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王水怡， 刘丹丹， 杜少磊， 等． 圆锥节丛孢菌 ＡＣ－ＸＪ 株几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的克隆表达及生物学活性研究 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５， ５７
（５）： ６４－７４．
ＷＡＮＧ Ｓ Ｙ， ＬＩＵ Ｄ Ｄ， ＤＵ Ｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｃｏｎｏｉｄｅｓ ＡＣ－ＸＪ ｓｔｒａｉｎ ［Ｊ］ ．
Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （５）： ６４－７４．

圆锥节丛孢菌 ＡＣ－ＸＪ 株几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的
克隆表达及生物学活性研究

王水怡１，２＃， 刘丹丹１，２＃， 杜少磊１，２， 刘雨桐１，２， 姜冰冰１，２， 朱慧茹１，２，
巴音查汗１，２， 张杨１，２， 李永畅１，２， 张伟１，２∗

（１􀆰 新疆农业大学动物医学学院， 新疆 乌鲁木齐　 ８３００５２；
２􀆰 新疆草食动物新药研究与创制重点实验室， 新疆 乌鲁木齐　 ８３００５２）

摘要： 旨在探究圆锥节丛孢菌几丁质酶的生物学功能。 在圆锥节丛孢菌新疆株 ＡＣ－ＸＪ 全基因组测序基础上， 选取几丁质酶基因 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 为研

究对象， 对其进行克隆与分子特征分析并原核表达获得重组蛋白， 采用 ３， ５－二硝基水杨酸 （ＤＮＳ） 比色法测定该重组蛋白的酶活性， 分析该重

组蛋白在不同 ｐＨ 值、 温度、 底物、 金属离子及化学试剂条件下的酶学特性， 将其作用于秀丽隐杆线虫及马圆形线虫三期幼虫并分析其生物学功

能。 结果： ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因全长 １ ４５３ ｂｐ， 有 ２ 个内含子序列， 共编码 ３９８ 个氨基酸， ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 属于糖基水解酶 １８ 家族且三级结构为典型的

几丁质酶三磷酸异构酶桶形结构； 遗传进化分析显示其与少孢节丛孢菌 ＸＪ－Ａ１ 株几丁质酶 ＡＯ－３７９ 亲缘关系相对最近； ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析显示， 重

组蛋白 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 分子质量约为 ４２ ｋＤａ； 采用 Ｎｉ 柱层析法结合Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示， 获得了纯化的目的蛋白； ＤＮＳ 还原糖法检测显示， 该重组

几丁质酶活性为 １０２ Ｕ ／ ｍｇ； 酶学特性分析显示， 该酶的最适反应条件为 ｐＨ ＝ ７， ４０ ℃， １， ４－二硫代苏糖醇 （ＤＴＴ）、 ＳＤＳ、 Ｃｕ２＋ 对其有抑制作

用， 该酶可降解胶体几丁质和少量壳聚糖； 用重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 分别处理秀丽隐杆线虫和马圆形线虫三期幼虫 １２、 ２４、 ３６ ｈ 后， 秀丽隐

杆线虫死亡率分别为 ６５％、 ９３％、 １００％， 马圆形线虫三期幼虫死亡率分别为 ７５％、 ９７％、 １００％。 本研究结果为捕食性真菌高效杀线虫酶制剂的

研发提供了依据。
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Ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ ｇｅｎｅ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｃｏｎｏｉｄｅｓ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｆｏｃｕｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
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ｓｔｒａｔｅｓ， ｍｅｔａｌｓ， ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｒｅａ⁃
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１８ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｈａｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ａ ｂａｒｒｅｌ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ

　
收稿日期： ２０２４－０４－３０； 修回日期： ２０２５－０３－１７
基金项目： 中央引导地方科技发展专项基金项目 （ＺＹＹＤ２０２３Ｃ０３－２）； 新疆维吾尔自治区重大科技专项项目子课题 （２０２２Ａ０２０１３－２－６）
第一作者： 王水怡， 女， 硕士研究生； 刘丹丹， 女， 副教授， 硕士生导师。＃共同第一作者
∗通信作者： 张伟， 副教授， 主要从事动物寄生虫学研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｚｗ２０１７ｘｊａｕ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。
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ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ＡＯ－３７９ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｕｎｇｕｓ ｔｈｅ Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｏｌｉｇｏｓｐｏｒａ ＸＪ－Ａ１ ｓｔｒａｉｎ． Ｔｈｅ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ ｈａｄ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ４２ ｋＤａ． Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｕｒｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｂｙ Ｎｉｃｋｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ＤＮＳ ａｓｓａｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｈａｄ ａｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ １０２ Ｕ ／ ｍｇ． Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｅｎｚｙｍｅ ｗｅｒｅ ｐＨ ＝ ７ ａｎｄ
４０ ℃， ａｎｄ ＤＴＴ， ＳＤＳ； ａｎｄ Ｃｕ２＋ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ． Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｃｈｉｔｉｎ ａｎｄ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃｈｉｔｏｓａｎ． Ａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ－ｓｔａｇｅ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ ａｎｄ Ｓ． ｅｑｕｉｎｕｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ ｆｏｒ １２， ２４， ａｎｄ ３６ ｈｏｕｒｓ， ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌ⁃
ｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ６５％， ９３％， ａｎｄ １００％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｆｏｒ Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ； ａｎｄ ７５％， ９７％， ａｎｄ １００％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｆｏｒ Ｓ． ｅｑｕｉｎｕｓ ｔｈｉｒｄ－ｓｔａｇｅ
ｌａｒｖａｅ． Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｂｉｏｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｐｒｅｄａｔｏｒｙ ｆｕｎｇｉ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｃｏｎｏｉｄｅｓ； ｃｈｉｔｉｎａｓｅ； ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ； ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 胃肠道线虫病是全球畜牧业产量损失的主要原因

