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摘　 要: 植物内生真菌是挖掘不同类型壳聚糖酶及发现新酶的资源宝库ꎮ 该研究从 １２２ 株柑橘和血散薯内

生真菌中筛选能产生壳聚糖酶的菌株ꎬ对其进行鉴定ꎬ初步研究酶活力影响因素ꎬ为后期其酶学性质及产壳

聚糖酶内生真菌与宿主植物病害防御互作关系的研究奠定基础ꎮ 通过透明圈法初筛结合液体发酵法进行

复筛ꎬ得到 ２ 株可产生壳聚糖酶的内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９ 和 Ｓｔｄｉｆ９￣４ꎬ并发现 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 最高酶活力(０.９６８ ＵｍＬ￣１)显
著高于 Ｓｔｄｉｆ９(０.７８０ ＵｍＬ￣１)ꎮ 采用形态学和分子生物学结合的方法将菌株 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 鉴定为青霉属菌株ꎬ
即 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ. Ｓｔｄｉｆ９￣４ꎮ 通过 ＤＮＳ 试剂法初步研究影响该菌株产壳聚糖酶活力的因素ꎬ发现不同培养时

间对菌株壳聚糖酶活力具有显著影响ꎬ在培养 ９６ ｈ 时ꎬ壳聚糖酶活力达到最大值ꎮ ９ 种金属离子对菌株的

酶活力具有不同影响ꎬ其中 Ｍｎ２＋和 Ｃａ２＋对壳聚糖酶活力具有明显的激活作用ꎻＡｇ＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｂａ２＋和 Ｆｅ３＋对

壳聚糖酶活力具有不同程度的抑制作用ꎬ并且 Ａｇ＋的抑制作用最为显著ꎻＫ＋和 Ｎａ＋对壳聚糖酶活力无显著影

响ꎮ 不同培养代数菌株产酶活力无显著差异ꎬ说明其产酶活力稳定ꎮ
关键词: 植物内生真菌ꎬ 壳聚糖酶ꎬ 酶活力ꎬ 青霉属ꎬ 血散薯
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ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｈｏｓｔ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｔｗｏ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｓｔｄｉｆ９ ａｎｄ Ｓｔｄｉｆ９￣４ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ
ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｃｉｒｃｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｄｉｆ９￣４ (０.９６８ Ｕ
ｍＬ￣１) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ Ｓｔｄｉｆ９ (０.７８０ ＵｍＬ￣１). Ｓｔｄｉｆ９￣４ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ. Ｓｔｄｉｆ９￣４ ｂｙ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＴＳ ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ
ｂｙ ＤＮＳ ｒｅａｇｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅａｃｈｅｄ ｍａｘｉｍｕｍ ａｔ ９６ ｈ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉ￣
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　 　 自 １９７３ 年 Ｍｏｎａｇｈａｎ ｅｔ ａｌ. (１９７３)首先报道了

壳聚糖酶(ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ)是一种不同于几丁质酶的新

酶以来ꎬ壳聚糖酶的基础与应用研究已成为目前的

研究热点ꎮ 壳聚糖酶不水解胶态几丁质ꎬ但能够水

解完全脱乙酰化的壳聚糖ꎬ所以该酶被认为是专一

性水解线性壳聚糖的酶ꎬ主要存在于真菌、细菌及

植物中(鲁晶娣等ꎬ２０１８)ꎮ 近年来ꎬ大量研究表明ꎬ
壳聚糖酶可以作为生物防治剂ꎬ能提高植物的抗病

能力ꎬ与细胞壁的降解、营养代谢等均密切相关ꎬ在
回收利用甲壳素中的氮和碳素等方面也起着重要

的作用(Ｋｏｕｚａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻＴｈａｄａｔｈｉｌ ＆ Ｖｅｌａｐｐａｎꎬ２０１４ꎻ
Ｒａｄｈａｋｒｉｓｈｎａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻ鲁晶娣等ꎬ２０１８)ꎮ 此外ꎬ
其水解产物壳寡糖具有抗菌、抗肿瘤、抗氧化、促进

伤口愈合等多种独特的生理活性和功能ꎬ在医药、
食品、化妆品等领域中具有广阔的应用前景(Ａａｍ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０ꎻＰａｒｋ ＆ Ｋｉｍꎬ２０１０ꎻＪａｉｓｗａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ

不同微生物来源的壳聚糖酶的种类及性质具

有较大差异ꎮ 植物内生真菌是探索不同种类壳聚

糖酶及发现新酶的资源宝库(Ｒａｊｕｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ
Ｖｅｎｋａｔａｃｈａｌａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 目前ꎬ对植物内生真

