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摘要：【目的】通过两端融合表达几丁质结合结构域来提高几丁质酶的活性和生物防治植物病原真菌能

力。【方法】以苜蓿链霉菌(Streptomyces alfalae) ACCC40021 中唯一的 GH19 家族几丁质酶为模板，构

建两端融合表达几丁质结合结构域的几丁质酶，并进行原核表达；利用 3,5-二硝基水杨酸法(DNS)测定

几丁质酶活。【结果】成功构建了 CatDChiB (催化结构域)、rChiB (含 N-端几丁质结合结构域)、DChBDChiB 

(含两端几丁质结合结构域)三种形式的酶，并在大肠杆菌中得到了高效表达；与 CatDChiB 和 rChiB 相比，

DChBDChiB 显著地提高了对 α-几丁质、胶体几丁质和黑曲霉几丁质的结合能力和活性；同时增强了其对

病原真菌长枝木霉的抑制作用。【结论】两端融合表达几丁质结合结构域是简单有效的提高几丁质酶活

性及抗真菌活性的策略。 

关键词：碳水化合物结合模块(CBMs)，几丁质结合结构域(ChBD)，苜蓿链霉菌(Streptomyces alfalae)，

几丁质酶，植物真菌病害 

 

碳 水 化 合 物 结 合 模 块 (carbohydrate binding 

modules，CBMs)是糖苷水解酶结构中没有催化多

糖水解功能的底物识别模块[1]。CBMs 在底物识别

和催化活性两方面对酶起着至关重要的作用[2–3]。

CBMs 能够增强糖苷水解酶对不溶性多糖底物(例

如几丁质、纤维素)的结合能力，进一步提高其催

化活性[4–5]。根据氨基酸序列的相似性，CBMs 分

为 84 个家族，其中识别几丁质的几丁质结合结构

域 (chitin-binding domain，ChBD)属于 CBM5、

CBM12 和 CBM18 家族[1]。 

几丁质酶是一种作用于几丁质产生 N-乙酰葡

萄糖胺和几丁寡糖的糖苷水解酶[6–7]。根据序列同

源性，可分为 GH18 家族的几丁质酶和 GH19 家

族的几丁质酶[8–9]，GH18 家族的几丁质酶存在于

细菌中，GH19 家族的几丁质酶主要存在于高等植

物中，仅在放线菌和海洋细菌中发现了 GH19 家

族的几丁质酶[10]。放线菌中的 GH19 家族的几丁

质酶来源于植物同源基因的水平转移，使其能够
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分解真菌细胞壁的几丁质，在抗真菌的过程中处

