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Abstract：WHs3 Serratia marcesscens is a high yield bacterium of Chitinase．The yield of chtinase in 

induce medium was 84．4t~g／mI ．The chitinase(A3) can enhance the toxicity of Helicoverpa 

arm igera nucleopolyhedrovirus(HaSNPV)up tO 20％ ～70％ ．The LT50 and LT90 were shortened 

1．1 and 1．3 days respectively comparing with contro1． 
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摘要 ：WHS3(Serratia marcescens)菌 是一 株 几 丁 质 酶 的高 产 菌 株，在诱 导 培 养 基 中 几 丁 质 酶 的产 量 可 达 

84．4 g／mL。通过对中国棉铃虫进行的生物测定表明：WHS3菌所产的几丁质酶 (A3)能有效地提高 HaSNPV的毒 

力 20％～70％，LTs0、LT90比对照组缩短天数最高可达 1．1d、1．3d。 
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几丁质(Chitin)是 自然界中除纤维素外储量最 

大的生物多聚糖⋯1，在 自然界几丁质广泛存在于真 

菌、硅藻、节肢动物和原生动物等生物中，是绝大部 

分真菌细胞壁的结构物质，占细胞壁干重的 40％ 一 

60％。几丁质是以 N一乙酰一D一氨基葡萄糖为单体， 

以 8—1，4糖苷键连结而成的生物多聚体[ 。Be— 

necke(1905)首次分离到能够 降解几丁质的微生物 

之后，人们相继发现多种微生物和动植物能够 降解 

几丁质，这是因为这些生物能够产生胞外或胞内几 

丁质酶(Chitinase)【3 J。 

根据作用于底物的方式不同，微生物几丁质酶 

可分为两类[4--6 J：外切几丁质酶 (Exochitinase)和内 

切几丁质酶(Endo-chitinase，EC3．2．1．14)。内切几 

丁质酶从几丁质链 的任一部位随机水解，产物主要 

是几丁二糖。外切几丁质酶的作用方式为外作用 

型，水解几丁质的产物只有 N一乙酰氨基葡萄糖(N— 

acetylglucosamine，NAG)。几丁质是昆虫 中肠围食 

膜的主要结构成分。围食膜是昆虫防止病源细菌或 

病毒侵染的一道天然屏障。昆虫病原病毒的杀虫机 

理主要是通过幼虫取食病毒的方式进入中肠，然后 

穿透中肠的围食膜进入中肠细胞或体细胞内，引起 

寄主昆虫罹病或死亡。因此，昆虫病原微生物须首 

先破坏昆虫天然屏障表皮和 中肠，才能达到杀虫效 

果。能否破坏昆虫天然屏障与昆虫病原微生物的致 

病力有密切的关系[7--9]，本文将应用 WHS3菌产的 

几丁质酶增效 HaSNPV的毒力的结果报道如下。 

1．1 材料和试剂 

菌种：WHS3(Serratia marcescens)由本室保藏。 

诱 导 培 养 基 ：酵 母 膏 0．05％、几 丁 质 1．5％、 

(NH4)25040．1％、MgSO4·7H2O 0．03％、KH2PO4 

0．136％、pH 7．0。棉 铃 虫 (Helicoverpa armigera) 

由武汉病毒研究所提供。棉铃虫核型多角体病毒 
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(Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus)由武汉 