菌壳聚糖酶的研究仍然极少ꎮ 植物内生真菌是指

在其生活史中的某一阶段或全部阶段生活在健康

植物体各类组织内而不引起宿主植物产生明显病

害症状、与宿主植物互惠共生的真菌( Ａｂｄａｌｌａ ＆
Ｍａｔａｓｙｏｈꎬ２０１４)ꎮ Ｒａｊｕｌｕ ｅｔ ａｌ. (２０１１)首次从陆生

植物内生真菌中筛选产几丁质修饰酶的菌株ꎬ发
现其中 ３７％的内生真菌可产生多种类型的壳聚糖

酶ꎮ Ｖｅｎｋａｔａｃｈａｌａｍ ｅｔ ａｌ. ( ２０１５)从海藻和海草的

１１７ 株内生真菌中发现 ４１％的菌株产生的壳聚糖

酶可水解脱乙酰度为 ５６％的壳聚糖ꎬ６６％的菌株

产生的壳聚糖酶可水解脱乙酰度为 ３８％的壳聚

糖ꎬ５６％的菌株产生的壳聚糖酶可水解脱乙酰度

为 １.６％的壳聚糖ꎮ Ｒａｊｕｌｕ ｅｔ ａｌ. (２０１１)和 Ｖｅｎｋａｔ￣
ａｃｈａｌａｍ ｅｔ ａｌ.(２０１５)的研究均发现来源于不同植

物的同种内生菌的酶具有高度多样性ꎮ
植物中普遍含有内生真菌ꎬ种类繁多ꎮ 从植

物内生真菌中筛选产壳聚糖酶菌株将有利于发现

种类丰富多样的壳聚糖酶ꎬ也将有利于水解产生

多种不同类型的壳寡糖ꎬ为农业、医药业及食品工

业等提供更多有利资源ꎮ 本研究从柑橘和血散薯

的 １２２ 株内生真菌中筛选产壳聚糖酶的菌株ꎬ初
步研究酶活力影响因素ꎬ为后续进一步研究其酶

学特性和功能、明确产壳聚糖酶内生真菌与宿主

植物互作关系等奠定基础ꎮ

３３３１９ 期 金秋珠等: 产壳聚糖酶内生真菌的筛选、鉴定及酶活力初步研究



１　 材料与方法

１.１ 植物内生真菌

１２２ 株植物内生真菌为广西师范大学珍稀濒

危动植物生态与环境保护教育部重点实验室化学

生态实验室前期从健康柑橘(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｐｐ.)和血散

薯( Ｓｔｅｐｈａｎｉａ ｄｉｅｌｓｉａｎａ)植株中分离得到ꎮ 柑橘样

品采自广西桂林 ( １１０° １９′ ４４″ Ｅ、 ２５° １６′ １３″ Ｎꎬ
１１０°１６′３６″ Ｅ、２５° １１′５″ Ｎ)、梧州 ( １１１° １′１８″ Ｅ、
２３°２９′４６″ Ｎ)ꎻ血散薯采自广西来宾市金秀瑶族自

治县(１０９°５９′３４″ Ｅ、２４°１６′１０″ Ｎ)ꎮ
１.２ 仪器和试剂

主要仪器:超净工作台 ＺＨＪＨ￣Ｃ１１１２Ｃꎬ上海智

城ꎻ恒温培养箱ꎬ韶关泰宏医疗器械ꎻ恒温摇床

ＬＹＺ￣２１０２Ｃꎬ上海龙跃ꎻ生物显微镜 ＤＭ３ ０００ꎬ德国

徕卡ꎻ紫外可见光分光光度计 ＵＶ￣１ ２００ꎬ上海美普

达ꎮ 主要药品试剂:ＤＮＳ 试剂(购自优品实验室)ꎬ
壳聚糖(分子量 ２９ 万ꎬ脱乙酰度 ９５％ꎬ购自浙江玉

环澳兴甲壳素有限公司)ꎬ盐酸溶液(购自西陇科

学股份有限公司)ꎬ氢氧化钠(购自西陇科学股份

有限公司)ꎬ金属离子盐 (所用的离子 Ｎａ＋、Ｋ＋、
Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｂａ２＋和 Ｆｅ３＋均为氯盐ꎬＡｇ＋为

