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摘 要 为提高普城沙雷氏菌 MM几丁质酶产量,增强拮抗西瓜枯萎病病原菌的能力,通过Plackett-Burman
设计和响应面法对其培养基成分进行优化,并测定优化后菌株 MM 发酵滤液对西瓜种子萌发及西瓜枯萎病

防治效果的影响。结果显示,在初始pH7.0、接种量3%、温度30℃、摇床转速180r/min、培养时间72h的

基础上获得最佳产酶培养基:葡萄糖12.748g/L,牛肉膏2.086g/L,酵母粉3.091g/L;优化后菌株 MM 几

丁质酶活为0.485U/mL,比优化前提高1.14倍,对西瓜枯萎病病原菌的抑菌率提高6.42%。菌株 MM 发

酵滤液不同稀释倍数对西瓜种子的萌发具有促进作用,当发酵滤液稀释浓度为150倍时对种子萌发的促进作

用最为显著,为98.53%。盆栽试验显示,菌株 MM发酵滤液处理西瓜植株后,其株高、鲜质量、干质量分别增

加78.82%、126.90%、82.00%,对西瓜枯萎病防效高达74.55%。
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  普城沙雷氏菌(Serratiaplymuthica)属于

肠杆菌科,G-,杆状兼性厌氧菌。作为一种重要

的生防菌剂,既通过产生胞外酶和代谢产物等抑

制植物病原真菌,还能够促进植物生长[1]。沙雷

氏菌能分泌多种抗生性代谢产物,如碳青霉烯、几
丁质酶、异硫霉素、硝吡咯菌素、水解酶、大环内酯

类抗生素、嗜铁素等,从而抑制不同植物病原真菌

的生长[2]。Saraswoti等[3]研究表明,普城沙雷氏

菌通过分泌几丁质酶降解病原真菌细胞壁中的几

丁质来抑制真菌。几丁质酶(Chitinase)是一种专

一性催化几丁质中β-1,4糖苷键水解,能够将几

丁质降解为几丁寡糖或单糖的一类酶的总称[4]。
几丁质酶广泛分布于自然界,存在于真菌、细菌及

放线菌等微生物[5]。现已陆续发现沙雷氏菌属

(Serratiasp.)、芽孢杆菌属(Bacillussp.)、链霉

菌属(Streptomycessp.)、淡紫拟青霉(Paecilo-
myceslilacinus)均可分泌几丁质酶[6]。但目前

因几丁质酶结构的多样性、调控机理的复杂性、以
及菌株产酶能力低下、发酵工艺不成熟等原因,优
化菌株的最佳产酶条件是酶工艺生产中的首要

任务。
在发酵工艺生产优化中,多采用 Plackett-

Burman试验结合Box-Behnken响应面法(RSM)
设计试验对菌株产酶条件进行优化,以期获得高

效高产几丁质酶的发酵条件。袁淑博等[7]通过响

应面法优化MEW06产几丁质酶的培养基后酶活

达197.32U/mL,相比于初始培养基酶活提高

2.58倍。Pramesti等[8]采用响应面法研究链霉

菌PB2产几丁质酶的最佳质量浓度。Roohi等[9]

采用RSM优化高产几丁质酶菌株CUVGA6的

产酶 条 件,为 工 业 生 产 应 用 提 供 理 论 支 持。

Rachmawaty等[10]利用两水平筛选因子首次对绿

色木霉产几丁质酶条件进行优化,响应面分析预

测几 丁 质 酶 活 为0.48738U/g,试 验 验 证 为

0.48864U/g,预测结果非常理想。大多数文献

是研究粘质沙雷氏菌通过几丁质酶防治植物病原

真菌[11],关于普城沙雷氏菌通过几丁质酶防治植

物病原菌及产酶条件的优化方面未见文献报道。
本研究基于对兰州交通大学生物农药工程中

心微生物实验室筛选的生防菌株普城沙雷氏菌



MM在开展单因素试验的基础上,利用Plackett-
Burman设计和RSM 对几丁质酶的最佳培养条

件进行优化,明确菌株 MM对西瓜枯萎病的防治

效果,为普城沙雷氏菌发酵生产工艺提供理论依

据,也为该菌株进一步开发利用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 菌种 兰州交通大学生物农药工程中心

分离筛选的普城沙雷氏菌菌株 MM,ACCC编号

为61749。

1.1.2 培养基 斜面培养基。LB培养基:酵母

粉5g/L,蛋白胨10g/L,氯化钠10g/L,琼脂

15~20g/L,pH7.0;PDA 培养基:马铃薯200
g/L,葡萄糖20g/L,琼脂20g/L,pH7.0;MS培

养基(购自杭州百思生物):硝酸钾1900mg/L,
硝酸铵1650mg/L,磷酸二氢钾170mg/L,硫酸

镁370mg/L,氯化钙440mg/L,碘化钾0.83
mg/L,硼酸6.2mg/L,硫酸锰22.3mg/L,硫酸

锌8.6mg/L,钼酸钠0.25mg/L,硫酸铜0.025
mg/L,氯化钴0.025mg/L,乙二胺四乙酸二钠

37.3mg/L,硫酸亚铁27.8mg/L,肌醇1000
mg/L,甘氨酸2mg/L,盐酸硫胺素0.1mg/L,盐
酸吡哆醇0.5mg/L,烟酸0.5mg/L,蔗糖10
g/L,琼脂7g/L,取 MS培养基4.74g,加入1L
蒸馏水,搅拌加热至完全溶解,pH5.8。