病毒研究所提供。 

1．2 胶体几丁质制备【10 J 

脱矿几丁质(Sigama公司)，碾粹，过 100目筛， 

经浓 HC1处理，离心后于蒸馏水 中沉淀而成。称取 

2g纯几丁质，加入 15mL丙酮溶解后，加入 90mI 浓 

盐酸搅拌均匀，用玻璃纤维过滤至冰水中，边过滤边 

搅拌，加盖放入冰箱过夜，使其沉淀彻底。第二天将 

几丁质 3000r／rain离心 20min，用蒸馏水洗至中性， 

沉淀物放入透析袋中，自来水透析一夜后，以蒸馏水 

透析 2h，再 3000r／min离心 10min，弃去上清液，得 

90％的胶体几丁质。 

1．3 摇瓶发酵产酶 

500mL锥形瓶 装 产酶 培 养基 50mI ，接 种量 

2％，30℃ 200r／min摇瓶震荡培养 7d，收集发酵液。 

1．4 几丁质酶测定 

1．4．1 平板检测法 0．25％几丁质 +0．8％琼脂糖 

+ 0．002％NaN 铺板后将酶液 加在平板 上 ，保温后 

观察有无透 明圈【̈1。 

1．4．2 酶 活测定 吸取酶液 0．5mI ，加入 0．1mI 

的 NaN ，再加入 0．5mI 的几丁质悬浮液，37℃保温 

3h后 ，加热至 lOO*C 5min终 止反应。在 A544 下测 

定光密度。在 10，000 r／rain下离心 10min。去除多 

余的几丁质，取上清再测 OD 值，得二次测定之差 

AOD544值。在 OD595下测得蛋 白质含量，根据下式 

算 出酶 的活力 【1 。 

酶 活力 ： AO D
一544×(nkat．g一 ) 

tJl~595 

1．5 几丁质酶(A3)对病毒的增效试验 

根据 田间防治情 况设 定三种浓 度 10。PIB／mI 、 

10 PIB／mL、10 PIB／mI HaSNPV 悬浮 液 ，在 上 述 

三 种 病 毒 悬 液 中 分 别 加 入 2t~g／mI一0 4／~g／mI 、 

0．08／~g／mI 几 丁 质 酶 (A3)，每 头虫 接 种 剂 量 为 

50 L，滴加在人工饲料表面，对照组加等量的无菌 

水，供试昆虫为 4d龄棉铃虫，每一处理浓度用棉铃 

虫幼虫 30头，实验重 复三次，饲毒温度为 25℃ ～ 

27℃ ．湿度为 70％～90％。 

1．6 几丁质酶浓度测定 

考马斯亮兰法 【̈]。离心几丁质酶发酵液，通过 

测定 OD 方法测定发酵过程中几丁质酶的产量。 

2 结果与分析 

2．1 WHS3产几丁质酶分析 

WHS3菌株生产的几丁质酶是一种诱导酶，通 

过测 定 OD595的方法测定其发酵过 程中产酶情 况 

(如图 1)。结果显示，WHS3菌株应用诱导选择培 

养基，在摇瓶发酵条件下第 7天几丁质酶产量达到 

最高值(84．4／~g／mI )。 

{盖 
3 

茁 兰 

主uq- 
橙 0 

【 1 WHS3菌株产儿丁质酶曲线 

Fig 1 Curver of The Chitinase’s yield of W HS3 

2．2 几丁质酶 (A3)活性测定 

将含几丁质酶提取液加到检测平板上，保温观 

察，可见明显的透明圈，并测定其酶活性。随着几丁 

质酶的浓度降低，所产生的透明圈将逐渐减小，从应 

用的角度，选择 10 和 10叫稀释倍数 比较经济。 

2．3 几丁质酶(A3)对 HaSNPV的增效试验 

根据 田间防治情况选择 10 PIB／mL、10 PIB／ 

mL、106pIB／mL等 三 种浓 度 进行 HaSNPV 增 效试 

验。几丁质酶的浓度分别是 (2>g／mL，0．2t~g／mL， 

0．08 g／mI )。重复三次的结果显示几丁质酶 (A3) 