ＡｇＮＯ３)ꎮ
１.３ 培养基

１.３.１ 活化培养基 　 用于菌种从低温保存条件转

到室温条件的活化适应ꎬ采用马铃薯葡萄糖琼脂

培养基(ＰＤＡ):去皮的马铃薯 ２０％ꎬ葡萄糖 ２％ꎬ琼
脂 ２％ꎬｐＨ ７.０ꎬ１２１ ℃高温高压灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１.３.２ 种子培养基　 种子液同 １.３.１ꎬ仅不添加琼脂ꎮ
１.３.３ 产壳聚糖酶菌株筛选培养基 　 参考张涛

(２００５)的方法ꎬ配制初筛和复筛诱导培养基ꎮ
Ａ 组分:１％胶体壳聚糖ꎬｐＨ ５.６ꎮ Ｂ 组分:酵母

粉 ０. １％ꎬＫ２ ＨＰＯ４ ３Ｈ２ Ｏ ０. ３％ꎬＫＨ２ ＰＯ４ ０. ２％ꎬ
ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.１４％ꎬＮａＣｌ ０.１％ꎬＫＣｌ ０.１％ꎬＣａＣｌ２
０. ０２％ꎬ琼脂 ２％ꎮ Ｃ 组分:土豆汁 ２０％ꎬ葡萄糖

０.２％ꎬ蛋白胨０.５％ꎬ酪蛋白 ０.２％ꎬ酵母浸膏０.５％ꎬ
ｐＨ ５.６ꎮ 以上 Ａ、Ｂ、Ｃ 组分均单独灭菌ꎮ 其中ꎬ将
Ａ、Ｂ 两溶液等体积混合制得初筛固体培养基ꎻ将 Ａ、
Ｃ 两溶液等体积混合制得复筛液体发酵培养基ꎮ

１.４ 产壳聚糖酶菌株筛选

１.４.１ 初筛(透明圈法筛选) 　 在超净工作台中ꎬ用
无菌打孔器(直径 ４ ｍｍ)在已活化的内生真菌菌

落边缘取菌饼ꎬ转接至初筛培养基平板上ꎬ每皿接

１ 块菌饼ꎬ设置 ３ 个重复ꎬ于 ２８ ℃ 培养ꎬ每天观察

菌株生长情况ꎬ并在有透明圈产生时ꎬ采用十字交

叉法测量相应透明圈直径(Ｄ)和菌落直径( ｄ)ꎬ记
录数据并拍照ꎬ计算 Ｄ / ｄ 比值ꎮ 挑选产透明圈明

显的菌株ꎬ进一步摇培发酵检测酶活ꎮ
１.４.２ 复筛 　 在超净工作台中ꎬ向装有 １００ ｍＬ 种

子培养基的三角瓶(２５０ ｍＬ)中转接 ３ 块活化的菌

饼ꎬ设置 ３ 个重复ꎬ２８ ℃、１５０ ｒｍｉｎ￣１振荡培养 ３
ｄꎬ获得种子液ꎮ 用移液枪吸取 ２ ｍＬ 种子液接入

装有 １００ ｍＬ 复筛培养基的三角瓶(２５０ ｍＬ)中ꎬ设
置 ３ 个重复ꎬ２８ ℃、１５０ ｒｍｉｎ￣１振荡培养 ３ ｄ 后ꎬ
测定壳聚糖酶活力ꎮ
１.５ 菌株鉴定

采用形态学结合分子生物学的方法对产壳聚

糖酶的菌株进行鉴定ꎮ 形态学鉴定菌株主要是通

过不同的培养基(ＣＡ、ＰＤＡ、ＣＹＡ 及 Ｇ２５Ｎ)对内生

真菌进行培养ꎬ参考«真菌鉴定手册» (魏景超ꎬ
１９７９)、«中国真菌志»(孔华忠ꎬ２００７)及相关文献

对其进行初步鉴定ꎮ 鉴定特征包括菌落大小、形
态、生长速率、边缘特征、菌落及培养基基质颜色ꎬ
以及菌落在显微镜下的特征(如菌丝有无分隔、分
支ꎬ分生孢子形态、大小ꎬ产孢结构特征等)ꎮ 分子

生物学鉴定菌株主要是利用真核生物在 ｒＤＮＡ 的

ＩＴＳ 区段具有保守性和特异性序列的特性ꎬ以真菌

通用引物 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 扩增菌株 ＩＴＳ 碱基序列ꎬ委
托北京六合华大基因科技有限公司武汉分公司进

行检测纯化及测序ꎮ 将获得的测序结果与 ＮＢＣＩ
数据库中的序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ选择相似度较

高ꎬ亲缘关系近的菌株比对ꎬ并用 ＭＥＧＡ Ⅹ软件ꎬ
对 ＩＴＳ 碱基序列进行聚类分析ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 进行自展

