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粘帚霉几丁质酶 GcCHI1 的结构鉴定及其抑菌作用 
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摘  要：【目的】对分离纯化自链孢粘帚霉(Gliocladium catenulatum) HL-1-1 菌株的几丁质酶

GcCHI1 进行化学结构鉴定，并测定该酶对几种病原真菌的抑菌机制。【方法】几丁质酶 GcCHI1
化学结构鉴定采用 Nano-ESI-MS/MS 技术。该酶对病原真菌菌丝生长、病原菌孢子萌发和病原菌

菌核萌发的抑制作用采用牛津杯法等方法。【结果】获得几丁质 GcCHI1 胰蛋白酶水解肽段的肽

质量指纹谱图，较好的 MS/MS 图谱，以及 3 个肽段的氨基酸序列(均<15 个氨基酸)，分别为

LYNSNDAIEAFISR、VIGYFTQWGIYGR、LNLGIGYYGR。经 Mascot 数据库检索认为与来自

Stenotrophomonas maltophilials 34S1 的几丁质酶 A 具有高度的相似性。几丁质酶 GcCHI1 能明显

抑制立枯丝核菌、油菜菌核病菌、番茄灰霉病菌等多种植物病原真菌的菌丝生长、孢子萌发和菌

核萌发。【结论】几丁质酶 GcCHI1 对多种植物病原菌有抑制作用，因此几丁质酶 GcCHI1 是

HL-1-1 菌株抑菌作用的机制之一。 
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Abstract: [Objective] Identification the chemical structure of chitinase GcCHI1 that isolated and 
purified form Gliocladium catenulatum HL-1-1 strain, and tested the antifungal effects and revealed the 
antifungal mechanism on several kinds of plant pathogenic fungi. [Methods] Nano-ESI-MS/MS 
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methods and Oxford cup method. [Results] Peptide mass fingerprint atlas of trypsin hydrolysis peptide, 
MS/MS atlas and 3 peptide amino acid sequences (<15 amino acids), called LYNSNDAIEAFISR, 
VIGYFTQWGIYGR and LNLGIGYYGR were received. After blasted in the Mascot database, 
GcCHI1 was found the highest homology similarity with chitinase A of Stenotrophomonas maltophilial 
strain 34S1. Another result about antifungal effects and antifungal mechanism found chitinase GcCHI1 
inhibited hyphal elongation, spore germination and sclerotium germination of such strains as 
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, and Botrytis cinerea et al.. [Conclusion] This paper 
analyzed the chemical structure of chitinase GcCHI1. And revealed the antigungal mechanism of 
biocontrol fugus HL-1-1 for chitinase GcCHI1’s antifungal activities. 

