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摘  要  以枯草芽孢杆菌 为出发菌株 利用基于基因突变的紫外线诱变育种法 筛选出产高活性果胶酶和半

纤维素酶的菌株 ≥和 ≥ 并对其生长特性 产酶情况及底物亲和性进行分析研究 发现 ≥合成酶液与底物具有

更好的亲和性 活性更高 世代时间缩短 分裂增长能力增强 酶液性质明显优于菌株 和 ≥ 更适合苎麻脱胶

生产要求 ∀
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  为了保护环境 节约生产成本 追求苎麻脱胶的

环保加工 近年来出现了新型酶法脱胶工艺 企业自

主完成细菌的培养 !酶液制备到脱胶的整个生产过

程 ∀生产成本低 酶液安全无毒 操作简单灵活 脱

胶质量稳定 得到企业的认可≈ ∀而菌株品质好坏

直接关系着能否产生高质量的酶液 优秀的菌株不

仅能提高酶制剂的品质 !产量以及发酵原料的利用

率 而且还能增加品种 缩短发酵生产周期 改进发

酵和提炼工艺条件等 ∀筛选优秀的产酶菌株是提高

酶法脱胶质量的首要工作≈ ∀本文以枯草芽孢杆菌

为出发菌株 利用基于基因突变的紫外线诱变

育种法 筛选出产高活性果胶酶和半纤维素酶的菌

株 并对其生长特性 !产酶情况及底物亲和性进行分

析研究 以选取最优菌株 为苎麻的酶脱胶作准备 ∀

1  原生质体紫外线诱变

111  原生质体的制备

  选用编号为 的实验室保藏枯草芽孢杆菌 

其细菌特性 在陈旧培养基上形成芽孢 在新鲜培养

基中菌体呈杆状 培养条件粗放 繁殖速度快 产酶

体系比较完善 除了产生高活性果胶酶外 还产生木

聚糖酶 !甘露聚糖酶等半纤维素酶 但不产生纤维

素酶≈ ∀

取一环于  肉汤培养基中  ε 恒温水浴

摇床培养  再加入青霉素 1 使其最终浓度

为1 Π继续培养  ∀并进行细胞收集 !总菌

数测定和脱壁 ∀



1 .2  紫外线诱变

取原生质体悬浮液于平面皿中 紫外灯 • 

间隔  下诱变  取稀释度分别为   

1  1 的溶液各 1 再生平板涂布记数 

 ε 摇床培养  记数 测其果胶酶 !木聚糖酶及

甘露聚糖酶活性 ∀

2  初筛与复选

出发菌株 共 株 经紫外线诱变后 测试

其产酶活性变化情况 如表 所示 ∀在初筛菌株时 

依据表 中结果 首先选出木聚糖酶及甘露聚糖酶

升高的菌株 并结合果胶酶活性升高的菌株 共计

株 在土豆培养基中培养 然后接麸皮培养基上

摇床 ε 培养  进行复筛 测试 株复选菌株

产酶活性变化情况 结果如表 所示 ∀在此基础上

进一步筛选菌株 最后得到含果胶酶活性高 含木聚

糖酶及甘露聚糖酶活性也较高的  株菌株 ≥

和 ≥ ∀

表 1  初筛菌株产酶活性变化 株

酶活性变化 果胶酶 木聚糖酶 甘露聚糖酶

升高   

平行   

降低   

表 2  复选菌株产酶活性变化 株

酶活性变化 果胶酶 木聚糖酶 甘露聚糖酶

升高   

平行   

降低   

  从脱胶菌株筛选过程中看出 紫外线照射后 果

胶酶活性升高的菌株最多 其次为木聚糖酶及甘露

聚糖酶活性升高菌株 诱导产高活性半纤维素酶细

菌比产高活性果胶酶细菌的难度要大得多 这是由

细菌的 ⁄排列所决定的 ∀在同一紫外线源的照

射下 不同细菌产生的诱变效果不同 这可以认为紫

外线对不同细菌的 ⁄链段作用效果是不相同的 

不同的 ⁄链段抗紫外线辐射能力是不同的 ∀诱

变育种的方向性比较差 筛选工作量繁琐 ∀现代基

因工程技术必将改变这种被动状况 在苎麻生物脱

胶的菌株培育中引入基因工程 通过分析细菌的

⁄片段排列 利用各种限制性内切酶对 ⁄链段

进行切割 然后利用连接酶把不同 ⁄片段相互连

接起来 筛选出特异性脱胶细菌 必将成为苎麻生物

脱胶的革新工程≈ ∀

3  脱胶菌株的性能分析

311  诱变菌株的生长特性