次数为 １ ０００ 的置信度检测ꎬ根据系统发育树中的

组群关系对菌株进行分类ꎮ
１.６ 壳聚糖酶活力测定

１.６.１ 氨基葡萄糖标准溶液 　 准确称取 ０.８６３ ｇ 氨

基葡萄糖盐酸盐(１０５ ℃ 烘至恒重)ꎬ置于小烧杯

中ꎬ加少量蒸馏水溶解后ꎬ转移到容量瓶中ꎬ用蒸

４３３１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



馏水定容至 １ ０００ ｍＬꎬ混匀ꎬ配制成 ４ μｍｏｌｍＬ￣１

氨基葡萄糖标准溶液ꎬ置于 ４ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１.６.２ 氨基葡萄糖标准曲线绘制 　 取 ６ 支洗净的

１０ ｍＬ 试管ꎬ依次加入 ０、０.２、０.４、０.６、０.８、１.０ ｍＬ
浓度为 ４ μｍｏｌｍＬ￣１的氨基葡萄糖标准溶液ꎬ均加

蒸馏水至 １ ｍＬꎬ再分别加入 １ ｍＬ ＤＮＳ 试剂ꎬ放入

１００ ℃的水中反应 １０ ｍｉｎ 后取出ꎮ 冷却后ꎬ加蒸

馏水定容至 １０ ｍＬꎬ混匀ꎮ 在 ５２０ ｎｍ 波长处ꎬ以 ０
号管调节零点ꎬ测定其他号试管溶液的吸光值ꎮ
重复 ３ 次测量ꎬ计算出每支试管吸光值的平均值ꎮ
１.６. ３ ＤＮＳ 法 测 壳 聚 糖 酶 活 力 　 参 考 胡 远 亮

(２００７)和刘昌燕等 ( ２００９) 的方法ꎬ具体操作如

下:首先ꎬ取 ０.５ ｍＬ 发酵上清液和 ０.５ ｍＬ １％胶体

壳聚糖溶液ꎬ在 ５０ ℃ 下保温 ６０ ｍｉｎꎮ 然后ꎬ向试

管中加入 １ ｍＬ ＤＮＳ 试剂终止反应ꎬ并转至沸水中

反应 １０ ｍｉｎꎬ反应结束后用流动自来水进行降温ꎮ
最后ꎬ向试管中分别加入蒸馏水至每管溶液体积

为 １０ ｍＬꎮ 以煮沸失活的酶液作为对照ꎬ用分光光

度计测量 ５２０ ｎｍ 处的吸光值(ＯＤ５２０)ꎬ根据氨基

葡萄糖标准曲线方程计算出其对应的氨基葡萄糖

浓度ꎮ 按照以下公式计算酶活力:酶活力 ＝ (测定

样组的还原糖量－对照样组的还原糖量) ×２(稀释

倍数) / ６０(时间)ꎮ 酶活力定义为每毫升发酵液每

分钟产生 １ μｍｏｌ 还原糖所需的酶量为一个酶活力

单位(Ｕ)ꎮ
１.７ 菌株 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 产酶曲线测定

参照毛贵珠等(２０１２)的方法ꎬ并进行适当改

良ꎬ按照 １.４.２ 的操作方法ꎬ将种子液接入 ２５０ ｍＬ
三角瓶中ꎬ每菌接 ３ 瓶ꎬ２８ ℃、１５０ ｒｍｉｎ￣１振荡培

养ꎬ分别于 ２４、 ４８、 ７２、 ９６、 １２０ ｈ 取发酵液离心

(４ ０００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ１５ ｍｉｎ)ꎬ按照 １.６.３ 方法测定上

清液酶活力ꎮ
１.８ 金属离子对菌株 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 酶活力的影响

分别配制浓度为 １００ ｍｍｏｌＬ￣１ 的金属离子

(Ｎａ＋、Ｋ＋、Ａｇ＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｂａ２＋和 Ｆｅ３＋)
溶液ꎬ然后分别向混有 ０.５ ｍＬ 发酵上清液和 ０.５
ｍＬ １％胶体壳聚糖溶液的试管中加入上述金属离