Keywords: Gliocladium, Chitinase, Mass spectrometry, Antibacterial effect 

粘帚霉(Gliocladium spp.)是一类广泛存在于土

壤中、近似于木霉的植物病原真菌的寄生菌，可寄

生于多种植物病原真菌的菌丝和菌核，具有较好的

生防潜力，已经引起国内外学者的重视。国外成功

开发出了分别以粉红粘帚霉(Gliocladium roseum)和

链孢粘帚霉(Gliocladium catenulatum)为有效成分的

生物农药 SoilGard 和 Primastop[1-2]，用于多种植物

病害的防治[3-4]。 

我们在研究大豆菌核病菌菌核重寄生菌时，经

大量筛选获得一株对菌核有强寄生能力的链孢粘

帚霉菌株(G. catenulatum) HL-1-1。研究表明该菌株

室内对菌核的寄生率达 100%，使 90%以上的菌核

腐烂。温室盆栽实验表明该菌株对核盘菌引起的大

豆菌核病、立枯丝核菌引起的茄科蔬菜猝倒病、水

稻纹枯病防效均达 80%以上，并对多种植物病原真

菌具有抑制作用[5-6]。该菌株经诱导能够产生较强的

几丁质酶活性，实验表明该几丁质酶对核盘菌有明

显的抑制作用[7]，有必要对该几丁质酶进行分离纯

化、结构鉴定和抗菌作用研究。本课题组以核盘菌

菌核粉为诱导培养基进行发酵，从发酵液中分离纯

化出一种分子量为 51 kD 左右的几丁质酶，命名为

GcCHI1，并研究了其酶学性质。本文采用纳升电喷

雾 - 四 极 杆 - 飞 行 时 间 串 联 质 谱

(Nano-ESI-Q-TOF-MS/MS) 技 术 ， 对 几 丁 质 酶

GcCHI1 进行鉴定，并系统测定该几丁质酶的抗菌

作用，旨在为该几丁质酶的基因克隆和功能分析提

供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料和仪器设备 

胰蛋白酶为德国 Roche 公司经修饰的测序级的

酶(产品编号 1418025)；色谱纯乙腈为美国 Fisher 
Scientific 产品；其他试剂均为国产分析纯。实验用

水为 Milli2Q 纯水器制备的去离子水。 
鉴定 GcCHI1 几丁质酶采用纳升电喷雾-四极

杆-飞行时间串联质谱(Nano-ESI-Q-TOF2)，实验在

军事医学科学院完成。实验所用植物病原菌，如油

菜菌核病菌(Sclerotinia sclerotiorum)、番茄灰霉病菌

(Botuytis cinerea)，辣椒疫霉病菌(Phytophora capsici)
等，均来自中国农业科学院生物防治研究所，由本

实验室保存。 
PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200、葡萄糖 20、琼

脂 15−20，pH 自然。 

1.2  实验方法 
1.2.1  几丁质酶GcCHI1的制备及其SDS-PAGE电

泳：将 粗 酶 液 置 于 冰 水 浴 中 ， 加 入 硫 酸 铵

[(NH4)2SO4)]使溶液分别达到35%、45%、55%、65%、

75%、85%的盐饱和度，冰浴中继续缓慢搅拌2 h，
4 °C、7 000 r/min离心30 min。沉淀复溶于0.05 mol/L 
pH 8.0的Tris-HCl缓冲液中，用Sephadex G-25凝胶

过滤层析脱盐，上样量为15 mL，流速为6 mL/min，
洗脱液为0.05 mol/L pH 8.0的Tris-HCl缓冲液。按吸

收峰收集，每管0.5 mL，测定不同吸收峰的所有收

集管的几丁质酶活性。合并有酶活性吸收峰处的不

同收集管的收集液，用于进一步纯化。将脱盐后收

集得到的具有几丁质酶活性的蛋白质溶液用截留 
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分子量为30 kD的YM-30超滤离心管进行超滤浓缩，

分别测定超滤管膜上、下溶液的几丁质酶活性，保

留有酶活性部分。将超滤浓缩后有酶活性部分的样

品进行离子交换层析。采用安玛西亚生物技术(上海)
有限公司AKTA explorer System层析系统(阴离子预

装柱，型号：Source TM 15Q 4.6/100 PE)，柱体积

1.7 mL，填料的平均粒直径为15 μm，每毫升载量

为45 mg BSA。上柱样品的体积约为3 mL，流速为

2 mL/min，梯度洗脱。层析缓冲系统：A液为

0.05 mol/L pH 8.0的Tris-HCl缓冲液，B液为1 mol/L
的NaCl溶液，上样前用A液5倍柱体积洗脱系统。B
液洗脱浓度梯度及洗脱体积为16% 2倍柱体积，20% 
2倍柱体积，100% 2倍柱体积，按洗脱蛋白峰

