ #+ (B@ ’ I柠檬酸缓冲液中，以不同质量
浓度的胶体几丁质为底物，与纯化酶反应，在标准

条件下测定酶活力。几丁质质量浓度依次为 #、
%$ #、%$ "+、"$ +、+$ #、7$ + () ’ (I，以浓度的倒数 % ’
［#］为横坐标，反应速率的倒数 % $ " 为纵坐标作
IJK?L?FM0NAMO图，见图 6。几丁质酶的 !( 为 *$ 9%
() ’ (I，"(FH为 %"$ 9+ !(B@ ’ (JK。
!; !; C" 酶反应最适温度和热稳定性" 以 D; 7$ # 的
#$ % (B@ ’ I :F" ; 1<60#$ #+ (B@ ’ I 柠檬酸缓冲溶液

稀释胶体几丁质和酶液，混合后分别放在 ,#、6#、
+#、*#、7#、=# P的水浴锅中反应 % E，按常规法测
定酶活力。结果表明，该几丁质酶的最适反应温度

为 +# P，温度过高或过低酶活力会明显下降；将酶
液在上述温度梯度下保温 ,# (JK后水浴冷却，测定
剩余酶活力，发现该酶在 ,# Q +# P保温 ,# (JK 后
酶活力基本不变，*# P保温 ,# (JK 后，残存酶活力
9%$ *7-，而温度升高到 7# P时仍然有 6=$ %"-的
酶活力，说明此酶具有较高的热稳定性。见图 +。

图 G" 几丁质酶的 H/8$I$’?+J>?K图
./01 G" H/8$I$’?+J>?KL3 %546 4@ A&/6/8’3$
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!" !" #$ 酶反应最适 !"值和 !"值稳定性$ 分别以
下列不同 !" 值的缓冲溶液（ !" # $ %，&’ ( )*+ , -
./0"1234&’ &5 )*+ , - 柠檬酸；!" 6’ & $ ((’ &，&’ &5
)*+ , -甘氨酸4./2"）配制胶体几丁质和稀释酶液，
按常规法测定酶活力。结果表明，酶反应的最适

!"值为 7’ &，且 !"值在 5’ & $ 6’ & 之间酶活力差异
不大；将酶液与上述不同 !"值的缓冲液在 5& 8下
保温 3 9后，测定剩余酶的活力，发现在 !" 5’ & $
6’ & 之间，5& 8保温 3 9 后，酶活力仍高于 7&:；在
!" ;5’ & 或 !" < 6’ & 的条件下，5& 8保温 3 9 后，
酶活力明显下降，表明该酶在 !" 5’ & $ 6’ & 较稳
定，见图 =。

图 %$ 温度对几丁质酶活力及热稳定性的影响
&’() %$ *++,-. /+ .,01,23.42, /5 3-.’6’.7 358 9.3:’;’.7

/+ -<’.’539,

图 =$ 1>值对几丁质酶活力及稳定性的影响
&’() =$ *++,-. /+ 1> /5 3-.’6’.7 358 9.3:’;’.7 /+ -<’.’?

539,

!" @$ 酶的抗菌活性
将 5& !-质量浓度为 (&& !> , )-的几丁质酶液

加入供试菌菌苔周围培养基孔，继续培养 0 $ 3 ?，
观察抑菌情况。结果表明，几丁质酶对苹果霉心病

菌（ !’ "#$%&’"$"）和 番 茄 镰 刀 菌 果 腐 病 菌
（(’ )*+,-)&./）菌丝生长均有一定的抑制作用，见图
7。

(@ 蒸馏水；0@ (&& !> , )-几丁质酶

图 A$ 几丁质酶对不同病原菌的影响
&’() A$ *++,-. /+ -<’.’539, /5 8’++,2,5. 13.</(,5’- +45(’

@$ 讨$ 论

作者从陆生伊萨酵母（ 0’ $%&&12)#"）发酵液中纯
化出一种胞外几丁质酶，纯化了 =’ &( 倍，纯化倍数
相对较低，在其它真菌几丁质酶的纯化中也观察到

同样的现象，原因可能是经胶状几丁质诱导后，几

丁质酶大量产生，而其它蛋白质较少，因而纯化倍

数较低［=，((］。该酶的相对分子质量、最适反应温度、

最适 !"值等特性，与许多文献已报道的不同来源
的几丁质酶有差异［0 A =］。几丁质酶是一种差异较大

的水解酶类，这些差异的产生，是由于不同菌株产

酶的性质不同引起的。

几丁质酶是一种与重寄生、抗病防卫反应有关

的酶类，许多拮抗菌通过产生几丁质酶来降解病原

菌细胞壁［(0］，但由于菌株产生的几丁质酶热稳定性

差，对酸、碱敏感性强，因而限制了它在大田中的实

际应用。作者纯化的陆生伊萨酵母（ 0’ $%&&12)#"）几
丁质酶对热、!"值有较高的稳定性，且对供试病原
菌丝生长有一定的抑制作用，预示了其在果蔬病害

防治方面有诱人的应用前景。

参考文献（BCDCECFGCH）：
［( ］IJ)J K’ L9C G9JMJF/HC CFG*?JF> M* N/HC? 231O >CFC CF?*PH 4,%.5)&’)’", 6#.)&%,2%’, PJM9 M9C G/!/GJMQ M* G*FME*+ !+/FM !/M9*>CFH

