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摘   要: 从汕头海湾养殖区域的海底沉积物中分离到 1 株几丁质酶活性较高的菌株 , 命名为

SWCH-6, 根据菌株的形态特征、生理生化特征和 16S rDNA 序列, 确定该菌株为嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophlilla)。采用单因素优化方法结合正交实验, 得到菌株 SWCH-6 产几丁质酶的最

佳发酵条件：胶体几丁质 25.0 g/L, 胰蛋白胨 10.0 g/L, 陈海水 1.0 L, pH 8.5, 32℃, 150 r/min 培养 
72 h; 在该条件下酶活力达 0.39 U/mL。此外, 菌株所产几丁质酶的最适催化 pH 5.0; 最适催化温

度为 40℃; Cu2+、Fe3+及表面活性剂 Tween-80 能增强该酶的催化活性; Zn2+、Mn2+及表面活性剂

SDS、洗衣粉对该酶的催化活性有抑制作用, 与其它几丁质酶存在着一些不同。 
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Screening, Identification of a Chitinolytic Bacterium Strain 
SWCH-6 and Its Optimal Chitinase Fermentation Conditions 

WANG Hai-Dong  CHEN Biao  LUN Jing-Sheng  WANG Cheng  HU Zhong* 
(Department of Biology, Shantou University, Shantou 515063) 

Abstract: A bacterium, having high chitinolytic activity, was isolated from sediment of Shantou Bay, named 
SWCH-6. According to its physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequence, it was 
identified as Aeromonas hydrophlilla. The optimal chitinase fermentation conditions of strain SWCH-6 were 
conformed by single-factor experiments and orthogonal experiments, they were colloidal chitin 25.0 g/L, 
tryptone 10.0 g/L, seawater 1 L, pH 8.5, 32 , 150℃  r/min for 72 h. In these conditions, its chitinase activity 
reached 0.39 U/mL. In addition, at 40 and pH℃  5.0, its chitinase performed the highest catalytic activity and 
its chitinase activity could be enhanced by Cu2+, Fe3+ and surfactant toween-80; weakened by Zn2+, Mn2+ and 
surfactants SDS, detergent powder, and there were some differences from orther chitinases. 

Keywords: Chitinase, Aeromonas hydrophlilla, Optimization 

几丁质 (Chitin)又称甲壳素、甲壳质 , 是以
β-1,4-N-乙酰-D-氨基葡萄糖为基本单位的直链多聚
物, 其含量在自然界中仅次于纤维素居第二位, 地

球上每年都会产生大量的几丁质, 产生的同时被微
生物迅速降解[1]。1905年, Benecke首次发现能够降
解几丁质的贝内克氏菌(Beneckea chitinovora)[2], 随
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后, 人们相继发现许多细菌、放线菌、真菌都可以
产生几丁质酶降解几丁质作为能量来源, 并且, 在
病毒、植物、动物中也发现了几丁质酶[3−6]。 

几丁质酶(Chitinase EC3.2.1.14)是一种专一性
降解几丁质的酶类, 可以把几丁质酶降解为几丁单
糖或几丁寡糖。根据几丁质酶氨基酸序列的同源性, 
将其分为 18 和 19 两个家族。其中, 18 家族几丁质
酶广泛存在于病毒、微生物、植物和动物中, 而 19
家族几丁质酶主要存在于植物中。另外, 在链霉菌
属和一些拟诺卡氏菌属的放线菌中, 唐菖蒲伯克霍
尔德氏菌和气单胞菌 10S-2株中也发现了 19家族几
丁质酶, 绝大多数的微生物 19家族几丁质酶和植物
的 19家族几丁质酶在催化区有很高的同源性[7−10]。 