(280 nm吸收峰)收集洗脱液，上样即收，每管收集

2 mL，洗脱结束后，将峰收集液在磷酸缓冲液

(0.02 mol/L pH 5.8)中进行透析脱盐，分别测定各个

蛋白吸收峰的几丁质酶活性和蛋白含量。电泳检测

几丁质酶纯度。阴离子层析收集液，浓缩后使用非

变性电泳继续纯化，回收电泳凝胶上的不同条带，

分别检测几丁质酶活性，纯化出几丁质酶GcCHI1。
将经过纯度检验达到电泳纯的几丁质酶样品进行

SDS-PAGE电泳，分离胶浓度为12%，150−200 V电

泳1 h。以SDS-PAGE低分子量标准蛋白为标准蛋白，

以确定酶的分子量大小。 
1.2.2  质谱样品的制备：将从SDS-PAGE上分离后

经考马斯亮蓝染色的几丁质酶Gc-chitinase斑点用

刀片切下并切成1 mm2的胶块，置于Eppendorf管中，

用100 μL 50%乙腈-100 mmol/L 碳酸氢铵洗2−3次，

每次20 min至胶片完全脱色。脱色后的胶片置于真

空干燥器SpeedVac (Savant Instruments，USA)中干

燥 20 min，然后加入 10 mg/L的胰蛋白酶液

(25 mmol/L碳酸氢铵溶液，pH 8.0) 5−10 μL，于4 °C
放置 40 min，使胶片完全吸收酶液，再补加

25 mmol/L碳酸氢铵缓冲液10 μL，于37 °C温育过

夜。用5% TFA 50−100 μL于40 °C提取酶切肽段，1 h
一次；再用相同体积的50% ACN-2.5%TFA溶液

于30 °C提取，1 h一次；最后用50 μL ACN超声提取

一次；合并3次提取液，用真空干燥器SpeedVac进

行干燥。干燥后的样品用3−5 μL 0.5%的TFA溶液溶

解，备用。 
1.2.3  质 谱 鉴 定 ： Nano-ESI-MS/MS 为 英 国

Micromass公司的正交加速电喷雾串联质谱仪

Q-TOF2。配备纳升喷雾源。所有测定均在正离子方

式下进行。质谱仪的校正是用Glu-fib的串联质谱碎

片校正的，质量准确度小于0.1 Da。雾化气为氮气，

碰撞气体为氩气。离子源温度80 °C，锥孔电压50 V
左右。TOF加速电压为9.1 kV。MCP检测器电压为

2 200 V。进行Nano-ESI-MS/MS分析时，毛细管电

压为800−1 000 V。首先进行一级质谱扫描，得到

ESI-MS图。从ESI-MS图中随机选择几个强度比较

高的峰进行MS/MS分析。采用Mcromass的专用软件

MaxEnt3对MS/MS图进行处理后，利用Micromass
公司的专用软件MasSeq，直接推导出肽段序列，得

到的肽段序列与 Mascot 数据库中的多肽理论

MS/MS裂解图进行序列比对分析，得到匹配分值较

高的肽段。进一步通过NCBI BLAST数据库查询几

丁质酶的相关信息，得到几丁质酶的氨基酸组成数

目以及测定的序列在整个序列中所处的位置。 
1.2.4  几丁质酶对病原真菌菌丝生长的抑制作用：

采用牛津杯法进行测定。将供试的不同病原真菌接

种于PDA平板上，培养1周后用灭菌的打孔器打直

径6 mm的菌苔，重新接种于新的PDA平板中间。当

菌落生长到3−4 cm时，从菌落边缘1 cm处放置无菌

的牛津杯，向杯中分别加入浓度为10 mg/L的粗酶

液、纯酶液200 μL，12 h后观察结果。以pH 8.0 Tris
缓冲液为对照，每种病菌接种3皿为3次平行。重复

3次取平均值并计算标准差。 
1.2.5  几丁质酶对病原菌孢子萌发的抑制作用：将

培养7 d的供试的病原菌孢子用浓度为10 mg/L的粗

酶液、纯酶液配成浓度为106 CFU/mL左右的孢子悬

浮液，取0.2 mL涂布于PDA平板上，28 °C保温培养，

2 h后调查孢子萌发率，以缓冲液为对照，每一处理

接种3皿为3次平行。重复3次取平均值并计算标

准差。 
1.2.6  几丁质酶对两种病原菌菌核萌发的抑制作

用：将立枯丝核菌和核盘菌的菌核表面消毒后，酶
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液中 28 °C 保温 24 h，用无菌滤纸将表面吸干放置

