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几丁质降解菌 Acinetobacter sp. WML1的生物
安全性和发酵优化
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重点实验室, 中国湖南 常德 415000; 2. 中南大学 生命科学学院, 中国湖南 长沙 410013)
摘 要: Acinetobacter sp. WML1分离自淡水湖渔场沉积物,能降解几丁质,具有一定的应用价值。为了评价菌
株WML1的生物安全性,为菌株的安全使用提供参考和保障,采用常规纸片扩散法检测耐药性,用血琼脂平板
划线法检测溶血性,用溴甲酚紫显色法检测氨基酸脱羧酶活性,用试剂盒测定硝酸还原酶活性。在菌株生物安
全性分析的基础上,通过单因素试验法和正交试验法进行菌株WML1产几丁质酶发酵条件的优化。结果表明,
菌株WML1对多种抗生素敏感,无溶血性,无硝酸还原酶活性,有精氨酸脱羧酶活性及微弱的赖氨酸和鸟氨酸
脱羧酶活性 ; 其最优产酶条件为 0.4%黄豆粉、0.20%半乳糖、0.03% KH2PO4、0.07% K2HPO4、0.002% FeSO4、

0.05% MgSO4·7H2O、0.001% ZnSO4、0.60%胶体几丁质、pH 9.5、5.0%的接种量、25 mL的装液量(对应 250 mL容
量瓶)、37℃的培养温度,优化后的几丁质酶活为(2.72依0.09) U/mL。综上所述,不动杆菌WML1在使用安全性
上危害较小,可防可控,经发酵条件优化后其所产几丁质酶的活性提高了约 4.61倍,为产几丁质酶菌株的工业
化应用提供了理论基础。
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Abstract: Acinetobacter sp. WML1 was isolated from the fishery sediments of freshwater lakes and proved
to have application value due to its ability to degrade chitin. Herein, the biosafety of the chitinase-producing
strain WML1 was first evaluated for application. The drug resistance of the strain was detected with the disk
diffusion method, haemolytic activity was analyzed by streaking the blood agar plate, amino acid decarboxy-
lase and nitrate reductase activities were measured by the chromogenic assay with bromocresol purple and
nitrate reductase activity assay kit, respectively. On the basis of biosafety analysis, the fermentation condi-
tions of the strain were then optimized by single-factor and orthogonal tests for chitinase production. The re-
sults showed that the strain WML1 was sensitive to most antibiotics, and had no haemolytic activity or ni-
trate reductase activity, had arginine decarboxylase activity and weak lysine and ornithine decarboxylase ac-
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几丁质是自然界中含量仅次于纤维素的可再

生资源, 中国是几丁质的产量大国, 其相关产业
正成长为一个重要的高分子产业。利用几丁质的

一种方法是将其降解成低相对分子质量的产物。

几丁质酶酶解法是一种最理想的降解几丁质的方

法, 具有很多优点, 如生产工艺简单、反应条件温
和、降解产物容易控制、产物活性高、无污染等[1]。
此外, 几丁质酶在生物农药、食品及保健品、医药
制品、环境废弃物管理等生物技术领域也具有广

泛的应用[2-4]。细菌是自然界中几丁质的主要降解
者, 也是几丁质酶研究最多的来源之一。微生物
胞外酶具有来源广、可分泌到胞外、生产周期短、

易发酵、易提取、操作性强、经济效益好等优点,
在医学、食品、化工和饲料等领域具有广阔的应用

前景和现实意义[5-6]。目前, 已经发现的产几丁质
酶的细菌种类很多, 其中比较常见的有气单胞菌
属、沙雷氏菌属、弧菌属和芽孢杆菌属[7-8]。有研究
表明, 在将废弃的粗制蟹壳转化为 N-乙酰葡糖胺
时, 来自枯草芽孢杆菌的几丁质酶优于作为商业
化产品的灰色链霉菌的几丁质酶, 转化率可达
60%[9]。此外, 有研究者通过优化菌株发酵生产几
丁质酶的工艺来制备几丁寡糖或几丁单糖[10-11]。然
而, 绝大部分细菌产几丁质酶的能力不够理想,
这使得产业化的几丁质酶价格昂贵, 难以实现商
业应用。因此, 对不同环境来源的产几丁质酶菌
株的研究, 可为产几丁质酶微生物资源的开发和
应用提供基础。