子溶液 ０.１ ｍＬꎮ 按照 １.６.３ 的方法测定酶活力ꎬ每
个样品做 ３ 个平行实验ꎮ 以不加金属离子的空白

对照组酶活力为 １００％ꎬ在金属离子存在条件下的

实验组酶活力相对于空白对照组酶活力的比例即

为添加金属离子后的相对酶活力 (高剑锋等ꎬ
２０１２)ꎮ 即相对酶活力 ＝实验组酶活力 /空白对照

组酶活力ꎮ
１.９ 菌株 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 酶活力稳定性测定

将菌株连续传代培养五代ꎬ分别测定每代菌

株产壳聚糖酶活力ꎬ以判断菌株产酶活力是否稳

定ꎮ 从保种管内挑出 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 菌丝进行活化ꎬ作为

第一代ꎬ培养 ３ ｄ 即转接至新的 ＰＤＡ 培养基内ꎬ新
转接菌株继续培养 ３ ｄꎬ作为第二代ꎬ再转接ꎬ以此

类推ꎬ至第五代ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 氨基葡萄糖标准曲线方程

建立 的 氨 基 葡 萄 糖 标 准 曲 线 方 程 为 ｙ ＝
０.１６４ １ｘ－０.００３ ３(Ｒ２ ＝ ０.９９９ １)ꎬ其中 ｘ 为氨基葡

萄糖浓度ꎬｙ 为不同浓度的氨基葡萄糖溶液的吸

光值ꎮ
２.２ 产壳聚糖酶内生真菌筛选

利用透明圈法ꎬ通过大量筛选ꎬ初步确定透明

圈直径 /菌落直径较大的 ２ 株内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９ 和

Ｓｔｄｉｆ９￣４(均分离自血散薯块根)为产壳聚糖酶较好

的菌 株ꎮ 进 一 步 测 定 ２ 株 内 生 真 菌 Ｓｔｄｉｆ９ 和

Ｓｔｄｉｆ９￣４ 发酵液(培养 ３ ｄ)的壳聚糖酶活力ꎬ结果

如表 １ 所示ꎮ 发酵培养 ３ ｄ 的内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９ 和

Ｓｔｄｉｆ９￣４ 对 ９５％脱乙酰度壳聚糖有较好的酶解作

用ꎬ其壳聚糖酶活力分别达到 ０.７８０ 和 ０.９６８ Ｕ
ｍＬ￣１ꎬ Ｓｔｄｉｆ９￣４ 壳 聚 糖 酶 活 力 显 著 高 于 菌 株

Ｓｔｄｉｆ９的ꎮ
２.３ ２ 株内生真菌产壳聚糖酶活力曲线

分别测定内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９ 和 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 在摇培

２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、１６８ ｈ 后的产酶活力ꎬ以确

定其产壳聚糖酶活力最佳培养时间ꎬ结果如图 １
所示ꎮ ２ 株内生真菌在前 ７２ ｈ 产酶活力均较低ꎬ
７２ ｈ 后产酶活力迅速增加ꎬ并均在 ９６ ｈ 时产酶活

力达到最大值ꎬ９６ ｈ 之后产酶活力开始逐渐降低ꎮ
从酶活力曲线可知ꎬ在不同的培养时间段ꎬＳｔｄｉｆ９￣４
菌株产 酶 活 力 均 高 于 Ｓｔｄｉｆ９ꎮ 因 此ꎬ 后 续 选 取

Ｓｔｄｉｆ９￣４ 进行进一步研究ꎮ
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表 １　 ２ 株产壳聚糖酶菌株及其酶活力
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｗｏ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ

ｔｈｅｉｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

内生真菌
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ｆｕｎｇｉ

透明圈与菌落直径比值
Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ

ｃｉｒｃｌｅ ｔｏ ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ

３ ｄ ５ ｄ １０ ｄ

发酵液酶活力
Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｂｒｏｔｈ
(ＵｍＬ ￣１)

(３ ｄ)

Ｓｔｄｉｆ９ １.６４Ａａ １.５９ＡＢａ １.４１Ｂｂ ０.７８０ｂ

Ｓｔｄｉｆ９￣４ １.７１Ａａ １.６５Ｂａ １.５３Ｃａ ０.９６８ａ

　 注: 大写字母为每行数据结果差异性比较ꎬ小写字母为每列
数据结果差异性比较ꎮ 不同字母代表差异显著(Ｐ< ０. ０５)ꎮ
下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｄｅｎｏｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｒｏｗ ｏｆ ｄａｔａꎬ ａｎｄ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｄｅｎｏｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ｄａｔａ. Ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 ２ 株内生真菌产壳聚糖酶活力曲线
Ｆｉｇ. １　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｂｙ ｔｗｏ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

