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重组毕赤酵母表达棘孢木霉几丁质酶 Tachi1 的酶学性质研究

及表达条件优化
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摘要:【目的】对转棘孢木霉几丁质酶基因 tachi1 的毕赤酵母工程菌 GS-tachi1-K 进行诱导表达，研究重组几

丁质酶 Tachi1 的酶学性质，优化表达条件。【方法】对 GS-tachi1-K 进行甲醇诱导培养，纯化目的蛋白 Tachi1
进行几丁质酶酶学性质的研究;通过单因素和正交试验对 GS-tachi1-K 菌株产几丁质酶 Tachi1 表达条件进行

优化。【结果】GS-tachi1-K 表达的几丁质酶 Tachi1 表观分子量约为 44 kDa，酶反应最适的温度和 pH 分别为

50℃ 和 5. 5，具有较宽的 温 度、pH 适 用 范 围;50℃ 以 下 保 持 较 高 的 酶 活 力，在 碱 性 条 件 下 稳 定 性 较 差; 受

Ag +、Hg2 +、Cu2 +、Fe2 +
和高浓度的 SDS 及 β-巯基乙醇强烈抑制。该菌株的最佳表达条件为:pH 为 6. 5，甲醇

诱导浓度为 0. 5% ，起始细胞浓度为 OD600 = 2，甲醇诱导时间为 180 h;几丁质酶 Tachi1 活力可达 17. 93 U /
mL，蛋白表达量为 6. 19 g /L。【结论】成功实现了棘孢木霉新几丁质酶基因 tachi1 的毕赤酵母高效分泌表

达，工程菌 GS-tachi1-K 具有高表达量和表达产物酶活性高两个特点，明确了几丁质酶 Tachi1 的酶学性质和

最佳诱导表达条件，为该几丁质酶及其基因的深入研究和开发利用奠定了基础。
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几丁质作为真菌、甲壳类动物、昆虫、藻类等的

重要结构物质，昆虫肠围食膜的重要成分，广泛存在

于自然界中，为仅次于纤维素的第二大多糖
［1］。几

丁质来源丰富，具有多种生物学功能，但由于它们分

子量大、结构紧密、不溶于水和普通溶剂，故其应用

受到很大限制，所以生产上需要将几丁质降解为水

溶性好的几丁寡糖等甲壳低聚糖。甲壳低聚糖不但

因水溶性好而易被分散和吸收，而且具有抗菌、抗肿

瘤、提高植物防御能力等多种生理功能
［2］。

几丁质酶是一种以几丁质为底物的水解酶。丝

状真菌产生的几丁质酶可参与真菌细胞壁溶解、孢

子萌发、菌丝生长、菌丝自溶、孢子形成、几丁质同化

及真菌寄生等诸多过程
［3］，在植物病虫害生物防治

中发挥着重要作用。将几丁质酶与生物农药一起施

用，能显著提高防治植物病虫害的效果
［4］。利用酶

法制备几丁寡糖的研究十分活跃，包括产酶的微生

物、酶的特性及酶的分子生物学等多个领域
［5］。目

前在几丁质酶的种类、来源、理化性质、作用机理、产
物控制及分离等方面都取得了一定的研究成果，但

由于产酶菌株产酶量较低、酶活性低、稳定性差，所
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以难以规模化生产和广泛利用。因此获得产酶量高

的菌株，寻找合适的发酵工艺，提高酶的稳定性是充

分发挥几丁质酶功能和几丁质酶开发利用的关键。
棘孢木 霉 ( Trichoderma asperellum) 是 我 国 新 记

录的木霉种
［6］，国内对该菌种的开发利用尚处于起

步阶段，尚未见到该菌在几丁质酶基因的克隆与表

达产物研究方面的相关报道。本课题组前期通过基

因工程手段，在国内 首 次 从 T． asperellum 中 克 隆 出

几 丁 质 酶 新 基 因 tachi1 ( GenBank accession:

GU457411) ，并转化到 Pichia pastoris 中，获得了高效

分泌表达的重组几丁质酶 Tachi1。本研究对几丁质

酶 Tachi1 的酶学 性 质 及 表 达 条 件 进 行 了 初 步 的 研

究，旨在为该酶在生物防治和工业上的利用提供科

学依据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株:高 效 分 泌 表 达 几 丁 质 酶 Tachi1 的 毕