基础发酵培养基。酵母粉5g/L,蛋白胨10
g/L,氯化钠10g/L,pH7.0。

培养基灭菌条件均为高压灭菌,121℃,30
min。

1.2 方 法

1.2.1 种子培养 将菌株 MM 转接至LB斜面

培养基上,30℃培养16h,活化后再挑取一环斜

面培养基上的菌株接种于100mLLB液体培养

基,30℃、180r/min恒温振荡培养过夜,制成种

子液。

1.2.2 发酵培养 将菌株 MM种子液以3% 的

接种量接种至装有100mL 基础发酵培养基的

250mL三角瓶中,30℃、180r/min培养72h。

1.2.3 酶活力测定 几丁质酶活性测定[12-14]:采
用3,5-二硝基水杨酸(DNS)法测定。根据 N-乙
酰氨基葡萄糖(NAG)标准曲线[15]定量几丁质酶

活(图1)。几丁质酶活的定义:一个单位的几丁

质酶活(U)定义为37℃下每1min产生1μmol

NAG所需要几丁质酶的酶量[16]。

图1 几丁质酶标准曲线

Fig.1 Standardcurveofchitinase

1.2.4 菌体生物量测定 利用混菌法测定菌体

生物量(活菌数)。取菌悬液适当稀释后将菌液与

温度冷却至50℃左右的培养基混匀倒平板,24h
后平板计数。

1.2.5 抑菌活性测定 以西瓜枯萎病菌为靶标

菌,活化培养后,用打孔器打取直径为8mm的菌

碟,置于PDA琼脂培养基中央,再用无菌牙签将

培养24h的普城沙雷氏菌 MM 用十字交叉法点

接于该菌碟四周等距离25mm处,以不接种菌株

MM的平皿为对照,每个试验3个重复,27℃培

养5d后测量菌落直径,并通过以下公式计算抑

菌率。
抑菌率=(对照组菌落直径-处理组菌落直

径)/对照组菌落直径×100%
1.2.6 菌株 MM对西瓜种子的影响 将待测西

瓜种子用无菌水冲洗3次,每次5min,再分别在

70%乙醇溶液和2%次氯酸钠溶液中清洗3min
与10min,再用无菌水冲洗3次后,置于无菌纱

布中风干。将滤液分别稀释至10、50、100、150、

200倍的梯度加入 MS培养基中,以不加菌株

MM滤液的 MS培养基为对照,将已消毒的种子

置于 MS培 养 基 中,每 瓶5粒,各3个 重 复,

25℃,空气相对湿度要求80%左右,光照与黑暗

交替培养7d后,测定种子生长情况。

1.2.7 菌株 MM对西瓜枯萎病的盆栽防治效果

及叶绿素含量 采用灌根法将长势均匀的西瓜幼

苗移栽至盆中,试验设计4个处理,每个处理5
盆,分别以接种无菌发酵培养基为对照组CK;接
种西瓜枯萎病菌孢子悬液(107 mL-1)的记为

FON;先接种西瓜枯萎病菌孢子悬液,24h后再

接种菌株MM发酵滤液的记为FON+MM;只接
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种菌株 MM 发酵滤液的记为 MM;以7d为周

期,每株每次接种20mL,42d后统计各处理植株

生长情况,调查枯萎病的病株率及病级,计算菌株

MM的防治效果并测定各处理叶绿素含量。西

瓜幼苗期枯萎病分级标准[17]:0级为茎内维管束

正常,外部无症状;1级为茎内维管束25%以下变

色;3级为茎内维管束25%~50%变色;5级为茎

内维管束51%~75%变色;7级为茎内维管束

75%以上变色,部分叶片萎蔫;9级为整株枯死。

1.3 试验设计

1.3.1 不同碳、氮源、无机盐对 MM产几丁质酶

活及活菌数的评价 将 MM 菌株接种至基础发

酵培养基中,以培养基初始pH7.0、接种量3%、
培养温度30℃、转速180r/min及培养时间72h
为初始条件。以几丁质酶活及菌株 MM 活菌数

为指标,对菌株 MM 培养基碳源(5g/L)、氮源

(10g/L)、无机盐(10g/L)进行优化,每次将优化

后的结果用于下一因素的优化中。碳源:乳糖、麦
芽糖、蔗糖、葡萄糖、可溶性淀粉;氮源:硝酸铵、碳
酸铵、硫酸铵、尿素、牛肉膏、蛋白胨;无机盐:氯化

钙、硫酸锰、七水合硫酸镁、磷酸二氢钾、氯化钠。

1.3.2 Plackett-Burman试验设计筛选重要影响

因素 在单因素试验的基础上,选取7种成分(麦
芽糖、葡萄糖、牛肉膏、酵母粉、蛋白胨、氯化钠、硫
酸锰)作为7个因子,即 X1、X2、X3、X4、X5、
X6、X7,选用试验次数为 N=12的试验方法进

行PB试验设计,对每个因子分别选取高水平(+
1)和低水平(-1),且高水平是低水平的1.5倍。
试验因子和水平见表1,以几丁质酶活作为响应

值R1。
表1 Plackett-Burman试验因子及水平

Table1 Plackett-Burmantestfactorsandlevels

序号
No.

因素
Factor

低水平
(-1)
Low
level
(-1)

高水平
(+1)
High
level
(+1)

X1麦芽糖/(g/L) Maltose 10.00 15.00

X2葡萄糖/(g/L) Glucose 15.00 22.50

X3牛肉膏/(g/L) Beefextract 3.00 4.50

X4酵母粉/(g/L) Yeastextract 5.00 7.50

X5蛋白胨/(g/L) Peptone 10.00 15.00

X6氯化钠/(g/L) Sodiumchloride 10.00 15.00

X7硫酸锰/(g/L) Manganesesulfate 5.00 7.50

1.3.3 最陡爬坡路径试验 利用 Minitab19统

计分析软件对Plackett-Burman设计分析,根据

PB试验结果选取3个影响最大因子进行最陡爬

坡路径试验,如表2所示。
表2 3个影响最大因子最陡爬坡路径试验条件

Table2 Testconditionsforsteepestclimbingpath

ofthreemostinfluentialfactors

序号
No.

