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葡甘聚糖酶高产菌株Bacillussubtilis的超剂量诱变育种
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摘 要:超剂量诱变育种就是加大诱变剂处理剂量,提高菌株突变幅度,从而获得较好的诱变效果.以葡甘聚

糖酶产生菌BacillussubtilisMY-1为初始菌株,先用紫外线、硫酸二乙酯进行单因子诱变,再用超剂量复合诱变,经
过透明圈法和摇瓶筛选,得到了一株高产葡甘聚糖酶的突变菌株,命名为BacillussubtilisUDMY-25,连续传代培养

5次,发酵酶活稳定在5387.2U/mL以上,较原初始菌株提高了44.8%,该菌株产酶能力处于同领域较高水平,具有

较好的开发潜力和市场应用价值.
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葡甘聚糖酶(glucomannanase)是一种可诱导的细胞外泌酶[1],能将葡甘聚糖降解为不同聚合度的葡甘

低聚糖.近年来,因低聚糖具有独特的生理功能而受到广泛关注[2-4],不仅能够有效缓解三高(高血糖、高血

脂和高血压)患者临床症状,还能作为他们食品方面的甜味剂.目前国内外关于葡甘聚糖酶的研究已取得一

定成绩,但普遍存在产量低,酶活力不高的现象[1,5-6],离大规模工业化生产还有一定的差距.
超剂量诱变育种就是采用加大诱变剂处理剂量的方法,使杀菌率在90%~99%,能够筛选酶活力提高

幅度更大的突变菌株[7],多因子复合诱变[8-10]往往具有叠加效应,能获得更好的诱变效果.本实验以实验室

筛选的一株产葡甘聚糖酶的BacillussubtilisMY-1为原始出发菌株,根据初始菌株的生长曲线确定最佳诱

变时期,先分别采用紫外线和硫酸二乙酯初始菌株进行单因子诱变,找到最佳处理剂量后,再用紫外线-硫酸

二乙酯超剂量复合诱变,经过透明圈法初步筛选和摇瓶发酵筛选,期望获得一株高产、稳产葡甘聚糖酶的突

变菌株,并对突变菌株的遗传稳定性、最佳发酵产酶时间和酶解魔芋胶产物进行分析.

1 材料与方法

1.1 菌 株

葡甘聚糖酶产生菌是由本实验室筛选的一株植物内生菌,命名为MY-1,经鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacil-
lussubtilis).
1.2 培养基

斜面培养基(W%):魔芋胶1.0,酵母膏0.5,蛋白胨0.5,MgSO40.03,琼脂2;
初筛培养基(W%):在斜面培养基中加入0.01%的曲利苯蓝(trypanblue)制成培养皿;
活化培养基(W%):酵母膏0.5,蛋白胨0.5,NaCl0.5;
种子培养基(W%):魔芋胶1.0,酵母膏0.5,蛋白胨0.5,KCl0.1,K2HPO40.2,MgSO40.03;
复筛培养基(W%):魔芋胶1.0,酵母膏0.2,K2HPO40.2,MgSO40.03,NaCl0.1,(NH4)2SO40.5,吐温
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800.1;
发酵培养基(W%):同复筛培养基;
以上培养基用氢氧化钠和稀盐酸调节pH至7.0~7.2,121℃湿热灭菌20min.

1.3 仪器和试剂

722分光光度计(上海光学仪器一厂),曲利苯蓝(trypanblue)(sigma公司),硫酸二乙酯(广东翁江化学

试剂有限公司 ),魔芋胶(纯度>95%,成都路特实业有限公司).
1.4 方 法

1.4.1 初始菌株生长曲线 将出发菌株活化8~10h后,以2%的接种量移入活化培养基,500mL摇瓶装

液量为80mL,设置三组对照分别编号为摇瓶A、摇瓶B和摇瓶C;分别于0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、

22、24h取样2mL,600nm测OD值,以OD值为纵坐标,培养时间为横坐标,绘制出发菌株生长曲线图.
紫外线诱变[7]菌液用20W紫外灯距离30cm分别照射0、1、2、3、4、5、6、7min,黑布包裹4℃冰箱过夜

保存,红光下操作.
1.4.2 硫酸二乙酯诱变[7] 选择1%的硫酸二乙酯分别处理菌液0、l0、20、30、40、50、60min;分别用终浓度

为0.0%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、2.5%的硫酸二乙酯处理菌液20min,迅速加入一定量的硫代硫酸钠溶

液,充分混合,终止反应.
1.4.3 UV+DES超剂量复合诱变 参考文献[8,9]的方法加以改进,取2mL单细胞菌液,采用紫外线和

硫酸二乙酯最佳组合方案进行处理,先用紫外灯照射,再用硫酸二乙酯黑暗处处理,黑布包裹4℃冰箱过夜

保存,红光下操作.
1.4.4 高产菌株初筛 根据菌株计数结果,参照杨文博等人[11,12]的方法,选取一定致死率的培养皿,挑取

300个菌落接种到初筛培养基上,以原始出发菌株作为对照,暗处过夜培养,选取不少于40株透明度好,透
明圈变大的菌落进行复筛;