于 PDA 平板上，2 d 后调查菌核的萌发率，每种病

菌处理 50 粒菌核。 

2  结果与分析 

2.1  几丁质酶 GcCHI1 的制备及 SDS-PAGE 电

泳分析结果 
粗酶液经硫酸铵分级沉淀、SourceTM 15Q 

4.6/100 PE 离子交换柱层析、非变性凝胶电泳等方

法进行纯化，SDS-PAGE 检测几丁质酶纯度，谱带

单一，与标准蛋白比较，分子量约为 51 kD (图 1)。
纯化数据见表 1。 

2.2  几丁质酶 GcCHI1 斑点的 ESI-MS 分析 
首先对几丁质酶 GcCHI1 经胰蛋白酶酶解后的

肽段进行一级质谱鉴定。胰蛋白酶酶切后的肽段，

在一级质谱中产生了较清晰的不同 m/z 值峰，得到 

97.4
66.2

43.0

31.0

22.1

6 5 4 3 2 1 M kD

 
 
 
图 1  非变性凝胶电泳回收后蛋白样品的电泳图谱 
Figure 1  SDS-PAGE profile of protein samples collected 
via non-denatured electrophoresis 
注：M：标准蛋白；1−2：无活性蛋白；3−4：纯化的几丁质酶；

5−6：SourceTM 15Q 4.6/100 PE 柱层析活性组分. 

Note: M: Protein marker; 1−2: No activity protein; 3−4: Purified 
Chitinase; 5−6: SourceTM 15Q 4.6/100 PE column chromatography 
of active components. 

 
表 1  链胞粘帚霉 HL-1-1 几丁质酶的纯化 

Table 1  Purification of chitinase from G. catenulatum HL-1-1 

步骤 
Step 

总蛋白量 
Total protein (mg) 

酶比活 
Specific activity (U/mg) 

酶总量 
Total activity (U)

酶产率 
Yield (%) 

纯化倍数 
Purification factor (fold)

Crude extract 190.4 1.21 230.84 100.0 1.00 
85% (NH4)2SO 4 50.3 3.24 162.83 70.5 2.68 
SourceTM 15Q 4.6/100 PE 12.4 5.50 68.20 29.5 4.55 
 0.6 12.17 7.30 3.2 10.06 
 

 
 

图 2  几丁质酶 GcCHI1 的胰蛋白酶酶切肽质量指纹谱 
Figure 2  Tryptic peptide mapping of GcCHI1 chitinase (ESI-MS) 
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图 3  m/z 值为 806.89 的 MS/MS 图谱 
Figure 3  ESI-MS/MS spectrum of m/z equal 806.89 

 

 
 

图 4  m/z 值为 780.40 的 MS/MS 图谱 
Figure 4  ESI-MS/MS spectrum of m/z equal 780.40 

 



112 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.1 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 5  m/z 值为 563.31 的 MS/MS 图谱 
Figure 5  ESI-MS/MS spectrumof m/z equal 563.31 