于优势地位[11]。大多数几丁质酶的结构主要由信

号肽、几丁质催化域和几丁质结合结构域 ChBD

三部分组成[12]。植物来源的几丁质酶中的 ChBD

主要在 N 端，属于 CBM18 家族；而细菌和真菌

来源的几丁质酶 ChBD 在 N 端或 C 端，属于 CBM5

或 12 家族[13]。研究表明，几丁质结合结构域对于

几丁质酶酶活和抗真菌活力至关重要[1,14–15]。 

植物真菌病害是造成世界范围内粮食作物和

蔬菜水果减产或死亡的主要原因。目前，对植物

真菌病害的防治主要依赖化学杀菌剂。化学杀菌

剂的长期使用容易引起植病真菌产生抗性，从而

降低其效果；另一方面，化学杀菌剂的生产和使

用造成了生态系统的破坏以及对人类健康的潜在

威胁。而生物防治植物真菌病害具有高效、无污

染的特点，是科学研究和社会可持续发展的重要

方向。几丁质酶能够分解真菌的细胞壁以抑制真

菌生长，因而被作为最有潜力的生防试剂。迄今

为止，已有很多不同来源的几丁质酶被发现和性

质表征。但是，天然几丁质酶的低活力和高生产

成本限制了其广泛使用。因此，利用基因工程技

术，开发新型高效几丁质酶是必要的。 

苜蓿链霉菌(Streptomyces alfalae) ACCC40021

属于放线菌，是从陕西泾阳分离出的有益根际细

菌，已经广泛地用作商品化的土壤微生物肥料和

抑制植物病原真菌的生防制剂[16–17]。通过对苜蓿

链 霉 菌 ACCC40021 的 基 因 组 序 列 (GenBank 

accession No. CP015588)进行 CAZy(Carbohydrate 

active enzyme database)分析，发现唯一的 GH19

家族的几丁质酶 SaChiB 基因。结构分析表明在

SaChiB N-端具有 1 个几丁质结合结构域。本研究

通过构建并表达 CatDChiB (催化结构域)、rChiB (含

N-端几丁质结合结构域)、DChBDChiB (含两端几丁

质结合结构域)三种形式的几丁质酶蛋白，进行抗

真菌功能分析，证明简单的两端融合表达 ChBD

能够显著地增强几丁质酶对不同几丁质的活性和

抗真菌活性。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 

苜蓿链霉菌 ACCC40021(Streptomyces alfalae 

ACCC40021) 、 病 原 真 菌 长 枝 木 霉 (Trichoderma 

longibranchiaum) ACCC 31615 由中国农业微生物

菌种保藏中心提供。大肠杆菌(Escherichia coli) 

Trans1-T1 和 BL21 (DE3)购自全式金生物(北京)有

限公司。 

1.2  主要试剂 

PfuDNA 聚合酶、限制性内切酶和 T4 连接酶

购自全式金生物(北京)有限公司。硫酸卡那霉素、

异丙基 β-D-半乳糖苷(IPTG)、黑曲霉、几丁质和

其他化学试剂均购自生工生物工程(上海)股份有

限公司。α-几丁质购自 Sigma(美国)。 

黑曲霉几丁质的制备：0.2 mL 的碱性蛋白酶

2.4 L FG 加到 5%的黑曲霉水溶液中，在 60 °C 下

温育 12 h 后，12000 r/min 离心 15 min。沉淀在

100 °C 下煮沸 15 min 后，水洗 3 次，在 65 °C 下

干燥 12 h，得到的黑曲霉粉重新称重，备用。 

胶体几丁质制备：10 g 几丁质加 200 mL 浓盐

酸，放转子搅拌至沉淀溶解，于 4 °C 放置 24 h 后，

加 500 mL 50%乙醇，搅拌 5 min，离心去上清，

加蒸馏水调 pH 至 7 左右，最后用蒸馏水定容至

500 mL，得到 2%胶体几丁质，4 °C 保存备用。 

1.3  pET-30a(+)-CatDChiB、pET-30a(+)-rChiB 和

pET-30a(+)-DChBDChiB 的构建 

从 NCBI 中获取蛋白 SaChiB 的核苷酸序列
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(GenBank accession No. MH828721)以及氨基酸