之一， 降低了家畜的生长发育速度和育肥效果， 当病

情严重时还会造成家畜死亡。 目前治疗线虫感染主要

使用苯并咪唑类、 咪唑类和大环内酯类驱虫药， 但化

学药物易使线虫产生耐药性， 且易产生药物残留， 危

害人体健康并造成环境污染， 因此迫切需要研发新型

防控线虫病的绿色环保生物制剂［１］。 捕食性真菌是

一种捕获、 杀死和消化线虫的微型真菌， 其作为自然

界控制线虫数量的重要生物因子， 能将线虫作为主要

营养来源或腐生生活的补充来减少牧场上的线虫数

量。 捕食性真菌可在不损害宿主动物的情况下， 减少

寄生性胃肠道线虫的数量， 且该类真菌在自然界广泛

存在， 对环境无污染， 具有良好的应用前景［２］。
捕食性真菌产生专门的捕食结构来捕获线虫， 在

捕食渗透过程中， 真菌通过捕食结构的机械力和胞外

水解酶 （如蛋白酶和几丁质酶） 的组合固定并分解

线虫体壁， 随后菌丝旺盛生长， 侵入线虫， 并从感染

的线虫中伸出。 捕食性真菌分泌的几丁质酶能水解线

虫表皮和线虫卵的几丁质层， 在线虫的固定、 表皮侵

入和线虫细胞降解等过程中起重要作用［３］。 在侵袭

性真菌如食线虫真菌和昆虫致病性真菌研究中， 几丁

质酶和蛋白酶均被认为是与毒力相关的主要酶类， 如

球孢 白 僵 菌 （ Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ ） ［４－５］、 红 绶 曲 霉

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｏｍｉｕｓ） ［６］、 淡紫拟青霉 （Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ ｌｉ⁃
ｌａｃｉｎｕｓ） ［７］等。 在多种真菌中， 毒力较高的菌株均表

现出较高的蛋白酶和几丁质酶活性， 同时蛋白酶与几

丁质酶的活性与寄主死亡率高度相关， 这些均表明几

丁质酶在毒力测定与筛选强毒菌株方面起重要作用。
目前捕食性真菌研究最多的模式真菌是少孢节丛

孢菌 （ Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｏｌｉｇｏｓｐｏｒａ）， 圆锥节丛孢菌 （ Ａｒ⁃
ｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｃｏｎｏｉｄｅｓ） 与其在形态与捕食方式上相似，
国内外对于圆锥节丛孢菌研究主要集中在该菌的捕食