 
几丁质酶 GcCHI1 的肽质量指纹图谱，图谱见图 2，

可进一步进行 MS/MS 分析。 

2.3  几丁质酶 GcCHI1 的 MS/MS 分析 
随机选择 m/z 值分别为 806.89、780.40、563.31 

的 3 个多肽片段进行 Nano-ESI-MS/MS 分析，图 3−5

是 m/z 值分别为 806.89、780.40、563.31 的 MS/MS
图谱。 

用 Micromass 公司 MasSeq 软件对测定出的所

有 y 离子进行序列分析，推导出了 3 个肽段的氨基

酸 序 列 ， 分 别 为 LYNSNDAIEAFISR 、

VIGYFTQWGIYGR、LNLGIGYYGR。3 个肽段的

分子量理论值与实验测定值误差很小，结果见表 2。 

2.4  几丁质酶 GcCHI1 多肽序列分析 
将 ESI-MS/MS 所得到的肽段序列，经 Mascot

数据库[8]查询，得到 5 个查询结果，登录号分别为

Gi/19526711 、 Gi/2429326 、 Gi/7710068 、

Gi/15605167、Gi/15966318。其中 Gi/19526711 和

Gi/2429326 均有 2 个肽段相匹配，分值分别为 128

和 110，鉴定结果分别为 Chitinase 和 Chitinase A。

其余查询结果只有 1 个肽段匹配，且分值均较低，

只有 27。几丁质酶 GcCHI1 鉴定结果见表 3。 

分值(Score)是一个参考值，通常与匹配肽段相

互参照来确定鉴定蛋白质的可靠程度。软件规定得

分大于 44 时为相同的种类或高度同源。从表 3 可

以看出，本实验查询结果中 Gi/19526711 和

Gi/2429326 中分别有 2 个肽段与之完全匹配，且分

值分别为 128 和 110，其他查询结果的分值低于 44，

因而鉴定结果认为本实验纯化得到的几丁质酶

GcCHI1 与 来 自 Uncultured bacterium 和

Stenotrophomonas maltophilial 的几丁质酶和几丁质

酶 A 具有高度的同源性，而与来自于木霉等其他真

菌所产生的几丁质酶没有同源性。进一步通过

NCBI BLAST 数 据 库 查 询 Gi/19526711 和

Gi/2429326 的相关信息，得到了 2 种几丁质酶的氨

基酸组成数目以及测定的序列在整个序列中所处

的位置，结果见表 4。 
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表 2  几丁质酶 GcCHI1 的 ESI-MS/MS 鉴定结果 
Table 2  Results of GcCHI1 chitinase identified by ESI-MS/MS 

肽段号 
Peptide No. 

质荷比 
m/z 

电荷 
Charge 

分子量(实测值/理论值) 
Mass Da (Measured/Theory) 

氨基酸序列 
Amino acid sequence 

1 563.31 1 1 124.61/1 124.60 LNLGIGYYGR 
2 780.40 1 1 558.79/1 558.79 VIGYFTQWGIYGR 
3 806.89 1 1 611.76/1 611.79 LYNSNDAIEAFISR 

 
表 3  Mascot 软件查询蛋白结果 

Table 3  Mascot search results 
肽段名 

Peptide name 
分值 

Total score 
分子量 

Mass (Da) 
匹配的肽段1 

Peptides matched1 
结论 

Results 
来源 

Source 
Gi/19526711 128 15 144 2 (1,3) Chitinase Uncultured bacterium 
Gi/2429326 110 72 339 2 (1,2) Chitinase A Stenotrophomonas maltophilial 
Gi/7710068 27 46 816 1 (1) Neuraminidase Mus musculus 
Gi/15605167 27 73 261 1 (1)   
Gi/15966318 27 53 633 1 (1)   

注：括号中数字为匹配的肽段序号. 
Note: The number in bracket was the matched peptide. 
 

表 4  Gi/19526711 的肽段匹配结果 
Table 4  Peptides matches between Gi/19526711 and peptides obtained Mascot search results 

肽段名 
Peptide name 

肽段序号 
Peptide No. 

质量电荷比 
m/z 

肽段位置 
Start-End 

序列 
Sequence 

1 563.31 125–134 LNLGIGYYGR Gi/19526711 
(Chitinase) 3 806.89 105–118 LYNSNDAIEAFISR 

1 563.31 586–595 LNLGIGYYGR Gi/2429326 
(Chitinase A) 2 780.40 300–312 VIGYFTQWGIYGR 

 
Gi/19526711 (Chitinase)是一个具有 139 个氨基酸具有几丁质酶活性的蛋白质。分子量为 15 144 Da。序

列如下： 
1   VDIDWEWPVA CGIACGTPED NANFTALMAE FRRQLDAVRP GLLLTVAVGA GIDKIRVTDP 
61  AAYHPYLDYI NVMTYDFHGA WDAKTNHQSA LFDSPSDPST GDQKLYNSND AIEAFISRGV 
121 PAAKLNLGIGYYGRGWTGV 

