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摘 要 粉红聚端孢(Trichothecium roseum)是一种重要的菌寄生真菌，能够通过菌寄生作用抑制病原微

生物的生长，可以有效防治多种植物病原真菌。几丁质酶(chitinase, chi)在粉红聚端孢寄生和抑菌过程中

发挥重要作用，本研究旨在实现粉红聚端孢几丁质酶Trchi2基因在毕赤酵母(Pichia pastoris)中表达，并明

确其酶学性质，采用逆转录PCR (reverse transcriptase PCR, RT-PCR)克隆粉红聚端孢几丁质酶Trchi2基
因，构建毕赤酵母重组表达载体，转入毕赤酵母GS115，筛选获得的酵母转化子通过甲醇诱导表达，获得

Trchi2蛋白，测定其几丁质酶活性并进行酶学性质的研究。本研究成功构建了毕赤酵母重组表达载体

pPIC9K-Trchi2，获得了分泌表达几丁质酶Trchi2的工程菌GS115-Trchi2-2-8；诱导培养7 d产酶量最高，酶

活力达 3.96 U/mL，表达的几丁质酶Trchi2表观分子量为 50 kD，酶解胶体几丁质的产物为几丁二糖；在

45 ℃、pH 6.0时酶活性最高，在pH 4~7.5、30~55 ℃条件下相对稳定；当催化反应体系中存在50 mmol/L的

Ag+、Hg2+、Cu2+、Fe2+时，Trchi2酶活性受到强烈抑制。本研究对几丁质酶Trchi2的基本性质进行了研究，

为其结构功能的深入发掘和生产应用提供了理论依据。
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Abstract Trichothecium roseum is a kind of mycoparasites, which can inhibit the growth of Sclerotinia
sclerotiorum and other pathogenic bacteria. Chitin is the major component of the most fungal cell wall, the

chitinase of T. roseum plays an important role in the parasitism and bacteriostasis. In order to achieve the

expression of the chitinase Trchi2 gene from T. roseum and clarify its enzymological properties, T. roseum
chitinase gene Trchi2 was cloned by reverse transcriptase PCR (RT-PCR), the recombinant expression vector

was constructed and transferred into Pichia pastoris GS115. The yeast transformants were screened and

identified by PCR, and the engineered yeast was cultured with methanol to obtain the protein Trchi2 and

studied its enzymatic properties. The results showed that the recombinant plasmid pPIC9K-Trchi2 was
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真菌几丁质酶的种类丰富(Goughenour et al.,

2021)、生物学功能多样，真菌几丁质酶可参与真菌

细胞壁的形成、菌丝生长、获取营养 (Langner,

Göhre, 2016)、分生孢子萌发、真菌间的竞争和寄

生、真菌与植物互作等多个生物学过程(Tzelepis,

Karlsson, 2019)。大多数植物病原真菌的细胞壁是

由几丁质组成的，因此，几丁质酶通常被认为是菌

寄生过程中一种重要的酶(Loc et al., 2020)。

粉红聚端孢菌(Trichothecium roseum)是一种菌

寄生真菌，可以在多种植物病原菌上寄生，其菌丝

能够穿透核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)的细胞壁，

产生分支破坏菌核并抑制其生长，是一种有重要潜

力的生防菌(Huang, Kokko, 1993; 魏毅等 , 2004)。

粉红聚端孢具有显著的抗真菌能力，其代谢产物对

立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)有较强的拮抗作用，

能够有效抑制其菌丝生长，菌核形成、萌发和活力

(Jayaprakashvel et al., 2010)；粉红聚端孢产生的胞

外几丁质酶在抑菌防病过程中发挥着重要作用，能

有效抑制病原菌的孢子和菌丝生长，对烟草赤星病

菌(Alternaria alternata)、串珠镰刀菌(Fusarium mo⁃
niliforme)、稻瘟病菌(Magnaporthe grisea)等多种病

