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苏云金芽胞杆菌几丁质酶 ! 特性及其杀虫抑真菌的作用

刘东，陈月华!，蔡峻，肖亮，刘传
（南开大学微生物学系，分子微生物学与技术教育部重点实验室，天津 C&&&D$）

摘要：【目的】本文对苏云金芽胞杆菌科默尔亚种 $(NC 菌株（.$"&**/0 #1/’&-+2-0&0 >-+>9? "(*32’& $(NC，简称 O8
$(NC）几丁质酶 O（B7@8@<.>* O，简称 47@O）的特性及其杀虫抑真菌作用作了初步研究。【方法】将大肠杆菌

（40"12’&"1&$ "(*&）中表达的 O8 $(NC 菌株的 47@O，经过硫酸铵沉淀、透析、1*97.L*H PG#&& 凝胶层析，最终得到

初步纯化的几丁质酶。利用酶谱方法确定分子量，并且对 # 种分子量的酶蛋白进行了质谱鉴定。对各种金

属离子对 47@O 酶活的影响、最适反应温度及 9Q、温度及 9Q 稳定性等理化特性进行研究，并且测定了 47@O
抑制真菌孢子萌发的活性和对甜菜夜蛾和棉铃虫的杀虫增效作用。【结果】47@O 分子量约为 D& KR.。同时

证明检测到的 3! KR. 蛋白为 D& KR. 蛋白 4 端的降解产物。47@O 最适作用温度为 3&S，最适 9Q 值为 (，在温

度 #&S T 3&S和 9Q ! T % 的范围内均有良好的稳定性。供试金属离子中 )*C F 对 47@O 的酶活有促进作用，

U<# F ，NMF 有抑制作用。47@O 可抑制产黄青霉等真菌孢子的萌发，半抑制浓度（A*L@.< *VV*B8@W* @<7@+@8;,/
B;<B*<8,.8@;<，04(&）约为 !!M5AX。该酶可以分别降低 O8 晶体蛋白对甜菜夜蛾和棉铃虫的半致死浓度（A*L@.<
=*87.= B;<B*<8,.8@;<，X4(&）#3Y和 C&Y。【结论】O8 科默尔亚种的几丁质酶不但具有较稳定的理化性质，而且具

有抑制真菌生长及明显的杀虫增效作用。
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几丁质是环境中广泛存在的 2G乙酰氨基葡萄