Gi/2429326 (Chitinase A)是由 chiA 基因编码的具有 700 个氨基酸、具有几丁质酶活性的蛋白质，分子
量为 72 339 Da，序列如下： 
1   MPDPMMRSAV TSISLQPAAR HKRWLLALAL AAAATPSLAL AANCTGAPEW NAAVIYLSGT 
61  TLQKGGVLYR ANQDIWNAPP DHPAGAPYYT NLGACDGSGS NQPPTVSLTA PTAGASFTAG  
121 SSITVSANAA DSDGSVSKVE FFRGGTSLGI DTSAPYSVTW ANASAGSHTF KAVATDNNNA  
181 VTSSATVSVT VTASSNDTTP PSVPGGLASP SKTATTVNLV WSAATDNSGG SGVAGYDVYR  
241 NGSLVGSPSA TQYTDGGLTA STAYTYTVRA RDNAGNASAQ SGSISVTTAA GGGGGGTKRV 
301 IGYFTQWGIY GRNYRVKNID TSGSAAKLTH INYAFGNVRN NRCEVGVTQASDPNTGVGGD  
361 AFADYTKAFG AGESVSGSAD TWDQPLRGNW QLKQLKAKH PNVKVLISLG GWTWSRGFSS  
421 AAQPANRQAF VASCVDAYIK GNLPVTDGAG GVGAAAGVFD GIDIDWEYPVACGLSCGTPA 
481 DNANYTALLA EFRRQLDAVR PGLLLTVAVG AGIDKIRVTD PAAYHPYLDFINVMTYDFHG 
541 AWDPQTNHHSALFDSPADPS TGDQKLYNSN AMEAFLSRGVPASKLNLGIGYYGRGWTGV  
601 ASGNNGLYKS AGGAAPGTYE GIEDWKVLKNLNWPVYTDT VAKATWISNGTTFWSVDTPA 
661 MVTEKMGYVK AQGLGGAFFW EFSGDDPQGT LTKAISDGLN 
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比 较 Gi/19526711 (Chitinase) 和 Gi/2429326 
(Chitinase A)的序列，Gi/2429326 (Chitinase A)的序