原菌都有良好的抑制作用(Li et al., 2004)。将粉红

聚端孢几丁质酶基因转化到大肠杆菌(Escherichia
coli)中，能高效地产生大量有活性的几丁质酶，这

种融合几丁质酶具有很高的抗真菌活性(Pan et al.,

2006)。将粉红聚端孢几丁质酶基因Trchi1转入烟

草(Nicotiana tabacum)中能够有效提高烟草对炭疽

病的抗性(Xian et al., 2012)，转入水稻(Oryza sativa)

能明显增强水稻对纹枯病的抗性(贺焜, 2014)。

粉红聚端孢菌株 M1 几丁质酶 Trchi2基因

(GenBank No. KC845245)，编码 1 个 488 aa 的蛋白

(GenBank No. AHJ60250.1)，几丁质酶含有两个保

守氨基酸序列“DXXDXDXE”和“SXGG”，Trchi2中

的这两个结构域氨基酸序列分别为“DGVDIDWE”

和“SIGG”(周玉玲等, 2021)，与奇异弯颈霉(Tolypo⁃
cladium paradoxum)内切几丁质酶B1氨基酸序列相

似性最高为 53.44%，是 1个新的几丁质酶基因，其

酶学性质尚不清楚。利用毕赤酵母表达系统进行

外源基因表达是研究基因功能和蛋白质性质的重

要方法，本研究根据几丁质酶基因Trchi2序列设计

引物，克隆Trchi2基因，构建重组表达质粒，在毕赤

酵母中进行几丁质酶Trchi2基因的真核表达，明确

几丁质酶Trchi2的酶学性质，以期为进一步研究其

结构功能提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

TRIzol 购自博迈德(北京)，PrimeScriptTMⅡ1st

Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒、T4 DNA连接酶、

限制性内切酶 SacⅠ、AvrⅡ、EcoRⅠ，高保真DNA

聚合酶Ex Taq以及其他工具酶、氨卞青霉素、DNA

Marker均购自大连宝生物公司，质粒提取试剂盒购

自OMEGA (美国)，X-gal、D-葡萄糖(D-glucose)、酵

母浸粉(yeast extract)、G418 antibiotic和几丁质购自

生工生物(上海)公司，胰蛋白胨购自北奥博星生物

技术(北京)有限公司，生物素(D-Biotin)购自 San‐

land (美国)，牛血清蛋白(albumin bovine)、无氨基酸

酵母氮源购自北京索莱宝，N-乙酰氨基葡萄糖(N-

acetamidoglucose, NAG)、聚合度为1~6的几丁寡糖

successfully constructed, and the engineered yeast GS115-Trchi2-2-8 that expressed chitinase Trchi2 were

obtained. The enzyme production was the highest after induction for 7 d, the enzyme activity reached 3.96 U/

mL, the apparent molecular weight of chitinase Trchi2 was 50 kD. The main product of chitin decomposition

by chitinase Trchi2 was N, N-diacetyl‐chitobiose. The optimum temperature and pH of enzyme reaction were

45 ℃ and 6.0, respectively. Under 30 to 55 ℃, the enzyme reaction was relatively stable. The enzyme solution

treated at 60 ℃ for 1 h still had 25% relative activity. While pH between 4 to 7.5, the relative activity was

stable at more than 50%. When there were Ag+ , Hg2+ , Cu2+ and Fe2+ at a concentration of 50 mmol/L in

catalytic system, activity was strongly inhibited, and the relative activity was less than 5%. Na+, K+ and Ca2+

had no significant effect on chitinase Trchi2. The activity range of the expressed chitinase was similar to that

of most fungal chitinases, with a wide range of temperature adaptability. This study lays a foundation for the

further study of chitinase Trchi2 and also promotes the production and application of chitinase.

Keywords Trichothecium roseum; Chitinase Trchi2; Pichia pastoris; Enzymatic characterization
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标准品(chitosan-oligosaccharides mixture 1~6)购自

Sigma (美国)，甲醇等化学试剂为国产分析纯。

粉红聚端孢(T. roseum)菌株M1由本实验室保

存，毕赤酵母(P. pastoris) GS115菌株、酵母表达载

体 pPIC9K购自 Invitrogen (美国)，大肠杆菌(Esche⁃
richia coli) DH5α、质粒 pMD18-T 购自 TaKaRa (大

连)公司，引物由擎科生物(北京)合成。

胶体几丁质、DNS试剂配置见参考文献(罗鑫,

于存, 2019)。

1.2 粉红聚端孢菌cDNA第1链的合成

于几丁质诱导培养基刮取诱导培养5 d的粉红

聚端孢菌丝，采用 TRIzol 法获得总 RNA (于恺 ,

2008)。以提取的总RNA为模板，使用PrimeScriptTM

Ⅱ1st Strand cDNA Synthesis Kit获取cDNA。

1.3 几丁质酶成熟肽基因序列的获取

根据几丁质酶 Trchi2基因序列(GenBank No.

