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摘　要：为了研究几丁质酶对硅藻杀灭作用，以杀鲑气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）和其几丁质酶敲除菌为
研究对象对牟氏角毛藻（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉ）进行共培养并探究其作用差异。结果表明：杀鲑气单胞菌野生
株和缺失株分别与牟氏角毛藻共培养４８ｈ后，野生株对牟氏角毛藻的杀藻率达到９．１８％，而缺失株无明显杀
藻活性；通过扫描电镜进一步发现野生株细菌能够裂解牟氏角毛藻的细胞壁，而缺失株不能。结果证实杀鲑

气单胞菌因具有几丁质酶而对藻类具有杀灭作用。
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　　几丁质（ｃｈｉｔｉｎ）是在自然界中储存量排名第
二的高度不溶性的天然多糖，仅次于纤维素［１］。

它主要存在于昆虫、真菌、酵母和藻类的外骨骼

以及其他甲壳类动物的甲壳之中，所以几丁质也

被称为甲壳质［２］。几丁质是由 β（１，４）糖苷键
连接的Ｎ乙酰葡糖胺（ＧｌｃＮＡｃ）组成的线性聚合
物。几丁质酶（Ｅ．Ｃ３．２．２．１４）是降解几丁质的
酶，它属于糖基水解酶［３］。

在海洋中，硅藻是海洋生产者的主要类群，

在海洋生态系统的物质循环和能量流动中起着

极其重要的作用［４］，但是硅藻很容易过度繁殖，

形成赤潮，对生态环境造成极大的破坏［５６］。角

毛藻是浮游硅藻的重要类群，普遍分布在世界各

海域，也是我国沿海许多港湾的常见优势硅

藻［７］。牟氏角毛藻是一种重要的赤潮藻，渤海湾

暴发赤潮就属于牟氏角毛藻赤潮，它们繁殖很

快，具有很强的代表性，因此选用角毛藻作为几

丁质酶的杀灭对象［８］。目前关于赤潮的防治主

要分为物理法、化学法和生物法。物理法主要是

通过机械搅动、隔离、超声波、微滤机、吸附和气

浮等方法去除藻类。化学法分为无机药剂法、有

机药剂法和胶体絮凝沉淀法。生物法包括引入

赤潮藻类生物天敌、微生物技术和化感技术。采

用物理法无二次污染，但费用高、效率低，难以大

面积使用；化学法见效快、费用低，但需不断改

良；引入生物天敌法费用低、易操作，但易造成生

态危害。采用微生物技术和化感技术为治理赤

潮提供新思路，具有重要意义和发展前景［９１０］。

海洋中微生物资源丰富，取自海洋用于海洋更可

避免外来生物入侵，可以实现海洋环境的可持续

发展。因此，利用海洋微生物“以菌治藻”进行生

物防治具有巨大的潜力与广阔的前景。

关于细菌杀藻的研究大多只限于杀藻细菌

种类的筛选和作用方式的区分［１１１３］。本研究探

究具体的杀藻物质，这对研究菌藻关系和生物防

治水华赤潮提供极有价值的帮助。硅藻细胞是

由含有几丁质的盒状硅藻壳包裹的，是产几丁质

酶细菌的天然靶标，因此将产几丁质酶的细菌应

用于水华赤潮的生物防治具有极大潜力。此外，

产几丁质酶细菌在真菌的防治上已有初步成

效［１４］，因而对产几丁质酶细菌的研究具有广阔的

应用前景。

本研究通过对弧菌科的杀鲑气单胞菌

（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）几丁质酶基因敲除，对比
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来探究产几丁质酶细菌对牟氏角毛藻杀除的作

用，从而探究几丁质酶的功能，为筛选用于防治

藻类环境污染的细菌，甚至利用基因编辑技术培

养更适合的菌株提供重要理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本研究所使用的菌种源于实验室保存菌株，

包括杀鲑气单胞菌（简称“ｓｇ”）及杀鲑气单胞菌
几丁质酶基因缺失突变株（简称“Δｓｇ”），所使用
硅藻为牟氏角毛藻。杀鲑气单胞菌分离自上海

崇 明 岛 的 健 康 野 生 双 斑 河  （Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）的肝脏［１５］，是双斑河的共生分离