因子Factors

X2/(g/L) X3/(g/L) X4/(g/L)
R2

1 15 3.0 5 0.328

2 14 2.5 4 0.315

3 13 2.0 3 0.370

4 12 1.5 2 0.347

5 11 1.0 1 0.339

6 10 0.5 0 0.345

1.3.4 响应面Box-Behnken试验设计优化 通

过Plackett-Burman设计获得的3个重要影响因

子并从最陡爬坡路径试验的结果选取3个水平,
设计3因子3水平的Box-Behnken试验,各因子

及水平如表3所示。
表3 Box-Behnken试验条件

Table3 Box-Behnkentestconditions

因子
Factor

水平Level

低Low(-1) 中 Medium(0) 高 High(+1)

X2 12.0 13.0 14.0

X3 1.5 2.0 2.5

X4 2.0 3.0 4.0

1.3.5 数据处理 每个处理设计3组重复试验,
取3个重复试验均值。利用origin8.5和SPSS26.0
对单因素试验数据进行统计分析;以 Minitab19进

行Plackett-Burman试验和RSM数据处理。

2 结果与分析

2.1 不同碳源、氮源、无机盐对菌株 MM 产几丁

质酶及活菌数的影响

  碳源、氮源和无机盐对菌株 MM产几丁质酶

酶活性和活菌数的影响结果如图2所示。以葡萄

糖为碳源(图2-Ⅰ)时对酶活性和活菌数的影响

最 显 著,分 别 为 0.417 U/mL、2.2×1012

CFU/mL,其次为麦芽糖、可溶性淀粉、乳糖、蔗
糖及酵母粉(LB);在碳源的优化基础上,6种氮源

(图2-Ⅱ)对酶活性和活菌数影响依次为牛肉

膏>蛋白胨>硝酸铵>尿素>硫酸铵>碳酸铵,
牛肉膏为氮源时影响最显著,酶活性和活菌数分

别为0.421U/mL,9.7×1012CFU/mL;在氮源
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的优化基础上,以氯化钠为无机盐(图2-Ⅲ)时影

响最显著,酶活性和活菌数分别为0.425U/mL,
6.36×1013CFU/mL。因此,选择最优碳氮源、无
机盐分别为葡萄糖、牛肉膏和氯化钠。

  Ⅰ.碳源;Ⅱ.氮源;Ⅲ.无机盐;A.乳糖;B.麦芽糖;C.蔗糖;D.葡萄糖;E.可溶性淀粉;F.LB;G.硝酸铵;H.碳酸铵;I.硫酸铵;J.尿

素;K.牛肉膏;L.蛋白胨;M.氯化钙;N.硫酸锰;O.七水合硫酸镁;P.磷酸二氢钾;Q.氯化钠。不同字母表示各处理在P<0.05水平差

异显著。下同

Ⅰ.Carbonsource;Ⅱ.Nitrogensource;Ⅲ.Inorganicsalt;A.Lactose;B.Maltose;C.Sucrose;D.Glucose;E.Solublestarch;

F.Lb;G.Ammoniumnitrate;H.Ammoniumcarbonate;I.Ammoniumsulfate;J.Urea;K.Beefextract;L.Peptone;M.Calciumchlo-

ride;N.Manganesesulfate;O.Magnesiumsulfateheptahydrate;P.Potassiumdihydrogenphosphate;Q.Sodiumchloride.Differentlet-

tersindicatesignificantdifferencesamongtreatmentsatP<0.05level.Thesamebelow

图2 培养基成分对菌株 MM几丁质酶活性及活菌数的影响

Fig.2 EffectofmediumcompositiononstrainMMchitinaseactivityandnumberofviablebacteria

2.2 Plackett-Bueman试验设计

在单因素试验的基础上,以培养基的7种成

分(麦芽糖、葡萄糖、牛肉膏、酵母粉、蛋白胨、氯化

钠、硫酸锰)进行7因子两水平的Plackett-Bue-
man试验,筛选对菌株 MM培养条件影响最显著

的3个因素。Plackett-Bueman试验设计结果如

表4所示,酶活性最高响应值达0.399。采用

Minitab19进行统计分析,结果见表5,t检验显

示对响应结果产生正效应的因子为X6和X7,说
明X6和X7在高水平时有利于菌株 MM 产酶,
其质量浓度分别选择15g/L和7.5g/L;产生负

效应的因素为X1、X2、X3、X4和 X5,说明这5
个因素在低水平时更有利于菌株 MM的产酶,其
质量浓度分别选择10g/L、15g/L、3g/L、5g/L

和10g/L。这7个因子对响应值影响的显著顺

序为X2>X3>X4>X1>X6>X7>X5。根据

P 值可得,X1、X2、X3、X4具有高度显著效应

(P<0.05)。因此后续选取 X2、X3、X4作为响

应面试验的研究对象。

2.3 最陡爬坡路径试验

利用Plackett-Burman试验设计筛选出影响

产酶的3个主要因素:X2、X3、X4,运用最陡爬

坡路径法逼近最大响应值区域(表6),菌株 MM
酶活性随着 X2、X3、X4的添加量减少而增大。
结果显示,第3组试验响应值最大,即 X2为13
g/L,X3为2g/L,X4为3g/L时酶活最高,因
此,选择第3组试验条件为响应面Box-Behnken
试验设计的中心点。由预测模型得X2、X3和
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表4 Plackett-Burman试验设计及响应值