序列(Refseq: WP0766829881)，用 signal IP 预测

其信号肽，得到其成熟蛋白的序列。通过 SMART

预测出其 ChBD 序列，且分别设计专一性引物

(表 1)。 

以苜蓿链霉菌 ACCC40021 基因组为模板，以

rChiB F 和 rChiB R 为上下游引物扩增编码成熟几

丁质酶 SaChiB (去除信号肽)的目的片段 rChiB，

片段长度为 810 bp；以 CatDChiB F 和 CatDChiB R 为

上下游引物扩增 CatDChiB，片段长度为 660 bp；以

ChBDChiB F 和 ChBDChiB R 为上下游引物扩增

ChBDChiB，片段大小为 150 bp。PCR 反应体系为：

1 μL 10 μmol 上游引物 F 和下游引物 R，10 μL 5 × 

TransStart FastPfu Fly Buffer，4 μL 2.5 mmol/L 

dNTPs，1μL TransStart FastPfu Fly DNA Polymerase，

1 μL 链霉菌 ACCC40021 基因组，ddH2O 补足至

50 μL。PCR 程序为 98 °C 3 min，98 °C 30 s，58 °C 

30 s，72 °C 1 min，共 40 个循环，72 °C 10 min。

核酸电泳检测其大小，回收目的片段，目的片段

rChiB、CatDChiB 和载体 pET-30a(+)用限制性内切

酶 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切，T4 连接酶连接，转化

到大肠杆菌 Trans1-T1 感受态中，挑选阳性克隆，

送华大基因测序得到重组质粒 pET-30a(+)-rChiB

和 pET-30a(+)-CatDChiB；将目的片段 ChBDChiB 和

测序正确的重组质粒 pET-30a(+)-rChiB 用 Hind Ⅲ

和 XhoⅠ酶切，T4 连接酶连接，转化到大肠杆菌

Trans1-T1 中，挑选阳性克隆送华大基因测序得到

重组质粒 pET-30a(+)-DChBDChiB，DChBDChiB 大小

为 966 bp，与预期一致。 

1.4  重组几丁质酶的原核表达及纯化 

将 pET-30a(+)-CatDChiB、pET-30a(+)-rChiB 和

pET-30a(+)-DChBDChiB 转化到大肠杆菌表达菌株

BL21(DE3)中，涂布于带有 50 mg/mL 硫酸卡那

霉素的 LB 固体培养基上，37 °C 过夜培养。挑取

单克隆接种于 2 mL (含 50 mg/mL 硫酸卡那霉素) 

LB 液体培养基中，37 °C、220 r/min 过夜培养。

以 1/100 的接种量接种于 200 mL 含 50 mg/mL 硫

酸卡那霉素 LB 液体培养基中，37 °C、220 r/min

培养 2–3 h，当 OD600=0.6–0.8 时，加入诱导剂终浓

度为 0.1 mmol/L 的 IPTG，20 °C、200 r/min、20 h，

于 12000 r/min、10 min、4 °C 下离心，收集沉淀，

将沉淀溶于 20 mL lysis buffer (50 mmol/L NaH2PO4，

300 mmol/L NaCl 和 10 mmol/L 咪唑，pH 8.0)中，

在冰上用超声波细胞破碎仪进行破碎，以 40%

的振幅超声破碎后，细胞裂解液于 12000 r/min、

10 min、4 °C 离心收集，上清即为粗酶液，粗酶

液用 Ni-NTA 纯化，纯化步骤为：将粗酶液加载

到 Ni 柱填料中，用 washing buffer (50 mmol/L  
 

表 1.  实验所用引物 

Table 1.  Primers used in the study 

Primer Sequence (5′3′) Restriction site 

rChiB F CGCGAATTCACGGCGTCCGCGGCC EcoRⅠ 

rChiB R AGCAAGCTTGCAGCTCAGGTTGGAGC Hind Ⅲ 

CatDChiB F ATATATGAATTCGGCGCCTGCGGCGGCGGCAC EcoRⅠ 

CatDChiB R AGCAAGCTTGCAGCTCAGGTTGGAGC Hind Ⅲ 

ChBDChiB F CGCAAGCTTACGGCGTCCGCGGCC Hind Ⅲ 

ChBDChiB R ATATATCTCGAGCGCGTCCGCCCAGACGTCGG XhoⅠ 

Italics sections are protective bases, and underlined sequences are restriction enzyme sites. 
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NaH2PO4，300 mmol/L NaCl 和 50 mmol/L 咪唑，

pH 8.0)去除杂蛋白，再用 250 mmol/L elution 

buffer (50 mmol/L NaH2PO4，300 mmoL/L NaCl 和

250 mmol/L 咪唑，pH 8.0)和 350 mmol/L elution 

buffer (50 mmol/L NaH2PO4，300 mmol/L NaCl 和

350 mmoL/L 咪唑，pH 8.0)洗脱并收集带有活性

的蛋白，全程 4 °C 操作，并用聚丙烯酰胺凝胶

电 泳 (sodium dodecyl sulfate polyacrylamidegel 

electrophoresis，SDS-PAGE)检测其纯化程度。得

到的纯蛋白用 30 kDa 的超滤管(Sigma，美国)去除

咪唑，最后溶在 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH=8)

中，放在–20 °C 待用。 

1.5  几丁质酶的活性测定 

用 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 法 (3,5-dinitrosalicylic 

acid，DNS)测定还原糖的方法检测其活性[6]，标准

体系为：0.1 mL 几丁质酶，0. 2 mL 2%胶体几丁

质，0.3 mL 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH=8)，45 °C

反应 1 h 后用 DNS 终止反应，100 °C 加热 10 min，

在 λ=540 nm 下测定其吸光度。一个酶活单位定义

为：在最适条件下，每分钟分解胶体几丁质释放

1 μmol GlcNAc 所需的酶量。 

1.6  重组几丁质酶对不同几丁质的活性 

在最适条件(45 °C，50 mmol/L 磷酸盐缓冲液

pH=8)下，分别对 CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB

进行活性测定，底物为胶体几丁质、α-几丁质和

黑曲霉几丁质。 

1.7  重组几丁质酶对不溶性底物结合能力分析 

取 2 μmol/L CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 分

别与 1 mg/mL 胶体几丁质、α-几丁质和黑曲霉于

50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH=8)中充分混匀，于

4 °C 下，在旋转混合器上反应 1 h 后，10000 r/min、

5 min 收集上清，上清即为未结合的蛋白，通过 BCA

法测蛋白浓度，蛋白结合率按照公式(1)计算[18]。 

( ) 100
(%)