菌。

杀鲑气单胞菌几丁质酶基因缺失突变株

（Δｓｇ）构建详细策略见韦芬博士学位论文［１６］，大

致过程如下：①目标基因上下游同源臂的扩增；
②上下游同源臂融合；③融合片段连接至自杀质
粒ｐＳＲ４７ｓ；④自杀质粒转化至具有 Ａｍｐ抗性的
大肠杆菌ｃｃ１１８；⑤细胞融合阶段，将野生株杀鲑
气单胞菌、ｃｃ１１８以及辅助菌液 ｃｃ１１８ｐＨｅｌｐｅｒ
混合培养过夜后涂板于 Ａｍｐ、Ｋａｎ双抗性的 ＬＢ
培养基上；⑥挑取单克隆菌落并验证即获得突变
株。

杀鲑气单胞菌以 ＬＢ培养基，于 ２８℃、２００
ｒ／ｍｉｎ摇床中培养。牟氏角毛藻是海水藻类，培养
盐度为２５与杀鲑气单胞菌培养盐度相同，以 ｆ／２
培养基，于室温、每天 １２ｈ光照下培养［１７］。ｆ／２
培养基全称 Ｆ／２藻类培养基 （ＧｕｉｌｌａｒｄＦ／２
Ｍｅｄｉｕｍ），购买自上海高信化玻公司。ＬＢ培养基
（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉｃｕｌｔｕｒｅ），含有胰蛋白胨，酵母提取
物，ＮａＣｌ固体均购买自上海生工公司。实验所用
酶标仪为美国伯腾仪器有限公司生产的 ｓｙｎｅｒｇｙ２
多功能酶标仪。实验所用扫描电镜为 ＨＩＴＡＣＨＩ
公司的Ｓ３４００Ｎ扫描电子显微镜。
１．２　方法
１．２．１　杀鲑气单胞菌降解几丁质能力的检测

由于二硝基水杨酸在中性或偏碱性条件下

与几丁质水解的还原糖共热后被还原成棕红色

的氨基化合物３氨基５硝基水杨酸，在一定范围
内，还原糖的量和反应液的颜色呈正比［１８］。利用

紫外分光光度计对反应液进行检测记录其 ＯＤ
值，由此建立还原糖浓度和ＯＤ值的标准曲线，检

测几丁质被降解程度，从而反应细菌的几丁质降

解能力。

葡萄糖标准曲线的制作：取干净离心管或试

管，按表１组别与配方以 ０号管进行校对清零，
检测 ５４０ｎｍ处吸光度，其中加完 ＤＮＳ试剂后需
要水浴５ｍｉｎ。以吸光度值为纵坐标，各标准浓
度（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标作图得标准曲线。

表１　葡萄糖标准曲线制作时所用浓度及各组份含量
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅａｎｄ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎｍａｋｉｎｇ
ｇｌｕｃｏｓｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

加入物质

Ｓｕｂｓｔａｎｃｅａｄｄｅｄ ０号管 １号管 ２号管 ３号管 ４号管 ５号管

Ｇｌｕ标准品
ＧｌｕＳｔａｎｄａｒｄ／
（ｍｇ／ｍＬ）

０ ０．２ ０．４ ０．６ ０．８ １．０

蒸馏水１Ｈ２Ｏ１／ｍＬ １．０ ０．８ ０．６ ０．４ ０．２ ０
ＤＮＳ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０ ２．０

蒸馏水２Ｈ２Ｏ２／ｍＬ ９．０ ９．０ ９．０ ９．０ ９．０ ９．０
相当于葡萄糖量

Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔ／ｍｇ ０ ０．２ ０．４ ０．６ ０．８ １．０

　　吸取２０μＬ杀鲑气单胞菌菌液至２０ｍＬＬＢ
液体培养基中，每管培养基中加入２ｍＬ胶态几
丁质［１９２０］，２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养，共设１２、２４和
４８ｈ３个取样时间组，每组设３个平行。将各培
养液４０００ｒ／ｍｉｎ均离心１０ｍｉｎ，吸取１ｍＬ上清
液至干净离心管中，加入２ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴
中准确沸煮５ｍｉｎ，取出后用自来水冲洗管壁至
冷却到室温，加入９ｍＬ蒸馏水稀释后，紫外分光
光度计测量５６０ｎｍ处吸光度［２１］。