  细菌细胞的增长是一个十分复杂的生命过程 

一般可分为延迟期 !对数期 !稳定期和衰亡期 个阶

段 ∀果胶酶和半纤维素酶属于诱导酶 诱导物解除

了阻遏物对 ⁄ 的阻遏作用 从而使得 ⁄ 上的

基因片段启动其/命令0程序 细胞开始合成果胶酶

和半纤维素酶 ∀合成这类诱导酶存在一定的时间延

迟 为细菌的增长做准备≈  ∀图 反映的是 株菌

的培养时间 τ与透光度 1⁄的变化曲线 ∀从生长

曲线可以看出 在细菌进入对数增长期前曲线几乎

是平直的 细胞数量没有增长 与 相比 诱变细

菌 ≥和 ≥的延迟期变短了 这说明诱变细菌对环

境的适应能力增强 有利于在发酵生产中 细菌较快

地进入产酶阶段 可以缩短发酵时间 ∀由对数期生

长曲线的斜率可计算出 ≥ ≥  的世代时间

指每个细胞分裂一次所需要的时

间 分别为 1 1 1 ∀诱变菌 ≥

与出发菌相比 缩短了世代时间 这说明诱变菌 ≥

具有更强的分裂增长能力 可以更早地进入大量产

酶阶段 ∀此外 与出发菌相比 诱变菌 ≥和 ≥由

于对数期增长速度快 营养物质消耗快 细菌增长更

早进入稳定期 ∀衰亡期是由于营养物质的消耗 而

有毒物质的积累 杀死大量的细菌细胞 表现为细胞

数量的急剧减少 本文没有测试和画出衰亡期的生

长曲线变化情况 ∀

图 1  诱变菌株生长曲线

3 .2  诱变菌株的产酶曲线变化

图 反映的是 株菌的培养时间 τ与消光度

1⁄的变化曲线 ∀株菌培养  后 出现果胶酶
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产酶高峰 见图  诱变菌株 ≥果胶酶产酶高峰

最高 并维持一个比较高的稳定产酶水平 而出发菌

株 最高产酶水平低于 ≥和 ≥ 并且下降的比

较快 ∀继续培养 在  出现第 次小高峰 这可

能是发生了另外一种果胶酶合成 导致产酶曲线变

化 ∀与第 次高峰相比 酶活性已经下降了许多 在

实际生产中 需主要关注第一产酶高峰 ∀在培养

 左右 株菌出现合成木聚糖酶及甘露聚糖酶高

峰 见图   ∀出发菌株 产酶活性明显

低于诱变菌株 ≥和 ≥ 这是由于紫外线诱变导致

细胞 ⁄片段发生变化 直接影响到合成酶的操纵

子发生改变 半纤维素酶的合成发生变化 导致产酶

曲线的改变 ∀

图 2  3 菌株的产酶曲线

3 .3  诱变菌株的底物亲和性变化

取 株菌合成的酶液做离心处理 将浓度稀释

      

倍 分别以 ≥果胶 !聚半乳糖醛酸和天然果

胶为底物  处测试吸光度 1⁄∀株菌产生

的酶液对聚半乳糖醛酸产生的催化效果最显著 见

表  产物最多 表现为吸光度最高 这说明该类细

菌合成酶液主要为聚半乳糖醛裂解酶 ∀与出发菌株

相比 ≥和 ≥催化吸光度更高一些 说明诱变

细菌产生酶液对底物的亲和性要好一些 更能促进

胶质水解 这对脱胶效率大有好处 ∀

表 3  底物亲和性(吸光度)变化

菌株 ≥果胶 聚半乳糖醛酸 天然果胶

≥ 1 1 1

≥ 1 1 1

 1 1 1

4  结  语

综上分析 筛选菌株 ≥合成酶液与底物具有更

好的亲和性 合成半纤维素酶的活性更高 ∀诱变菌

≥与出发菌相比 缩短了世代时间 这说明诱变菌

≥具有更强的分裂增长能力 可以更早地进入大量

产酶阶段 并维持一个比较高的稳定产酶水平 酶液

性质明显优于菌株 和 ≥ 更适合苎麻脱胶生

产要求 ∀苎麻脱胶过程比较粗放 在此选取 ≥菌

株 培养合成酶液进行脱胶研究是比较合理的 ∀

筛选优良菌株是一个长期的繁琐过程 需要菌

株选育人员在生产中细心观察 并且作大量细致的

工作 需要长期筛选 不断分离 才能得到理想的产

酶菌株 ∀选取 ≥菌株 为随后的合成酶液性质的进

一步分析 苎麻酶脱胶工艺的最优化设计以及酶脱

胶机理的分析探讨打下基础 ∀ ƒ÷
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