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研究报告 

桑氏链霉菌几丁质酶 ChiKJ40 基因的克隆表达及其抑菌作用 

张博阳  朱天辉*  韩珊  王莹  李姝江  谯天敏 
(四川农业大学林学院  四川 成都  611130) 

 
 

摘  要：【背景】目前关于桑氏链霉菌(Streptomyces sampsonii)生防基因的研究不多，仅从其基

因组中克隆了 2 个几丁质酶基因片段，其单个几丁质酶的完整基因序列相关研究未见报道。【目

的】克隆 S. sampsonii KJ40 的几丁质酶基因 ChiKJ40 并进行原核表达，纯化重组蛋白并研究其

抑菌作用。【方法】采用 PCR 扩增法从 S. sampsonii KJ40 中克隆几丁质酶基因 ChiKJ40，连接

到表达载体 pET-32a，导入 Escherichia coli BL21(DE3)进行诱导表达。使用 His 标记蛋白质微

量纯化试剂盒对重组几丁质酶进行纯化，Bradford 蛋白浓度测定试剂盒测定粗酶液和纯化酶液

的浓度，几丁质酶试剂盒测定粗酶液和纯化酶液的几丁质酶活性。观察重组几丁质酶对桉树焦

枯病菌(Cylindrocladium scoparium)、栗疫病菌(Cryphonectria parasitica)、链格孢菌(Alternaria 

alternate)、紫丝核菌(Rhizoctonia violacea)几种致病真菌的抑菌作用。【结果】ChiKJ40 基因(登

录号为 MF434484)在 E. coli 中经 IPTG 诱导表达，获得 42 kD 的重组几丁质酶，不同浓度 IPTG 

在 37 °C 诱导 3 h，蛋白产量无明显变化。0.2 mmol/L IPTG 16 °C 诱导过夜，重组几丁质酶主要

以可溶性形式存在于上清，小部分以包涵体存在于沉淀中。粗酶液几丁质酶活性为 0.080 U/mL，

酶比活力为 0.041 U/mg，纯化酶液几丁质酶活性为 0.046 U/mL，酶比活力为 0.115 U/mg，纯化

倍数为 2.8，酶活回收率为 57.5%。重组几丁质酶处理后，C. scoparium、C. parasitica和A. alternata

菌丝细胞出现分节、膨胀，R. violacea 菌丝溶解且部分被破坏成碎片。【结论】ChiKJ40 基因的

研究补充了 S. sampsonii 的生防背景，为几丁质酶基因找到了新的来源，并为其应用奠定了理

论基础。 
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Cloning, expression and antibacterial functions of ChiKJ40,  
a chitinase gene from Streptomyces sampsonii 

ZHANG Bo-Yang  ZHU Tian-Hui*  HAN Shan  WANG Ying  LI Shu-Jiang  QIAO Tian-Min 

(College of Forestry, Sichuan Agricultural University, Chengdu, Sichuan 611130, China) 

Abstract: [Background] There are very rare researches on the biocontrol genes of Streptomyces 
sampsonii until now. Only two chitinase gene fragments were cloned, and there is no relevant study 
in the complete gene sequence of the chitinase. [Objective] To clone and prokaryotic expression of 
the chitinase gene ChiKJ40 of S. sampsonii KJ40, then purify recombinant protein and investigating 
antibacterial characters. [Methods] Firstly we cloned the chitinase gene ChiKJ40 from S. sampsonii 
KJ40 by PCR amplification, then ligated it into vector pET-32a and expressed in Escherichia coli 
BL21(DE3). We purified the recombinant chitinase using the His-tagged protein microscopy kit, 
determined the concentration of the crude enzyme solution and the purified enzyme solution by the 
Bradford protein concentration assay kit, measured the chitinase activity of the crude enzyme 
solution and the purified enzyme solution using the chitinase kit. Finally also checked antibacterial 
characters of the recombinant chitinase on the Cylindrocladium scoparium, Cryphonectria 
parasitica, Alternaria alternata and Rhizoctonia violacea. [Results] We induced expression of the 
ChiKJ40 gene (accession number: MF434484) through IPTG in E. coli, the recombinant chitinase 
size is 42 kD. There are no significant differences in production of protein using different 
concentrations of IPTG at 37 °C inducing 3 h. 0.2 mmol/L IPTG inducing 16 °C overnight, 
recombinant chitinase mainly existed in the form of soluble supernatant, small existed in inclusions 
precipitation. The chitinase activities of crude protein and purified protein were 0.080 U/mL and 
0.046 U/mL, respectively. The specific activity of crude protein and purified protein were 0.041 U/mg 
and 0.115 U/mg, the purification ratio was 2.8, the rate of 57.5%. After treating with the purified 
protein, mycelium cells of C. scoparium, C. parasitica, A. alternata were segmented with inflating 
the mycelia, and myceliums of R. violacea were broken. [Conclusion]  This study of ChiKJ40 
provides biocontrol background of S. sampsonii and finds a new source for the chitinase genes, and 
lays a theoretical foundation for its application. 