 


总蛋白量 未结合蛋白量
蛋白结合率

总蛋白量
 

公式(1) 

1.8  抗真菌实验 

以病原真菌长枝木霉作为测试菌株进行抗真

菌实验，将其转接在 PDA 培养基上活化，25 °C

培养 48 h 后，用直径为 0.6 cm 的打孔器打取菌盘，

接种到新的具有 PDA 培养基的培养皿的中央位

置，25 °C 培养 24 h 后，用直径为 0.6 cm 的打孔

器在距离菌盘中央四周 10–20 mm 处打 4 个孔[11]，

分别加入对照(10 mmol/L 磷酸盐缓冲液 pH=8)、

0.67 pmol 纯化的 rChiB(10 mmol/L 磷酸盐缓冲液

pH=8)、0.67 pmoL 纯化的 CatDChiB(10 mmol/L 磷

酸盐缓冲液 pH=8)和 0.67 pmol 纯化的 DChBDChiB 

(10 mmol/L 磷酸盐缓冲液 pH=8)，培养 48 h 后观

察抑制情况。 

1.9  数据分析 

所有数据至少设置 3 个独立重复实验，均使

用 GraphPad Prism 5 计算其平均值及标准偏差

(Standard Deviation，SD)(平均值±SD)，方差分析

(One-way ANOVA)，并且对于小于或等于 0.05 的

P 值被认为是统计学显著。 

2  结果和分析 

2.1  SaChiB 蛋白序列分析 

通过 NCBI CD-search (https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) 分 析 其 结 构 ， 如  

图 1 所示，SaChiB 属于 GH19 家族的几丁质酶，

其结构由信号肽、几丁质结合结构域和催化结构

域(GH19 几丁质酶)三部分构成，其中几丁质结合

结构域属于 CBM5 家族。 
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图 1.  SaChiB 结构示意图 

Figure 1.  Schematic structures of SaChiB. 
 

2.2  重组几丁质酶的构建及原核表达 

成功构建了去除 ChBD、N 端带有 ChBD 和两

端带有 ChBD 的三种重组质粒 pET-30a(+)-CatDChiB、

pET-30a(+)-rChiB 和 pET-30a(+)-DChBDChiB，其结

构示意图如图 2-A 所示；将成功构建并测序正确

的重组质粒转化到大肠杆菌表达菌株 BL21 (DE3)

进行原核表达，经 Ni-NTA 纯化后，进行 SDS-PAGE

分析，如图 2-B 所示，三种蛋白经 Ni-NTA 纯化

后得到了单一的目的条带，且蛋白大小 CatDChiB

为 31.0 kDa，rChiB 为 36.3 kDa，DChBDChiB 为

41.5 kDa，与预计大小一致。 

2.3  重组几丁质酶对不溶性底物结合能力分析 

CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 对不溶性底物 α-

几丁质、胶体几丁质、黑曲霉的结合能力如图 3 所

示，CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 对 α-几丁质的结

合能力分别为 34.24%、58.29%、60.52%；对胶体几

丁质的结合能力分别为 22.29%、50.52%、52.10%；

对黑曲霉的结合能力分别为 47.39%、54.94%、

78.42%。结果证明，融合表达 ChBD 能够增强几丁

质酶对 α-几丁质、胶体几丁质、黑曲霉的结合能力。 
 

 

图 2.  CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 的结构示意图和 SDS-PAGE 分析 

Figure 2.  Schematic structures and SDS-PAGE analysis of CatDChiB, rChiB and DChBDChiB. A: Schematic 
structures of CatDChiB, rChiB and DChBDChiB. B: SDS-PAGE analysis of CatDChiB, rChiB and DChBDChiB. Lane 

M：Standard protein marker; lane 1: purified protein CatDChiB after Ni-NTA; lane 2: purified protein rChiB after 

Ni-NTA; lane 3: purified protein DChBDChiB after Ni-NTA. 
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图 3.  CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 对不溶性底物的

结合能力 

Figure 3.  Insoluble substrate binding ability of 
CatDChiB, rChiB and DChBDChiB. Data are presented as 
mean±SD and are representatives of three independent 
experiments. 