Table4 Plackett-Burmanexperimentaldesignandresponsevalues

序号No. X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 R1

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0.397

2 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0.372

3 1 -1 -1 -1 1 1 1 0.389

4 -1 1 1 -1 1 -1 -1 0.317

5 -1 1 1 1 -1 1 1 0.313

6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 0.357

7 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0.399

8 1 1 -1 1 1 -1 1 0.302

9 1 -1 1 1 -1 1 -1 0.338

10 -1 -1 1 1 1 -1 1 0.356

11 1 1 1 -1 1 1 -1 0.306

12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 0.312

表5 Plackett-Burman试验各因素的影响效果

Table5 EffectsofvariousfactorsinPlackett-Burmantest

项
Term

系数
Coefficient

系数标准误
Coefficient
standarderror

t值
tvalue

P 值
Pvalue

方差膨胀因子
Variance

inflationfactor

重要性排序
Importance
ranking

常量Constant 0.3469 0.00368 94.29 0

X1 -0.0126 0.00368 -3.43 0.027 1 4

X2 -0.02175 0.00368 -5.91 0.004 1 1

X3 -0.01544 0.00368 -4.2 0.014 1 2

X4 -0.01423 0.00368 -3.87 0.018 1 3

X5 -0.00616 0.00368 -1.67 0.169 1 7

X6 0.00642 0.00368 1.74 0.156 1 5

X7 0.00624 0.00368 1.69 0.165 1 6

X4的变化梯度是逐步递减的,即X2在13g/L,

X3在2g/L,X4在3g/L的基础上继续递减,其
余因子的质量浓度水平均按上述浓度寻找最大响

应区域。
表6 3个影响最大因子最陡爬坡路径试验条件

Table6 Testconditionsforsteepestclimbing
pathofthreemostinfluentialfactors

序号
No.

因子Factor

X2/(g/L) X3/(g/L) X4/(g/L)
R2

1 15 3.0 5 0.366

2 14 2.5 4 0.352

3 13 2.0 3 0.411

4 12 1.5 2 0.370

5 11 1.0 1 0.339

6 10 0.5 0 0.345

2.4 响应面Box-Behnken试验设计

根据Plackett-Burman设计获得的3个重要

影响因子即X2、X3和X4,最陡爬坡路径试验得

到的质量浓度即X2为13g/L,X3为2g/L,X4
为3g/L。以酶活为响应值R3,设计3因子3水

平的Box-Behnken试验,每个处理3个重复,试
验结果如表7所示。

2.4.1 二次回归模型与方差分析 利用 Minit-
ab19进行方差分析(表8),该模型失拟项P=
0.379>0.05,说明回归效果显著,失拟不显著,模
型稳定,能 很 好 的 进 行 预 测。决 定 系 数 R2=
0.9937,说明该模型达到了较好的拟合度。经

Minitab19分析回归拟合得到该模型的回归方

程:R3=-6.688+0.8827X2+0.564X3+
0.6209X4-0.03319X2X2-0.1833X3X3-
0.07311X4X4-0.00900X2X3-0.01769X2X4+
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0.02774X3X4。