赤酵母工程菌 GS-tachi1-K 由本课题组构建、筛选并

保存( 方法参见 1. 3)。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:引物 chit1 和 chit2 由上海

生工生物技术有限公司合成;EcoRⅠ、Not Ⅰ、StuⅠ
和 pMD18-T Vector 等 购 自 TaKaRa 公 司; 几 丁 质

(Chitin) 购自 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 有 限 公 司;胰

蛋白胨(Tryptone) 购自北京双旋微生物培养基制品

厂;酵母抽提物 (Yeast Extract) 购自英国 OXOID 公

司;D-葡萄糖(D-Glucose)、生物素(D-Biotin) 购自美

国 Sanland 公司;无 氨 基 酵 母 氮 源 (YNB) 购 自 美 国

BD 公 司;N-乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 (NAG) 购 自 Sigma 公

司;牛血清白蛋白(Albumin bovine) 购自国药集团化

学试剂有限公司。YPD、BMGY 和 BMMY 培养基见

Invitrogen 公司毕 赤 酵 母 操 作 手 册。恒 温 恒 湿 培 养

箱(HWS-250 型) ，上 海 森 信 实 验 仪 器 有 限 公 司;双

层全温摇床，上海福玛实验设备有限公司;752 型紫

外可见光分光光度计，上海舜宇衡平科学仪器有限

公司;电热恒温水浴锅，北京市长风仪器仪表公司;

夹心式垂直电泳槽，北京六一仪器厂。
1. 2 胶体几丁质的制备

称取 10 g 几丁质粉溶于 100 mL 预冷的浓盐酸

中搅拌，待几丁质完全溶解后，加入 5 倍体积冰预冷

的 50% 乙 醇，静 置 过 夜，用 蒸 馏 水 冲 洗 至 中 性，用

0. 05 mol /L、pH5. 0 的醋酸钠缓冲液 定 容 至 400 mL
备用。
1. 3 毕赤酵母工程菌的构建与筛选

根 据 T． asperellum 几 丁 质 酶 基 因 tachi1 的

cDNA 序 列 设 计 一 对 表 达 引 物 chit1: 5'-CCGA
ATTCACTCCTGTGTCTACAAACGACG-3'和 chit2:5'-
GGGCGGCCGCTTAGTTGAGACCGTTTCGGAT-3'，在

引物的 5'端 分 别 引 入 EcoRⅠ和 NotⅠ酶 切 位 点，以

cDNA 为模板扩增几丁质酶成熟蛋白编码序列。PCR
产 物 与 pMD18-T Vector 连 接，获 得 重 组 质 粒

pMD18T / tachi1。将重组质粒用 EcoRⅠ、NotⅠ进行双酶

切，与同样双酶切的酵母表达载体 pPIC9K 进行连接，

获得重组质粒 pPIC9K / tachi1，其 DNA 用 StuⅠ线性化

并转化毕赤酵母 GS115。酵母感受态制作、电击转化、
重组毕赤酵母的筛选鉴定和诱导表达参见 Invitrogen
公司的 Pichia expression kit instruction manual 进行。
1. 4 酵母工程菌的培养和几丁质酶的诱导分泌表

达

将 GS-tachi1-K 在 YPD 平 板 上 划 线 进 行 纯 化，

挑取单菌落接种于 BMGY 培养基中，28 － 30℃ 振荡

培养(250 － 300 r /min) 至 对 数 生 长 期 (OD600 = 2 －
6，约 16 － 18 h)。室 温 下 以 5000 × g 离 心 5 min 回