KC845245)，分别使用DNAMAN 6.0软件和在线软

件 SignalP 5.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/servic‐

es/SignalP/index.php)分析几丁质酶基因酶切位点及

信号肽。设计 1对特异引物M8505ps和M8505pa，

扩增不包含信号肽的Trchi2 ORF片段，为保证几丁

质酶基因定向插入载体 pPIC9K中，分别在上下游

引物5'端插入EcoRⅠ、AvrⅡ的酶切位点。

M8505ps：5'-CCGAATTCTCTCCTTTGGCTGTCGT-3'；

M8505pa：5'-CGCCTAGGTTACTGGCCACGGATG-3'。

以粉红聚端孢菌 M1 的 cDNA 为模板，以

M8505ps和M8505pa为上下游引物进行PCR扩增，

从而获得几丁质酶成熟肽序列。

PCR反应体系：模板 DNA 40 ng、10 µmol/L的

正反向引物各 1 μL、dNTP 2 μL、Ex Taq DNA聚合

酶 0.5 μL、10× buffer 2.5 μL，用灭菌双蒸水补足 25

μL，PCR 反应程序：95 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s, 49 ℃

45 s, 72 ℃ 120 s，共36个循环；72 ℃ 10 min。PCR

产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将大小符合预

期的片段回收与载体 pMD18-T连接后转化E. coli
DH5α感受态细胞，筛选阳性克隆，测序验证后，将

含有正确读码框的质粒命名为pMD18-T-Trchi2。

1.4 酵母表达载体的构建

提取质粒 pMD18-T-Trchi2，用EcoRⅠ和 AvrⅡ
双酶切质粒 pMD18-T-Trchi2和毕赤酵母表达载体

pPIC9K，使用T4连接酶 16 ℃过夜连接，转入克隆

宿主DH5α，获得的阳性克隆进行菌落 PCR验证，

提取出的质粒使用EcoRⅠ和AvrⅡ双酶切进一步验

证目的片段是否插入表达载体，将验证正确的质粒

命名为pPIC9K-Trchi2。

1.5 质粒pPIC9K-Trchi2电击转化GS115感受态

细胞

使用SalⅠ对质粒pPIC9K-Trchi2进行线性化，

37 ℃反应 1 h，将没有进行酶切处理的质粒

pPIC9K-Trchi2作为对照，1%琼脂糖凝胶电泳检测

酶切效果，回收目的片段，电击转入毕赤酵母

GS115感受态细胞，电击方法参照 Invitrogen公司

毕赤酵母操作手册，涂布 MD (Minimal Dextrose

Medium)选择平板。

1.6 重组酵母转化子筛选

1.6.1 筛选His+Mut+表现型的酵母转化子

参照 Invitrogen公司毕赤酵母操作手册，将选

择平板长出的酵母转化子对应点接在MM (mini‐

mal methanol medium)、MD平板上继续培养，筛选

His+Mut+型酵母转化子。

以菌液为模板，使用载体通用引物 5'AOX1、

3'AOX1和基因Trchi2特异引物M8505ps、M8505pa

分别进行PCR扩增，进一步筛选酵母阳性转化子。

1.6.2 多拷贝转化子筛选

阳性酵母转化子依次点接于含不同浓度(1, 2,

3, 4 mg/mL) G418 的 YPD (yeast extract peptone

dextrose medium)平板，筛选能在高浓度G418平板

上生长的含有多拷贝整合的转化子，获得表达

Trchi2的酵母工程菌。

1.7 重组酵母的诱导表达

将 1.6 筛选得到的酵母工程菌进行诱导表达

(汤伟等, 2012)，诱导开始后，每隔24 h添加甲醇至

终浓度0.5%，并取菌液1 mL，离心分离上清液和菌

体分别于-80 ℃超低温冷冻保存，防止蛋白质变

性，连续取样9 d。

1.8 表达产物 SDS-PAGE分析以及几丁质酶活

测定

将保存的上清液进行SDS-PAGE分析，确定最

佳诱导天数，收集第 7天的发酵液，离心取上清液

粉红聚端孢几丁质酶基因Trchi2在毕赤酵母中的表达及其酶学性质
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作为粗酶液，采用DNS法测定粗酶液中几丁质酶

