
!" 卷 #期
"$$"年 %"月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.+/

0’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"$$"

"国家自然科学基金（1$$2$3%!）和教育部“长江学者奖励计划”资助
""通讯联系人 4 5 -67(：-89+:8; ,(<) =>? ) +@?) ,:
作者简介：张丽靖（%A2A 5），女，浙江金华人，硕士研究生，从事昆虫病原真菌及害虫微生物防治研究。

收稿日期："$$"B$1B"2，修回日期："$$"B$#B"!

球孢白僵菌液体培养条件下淀粉酶的产生
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摘 要：球孢白僵菌（!"#$%"&’# (#))’#*#）是一种经典的昆虫病原真菌。利用自蚜虫分离的菌
株 CDE2$"对该菌产淀粉酶的条件及理化特性进行了研究。从二次旋转组合设计的 %1种液
体培养基中，筛选出适合该菌产淀粉酶的培养基配方，其成份为可溶性淀粉 $F1G，葡萄糖、
蛋白胨和酵母粉各 $F3G。含 %$# 个分生孢子H-I的此培养液恒温（"3 J %）K振荡（%"$/H-7:）
培养 1F3@，菌丝生物量为 %#F2-8H-I，产淀粉酶量达 3"2F%?H-8菌丝的最大值；培养液初始 LM
! N #最有利淀粉酶的产生，产酶量为 %1%3FE N %!1AF"?H-8菌丝。淀粉酶活性在 !$K、LM !F$
条件下最高，在 LM 1 N E范围内 "$K下处理 "$-7:或在 LM! N #范围内 12K下处理 % O酶活较
为稳定；!$K下处理 "$-7:酶活保持 A$G以上，3$K和 #$K下处理相同时间则酶活分别丧失

3"G和 A%G。一定浓度的 P6" Q有利于酶活提高，但 P?" Q、R:" Q、06Q、M8" Q、S+" Q 和 R8" Q 等常
见金属离子则不同程度地抑制酶活。
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球孢白僵菌（!"#$%"&’# (#))’#*#）是最常见的昆虫病原真菌之一，被广泛研究用于害虫
的微生物防治，其孢子粉的生产常采用液 5固两相发酵法，生产周期一般在 "周左右［%，"］。
我们在以缩短发酵生产周期和提高孢子粉质量为目的的工艺研究中，发现一菌株能有效

利用低值陈米作为固相发酵基质，不仅使白僵菌孢子粉质量大幅提高并易于收获，还使生

产周期缩短。该菌株能有效利用大米作为固相发酵基质，说明它具有产淀粉酶的能力。

在昆虫病原真菌的研究中，虽然胞外蛋白酶、几丁酶和脂酶等常被联想到与侵染过程中的

寄主体壁穿透有关而广受关注［1 N #］，但其产淀粉酶的特性却很少研究报道。曾有人注意

到金龟子绿僵菌（+",#&-’.’$/ #*’)012’#"）产生的淀粉酶与毒力的相关性［2］和几种虫霉产淀
粉酶的特性［E］，但至今未见球孢白僵菌产淀粉酶及其相关特性的报道。本文报道一球孢

白僵菌株产淀粉酶及其特性的研究结果。

! 材料和方法

!"! 菌种
实验所用球孢白僵菌 CDE2$"菌株自麦二叉蚜（ 34-’.#1-’) 5&#/’*$/（V’:@6:7））上分离



获得［!］，在萨氏培养基（"#$%）［!］平板上保存于 &’冰箱中。
!"# 粗酶液的制备和菌丝生物量测定
供试菌株在 "#$%平板上培养产孢，取少许孢子粉配制成浓度为 ( ) *+, 个孢子-./

的悬液，按 01的比例接入盛有 &+./萨氏培养液（"#$%中去掉琼脂，简称 "#2）的 *++./
锥形瓶中，使培养液中孢子浓度为 *+3 个孢子-./，然后在 (0’下振荡培养 4506，过滤后离
心（( +++ 7-.89）*+.89，上清液即为测定用粗酶液。过滤物在 3+’下烘至恒重，精确称量
干菌丝重量，换算为单位容积的菌丝生物量。

!"$ 酶活测定
参照 :;.8<=>9等的方法［*+］，略加改进。取 +5(1可溶性淀粉溶液 *./，置于 *+./试

管中，加入 +50./ ?: 35+广泛缓冲液，于 &+’水浴预热 0 .89，加入 +50./粗酶液，摇匀保
温酶解 *0 .89。反应结束时取 +50./反应液在 0 ./稀碘液中显色，再在紫外分光光度仪
（"?@A=7>98A!B C@9@DEDFG 0 "?@A=7>?H>=>.@=@7，"?@A=7>98A I9D=7J.@9=D，I9A K，L%）3(+ 9.下比色，
记录吸光度（!" 值），并计算相应水解的淀粉量。重复 4次。
在上述条件下测定的酶活为标准酶活，一个酶活力单位（J）定义为在此条件下每分钟