收酵 母 细 胞，弃 上 清，将 细 胞 重 悬 于 适 当 体 积 的

BMMY 培养基中，至 OD600 值为 1. 0 － 2. 0，28 － 30℃
继续培养并开始诱导表达。每隔 24 h 补加 100% 甲

醇至终浓度为 0. 5% 以维持诱导，诱导开始后，每隔

24 h 取样一次，直至 240 h。样品将用于分析蛋白表

达水平并确定诱导后的最佳收获时间。
1. 5 几丁质酶的分离和纯化

大量诱导发酵至最佳收获期，发酵液室温下以

5000 × g 离 心 5 min，上 清 液 加 入 硫 酸 铵 至 饱 和 度

80% ，沉 淀 蛋 白，8000 × g 离 心 15 min。沉 淀 用

0. 05 mol /L、pH 8. 0 Tris-HCl 缓冲液回溶后，透析除

盐得粗酶液，并进行 SDS-PAGE 纯度分析。
1. 6 几丁质酶 Tachi1 酶学性质分析

1. 6. 1 Tachi1 最适温度及温度稳定性测定:在不同

温度条件下 (30 － 80℃ ) 测 定 表 达 几 丁 质 酶 Tachi1
活力;将表达几丁质酶 Tachi1 粗酶液在不同温度下

保温不 同 的 时 间 (10 min，20 min，30 min，40 min，

50 min，60 min) ，检测剩余的酶活力。
1. 6. 2 Tachi1 最适 pH 及 pH 稳 定 性 测 定:在 不 同

pH 反 应 条 件 下 ( pH 3 － 10 ) 测 定 表 达 几 丁 质 酶
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Tachi1 的活 力;将 重 组 Tachi1 的 粗 酶 液 在 不 同 pH
值的缓冲液中 50℃ 保温 1 h，检测剩余的酶活力。
1. 6. 3 金属 离 子 对 Tachi1 影 响 的 测 定:在 几 丁 质

酶与其底物进行反应体系中，加入不同的金属离子，

并使金属离子的最终浓度为 0. 05 mol /L，以不加金

属离子的反 应 体 系 的 酶 活 定 义 为 100% ，分 别 测 定

加入金属离子后各反应体系中几丁质酶的相对酶活

性。
1. 6. 4 变 性 剂 和 蛋 白 抑 制 剂 对 Tachi1 影 响 的 测

定:在酶与底物的反应体系中，分别加入不同的变性

剂和蛋白抑制剂，以不加任何变性剂和抑制剂的酶

活定义为 100% ，测定其相对酶活。
1. 7 表达条件的优化

以 BMMY 为 诱 导 产 酶 培 养 基，改 变 发 酵 时 间、
培养基初始 pH、甲醇浓度、油酸添加量、装液量和接

种量，检测其对毕赤酵母工程菌 GS-tachi1-K 产酶能

力的影响。在此基础上，采用 4 因素 3 水平的正交

试验，以发酵液中重组几丁质酶 Tachi1 酶活作为评

价指标，进一步优化表达条件。
1. 8 几丁质酶的酶活力检测和蛋白含量测定

采用 DNS 法测定几丁质酶的活 性
［7］。反 应 体

系为 1 mL(2. 5% w /v) 胶体几丁质，粗酶液 500 μL，

37℃ 温浴 1 h。酶活力单位(U) 定义为每分钟产 生

相当于 1 μmol N-乙酰氨基葡萄糖的还原糖所需的

酶量。蛋白含 量 测 定 采 用 Bradford 法
［8］，以 牛 血 清

白蛋白为标准蛋白。

2 结果

2. 1 Tachi1 的纯化及 SDS-PAGE 分析

取粗酶液 25 μL 进行 SDS-PAGE 电 泳 分 析，结

果表明，表达产物分子量约为 44 kDa ( 图 1)。
2. 2 几丁质酶 Tachi1 酶学性质分析

2. 2. 1 表达几丁质酶 Tachi1 的最适温度及温度稳

定性:在不同温度下测定重组几丁质酶 Tachi1 的酶

活 ( 图 2 ) ，该 酶 最 适 作 用 温 度 为 50℃ ，温 度 高 达

80℃ 时仍具有活性，在 30 － 70℃ 范围内均能保持较

高 的 酶 催 化 活 性，具 有 较 宽 的 温 度 适 用 范 围。
Tachi1 分别在不同温度下保温，检测剩余的酶活力，

结果表明该 酶 在 35 － 50℃ 均 保 持 较 高 的 活 力 ( ＞
50% ) ，且在 40℃ 以下几乎没有活性损失，60℃ 处理

10 min 后，仍具有 45. 32% 的酶活力( 图 3)。

图 1 几丁质酶 Tachi1 的 SDS-PAGE 分析

Fig． 1 SDS-PAGE analysis of recombinant P． pastoris with

Tachi1. M． marker; 1. Purified chitinase．

图 2 Tachi1 的最适反应温度

Fig． 2 The optimal reaction temperature of Tachi1．

图 3 Tachi1 的热稳定性

Fig． 3 The thermostability of Tachi1.