率测定和形态学、 分子特征及捕食过程研究上， 对捕

食机制研究较少［８］。 在近缘真菌少孢节丛孢菌几丁

质酶研究中， 原核表达纯化后的几丁质酶 ＡＯ－４８３ 具

有优秀的杀线虫活性， 用重组几丁质酶 ＡＯ－４８３ 处理

秀丽隐杆线虫， Ⅰ期幼虫在 ６ ｈ 时全部死亡、 Ⅳ期幼

虫至 １２ ｈ 时全部死亡［９］； 真核表达的几丁质酶 ＡＯ－
８０１ 处理秀丽隐杆线虫 １２ ｈ 后线虫全部死亡且体壁收

缩， 失去弹性； 用 ＡＯ－８０１ 处理线虫卵， ６ ｈ 后虫卵

停止发育， １２ ｈ 后卵壳溶解［１０］； 这都表明几丁质酶

对高效绿色杀线虫制剂的研制上具有良好应用潜力。
然而目前在圆锥节丛孢菌中并未对几丁质酶杀虫作用

进行研究。 本实验室前期对圆锥节丛孢菌新疆株全基

因组测序， 共鉴定出几丁质酶基因数量为 ２０ 个， 从

中选取几丁质酶基因 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 进行原核表达、 酶

活性测定及酶学性质研究， 同时探讨其对线虫的生物

学功能。 研究结果为进一步探究捕食性真菌胞外几丁

质酶作用机制提供理论支持， 也为高效杀线虫生物酶

制剂提供物质基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试菌株及线虫

大肠杆菌 ＯＰ５０、 圆锥节丛孢菌及秀丽隐杆线虫

由新疆农业大学寄生虫实验室保存， 含有马圆形线虫

虫卵的粪便采自乌鲁木齐县某驴场。
１􀆰 ２　 主要试剂

马铃薯葡萄糖水 （ＰＤ） 购自青岛海博生物技术

有限公司； 线虫生长培养基 （ＮＧＭ） 购自上海语纯

生物科技有限公司； 兔抗 Ｈｉｓ 标签抗体、 ＨＲＰ－羊抗

兔 ＩｇＧ 购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司； 大肠杆菌 ＤＨ５α 及 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３） 感受态细胞、 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒均购自天

根生化科技 （北京） 有限公司； 真菌基因组 ＤＮＡ 提

取试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司； 柱式真菌总

ＲＮＡ 抽提纯化试剂盒、 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ＤＮＡ 清除试剂盒

均购自生工生物公司； 质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ
公司； Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒 （耐还原螯合型） 购

自碧云天生物技术有限公司； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒购自北京盒子生工科技有限公司。
胶体几丁质的制备［１１］： 称取 ４ ｇ 几丁质粉末与

１２０ ｍＬ 冰醋酸混合， 室温搅拌 ２４ ｈ 后常温下功率

２５０ Ｗ 超声破碎 ６０ ｍｉｎ 后继续搅拌 ３０ ｈ。 调节溶液

ｐＨ 值到 ５􀆰 ５， 继续超声波破碎 １ ｈ 并常温搅拌 １８ ｈ。
用去离子水将其配制成浓度为 １％的胶体几丁质并调
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节 ｐＨ 至中性。
１􀆰 ３　 几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的克隆及生物信息学

分析

１􀆰 ３􀆰 １　 引物设计与合成

实验室前期对圆锥节丛孢菌 ＡＣ－ＸＪ 株进行了全

基因组测序， 以全基因组测序数据中几丁质酶基因

ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 为模板， 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设

计特 异 性 引 物： 上 游 引 物 序 列 为 ５′ － ＣＧＧ⁃
ＧＡＴＣＣＣＧＡＴＧＴＴＧＴＴＣＡＡＡＴＡＣＡ － ３′， 下 划 线 处 为

ＢａｍＨⅠ酶切位点； 下游引物序列为 ５′－ＣＣＡＡＧＣＴＴ⁃
ＧＧＣＴＡＧＣＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＧ－３′， 下划线为 ＨｉｎｄⅢ酶切

位点， 引物均由生工生物工程 （上海） 股份有限公

司合成。
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 圆锥节丛孢菌基因组 ＤＮＡ、 ＲＮＡ 提取及

ｃＤＮＡ 合成

菌丝收集： 将圆锥节丛孢菌 ＡＣ－ＸＪ 株接种至灭

菌 ＰＤ 液体培养基中， ２６ ℃条件下培养 １０ ｄ， 过滤冲

洗并收集菌丝备用。
基因组 ＤＮＡ 提取： 将菌丝按照真菌基因组 ＤＮＡ

提取试剂盒说明书提取， 置于－２０ ℃保存备用。
ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成： 将菌丝按照真菌总

ＲＮＡ 抽提纯化试剂盒说明书提取圆锥节丛孢菌总

ＲＮＡ， 然后使用 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒将 ＲＮＡ 反转录

为 ｃＤＮＡ， 置于－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的克隆测序及生物

信息学分析

分别以圆锥节丛孢菌基因组 ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 为模

板进行 ＰＣＲ 扩增， 目的片段扩增条件为： ９４ ℃
５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ６１ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １００ ｓ， ３０ 个循

环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经纯化、 回收后与

载体 ｐＭＤ１９－Ｔ 连接， 转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态

细胞中， ３７ ℃过夜培养。 挑取单菌落并进行 ＰＣＲ 鉴

定， 将 ＰＣＲ 鉴定为阳性的转化子送往上海生工生物

工程公司进行测序。
利用 ＳｉｇｎａｌＰ、 ＩｎｔｅｒＰｒｏ、 Ｐｈｙｒｅ２ 等生物分析软件

对 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因及其编码蛋白进行序列分析和结

构预测， 并使用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件以邻接法 （ＮＪ） 对

ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 氨基酸序列和 １４ 个不同真菌几丁质酶氨

基酸序列构建系统发育进化树。
１􀆰 ４　 几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的原核表达及纯化

１􀆰 ４􀆰 １　 重组 ｐＥＴ２８ａ－ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 质粒的构建与鉴定