糖聚合物，其在地球上的拥有量仅次于纤维素，为大

多数真菌、昆虫提供了细胞壁成分及体表的刚性结

构［$］。几丁质酶能够催化几丁质水解为几丁寡糖和

2G乙酰氨基葡萄糖，可有效抑制真菌的生长。几丁

质也是昆虫中肠围食膜的主要结构成分，围食膜是

昆虫抵御细菌和病毒的物理屏障，被几丁质酶破坏

后，可加速害虫的罹病进程，提高死亡率。苏云金芽

胞杆菌（.$"&**/0 #1/’&-+&2-0&0，简称 O8）是一种重要的

杀虫细菌，在生物防治领域已应用半个多世纪。近

年来，已有多篇文献证明，在 O8 细胞中表达异源的

几丁质酶后可明显提高该菌株的杀虫活性［# ’ 3］。

O8 本身产生的几丁质酶及其对杀虫的作用也

有相关报道。如英国学者 1.A9>;< 在 O8 培养液中加

入特异的几丁质酶抑制剂，证明苏云金芽胞杆菌鲇

泽亚种对海灰翅夜蛾幼虫的活性明显降低［D］。N,;,.
等证明，在大肠杆菌中表达的 O8 QRG$ 菌株的几丁

质酶 可 以 提 高 O8 营 养 期 杀 虫 蛋 白（Z*M*8.8@W*
0<>*B8@B@L.= [,;8*@<>，简称 Z@9）对甜菜夜蛾的活性［%］。

在 O8 几丁质酶抑制真菌方面，目前仍处于初始

研究阶段，#&&$ 年的一篇美国专利中公布了 $ 株苏

云金芽胞杆菌产生的几丁质酶可明显的抑制真菌生

长［"］。R,@>> 证明 O8 培养物上清中的几丁质酶粗酶

47@#((（D! KR.）能够 抑 制 黑 曲 霉 的 生 长［$&］。#&&3



年，墨西哥学者［!!］从 "# 鲇泽亚种发酵上清液中首次

纯化出 $$ %&’ 的几丁质酶，发现其对六种植物病源

真菌均有抑制作用，同时分析了酶的各种特性。

国内学者对苏云金芽胞杆菌几丁质酶研究刚刚

起步。有关 "# 几丁质酶的酶学特性以及对杀虫的

增效活性、抑真菌活性方面的研究尚未见任何报道。

本实验室“九五”期间开发的苏云金芽胞杆菌科默尔

亚种 !()* 菌 株（ !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ +,-+./ #.%/-*$
!()*，简称 "# !()*）可组成型表达 0 种几丁质酶，对

甜菜夜蛾和棉铃虫均具有较高的杀虫活性［!0］。为

了研究 "# !()* 几丁质酶的酶学特性、杀虫增效活

性及其抑真菌活性，本论文分离纯化了异源表达的

几丁质酶 123" 并进行了系统的研究。证明了该酶

对害虫的增效作用以及对病源真菌孢子萌发的抑制

作用。本文首次报道这些方面的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、试虫、培养基：大肠杆菌（ 0’#)-*$#)$"
#.%$）456"7,8 菌株是苏云金芽胞杆菌科默尔亚种 "#
!()* #)$! 基因的表达宿主，由本室构建［!0］。病源

真菌：棉花立枯病菌（1)$2.#(.+$" ’.%"+$）；苹果轮纹病

菌（ 3)4’"%.’5.*" 5$*$#.%" ）；产 黄 青 霉（ 3-+$#$%%$&/
#)*4’.,-+&/）；黄瓜灰霉病菌（!.(*4($’ #$+-*-"）由本系