2. 2. 2 表达几丁质酶 Tachi1 的最适 pH 及 pH 稳定

性:在不同 pH 反应条件下分析 Tachi1 的活力，发现

Tachi1 具有较广泛的 pH 适应范围( pH3 － 7. 5 范围

内均有 较 高 的 催 化 活 性，＞ 50% ) ，其 最 适 反 应 pH
为 5. 5( 图 4)。50℃ 保温 1 h 测定酶的 pH 稳定性，

表明 Tachi1 在 pH 5. 0 － 5. 5 偏酸性环境中较稳定，
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pH 大于 7. 0 酶活力迅速降低，说明表达的几丁质酶

在碱性条件下稳定性较差( 图 5)。

图 4 Tachi1 的最适反应 pH
Fig． 4 The optimal reaction pH of Tachi1.

图 5 Tachi1 的 pH 稳定性

Fig． 5 The pH stability of Tachi1.

2. 2. 3 金属 离 子 对 表 达 几 丁 质 酶 Tachi1 的 影 响:

不同金属离 子 对 几 丁 质 酶 Tachi1 活 性 的 影 响 不 同

( 表 1) ，Ag +
和 Hg2 +

等可完全抑制表达的几丁质酶

的活性;Cu2 +
和 Fe2 +

强 烈 抑 制 酶 活，残 余 酶 活 分 别

为 0. 89% 和 2. 69% ;Mn2 +、Zn2 +、Mg2 +
和 NH +

4 抑制

酶活性，残 余 酶 活 介 于 20% － 80% 之 间; 而 Ca2 +、
K +、Na +、Ba2 +

对酶活性影响不明显。

表 1 各种金属离子对 Tachi1 活性的影响

Table 1 Effect of different metallic ions on Tachi1 activity
Metalions Relativive activity /% Metalions Relativive activity /%
H2 O 100 Ag + 0

Cu2 + 0. 89 K + 90. 71

Ca2 + 97. 47 Na + 90. 90

Mn2 + 24. 09 Mg2 + 67. 11

Fe2 + 2. 69 NH +
4 80. 00

Hg2 + 0 Ba2 + 96. 66

Zn2 + 58. 87

2. 2. 4 变 性 剂 和 蛋 白 抑 制 剂 对 表 达 几 丁 质 酶

Tachi1 的影响:在 选 用 的 四 种 试 剂 中 ( 表 2) ，EDTA
对 Tachi1 的酶活性影响最小，但尿素和 SDS 对其抑

制作用非常明显。0. 5 mol /L 的尿素可以使酶活下

降 68. 35% ，这 可 能 是 因 为 尿 素 破 坏 了 蛋 白 质 分 子

中的氢键，导 致 蛋 白 质 分 子 结 构 松 弛，从 而 使 其 变

性;粗酶液经高浓度的 SDS 和 β-巯基乙醇处理后酶

活仅残存 19. 85% 和 22. 81% ，这可能是 SDS 破裂蛋

白质分子中的氢键和疏水作用，而 β-巯基乙醇拥有

较强的还原力，经其处理后几丁质酶的二硫键被还

原，破坏了几丁质酶的三级结构及其稳定性，从而酶

活性明显降低。

表 2 蛋白变性剂和抑制剂对 Tachi1 活性的影响

Table 2 Effect of protein denaturing agents and

inhibitors on Tachi1 activity
Denaturing agent，
protease inhibitors

Concentration /
(mmol / L，% )

Relative
activity /%

H2 O － 100
Urea 500 31. 65
Urea 3000 31. 98
SDS 0. 10% 40. 37
SDS 1% 19. 85
EDTA 1 94. 13
EDTA 10 88. 09