2.4.2 响应面分析 根据拟合回归方程,为更直

观地反映3个影响因素X2、X3和X4之间交互

作用对菌株 MM 产酶活性的影响,通过二阶优

化,绘出X2、X3和X4之间的响应面分析图(图

3、4、5),每个响应面可反映出两个主要因素之间

的相互作用,随着另外两个因素的逐渐变化,响应

值呈先增大后减小的趋势,而曲面的顶点即为响

应值的最大值点。根据二阶回归方程计算可得

X2、X3 和 X4 的 最 佳 质 量 浓 度 组 合 X2 为

12.748g/L,X3为2.086g/L,X4为3.091g/L,

MM酶活理论值达0.492U/mL。为验证理论值

的正确性,采用此优化组合测得 MM 酶活性为

0.485U/mL,与理论值相对误差为1.27%。优

化后培养条件下,几丁质酶活比优化前提高1.14
倍左 右,表 明 Plackett-Burman试 验 设 计 优 化

MM产酶培养条件是可行的。

表7 Box-Behnken试验设计结果

Table7 Box-Behnkentestdesignresults

序号 No. X2 X3 X4 R3

1 1 0 1 0.359

2 1 -1 0 0.367

3 -1 0 1 0.420

4 -1 0 -1 0.368

5 0 0 0 0.483

6 -1 -1 0 0.412

7 0 1 -1 0.359

8 1 1 0 0.414

9 1 0 -1 0.378

10 0 0 0 0.486

11 0 -1 1 0.350

12 0 -1 -1 0.363

13 -1 1 0 0.441

14 0 0 0 0.494

15 0 1 1 0.402

表8 方差分析模型

Table8 Analysisofvariancemodel
来源
Source

自由度
Degreeoffreedom AdjSS AdjMS F 值

Fvalue
P 值

Pvalue
模型 Model 9 0.034371 0.003819 87.540 0.000

线性Linear 3 0.004252 0.001417 32.490 0.001

X2 1 0.001868 0.001868 42.810 0.001

X3 1 0.001901 0.001901 43.580 0.001

X4 1 0.000484 0.000484 11.090 0.021

平方Square 3 0.028017 0.009339 214.070 0.000

X2×X2 1 0.004067 0.004067 93.220 0.000

X3×X3 1 0.007755 0.007755 177.760 0.000

X4×X4 1 0.019737 0.019737 452.410 0.000

双因子交互作用 Two-factorsinteraction 3 0.002102 0.000701 16.060 0.005

X2×X3 1 0.000081 0.000081 1.860 0.231

X2×X4 1 0.001252 0.001252 28.690 0.003

X3×X4 1 0.000769 0.000769 17.640 0.008

误差Error 5 0.000218 0.000044

失拟Lackoffit 3 0.000159 0.000053 1.780 0.379

纯误差Pureerror 2 0.000059 0.000030

合计 Total 14 0.034590

2.4.3 试验验证 根据优化前后,进行试验验

证,优化之前菌落直径为34.2mm,优化后菌落

直径为31.3mm,抑菌率提高6.42%。此外,优
化后还观察到菌落色素分泌减少,边缘菌丝生长

明显较为稀疏(图6)。

2.4.4 菌株 MM对西瓜种子萌发的影响 菌株

MM发酵滤液稀释倍数为100、150、200倍时,对

西瓜种子的萌发有显著的促进作用,发芽率分别

为95.90%、98.53%、96.13%。在150倍时发芽

率、株高、根长、鲜质量、干质量较对照差异最显

著,且 分 别 较 对 照 增 加 11.33%、63.38%、

35.55%、87.80%、125.00%,表明菌株 MM 发酵

滤液稀释150倍时对西瓜种子的萌发促进作用最

强(表9)。
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图3 X2和X3交互作用对酶活性影响的响应面

Fig.3 Responsesurfaceofinteraction
ofX2andX3onenzymeactivity

图4 X2和X4交互作用对酶活性影响的响应面

Fig.4 Responsesurfaceofinteraction
ofX2andX4onenzymeactivity

图5 X3和X4交互作用对酶活性影响的响应面

Fig.5 Responsesurfaceofinteraction
ofX3andX4onenzymeactivity

2.4.5 菌株 MM对西瓜枯萎病的盆栽防治效果

 西瓜植株经FON、FON+MM、MM处理后,与

CK相比,西瓜植株的生长情况发生了较大变化。
如表10和图7所示,经 MM 处理后较CK差异

最显著,株高、鲜质量、干质量分别增加78.82%、

126.90%、82.00%,植 株 长 势 最 好,表 明 菌 株

MM能很大程度促进植株生长;经FON处理后,
植株病情指数达93.00,植株的生长显著地受到

抑制;经FON+MM 处理后较FON处理的植株

株 高、鲜 质 量、干 质 量 分 别 增 加 56.06%、

40.16%、47.62%,病 情 指 数 为23.67,防 效 达

74.55%,表明菌株 MM 对西瓜枯萎病有较好的

防治作用。

A.优化前;B.优化后

A.Beforeoptimization;B.Afteroptimization

图6 菌株 MM与西瓜枯萎病菌对峙

Fig.6 ConfrontationbetweenstrainMMandF.oxysporumf.sp.niveum
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表9 菌株 MM对西瓜种子萌发的影响

Table9 EffectofstrainMMonwatermelonseedsgermination

处理浓度
Treatment
concentration

发芽率/%
Germination
percentage

株高/cm
Plant
height

根长/cm
Root
length

鲜质量/g
Fresh
mass

干质量/g
Dry
mass

原液Stocksolution 25.17±0.31e 2.07±0.20f 0g 0.18±0.01f 0.11±0.01a

10× 74.87±0.58d 6.10±0.20e 4.13±0.21f 0.36±0.01e 0.03±0.00d

50× 88.57±0.70c 7.90±0.10d 5.43±0.25e 0.39±0.01d 0.05±0.00cd

100× 95.90±0.10b 11.67±0.41b 7.03±0.15c 0.61±0.02b 0.06±0.00c

150× 98.53±0.42a 15.57±0.32a 8.77±0.25a 0.77±0.01a 0.09±0.01b

200× 96.13±0.35b 11.67±0.57b 7.47±0.30b 0.53±0.01c 0.06±0.00c

CK 88.50±0.70c 9.53±0.35c 6.47±0.25d 0.41±0.01d 0.04±0.00d

注:数据为“平均数±标准误”;同列不同小写字母表示在P<0.05水平差异显著。下同。

Note:Datainthetableare“mean±SE”;differentlowercaseletterswithinthesamecolumnsindicatesignificantdifferencesatP<0.05

level.Thesamebelow.

表10 西瓜植株生物量及菌株 MM对枯萎病的防效

Table10 Watermelonplantsbiomassandcontroleffect
处理

Treatment
株高/cm
Plantheight

鲜质量/g
Freshmass

干质量/g
Drymass

病情指数
Diseaseindex

相对防效/%
Averagecontroleffect

FON 19.71±0.60d 3.76±0.19c 1.89±0.08d 93.00±5.20a -

FON+MM 30.76±0.65b 5.27±0.15b 2.79±0.04b 23.67±4.73b 74.55

MM 50.68±0.74a 12.82±0.49a 4.55±0.26a 0c -

CK 28.34±1.10c 5.65±0.35b 2.50±0.11c 0c -

A.CK;B.FON;C.FON+MM;D.MM

图7 菌株 MM对西瓜枯萎病的盆栽防治效果

Fig.7 PotcontroleffectofstrainMMonFusarium wiltofwatermelon

2.4.6 菌株 MM对西瓜植株叶绿素含量的影响

 与对照CK相比,FON处理的西瓜植株叶绿素

a、叶绿素b和叶绿素总含量均降低,FON处理后

再经 MM处理能增强叶绿素a、叶绿素b和叶绿

素总含量,MM 处理后,西瓜植株叶绿素a、叶绿

素b和叶绿素总含量分别达到23.543、19.255和

42.807mg/g,分别较对照组提高1.15、1.73和

1.36倍。表明菌株 MM 能够较好地抑制FON
对西瓜植株叶绿素的影响(图8)。

3 讨 论

20世纪80年代,已经有沙雷氏菌(Serratia
spp.)防治植物病害研究的报道。沙雷氏菌抗植

图8 菌株 MM处理后西瓜植株叶绿素含量

Fig.8 Chlorophyllcontentofwatermelon
plantunderstrainMMtreatment
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物真菌作用机理在于分泌抗菌次生代谢物质硝吡