刘方 教 授 提 供。供 试 昆 虫：甜 菜 夜 蛾（ 65.7.5(-*"
-8$,&"）和棉铃虫（9-%$#.:-*5" "*/$,-*"）由本室饲养。

培养基：5" 培养基用于 0 / #.%$ 的培养，9&) 培养基

用于真菌的培养。

!"!"# 主要试剂和仪器：几丁质购自浙江金壳生化

公司；乙 二 醇 几 丁 质（ :7;<=7 <23#3>）和 荧 光 染 料

1’7<=?7,=@ A23#8 B0C 购自 D3:E’ 公司，D8.2’F8G H60II
葡聚糖凝胶购自 92’@E’<3’ 公司。主要仪器有：紫外

分光光度计、小型蛋白电泳仪、凝胶成像仪及质谱仪

等。

!"# 胶体几丁质的制备

参照文献［!*］方法进行操作。

!"$ 几丁质酶粗酶的制备和纯化

将 0 / #.%$ 456"7,8（.J1E6 #)$!）按常规方法培

养。收集上清液，硫铵沉淀蛋白，KL透析过夜。将

粗酶液经 B3773.=@8 超滤管浓缩后加入缓冲液平衡后

的 D8.2’F8G H60II 葡聚糖凝胶层析柱。用相同的缓

冲液进行洗脱。收集酶活组分。

!"% 蛋白质浓度与酶活的测定

蛋白质浓度测定采用 "@’F?=@F 比色法，以牛血

清蛋白为标准蛋白［!K］。酶活的测定采用 *，(6二硝

基水杨酸（*，(6F3>3#@=+’73<;73< ’<3F ，简称 &MD）比色

法［!(］。一个单位的酶活定义为：(IL，.N $OI 条件

下，反应 ! 2，产生 !!E=7 M6乙酰氨基葡萄糖（M)H）

所需要的酶量。酶活测定结果均为 * 次试验的平均

值。

!"& 几丁质酶 ’ 的特性分析

!"&"! D&D69)HP 检测与酶谱分析：D&D69)HP 的样

品处理、胶浓度及电泳操作参照文献［Q］方法进行。

酶谱分析方法是在分离胶中添加 IOII!R 乙二醇几

丁质（:7;<=7 <23#3>）作为底物，待电泳后将凝胶放入含

IOI!R S@3#=> 46!II 的缓冲液中复性蛋白，然后经荧

光染料染色，紫外灯下观察特异几丁质水解带［!$］。

!"&"# 胶内酶解及质谱检测：将电泳得到的 TI %&’
和 $K %&’ 的两条蛋白带进行胶内胰蛋白酶酶解，酶

解方法参见文献［!T］，基质辅助激光解吸附离子化6
飞行时间质谱（B)5&U6SVWXSVW BD）检测委托北京

大学完成。蛋白指纹图谱分析使用软件 B)D1VS，

登陆网站（2##.：XXAAA/ E’#@3G+<38><8/ <=E）在 M1"U 及

DA3++6.@=# 数据库中对内肽序列标签进行查询。

!"&"$ 各种金属离子效应物对酶活影响的测定：在

纯化后的 123" 酶液中分别加入终浓度为 !I EE=7X5
的 B>0 Y（B>170 ）、1@* Y（1@17* ）、53Y（ 5317）、M’Y

（M’17）、1,0 Y（1,DVK ）、B:0 Y（B:170 ）、W8* Y（W817* ）、

1’0 Y（1’170 ）、Z>0 Y（Z>DVK ）、):Y（):17）和 浓 度 为

!I EE=7X5的 P&S)、D&D，同时以不加任何物质的酶

液为对照，测定各物质对酶活的影响，重复 * 次取平

均值。

!"&"% 温度、.N 对酶活的影响及酶的稳定性测定：在

0IL [ !IIL条件下分别测定 123" 的酶活，确定最适

温度；将 123" 在 0IL [ !IIL下保温 $I E3>，然后测定

剩余酶活力。在 .N K [ Q 的范围内测定酶活力，确定

123" 最适 .N。将酶液与上述一系列不同 .N 缓冲液

混合，KL放置 $I E3> 后，测定剩余酶活力。

!"( )*+’ 抑真菌及杀虫增效活性检测

!"("! 几丁质酶抑制真菌孢子萌发：真菌孢子悬液

通过 IOK(!E 孔径滤膜除去菌丝，调整孢子浓度为

! \ !I$ 孢 子XE5。 将 !II !5 孢 子 溶 液、!II !5
IO$T E:XE5、酶活力为 0O! JXE5 的几丁质酶粗酶液加

入 9&) 平板上的牛津杯中，对照组中加入蒸馏水，每

个设两个重复。置 0]L培养 T0 2 左右，观察菌丝生

长情况。

!"("# 半抑制浓度测定：试验方法与数据统计方法

参照文献［!]］进行。

!]!刘东等：苏云金芽胞杆菌几丁质酶 " 特性及其杀虫抑真菌的作用 / X微生物学报（0IIQ）KQ（0）



!"#"$ 几丁质酶杀虫增效测定：将 !" #$%& 的晶体

蛋白冻干粉制备成 $ 个不同浓度的悬液，分别混入

感染饲料，注入 ’( 孔板，每孔涂布 ’)!* 蛋白浓度

为 )+’ ,-.,*、酶活力为 )+/& 0.,* 的 123! 粗酶，对

照组涂布等量的生测缓冲液。待彻底干燥后分别接

入供试初孵幼虫。其他均按标准生测方法进行［#4］，

&)5放置 6’ 2 后观察结果。

% 结果和分析

%"! &’() 的纯化及酶谱分析

将大肠杆菌表达的 !" 几丁质酶粗蛋白，经过

7892:;8< =>’)) 葡聚糖凝胶层析柱纯化，分离到多个

蛋白峰。如图 #>% 所示。收集到第 ’$ 号组份时开

始检测出酶活性，第 &6 号的酶活与蛋白含量均达到

最高。随后酶活性逐渐降低。将酶活组分进行电泳

检测，得到两条分子量分别为 6) ?@: 和 /( ?@: 的蛋

白带，如图 #>! 所示。酶谱分析结果证明：6) ?@: 蛋

白具有 酶 活 性，在 紫 外 灯 下 显 示 特 异 水 解 带，而

/( ?@:蛋白没有检测到相应的特异酶活性带，见图

#>1。根据 !"#$ 基因的生物信息学推测其编码蛋白

的分子量应为 6)+/ ?@:，由酶谱方法检测到酶活性

的蛋白分子量与预测一致。

图 ! 几丁质酶 *+,’-.+/ 01 %22 葡聚糖凝胶层析和 *3*45607 及酶谱分析

A3-B # CDE"3FG 9HFI3D8J FI K23"3G:J8 LM 7892:;8< =>’)) :G; 7@7>N%=C FI "28 -8D I3D"H:"3FG 9EH3I38; :K"3O8 IH:K"3FGJB %：12HF,:"F-H:92M：“—”:LJFHL:GK8 :"