２.４ 内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 的鉴定

采用形态学和分子生物学方法对内生真菌

Ｓｔｄｉｆ９￣４ 进行鉴定ꎮ 参考«中国真菌志» (孔华忠ꎬ
２００７)ꎬ根据显微形态图(图 ２)ꎬ其分生孢子梗上

只有一个分枝点ꎬ此分枝点上为单轮生的帚状枝ꎻ
分生孢子梗和分子孢子表面平滑ꎻ分生孢子球形

或近球形ꎮ 结合 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 在不同培养基上的菌落

直径(表 ２)和菌落形态(图 ３)初步确定内生真菌

Ｓｔｄｉｆ９￣４ 为青霉属(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)菌株ꎮ 结合分子生

物学鉴定ꎬ将其测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列进

行比对ꎬ发现其 ＩＴＳ 序列与 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ.的相似性

高达 １００％ꎮ 因此ꎬ将 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 鉴定为 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐ. Ｓｔｄｉｆ９￣４(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＮ２３８８４９)ꎮ
２.５ 金属离子对内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４壳聚糖酶活力影响

在确定 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 壳聚糖酶活力最高的发酵时

间(９６ ｈ)的基础上ꎬ测定了 ９ 种金属离子( Ｎａ＋、
Ｋ＋、Ａｇ＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｂａ２＋和 Ｆｅ３＋ꎬ浓度均

为 １００ ｍｍｏｌＬ￣１)对酶活力的影响ꎬ结果如表 ３ 所

示ꎮ Ｍｎ２＋和 Ｃａ２＋ 对 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 所产的壳聚糖酶活力

具有明显的激活作用ꎻＢａ２＋ 和重金属离子 Ａｇ＋、
Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｆｅ３＋对壳聚糖酶活力都有不同程度的抑

制作用ꎬ其中 Ａｇ＋的抑制作用最为显著ꎻＫ＋ 和 Ｎａ＋

对壳聚糖酶活力无显著影响ꎮ
２.６ 内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 产壳聚糖酶稳定性测定

将内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 转接继代培养五代ꎬ分别

测定相应发酵液壳聚糖酶活性ꎬ发现酶活性无显

著差异(图 ４)ꎮ 图 ４ 结果表明该菌株产酶活力比

较稳定ꎮ

３　 讨论与结论

通过平板初筛和液体复筛ꎬ从 １２２ 株内生真

菌中筛选到了 ２ 株产壳聚糖酶的菌株ꎮ 采用形态

学结合分子生物学的方法对其中产酶活力较高的

菌株进行鉴定ꎬ将其归为青霉属ꎮ 目前ꎬ人们从植

物内生真菌中筛选产壳聚糖酶菌株的研究较少ꎬ
主要还是从土壤、海洋等环境中进行筛选( Ｚｉｔｏｕｎｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻＣｈｉｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ꎻＦｕｋａｍｉｚｏ ＆ Ｓｈｉｎａｙａꎬ
２０１９)ꎬ而且发现的产酶菌株大多数为青霉属

(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)或曲霉属 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ) (曾嘉ꎬ２００２ꎻ
郑连英和隋斯光ꎬ ２００４ꎻ卓少玲ꎬ ２０１２ꎻ单秋实ꎬ
２０１５)ꎮ 本研究筛选到的产壳聚糖酶的内生真菌

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ. Ｓｔｄｉｆ９￣４ 也为青霉属菌株ꎬ分离自我

国重要药用植物血散薯块根ꎮ 由于不同来源的壳

聚糖酶的酶学性质往往有较大差异ꎬＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐ. Ｓｔｄｉｆ９￣４ 来源于药用植物ꎬ其特殊的生境是否会

使得其壳聚糖酶的结构、功能有别于其他环境菌

株ꎬ其对壳聚糖的作用类型是内切型还是外切型

等ꎬ后期还需进一步研究ꎮ 此外ꎬ不同培养基及不

同营养成分配比对不同菌株的生长及酶的诱导往

往有不同程度的影响ꎬ在进行初筛的过程中ꎬ由于

只用了一种选择培养基ꎬ这很可能会导致漏筛一

部分产壳聚糖酶的菌株ꎮ 因此ꎬ后期可尝试多种

含壳聚糖的培养基进行筛选ꎮ
发酵时间对壳聚糖酶活力有显著影响ꎮ Ｐｅｎｉ￣

６３３１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ２　 活性菌株菌落形态及生长直径
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ

培养基
Ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ

菌落特征
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

菌落正面形态
Ｆｒｏｎｔａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

菌落背面形态
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

直径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ
( ｃｍ)

ＰＤＡ 菌落表面呈白色ꎬ质地为短绒毛状ꎬ少量同心环ꎬ
边缘整齐
Ｗｈｉｔｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｕｒｆａｃｅꎬ ｓｈｏｒｔ ｖｉｌｌｏｕｓ ｔｅｘｔｕｒｅꎬ ａ ｆｅｗ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒｉｃ ｒｉｎｇｓꎬ ｎｅａｔ ｅｄｇｅｓ