咯菌素[18]、几丁质酶[19]、挥发性化合物[20]等。许

多研究通过优化生防菌株的培养基和培养条件提

高次生代谢物产量,从而有效提高菌株的生防效

果[21]。Patidar等[22]认为,通过提高几丁质酶活

可提高白僵菌的抗真菌杀虫活性。基于上述研究

结果,本研究开展菌株 MM的产几丁质酶条件优

化及菌株 MM对西瓜枯萎病的防治效果评价。
培养条件优化在工业生产中是重要的基础条

件,培养基组分又是影响微生物发酵的重要因素

之一[23]。袁淑博等[7]在对沙雷氏菌 MEW06产

酶条件优化中,筛选出的最佳碳源和氮源分别为

可溶性淀粉和蛋白胨,使几丁质酶活较优化前提

高2.58倍。沙雷氏菌培养条件要求较低,培养基

组分简单,对碳、氮源、无机盐等利用比较广泛,单
糖、双糖、多糖、醇类均可利用,但利用效果有所不

同[24]。本研究通过响应面法优化筛选出葡萄糖

12.748g/L、牛肉膏2.086g/L可作为普城沙雷

氏菌 MM产几丁质酶的最优碳氮源。这与于平

等[25]的报道相一致。
几丁质酶因具有广谱抗细菌和真菌特性,主

要应用于医疗、制药和食品防腐领域,近年来在废

水处理和生物肥料行业也广泛应用[26]。Patidar
等[22]优化了白僵菌RD-101产几丁质酶的发酵条

件,为工业化生产几丁质酶提供潜在候选菌株。

RSM在生物学中的应用相当广泛,主要用于研究

反应混合物中各成分所占比例与其生物学活性之

间的关系[27]。王晓辉等[28]为提高假交替单胞菌

产几丁质酶活,采用RSM 优化产几丁质酶培养

基,酶活提高23.77%。赵祥杰等[29]利用单因素

和RSM对单胞菌G-254产几丁质酶发酵条件优

化后,酶活达6.86U/mL,提高了抗菌活性。本

研究对菌株 MM 优化后产几丁质酶活达0.485
U/mL,几丁质酶活性提高1.14倍,抑菌率提高

6.42%。大量研究证实生防菌具有防病和促进作

物生长双重功能,普城沙雷氏菌也具有防病和促

生长作用。申顺善等[30]研究表明,普城沙雷氏菌

A21-4使叶绿素含量和根活力分别提高86.1%、

481.8%,在辣椒成株期显著提高了株高、茎粗等

生育指标。杨淑君等[31]研究表明,普城沙雷氏菌

Z10对马铃薯晚疫病和当归麻口病有很好的防治

效果,使作物分别增产16.63%、14.35%。本研

究表明,菌株 MM 能促进种子萌发,提高植株株

高、鲜质量和干质量,并且对西瓜枯萎病有较理想

的防治效果,防效高达74.55%。因此,有必要对

普城沙雷氏菌 MM 的其他生物防治机理开展深

入探究,为普城沙雷氏菌 MM在农作物生物防治

上的更广泛应用提供理论基础。
参考文献 Reference:
[1] TERESAW,ANDREAT,SILJAB,etal.VOCemissionof

variousSerratiaspeciesandisolatesandgenomeanalysisof
Serratiaplymuthica4Rx13[J].FemsMicrobiologyLet-
ters,2014(1):45-53.

[2] 白腾飞,刘月芹.沙雷氏菌抗生性次级代谢产物合成机制

[J].微生物学杂志,2017,37(4):115-119.
BAITF,LIUYQ.Asurveyofsynthesismechanismofan-
tibioticsecondarymetabolitesbySerratiaspp.[J].Journal
ofMicrobiology,2017,37(4):115-119.

[3] SARASWOTI,NEUPANE,ROGER,etal.Transcriptional
responsesofthebacterialantagonistSerratiaplymuthica
tothefungalphytopathogenRhizoctoniasolani[J].Envi-
ronmentalMicrobiologyReports,2015,7(1):123-127.

[4] 周玉玲,蒋思婧,贺妮莎,等.微生物几丁质酶研究进展及其

在N-乙酰 氨 基 葡 萄 糖 制 备 中 的 应 用[J].微 生 物 学 报,

2021,61(8):2192-2204.
ZHOUYL,JIANGSJ,HENSH,etal.Researchprogress
ofmicrobialchitinaseanditsapplicationinthepreparation
ofN-acetylglucosamine[J].Acta MicrobiologicaSinica,

2021,61(8):2192-2204.
[5] 龚福明,何彩梅,唐小艳,等.微生物几丁质酶的研究进展及

应用现状[J].中国酿造,2017,36(8):20-25.
GONGFM,HECM,TANGXY,etal.Researchprogress
andapplicationstatusof microbialchitinase[J].China
Brewing,2017,36(8):20-25.

[6] 刘力睿,潘 杰,李 猛.微生物几丁质酶的研究进展、应用

及展望[J].生物资源,2020,42(5):494-504.
LIULR,PANJ,LIM.Recentresearchprogress,applica-
tionandfutureperspectivesonmicrobialchitinases[J].Bi-
oticResources,2020,42(5):494-504.