以圆锥节丛孢菌 ｃＤＮＡ 为模板， ＰＣＲ 扩增 ＡＣ－
ｃｈｉ６１９５ 基因， 通过琼脂糖凝胶电泳检测目的条带大

小并回收目的片段。 将 ｐＥＴ－２８ａ 空载质粒与目的片

段分别使用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切， 酶切产物

在 Ｔ４ 连接酶作用下 １６ ℃过夜连接。 将重组质粒转化

进 Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 大肠杆菌表达菌株， 并对重组质

粒进行菌液 ＰＣＲ 鉴定、 双酶切鉴定及测序。
１􀆰 ４􀆰 ２　 重组 ｐＥＴ２８ａ－ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 质粒的原核表达、
诱导条件优化与蛋白纯化

将 １􀆰 ４􀆰 １ 鉴定菌液扩大培养至在 ６００ ｎｍ 波长下

测定的吸光度值 （ＯＤ６００ ｎｍ） 为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８ 后， 对其进

行诱导条件优化： 时间筛选范围为 ０ ～ ８ ｈ， ＩＰＴＧ 诱

导浓度筛选范围为终浓度 ０ ～ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 诱导温度筛

选为 １６、 ２５、 ３７ ℃。 收集在最适条件下诱导的菌液

使用 Ｈｉｓ 标签纯化试剂盒对蛋白进行纯化， 同时以兔

抗 Ｈｉｓ 标签抗体为一抗、 ＨＲＰ－羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗对

重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。 对纯化后的蛋白复

性， 具体步骤： 将纯化蛋白转移至透析袋中， 使用终

浓度为 ６、 ４、 ２、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素及 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 依

次透析 ６～８ ｈ， 收集透析袋中蛋白。
１􀆰 ５　 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的酶学特性

１􀆰 ５􀆰 １　 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 活性测定

按照 ＢＡＣ 蛋白浓度测定试剂盒说明书对重组几

丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 蛋白浓度进行测定。
使用 ３， ５－二硝基水杨酸 （ＤＮＳ） 比色法测定几

丁质酶活性： 设置煮 １０ ｍｉｎ 后失活的重组几丁质酶

作为阴性对照。 将 ５０ μＬ 重组几丁质酶与阴性对照分

别与 ２００ μＬ １％ 的胶体几丁质混匀， ５０ ℃ 反应

３０ ｍｉｎ； 加入 ５００ μＬ ＤＮＳ 试剂， 沸水浴 ５ ｍｉｎ，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ， 取上清液测定 ＯＤ５４０ ｎｍ值。 将吸

光度值带入 Ｎ－乙酰－Ｄ－氨基葡萄糖标准曲线 （ＮＡＧ）
计算几丁质酶活性。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ｐＨ 值对重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的影响

最适反应 ｐＨ 值： 在 ｐＨ 值为 ３、 ４、 ５、 ６、 ７、 ８、
９、 １０ 条件下， 分别测定重组几丁质酶相应酶活性。

ｐＨ 稳定性： 将重组几丁质酶分别在 ｐＨ 值为 ３、
４、 ５、 ６、 ７、 ８、 ９、 １０ 条件下 ４ ℃放置 １２ ｈ， 在最

适条件下测定重组几丁质酶 ＡＣ － ｃｈｉ６１９５ 的 ｐＨ 稳

定性。
１􀆰 ５􀆰 ３　 温度对重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的影响

最适反应温度： 在反应温度为 ２０、 ２５、 ３０、 ３５、
４０、 ４５、 ５０、 ５５、 ６０、 ６５ 和 ７０ ℃条件下， 分别测定

重组几丁质酶相应酶活性。
热稳定性： 将重组几丁质酶分别放置在 ２０ ～

７０ ℃的不同温度下放置 ２ ｈ， 每隔 ２０ ｍｉｎ 后在最适条

件下测定重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的热稳定性。
１􀆰 ５􀆰 ４　 底物对重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的影响

分别配制 １％的几丁质粉末、 胶体几丁质、 壳聚

糖、 羧甲基纤维素钠作为底物， 在最适条件下测定底

物对酶活性的影响。

·６６· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ５



终校

１􀆰 ５􀆰 ５　 金属离子及化学试剂对重组几丁质酶 ＡＣ－
ｃｈｉ６１９５ 的影响

分别 配 制 １ 和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭｇＣｌ２、 ＦｅＣｌ３、
ＺｎＣｌ２、 ＣａＣｌ２、 ＫＣｌ、 ＮａＣｌ 等含有金属离子的盐溶液，
在最适反应条件下测定金属离子对酶活性的影响。

分别配制 １ 和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的二硫苏糖醇 （ＤＴＴ）、
乙二胺四乙酸 （ＥＤＴＡ）、 巯基乙醇、 ＳＤＳ， 在最适反

应条件下测定化学试剂对酶活性的影响。
１􀆰 ６　 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 对线虫降解活性