几丁质酶在多个领域有着广阔的应用前景。几

丁质酶降解几丁质得到的中间产物被广泛的应用于

医药、食品、化妆品、饲料和造纸等多个行业。目

前 , 几丁质酶的重点研究领域在于筛选产酶量高 , 
适合规模化生产的菌株, 寻找合适的发酵工艺, 构
建几丁质酶表达系统应用于农作物病虫害的生物防

治等方面, 并且, 已经成功的获得了一批几丁质酶
转基因抗病农作物：烟草[3]、大豆[11]、棉花、水稻

和玉米[12]等。 
本实验旨在寻找几丁质酶活力较高的菌株, 实

验室分离的 1株高产几丁质酶菌株 SWCH-6为嗜水
气单胞菌, 由于该菌是一种病原菌, 对水产动物、畜
禽和人都有致病性, 所以, 国内外对该菌的研究主
要集中在其致病机理和防治方面, 对其几丁质酶的
研究国外已有相关的报道, 而国内还较少见。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验室 2006 年 12 月在广东省汕头市汕头海湾

养殖区采集的 9份海底沉积物样品。 

1.2  试剂 
几 丁 质 粉 Chitin(C8H13NO5)n, 胰 蛋 白 胨

(tryptone)购自广州威佳科技有限公司, 其它均为国
产分析纯试剂。 

1.3  培养基 
1.3.1  筛选培养基：胶体几丁质 3.0 g/L, 胰蛋白胨
5.0 g/L, 琼脂 15.0 g/L, 陈海水 1.0 L, pH 7.0。 
1.3.2  条件优化基础培养基：胶体几丁质 3.0 g/L, 

胰蛋白胨 3.0 g/L, 陈海水 1.0 L, pH 7.0, 50 mL三角

瓶分装 20 mL培养基。 

1.3.3  2216E 培养基：胰蛋白胨 5.0 g/L, 酵母提取

物 1.0 g/mL, 18.6 g/L 的 K2HPO4 溶液 4.0 mL,  

1.0 g/L的 Fe2(SO4)3溶液 2.0 mL, pH 7.6~pH 7.8。 

1.4  胶体几丁质溶液的制备 
称取 10.0 g几丁质粉加 176 mL浓盐酸, 搅拌均

匀, 4℃静置 24 h, 加去离子水 1.0 L, 9000 r/min离心 

5 min, 取沉淀, 去离子水反复洗至中性, 最后用陈

海水溶解, 配制成浓度为 25.0 g/L 的胶体几丁质溶

液, 1.05 MPa灭菌 20 min, 室温保存备用[13]。 

1.5  DNS 溶液的配制 
称取酒石酸钾钠 182.0 g, 加 500 mL蒸溜水, 加

热(50℃左右), 加入 3, 5-二硝基水杨酸(DNS) 6.3 g, 
氢氧化钠 21.0 g, 苯酚 5.0 g, 搅拌至完全溶解, 冷却
后加蒸馏水至 1.0 L, 放置 7 d后使用。 

1.6  菌株筛选方法 
取 10.0 g 海底沉积物样品, 加入到含有玻璃珠

和 100 mL无菌水的 250 mL摇瓶中, 25℃, 150 r/min, 
3 h, 静置 30 min, 取上清液, 适当稀释, 取 0.1 mL
涂布平板, 25℃培养 4 d~7 d, 挑取产生透明圈比较
明显的菌株。 

1.7  菌种鉴定 
1.7.1  生理生化实验：按照伯杰氏手册和致病性嗜

水气单胞菌检验方法的国家标准进行[14, 15]。 
1.7.2  Biolog 细菌鉴定系统鉴定：按操作手册进行。 
1.7.3  菌株 16S rDNA 鉴定：基因序列的扩增采用

细菌通用引物：27F: 5′-AGAGTTTGATC(C/A)TG 
GCTCAG-3′, 1492R: 5′-TACGG(C/T)TACCTTG 
TTACGACTT-3′反应条件为：95℃预变性 10 min;  
94℃变性 1 min, 50℃复性 1 min, 72℃延伸 2 min,  
30个循环; 最后 72℃延伸 10 min。得到的 16S rDNA
基因片段, 连接 pUC-Tm载体, 转化 DH5α菌株, 由
英骏生物技术有限公司(广州)测序, 提交NCBI数据
库对比鉴定。 