不动杆菌属(A cinetobacter)菌株较为常见, 目
前已有关于该属菌株产几丁质水解酶的报道。例

如: 顾张慧等[12]从海泥中筛选得到了产几丁质脱
乙酰酶细菌 MCDA01, 经单因素和正交试验优化
其发酵条件后, 所产几丁质脱乙酰酶的活性提高
了 4.14倍,具有工业应用潜力; Kim等[13]从犊牛粪

便中分离的新型产几丁质酶不动杆菌 HANDI 309
可以在短时间内不经过任何预处理而实现几丁质

酶的工业化生产, 在食品和制药行业具有潜在的
应用价值。但到目前为止, 分离自淡水湖渔场沉
积物的产几丁质酶的不动杆菌尚未见报道。此外,
需要注意的是, 细菌在应用过程中可能会存在一
定的安全风险, 如某饲料添加剂中的蜡状芽孢杆
菌因携带含四环素耐药基因(tetracyclin resistance
gene B, tetB)的质粒, 存在潜在的安全风险, 从而
被停用[14]。由此可见, 为更好地实现产酶菌株的大
规模生产和商业应用, 在通过发酵优化提高产酶
量之前,有必要对产酶菌株进行生物安全性分析。

本研究首先对分离自津市西湖渔场沉积物中

的产几丁质酶菌株 A cinetobacter sp. WML1 (16S
rRNA 基因序列号为 OM959512, 与其系统发育关
系最密切的有效命名的典型菌株 A. tandoii DSM
14970T的 16S rRNA 基因序列的相似性为98.81%)
的耐药性、溶血性、氨基酸脱羧酶活性和硝酸还原

酶活性进行测定, 从耐药性和有害代谢产物两方
面来评估菌株WML1的生物安全性, 为菌株的安
全使用提供参考和保障, 随后采用单因素和正交
试验法对菌株 WML1产酶的发酵条件进行优化,
为产几丁质酶菌株的工业化应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样品来源

菌株 WML1分离自淡水湖渔场津市西湖渔
场沉积物, 由湖南文理学院生命与环境科学学院
环洞庭湖水产健康养殖及加工湖南省重点实验室

分离并保存。

1.1.2 主要试剂和仪器

实验使用的试剂主要有: 几丁质、N-乙酰葡

tivities. The optimal enzyme production conditions of strain WML1 were as follows: 25 mL medium containing
0.4% soybean powder, 0.20% galactose, 0.03% KH2PO4, 0.07% K2HPO4, 0.002% FeSO4, 0.05% MgSO4·7H2O,
0.001% ZnSO4, 0.60% colloidal chitin in a 250 mL flask, with the initial pH of 9.5, 5.0% inoculum size and
culture temperature of 37 益. Under the optimized conditions, the chitinase activity reached (2.72依0.09) U/mL.
In conclusion, Acinetobacter sp. WML1 is generally safe in application, with only low toxicity that is preven-
table and controllable, and the enzyme activity could be about 4.61 times higher than that before optimiza-
tion. The study provides a theoretical foundation for the industrial application of chitinase-producing bacteria.
Key words: chitinase-producing bacterium; chitinase; Acinetobacter sp. WML1; biosafety; fermentation op-
timization

（Life Science Research，2023，27（4）：361-370）
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糖胺、L-赖氨酸、L-精氨酸、L-鸟氨酸(上海麦克林
生化科技有限公司),抗菌药物药敏纸片(杭州微生
物试剂有限公司), 血琼脂平板培养基(江门市凯林
贸易有限公司), 硝酸还原酶活性测定试剂盒(南京
建成生物工程研究所有限公司)。其他试剂均为分
析纯。DNS (3,5-dinitrosalicylic acid)试剂按照文
献[15]配制。实验用到的仪器主要有: Hirayama灭
菌器(HVE-50, 日本 Hirayama公司), 真空冷冻干
燥机(LC-18N-50A, 上海力辰邦西仪器科技有限
公司), 超净工作台[SW-CJ-1F (D), 苏州真田洁净
设备有限公司],生化培养箱(SPX-250,北京中兴伟
业仪器有限公司), 恒温振荡器(THZ-98C, 上海一
恒科学仪器有限公司), 台式冷冻离心机(Centri-
fuge 5417R, 德国 Eppendorf 公司 ), 酶标仪 (SN:
1807235, 美国 BioTek仪器有限公司), HH恒温水
浴锅 (KW-1000DC, 金坛市中大仪器厂), pH 计
(S229, 美国梅特勒-托利多仪器有限公司)。
1.1.3 胶体几丁质的制备