 

2.4  重组几丁质酶对不同几丁质的活性 

CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 分别在 45 °C、

50 mmol/L 磷酸盐(pH=8)缓冲液下测定其对胶体

几丁质、α-几丁质和黑曲霉的活性，如表 2 所示，

DChBDChiB 对胶体几丁质、α-几丁质和黑曲霉的活

性最高，rChiB 次之，CatDChiB 最低，DChBDChiB

与 rChiB、CatDChiB 相比差异显著。 

 

表 2.  重组几丁质酶对不同几丁质的活性 

Table 2.  Recombinant chitinases activity towards 
different chitin 

Substrate 
CatDChiB 

/(U/mg) 
rChiB  
/(U/mg) 

DChBDChiB 
/(U/mg) 

Colloidal chitin 23.55±0.03 28.37±0.50 33.19±0.46***

α-chitin 0.93±0.13 2.40±0.06 2.81±0.02* 

Aspergillus 
niger chitin 

0.47±0.05 0.50±0.02 0.93±0.12*** 

Data are presented as mean±SD and asterisk indicates to be 
statistically signifcant compared with rChiB (* represents 
P<0.05; *** represents P<0.01). 

2.5  抗真菌活性 

CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 对长枝木霉的

抗真菌活性如图 4 所示，对照对长枝木霉没有抑

制作用，DChBDChiB 相较于 CatDChiB 和 rChiB 有较

明显抑制区域，且 CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB

的抑制区域为 6.76 mm、11.91 mm、17.93 mm。这

说明两端加入 ChBD 能够明显增强几丁质酶活性

进而增强其对植物病原真菌长枝木霉的抑制作用。 
 

 

 
图 4.  CatDChiB、rChiB 和 DChBDChiB 抗真菌活性 

Figure 4.  Antifungal activity of CatDChiB, rChiB and 
DChBDChiB. (A): Trichoderma longibranchiaum. (I) 
control (10 mmol/L citrate buffer pH 8 without 
enzyme); (II) 0.67 pmol of purified rChiB (in 

10 mmol/L citrate buffer pH 8); (Ⅲ) 0.67 pmol of 

purified DChBDChiB (in 10 mmol/L citrate buffer pH 8); 

(Ⅳ) 0.67 pmol of purified CatDChiB (in 10 mmol/L 

citrate buffer pH 8). (B)：inhibition zone diameter of 

pathogenic fungal growth. Data are presented as 
mean±SD and *** indicates to be statistically 
signifcant compared with rChiB (P<0.01). 
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3  讨论 

本研究通过构建三种重组蛋白 CatDChiB 、

rChiB 和 DChBDChiB，并在大肠杆菌 BL21(DE3)