β-mercaptoethanol 1 91. 19

β-mercaptoethanol 10 22. 81

2. 3 表达条件的优化

2. 3. 1 发酵时间:诱导表达 开 始 后，每 24h 取 样 在

最适条件下测发酵液酶活，酶活不再提高时终止诱

导表达。发酵时间对表达 Tachi1 的酶活影响较大，

随着诱导时间的延长，表达量增加并累积，诱导第 8
天时几丁质酶活力最高，继续诱导表达，酶活力不再

增加，因此诱导最佳时间为 8 d( 图 6-A)。
2. 3. 2 pH:配 制 pH 3、4、5、6、7、8 的 1mol /L 磷 酸

钾，分别加入到 BMMY 培养基中，诱导 8d 测 Tachi1
活力。结 果 表 明 pH 影 响 外 源 蛋 白 的 表 达，适 宜

Tachi1 表达的 pH 为 6 － 8( 图 6-B)。
2. 3. 3 甲醇 浓 度:不 同 浓 度 甲 醇 诱 导 对 Tachi1 酶

活有显著影 响，甲 醇 含 量 为 0. 5% 最 有 利 于 Tachi1
的表达( 图 6-C)。诱导阶段，甲 醇 既 作 为 唯 一 的 碳

源，又作为诱导剂，其浓度对表达的影响很大。甲醇

浓度低，则不能维持菌体的代谢和满足菌体表达外

源蛋白;而甲 醇 浓 度 高，残 留 的 甲 醇 则 被 氧 化 成 甲

醛，进而产生的甲酸会杀死细胞而影响表达量
［9］。

2. 3. 4 油酸添加量:在诱导培养基中添加不同浓度

的油酸对 Tachi1 的 酶 活 力 有 显 著 影 响。相 对 于 不

添加油酸的各试验组，添加不同浓度的油酸时几丁

质酶酶活都明显降低，并且随着浓度的提高，酶活逐

渐下降( 图 6-D)。
2. 3. 5 装 液 量:在 500 mL 摇 瓶 中 分 别 设 置 10%、
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15%、20%、25%、30% 的装液量，测定 8 d Tachi1 酶

活( 图 6-E)。装 液 量 为 10% 时 几 丁 质 酶 的 酶 活 最

高。随着装 液 量 的 增 加，Tachi1 的 酶 活 不 断 下 降。
装液量的多少直接影响溶氧水平，从而影响细胞生

长和产物的积累
［10］，这说明高浓度溶氧水平有利于

几丁质酶 Tachi1 的表达。
2. 3. 6 起始细胞浓度:不同起始浓度的重组酵母对

几丁质酶 Tachi1 表达有一定影响 ( 图 6-F) ，随着起

始细胞浓度的提高，诱导后酶活性有所上升，当起始

细胞浓度达到 OD600 = 1. 5 － 2. 0 时，酶活性较高;但

当起始细胞浓度继续升高时，酶活性有所降低，可能

是由于细胞浓度过高使得培养基中的营养物质过度

消耗，影响了产酶的速率。重组酵母进行诱导的最

佳起始细胞浓度在 OD600 = 1. 5 － 2. 0。

图 6 诱导时间、pH、甲醇、油酸、装液量和起始细胞浓度对重组几丁质酶 Tachi1 的影响

Fig． 6 Effect of induction time，pH，methanol concentration，oleic acid，culture volume and cell densities on the recombinant chitinase

Tachi1 activity． A: induction time，B: pH． C: Effect of methanol concentration on chitinase activity． D: Effect of oleic acid

concentration on chitinase activity． E: Effect of culture volume on chitinase activity． F: Effect of cell densities on chitinase activity．

2. 3. 7 正 交 试 验 及 验 证 :在 以 上 试 验 的 基 础 上 ，

进 行 了 pH、甲 醇 浓 度、起 始 细 胞 浓 度 和 诱 导 时 间

4 因 素 3 水 平 的 正 交 试 验 ( 表 3 )。在 所 试 各 因 素

水 平 范 围 内 起 始 细 胞 浓 度 对 酶 活 的 影 响 最 大。
各 因 素 影 响 依 次 为 :起 始 细 胞 浓 度 ＞ pH ＞ 甲 醇 浓

度 ＞ 诱 导 时 间 ，最 佳 组 合 为 A1 B2 C3 D1。经 验 证 ，

菌 株 GS-tachi1-K 采 用 A1 B3 C3 D3 与 A1 B2 C3 D1 两

种 诱 导 表 达 组 合 时 酶 活 分 别 16. 47 U /mL 和

17. 93 U /mL，酶 活 提 高 了 8. 86% ; 两 组 试 验 的 蛋

白 表 达 量 分 别 为 3. 79 g /L 和 6. 19 g /L，提 高 了

63. 32% 。

表 3 正交试验设计及结果

Table 3 Data of orthogonal test

No．
Factors

pH
c(Methanol)
/%

Cell densities
(OD600 )