影响

１􀆰 ６􀆰 １　 线虫悬液的制备

秀丽隐杆线虫悬液的制备： 将 ＮＧＭ 固体培养基

加入 ０􀆰 ６ ｍＬ 的大肠杆菌 ＯＰ５０， 放入 ３７ ℃的恒温生

化培养箱中培养 １２ ｈ 后， 将原培养基上密集的秀丽

隐杆线虫部分切下来， 转移到新的培养基中。 培养

１０ ｄ 后， 用蒸馏水冲下来， 保存备用。
马圆形线虫三期幼虫悬液的制备： 将患驴粪便碾

碎至搪瓷盘中， ２７ ℃培养约 ７ ～ １０ ｄ， 将搪瓷盘盖子

上线虫用蒸馏水冲下来， 保存备用。
１􀆰 ６􀆰 ２　 重组几丁质酶对线虫的降解活性

设置磷酸缓冲盐溶液 （ ＰＢＳ） 为对照组， ５０
ｍｇ ／ ｍＬ 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５［１２］为试验组， 各组

分别加入到 １２ 孔平底细胞培养板中， 每孔添加 ２ ｍＬ
对应样品和 ２００ 条线虫， 每组设置 ３ 个平行试验。 在

２５ ℃条件下分别在 １２、 ２４、 ３６ ｈ 统计各组线虫死亡

率， 并观察线虫体壁变化状况。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的 ＰＣＲ 扩增与克隆

ＰＣＲ 结果显示 （图 １）， ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 以圆锥节丛

孢菌基因组 ＤＮＡ 为模板进行扩增， 得到 １ ４５３ ｂｐ 的

目的片段； 以圆锥节丛孢菌 ｃＤＮＡ 为模板进行扩增，
得到 １ １９７ ｂｐ 的目的片段， 与全基因组测序数据中预

测的基因大小一致。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～２􀆰 ＰＣＲ 产物。

图 １　 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因 ＤＮＡ （Ａ） 和 ｃＤＮＡ （Ｂ） 扩增电泳产物

２􀆰 ２　 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因编码蛋白的分子特征分析

ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 序列中包含 ２ 个内含子， 内含子都

以 ＧＴ 开头， ＡＧ 结尾， 分别位于 ２１０～３９４、 ６７９～７５１
位核苷 酸， 具 有 真 菌 内 含 子 的 共 同 特 征。 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 基因编码 ３９８ 个氨基酸， 与少孢节丛孢菌ＸＪ－
Ａ１ 几丁质酶 ＡＯ－３７９ 基因序列的同源性为 ８７􀆰 ０４％，

氨基酸序列同源性为 ８９􀆰 ５０％。 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 序列开头

第 １～２０ 位氨基酸为信号肽结构， 第 １２８～１３２ 为糖基

水解酶 １８ 家族底物结合位点区域， 第 １７２ ～ １８０ 为水

解酶催化活性位点 （图 ２）。 利用 Ｐｈｙｒｅ２ 软件预测蛋

白三级结构显示几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 具有典型的

ＧＨ１８ 几丁质酶三磷酸异构酶桶形结构域 （图 ３）。
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深蓝色下划线处为几丁质酶信号肽序列； 小写字体为内含子； 浅蓝色下划线处为糖基水解酶 １８ 家族底物结合位点区域； 红色字体为水解酶

催化活性位点。

图 ２　 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因序列及其推导的氨基酸序列

图 ３　 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因编码蛋白的三级结构预测

２􀆰 ３　 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的遗传进化分析

将 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 氨基酸序列与球孢白僵菌 （Ｂｅａｕ⁃
ｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ）、 布氏白僵菌 （Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂｒｏｎｇｎｉａｒｔｉｉ）、
金龟子绿僵菌 （Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ）、 粉质虫草

（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｆａｒｉｎｏｓａ ）、 玫 烟 色 虫 草 （ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｆｕ⁃
ｍｏｓｏｒｏｓｅａ） 共 ５ 种昆虫致病性真菌几丁质酶， 圆锥掘

氏 梅 里 霉 （ Ｄｒｅｃｈｍｅｒｉａ ｃｏｎｉｏｓｐｏｒａ ）、 大 丽 轮 枝 菌

（Ｖｅｒｔｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ）、 刀孢蜡蚧菌 （Ｌｅｃａｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｐｓａｌ⁃
ｌｉｏｔａｅ ）、 厚 垣 孢 普 可 尼 亚 菌 （ Ｐｏｃｈｏｎｉａ
ｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｉａ）、 少孢节丛孢菌 （ Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｏｌｉｇｏｓ⁃
ｐｏｒａ）、 弯孢节丛孢菌 （Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｍｕｓｉｆｏｒｍｉｓ）、 柱

孢隔指孢菌 （Ｄａｃｔｙｌｅｌｌａ ｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｏｒａ）、 环捕节丛孢原