列中含有Gi/19526711 (Chitinase)的序列。而本实验

测定的几丁质酶 GcCHI1 分子量为 51 kD ，与

Gi/2429326 (Chitinase A)近似，因而认为链孢粘帚霉

(Gliocladium catenulatum) HL-1-1菌株产生的几丁

质酶GcCHI1与来自Stenotrophomonas maltophilial 
34S1菌株的Chitinase A[9]高度同源。肽段1处于

586−595位，肽段2处于300−312位。 

2.5  GcCHI1对病原菌菌丝生长的影响 
GcCHI1 粗酶液和纯酶液对 10 种病原菌都表现

出不同程度的抑制作用(表 5)。粗酶液对油菜菌核病

菌、番茄灰霉病菌的抑制作用较大，对辣椒疫霉病

的抑制作用最小。纯酶液对番茄灰霉病菌、立枯丝

核菌的抑制作用较大，对辣椒疫霉病菌、番茄早疫

病菌的生长抑制作用较小。 

2.6  几丁质酶GcCHI1对病原真菌孢子萌发的

影响 
几丁质酶 GcCHI1 对供试的小麦雪腐病菌、葡

萄白腐病菌、玉米黄斑病病菌、番茄早疫病菌、斑

点落叶病菌的分生孢子萌芽均有明显的抑制作用，

酶液处理的孢子萌发率明显低于对照，除纯酶液处

理番茄早疫病菌的孢子萌发率高于粗酶液外，其余

均低于粗酶液。对辣椒疫霉病菌孢子萌发的抑制作

用较小，其孢子萌发率与对照差异极小。 
2.7  GcCHI1对两种病原菌菌核萌发的影响 

经 GcCHI1 粗酶液和纯酶液处理后的大豆菌核

病菌菌核的萌发率分别为 75%和 63%，明显低于对

照的 94%。立枯丝核菌菌核经粗酶液和纯酶液处理

后的萌发率分别为 45%和 21%，而对照的萌发率达

95%。说明 GcCHI1 酶液对供试的 2 种病菌的菌核

萌发具有明显的抑制作用，对立枯丝核菌菌核的萌

发抑制作用大于对油菜菌核病病原菌菌核抑制作

用，且纯酶液比粗酶液抑制萌发的作用强。 

3  结论与讨论 

Kobayashi 等从 Stenotrophomonas maltophilial 

34S1菌株的培养液中通过疏水层析纯化出了具有

几丁质酶活性的51 kD的蛋白质，并通过一系列实

验证实该蛋白质是由chiA基因编码的几丁质酶[9]。

Kobayashi等的研究结果为几丁质酶在植物病害生

防中的作用提供了直接证据。本实验获得的几丁质

酶GcCHI1与Kobayashi等获得的Chitinase A蛋白质

序列高度同源，因此可以用于植物病害的生物防治

研究。 

目前，几丁质酶在寄生菌的作用机制中所发挥

的作用已得到普遍认可，国内外许多学者从菌寄生

真菌的发酵液中分离纯化到多种几丁质酶，并系统 
 

表 5  几丁质酶 GcCHI1 对 10 种病原真菌的抑菌带宽度 
Table 5  Effect of GcCHI1 chitinase on the growth of various pathogens 

病原菌 
Pathogens 

粗酶抑菌带宽度 
The inhibition zone width of crude enzyme 

纯酶抑菌带宽度 
The inhibition zone width of pure enzyme 

Fusarium oxysporum 2.47±0.123 1.26±0.063 

Sclerotinia sclerotiorum 3.08±0.154 2.74±0.137 

Phytophthora capsici 0.59±0.030 0.47±0.023 

Coniella diplodiella 3.28±0.164 1.99±0.096 

Fusarium graminicola 2.38±0.119 2.77±0.136 

Botrytis cinerea 3.34±0.167 3.74±0.187 

Curvularia lunata 2.18±0.109 1.28±0.064 

Alternaria solani 1.58±0.079 0.45±0.022 

Alternaria alternataf 2.40±0.117 2.16±0.108 

Rhizoctonia solani 2.41±0.114 3.60±0.132 
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研究了几丁质酶的抗菌作用。Lorito 等研究表明与

菌寄生作用关系密切的是一种分子量为 42 kD 的内

切几丁质酶，该酶对灰葡萄孢霉(Botrytis cinerea)分

生孢子萌发的 ED50 为 45−49 mg/L，几丁质二糖酶

的 ED50 为 112−121 mg/L，而哈茨木霉(Trichoderma 

hazianum)本身对上述几丁质酶具有抗性，ED50 大于

1 000 mg/L，他们从哈茨木霉 P1 菌株中克隆出内切

几丁质酶基因 ThEn42，该基因与细菌及其他丝状真

菌的几丁质酶基因具有较高的相似性[10]，该基因是

目前抗病基因遗传和转化研究的常用材料。 

陶刚等从木霉中分离纯化的几丁质酶对烟草

赤星病菌孢子萌发具有明显的抑制作用[11]。郭润芳

等从Thermomyces lanuginosus中分离纯化出分子量

在 48.0−49.8 kD 之间、对供试病原菌有不同程度抑

制作用的几丁质酶[12]。阎瑞香等研究了重组几丁质

酶对引起果蔬采后腐烂的病原真菌灰霉和根霉的

抑制效果，表明重组几丁质酶对果蔬采后病原真菌

具有明显抑制效果，在果蔬采后病害的生物防治中

具有应用开发前景 [13]。惠有为等从重组工程菌

GS115-pPIC9k-ChiA4.0 发酵液中纯化出了可以通

过酶解真菌细胞壁中的几丁质达到抑菌作用的几

丁质酶，证明了几丁质酶的抑菌作用机制为降解真

菌细胞壁中的几丁质[14]。 
目前，质谱技术已成为现代蛋白质科学中最重

要和不可缺少的组成部分。其中纳升电喷雾-四极

杆-飞行时间串联质谱(Nano-ESI-MS/MS)已经发展

成为分析从 1D 和 2D 上分离得到的微量蛋白质的

有利工具[15]。有关质谱技术用于粘帚霉几丁质酶的

鉴定研究上未见报道，本实验结果为粘帚霉几丁质

酶基因化学合成和生物克隆及功能分析奠定了

基础。 
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