按照如下步骤制备胶体几丁质。将 10 g几丁质
加入 200 mL浓盐酸中,充分溶解。28 益、180 r/min
振荡约 1.5 h。将红棕色溶液加入 2.5 L冷蒸馏水
中, 快速混匀, 4 益静置过夜。4 益、5 000 r/min离
心 20 min收集胶体几丁质, 并用冷蒸馏水反复清
洗, 直至 pH值大于 5.0。用 200 mL蒸馏水重悬沉
淀, 制成胶体几丁质溶液, 4 益保存。使用真空冷
冻干燥机通过干重法测定胶体几丁质含量(质量
体积分数)。
1.1.4 培养基的制备

卢里亚-贝尔塔尼(Luria-Bertani, LB)液体/固
体培养基按照文献[16]配制。氨基酸脱羧酶测定
培养基按照文献[17]配制。胶体几丁质发酵培养
基(质量体积分数, g/mL): 0.2%蛋白胨、0.1%葡萄
糖、0.2%酵母粉、0.03% KH2PO4、0.07% K2HPO4、
0.002% FeSO4、0.05% MgSO4·7H2O、0.001% ZnSO4、
0.30%胶体几丁质, 蒸馏水配制, pH 7.5, 115 益高
压蒸气灭菌 30 min。
1.2 实验方法

1.2.1 菌株安全性评价

采用常规纸片扩散法(Kirby-Bauer 法, K-B
法)[18]进行抗生素敏感性实验, 具体方法参考文献
[19]。通过四区划线法于血琼脂平板上划出目标
菌株的单菌落, 于 28 益培养 2 d, 观察菌株周围
有无透明溶血环, 结果参照 Luis-Villase觛nor 等 [20]

的方法判定。氨基酸脱羧酶活性测定实验和硝酸

还原酶活性测定实验参考文献[19]进行。
1.2.2 几丁质酶活性的测定

分别取 4 滋mol/mL N-乙酰葡糖胺溶液 0、
66 滋L、132 滋L、198 滋L、264 滋L、330 滋L、396 滋L、
462 滋L、528 滋L、594 滋L、660 滋L 于 1.5 mL 离心
管中, 用蒸馏水补足至 660 滋L。分别加入 300 滋L
DNS试剂, 混匀, 于 100 益水浴锅中水浴 10 min,
室温冷却 5 min 后, 13 000 r/min 离心 5 min, 取
200 滋L上清测定 550 nm处的吸光度(OD550 nm)。以
N-乙酰葡糖胺浓度为横坐标, OD550 nm值为纵坐
标, 绘制标准曲线。
取培养 3 d 的发酵液于 2 mL 离心管中 ,

13 000 r/min、4 益离心 5 min, 取上清, 采用 DNS
法进行几丁质酶活性测定。在 660 滋L溶液中加入
1.00% (质量体积分数, g/mL)胶体几丁质, 混匀后
于 28 益、180 r/min条件下反应 4 h。随后, 按照与
绘制标准曲线相同的步骤进行显色并测定 OD550 nm。
酶活单位(U)定义为在一定条件下, 每小时催化产
生 1 滋mol还原糖所需的酶量(mL)。
1.2.3 菌株产酶条件的优化

1.2.3.1 培养基成分的优化

采用单因素试验法进行无机盐组分(胶体几丁
质发酵培养基组、无磷酸盐组、无硫酸盐组和无无

机盐组)、碳源(以蔗糖、甘露糖、半乳糖或可溶性淀
粉替代葡萄糖)和氮源(以 NH4NO3、KNO3、黄豆粉
或鱼粉替代蛋白胨和酵母粉)的优化。在单因素试
验的基础上, 采用 L16(45)正交表设计 3因素 4水
平正交试验,对碳源、氮源及胶体几丁质的含量进
行优化, 正交试验的因素和水平见表 1。培养条件
为 28 益、180 r/min, 250 mL 三角瓶的装液量为
50 mL, 接种量为 1.0% (体积分数, mL/mL)。
1.2.3.2 培养条件的优化