中得到了高效表达，首次成功构建了两端带有

ChBD 的几丁质酶，并研究了其对不同几丁质的活

性和抗真菌活性。 

ChBD 能够增强对不同几丁质的结合能力和

活性。来源于 Bacillus circulans WL-12 中的 ChBD

对粉末几丁质和胶体几丁质有明显提高[19]。来自

Trichoderma atroviride PTCC5220 的 C 端融合表达

ChBD 的几丁质酶 Chit42 与原酶相比，对不溶性几

丁质的活性为(1.4±0.3) U/mL、(2.4±0.1) U/mL，提高

了 1.71 倍，对胶体几丁质的活性为(7.76±0.6) U/mL、

(10.0±0.7) U/mL，提高了 1.29 倍[14]；在 Aeromonas 

sp. No. 10S-24 GH19 家族的几丁质酶中，去除

ChBD 的几丁质酶比原酶对胶体几丁质、晶体几丁

质的活性分别下降了 30%、65%[15]。本研究通过

重组几丁质酶对不溶性底物结合实验表明(图 3)：

DChBDChiB、rChiB 较 CatDChiB 对 α-几丁质、胶体

几丁质和黑曲霉的结合能力分别提高了 1.76 倍、

1.70 倍；2.34 倍、2.27 倍；1.65 倍、1.16 倍；重

组几丁质酶对不同几丁质活性实验表明(表 2)，

DChBDChiB、rChiB 较 CatDChiB 对 α-几丁质、胶体几

丁质和黑曲霉分别提高了 3.02 倍、2.58 倍；1.4 倍、

1.2 倍；1.98 倍、1.06 倍。两端融合表达 ChBD 

(DChBDChiB)对底物结合能力和活性最强，且不影

响酶的催化结构域的结构和活性中心。本研究融

合表达的 ChBD 根据氨基酸序列同源性分类，属

于 CBM5。CBM5 是 Type A 类“表面结合”碳水化

合物结合模块(surface-binding CBMs)，具有独立的

空间结构，可以结合不溶性、高度结晶的几丁质或

纤维素，进一步提高糖苷水解酶的催化活性[1]。本

研究结果证明，两端融合表达 ChBD 不影响几丁

质酶的催化结构域和活性中心的结构，显著地提

高了酶对不溶性底物的结合能力和酶活。 

ChBD 对于几丁质酶抗真菌的作用有显著影

响。来自 Streptomyces griseus HUT6037 的 ChiC

是第一个被发现的来自细菌的 GH19 家族的几丁

质酶[20]，抑制 T. reesei 实验表明，带有 ChBDChiC

的天然的 ChiC 与 CatDChiC 相比，抗真菌活性提高了

10 倍左右[21]；来自 Trichoderma atroviride PTCC5220

的 Chit42 的 C 端加入一个 ChBD 之后，明显地提

高了抗真菌活性[14]。我们通过抗真菌实验(图 4)

发现，DChBDChiB、rChiB 较 CatDChiB 的抗真菌作

用分别提高了 2.65 倍、1.76 倍，这说明两端带有

ChBDChiB(DChBDChiB)能明显增强对长枝木霉的抑

制作用。本研究是首次报道两端融合表达 ChBD

来提高几丁质酶对长枝木霉的抗真菌能力，该重

组几丁质酶可作为一种潜在的生防制剂应用于农

业领域。 

本 研 究 成 功 构 建 了 pET-30a(+)-CatDChiB 、

pET-30a(+)-rChiB 和 pET-30a(+)-DChBDChiB 并在

大肠杆菌中得到了高效表达，DChBDChiB 相较于

CatDChiB 和 rChiB 而言，其在底物结合、活性以及

抗真菌活性上都有显著提高。我们的研究结果表

明两端融合表达 ChBD 是简单高效地提高几丁质

酶的活性和抗真菌能力的策略；同时也提供了一

种潜在的、新型高效的防治植物真菌病害的生防

制剂。 
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Enhancing antifungal activity of chitinase by fusion of chitin 
binding domain at both termini 

Tianyan Gu, Xiaonan Liu, Lingcong Li, Yanchi Liu, Shaofeng Hu, Chenyin Lv, Hua 
Liu, Guogang Zhao* 
College of Life Sciences, Hebei Agricultural University, Baoding 071000, Hebei Province, China 

Abstract: [Objective] To develop a simple method to improve the enzymatic and antifungal activity of chitinase by 

fusion of chitin binding domain at both termini. [Methods] The chimeric and truncated chitinases were constructed 

using the unique glycoside hydrolase family 19 chitinase in Streptomyces alfalae ACCC40021 as template, and 

expressed in Escherichia coli. The 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method was used to determine the enzyme 

activity with colloid chitin as the substrate. [Results] CatDChiB (catalytic domain), rChiB (N-terminal chitin-binding 

domain) and DChBDChiB (double chitin-binding domain) were successfully constructed and expressed in E. coli 

BL21(DE3). Compared to CatDChiB and rChiB, DChBDChiB improved the binding ability and activity towards 

colloidal chitin, α-chitin and chitin from Aspergillus niger. Furthermore, antifungal activity was enhanced against 

plant pathogenic fungus Trichoderma longibranchiatum. [Conclusion] A simple, feasible and efficient method was 

developed to improve the enzymatic and antifungal activity of chitinase by fusion of chitin binding domain on both 

C- and N- terminus of protein. 

Keywords: carbohydrate binding modules, chitin-binding domain, Streptomyces alfalae, chitinase, phytopathogenic 

fungi 
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