$4$ G, !，“ ”K23"3G:J8 :K"3O3"M；!：7@7 P N%=C FI 9EH3I38; K23"3G:J8B QB Q:H?8H；7# B 9EH3I38; K23"3G:J8 !；1：RM,F-H:, :G:DMJ3J FI 9EH3I38; 8GRM,8B 7’ B

:K"3O8 123!；QB Q:H?8H B

图 % 不同金属离子对 &’() 酶活的影响

A3-B’ CII8K" FI "28 O:H3FEJ JEJ":GK8J FG "28 H8D:"3O8 :K"3O3"M FI 123!B

%"% 质谱鉴定

分子量为 6) ?@: 的蛋白检测到 #$ 个内肽序列

标签，同源性检索后评分最高的蛋白为 !" 科默尔亚

种几丁质酶。/( ?@: 蛋白检测到 #& 个内肽序列标

签，检索评分在 4) 分以上的均为 !" 与蜡状芽胞杆

菌几丁质酶，% S )+))))$。因此确定 /( ?@: 蛋白是

!" 分子量为 6) ?@: 的 123! 在大肠杆菌中被剪切的

产物，酶谱分析实验中由于不能正常复性而失去酶

活性。质谱结果显示剪切端位于 123! 蛋白的 1>端。

%"$ 不同金属离子与 7386、*3* 对 &’() 酶活性

的影响

图 ’ 证明在实验的 #) 种金属离子中 A8& T 对酶

’U# @FG- *3E 8" :D B .&!’( )#!*+,#+-+.#!( /#0#!(（’))4）(4（’）



活性有促进作用，而 !"# $ ，%&$ 的抑制作用最强，

’(# $ 和 ’)# $ 也稍有抑制作用。*+,% 对酶活力影响

不大，表明 ’-./ 不需要金属离子维持其活性。0+0
对 ’-./ 活性略有抑制但不是很明显。

!"# 几丁质酶的最适 $% 与 $% 稳定性

从图 1 曲线看，’-./ 在过酸或过碱的条件下不

太稳定，最适 23 是 4。在 23 5 6 7 范围内，酶活性

稳定。当 23 7 时仍有 819的酶活力。

图 & $% 对 ’()* 酶活及稳定性的影响

:.&;1 *<<=>?@ A< 23 A" ?-= B=C)?.D= )>?.D.?E )"F @?)G.C.?E A< ’-./;

!"+ 几丁质酶的最适温度与温度稳定性

’-./ 的最适作用温度为 8HI，#HI 6 8HI较为

稳定，虽然超过 8HI酶活力急剧下降，但 JHI保温 K
- 后 ’-./ 仍保持 549的酶活力（图 5）。

图 # 温度对 ’()* 酶活及稳定性的影响

:.&; 5 *<<=>? A< ?-= ?=L2=B)?(B= A" ?-= B=C)?.D= )>?.D.?E )"F @?)G.C.?E A<

’-./;

!", ’()* 抑制真菌孢子萌发

’-./ 抑制真菌孢子萌发效果如图 4 所示。’-./
对测试的 5 种真菌孢子的萌发抑制达到 KHH9。5
块平板中的 K 号样品均为对照，孢子萌发后的菌丝

生长很茂盛，而加入 ’-./ 的 # 号样品没有菌丝生长

现象。证明孢子不能正常萌发。

图 + 几丁质酶 ’()* 对四种真菌孢子萌发的抑制作用

:.&;4 ,-= )"?.L.>BAG.)C )>?.A" A< ’-.?.")@= ’-./ A" <A(B M."F@ A< <("&. @2AB=@; %：!"#$%&’$(’)% (*)*+’&%；/：!,-*+*&&*./

0&%.+./；’：1"*2’+3’-*% $’&%-*；+：4+&,)’3*-*% 5.+6,&*%- ; K：>A"?BAC；#：’-./ $ @2AB=@;