的活性(张奇等, 2021)。酶活力单位(U)定义为每分

钟产生相当于 1 μg的还原糖所需的酶量。蛋白质

含量测定采用Bradford法，以牛血清蛋白为标准蛋

白，具体操作方法参照文献(李娟等, 2000)。

1.9 几丁质酶Trchi2酶学性质分析

1.9.1 Trchi2最适反应温度

在30~75 ℃之间，每5 ℃设定为1个温度梯度，

分别测定各反应温度下Trchi2的活性，将最高酶活

性定义为100%，结果以相对酶活性表示。

1.9.2 Trchi2温度稳定性

将几丁质酶Trchi2粗酶液在不同温度下(30~

60 ℃, 每 5 ℃为 1个梯度)分别保温 10~60 min，每

10 min为一个时间梯度，检测剩余的酶活力。

1.9.3 Trchi2最适反应pH

将Trchi2粗酶液和胶体几丁质混合后在不同

pH条件下(pH 3~9)反应，测定几丁质酶Trchi2的酶

活力。

1.9.4 Trchi2酸碱稳定性测定

将 Trchi2 粗酶液在不同 pH 值条件下 (pH 3~

8.5) 45 ℃保温1 h，检测几丁质酶的活性。

1.9.5 金属离子对Trchi2活力影响的测定

Trchi2粗酶液与胶体几丁质混合后加入不同

金属离子，至金属离子终浓度为0.05 mol/L，对照加

去离子水，并将其酶活定义为100%，结果以相对酶

活表示。

1.9.6 Trchi2酶解产物的分析

采用薄层层析法分析酶解产物 (陈小娥 ,

2008)。将酶解反应后的上清液点样于已活化的

GF254硅胶板上，以聚合度为1~6的混合几丁寡糖

为对照，用正丁醇∶水∶乙酸∶氨水(10∶5∶5∶1)展层

后，在 0.5%茚三酮溶液中浸泡 5 min，于 80 ℃烘烤

5 min进行显色。

2 结果与分析

2.1 几丁质酶Trchi2成熟肽基因序列的分离

以粉红聚端孢菌的 cDNA为模板，M8505ps和

M8505pa为上下游引物进行PCR扩增，获得的基因

序列长度约为 1 400 bp ( 图 1)。 PCR 产物与

pMD18-T载体连接，转化E. coli DH5α感受态细胞，

菌液PCR筛选阳性克隆；经测序，序列与预期相同，

成功获得重组质粒并命名为pMD18-T-Trchi2。

2.2 酵母表达载体的构建和鉴定

使用 EcoRⅠ和 AvrⅡ对 pMD18-T-Trchi2重组

质粒和酵母表达载体 pPIC9K 同时进行双酶切处

理，回收 1 432 bp 的 Trchi2基因片段和 9.3 kb 的

pPIC9K载体片段，连接转化E. coli DH5α感受态细

胞，提取阳性质粒，经双酶切验证正确(图 2)，将获

得的重组表达载体命名为pPIC9K-Trchi2。

2.2.1 酵母转化子的PCR鉴定

线性化的 pPIC9K-Trchi2电击转化毕赤酵母

GS115感受态细胞，选择His+Mut+型酵母转化子，

使用通用引物 5'AOX1、3'AOX1进行PCR扩增，获

得 1条约 1 900 bp的条带；使用 Trchi2基因特异性

引物M8505ps、M8505pa扩增获得一条约 1 400 bp

的条带(图3)，两条片段大小都与预期长度一致，说

明Trchi2基因成功整合到毕赤酵母GS115中。

2.2.2 Trchi2基因多拷贝整合子的筛选

通过G418抗性筛选，获得了在 4个浓度G418

平板上均能生长的酵母转化子 20株，对这些酵母

转化子分别进行诱导表达和活力测定，其中编号为

GS115-Trchi2-2-8的转化子诱导 7 d降解胶体几丁

质活性最高，为3.96 U/mL (图4)。SDS-PAGE电泳