１．２．２　杀鲑气单胞菌杀藻活性检测
通过验证杀鲑气单胞菌对几丁质的降解能

力，验证细菌对硅藻的直接杀死能力。根据藻类

的荧光值与其浓度的对应关系，通过检测共培养

菌藻的荧光值与对照组藻类荧光值，根据其数值

差与对照组荧光值的比值来表示杀鲑气单胞菌

对藻类的杀除率。

以杀鲑气单胞菌液、牟氏角毛藻培养基液体

积比为０．３％、０．５％、１％、２％、５％共５个不同浓
度组，用于测定其杀藻活性并确定后续实验用细

菌浓度。每个浓度组设３个平行，菌液是取２００
μＬ、于２０ｍＬＬＢ培养基中２８℃培养２４ｈ的杀鲑
气单胞菌液。以正常生长的藻类为对照组，加入

无菌ＬＢ培养基以避免培养基的影响。在具有
４４０ｎｍ激发光和６８０ｎｍ发射光的酶标仪下测量

０４４



３期 戴佳傲，等：杀鲑气单胞菌杀藻作用的初步研究

不同处理组和对照组的荧光强度。以如下公

式［２２］将所测结果作为之后菌液、藻类共培养的浓

度比：

ＲＫ＝（ＦＣ－ＦＴ）／ＦＣ×１００％ （１）
式中：ＲＫ为杀藻率；ＦＣ实验组的藻类培养物的荧
光强度；ＦＴ为对照组藻类培养物的荧光强度。
１．２．３　杀鲑气单胞菌杀藻模式检测

为了更进一步确定细菌中几丁质酶对硅藻

的作用，分别将杀鲑气单胞菌敲除株和杀鲑气单

胞菌野生株与藻类共培养，并进行对比。

根据上述１．２．２中得到的最佳杀藻浓度，将
杀鲑气单胞菌野生株（ｓｇ）和敲除株（Δｓｇ）分别加
到牟氏角毛藻培养基中，以正常生长的藻类为对

照组，培养 ４８ｈ。在具有 ４４０ｎｍ激发光和 ６８０
ｎｍ发射光的酶标仪下测量野生株组敲除株组和
对照组的荧光强度［２２］。

１．２．４　杀鲑气单胞菌对牟氏角毛藻作用的扫描
电镜观察

为了将几丁质酶在杀鲑气单胞菌对牟氏角

毛藻的影响中的作用可视化，分别将杀鲑气单胞

菌敲除株和杀鲑气单胞菌野生株与藻类共培养

并制作扫描电镜标本进行观察。

分别将１ｍＬ杀鲑气单胞野生菌株（ｓｇ）和敲
除菌株（Δｓｇ）菌液以１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，并
且在用无菌ｆ／２培养基洗涤两次后，将野生株和
敲除株的细菌细胞添加到牟氏角毛藻培养物中，

以２％比例混匀，培养４８ｈ。收集１０ｍＬ混合培
养物，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集沉淀，然后在含
有２．５％戊二醛的０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液中固定
２小时，再用ＰＢＳ缓冲液轻轻漂洗２次并在４０００
ｒ／ｍｉｎ下离心弃上清。接下来在 ３０％、５０％、
７０％、９０％、９５％、１００％、１００％梯度乙醇溶液中脱
水，每次脱水１５ｍｉｎ后４０００ｒ／ｍｉｎ离心弃上清，
沉淀再次脱水，最后将沉淀储存在叔丁醇中于４
℃过夜，第２天将样品置于无菌超净台中吹风干
燥［２３２５］，用导电胶将干燥后的样品粘在载物台