采用单因素试验法进行初始 pH (7.5、8.5、9.5、
10.5)、培养温度(20 益、24 益、28 益、32 益、36 益)、
装液量(10 mL、25 mL、50 mL、100 mL、150 mL, 采
用 250 mL容量瓶)和接种量(0.5%、1.0%、3.0%、
5.0%、10.0%、15.0%、20.0%) (体积分数, mL/mL)的
优化。在单因素试验的基础上, 采用 L16(45)正交表
设计 4因素 4水平正交试验, 对不同培养条件的
组合进行优化, 正交试验的因素和水平见表 2。
1.2.4 数据统计分析

所有数据用平均值依标准差(x依s)表示。多组间
比较采用 SPSS Statistics 17.0软件进行单因素方
差分析, 显著水平为 P<0.05。采用 Excel软件进行
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图 1 Acinetobacter sp. WML1溶血性检测结果
Fig.1 Hemolytic results of Acinetobacter sp. WML1

表 2 培养条件正交试验的因素及水平表
Table 2 Factors and levels in orthogonal experiment for optimizing culture conditions

表 1 培养基成分含量正交试验的因素及水平表
Table 1 Factors and levels in orthogonal experiment for optimizing contents of medium components

Level
1
2
3
4

A
Soybean powder/(%)

0.2
0.4
2.0
4.0

B
Galactose/(%)

0.05
0.10
0.20
0.40

C
Colloidal chitin/(%)

0.05
0.10
0.30
0.60

Factor

正交试验结果分析, 极显著水平为 P<0.01。采用
Origin 2021及 Adobe Illustrator CS5软件制图。
2 结果

2.1 几丁质降解菌 Acinetobacter sp. WML1 的
生物安全性

2.1.1 几丁质降解菌 Acinetobacter sp. WML1的
耐药性

采用 5大类 20种药敏纸片对菌株 WML1进
行抗生素敏感性试验, 结果如表 3所示。对于青
霉素类抗生素, 菌株WML1对羧苄西林和哌拉西
林表现出敏感, 对氨苄西林表现出中度敏感, 对
青霉素和苯唑西林表现出耐药; 对于头孢菌素类
抗生素, 菌株WML1对头孢氨苄和头孢拉定表现
出敏感,对头孢他啶、头孢曲松和头孢哌酮表现出
中度敏感, 对头孢唑啉和头孢呋辛表现出耐药;
对于氨基糖苷类抗生素和四环素类抗生素, 菌株
WML1对阿米卡星、庆大霉素、卡那霉素、新霉素、
四环素、米诺环素和多西环素均表现出敏感;对于
大环内酯类抗生素, 菌株WML1对红霉素表现出
耐药。上述结果表明, 菌株 WML1对多种抗生素
敏感, 容易防控, 耐药性转移的潜在风险较低。
2.1.2 几丁质降解菌 Acinetobacter sp. WML1的
有害代谢产物

溶血素是一类作用于细胞膜, 能够使细胞膜
结构和功能发生紊乱、细胞内容物外泄、细胞死亡

的蛋白毒素[21]。采用血琼脂平板划线法检测菌株
WML1的溶血性, 结果如图 1所示。由图 1可知,

28 益培养 2 d后, 菌株WML1菌落周围没有产生
透明溶血环, 无溶血现象, 呈 酌-溶血。结果表明菌
株 WML1不产生溶血素, 没有溶血性, 为溶血安
全菌株。

生物胺主要由微生物分泌的氨基酸脱羧酶催

化游离氨基酸形成, 是世界范围内公认的影响人
体健康的物质[22-23]。菌株WML1的氨基酸脱羧酶
活性测定结果如图 2所示, 无氨基酸无菌组呈蓝
紫色, 无氨基酸组呈黄色, L-赖氨酸组和 L-鸟氨
酸组在液面表层有少量淡蓝色, L-精氨酸组呈蓝
紫色, 表明菌株WML1有精氨酸脱羧酶活性及微
弱的赖氨酸和鸟氨酸脱羧酶活性。因此, 在发酵
生产中应注意避免菌株 WML1将氨基酸转化为
有毒的生物胺, 以免引起安全问题。

具有硝酸还原酶活性的菌株, 能将硝酸盐
还原成亚硝酸盐, 进而产生肠毒素和致癌物质,

Level
1
2
3
4

A
Initial pH

8.0
8.5
9.0
9.5

B
Temperature/益

15
20
28
37

C
Liquid medium volume/mL

25
50

100
150

D
Inoculation quantity/(%)