图1 PCR产物的1%琼脂糖凝胶电泳分析

Figure 1 1% agarose gel electrophoresis analysis of PCR
product
M: DL2000 DNA Marker; 1: Trchi2
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结果显示，表达产物分子量约为50 kD (图5)，与几

丁质酶Trchi2预测大小(50.83 kD)相符，表明Trchi2
在毕赤酵母中获得了大量表达。

2.3 几丁质酶Trchi2的酶学性质

2.3.1 几丁质酶Trchi2最适温度

温度对几丁质酶Trchi2酶活力有明显影响(图

6)，在 30~55 ℃的温度范围内，酶活性相对稳定(相

对活性＞50%)。反应温度为45 ℃时Trchi2活性最

高。温度大于 55 ℃时，酶活性急剧下降，70 ℃时

的相对活力仅为20%，当温度达到75 ℃时，几丁质

图5 几丁质酶Trchi2的SDS-PAGE分析

Figure 5 SDS-PAGE analysis of chitinase Trchi2
M：蛋白分子量标准；1：纯化后的蛋白

M: Standard protein marker; 1: Purified protein

图2 pPIC9K-Trchi2双酶切鉴定

Figure 2 Identification of pPIC9K-Trchi2 by restrictive
enzyme digestion
M1：DL15000 DNA Marker；M2：DL2000 DNA Marker；1：

EcoRⅠ和AvrⅡ双酶切pPIC9K-Trchi2
1: pPIC9K-Trchi2 digested by EcoRⅠ and AvrⅡ
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图3 酵母转化子的PCR鉴定

Figure 3 PCR determination of P. pastoris transformant
M：DL2000 DNA Marker；1：用5'AOX1和3'AOX1扩增的重

组酵母基因组DNA的PCR产物；2：用M8505ps和M8505pa

扩增的重组酵母基因组DNA的PCR产物

1: PCR product of the recombinant yeast genomic DNA ampli‐

fied with 5'AOX1 and 3'AOX1; 2: PCR product of the recom‐

binant yeast genomic DNA amplified with M8505ps and

M8505pa

1 2M
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图4 几丁质酶转化子GS115-Trchi2-2-8酶活曲线

Figure 4 The chitinase activities curve of the transformed
GS115-Trchi2-2-8
与1 d相比，*：差异显著(P＜0.05)；**：差异极显著(P＜0.01)

Compared with 1 d, *: Significant difference (P＜0.05); **:

Extremely significant difference (P＜0.01)
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酶Trchi2几乎失活。