Keywords: Streptomyces sampsonii, Chitinase, Cloning, Prokaryotic expression, Antibacterial effect 

几丁质又称甲壳素，是由 N-乙酰基-D-氨基葡

萄糖胺通过 β-1,4 糖苷键连接而成的线性多糖[1]。几

丁质是地球上仅次于纤维素的第二丰富的生物聚

合物，广泛存在于甲壳类如螃蟹和虾的壳、昆虫的

外骨骼、真菌、酵母、藻类和其他无脊椎动物的内

部结构中[2]。几丁质酶(EC 3.2.1.14)是一类可水解几

丁质的糖基水解酶，几丁质酶能够降解几丁质成低

分子量壳寡糖的功能广泛应用于工业、农业和医 

疗[3]，如诱导、抗肿瘤、生物防治植物病原真菌和

有害昆虫中的作用[4]。几丁质酶具有可诱导性、安

全无毒副作用等特点，几丁质酶和产生几丁质酶的

菌株除了可以单独用于植物病虫害防治以外，也可

以通过和其他抗生素与杀虫剂共同使用来减少其

他化学试剂的用量，进而减少对环境和人类健康的

危害，因此其在农林业上的应用范围正在不断扩大。 

根据几丁质酶的氨基酸序列同源性，将几丁质

酶划分成 5 种类型，归类为 2 个家族，即 18 家族

和 19 家族糖基水解酶[5]。但是，近年来确定了一些

几丁质酶属于 20、23 家族和 48 家族的糖基水解  

酶[6]。18 家族几丁质酶在生物体中广泛分布，包括

细菌、真菌、植物、哺乳动物、昆虫和病毒等[7]，

19 家族几丁质酶主要存在于植物中，在一些放线菌

中也被发现。桑氏链霉菌(Streptomyces sampsonii)

能够产生多种胞外水解酶[8-10]，几丁质酶是其中之

一。S. sampsonii KJ40 是本实验室从健康杨树的根

际土壤分离到的一株产几丁质酶且对紫丝核菌
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(Rhizoctonia violacea)生长有明显抑制作用的生防