上，放入离子溅射仪中镀金膜，最后在扫描电镜

下观察。

２　结果与分析

２．１　敲除株细菌降解几丁质能力变化
ＤＮＳ法检测的吸光度和葡萄糖含量标准曲

线如图１，关系式为Ｙ＝１．５１７Ｘ（Ｒ２＝０．９９１９），Ｙ
为吸光度，Ｘ为葡萄糖含量（ｍｇ／ｍＬ），吸光度与
葡萄糖质量浓度成正比。

纵坐标为样本在５６０ｎｍ处吸光度

Ｙａｘｉｓｉｓｔｈｅｌｉｇｈｔａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｖａｌｕｅ

图１　葡萄糖质量浓度与吸光度函数关系图
Ｆｉｇ．１　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉａｇｒａｍｏｆｇｌｕｃｏｓｅ
ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

　　杀鲑气单胞菌野生株与敲除株经过发酵后，
以ＤＮＳ法检测培养基中的还原糖含量来表示几
丁质的降解程度（图２）：随着发酵时间的增加，
野生株实验组中被还原的几丁质量与时间成正

相关，而突变株实验组中几丁质几乎未被降解。

因此，杀鲑气单胞菌能够降解几丁质，而敲除株

无法降解几丁质。

２．２　杀鲑气单胞菌对牟氏角毛藻的抑制作用评估
将不同浓度的杀鲑气单胞菌野生株加入牟

氏角毛藻共培养４８ｈ，并测定杀藻活性，酶标仪
检测结果如图３。

１４４



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２９卷

柱状图上方含“”表示差异性极显著（Ｐ＜０．００１）
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｍｅａｎｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ０．００１ｌｅｖｅｌ
图２　杀鲑气单胞菌野生株、敲除株降解几丁质酶标检测

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｚｙｍｅｌａｂｅｌｅｄｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｔｅｓｔｏｆ
Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎａｎｄｋｎｏｃｋｏｕｔ

ｓｔｒａｉｎｄｅｇｒａｄｉｎｇｃｈｉｔｉｎ

柱状图上方ｎｓ表示无显著性差异（Ｐ＜０．０５），表示差异
性显著，表示差异性极显著（Ｐ＜０．０１）
Ｔｈｅ＂ｎｓ＂ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｔｈｅ“”
ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．
Ｔｈｅ＂  ＂ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｍｅａｎｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ０．０１ｌｅｖｅｌ

图３　细菌杀藻活性检测
Ｆｉｇ．３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ

　　与对照组相比，细菌在质量浓度为０．３％和
０．５％时没有表现出明显的杀藻活性。当质量浓
度超过１．０％时，处理组的荧光强度与对照相比
有所下降，并且１．０％、２．０％、５．０％质量浓度下

的杀藻率分别为 ４．７４％、１１．３１％、２６．６４％，当质
量浓度为 ２．０％时，杀藻活性差异极显著（Ｐ＜
０．００１）。因此，选择质量浓度为２．０％作为探究
杀鲑气单胞菌与藻类作用的合适浓度。

为了研究几丁质酶对于杀鲑气单胞菌杀藻

的作用，将野生株和敲除几丁质酶基因的敲除株

分别与牟氏角毛藻培养４８ｈ，并与对照组进行对
比，结果如图４。

柱状图上方ｎｓ表示无显著性差异，表示差异性极显
著（Ｐ＜０．００１）
Ｔｈｅ“ｎｓ”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｔｈｅ“
”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｍｅａｎｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔｔｈｅ
０．００１ｌｅｖｅｌ

图４　杀鲑气单胞菌野生株、敲除株杀
牟氏角毛藻活性检测

Ｆｉｇ．４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎａｎｄｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎ

　　与对照组相比，杀鲑气单胞菌野生株对于牟
氏角毛藻的杀藻率达到了９．１８％，而敲除株没有
起到明显的杀藻效果。由此，在细菌杀藻的过程

中，几丁质酶起到了关键的作用。

２．３　杀鲑气单胞菌对牟氏角毛藻作用的扫描电
镜观察

杀鲑气单胞菌野生株、敲除株对于硅藻细胞

的作用如文后图版所示。图版１为牟氏角毛藻，
其完整且光滑呈圆形或椭圆形的细胞壁以及其

角毛。图版２，３为野生株杀鲑气单胞菌作用下
的角毛藻，在扫描电镜下，硅藻外层含有几丁质

的细胞壁被细菌附着并裂解，碎成块状图版４为
杀鲑气单胞菌敲除株作用下的角毛藻，细菌虽然

依然能够附着于其细胞壁表面，但是由于缺少几

丁质酶，因而无法对其细胞壁进行裂解。
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３　讨论

近年关于几丁质酶的研究成为热点，因而从

几丁质酶的角度，许多问题迎来了新的解决方

向，其中利用产几丁质酶细菌对藻类的杀灭作用

对水华、赤潮进行生物防治引起了关注。

通过 ＤＮＳ法检测细菌降解几丁质能力的实
验发现，杀鲑气单胞菌能够通过产生几丁质酶来

降解环境中的几丁质，从而对于含有几丁质的生

物或物质造成一定影响，甚至具有杀灭作用，这

使利用产几丁质酶细菌来降解含几丁质成分的

生物成为可能。

在硅藻细胞壁中含有大量几丁质成分，而它

的生境也非常广泛，几乎是有水滞留的地方都能

见到硅藻的踪迹，小至由雨水积聚成的小水坑，

大至占地球表面７１％的海洋［２６］。在营养丰富的

情况下，硅藻在海水中会引起赤潮，在淡水中会

引起水华，对生态环境有破坏性影响。大部分种

类的硅藻细胞壁高度硅质化，形成上下两个透明

的壳，以壳环带套合形成一个硅质细胞壁，且具

有孔隙［２７］。细菌能够作用于硅藻，与硅藻细胞壁

的构成密切相关，因为硅藻细胞壁中含有几丁

质。ＬＩ等［２２］通过将产几丁质酶细菌发酵液分组

实验，推测细菌杀藻物质为几丁质酶，在此基础

上本研究通过直接敲除细菌几丁质酶，直接确定

了杀鲑气单胞菌的杀藻活性来源于几丁质酶，并

通过扫描电子显微镜拍摄发现杀鲑气单胞菌能

够将藻类裂解从而杀灭藻类。这将会十分有效

地抑制藻类引起的环境污染。但目前关于产几

丁质酶细菌与藻类相互作用的研究比较少。能

够用于实际应用的细菌仍需进一步筛选，有研

究［２７］表明，在浙江沿海的１３种藻类中分离出５０
株细菌，其中只有６％能够分泌几丁质酶，且酶活
性较低。因此，利用产几丁质酶细菌对藻类引起

的水华、赤潮进行生物防治仍需进一步研究调

查。

杀鲑气单胞菌属气单胞菌属，宿主范围广

泛，可感染包括大西洋鲑鱼、比目鱼、虹鳟鱼、金

鱼、银鲫、鲤鱼等在内的多种海淡水鱼类［２８］，而且

近期发现其感染宿主包括山羊及人类，是目前很

受关注的人兽鱼共患性疾病的病原之一［２９］。本

研究所用杀鲑气单胞菌虽然来源于健康的野生

的双斑河的一种共生菌，但对其致病特性未

知，可能有潜在的风险。本研究旨在探究细菌杀

藻的理论可行性，不会直接投入使用，因此并未

对杀鲑气单胞菌做毒性检测。
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１为４．５ｋ倍数下正常生长的角毛藻；２、３、４分别为４．５ｋ、４．２ｋ、４．０ｋ倍数下被细菌附着的角毛藻。ａ为角毛藻的角毛；ｂ为附着

在硅藻上的杀鲑气单胞菌野生株；ｃ为附着在硅藻上的杀鲑气单胞菌敲除株
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图版　杀鲑气单胞菌野生株、敲除株与牟氏角毛藻作用扫描电镜图
Ｐｌａｔｅ　ＳｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＡｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａａｎｄＣｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉｃｅｌｌｓ

６４４