0.1
0.5
5.0

10.0

Factor
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图 2 Acinetobacter sp. WML1氨基酸脱羧酶活性测定结果
Fig.2 The results of amino acid decarboxylase activity of Acinetobacter sp. WML1

表 3 Acinetobacter sp. WML1抗生素敏感性试验结果
Table 3 Antibiotic sensitivity test results of Acinetobacter sp. WML1

Type of
antibiotic

Penicilines

Cephalosporins

Aminoglycosides

Tetracyclines

Macrolides

Antibiotic
Penicillin
Ampicillin
Carbenicillin
Oxacillin
Piperacillin
Cefalexin
Cefazolin
Cefuroxime
Ceftazidime
Ceftriaxone
Cefoperazone
Cefradine
Amikacin
Gentamicin
Kanamycin
Neomycin
Tetracycline
Minocycline
Doxycycline
Erythromycin

Drug
content

10 U/pill
10 滋g/pill
100 滋g/pill
1 滋g/pill
100 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
75 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
10 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
30 滋g/pill
15 滋g/pill

Resistant
臆19
臆13
臆19
臆10
臆17
臆14
臆14
臆14
臆14
臆13
臆15
臆14
臆14
臆12
臆13
臆12
臆14
臆14
臆12
臆13

Intermediary
20~27
14~16
20~22
11~12
18~20
15~17
15~17
15~17
15~17
14~20
16~20
15~17
15~16
13~14
14~17
13~16
15~18
15~18
13~15
14~22

Sensitive
逸28
逸17
逸23
逸13
逸21
逸18
逸18
逸18
逸18
逸21
逸21
逸18
逸17
逸15
逸18
逸17
逸19
逸19
逸16
逸23

Inhibition zone
diameter/mm
11.67依0.76
13.50依0.25
23.67依0.29
6.00依0

20.75依0.25
18.08依0.76
10.75依1.09
14.42依2.13
16.33依0.88
17.75依0.90
19.42依0.38
18.92依0.76
19.92依1.01
19.50依0
19.50依0.43
16.67依0.95
22.00依1.50
26.25依1.15
23.67依0.88
12.92依1.26

Sensitivity
R
I
S
R
S
S
R
R
I
I
I
S
S
S
S
S
S
S
S
R

Criterion of inhibition zone diameter/mm

注: R, 耐药; I, 中度敏感; S, 敏感。
Notes: R, resistant; I, intermediary; S, sensitive.

危害健康 [24]。菌株 WML1的硝酸还原酶活性为
(0.01依0.05) 滋mol/(g·h), 数值约等于 0, 且实验组
吸光度值与对照组吸光度值相等,表明菌株WML1
是不具有硝酸还原酶活性的安全菌株。

以上生物安全性实验结果显示, 菌株 WML1
对多种抗生素敏感, 无溶血性, 无硝酸还原酶活
性, 有精氨酸脱羧酶活性及微弱的赖氨酸和鸟氨
酸脱羧酶活性。这表明菌株WML1引发耐药性转
移的安全风险较低, 可防可控, 不具有引发败血
症和产生亚硝酸盐的隐患, 是安全性较高的菌株,
可以将其应用于发酵产酶。对于菌株WML1所具

有的氨基酸脱羧酶活性, 可在其应用时对 pH进
行调节, 避免菌株处于酸性环境, 并保证通氧量,
防止氨基酸分解生成生物胺。

2.2 几丁质降解菌 Acinetobacter sp. WML1 产
酶培养基成分的优化

2.2.1 单因素试验法分析培养基成分对菌株产酶

的影响

由图 3A可知, 菌株 WML1发酵产酶培养基
的最佳无机盐组分为 KH2PO4、K2HPO4、FeSO4、
MgSO4·7H2O和 ZnSO4,用该组培养基培养菌株 3 d
后上清液酶活最高, 为(0.400依0.002) U/mL。由图
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3B可知, 菌株 WML1发酵产酶培养基的最佳碳
源为半乳糖, 用该组培养基培养菌株 3 d后上清
液酶活最高,为(0.44依0.05) U/mL。由图 3C可知,菌
株WML1培养 3 d后上清液酶活最高的组是以蛋
白胨和酵母粉为氮源的组,酶活为(0.54依0.02) U/mL;
其次是以黄豆粉为氮源的组,酶活为(0.51依0.02) U/mL。
考虑到两组酶活相近, 且黄豆粉的价格比蛋白胨
和酵母粉的价格低很多, 因此从成本和效益上综
合考虑, 最终选择黄豆粉为该菌株发酵产酶的最
佳氮源。