1.4.5 高产菌株复筛 将初步筛选获得的高产菌落分别接种到活化培养基,过夜培养后再接种到种子培养

基培养8~10h,最后以2%的接种量移入复筛培养基(250mL摇瓶装液量30mL)连续培养72h;以上培养

条件为35℃,160r/min振荡培养.
1.4.6 酶活测定 本文采用 DNS法测酶活,参照文献[13,14],在0.9mL0.5%的魔芋胶底物中加入

0.1mL适当稀释的酶液,50℃条件下保温处理5min后,加入2mLDNS煮沸5min以终止反应,分光光度

仪540nm测吸光值并计算酶活力.上述反应条件下,每分钟产生1μmol甘露糖所需要的酶量为1个酶活

性单位(U/mL).
1.4.7 突变菌株产酶稳定性实验 将高产突变菌株于种子培养基中,24h为一代,连续传代5次,以2%的

接种量分别接种于发酵培养基,每组设置3个对照,35℃,160r/min振荡培养3d,DNS法测酶活力.以酶活

力大小为X轴、传代次数为Y轴做柱状图.
1.4.8 突变菌株产酶曲线 将高产突变菌株以2%的接种量接种于发酵培养基(500mL摇瓶装液量为

100mL),35℃,160r/min摇床振荡连续培养4d,设3组对照,每6h取样1mL,4℃冰箱保存,DNS法测

酶活,以相对酶活为Y轴、发酵时间为X轴,绘制产酶曲线图.

2 实验结果

2.1 初始菌株生长曲线

初始菌株BacillussubtilisMY-1的生长曲线分为4个时期:调整期、对数期、稳定期和衰亡期,如图1
所示,0~6h为调整期,OD值仅上升到0.032,此时期的菌株合成、储存大量的能量、中间代谢产物和酶,为
对数期快速繁殖做准备;6~13h为对数期,菌体开始快速分裂繁殖,对外界环境刺激最为敏感,所以本实验

采用培养8~10h菌体进行诱变;13~21h为菌体生长的稳定期,新陈代谢发生了一系列变化,对外界环境

产生了一定的抵抗力;21h以后菌体生长开始进入衰亡期.本实验结果与刘雪等[15]人的报道基本一致.
2.2 紫外线单因子诱变结果
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紫外诱变后,根据培养皿上长出的菌落进行计算存活率(图2),随着照射时间的延长,初始菌株存活率

大幅度降低,处理2min时存活率为15.6%,处理4min时存活率还有1.7%,直到处理7min时才将初始菌

株全部杀死,可见平时用紫外线消毒时,要求照射时长不少于10min是有一定意义的.为获得产量大幅度提

高的突变菌株,本实验选用1.2%的存活率的紫外线照射剂量,即紫外线照射5min.通过图3、图4可以看

出,紫外线单因子诱变具有一定效果,透明圈比出发菌株有所增大,部分突变菌株产酶能力明显提高,36号

突变菌株酶活力比原出发菌株提高了33%.

2.3 硫酸二乙酯单因子诱变结果

硫酸二乙酯诱变后,根据培养皿上长出的菌落进行计数计算存活率(图5~6),出发菌株对硫酸二乙酯

的敏感度不高,1%的硫酸二乙酯处理5min存活率高达91.0%,处理15min存活率为32%,处理25min存

活率还有8.6%,处里40min才将菌株全部杀死,30℃环境下硫酸二乙酯的半衰期仅为1h;随着硫酸二乙

酯处理剂量的增大,菌株的致死率并没有发生显著的变化,再加上硫酸二乙酯本身的毒性,实际生产中处理

计量不宜过大,本实验选择1%的硫酸二乙酯处理35min的处理计量,结果统计显示:硫酸二乙酯单因子诱

变有一定的效果,但不及紫外线单因子诱变效果明显(图7),仅有3%的突变菌株酶活力提高较明显,最高酶

活力较出发菌株提高了19.6%.

2.4 UV+DES超剂量复合诱变结果

参照刘俊梅[8-9]等人的方法,先用20W 紫外灯距离30cm 照射5min,再用1.0%硫酸二乙酯处理

35min,结果存活率仅剩0.7%,选取300个菌株进行透明圈初筛,再选取45株疑似高产突变株进行摇瓶复

筛,酶活测定结果显示:复合诱变结果好于单因子诱变结果(图8),有10%的突变菌株酶活力显著提高,其中
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突变菌株BacillussubtilisUDMY-25的酶活力最高,较原始菌株BacillussubtilisMY-1提高了44.8%.