变种 （ Ａｒｔｈｒｏｂｏｔｒｙｓ ｅｎｔｏｍｏｐａｇａ）、 捕食性隔指孢菌

（Ｄａｃｔｙｌｅｌｌｉｎａ ｃｉｏｎｏｐａｇａ） 共 ９ 种食线虫真菌几丁质酶

构建系统进化树。 结果表明圆锥节丛孢菌 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 与少孢节丛孢菌 ＡＯ－３７９ 亲缘关系最近， 且

二者与捕食性真菌柱孢隔指孢菌、 捕食性隔指孢菌和

环捕节丛孢原变种亲缘关系相对较近。
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●为本试验分离菌株。

图 ４　 几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因的遗传进化分析

２􀆰 ４　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的双酶切鉴定

使用 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ对 ｐＥＴ２８ａ －ＡＣ－ｃｈｉ６１９５
质粒进行双酶切鉴定， 酶切后片段与目的片段大小相

符， 表明重组质粒构建成功 （图 ５）。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 质粒双酶切。

图 ５　 重组质粒双酶切验证

２􀆰 ５　 重组蛋白诱导条件优化

ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 在 ＩＰＴＧ ０􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ３７ ℃诱导 ４ ｈ
时， 蛋白表达效果最好， 诱导出大小约 ４２ ｋＤａ 的重

组蛋白 （图 ６）。
２􀆰 ５　 重组蛋白纯化及鉴定

使用 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒进行纯化， 将纯化

后的样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定，
结果显示 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 纯化效果良好， 纯化出大小约

４２ ｋＤａ 的重组蛋白 （图 ７）。
２􀆰 ６　 重组几丁质酶的酶活性及酶学性质

２􀆰 ６􀆰 １　 酶活性

使用 ＢＣＡ 试剂盒测得重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５
蛋白浓度为 １􀆰 ４２ ｍｇ ／ ｍＬ； 根据 ＮＡＧ 标准曲线计算，
以胶体几丁质为底物， 检测重组几丁质酶 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 酶活性为 １０２ Ｕ ／ ｍｇ。
２􀆰 ６􀆰 ２　 最适反应 ｐＨ 值及 ｐＨ 稳定性

重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 在 ｐＨ ＝ ７ 时酶活性最

高， 故为中性酶 （图 ８）。 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５
在 ｐＨ＝ ６～８ 的条件下放置 １２ ｈ 后仍然有 ６５％以上的

酶活性。
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； ０～８􀆰 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 诱导时间 ０ ～ ８ ｈ； ９􀆰 阴性对照； １０ ～ １７􀆰 诱导浓度分别为 ０、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７、 １、 １􀆰 ５、 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；
１８～２０􀆰 诱导温度分别为 ３７、 ２５、 １６ ℃。

图 ６　 重组蛋白诱导时间 （Ａ）、 诱导浓度 （Ｂ） 和诱导温度 （Ｃ） 优化

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １～２􀆰 纯化 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５。

图 ７　 重组蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｂ） 鉴定

图 ８　 ｐＨ 值对重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 活性的影响

２􀆰 ６􀆰 ３　 最适反应温度和热稳定性

重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的活性随着温度的升

高而逐渐增大， 在 ４０ ℃ 时达到最大值， 故 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 的最适反应温度为 ４０ ℃。 ＡＣ － ｃｈｉ６１９５ 在

６０ ℃保温 ２ ｈ 后酶活性降至 ３７％， 在 ７０ ℃保温 ２ ｈ
后酶活性降至 １３％ （图 ９）。
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Ａ． 最适反应温度； Ｂ． 热稳定性。

图 ９　 温度对重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 活性的影响

２􀆰 ６􀆰 ４　 底物特异性

以几丁质粉末、 胶体几丁质、 壳聚糖、 羧甲基纤

维素钠为底物检测重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的底物

特异性， 结果显示重组几丁质酶对胶体几丁质降解活

性最佳， 对壳聚糖具有一定的降解活性， 对羧甲基纤

维素钠基几乎没有降解活性 （表 １）。

表 １　 底物特异性

底物 相对酶活性 ／ ％

胶体几丁质 １００

几丁质粉末 ２１

壳聚糖 ３２

羧甲基纤维素钠 ７

２􀆰 ６􀆰 ５　 不同金属离子及化学试剂对酶的影响

金属离子中 Ｃｕ２＋ 能降低重组几丁质酶 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 的酶活性， 其他金属离子对重组酶影响不大；
在化学试剂中， ＤＴＴ 和 ＳＤＳ 能降低重组酶活性 （表
２）。
２􀆰 ７　 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 对线虫的降解活性

影响

　 　 用重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 分别处理秀丽隐杆

线虫和马圆形线虫三期幼虫 １２、 ２４ 和 ３６ ｈ 后， ＡＣ－
ｃｈｉ６１９５ 组 秀 丽 隐 杆 线 虫 死 亡 率 为 ６５％、 ９３％、
１００％， 马圆形线虫三期幼虫组死亡率为 ７５％、 ９７％、
１００％； 对照组秀丽隐杆线虫自然死亡率为 ２％、 ７％、