Induction
time / h

Tachi1 activity
/(U /mL)

1 1(6. 5) 1(0. 25) 1(1. 0) 1(180) 8. 77
2 1(6. 5) 2(0. 50) 2(1. 5) 2(192) 13. 6
3 1(6. 5) 3(0. 75) 3(2. 0) 3(204) 14. 65
4 2(7. 0) 1(0. 25) 2(1. 5) 3(204) 10. 85
5 2(7. 0) 2(0. 50) 3(2. 0) 1(180) 13. 58
6 2(7. 0) 3(0. 75) 1(1. 0) 2(192) 7. 79
7 3(7. 5) 1(0. 25) 3(2. 0) 2(192) 13. 18
8 3(7. 5) 2(0. 50) 1(1. 0) 3(204) 9. 99
9 3(7. 5) 3(0. 75) 2(1. 5) 1(180) 13. 65
k1 12. 340 10. 933 8. 850 12. 000
k2 10. 740 12. 390 12. 700 11. 523
k3 12. 273 12. 030 13. 803 11. 830
R 1. 600 1. 457 4. 953 0. 477
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3 讨论

毕赤酵 母 (P． pastoris) 为 甲 醇 营 养 型 酵 母
［11］，

既有原核生物繁殖快、易于培养、培养基廉价和试验

过程简单可行等特点，又具有强有力的启动子、可以

对外源蛋白进行加工折叠和翻译后修饰等的特点。

目前毕赤酵母表达系统作为一个较为理想的蛋白表

达系统，已有 500 多种外源蛋白在该表达系统中获

得表达
［12］，在国 内 外 被 广 泛 应 用 于 生 产 外 源 蛋 白。

本研究通过诱导培养毕赤酵母工程菌，高效的表达

了重组几丁质酶 Tachi1，并且对该 酶 的 酶 学 性 质 和

表达条件进行了研究。

几丁质酶 Tachi1 的分子量约为 44 kDa，最适温

度和 pH 分别为 50℃、5. 5，在 60℃ 下处理 1 h 仍然

具有 27. 92% 的酶活力。Ag +、Hg2 +、Cu2 +
和 Fe2 +

对

其具有强烈的抑制作用，这些金属离子可以使酶变

性而 导 致 失 活
［13，14］; 有 些 金 属 离 子 如 Li +、Na +、

Mg2 +、Ca2 +、K +、Ba2 +
等 可 以 对 几 丁 质 酶 活 力 起 到

促进作用
［15，16］，但本研究没有发现对 Tachi1 有激活

作用的金属离子。据报道，Ca2 +
等离子对蛋白酶有

明显的稳定作用，在有 0. 05 M Ca2 +
存在下，37℃ 时

碱性 蛋 白 酶 的 半 衰 期 可 由 7. 5 min 延 长 到 165

min［17］。本研究 发 现 Ca2 +
对 几 丁 质 酶 Tachi1 的 影

响甚微，可以考虑添加 Ca2 +
来提高 Tachi1 的热稳定

性，从而扩大 Tachi1 的应用范围。

几丁质酶 Tachi1 表达的最佳 pH 为 6. 5，甲醇诱

导浓度为 0. 5% ，起始细胞浓度为 OD600 = 2，甲醇诱

导时间 为 180 h。GS-tachi1-K 菌 株 摇 瓶 发 酵 试 验

中，蛋白 表 达 量 为 6. 19 g /L，实 现 了 Tachi1 的 高 效

表达
［18］。几丁 质 酶 酶 活 高 达 到 17. 93 U /mL，酶 活

远远高于 其 他 已 报 道 的 几 丁 质 酶 酶 活。如 Gan 等

在 P． pastoris 中表达几丁质酶 LPCHI1，第 4 天酶活

为 12. 3 mU /mL( nmol /mL·min)［19］。Wang 等 将 角

毛壳菌 (Chaetomium cupreum) 几 丁 质 酶 基 因 chit58

在毕赤酵母中 的 表 达，诱 导 培 养 120 h 蛋 白 最 大 酶

活为 39 U /mL［20］( 其酶活定义为每小时产生相当于

1 μg N-乙酰氨基葡萄糖的还原糖所需的酶量) ;Liu

等
［21］

对 Chaetomium globosum 的几丁质酶 CHI46 研

究中发现，诱导第 6 天酶活达到 最 高 为 0. 71 U /mL

( 其酶活定义为每分钟产生相当于 1 μg N-乙酰氨基

葡萄糖的还原糖所需的酶量)。目前对几丁质酶酶

活的定义很不统一，如按同一酶活定义标准统计分

析，与其他真菌的几丁质酶基因在 P． pastoris 中 表

达相比，Tachi1 酶活性最高。

木霉菌的生物防治作用包括重寄生、竞争、抗性

物质、蛋白酶 及 多 种 机 制 协 同 作 用
［22］。Lorito［23］

研

究指出，木霉菌几丁质酶的生物防治效果要优于植

物、细菌和其它真菌的几丁质酶。木霉几丁质酶不

仅能降解病原真菌成熟的菌丝顶端，同时也能降解

具有 几 丁 质-葡 聚 糖 复 合 结 构 的 细 胞 壁 以 及 菌