链霉菌，可以预防杨树紫纹羽病的发生，显著提高

杨树生长能力[11]。目前，虽然国内外研究人员从土

壤[8-9,11]和海沉积物[10]中分离到多株产几丁质酶的

S. sampsonii，但对 S. sampsonii 几丁质酶的研究主

要局限在产几丁质酶菌株发酵粗提液的生物活性

上。虽然雷美艳[12]从 S. sampsonii 基因组中扩增并

克隆得到 411 bp 和 465 bp 大小的 2 个几丁质酶基

因片段，但 S. sampsonii 单个几丁质酶完整基因的

克隆及其在大肠杆菌(Escherichia coli)中的表达未

见报道。本研究克隆 S. sampsonii 的几丁质酶基因，

构建其 pET 系列的原核表达载体，表达纯化重组蛋

白，观察重组蛋白抑菌活性，为链霉菌几丁质酶后

续理论研究和大规模生产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、载体及培养基  

S. sampsonii KJ40 由四川农业大学森林保护林

木病理实验室保存提供，该菌株已于 2012 年 4 月

13 日保藏在中国微生物菌种保藏管理委员会普通

微生物中心，保藏编号为 CGMCC 5996；桉树焦枯

病 菌 (Cylindrocladium scoparium) 、 栗 疫 病 菌

(Cryphonectria parasitica) 、 链 格 孢 菌 (Alternaria 

alternata)、紫丝核菌(Rhizoctonia violacea)由四川农

业大学森林保护林木病理实验室保存提供。E. coli 

DH5α 和 E. coli BL21(DE3)购于北京全式金生物技

术有限公司。 

pMD19-T 载体用于构建克隆载体，购于宝生物

工程(大连)有限公司；pET-32a 载体用于构建表达载

体，由四川农业大学森林保护林木病理实验室保  

存提供；引物合成和基因测序由成都擎科梓熙公司

完成。 

营养肉汤培养基(NB，g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉

膏 5.0，氯化钠 5.0，pH 7.2−7.4。LB 液体培养基(g/L)：

胰蛋白胨 10.0，酵母膏 5.0，氯化钠 10.0，pH 7.0。

固体培养基则在每升液体培养基中加琼脂 15 g。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

溶菌酶(Lysozyme)、氨苄青霉素(Ampicillin)、5-

溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-Gal)、1×磷酸盐缓冲

液(PBS，pH 7.2−7.4，0.01 mol/L)和 Bradford 蛋白浓

度测定试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司；异丙

基硫代半乳糖苷(IPTG)、细菌基因组 DNA 提取试剂

盒、通用型 DNA 纯化回收试剂盒、质粒小提试剂盒

购于天根生化科技(北京)有限公司；SolutionⅠ、

DL2000 DNA marker、DL5000 DNA marker 购于宝生

物工程(大连)有限公司；2×TransTaq High Fidelity 

(HiFi) PCR SuperMix Ⅰ、2×TransTaq High Fidelity 

(HiFi) PCR SuperMix Ⅱ购于北京全式金生物技术有

限公司；DNA 限制性内切酶 Hind Ⅲ、BamHⅠ、

XhoⅠ、T4 DNA 连接酶购于 NEB (北京)有限公司；

His 标记蛋白质微量纯化试剂盒购于天恩泽公司。 

梯度 PCR 仪，德国艾本德公司；振荡培养箱，

哈尔滨市东联电子技术开发有限公司；电泳仪，北

京市六一仪器厂；智能人工气候箱，韶关市广智科

技设备有限公司；Gel Doc XR 凝胶成像系统，美国

伯乐公司。 

1.2  方法 

1.2.1  几丁质酶基因克隆载体的构建 

通过对 S. sampsonii KJ40 全基因组序列进行测

序及功能预测分析 (基因组 GenBank 登录号为

LORI00000000)，获得一个编码几丁质酶的基因。

利用软件 Primer Premier 5.0 设计引物，上游引物

F1：5′-ATGCGTACCCGTCTGATCG-3′；下游引物

R1：5′-TCAGCAGCTGAGGTTGTCG-3′。以基因组

DNA 为模板进行 PCR 扩增。25 μL PCR 反应体系：

ddH2O 10 μL，2×TransTaq High Fidelity (HiFi) PCR 

SuperMix  12.5 μLⅠ ，DNA 模板 0.5 μL，上、下游

引物(10 μmol/L)各 1 μL。PCR 反应条件：94 °C 3 min；

94 °C 30 s，57.8 °C 30 s，72 °C 1 min，35 个循环；

72 °C 5 min；4 °C 保存。 

纯化回收的 PCR 扩增目的片段与 pMD19-T 载

体 16 °C 连接，之后转化至 E. coli DH5α 感受态细

胞中。通过 LB/X-Gal/Amp 平板对重组子进行筛选，
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阳性的菌液送往成都擎科梓熙公司进行 DNA 测序。