水解 *!M淀粉所需的酶量。
!"% 产淀粉酶的条件
!"%"! 液体培养基配方优化：在固定蛋白胨和酵母粉含量（*++ ./中含 +50M）的条件下，
通过添加适量分析纯可溶性淀粉而考查葡萄糖和淀粉两因子对淀粉酶产生的影响。采用

二次旋转组合设计方法［**］，每 *++./液体培养基中可溶性淀粉和葡萄糖的零水平分别为
+54M和 +50M，步长分别为 +5(M和 +54M，共产生 *4个配方。各配方培养基灭菌后，接种球
孢白僵菌孢子悬液，恒温（(0 N）*’，振荡（*(+7-.89）培养 4506，然后测定发酵液中的淀粉
酶活性。

!"%"# 培养时间的影响：在含 +501葡萄糖、+541淀粉、+501蛋白胨及 +501酵母粉的液
体培养基中接入孢子悬液，分别恒温（(0 N *）’振荡（*(+7-.89）培养 (&、&O、,(、!3、*(+ 及
*&& H。每处理重复 4次，测定发酵液中菌体生物量和淀粉酶活性。
!"%"$ 初始 ?:的影响：液体培养基同上，用 *5+ .><-/盐酸和氢氧化钠溶液将培养基的
初始 ?:分别调到 &5+、05+、35+、350、,5+和 O5+。接菌后振荡培养 & 6，测定发酵液中的菌
丝干重、淀粉酶活性和终 ?:值。
!"& 淀粉酶的特性测定
!"&"! 酶作用最适 ?:及其稳定性：分别取不同 ?:值的广泛缓冲液 +50./，在酶反应前
与 *5+./ +5(1可溶性淀粉溶液共预热 0.89，然后加入酶液进行反应，以测定其在不同 ?:
下的活性。另外，先用广泛缓冲液将酶液调到 ?: (53、45+、&5+、05+、35+、,5+、O5+和 !5+，
在 (+’下保温 (+.89或 4,’下保温 * H，然后将其 ?:值调回到 35+，再测定酶的活力。不
同 ?:下的酶活测定值与标准酶活测定值之比，即为剩余活力。
!"&"# 酶作用最适温度及稳定性：将酶反应体系温度分别调到 4+、&+、&0、0+、3+及 ,+’，
然后在 ?:35+条件下测定淀粉酶的活性，以明确酶反应的适宜温度。将酶液在 &+、0+、3+
和 ,+’下分别处理 (+、&+、3+和 O+.89，冷却至室温时测定酶的剩余活力，以分析酶的热稳
定性。
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!"#"$ 金属离子的影响：分别将 !" ##$%&’ 的 ()*+,、-.*+,、/012345!、67(%!、-7*+,、

(5(%! 和 89*+, 溶液与酶液 : ;:混合，<=>反应 !#?.，以蒸馏水作对照，测定酶剩余活力。

% 结果

%"! 产酶培养基
对二次旋转组合设计试验结果的分析表明，供试菌在 :<种液体培养基中的淀粉酶产

量存在明显差异，变幅为 !!:@A B C!=@:)&#7菌丝。淀粉酶产量 D与培养液中葡萄糖含量
E: 和可溶性淀粉含量 E! 之间存在优化关系：D F ,GC@G! H C<@<<E: I G:@=<E!: I !C@:!E!!（J K
"@"C）。
根据该模型的优化结果，含淀粉 "@<L和葡萄糖 "@CL（蛋白胨和酵母粉固定在

"@CL）的培养基产淀粉酶量最大，达 ,GC@G)&#7菌丝，与试验观察最大值相对应的培养基
完全吻合。作为对照的标准 *0M培养基的产酶量为 :A@A)&#7，仅相当于上述最佳培养基
产酶量的 <@:L。因此，以下有关试验均以该液体培养基作为淀粉酶的产生基质。
%"% 培养时间对淀粉酶的影响
供试菌株在液体培养的前 =!N以菌体生长和增殖为主，至 =!N时菌丝生物量达到最

大值。在液培的第 !, N至 GA N期间，发酵液中的淀粉酶浓度不断上升，在第 GA N时达最
大值（图 :）。
在菌丝生物量达到高峰后继续培养，由于菌丝老化而自溶，使菌丝生物量不断下降，

淀粉酶活性也随之下降。因此，供试菌株产淀粉酶的液培时间以 , O为宜。

图 ! 液体培养时间对球孢白僵菌 &’()*%菌丝
生物量和产淀粉酶的影响
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%"$ 培养基初始 +,对淀粉酶产生的影响
初始 V6为 ,@" B Y@" 的液体培养基接种

后经 , O培养产酶，终 V6值绝大多数不超过
,@C，仅初始 V6为 A@"处理的终 V6为 ,@G。方
差分析表明，不同初始 V6处理下的淀粉酶产
量存在极显著差异（’ F G,@GC，( K "@":）。在
初始 V6等于 ,@"、C@" 和 A@" 的培养液中，淀
粉酶产量分别为（:,<G@! [ ,:@A）、（:<:C@Y [
G:@C）和（:,!:@" [ !G@!）)&#7菌丝，显著高于初
始 V6为 A@C 时的产酶量［（YCG@C [ :!!@,!）)&
#7菌丝］和 Y@"时的产酶量［（==Y@= [ ,Y@:）)&
#7菌丝］。