核
［24］。我们在对棘孢木霉几丁质酶 Tachi1 的 功 能

研究中发现，Tachi1 也具有类似的功能，对植物病原

真菌有拮抗作用，能抑制菌丝生长、孢子萌发及芽管

的伸长等生物防治功能。本研究优化了毕赤酵母工

程菌 GS-tachi1-K 的诱导表达条件，明确了几丁质酶

Tachi1 的酶学性质，为几丁质酶 Tachi1 在植物病虫

害防治、几丁质资源开发等诸多领域的应用提供了

科学依据、新的酶资源及生产工程菌株。
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Characterization and production optimization of a
chitinase ( Tachi1 ) from Trichoderma asperellum in
recombinant Pichia Pastoris expression system

Wei Tang，Yahua Li，Lu Liu，Junxia Zhang，Hongquan Xian*

Agricultural Applied Microbiology Laboratory，College of Life Science，Qingdao Agricultural University，Qingdao 266109，

China

Abstract:［Objective］We characterized a chitinase ( Tachi1) from Trichoderma asperellum and optimized its production
conditions，by methanol induction of the recombinant strain Pichia pastoris GS-tachi1-K transformed with the gene tachi1
(GenBank accession: GU457411 ) ． ［Methods］ We purified Tachi1 from the fermentation broth to analyze enzymatic
properties after it was secreted by GS-tachi1-K． The production conditions of GS-tachi1-K were optimized by single-factor
experiment and orthogonal experiment． ［Results］The molecular weight of Tachi1 was about 44 kDa． Tachi1 had a broad
range of temperature and pH adaption with the optimal reaction temperature at 50℃ and pH 5. 5. It was stable at the
temperature below 50℃ ，yet less stable under alkaline conditions． Its activity was significantly reduced by 0. 05 mol / L of
Ag +

，Hg2 +
，Cu2 +

，Fe2 +
，1% of Sodium dodecyl sulfate ( SDS) and 10 mmol / L of β-mercaptoethanol． The optimum

conditions obtained were: initial cell density with an OD600 equal to 2，0. 5% of methanol，pH 6. 5，induction time 180 h．
Under the optimized condition，the activity of Tachi1 reached 17. 93 U /mL and the expression of tachi1 was 6. 19 g /L．
［Conclusion］ The recombinant strain GS-tachi1-K showed high expression of tachi1 and the protein secreted by GS-
tachi1-K had high chitinase activity． It will provide theoretical basis for further research and application in this chitinase．
Keywords: Pichia pastoris，Trichoderma asperellum，chitinase，enzymatic properties，production conditions
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