[7] 袁淑博,陈晓通,佘梦林,等.MEW06产几丁质酶响应面发

酵条件优化研究[J].绿色科技,2018(12):156-160.
YUANSHB,CHENXT,SHEML,etal.Studyonopti-
mizationoffermentationconditionsforMEW06chitinase
productionbyresponsesurface[J].JournalofGreenSci-
enceandTechnology,2018(12):156-160.

[8] PRAMESTIE,PUSPITAID.Optimizationofcolloidalchi-
tinandinoculumconcentrationinchitinaseproductionby
Streptomycessp.PB2usingresponsesurfacemethodology
[J].E3SWebofConferences,2020,147:03011.

[9] ROOHI,KUDDUSM.Statisticaloptimizationofcold-active
chitinaseproductionbymutagenizedcellsofmulti-enzyme
producingBacilluscereus GA6[J].RendicontiLincei,

2015,26(3):271-280.
[10] RACHMAWATY,HALIFAHP,HARTATI,etal.Opti-

mizationofchitinaseproductionbyTrichodermavirensin
solidstatefermentationusingresponsesurfacemethodolo-
gy[J].MaterialsScienceForum,2019,967:132-142.

[11] DZAKIYYA N U,PUSPITAID,PUDJIRAHARTIS.
ChitinaseactivityofSerratiamarcescensPT-6culturedin

·3461·12期 马金秀等:普城沙雷氏菌 MM产酶条件优化及对西瓜枯萎病的防治效果



bioreactorwithvariousaerationrate[J].E3SWebofCon-
ferences,2020,147(4):03010.

[12] 张 宇,贺 丹,周 鑫,等.产几丁质酶真菌菌株的筛选

及产酶抑菌活性的检测[J].吉林大学学报(医学版),

2010,36(1):67-70.
ZHANGY,HED,ZHOU X,etal.Screeningoffungal
chitinase-producingstrainsanddeterminationofenzymatic
activity[J].JournalofJilinUniversity (MedicineEdi-
tion),2010,36(1):67-70.

[13] 陈 明,孙昌魁,程剑锋,等.黏质沙雷氏菌L15-2几丁质

酶的分离纯化与性质研究[J].生物加工过程,2006,4(2):

15-19.
CHENM,SUNCH K,CHENGJF,etal.Researchon
isolationandpurificationofchitinaseproducedbybacteri-
umL15-2anditsproperties[J].ChineseJournalofBio-
processEngineering,2006,4(2):15-19.

[14] 时 杰,杨 勋,刘平怀.高产几丁质降解酶菌株的分离鉴

定及其酶学性质研究[J].广东农业科学,2012,39(23):

190-194.
SHIJ,YANGX,LIUPH.Isolationandidentificationof
chitin-degradingbacteriumandthepropertiesofitschiti-
nases[J].Guangdong AgriculturalSciences,2012,39
(23):190-194.

[15] 陶 刚,刘杏忠,王 革,等.产几丁质酶木霉生防菌株的

生化测定[J].西南农业学报,2005,18(4):452-455.
TAOG,LIU XZH,WANG G,etal.Determinationof
biocontrolstrainTHS-1ofTrichodermaharzianum pro-
ducingchitinasebybiochemicalmethods[J].Southwest
ChinaJournalofAgriculturalSciences,2005,18(4):452-
455.

[16] 刘蒲临,程德勇,缪礼鸿.产几丁质酶侧孢短芽孢杆菌的筛

选及其酶学性质研究[J].生物技术通报,2016,32(6):

174-180.
LIUPL,CHENGDY,MIAOLH.Isolationofachiti-
nase-producingstrainBrevibacilluslaterosporusandits
enzymaticproperties[J].BiotechnologyBulletin,2016,32
(6):174-180.

[17] 王亚娇,栗秋生,纪莉景,等.一株西瓜枯萎病生防菌的鉴

定与田间 防 效[J].微 生 物 学 通 报,2021,48(6):1976-
1984.
WANGYJ,LIQSH,JILJ,etal.Identificationandfield
controleffectofanantagonisticbacteriumagainstwater-
melonFusarium wilt[J].MicrobiologyChina,2021,48
(6):1976-1984.

[18] KAMENSKY M,OVADISM,CHETI,etal.Soil-borne
strainIC14ofSerratiaplymuthicawithmultiplemecha-
nismsofantifungalactivityprovidesbiocontrolofBotrytis
cinereaandSclerotiniasclerotiorumdiseases[J].SoilBi-
ology& Biochemistry,2003,35(2):323-331.

[19] REBECCAJ.Isolationandscreeningofchitinaseprodu-
cingSerratia marcecens[J].Journalof Chemicaland
PharmaceuticalResearch,2013,5(2):192-195.

[20] SCHMIDTR,JAGER V D,ZUHLKED,etal.Fungal
volatilecompoundsinduceproductionofthesecondaryme-
tabolitesodorifeninSerratiaplymuthicaPRI-2C[J].Sci-
entificReports,2017,7(1):1-14.

[21] APRIDIANAI,AISYAHSN,OKTAVIONIM,etal.

TheculturemediumoptimizationofSerratiaplymuthica
UBCF_13toproduceantifungalcompounds[J].IOPCon-
ferenceSeries:EarthandEnvironmentalScience,2021,

741(1):012062.
[22] PATIDARP,AGRAWAD,BANERJEET,etal.Chiti-

naseproductionbyBeauveriafelinaRD101:Optimization
ofparametersundersolidsubstratefermentationcondi-
tions[J].WorldJournalofMicrobiologyandBiotechnol-
ogy,2005,21(1):93-95.

[23] 满永博,范季瀛,苏 刚,等.培养条件及培养基组分对粘

质沙雷氏菌生长及产D-乳酸的影响[J].化学与生物工程,

2013,30(7):56-60.
MANYB,FANJY,SUG,etal.Effectsofculturecondi-
tionsandmediumcomponentsonthegrowthandyielding
D-LacticacidofSerratiamarcescens[J].Chemistry&Bi-
oengineering,2013,30(7):56-60.