2.2.2 正交试验法分析培养基成分含量对菌株产

酶的影响

采用 L16(45)正交表研究 3因素 4水平对菌株
WML1几丁质酶产量的影响, 实验方案与结果见
表 4和表 5。方差分析结果表明, 黄豆粉含量(A因
素)、半乳糖含量(B因素)和胶体几丁质含量(C因
素)对菌株发酵产酶均具有显著性影响, 主次顺序
为 C、B、A。各效应显著性测验结果见表 6, 黄豆粉
含量(A因素) 4个水平处理的差异显著, 以 A2水
平产酶量最高;半乳糖含量(B因素) 4个水平处理
的差异显著,以 B3水平产酶量最高;胶体几丁质含
量(C因素) 4个水平处理的差异显著,以 C4水平产
酶量最高。综上所述, 该正交试验获得的最优方案
为 A2B3C4。因此,选择黄豆粉 0.4%、半乳糖 0.20%、
胶体几丁质 0.60%作为发酵产酶的最优组合, 并
用此方案进行后续发酵产酶培养条件的优化。

2.3 几丁质降解菌 Acinetobacter sp. WML1 产
酶培养条件的优化

2.3.1 单因素试验法分析培养条件对菌株产酶的

影响

由图 4A可知,当初始 pH为 9.5时, 上清液酶
活最高,为(1.37依0.04) U/mL。由图 4B可知,当培养
温度为 28益时,上清液酶活最高,为(1.97依0.07) U/mL。
由图 4C可知, 当装液量为 100 mL时, 上清液酶
活最高, 为(3.52依0.01) U/mL。由图 4D可知, 当菌
株WML1的接种量为 0.5% (体积分数, mL/mL)时,
上清液酶活最高, 为(2.43依0.17) U/mL。
2.3.2 正交试验法分析培养条件对菌株产酶的影

响

采用 L16(45)正交表进一步研究各培养条件组
合对菌株WML1几丁质酶产量的影响, 实验方案
与结果见表 7和表 8。方差分析结果表明, 初始
pH (A因素)、温度(B因素)、装液量(C因素)和接种
量(D因素)对菌株发酵产酶均具有显著性影响, 主
次顺序为 C、A、D、B。各效应显著性测验结果见
表 9, 初始 pH (A因素) 4个水平处理的差异显著,
以 A4水平产酶量最高;温度(B因素) 4个水平处理
的差异显著, 以 B1水平产酶量最高; 装液量(C因
素) 4个水平处理的差异显著, 以 C1水平产酶量
最高; 接种量(D因素) 4个水平处理的差异显著,
以 D1水平产酶量最高。综上所述, 该正交试验获
得的最优方案为 A4B1C1D1。因此, 初始 pH 9.5、温

图 3 培养基成分对菌株WML1发酵产酶的影响
(A) 不同无机盐组分; (B) 不同碳源; (C) 不同氮源。不同小写字母表示差异具有显著性(P<0.05), 下同。
Fig.3 The influence of medium components on chitinase production by the strain WML1
(A) Different inorganic salt components; (B) Different carbon sources; (C) Different nitrogen sources. Different lowercase letters
mean significant differences (P<0.05). The same bellow.
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表 4 培养基成分含量的 L16(45)正交试验表头设计和结果

Table 4 L16(45) orthogonal experiment table head design and results of medium component contents

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

A
1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3
4
4
4
4

B
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

C
1
2
3
4
2
1
4
3
3
4
1
2
4
3
2
1

玉
0.25
0.37
0.63
1.20
0.42
0.29
1.75
0.73
0.37
0.46
0.29
0.55
0.30
0.25
0.35
0.38

域
0.25
0.41
0.65
1.23
0.48
0.31
1.85
0.77
0.37
0.45
0.29
0.57
0.27
0.24
0.35
0.39

芋
0.25
0.39
0.66
1.22
0.52
0.30
1.84
0.74
0.34
0.42
0.27
0.54
0.24
0.23
0.35
0.39

Mean/(U·mL-1)
0.25
0.39
0.65
1.22
0.47
0.30
1.81
0.74
0.36
0.44
0.28
0.55
0.27
0.24
0.35
0.39

Enzyme activity/(U·mL-1)

表 5 培养基成分含量的方差分析结果
Table 5 Variance analysis results of medium component contents

注: **表示差异极显著(P<0.01)。
Notes: ** means extremely significant difference (P<0.01).