1.8  酶活力测定方法 
取发酵液, 3000 r/min离心 10 min, 上清液即为

粗酶液, 取 1.0 mL, 加入 1.0 mL用磷酸缓冲液(pH 
7.0)配制的 1.0%胶体几丁质, 50℃水浴 30 min, 加
DNS试剂 2.0 mL, 沸水浴 10 min, 迅速冷却至室温, 
3000 r/min离心 10 min。测定 OD540, 跟据 N-乙酰-D-
氨基葡萄糖标准曲线计算酶活力[16−18]。 

酶活单位定义(U)：在最适条件下, 1 min催化产
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生相当于 1 μmol 的N-乙酰-D-氨基葡萄糖的还原糖
所需的酶量。 

1.9  正交实验设计 
实验采用 L9(34)正交表, 4个因素及其 3个水平

分别为：A：胶体几丁质 15.0 g/L、20.0 g/L 和 
25.0 g/L; B：胰蛋白胨 10.0 g/L、15.0 g/L和 20.0 g/L; 
C：pH 值 8.5、9.0 和 9.5; D：温度 29℃、32℃和 
35℃。实验结果采用正交实验助手进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  产酶菌株的筛选与鉴定 
本实验分离到产透明圈较大的菌株 69株, 选取

产生透明圈最大、最稳定的一株命名为 SWCH-6, 其
菌落呈圆形, 淡黄白色, 半透明, 中央凸起, 边缘整
齐, 表面光滑湿润, 有淡淡的香味, 易于挑起(图 1)。
用分析型扫描电镜观察, 该菌株呈短杆状, 大小在
1.5 μm左右(图 2)。 

菌株 SWCH-6经过 Biolog细菌鉴定系统鉴定与
基因Ⅰ型嗜水气单胞菌最为接近, 其 16S rDNA 基 

 

 
 
图 1  菌株 SWCH-6 的菌落形态及透明圈 
Fig. 1  Colony shape and clear zones of SWCH-6 
 

 
 
图 2  菌株 SWCH-6 在分析型扫描电镜下的形态 
Fig. 2 Shape of SWCH-6 observed by analytical scanning 
electron microscope 

因序列与嗜水气单胞菌的 16S rDNA 序列相似性达
到 99％, 同时, 综合菌株的生理生化特征(表 1), 参
照伯杰氏手册[14]和致病性嗜水气单胞菌检验方法的

国家标准[15]确定该菌株为嗜水气单胞菌。 
 

表 1  菌株 SWCH-6 的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 

of strain SWCH-6 

生理生化特征检测 
Tests of physiological and  
biochemical characteristics 

结果 
Results 

 

标准结果
Standard 
results 

Gram stain − − 

Indole test + + 

Oxidase + + 

Catalase + + 

Glucose fermentation + + 

Salicylaldehyde glycosides fermentation + + 

Sucrose fermentation + + 

Arab sugar fermentation + + 

Aescinate glycosides fermentation + + 

V-P + + 

+: Positive reaction; −: Negative reaction 
 

2.2  菌株 SWCH-6 几丁质酶发酵条件优化 
实验采用单因素优化方法结合正交实验对菌株

SWCH-6产酶的最佳碳源、氮源、起始 pH、温度和
接种量等进行了优化研究, 每个实验 3次平行。 

挑取在 2216E 固体平板上活化的菌株 SWCH-6
的单菌落, 接种液体 2216E培养基, 150 r/min, 37℃
培养 18 h, 2.0％接种量重新接种新鲜培养基继续培
养 8 h, 用做产酶条件优化的菌种。 

实验发现接种量在 1.0％~5.0％之间对菌株
SWCH-6 的产酶没有明显的影响, 所以, 后续研究
接种量均按常规的 2.0％。 
2.2.1  培养时间对产酶的影响及生长曲线：接种基