构建好的克隆载体质粒 pMD19-T-ChiKJ40-1 用限

制性内切酶 Hind Ⅲ和 BamHⅠ进行双酶切检测。 

1.2.2  基因序列和蛋白质生物信息学预测分析 

DNAMAN 软件推测 ORF 及氨基酸序列，利用

NCBI数据库 BLAST 程序将得到的核苷酸序列和氨

基酸序列进行比对；利用在线 ExPasy 系统中的

ProtParam、Compute pI/Mw 工具预测蛋白的理论分

子量和等电点等；ProtScale 预测蛋白质疏水性；

TMHMM Server Version 2.0 预测跨膜区域；在线软

件 SignalP 4.1 Server 预测蛋白质信号肽；在线网站

NPS@SOPMA 预测蛋白的二级结构；在线软件

SWISS-MODEL 预测蛋白质三级结构。 

1.2.3  几丁质酶基因表达载体的构建 

以重组质粒 pMD19-T-ChiKJ40-1 为模板，通过

上 游 引 物 F2 (5′-CGCGGATCCGACACCCGCGC 

CGCCGCCG-3′)和下游引物 R2 (5′-CCGCTCGAGT 

CAGCAGCTGAGGTTGTCG-3′)扩增含 BamHⅠ和

XhoⅠ酶切位点而不含信号肽的 ChiKJ40 基因序列，

并连接到 pMD19-T 载体，构建 pMD19-T-ChiKJ40-2

质粒转化至 E. coli DH5α 感受态细胞中，得到阳性转

化子。以 pMD19-T-ChiKJ40-2 质粒为模板，再次扩

增几丁质酶基因，用限制性内切酶 BamHⅠ和 XhoⅠ

双酶切目的片段和 pET-32a(+)，用 T4 DNA 连接酶连

接，转化至 E. coli DH5α 感受态细胞中，构建好的表

达载体用限制性内切酶 BamHⅠ和 XhoⅠ进行双酶切

检测。 

1.2.4  重组几丁质酶的诱导表达 

将构建好的表达载体质粒转化至 BL21(DE3)感

受态细胞中，挑取单菌落于 10 mL 的 LB (100 mg/L 

Amp)培养基，37 °C、200 r/min 振荡培养过夜。将

300 μL 过夜培养液加入 30 mL 的 LB (100 mg/L 

Amp)液体培养基中 37 °C、200 r/min 振荡培养 3 h，

取 3 mL 作为不加 IPTG 的空白对照，剩余培养液分

装于 6 只灭菌干燥的试管中，每只试管 3 mL，分别

加入 IPTG (IPTG 终浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、

1.2 mmol/L)，以 IPTG 诱导空载体菌液和不加 IPTG

诱导的空载体作对照。 

诱导 3 h，分别取 1 mL 上述培养液，12 000 r/min

离心 1 min，弃去上清。取 1 mL PBS 重悬菌体，    

12 000 r/min 离心 1 min，弃去上清。60 μL PBS 重

悬菌体，加入 20 μL 4×Protein SDS-PAGE loading 

buffer，沸水浴 10 min 使之变性，12 000 r/min 离心

10 min，取上清液进行 SDS-PAGE 电泳分析。 

1.2.5  重组几丁质酶可溶性检测和纯化 

取 1 mL 0.2 mmol/L IPTG 16 °C 诱导过夜的菌

液，PBS 洗涤重悬，液氮反复冻融菌液 10 次破细

胞壁，12 000 r/min 离心 10 min 收集上清液与沉淀，

沉淀用 60 μL 8 mol/L 尿素重悬，4 °C 静置 30 min，

加 4×Protein SDS-PAGE loading buffer，沸水浴   