[24] 刘思航,邹宜均,常菲菲,等.一株高产灵菌红素粘质沙雷

氏菌的分离鉴定及发酵条件优化[J].应用与环境生物学

报,2018,24(1):26-32.
LIUSH,ZOUYJ,CHANGFF,etal.Isolationandiden-
tificationofSerratiamarcescensproducinghighlevelsof
prodigiosinanditsfermentationoptimization[J].Chinese
JournalofAppliedandEnvironmentalBiology,2018,24
(1):26-32.

[25] 于 平,励建荣.绿色木霉 HZ012发酵生产几丁质酶的研

究[J].中国食品学报,2006,6(3):26-30.
YUP,LIJR.Studiesontheproductionofchitinaseby
fermentationusingTrichodermavirideHZ012[J].Jour-
nalofChineseInstituteofFoodScienceandTechnology,

2006,6(3):26-30.
[26] BEYGMORADIA,HOMAEIA,HEMMATIR,etal.

Identificationofanoveltailor-madechitinasefrom white
shrimpFenneropenaeus merguiensis[J].Colloidsand
SurfacesB:Biointerfaces,2021,203:111747.

[27] 王永菲,王成国.响应面法的理论与应用[J].中央民族大

学学报(自然科学版),2005,14(3):236-240.
WANGYF,WANGCH G.Theapplicationofresponse
surfacemethodology[J].JournalofMinzuUniversityof
China(NaturalSciencesEdition),2005,14(3):236-240.

[28] 王晓辉,岳 敏.交替假单胞菌产几丁质酶的响应面优化

[J].食品工业科技,2014,35(12):312-315,329.
WANGXH,YUEM.Optimizationoffermentationcondi-
tionsforchitinaseproductionbythePseudoalteromonas
sp.DL-6usingtheresponsesurfacemethodology[J].Sci-
enceandTechnologyofFoodIndustry,2014,35(12):

312-315,329.
[29] 赵祥杰,邝哲师,叶明强,等.蚕蛹壳几丁质降解菌的分离

筛选及其产酶条件优化[J].安徽农业科学,2011,39(5):

2807-2809,2812.
ZHAOXJ,KUANGZHSH,YEMQ,etal.Isolationand
screeningofsilkwormpupariumchitindegradationstrains
andtheoptimizationofchitinaseproduceconditions[J].
Journalof AnhuiAgriculturalSciences,2011,39(5):

2807-2809,2812.
[30] 申顺善,常淑娴,朱宏业,等.普城沙雷菌 A21-4根际定殖

能力及其对辣椒生长和诱导抗病性的影响[J].植物病理

学报,2013,43(6):636-642.

·4461· 西 北 农 业 学 报 31卷



SHENSHSH,CHANGSHX,ZHU HY,etal.Growth
promotingandrootcolonizationabilityofSerratiaply-
muthicaA21-4anditseffectoninducedresistanceinpep-
peragainstphytophthorablight[J].ActaPhytopathologi-
caSinica,2013,43(6):636-642.

[31] 杨淑君,陈秀蓉.普城沙雷氏菌Z10发酵工艺参数的研究

[J].甘肃农业大学学报,2010,45(5):100-103.
YANGSHJ,CHENXR.Studiesonfermentationtechni-
calparametersofSerratiaplymuthicaZ10[J].Journal
ofGansuAgriculturalUniversity,2010,45(5):100-103.

OptimizationofEnzymeProductionConditionsofSerratiaplymuthica
MMandItsControlEffectonWatermelonFusarium Wilt

MAJinxiu,ZHANGJinfeng,WANGJianglai,LIJiajia,
LIZhaoyu,LIULuandTIANYongqiang

(SchoolofBiologicalandPharmaceuticalEngineering,LanzhouJiaotongUniversity,Lanzhou 730070,China)

Abstract InordertoimprovethechitinaseproductionofSerratiaplymuthica MMandenhancethe
abilitytoantagonizeFusariumoxysporumf.sp.niveum,themediumcompositionwasoptimizedby
PlackettBurmandesignandresponsesurfacemethodology,andtheeffectoftheoptimizedfermenta-
tionfiltrateofstrainMMonwatermelonseedsgerminationandcontrolofthewatermelonFusarium
wiltweredetermined.Theresultsshowedthatthebestenzymeproducing medium wasglucose
12.748g/L,beefextract2.086g/Landyeastpowder3.091g/LonthebasisofinitialpH7.0,inocu-
lationamount3%,temperature30℃,shakingspeed180r/minandfermentationtime72h;the
chitinaseactivityoftheoptimizedstrainMMwas0.485U/mL,whichwasabout1.14timeshigher
thanthatbeforeoptimization,andtheinhibitionratewasincreasedby6.42%.Differentdilution
timesofthefermentationfiltrateofstrainMMcouldpromotethegerminationofwatermelonseeds,

themostsignificantimprovementreachedto98.53% whenthedilutionconcentrationofMMfermen-
tationfiltratewas150times;thepotexperimentshowedthattheplantheight,freshmassanddry
massofwatermelonplantstreatedwithstrain MMfermentationfiltrateincreasedby78.82%,

126.90%and82.00%,respectively,thecontroleffectonwatermelonFusarium wiltwas74.55%;

thisstudyprovidesatheoreticalbasisfortheproductionandapplicationofchitinaseofstrainMMand
thecontrolofwatermelonFusarium wilt.
Keywords Serratiaplymuthica;Chitinase;Responsesurfaceoptimization;Controlofwatermelon
Fusarium wilt
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