!"- 几丁质酶对真菌的半抑制浓度

几丁质酶对产黄青霉和黄瓜灰霉的半抑制浓度

（N’4H）为 5!&OLP 左右，具体结果与统计分析见表 K。

表 . ’()* 对产黄青霉和黄瓜灰霉孢子萌发

的半抑制浓度（/’+0）

,)GC= K ,-= N’4H A< ’-./ A" @2AB= &=BL.")?.A"

A< ! ; 0&%.+./ )"F 4 ; 5.+6,&*%-

:("&(@ @2=>.=@ Q N’4H O（!&OLP）
749<.F(>.)C C.L.?@O

（!&OLP）

! ; 0&%.+./ HR7# 5RK# 1R77 S 5R#4
4 ; 5.+6,&*%- HR7J 5RH# #R71 S 4R4H

!"1 ’()* 对 *2 的杀虫增效作用

’-./ 在与 /? K4%1 晶体蛋白混合的甜菜叶蛾与

棉铃虫的生测实验中，表现出了明显的增效作用，添

加 ’-./ 的样品，可以使 /? K4%1 晶体蛋白对甜菜叶

蛾 P’4H降低 #89，对棉铃虫 P’4H 降低 1H9。详细结

果及统计分析见表 #。

& 讨论

本文将在大肠杆菌中表达的 /? K4%1 菌株的几

丁质酶 ’-./ 初步纯化，利用酶谱分析方法确定其分

子量约为 JH M+) 左右。这一结果与依据该基因生

物信 息 学 推 测 的 成 熟 ’-./ 蛋 白 的 分 子 量 应 为

JHR8 M+)的大小基本一致［K#］。对纯化后样品电泳检

测时，除 JH M+) 蛋白外还发现分子量大约为 85 M+)
表 ! ’()* 与 !" 3 .+4& 晶体蛋白协同对甜菜叶蛾和棉铃虫的生物活性测定
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的蛋白。这一分子量蛋白与本实验室在前期 !"#!
基因克隆表达时检测到的蛋白分子量相同［"#］，当时

推测是在 $ $ !%&# 中合成后又被剪切的 %&’!。本文

经质谱鉴定结果证明了这一推测，() *+, 蛋白确为

-. *+,蛋 白 % 端 剪 切 后 的 产 物。由 此 我 们 认 为，

() *+,蛋白由于缺少了 % 端的约 /. 个左右的氨基

酸，而改变了酶蛋白的三维结构，因此变性后丧失了

复性的能力，故酶谱法检测不到该分子量蛋白的酶

活性。最近 +0’11 等学者将 !2 几丁质酶 %&’#// 位于

% 端的结合域（%&’2’3 4’35’36 578,’3，简称 %!+）全部

缺失［#.］，使该酶分子量由 -.9( *+, 变为 /) *+, 后仍

具有酶活。因此推测本研究的 () *+, 蛋白在 $ $
!%&# 细胞中是应该具有酶活性的。我们制备并纯化

了 !2 的几丁质酶，电泳后未见 () *+, 的蛋白带，只

检测到 -. *+, 的带（结果略）。国外文献也未见在

!2 中有该剪切现象的相关报道。

酶谱分析技术由 :0;5<= 等［#"］建立，它是基于乙

二醇几丁质在凝胶中不随电泳迁移并且能被几丁质

酶降解的原理，既特异又准确。目前这一技术已被国

外学者广泛用于确定多种生物几丁质酶的分子量。

对 !2 %&’! 的理化性质研究表明其具有良好的

酸碱适应性。%&’! 在 >? - @ A 时仍保持了 (.B @
-.B的酶活力。昆虫中肠的 >? 一般在 C @ ". 范围

内，属于碱性环境，此环境中 %&’! 仍然保持较高的

酶活力，这就为几丁质酶的杀虫增效作用提供了科

学依据。

!2 是重要的杀虫微生物，其主要的杀虫活性来

自伴孢晶体蛋白。但已证明其培养液中存在多种增

效物质，如营养期杀虫蛋白、DE’22<08’F’3 和几丁质

酶，前两种物质已有深入研究，而 !2 几丁质酶的酶

学特性及直接证明该酶的杀虫抑真菌活性，本研究

在国内尚属首次。
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