10 min 使之变性，12 000 r/min 离心 10 min 取上清

液进行 SDS-PAGE 电泳分析，观察上清与沉淀的表

达产物含量，确定表达蛋白主要是以可溶性形式存

在还是包涵体形式存在。使用天恩泽一站式 His 标

记蛋白质微量纯化试剂盒对重组几丁质酶进行纯化。 

1.2.6  重组几丁质酶的浓度与活性测定 

使用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒，测定粗酶

液和纯化酶液的浓度。使用几丁质酶试剂盒测定粗

酶液和纯化酶液的几丁质酶活性。 

1.2.7  重组几丁质酶对几种致病真菌菌丝形态的

影响 

C. scoparium、C. parasitica、A. alternata、     

R. violacea 在 PDA 平板培养基中 28 °C 培养 7 d，

直到整个平板覆盖满菌丝。用打孔器打取病原菌菌

饼(d=5 mm)，去除菌饼携带的固体培养基，将菌丝置

于 0.40 mg/mL 纯化酶液中反应 24 h，取 1 滴含病原

菌菌丝的酶液于玻璃载玻片上，用显微镜对菌丝形态

进行观察，以未用重组酶液处理的正常菌丝作对照。 

2  结果与分析 

2.1  几丁质酶基因克隆与鉴定 

几丁质酶基因 PCR 产物电泳结果见图 1 的 1 号

泳道，得到亮度较大、片段大小约 726 bp 的单一条带。

使用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 BamHⅠ双酶切检测

pMD19-T-ChiKJ40-1 载体质粒见图 1 中的 2 号泳   

道，双酶切得到约 760 bp 的条带和约 2 690 bp 的 
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图 1  DNA 电泳检测 
Figure 1  The electrophoresis results of the DNA 
注：M1：DL2000 DNA marker；1：ChiKJ40 基因 PCR 产物；

M2：DL5000 DNA marker；2：载体 pMD19-T-ChiKJ40-1 双酶

切产物. 

Note: M1: DL2000 DNA marker; 1: The PCR products of the 
ChiKJ40 gene; M2: DL5000 DNA marker; 2: The products of 
pMD19-T-ChiKJ40-1 vector by restriction enzyme digestion. 
 
 

条带，证明克隆载体构建成功，将此基因命名为

ChiKJ40，提交 NCBI 数据库，登录号为 MF434484。 

2.2  基因序列与蛋白质生物信息学预测分析结果 

通过 NCBI 网站 BLAST 比对，ChiKJ40 基因核

苷 酸 序 列 与 Streptomyces albus SM254 和

Streptomyces sp. FR-008 的一段编码几丁质酶 726 bp

大小的核苷酸序列一致性达 99%。利用 DNAMAN

软件分析，ChiKJ40 基因开放阅读框(Open reading 

frame，ORF)大小为 726 bp，编码 241 个氨基酸，

核苷酸序列及其编码的氨基酸见图 2。ChiKJ40 基

因编码氨基酸的保守结构域属糖苷水解酶 19 家族，

与 Streptomyces wadayamensis 、 Streptomyces sp. 