JF H*J+［R］@ B,5,，(663，(37：%( A %#@
［0 ］S/F> I -，I9J9 T -，-J/F> L S，CM /+@ 1UEJDJG/MJ*F /F? G9/E/GMCEJV/MJ*F *D MP* /FMJDUF>/+ G9JMJF/HC CWME/GC++U+/E+Q !E*?UGC? NQ

7"21##., "/+#)#18.%6"21%’, X=5= JF / H9EJ)! /F? GE/N H9C++ !*P?CE)C?JU)［ R］@ C/4253; /+ D(2’-4;.4223; 358 &//8 E<,0’9?
.27，0&&0，5&（%）：003( A 003%@

［# ］唐亚雄，赵建，丁诗华，等@ 产气肠杆菌几丁质酶的分离纯化及性质研究［R］@ 微生物学报，0&&&，3(（(）：%0 A %=@

#6Y 第 ( 期 冯金荣等：拮抗性酵母几丁质酶的纯化、性质及抗菌活性

万方数据



! ! "#$% &’()*+,-，./#0 1*’,，23$% 45*(/6’ ，78 ’9: ;6<*=*>’8*+, ’,? @<+@7<8*7A += >5*8*,’A7 =<+B !"#$%&’()#$% ($%&*$"$+［1］: !"#$
%&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$，CDDD，EF（F）：GC H GI:（ *, J5*,7A7）

［E ］4’K6<+ /，&+A5*8’L’ &，&+L+M，78 ’9: ;6<*=*>’8*+, ’,? >5’<’>87<*N’8*+, += >5*8*,’A7 @<+?6>7? KO ,#%$-#&./)$+ $%/#0%($1+［ 1］: .
/&("012，FPGP，FDQ：EGE H EGP:

［Q ］R+<*8+ S，/’O7A J T，2* ;*78<+ #，78 ’9: ;6<*=*>’8*+,，>5’<’>787<*N’8*+, ’,? AO,7<-*A8*> ’>8*U*8O += ’ -96>’, F，V(!(-96>+A*?’A7
’,? ’, $(’>789O(!(-996>+A’B*,*?’A7 =<+B 2%3)0&4$%.( 0(%53("1.［1］: 304#(5$#0(*(+4，FPPE，GE（E）：VPG H EDQ:

［I ］郭润芳，李多川，王荣: 疏绵状嗜热丝孢菌热稳定几丁质酶的纯化及其性质研究［ 1］: 微生物学报，CDDQ，EQ（C）：CWD H
CWE:

! ! %X0 Y6,(M’,-，R3 26+(J56’,，Z#$% Y+,-: ;6<*=*>’8*+, ’,? @<+@7<8*7A += ’ 857<B+A8’K97 >5*8*,’A7 =<+B 857<B+@5*9*> =6,-6A
20$%.&./)$+ 6("1*3"&+1+［1］: !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$，CDDQ，EQ（C）：CWD H CWE:（ *, J5*,7A7）

［W ］范青，田世平，刘海波，等: 两种拮抗菌 !(F，V(葡聚糖酶和几丁质酶的产生及其抑菌的可能机理［ 1］:科学通报，CDDF，EI
（CD）：FWFV H FWFW:

! ! M#$ [*,-，"3#$ 45*(;*,-，R3X /’*(\+，78 ’9: "57 @+AA*K97 B7>5’,*AB += >5*8,’A7 ’,? !(F，V ! -96>+A*?’A7 =<+B 8]+ ’,8’-+,*A(
8*> B*><++<-’,*AB［1］: ,"&1-"1 6(#&7&"$#&(-，CDDF，EI（CD）：FWFV H FWFW:（ *, J5*,7A7）

［G ］#,8+,*+ Y，X8<*>5 S，Y+9’,? \，78 ’9: J5*8*,’A7A += ,#%$-#&./)$+ &637()$&73%343+ ’,? A*,-,*=*>’,>7 += @<+>7AA*,- =+< B698*@9*>*8O
［1］: . /$"#1’&(*，FPPC，FWE（FF）：VEQD H VEQP:

［P ］S’A’<6 S，#L*<’ 0，"’B+ M，78 ’9: #>8*+, @’887<, += ’7<+B +,’A 5O?<+@5*9’ >5*8*,’A7 +, @’<8*’99O $(’>78O9’87? >5*8+A’,［ 1］:
!+’&" /&(* 8012，FPPD，QE（E）̂ GWF H GWW:

［FD］\<’?=+<? S S: # <’@*? ’,? A7,A*8*U7 B785+? =+< 857 _6’,8*8’8*+, += B*><+-<’B _6’,8*8*7A += @<+87*, 68*9*N*,- 857 @<*,>*@97 += @<+(
87*,A(?O7K*,?*,-［1］: !-$*4#&"$* /&("012&9#’4，FPWI，CCW：CEG H CQP:

［FF］%6+_*,- )，J56,A57,- 1，16 .，78 ’9: # ,+U79 >5*8*,’A7 5’U*,- ’ 6,*_67 B+?7 += ’>8*+, =<+B 8+-$%*3661+ 91.3*(#1+ &1(EDW［1］:
:;’ . /&("012，CDDF，CIG：EDWP H EDGQ:

［FC］R+<*8+ S，/’<B’, % ‘，/’O7A J T，78 ’9: J5*8*,+9O8*> 7,NOB7A @<+?6>7? KO 2%3)0&4$%.( 0(%53("1.：’,8*=6,-’* ’>8*U*8O += @6<*(
=*7? 7,?+>5*8*,’A7 ’,? >5*8+K*+A*?’A7［1］: 304#(5$#0(*(+4，FPPV，GV（V）：VDC H VDW:

（责任编辑：李春丽）
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