2.3.2 几丁质酶Trchi2温度稳定性

温度对几丁质酶Trchi2稳定性有明显影响(图

7)，该酶热稳定性较好，在30~40 ℃保温1 h后酶活

力变化不明显，温度在 45~55 ℃时，酶活性随保温

时间的延长逐渐下降，但处理 1 h后仍能保留 50%

以上的相对活性，酶液经 60 ℃处理后酶活力显著

下降，处理1 h后依旧有25%的活性，说明几丁质酶

Trchi2的耐热性较好且温度适应范围较广。

2.3.3 几丁质酶Trchi2最适反应pH

Trchi2最适反应pH为6，pH 3~6时相对酶活在

50%以上，且随pH升高逐渐增强，pH大于6时活性

随 pH的升高明显下降，当 pH达到 8.5时相对酶活

为 29.88%，pH达到 9时，几丁质酶Trchi2几乎失活

(图 8)，由此表明几丁质酶Trchi2更适应酸性条件，

碱性条件下活性较低。

2.3.4 几丁质酶Trchi2的pH稳定性

几丁质酶Trchi2在pH 4~7.5中保温1 h活性依

旧较稳定(＞50%)，pH大于 7.5时活性迅速下降(图

9)，在pH 8.5环境中处理1 h后相对活性仅剩10%，

说明该酶酸稳定性好，在碱性环境中十分不稳定，

几丁质酶Trchi2最适保存环境为pH 6.0。

2.3.5 金属离子对几丁质酶Trchi2的影响

几丁质酶Trchi2对 0.05 mol/L Na+、K+、Ca2+的

耐受力较强，酶活性几乎不受影响，经过0.05 mol/L

Ba2+、Mg2+、Mn2+、Zn2+处理后几丁质酶Trchi2活性受

到不同程度的抑制，当反应体系中含有 0.05 mol/L

Ag+、Hg2+、Cu2+、Fe2+时，Trchi2几丁质酶活性受到强

烈抑制，相对活性在5%以下(表1)。

2.3.6 Trchi2酶解产物的薄层层析分析

图7 Trchi2的温度稳定性

Figure 7 The thermostability of Trchi2
与 0 min 相比，*：差异显著(P＜0.05)；**：差异极显著(P＜
0.01)

Compared with 0 min, *: Significant difference (P＜0.05); **:

Extremely significant difference (P＜0.01)
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图6 Trchi2的最适反应温度

Figure 6 The optimal reaction temperature of Trchi2
与 45 ℃相比，*：差异显著(P＜0.05)；**：差异极显著(P＜
0.01)

Compared with 45 ℃, *: Significant difference (P＜0.05); **:

Extremely significant difference (P＜0.01)
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图8 Trchi2的最适反应pH
Figure 8 The optimal reaction pH of Trchi2
与 pH 6 相比，*：差异显著(P＜0.05)；**：差异极显著(P＜
0.01)；下同

Compared with pH 6, *: Significant difference (P＜0.05); **:

Extremely significant difference (P＜0.01)
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图9 Trchi2的pH稳定性

Figure 9 The pH stability of Trchi2
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将几丁质酶Trchi2与胶体几丁质反应 1 h，离