FR-008 、 Streptomyces sp. ScaeMP-6W 和

Streptomyces sp. BvitLS-983 编码的几丁质酶基因的

氨基酸序列一致性为 100%。预测蛋白质的理论相

对分子质量为 25 677.28 Da，理论等电点为 4.55，

正电荷残基总数(Arg+Lys)为 13，负电荷残基总数

(Asp+Glu)为 25，分子式为 C1128H1711N311O364S7，脂

肪系数为 72.57，总平均亲水性为−0.261，是稳定蛋

白，亲水性氨基酸总值较大，表明蛋白为亲水性蛋

白。蛋白氨基酸组成见表 1，共由 20 种氨基酸组

成，其中甘氨酸(Gly)和丙氨酸(Ala)所占比例最大，

各占 11.2%。预测蛋白存在一个跨膜区域，位于    

第 5−27 位氨基酸，第 1−4 位氨基酸在膜内部，    

第 28−241 位氨基酸在膜外部，存在信号肽，剪切

位点位于第 29−30 位氨基酸，成熟肽始于第 30 位

氨基酸。蛋白二级结构：α 螺旋氨基酸 78 个，占

32.37%；延伸链氨基酸 47 个，占 19.50%；无规    

则卷曲氨基酸 81 个，占 33.61%；β 转角氨基酸有

35 个，占 14.52%；整个结构以 α 螺旋和无规则卷

曲为主。蛋白三级结构预测见图 3。 

2.3  重组几丁质酶的诱导表达 

表达载体质粒用 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切检

测见图 4，有约 650 bp 大小的条带，与 ChiKJ40

基因去除信号肽后的片段大小一致，证明重组表

达载体构建成功。重组质粒转化至 BL21(DE3)感

受态细胞中进行诱导表达，SDS-PAGE 凝胶鉴定

结果见图 5。空载体经诱导表达约 20.4 kD 的标签

蛋白，未诱导的空载体和重组质粒菌液表达蛋白

中无突出条带，而经 IPTG 诱导后，pET-32a(+)- 

ChiKJ40 菌液在约 42 kD 处出现明显条带，条带

大小是去除信号肽后的目的蛋白与标签蛋白大小

之和，0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mmol/L 的 IPTG

诱导重组质粒菌液表达，重组蛋白的产量无显著

变化。 

2.4  重组几丁质酶可溶性检测和纯化结果 

由图 6 可见，16 °C 诱导过夜菌液的重组蛋白

主要以可溶性形式存在于上清，小部分以包涵体存

在于沉淀中。由图 7 可发现，50、100、150、200、

250 和 300 mmol/L 浓度的咪唑溶液均可以洗脱重组

蛋白，其中 100 mmol/L 浓度的咪唑溶液洗脱效果

最好。 

2.5  重组几丁质酶的浓度与活性测定结果 

使用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒测定粗酶液

和纯化酶液的浓度，几丁质酶试剂盒测定粗酶液和

纯化酶液的几丁质酶活性，结果见表 2。纯化酶液

酶比活力为 0.115 U/mg，纯化倍数为 2.8，酶活回

收率为 57.5%。 
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图 2  ChiKJ40 基因核苷酸序列及其编码的氨基酸 
Figure 2  The sequence of ChiKJ40 gene and its encoded amino acid sequence 

 

表 1  蛋白质氨基酸组成 
Table 1  Amino acid composition of protein 

氨基酸名称 

Amino acid 

数量 

Number of amino acid 

所占百分比 

Percentage (%) 

氨基酸名称 

Amino acid 

数量 

Number of amino acid 

所占百分比 

Percentage (%) 
Ala (A) 27 11.2 Leu (L) 20 8.3 

Arg (R) 9 3.7 Lys (K) 4 1.7 

Asn (N) 17 7.1 Met (M) 3 1.2 

Asp (D) 15 6.2 Phe (F) 10 4.1 

Cys (C) 4 1.7 Pro (P) 11 4.6 

Gln (Q) 10 4.1 Ser (S) 17 7.1 

Glu (E) 10 4.1 Thr (T) 18 7.5 

Gly (G) 27 11.2 Trp (W) 4 1.7 

His (H) 4 1.7 Tyr (Y) 10 4.1 

Ile (I) 9 3.7 Val (V) 12 5.0 
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图 3  蛋白三级结构预测 
Figure 3  Prediction of protein tertiary structure 

 

 
 

图 4  表达载体质粒 BamH I 和 Xho I 双酶切结果 
Figure 4  The identification of expression vector by BamH I 
and Xho I restriction enzymes digestion 
注：M：DL5000 DNA marker；1：载体 pET-32a(+)-ChiKJ40 双

酶切产物. 

Note: M: DL5000 DNA marker; 1: The products of 
pET-32a(+)-ChiKJ40 vector by restriction enzyme digestion. 
 

2.6  重组几丁质酶对几种致病真菌的作用 

纯化后的酶液浸泡处理病原菌菌丝后，C. 

scoparium、C. parasitica、A. alternata、R. violacea

菌丝形态与对照相比发生了不同程度的变化，见图 8。

重组几丁质酶处理后，C. scoparium、C. parasitica

和 A. alternata 菌丝细胞出现分节、膨胀，R. violacea

菌丝溶解且部分被破坏成碎片。 

 
 
 

图 5  pET-32a(+)-ChiKJ40 菌液 IPTG 诱导聚丙酰胺凝

胶电泳分析 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of pET-32a(+)-ChiKJ40 
induced by IPTG 
注：M：蛋白质 Marker；1：pET-32a(+)未诱导；2：pET-32a(+)

诱导(IPTG 浓度为 1.0 mmol/L)；3−9: 0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0、1.2 mmol/L IPTG 诱导 pET-32a(+)-ChiKJ40 (样品为菌液全

菌细胞破碎液). 

Note: M: Protein marker; 1: pET-32a(+) not induced; 2: pET-32a(+) 
induced by IPTG (1.0 mmol/L); 3−9: pET-32a(+)-ChiKJ40 induced 
by IPTG, concentration of IPTG was 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0,   
1.2 mmol/L (the samples were cell homogenates). 

 
 
 

 
 

 
图 6  重组蛋白可溶性检测 
Figure 6  The soluble detection of recombinant proteins  
注：M：蛋白质 Marker；1、2：空载体细胞裂解物上清；3：空

载体细胞裂解物沉淀；4、5：重组载体细胞裂解物上清；6：重

组载体细胞裂解物沉淀. 