圆心周围颜色较深ꎬ菌落外围颜色变为黄绿色ꎬ具
有过渡同心环带
Ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｉｓ ｄａｒｋｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒ￣
ｒｏｕｎｄｉｎｇ ｃｏｌｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｔｕｒｎｓ ｔｏ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎꎬ
ｗｉｔｈ ａ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒｉｃ ｒｉｎｇ

４.２９

ＣＡ 菌落表面呈白色ꎬ质地为短绒毛状ꎬ边缘整齐
Ｗｈｉｔｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｕｒｆａｃｅꎬ ｓｈｏｒｔ ｖｉｌｌｏｕｓ ｔｅｘｔｕｒｅꎬ ｎｅａｔ ｅｄｇｅｓ

白色至淡黄色
Ｗｈｉｔｅ ｔｏ ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

４.００

ＣＹＡ 菌落表面呈白色ꎬ质地为短绒毛状ꎬ有大量放射状
沟纹ꎬ边缘整齐
Ｗｈｉｔｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｕｒｆａｃｅꎬ ｓｈｏｒｔ ｖｉｌｌｏｕｓ ｔｅｘｔｕｒｅꎬ ａ ｌａｒｇｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｄｉａｌ ｇｒｏｏｖｅｓꎬ ｎｅａｔ ｅｄｇｅｓ

黄褐色ꎬ有少量同心环ꎬ环纹颜色较深ꎬ有大量放
射状皱纹
Ｙｅｌｌｏｗ￣ｂｒｏｗｎꎬ ｗｉｔｈ ａ ｆｅｗ ｄａｒｋ ｃｏｎｃｅｎｔｒｉｃ ｒｉｎｇｓ ａｎｄ ａ
ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｄｉａｌ ｗｒｉｎｋｌｅｓ

３.９４

Ｇ２５Ｎ 菌落表面呈白色ꎬ质地为短绒毛状ꎬ边缘整齐
Ｗｈｉｔｅ ｃｏｌｏｎｙ ｓｕｒｆａｃｅꎬ ｓｈｏｒｔ ｖｉｌｌｏｕｓ ｔｅｘｔｕｒｅꎬ ｎｅａｔ ｅｄｇｅｓ

黄绿色ꎬ菌落边缘呈白色
Ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ ｃｏｌｏｎｙ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｅｄｇｅ

２.６９

　 注: 以上为菌株 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 在不同培养基上培养 ７ ｄ 的菌落形态图ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｓｔｄｉｆ９￣４ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ７ ｄ.

图 ２　 内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 在 Ｇ２５Ｎ 培养基上
培养 ３０ ｄ 显微形态图

Ｆｉｇ. ２　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｓｔｄｉｆ９￣４
ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｏｎ Ｇ２５Ｎ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３０ ｄ

ｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ. Ｓｔｄｉｆ９￣４ 产壳聚糖酶活力在前 ７２ ｈ 均较

低ꎬ７２ ｈ 后迅速增加ꎬ并在 ９６ ｈ 时达到最大值ꎬ随
后逐渐降低ꎮ 这与张翔等(２０１８)、张子瑞(２０１６)
报道的结果相似ꎮ 与之相应的ꎬ王钦宏和蔡静平