础培养基, 25℃, 150 r/min培养, 从 36 h开始, 每隔
12 h 取样品测酶活力, 涂平板计算活菌密度。由生
长曲线可以看出菌株 SWCH-6在 60 h时密度达到最
大值, 进入了稳定期, 而酶活力在 72 h 时才达到峰
值, 表现出了滞后性; 随着培养时间的延长活菌密
度迅速降低, 酶活力也相应的下降(图 3)。 
2.2.2  培养温度对产酶的影响：接种基础培养基 , 
分别在 22℃、27℃、32℃、37℃和 42℃, 150 r/min
培养 72 h, 检测酶活。由图 4 可以看出 , 菌株
SWCH-6的最佳产酶温度为 32℃, 培养温度升高, 产
酶量迅速降低, 表明菌株适合较低温度的产酶环境。 
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图 3  培养时间对菌株 SWCH-6 产酶的影响及生长曲线 
Fig. 3  Growth curve and effect of time on chitinase pro- 
duction  
 

 
 
图 4  培养温度对菌株 SWCH-6 产酶的影响 
Fig. 4  Effect of temperature on chitinase production 
 
2.2.3  起始 pH 值对产酶的影响：接种 pH 分别为
8.0、8.5、9.0、9.5 和 10.0 的基础培养基, 32℃,  
150 r/min培养 72 h, 检测酶活。发现菌株 SWCH-6
在起始 pH 9.0时酶活力最高, pH 10.0时菌株依然能
够产生大量的几丁质酶, 说明菌株比较适合碱性的
产酶环境, 这可能与其分离环境汕头海湾水域海水
偏碱性(pH 8.0)有关(图 5)。 
2.2.4  培养基装量对产酶的影响：摇瓶中分别装与

其体积比为 30％、40％、50％、60％和 70％的基础
培养基, pH 9.0, 接种, 32℃, 150 r/min培养 72 h, 检
测酶活。发现培养基装量对菌株 SWCH-6的产酶活
力没有显著的影响, 在培养基装量为 40％时的酶活
力相对较高, 说明菌株在供氧充足和不充足的条件
下均能很好的产酶(图 6)。 
2.2.5  不同碳源对产酶的影响：接种分别以胶体几

丁质、粉末几丁质、羧甲基纤维素(CMC)、羧甲基
纤维素钠(CMC-Na)、壳聚糖为碳源(浓度 3.0 g/L)的
基础培养基, pH 9.0, 32℃, 150 r/min培养 72 h, 检测
酶活。由图 7 可以看出胶体几丁质是菌株 SWCH-6
较好的产酶碳源, 粉末几丁质和壳聚糖虽然也是几
丁质, 但不如胶体几丁质在溶液中分散均匀, 不易

于诱导产生几丁质酶, 羧甲基纤维素和羧甲基纤维
素钠基本上不能诱导产生几丁质酶 , 说明菌株
SWCH-6 的几丁质酶底物特异性较强, 不具备纤维
素酶活性。 
 

 
 

图 5  起始 pH 值对菌株 SWCH-6 产酶的影响 
Fig. 5  Effect of pH on chitinase production 
 

 
 
图 6  培养基装量对菌株 SWCH-6 产酶的影响 
Fig. 6  Effect of culture medium volume on chitinase pro-
duction 
 

 
 
图 7  不同碳源对菌株 SWCH-6 产酶的影响 
Fig. 7  Effect of different carbon sources on chitinase pro-
duction 
 
2.2.6  不同氮源对产酶的影响：接种分别以有机氮

源酵母粉、胰蛋白胨和牛肉膏, 无机氮源硫酸铵、
硝酸铵和尿素(浓度 3.0 g/L)为氮源的基础培养基, 
pH 9.0, 32℃, 150 r/min培养 72 h, 检测酶活。发现
胰蛋白胨是菌株 SWCH-6 较好的产酶氮源, 可能是
因为胰蛋白胨这种有机氮源更容易被利用缘故; 另
外, 尿素是比较好的无机氮源(图 8)。 
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图 8  不同氮源对菌株 SWCH-6 产酶的影响 
Fig. 8  Effect of different nitrogen sources on chitinase 
production 
 
2.3  菌株 SWCH-6 的几丁质酶性质 
2.3.1  最适催化温度：1.0 mL粗酶液, 加 1.0 mL的   
1.0％的胶体几丁质 , 分别在 4℃、30℃、40℃、 
50℃、60℃和 70℃反应 30 min, 检测酶活。结果显
示酶的最适催化温度为 40℃, 随着温度的升高酶活
力迅速下降(图 9)。 
 