2.5 突变菌株产酶稳定性实验

将通过初筛和复筛获得的高产突变菌株BacillussubtilisUDMY-25连续传代5次,接入发酵培养基,
摇床振荡培养72h,DNS法测酶活力;结果如图9,酶活力稳定在5387.2~5558.2U/mL之间,酶活力无明

显下降现象,产酶性能基本稳定.
2.6 突变菌株产酶曲线

突变菌株的发酵产酶曲线如图10所示,BacillussubtilisUDMY-25的最佳产酶时间为60~78h,与初

始菌株没有明显的改变.

2.7 酶解产物分析

在0.9mL1.0%的魔芋胶底物中加入0.1mL酶液,

50℃保温处理1h,使之充分反应,加入2mLDNS显色,

6000r/min离心5min取上清液,同样的方法使甘露糖、葡
萄糖和半乳糖显色,以正丁醇、冰乙酸、和水按照2∶1∶1
(V/V)的比例配制展开剂,纸层析法分析结果如图11所

示,酶解魔芋胶产物多为寡糖,与文献[1,3-4]报道基本一

致,保健功能突出,具有极大的市场应用价值.

3 讨 论

紫外线诱变和硫酸二乙酯诱变是选育优良突变菌株的

常用方法之一,紫外线是通过阻碍碱基之间的正常配对引起突变的,而硫酸二乙酯是一种烷化剂,可以引起

DNA复制时的碱基错配,从而引起突变.单因子诱变虽然有一定的效果,往往不够理想,多因子复合诱变能

从不同角度引起菌株遗传物质的改变,往往具有叠加效应[7,16].本实验采用紫外线单因子诱变正突变率为

8%,硫酸二乙酯单因子诱变正突变率为3%,而复合诱变的正突变率为10%,复合诱变的正突变率大于单因

子诱变.超剂量诱变育种就是采用加大诱变剂处理剂量的方法,使杀菌率在90%~99%,能够筛选酶活力大

幅度提高的突变菌株[7],本实验紫外线单因子诱变,酶活力较初始菌株提高了33%,硫酸二乙酯单因子诱

变,酶活力较初始菌株提高了19.6%,紫外线-硫酸二乙酯超剂量复合诱变,酶活力提高了44.8%,超剂量复
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合诱变好于传统剂量诱变剂的诱变效果,与文献[7-10]的结果基本一致.
本实验通过超剂量复合诱变选育了一株高产、稳产葡甘聚糖酶的突变株BacillussubtilisUDMY-25,传

代5次,酶活力稳定在5387.2U/mL以上,处于同领域较高水平[1,5-6],酶解魔芋胶产物多为寡糖,具有较

高的开发潜力和市场应用价值.虽然突变菌株的发酵产酶时间并没有明显变化,但经过诱变,菌株的部分基

因应该发生了改变,其新陈代谢机能也将随之变化[17-18],对突变菌株培养条件做进一步的优化,以获得更高

的产酶效果,也将是今后研究的方向.周海燕[5,19]等对魔芋葡甘聚糖酶产生菌B23进行5L发酵罐培养,葡
甘聚糖酶比活力从3174U/mg提高到4812U/mg,为本实验后期研究提供了方案.
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OverdosemutationbreedingofBacillussubtilisforproducingglucomannanase
ZhangDun1,2,ZhangJianxin1,ChangXulu1,FengJunchang1,GuoXiangrui1,GuiXi1

(1.CollegeofFisheries,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.SchoolofMedicine,ZhoukouVocationalcollegeofScienceandTechnology,Zhoukou466000,China)

  Abstract:Excessivemutagenesisbreedingistoincreasethedoseofmutagentreatment,increasetherateofmutation,so
astoobtainbettermutageniceffect.TheresearchstartedfromaparentstrainBacillussubtilisMY-1whichcouldproduceglu-
comannanase.First,weusedultraviolet(UV),diethylsulfate(DES)’ssinglefactormutagenesis,andthenusedcomposite
mutagenesisofUVanddiethylsulfatetoculture,aswellasinitialandsecondaryscreeningoftheoriginalstrainBacillussubti-
lisMY-1.Byobservingtheclearcirclesonselectiveplatesandrescreeningwithrescreeningmedium,wegotamutantstrain
namedBacillussubtilisUDMY-25afterseriallypassed5times’cultivation,whichcouldproducehigh-yieldglucomannanase
andthegeneticnatureisstable,theenzymeactivity(5387.2U/mL)increase44.8% morethantheoriginalstrainBacillus
subtilisMY-1.Theabilityofthestraintoproduceglucomannanaseisthehigherlevelofthesamefield,whichhasagooddevel-
opmentpotentialandmarketvalue.

Keywords:glucomannanase;ultraviolet;diethylsulfate [责任编校 王凤产]
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