Note: M: Protein marker; 1, 2: Supernatant of cell lysate from 
pET-32a(+); 3: Sediment of cell lysate from pET-32a(+); 4, 5: 
Supernatant of cell lysate from recombinant vector; 6: Sediment of 
cell lysate from recombinant vector. 
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图 7  重组蛋白纯化结果 
Figure 7  Purification of recombinant protein 
注：M：蛋白质 Marker；1：重组载体细胞裂解物上清；2−9：

0、10、50、100、150、200、250 和 300 mmol/L 咪唑洗脱液. 

Note: M: Protein marker; 1: Supernatant of cell lysate from 
recombinant vector; 2−9: Liquid were eluted with 0, 10, 50, 100, 150, 
200, 250 and 300 mmol/L imidazole. 

表 2  重组 ChiKJ40 的纯化 
Table 2  Purification summary of the recombinant ChiKJ40 

项目 

Items 

粗酶液 

Crude enzyme 
solution 

Ni-Agarose 柱

Column of 
Ni-Agarose 

蛋白浓度 

Protein concentration 
(g/L) 

1.94 0.40 

几丁质酶活性 

Chitinase activity (U/mL)

0.080 0.046 

比活力 

Specific activity (U/mg) 

0.041 0.115 

纯化倍数 

Purification fold 

1.00 2.80 

酶活回收率 

Recovery rate of enzyme 
activity (%) 

100.0 57.5 

 
 

 
 

图 8  病原真菌菌丝形态 
Figure 8  Hyphae morphology of pathogenic fungal  
注：A−D：C. scoparium、C. parasitica、A. alternata、R. violacea 正常菌丝形态(400×)；a−d：重组几丁质酶处理后 C. scoparium、C. 

parasitica、A. alternata、R. violacea 菌丝形态(400×). 

Note: A−D: The normal morphology of mycelia from C. scoparium, C. parasitica, A. alternate, R. violacea (400×); a−d: The morphology of 
mycelia from C. scoparium, C. parasitica, A. alternate, R. violacea treated by the recombinant chitinase (400×). 
 

3  讨论与结论 

几丁质酶多作为生物杀菌或杀虫剂应用在农

林业上，以提高植物的抗病能力。产几丁质酶微生

物能够分解植物病原真菌细胞壁的重要成分几丁 

质，依据此特性，传统方式是直接利用几丁质酶产

生菌防治植物真菌病害。孙辉等[13]研究发现毛壳菌

(Chaetomium sp. ymf1. 00843)所产胞外几丁质酶有

效抑制立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)和烟草赤星

病菌(Alternaria alternata)菌丝的生长。苏明慧等[14]

从短短芽孢杆菌 FM4B 发酵液分离到几丁质酶，发
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现酶液对西瓜枯萎病菌(Fusarium oxysporum)、棘孢

青霉(Penicillium aculeatum)、哈茨木霉(Trichoderma 

harzianum)、根霉(Rhizopus)和灰霉(Botrytis cinerea)