表 6 培养基成分含量的新复极差法多重比较
Table 6 Duncan’s new multiple range test for multiple comparison in medium component contents

度 15 益、装液量 25 mL (250 mL容量瓶)、接种量
0.1% (体积分数, mL/mL)是由正交试验推导出的
发酵产酶的最优培养条件。

由于推导出的最优方案 A4B1C1D1不在表 7的

16个处理组中, 因此为验证推导出的最优培养条
件是否为实际最优培养条件, 并比较优化前后酶
活的变化情况, 分别用优化前的培养基和培养条
件、优化后的培养基和推导出的最优培养条件以

Source of variation
Randomized blocks
Treatment combination
Soybean powder
Galactose
Colloidal chitin
Blank column
Error
Total

Degree of freedom
2

15
3
3
3
6

30
47

Sum of square
0.002 7
7.895 6
1.948 1
2.018 6
2.678 5
1.250 5
0.015 5
7.913 8

Mean square
0.001 4
0.649 4
0.672 9
0.892 8
0.416 9
0.000 5

F value
2.8

1 298.8**

1 345.8**

1 785.6**

833.8**

P value
7.67E-02
0.79E-31
0.46E-31
0.69E-33
0.57E-31

Treatment
A2
A1
A3
A4
B3
B4
B2
B1
C4
C3
C2
C1

Mean
0.83
0.63
0.41
0.31
0.77
0.73
0.34
0.34
0.94
0.50
0.44
0.31

5%
a
b
c
d
a
b
c
c
a
b
c
d

1%
A
B
C
D
A
B
C
C
A
B
C
D

Significant difference
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图 4 培养条件对菌株WML1发酵产酶的影响
(A) 不同初始 pH; (B) 不同培养温度; (C) 不同装液量(采用 250 mL容量瓶); (D) 不同接种量。
Fig.4 The influence of culture conditions on chitinase production by the strain WML1
(A) Different initial pH values; (B) Different culture temperatures; (C) Different liquid medium volumes (used 250 mL flasks); (D)
Different inoculation quantities.
及优化后的培养基和 16号处理组的培养条件对
菌株WML1进行产酶发酵。结果如图 5所示,在优
化后的培养基和 16号处理组的培养条件下菌株
WML1所产几丁质酶的活性最高,为(2.72依0.09) U/mL,
约为优化前的 4.61倍。
3 讨论

生物技术产业不仅要求优质新型的微生物资

源, 而且也需要微生物的安全性和产能潜力得到
应有的保证与挖掘。本研究首先对菌株WML1的
耐药性及有害代谢产物进行了测定, 结果表明菌
株 WML1仅对少数几种抗生素耐药, 无溶血性,
无硝酸还原酶活性, 有精氨酸脱羧酶活性及微弱
的赖氨酸和鸟氨酸脱羧酶活性。总体上 , 菌株
WML1危害性较小, 可以将其应用于发酵产酶。氨
基酸脱羧酶能够将氨基酸脱羧还原成生物胺, 造
成安全隐患。但是该还原反应需要酸性条件, 并
且氨基酸的分解需要在厌氧条件下进行。因此,

对于菌株WML1所具有的氨基酸脱羧酶活性, 可
通过溶液 pH的调节, 避免菌株处于酸性环境, 并
保证通氧量, 从而防止氨基酸分解生成生物胺。
菌株WML1的生物安全性分析结果为其安全使用
提供了参考和保障。基于此,本研究进一步对其发
酵产酶条件进行了优化。结果显示,胶体几丁质含
量和装液量是影响酶产量的两大因素, 说明菌株
WML1产几丁质酶需要底物诱导, 且对溶氧量有
一定的要求。经单因素和正交试验优化后, 菌株
WML1的最优产酶条件为: 0.4%黄豆粉、0.20%半
乳糖、0.03% KH2PO4、0.07% K2HPO4、0.002% FeSO4、
0.05% MgSO4·7H2O、0.001% ZnSO4、0.60%胶体几
丁质、pH 9.5、5.0% (体积分数, mL/mL)接种量、25 mL
的装液量(对应 250 mL容量瓶)、37 益的培养温度。
最优条件下的几丁质酶活性为(2.72依0.09) U/mL,
约为优化前的 4.61倍。与其他研究相比, 从淡水
湖渔场沉积物中筛选得到的不动杆菌 WML1 的
产酶量一般, 例如: 张瑶心等[25]对从湖北武汉地区
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Source of variation
Randomized blocks
Treatment combination
Initial pH
Temperature
Liquid medium volume
Inoculation quantity
Blank column
Error
Total