１３％； 马圆形线虫三期幼虫自然死亡率分别为 １％、
５％、 １０％ （图 １０）。

表 ２　 金属离子及化学试剂对重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５
活性的影响 ％

添加物
添加物浓度

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

Ｍｇ２＋ １０４􀆰 ２ ９８􀆰 ５

Ｆｅ３＋ ９５􀆰 １ ９０􀆰 ２

Ｚｎ２＋ ９７􀆰 ２ ９４􀆰 ３

Ｃａ２＋ ９６􀆰 ５ ９２􀆰 ７

Ｋ＋ ９７􀆰 ９ ９５􀆰 ４

Ｎａ＋ ９８􀆰 ７ ９２􀆰 ５

Ｃｕ２＋ ７７􀆰 ５ ３７􀆰 ５

ＤＴＴ ４８􀆰 ９ ２０􀆰 ３

ＥＤＴＡ ９９􀆰 ３ ８４􀆰 ６

巯基乙醇 ９２􀆰 ８ ８１􀆰 ３

ＳＤＳ ８０􀆰 ５ ４８􀆰 ２

在重组酶孵育 ２４ ｈ 后， 线虫表皮降解且悬液中

出现了小的线虫碎片和线虫内容物， 对照组并无变

化， 悬液依然澄清； 在重组酶孵育 ３６ ｈ 后， 线虫体

壁几乎完全降解， 部分内部组织也被破坏， 且悬液中

出现大量线虫溶解物， 对照组线虫活动缓慢但体壁完

整 （图 １１）。
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Ａ． 秀丽隐杆线虫； Ｂ． 马圆形线虫三期幼虫。

图 １０　 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 对线虫死亡率的影响

图 １１　 重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 对线虫的降解作用 （１００×）

３　 讨论

胞外水解酶 （蛋白酶、 几丁质酶、 胶原酶、 脂

肪酶等） 是所有捕食性真菌侵染和消化线虫的必要

武器， 因线虫表皮及卵壳富含胶原蛋白、 角蛋白及几

丁质， 故与其化学成分对应的水解酶是真菌的主要毒

力因子［１３－１５］。 目前国内外对捕食性真菌孢外水解酶

及其酶学性质研究较浅， 且大多集中在蛋白酶研究

中， 但对几丁质酶相关基因研究较少。 基于此， 本研

究通过对圆锥节丛孢菌 ＡＣ －ＸＪ 株几丁质酶 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 克隆表达并研究其酶学特性与对线虫降解作

用， 以期为阐明捕食性真菌几丁质酶侵染线虫机制奠

定基础。
本研究成功获得圆锥节丛孢菌 ＡＣ－ＸＪ 株胞外几

丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 基因序列， 对该基因进行分子特

征分析发现 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 属于糖苷水解酶 １８ 家族， 其

含有的几丁质酶底物结合位点 ＳＬＧＧＳ 和几丁质酶催

化活性位点 ＴＶＤＧＦＤＬＤＦ 与少孢节丛孢菌几丁质酶

ＡＯ－３７９ 一致， 同时蛋白三级结构显示几丁质酶 ＡＣ－
ｃｈｉ６１９５ 具有典型的 ＧＨ１８ 几丁质酶三磷酸异构酶桶

形结构域。 捕食性真菌几丁质酶大多来自 ＧＨ１８ 家

族， 属于内切几丁质酶， 通过将几丁质聚合物切割成

相应的寡聚体来发挥作用［１６］。 在侵袭性真菌中， 例

如食线虫真菌和昆虫致病性真菌中过量表达单一几丁

质酶， 或向这些几丁质酶中添加几丁质结合域， 分别

提高了这些真菌的寄生潜力和昆虫毒性［１７－２１］， ＡＣ－
ｃｈｉ６１９５ 基因的分子特征分析有望为高效基因工程菌

生物防治剂的研发提供参考。
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使用 ＤＮＳ 法以胶体几丁质为底物检测重组几丁