有明显的抑菌作用，且随着酶液质量浓度的增加抑

菌效果增大。几丁质酶虽然在生物防治中具有很大

的应用潜力，但分离出的几丁质酶活性不高。为了

几丁质酶的商业化生产，研究者们不断尝试分离高

产菌株或通过改变发酵条件来提高其产量[15]。由于

其调控机理较为复杂以及发酵分离、提取工艺的不

成熟，能够成功应用于工业化生产的几丁质酶并不

多见。分子生物学技术的发展为解决这一难题提供

了一种新的思路：将几丁质酶基因克隆并转入适当

载体进行高效表达，以满足大规模生产和研究应用

的需要。 

S. sampsonii 的 ChiKJ40 基因编码氨基酸的保

守结构域属糖苷水解酶 19 家族，链霉菌属几丁质

酶多属于 19 家族[7]。19 家族几丁质酶起初在高等

植物中被发现，在微生物中只发现了 18 家族几丁

质 酶 。 O h n o 等 [ 1 6 ] 第 一 次 从 高 等 植 物 之 外 的

Streptomyces griseus HUT6037 发现编码 19 家族几 

丁质酶基因，之后 19 家族几丁质酶陆续在其他放

线菌中被发现[17]，19 家族几丁质酶三级结构类似于

溶菌酶。不同生物来源的几丁质酶分子质量差异很

大，一般是 20−90 kD。细菌几丁质酶多为 20−60 kD，

与植物几丁质酶(25−40 kD)大小接近，比昆虫几丁

质酶(40−85 kD)小[18]。本研究在 E. coli 中表达的重

组 ChiKJ40 基因分子量约为 25.6 kD，但是在

SDS-PAGE 蛋白质条带分析中，发现表达蛋白条带

大小接近 42 kD，该分子量大小和实际的 ChiKJ40

基因分子量大小看起来有一定的差距。这主要是因

为在 pET-32a(+)载体自身表达的蛋白质总分子量大

小为 20.4 kD，其中包含大小为 12 kD 的 Trx-tag，   

2 个大小为 0.8 kD 的 His-tag 和大小为 1.7 kD 的

S-tag，剩下的 5.1 kD 来源于介于这些标签和终止密

码子之间的 54 个氨基酸。 

E. coli 表达系统的优点在于遗传背景研究深入

清楚、繁殖快、成本低、表达量高以及有大量可利

用的表达载体、宿主和纯化系统等特点，成为目前

应用最广的表达体系[19]。外源蛋白往往在获得高水

平表达的同时，容易被宿主蛋白酶降解或者形成包

涵体，目前国内外对蛋白质体外复性研究较多，但

其过程往往费时、费力且不经济，因此，探索外源

蛋白在 E. coli 中的可溶性表达具有广泛的应用前 

景[20]。通过降低培养温度来降低蛋白合成速度，降

低有聚合倾向的中间体的浓度，避免形成包涵体[21]。

ChiKJ40 基因通过 pET-32a 载体高效表达，16 °C 诱

导过夜，重组蛋白主要以可溶性形式存在于上清，

易于纯化。pET 表达质粒含有一段组氨酸标签的基

因序列，便于表达蛋白的鉴定和纯化。本研究通  

过不同浓度咪唑溶液洗脱纯化，100 mmol/L 浓度  

的咪唑溶液洗脱效果最佳，纯化酶液酶比活力为   

0.115 U/mg，纯化倍数为 2.8，酶活回收率为 57.5%。

García-Fraga 等[22]克隆表达海洋来源的被囊假交替

单胞菌(Pseudoalteromonas tunicata) 19 家族的几丁

质酶 Ptchi19p，重组蛋白 Ptchi19p 粗酶液活性为

0.257 U，纯化酶液活性为 0.228 U，几丁质酶

Ptchi19p 对 F. oxysporum 和黑曲霉(Aspergillus niger)

有明显的抑菌作用。Hjort 等[23]克隆表达苏云金芽

孢杆菌 BUPM255 的几丁质酶 Chi18H8，纯化后的

酶 液 能 够 抑 制 胶 孢 炭 疽 菌 (Colletotrichum 

gloeosporioides) 、 禾 谷 镰 刀 菌 (Fusarium 

graminearum)、F. oxysporum 和 A. alternata 的菌丝

生长。 

几丁质酶能够降解真菌细胞壁的主要组成成

分几丁质[24]，目前，植物酶类中发现多种有抑菌活

性的 19 家族几丁质酶，而在细菌酶类中发现较   

少[25-28]。国内外研究人员[8,11,29-30]发现 S. sampsonii

对 A. alternata、F. oxysporum 等多种病原真菌菌丝

生长有抑制作用。本研究关于 S. sampsonii 几丁质

酶基因原核表达产物的抑菌活性属首次报道，重组

几丁质酶对多种病原菌的细胞结构具有破坏作用，

推测 S. sampsonii KJ40 产几丁质酶是其具有真菌拮

抗能力的重要原因之一。目前，关于 S. sampsonii
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生防基因的研究不多，雷美艳[12]仅从 S. sampsonii

基因组中扩增出 2 个几丁质酶基因片段，未能克隆

到一个完整的几丁质酶基因。ChiKJ40 ORF 大小为

726 bp，编码 241 个氨基酸，含编码一个几丁质酶

的完整序列，因此本研究对 S. sampsonii 几丁质酶

基因 ChiKJ40 的研究，完善和补充了 S. sampsonii

的生防背景，为几丁质酶基因找到了新的来源，并

为其应用奠定了理论基础。 
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