心后取上清液，经浓缩 10倍后点样于GF254硅胶

板上，结果显示，几丁质酶Trchi2分解几丁质的主

要 产 物 为 几 丁 二 糖 (N, N-diacetylchitobiose,

GlcNAc2)(图10)。

3 讨论

不同菌寄生真菌产生的几丁质酶酶学特性也存

在差异，大部分真菌几丁质酶分子量在27~190 kD，

反应适宜pH 4.0~7.0，最适反应温度20~60 ℃，反应

体系中各种金属离子对其影响不同(Li, 2006; Li et

al., 2004)。对于生防真菌几丁质酶基因的研究现

在大多集中在木霉菌，从贵州木霉 (Trichoderma
guizhouense) NJAU4742菌株中克隆得到的几丁质

酶 Chi8 在 30~40 ℃有很高的活性，最适 pH 6.0，

Ca2+存在时酶活性显著提高，Co2+、Cu2+有明显的抑

制作用，降解几丁质的产物主要是几丁二糖(王小

松等, 2021)。毕赤酵母表达的棘孢木霉(Trichoder⁃
ma asperellum)几丁质酶Tachi在 40 ℃，pH 6.0时活

性最高，外源表达的几丁质酶Tachi显著抑制大豆

核盘菌的生长，并通过诱导ROS积累和抗性酶活

性提高大豆对核盘菌的抗性(张福丽等, 2016)。

粉红聚端孢作为一种菌寄生真菌能够有效的

防治多种病原菌，而几丁质酶是粉红聚端孢侵染病原

菌、破坏菌核的重要作用因子。张世宏等(2002)从粉

红聚端孢菌中分离纯化了1个分子量约为39 kD的

胞外几丁质酶，最佳反应温度和 pH作用范围分别

为40 ℃、4.0~7.0，对多种病原菌都有良好的防治效

果，其编码基因未见报道。Pan等(2006)从粉红聚

端孢菌 s24中克隆了1个开放阅读框为1 143 bp、编

码380个氨基酸、分子量为41.6 kD的几丁质酶，并进

行了原核表达，得到的几丁质酶最佳反应温度40 ℃，

最适pH 4.5~6.5，当Hg2+存在时活性大幅下降、Cu2+

对其几乎无影响，Ag+、Zn2+对其抑制较弱。

目前，对粉红聚端孢几丁质酶的研究较少，本

研究通过毕赤酵母外源基因真核表达的方式，获得

了几丁质酶 Trchi2，其最适作用温度和 pH与大部

分真菌几丁质酶作用范围相符；温度适应范围较

广，温度稳定性强，有利于在工业生产中保持稳定；

几丁质酶Trchi2在酸性条件下酶活性较为稳定，推

测其可能是粉红聚端孢在酸性环境下为了水解几

丁质产生的酶；Trchi2与胶体几丁质反应产物为几

丁二糖；几丁质酶Trchi2酶活力达3.96 U/mL，为满

足实际生产需要可通过优化培养，分析结构域和催

化位点，通过酶工程技术进行突变等方法提高其催

化活性(He et al., 2019)，以达到生产要求。Trchi2

蛋白分子量约为50 kD，与其他真菌几丁质酶相比，

其 分 子 量 较 大 。 几 丁 质 酶 Trchi2 和 Trchi1

(GU361767)均来自粉红聚端孢M1菌株，二者蛋白

质的氨基酸序列相似性为 39.71%，其最适反应温

度、pH、对金属离子的敏感性和热稳定性均不相

同，Trchi2的热稳定性优于Trchi1 (咸洪泉, 2011)。

Trchi1和Trchi2可能是粉红聚端孢M1菌株在不同

金属离子

Metalions

CK

Cu2+

Ca2+

Mn2+

Fe2+

Hg2+

表1 不同金属离子对Trchi2活性的影响

Table 1 Effect of different metallic ions on Trchi2 activity

与对照CK (H2O)相比，*：差异显著(P＜0.05)；**：差异极显

著(P＜0.01)

Compared with CK (H2O), *: Significant difference (P＜
0.05); **: Extremely significant difference (P＜0.01)

相对活性/%

Relative activity

100.00

1.92**

95.42

27.00**

2.69**

0.00**

金属离子

Metalions

Ag+

K+

Na+

Mg2+

Ba2+

Zn2+

相对活性/%

Relative activity

2.57**

91.98

92.16

55.47**

89.31*

68.00*

图10 Trchi2酶解胶体几丁质产物的薄层层析分析

Figure 10 TLC of hydrolysis by Trchi2 from colloidal
chitin
S：几丁寡糖标准品；1：Trchi2降解胶体几丁质产物；G1：N-

乙酰氨基葡萄糖；G2：几丁二糖；G3：几丁三糖；G4：几丁四

糖；G5：几丁五糖；G6：几丁六糖

S: Standard chitin oligosaccharides; 1: Hydrolysis products by

Trchi2 from colloidal chitin; G1: GlcNAc; G2: N, N-Diacetyl‐

chitobiose (GlcNAc2); G3: GlcNAc3; G4: GlcNAc4; G5:

GlcNAc5; G6: GlcNAc6

1S

G1

G2

G3

G5

G6

G4

几丁二糖
GlcNAc2
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生长时期或为适应不同环境而分泌的两种几丁质

酶，二者可能在粉红聚端孢生长繁殖或水解不同真

菌的细胞壁过程中发挥协同作用。

4 结论

本研究通过利用毕赤酵母外源基因表达系统，

构建了毕赤酵母工程菌GS115-Trchi2-2-8，诱导表

达的重组几丁质酶Trchi2，大小为50 kD，催化胶体

几丁质降解产物主要为几丁二糖(GlcNAc2)；重组

几丁质酶Trchi2在温度为45 ℃、pH 6.0时酶活性达

到最大，在 pH 4~7.5、30~55 ℃条件下相对稳定；

0.05 mol/L 的 Ag+、Hg2+、Cu2+和 Fe2+强烈抑制几丁

质酶活性。本研究对几丁质酶Trchi2的基本性质

进行了研究，为其功能的深入发掘和生产应用提供

了理论依据。对于几丁质酶Trchi2在寄生、真菌与

植物互作等方面的作用有待进一步深入研究。
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