质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 的酶活性为 １０２ Ｕ ／ ｍｇ。 几丁质酶的

酶活性与其表达及纯化方式有较大关联， 如 Ｋａｒｔｈｉｋ
等［２２］通过离子交换层析和凝胶树脂层析纯化出一种

链霉菌酸性几丁质酶的酶活性为 １６１􀆰 ３５ Ｕ ／ ｍｇ； Ｅｌ－
Ｓａｙｅｄ 等［２３］从黏质沙雷菌中鉴定出几丁质酶高产菌株

ＮＲＣ４０８ 的几丁质酶活性为 ２５０ Ｕ ／ ｍｇ； 盖佳伟［２４］ 对

少孢节丛孢菌几丁质酶基因 ＧＨ１８Ｂ 进行真核表达出

的几丁质酶活性为 ４８􀆰 ７ Ｕ ／ ｍｇ。 利用大肠杆菌原核表

达的几丁质酶中， Ｉｔｏｈ 等［２５］ 对类芽孢杆菌几丁质酶

基因进行原核表达， ７ 种几丁质酶中酶活性最高的

ＣｈｉＥ 为 ２７０ Ｕ ／ ｍｇ； 梁凯歌［２６］对桑氏链霉菌几丁质酶

基因 ＳｓＣｈｉ６１ 进行原核表达纯化出的几丁质酶活性为

１０４ Ｕ ／ ｍｇ； 徐碧锐［２７］ 对纤维弧菌几丁质酶基因

Ｃｅｌｌｖｉｂｒｉｏ 进行原核表达纯化出的几丁质酶活性为

４１􀆰 ０８ Ｕ ／ ｍｇ； 故本次原核表达出的几丁质酶 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 酶活性在大肠杆菌异源表达几丁质酶中处于

中等水平。
几丁质酶的酶学性质与其来源密切相关， 通常反

映在酶蛋白的分子量、 最适 ｐＨ 和温度上， 捕食性真

菌几丁质酶研究较少。 在捕食性真菌所属的食线虫真

菌中， 大多数几丁质酶具有分子量为 ３０～４７ ｋＤａ， 最

适温度 ３０ ～ ５０ ℃， 温度升高时催化活性显著下降，
最佳 ｐＨ 值在 ３ ～ ７􀆰 ５ 等特性， 如厚垣普可尼亚菌的

Ｃｈｉ４３ 和 ＰｃＣｈｉ４４［２８］、 宛 氏 拟 青 霉 菌 的 Ｃｈｉ３２ 和

Ｃｈｉ４６［２９］、 刀孢蜡蚧菌的 Ｌｐｃｈｉ１ 等［３０］。 本研究获得

的 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 也符合以上特性。 在底物特异性研究

中， ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 对几丁质类物质有明显降解能力，
但对羧甲基纤维素钠几乎无分解活性， 故 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 有一定的底物特异性。 圆锥节丛孢菌最适生

长温度为 ２５ ℃， 同时在 ｐＨ＝ ６􀆰 ５～７􀆰 ５ 时菌丝生长良

好， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 时产孢能力最强［３１］； ＡＣ － ｃｈｉ６１９５ 在

２５ ℃时相对酶活在 ７５％以上， ｐＨ ＝ ６ ～ ８ 时相对酶活

在 ８５％以上， 表明该几丁质酶在圆锥节丛孢菌自然

生长环境条件下具有较强酶活性， 可能在其捕食线虫

过程中发挥重要作用。
目前捕食性真菌几丁质酶杀线虫活性只在模式真

菌少孢节丛孢菌中有所研究， 少孢节丛孢菌一共预测

了 １６ 个几丁质酶相关基因， 已克隆表达 ＡＯ－１４［３２］、
ＡＯ－ ３１［３３］、 ＡＯ－ １９０［３４］、 ＡＯ－ ３７９［３５］、 ＡＯ－ ４８３［９］、
ＡＯ－５８７［３３］、 ＡＯ－８０１［１０］、 ＡＯ－４９２［３６］ 共 ８ 个几丁质

酶， 目前报道杀线虫活性的有 ＡＯ－３７９［３７］、 ＡＯ－４８３、
ＡＯ－８０１ 和 ＡＯ－４９２。 用 ＡＯ－４８３ 和 ＡＯ－８０１ 处理秀

丽隐杆线虫后 １２ ｈ 死亡率达到 １００％， ＡＯ－４９２ 处理

后的秀丽隐杆线虫 ６ ｈ 后成虫死亡率达到 ９４％， 幼虫

死亡率达到 １００％。 与本试验几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５

基因及氨基酸序列相似度最高的 ＡＯ－３７９ 对马圆线虫

和秀丽隐杆线虫作用 １２、 ２４ 和 ３６ ｈ 后， 对马圆线虫

的杀灭率分别为 ４２％、 ８９％和 １００％， 对秀丽隐杆线

虫的杀灭率分别为 ５０％、 ９０％和 ９７％［３７］， 其杀虫率

与 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 相当。

４　 结论

本研究克隆了圆锥节丛孢菌几丁质酶 ＡＣ －
ｃｈｉ６１９５ 基因序列， 并在大肠杆菌中克隆表达； 纯化

复性后的重组几丁质酶 ＡＣ－ｃｈｉ６１９５ 对线虫体壁具有

一定的降解能力， 并具备杀虫效果。 研究结果为圆锥

节丛孢菌几丁质酶作用机制提供数据支持， 并对高效

绿色杀线虫酶制剂的研发提供科学依据。
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