 
 
图 9  温度对菌株 SWCH-6 几丁质酶活力的影响 
Fig. 9  Effect of temperature on chitinase activity 
 
2.3.2  最适催化 pH：pH分别为 3.0、4.0、5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0和 10.0的粗酶液 1.0 mL, 加入 1.0 mL
相应 pH的 1.0％胶体几丁质, 40℃水浴 30 min, 检测
酶活。发现酶的最适催化 pH 5.0, 在 pH 4.0~pH 8.0
范围内酶活力比较稳定, 不适合太酸或太碱的催化
环境(图 10)。 
 

 
 
图 10  pH 对菌株 SWCH-6 几丁质酶活力的影响 
Fig. 10  Effect of pH on chitinase activity 
 

2.3.3  金属离子对酶活性的影响：1.0 mL的粗酶液
分别添加终浓度为 1 mmol/L 的 Fe3+、Zn2+、Ba2+、

Mg2+、Cu2+和 Mn2+, 加入 1.0 mL pH 5.0的 1.0％胶
体几丁质溶液, 40℃水浴 30min, 检测酶活。数据显
示 Fe3+和 Cu2+可以提高酶的催化活力, 其中 Cu2+最

明显; Zn2+和 Mn2+ 对粗酶的催化活性有抑制作用, 
其中 Mn2+比较明显; Ba2+和 Mg2+对酶活力没有明显

的影响(图 11)。 
 

 
 
图 11  金属离子对酶催化活性的影响 
Fig. 11  Effect of metal ions on chitinase activity 
 
2.3.4  表面活性剂对酶活性的影响：1.0 mL的粗酶
液分别添加终浓度为 0.2 g/L的洗衣粉、Tween-20、
Tween-80、SDS和 Triton X-100, 加入 1.0 mL pH5.0
的 1.0％胶体几丁质溶液, 40℃水浴 30 min, 检测酶
活。由图 12 可以看出 Tween-80 可以微弱的提高酶
催化活性; Tween-20 和 Triton-100 对酶催化活性没
有明显的影响; SDS 和洗衣粉对酶催化活性有微弱
的抑制作用。 
 

 
 

图 12  表面活性剂对粗酶催化活性的影响 
Fig. 12  Effect of Surfactants on chitinase activity 
 
2.4  正交实验 

在单因素优化实验结果的基础上, 设计了 L9(34)
正交实验对最适产酶碳源胶体几丁质、氮源胰蛋白

胨、起始 pH 和温度之间的交互作用做了进一步的
研究。由于实验发现胶体几丁质和胰蛋白胨的浓度
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越大, 几丁质酶活力也会越高, 但培养基也会变得
越粘稠 , 不再适合摇瓶发酵 , 所以 , 实验选用了比
较适中的胶体几丁质和胰蛋白胨浓度来做正交实

验。实验得到了最佳的因素水平组合A3B1C1D3, 即
胶体几丁质浓度 25.0 g/L, 胰蛋白胨浓度 10.0 g/L, 
pH 8.5, 温度 35℃; R 值 A>D >B>C, 则 A为最显著
因素, 即胶体几丁质浓度对菌株 SWCH-6 产酶的影
响最明显(表 2)。 

 

表 2  L9(34)正交实验结果 
Table 2  Results of orthogonal experiment L9(34) 

实验编号
Experiment 

No. 

因素 A 
Factor 

A 

因素 B 
Factor 

B 

因素 C 
Factor 

C 

因素 D 
Factor 

D 

酶活 
Chitinase 
activity 
(U/mL) 

M1 1 1 1 1 0.16 
M2 1 2 2 2 0.15 
M3 1 3 3 3 0.17 
M4 2 1 2 3 0.29 
M5 2 2 3 1 0.19 
M6 2 3 1 2 0.22 
M7 3 1 3 2 0.31 
M8 3 2 1 3 0.33 
M9 3 3 2 1 0.26 
Ⅰ 0.160 0.253 0.237 0.203  