对棉铃虫核型多角体病毒有明显增效作用(如图 2、 

3、4)。 

几丁质酶 对棉铃虫 NPV病毒的增效效果 

明显 ，10 PIB／mI HaSNPV 中 加 入 2~g／mL几 丁 质 

酶，生测第 四天增效 40．1％，第五天增效 70．8％； 

10 PIB／mLHaSNPV 中加 入 0．4／~g／mL几丁质酶， 

生测 第 四天 增 效 37．5％，第 五 天增 效 70．8％； 

108pIB／mLHaSNPV 中加入 0．08~g／mL几 丁质酶 ， 

生测第四天增效 18．6％，第五天增效 50％(见表 1、 

图 2)。10 PrB／mLHaSNPv 中加入 2／~g／mL几丁质 

酶，生测第四天增 效 23．7％，第五天增效 56．4％； 

10’PIB／mLHaSNPV 中 加 入 0．4／~g／mL几 丁 质酶 ， 

在生测第四天增效 11．8％，在第五天增效 50％(见 

表 1、图 3)。10 PIB／mI HaSNPV 中加 入 2t~g／mL 
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几丁 质酶，生测 第 四天增 效 1．3％，第五天 增 效 

48．6％(见表 1、图 4)。 

10 PIB／mL HaSNPV加入 0．08~g／mL几丁质 

酶的 LT50、L 分别比对照缩短 0．6d和 0．9d病毒 

死亡率提高。病毒中加入的几丁质酶浓度愈高，其 

增效效果愈好。10 PIB／mL+2,ug／mL几丁质酶实 

验组，LT50、1 T90比对照组缩短分别为 1．1d、0．8d， 

10 PIB／mL+2t~g／mL几丁质酶实验组，LT50、L 

比对照组缩短分别为 1．Od、1．3d(见表 2)。 

表 1 病毒加几丁质酶后的增效结果 (％J 

Table 1 The enhancement of HaSNPV with chtinase A3 

108PIB／mLHaSNPV 101 PIBI mLHaSNPV 106PIB}mL HaSNPV 

+ChiA3( g／mL) 2 0 4 0
． 08 2 0．4 0．08 2 0．4 0．08 

表 2 病毒加几丁质酶后生测效果(LT50、LT9o J 

Table．2 Bioactivety of HaSNPV after plus chtinase 
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图 2 几丁质酶 A3对 10 PIB／mL棉铃虫病毒增效作用 

Fig．2 Bioactivity effectiveness of 10 PlB／m1．HaSNPV plus chitinase 
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图 3 几丁质酶 A3对 10 PIB／mL棉铃虫病毒增效作用 

Fig．3 Bioactivity e{{ectiveness of 10 PIB]mL HaSNPV plus chitinase 

A3 

一 一 = _【日p’10墨 水̂ 料 齑 

一lj6一 【IB1』0= l̂j6一 
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图 4 几丁质酶 A3对 10 PIB／mL棉铃虫病毒增效作用 

Fig．4 Bioactivity effectiveness of 10 PIB／mL HaSNPV plus chitinase 

A3 

3 讨论 

在 诱 导 培 养 基 中 几 丁 质 酶 的 产 量 可 达 

84．4ttg／mL。如果对诱导培养基做进一步的筛选，可 

望进一步提高几丁质酶的产量。棉铃虫核型多角体 

病毒加入几丁质酶后都可不同程度地提高病毒的杀 

虫效果。病毒制剂 中加入的几丁质酶的浓度愈高， 

其增效的效果愈好。病毒制剂中加入 2t,g／mI 的几 

丁质酶的杀虫效果 比加入 0．4ttg／mI 的几丁质酶的 

杀虫效果要好，加入 0．4ug／mL的几丁质酶的杀虫 

效果 比加入 0．08ug／mL的几丁质酶的杀虫效果要 

好。几丁质酶的增效作用具有广阔的应用前景。由 

于化学农药的大量使用，昆虫产生了抗药性，愈用化 

学农药虫灾愈泛滥，愈泛滥愈用药，如此恶性循环。 

“小虫子，大灾害”是 目前和今后严重威胁农业生产 

和迫切需要解决的全球性难题。因此，西方 已有许 

多国家不再使用化学农药，改用生物防治和生物农 

药来取代化学农药。随着我国经济实力的增强和人 

民健康意识及环保意识 的增强，公众对绿色食品的 

要求也与 日俱增。为 了减少化学农药对环境的污 

染，走一条可持续发展的农业、林业路，生物农药产 

业将得到迅速的发展。生物增效剂的研究具有重要 

的意义 。 
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