%"- 淀粉酶的特性
%"-"! 最适 V6及其稳定性：供试菌淀粉酶活性受酸碱度影响较大，在偏酸的反应条件下
酶活较高（图 ! I 2）。V6 < B A是较适宜的酶活范围，V6 ,@"时酶活最高，达 CA<= )&#’。
在 !">下处理 !" #?.，淀粉酶在 V6< B Y范围内稳定性良好，剩余活力保持在 =CL以上，
在 V6 , B A范围内剩余活力达 YYL B GAL；<=>下处理 : N，酶活的 V6稳定范围变窄，在
V6 , B A范围内酶活保存 =CL B YAL，在此范围之外酶活锐减（图 !3M）。
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!"#"! 最适温度及其稳定性：供试菌淀粉酶在 !" # $%&内表现不同程度的活性（图 !’(）。
当反应温度低于 )%&时，其活性随着温度的上升而增强，超过 )%&则酶活性随温度升高
而不断下降，而 )%&时酶活最高，达 *"+,-./0。热稳定试验（图 !’1）表明，淀粉酶在 )%&
下处理 !%/23后仍保持 4%5以上活性，但 "%&和 6%&下处理 !% /23则酶活分别丧失 "!5
和 4+5。

图 ! 不同 $%（&、’）和不同温度（(、)）下球孢白僵菌淀粉酶的活性及稳定性
7289! :;<2=2<> ?3@ A<?B2C2<> DE ! 9 "#$$%#&# ?/>C?AFA ?< @2EEFGF3< HI（: ?3@ J）?3@ <F/HFG?<-GF（( ?3@ 1）

图 * 金属离子对球孢白僵菌淀粉酶活性的影
响

7289 * KLF 23EC-F3;F DE @2EEFGF3< /F<?C ;?<2D3A D3 <LF ?;<2=2’

<> DE ! 9 "#$$%#&# ?/>C?AFA

!"#"* 金属离子的影响：测定了 $ 种金属离
子，除 (?! M对酶活略有激活作用外，其它离子
都表现为不同程度的抑制作用，其差异极为显

著（’ N !,O,%，( P %O%+）。图 *给出不同金属
离子对酶活影响的程度及其多重比较结果，各

处理间不同字母表示在!N %O%" 水平上差异
显著，相同字母则表示差异不显著。其中，

7F! M的抑制作用最强，与对照相比的相对酶活
力仅 ,O65；(-! M、I8! M、Q8! M和 Q3! M对酶活的
抑制作用依次减弱，而 R?M对酶活的抑制作用

明显比上述 )种金属离子更弱，但与对照相比
仍达显著水平。
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! 讨论
球孢白僵菌能产生降解寄主昆虫体壁的

蛋白酶、几丁酶和脂酶等胞外酶，在致病机理和筛选高效杀虫菌株的研究中颇受重

视［! " #］。尽管有报道称虫瘟霉和绿僵菌可产生淀粉酶并与其对寄主的毒力有关［$，%］，但在

昆虫病原真菌的研究中淀粉酶较少被关注。在本研究中，球孢白僵菌产生的淀粉酶在

&’(和 )* &+’条件下活性最高，产酶量逾 , &’’-./0菌丝，且一定浓度的 123 4有利于酶活
提高。这是首次关于球孢白僵菌产淀粉酶及其特性的报道。

值得注意的是，作为一种经典的杀虫微生物，球孢白僵菌近年的研究出现了超越害虫

微生物防治领域的势头。该菌经诱导可产生高壳聚糖酶［,3］，其液培菌丝可产生用于生物

催化的环氧化物水解酶［,!］和可识别 567/89:;<=>9?9:=9>@6抗原及相关结构的凝血素［,&］，还
能作为特殊的生物反应器合成倍半萜、双萜及其衍生物［,A，,#］。因此，该菌在生物医药和生

物化工领域的应用前景初见端倪。淀粉酶是被广泛应用的大宗酶系，因分解淀粉的方式

不同而分为!;淀粉酶、";淀粉酶、糖化酶、异淀粉酶及环糊精葡糖基转移酶等。本研究揭
示了球孢白僵菌产淀粉酶的能力及基本理化特性，但其所属类型和用途有待于进一步探

索。

球孢白僵菌产淀粉酶的特性是其能利用谷物营养固相发酵生产气生分生孢子粉的生

化基础。事实上，除白僵菌外，其它丝孢类杀虫真菌也能在谷物表面上生长产孢。这为固

相发酵生产用于害虫防治目的的高纯度孢子粉提供了重要依据。
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I2MO 期 张丽靖等：球孢白僵菌液体培养条件下淀粉酶的产生及活性影响因子