Degree of freedom
2

15
3
3
3
3
3

30
47

Sum of square
0.048 0
5.504 8
1.372 1
0.259 9
2.691 7
0.362 0
0.819 0
0.045 0
5.597 9

Mean square
0.024 0
0.457 4
0.086 6
0.897 2
0.120 7
0.273 0
0.001 5

F value
16.0**

304.9**

57.8**

598.2**

80.4**

182.0**

P value
0.19E-04
0.15E-21
0.14E-11
0.77E-26
0.19E-13
0.25E-18

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

A
1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3
4
4
4
4

B
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

C
1
2
3
4
2
1
4
3
3
4
1
2
4
3
2
1

D
1
2
3
4
3
4
1
2
4
3
2
1
2
1
4
3

玉
1.22
0.86
0.46
0.29
0.66
0.72
0.60
0.41
0.68
0.56
0.82
0.55
0.76
0.89
0.82
1.64

域
1.52
0.88
0.49
0.32
0.69
0.77
0.63
0.42
0.76
0.60
0.89
0.58
0.81
0.93
0.86
1.73

芋
1.50
0.93
0.50
0.38
0.69
0.77
0.63
0.47
0.79
0.59
0.92
0.58
0.81
0.94
0.86
1.75

Mean/(U·mL-1)
1.41
0.89
0.49
0.33
0.68
0.75
0.62
0.43
0.75
0.58
0.88
0.57
0.79
0.92
0.85
1.71

Enzyme activity/(U·mL-1)

表 7 培养条件的 L16(45)正交试验表头设计和结果
Table 7 L16(45) orthogonal experiment table head design and results of culture conditions

表 8 培养条件的方差分析结果
Table 8 Variance analysis results of culture conditions

注: **表示差异极显著(P<0.01)。
Notes: ** means extremely significant difference (P<0.01).

表 9 培养条件的新复极差法多重比较
Table 9 Duncan’s new multiple range test for multiple comparison in culture conditions

Treatment
A4
A1
A3
A2
B1
B2
B4
B3
C1
C2
C3
C4
D1
D3
D2
D4

Mean
1.07
0.78
0.69
0.62
0.91
0.79
0.76
0.71
1.19
0.75
0.65
0.58
0.88
0.86
0.75
0.67

5%
a
b
c
d
a
b
b
c
a
b
c
d
a
a
b
c

1%
A
B
C
D
A
B
B
C
A
B
C
D
A
A
B
C

Significant difference
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图 5 优化前后菌株WML1发酵产酶情况
Fig.5 The chitinase production by the strain WML1
before and after optimization

虾壳堆积土壤中分离得到的产几丁质酶无色杆菌

ZWW8的发酵条件进行优化后,其所产酶的活性提
升为 2.04 U/mL,是优化前的 8倍;李静等[26]对从土
壤中分离得到的产几丁质酶放线菌 L12的发酵条
件进行优化后,其所产酶的活性提升为 63.60 U/mL,
是优化前的 1.68倍; Meriem等[27]对从阿尔及利亚
半干旱土壤中分离的产几丁质酶链霉菌 C9进行发
酵条件优化后,其所产酶的活性提升为 91.80 U/mL,
是优化前的 26.38倍。尽管如此, 针对不同环境中
的产几丁质酶菌株的研究,有助于挖掘产几丁质酶
菌株的生物资源。此外, 黄豆粉是一种工业副产
品, 产量多、价格低廉且营养较为丰富, 利用其作
为氮源可在获得有益产物的同时降低生产成本。

相比于其他研究利用蛋白胨 [12]、NH4Cl [25]、玉米浆
和 NaNO3[26]以及酵母膏 [27]作为氮源, 本研究利用
黄豆粉作为发酵培养基中的氮源具有很大的优势。
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