(２０００)发现产酶活力最高时ꎬ培养液中活菌数也

达到了最高水平ꎬ并确定 ３ ｄ 为适宜的收获时间ꎮ

推测可能因为在发酵初期ꎬ培养基内的营养物质

充裕ꎬ菌体大量繁殖ꎬ产生大量的壳聚糖酶ꎬ后期

由于营养物质的减少及菌体进入衰亡期ꎬ壳聚糖

的产生也随之减少(熊妍妍等ꎬ２０１８)ꎮ 本文仅研

究了发酵时间对壳聚糖酶活力的影响ꎬ接种量、培
养基各营养成分(如碳源、氮源等)以及培养条件

(如温度、ｐＨ 等)等因素也均可影响壳聚糖酶活

力ꎬ后期可利用单因素实验结合正交实验或响应

面分析等进行综合分析ꎬ以确定最有效促进产壳

聚糖酶活力提高的条件ꎮ
大部分壳聚糖酶活性均可受金属离子的影

响ꎮ 本研究使用 ８ 种氯盐分别提供了 ８ 种金属离

子(Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｂａ２＋及 Ｆｅ３＋)和

ＡｇＮＯ３提供 Ａｇ＋ꎬ考察不同金属离子对酶活力的影

响ꎮ 其中ꎬＭｎ２＋和 Ｃａ２＋对 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 壳聚糖酶活力具

有明显的激活作用ꎮ 相似的ꎬ单秋实(２０１５)研究

发现金属离子 Ｍｎ２＋、 Ｃａ２＋ 对来源于土壤的青霉

(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ. ＱＳ７)壳聚糖酶活力也具有促进作

用ꎻ卓少玲(２０１２)也发现 Ｃａ２＋ 对来源于土壤的青

霉(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ. Ｍ￣２)壳聚糖酶活力具有促进作

用ꎮ Ｍｎ２＋和 Ｃａ２＋对大多数微生物来源的壳聚糖酶

活性具有激活作用(曾嘉ꎬ２００２ꎻ郝日光ꎬ２００５ꎻ段
妍ꎬ２００６)ꎮ Ｂａ２＋和重金属离子 Ａｇ＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｆｅ３＋
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以上为菌株 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 在不同培养基上培养 ７ ｄ 的菌落形态图ꎮ
Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｓｔｄｉｆ９￣４ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ７ ｄ.

图 ３　 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 在不同培养基上的菌落形态图
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｔｄｉｆ９￣４ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

相同字母无显著差异(Ｐ ＝ ０.０５)ꎮ
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ＝０.０５).

图 ４　 内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 产壳聚糖酶活力稳定性
Ｆｉｇ. ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ

ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ Ｓｔｄｉｆ９￣４

对壳聚糖酶活力具有不同程度的抑制作用ꎬＫ＋ 和

Ｎａ＋对壳聚糖酶活力无显著影响ꎮ 这与大多数微

生物来源的壳聚糖酶一致(逄玉娟ꎬ２００４ꎻ段妍ꎬ

２００６ꎻ游 清 徽ꎬ ２００６ꎻ 王 艳 君 等ꎬ ２０１２ꎻ 张 翔 等ꎬ
２０１８)ꎬ但也有部分金属离子对不同来源的壳聚糖

酶活力起着相反的作用ꎬ如在单秋实(２０１５)的报

道中ꎬ Ｚｎ２＋ 对来源于土壤的青霉菌 ( Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐ. ＱＳ７)壳聚糖酶活力具有促进作用ꎮ 金属离子

对酶的影响机制ꎬ可能与金属离子和底物壳聚糖

形成稳定的复合物有关(陈小娥ꎬ２００４)ꎻ或金属离

子通过参与壳聚糖酶活性中心的构建ꎬ结合酶活

性中心以外的部位ꎬ增大酶与底物之间的亲和力ꎬ
使酶活力得到增强(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ杨立红等ꎬ
２０１３)ꎻ或由于金属离子通过螯合作用ꎬ影响酶的

构象ꎬ干扰酶对底物的降解作用ꎬ从而导致酶活力

下降(王艳君等ꎬ２０１２)ꎮ 并且ꎬ不同作用条件如温

度、ｐＨ、酶的浓度、底物浓度以及金属离子本身的

浓度都会影响其作用效果ꎮ 后期应对以上作用条

件进行优化ꎬ并进一步研究不同金属离子对菌株

壳聚糖酶活力影响机制ꎮ
综上所述ꎬ 本研究从血散薯内生真菌中筛选

８３３１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ３　 不同金属离子对内生真菌 Ｓｔｄｉｆ９￣４ 产壳聚糖酶活力影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ ｏｎ ｃｈｉｔｏｓａｎａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ Ｓｔｄｉｆ９￣４

金属离子
Ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ＣＫ Ｎａ＋ Ｋ＋ Ａｇ＋ Ｃａ２＋ Ｍｎ２＋ Ｚｎ２＋ Ｃｄ２＋ Ｂａ２＋ Ｆｅ３＋

相对酶活力
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ (％)

１００.０ｃ １００.２ｃ １０１.４ｃ ５７.９ｇ １０８.２ｂ １７２.９ａ ８４.５ｅ ８５.２ｅ ９２.８ｄ ７４.１ｆ

　 注: ＣＫ 表示对照ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＣＫ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

到产壳聚糖酶活力稳定的青霉属菌株ꎬ并初步研

究了影响酶活力的因素ꎮ 后期将进一步研究壳聚

糖酶的酶学性质ꎬ对菌株产壳聚糖酶活力的最佳

培养条件进行优化ꎬ进一步明确金属离子促进壳

聚糖酶活力的最佳浓度、复合效应及其作用机制ꎬ
并测定壳聚糖酶及其水解产物的抗菌活性或诱导

活性ꎬ及探究其与宿主植物病害防御互作关系ꎮ
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