Ⅱ 0.233 0.223 0.233 0.227  

Ⅲ 0.300 0.217 0.223 0.263  

R 0.140 0.036 0.014 0.060  
 

以菌株 SWCH-6最佳的产酶条件发酵几丁质酶, 
即胶体几丁质 25.0 g/L, 胰蛋白胨 10.0 g/L, 陈海水
1.0 L, pH 8.5, 32℃, 150 r/min培养 72 h。取 1.0 mL
粗酶液加入 1.0 mL pH 5.0的 1.0％胶体几丁质溶液, 
40℃水浴 30 min, 检测酶活力达到 0.39 U/mL。 

3  讨论 

目前 ,  报道的产几丁质酶菌株的酶活力高低 
各不相同, 且由于测定酶活力的方法、选用的底物、
酶活单位的定义和酶活力的表示方式等方面存在 
着比较大的差别 ,  给菌株之间酶活力大小的比较 
带来不便。丁秀琼和李静等人曾分别对一株气单 
胞菌、一株细菌 C4[19]和一株放线菌[20]做了产几丁 
质酶条件优化的相关研究 ,  换算后酶活力分别为 
0.062 U/mL、0.099 U/mL和 1.06 U/mL, 不同的菌株酶
活力的差别比较大。菌株 SWCH-6的几丁质酶活力优
化后可达到 0.39 U/mL, 属于酶活力比较高的菌株。 

一般情况下, 几丁质酶对热比较稳定, 在 4℃~ 
60℃之间都具有酶活性, 激烈热球菌的几丁质酶在

100℃时仍然能正常进行水解反应 [21], 但大多数微
生物几丁质酶的最适反应温度为 40℃~50℃之间。
菌株 SWCH-6的几丁质酶最适催化温度为 40℃, 伴
随着温度的升高酶活力会迅速下降, 属于不耐热的
几丁质酶。 

几丁质酶最适催化 pH 值的范围很大, 一般在
pH 3.0~pH 11.0 之间, 但绝大多数微生物几丁质酶
最适催化 pH 值为 pH 4.0~pH 6.0 的偏酸环境, 在 
pH 3.0~pH 11.0时通常都比较稳定。菌株 SWCH-6
的几丁质酶最适催化 pH 5.0, 属于酸性几丁质酶, 
酶活力在 pH 4.0~pH 8.0范围内比较稳定, 具备一般
几丁质酶的特点。 

几丁质酶的活性还受到环境中金属离子的影响, 
如 Fe3+、Cu2+、Zn2+、Co2+、Mn2+和 Mg2+等对几丁

质酶活力都有不同程度的影响, 几丁质酶的来源不
同其抑制或激活的作用也不尽相同。一般情况下 , 
如 Fe3+、Fe2+、Zn2+对酶的活性有较大的抑制作用, 而
Mg2+和 Mn2+则有一定的激活作用[22]。菌株 SWCH-6
的几丁质酶活力能够被 Fe3+所激活, 被 Zn2+和 Mn2+

所抑制, Mg2+对酶活力没有明显的影响, 与一般几
丁质酶存在着一定的差别。 

几丁质酶一般都是诱导酶, 它的产生往往需要几
丁质或几丁质衍生物等底物的诱导, 受葡萄糖和几
丁质降解产物的抑制, 菌株 SWCH-6也是一样。但也
有例外, 如拟诺卡氏菌(Nocardiopsis prasina) OPC-  
131株表达几丁质酶的过程并不受葡萄糖的抑制。 

国外对嗜水气单胞菌几丁质酶系编码基因也做

过相应的探索, Mike和 Fumio等就曾分别对其一段
3 kb左右的几丁质酶编码基因做过报道。在国内, 厦
门大学的肖湘等对一株豚鼠气单胞菌株 CB101做了
比较深入的研究[23−30]。 

本实验筛选到几丁质酶活力较高的嗜水气单胞

菌株 SWCH-6, 优化确定了其最佳的产酶条件, 并对
其几丁质酶的性质做了初步的研究, 为下一步系统
的研究其几丁质酶系及其编码基因做好了准备工作。 
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