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　　摘要：以从黑龙江省齐齐哈尔市北大仓酒厂白酒酒醅中分离筛选到的产酸性α－淀粉酶的枯草芽孢杆菌菌株Ｃ６
为出发菌，利用紫外线、硫酸二乙酯作为诱变剂对其进行了复合诱变，制作致死率曲线确定诱变剂量，紫外线诱变照射

时间为４０ｓ，硫酸二乙酯诱变处理时间为２０ｍｉｎ。通过初筛、复筛发酵，从大量的突变株中筛选到１株产酸性α－淀粉
酶活力较高的菌株Ｆ２１，在ｐＨ值为４．６条件下，α－淀粉酶活力达９９６．２Ｕ／ｍＬ，比原菌株提高了２．５６倍。产酶稳定
性试验表明，菌株Ｆ２１产酶能力稳定，可以作为酸性α－淀粉酶育种研究的良好菌株。
　　关键词：酸性α－淀粉酶；紫外线诱变；硫酸二乙酯诱变；突变株
　　中图分类号：Ｑ９３３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０３－０３５６－０２

收稿日期：２０１５－０３－０６
基金项目：齐齐哈尔大学青年教师科学技术类科研启动项目（编号：

２０１２ｋ－Ｚ０６）。
作者简介：郭宏文（１９７３—），男，河北深州人，硕士，副教授，主要从事
微生物遗传研究 。Ｔｅｌ：（０４５２）２７４２７３１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｈｗ６６６＠
１２６．ｃｏｍ。

　　我国是农业大国，淀粉产量高，淀粉深加工业发展前景十
分广阔。酸性α－淀粉酶是一种能够在较低的 ｐＨ值环境下
液化淀粉的酶类，被广泛应用在发酵、食品、纺织、饲料、医药

等领域，开发新型的酸性 α－淀粉酶具有较好的经济效益和
社会效益。自１９６３年日本学者Ｍｉｎｏｄａ等发现了黑曲霉可以
用于生产耐酸性α－淀粉酶［１］以来，许多国家对酸性 α－淀
粉酶开展了研究。我国学者从２０世纪９０年代开始对酸性
α－淀粉酶进行研究，近年来相关研究主要集中在基因工程
菌构建、菌种选育等方面［２－５］。为了得到优良的生产菌种，从

自然界筛选及进行诱变选育仍是目前工业微生物育种的有效

手段。笔者以从黑龙江省齐齐哈尔市北大仓酒厂白酒酒醅中

筛选到的产酸性α－淀粉酶的枯草芽孢杆菌菌株 Ｃ６为研究
对象［６］，通过紫外线和硫酸二乙酯复合诱变，获得产酶能力

强的酸性α－淀粉酶突变株，旨在为开发利用酸性 α－淀粉
酶资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　菌种及培养基
枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）Ｃ６分离自白酒酒醅。平

板筛选培养基：可溶性淀粉１０ｇ，蛋白胨５ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４０．１ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４０．１５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＮａＣｌ１ｇ，琼脂１．８ｇ，蒸
馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。产酶种子培养基：可溶性淀粉
１２ｇ，蛋白胨 ８ｇ，酵母粉２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
１ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。产酶发酵培养基：可溶性
淀粉１５ｇ，蛋白胨 １０ｇ，酵母粉 ５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。

１．２　主要试剂及仪器
试验用硫酸二乙酯等试剂均为分析纯。ＴＵ－１８１０紫外

可见光分光光度计（普析通用公司）；紫外诱变箱，自制；

Ｈｅｒｍｌｅ高速冷冻离心机（德国哈默公司）；ＲＨ－Ｑ恒温振荡
器（金坛市荣华仪器制造有限公司）；ＳＹＱ－ＤＳＸ－２８０压力
蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）。

１．３　紫外诱变处理
在紫外诱变箱内进行诱变，菌悬液距离 １５Ｗ紫外灯

３０ｃｍ，磁力搅拌同时照射不同的时间，对处理液进行稀释后
涂布于平板筛选培养基，放在 ３２℃培养箱内避光培养
１～２ｄ。通过对平板菌落计数计算致死率，选定最佳诱变剂
量进行诱变。

１．４　硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变处理
三角瓶中分别加入磷酸缓冲液 １５ｍＬ、待处理菌悬液

５ｍＬ及硫酸二乙酯溶液０．２ｍＬ，置于３６℃振荡器内处理不
同时间。取出１ｍＬ处理液，加入１ｍＬ２５％ 硫代硫酸钠溶液
终止反应。将处理液稀释后涂布于平板筛选培养基，放在

３２℃ 培养箱内避光培养１～２ｄ。通过对平板菌落计数计算
出致死率，确定最佳诱变剂量并进行诱变［７］。

１．５　突变株初筛
用稀碘液对分离平板上生长的菌落显色，计算菌落透明

圈直径与菌落直径的比值（Ｄ／ｄ值），选出比出发菌株的 Ｄ／ｄ
值增加１０％以上的菌株，初步认为其发生了正突变，挑至斜
面保存。

１．６　液态发酵
２５０ｍＬ三角瓶中装有２５ｍＬ种子培养基，接种后置于

３６℃ 摇床中１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１８ｈ，取出２ｍＬ种子培养液
转接到装有２５ｍＬ发酵培养基的三角瓶中，置于３６℃摇床中
１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ，发酵液用４层纱布过滤，测定滤液
酶活力。

１．７　酶活力的测定
参照Ｙｏｏ等的改良法［８－９］进行酶活力的测定。
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２　结果与分析

２．１　紫外诱变剂量的确定
由图１可以看出，随着照射时间的延长，紫外线诱变致死

率逐渐增加。照射 ４０、６０、１００ｓ的致死率分别为 ７５．９％、
９１．３％、１００％。依据诱变育种产量变异中多倾向于使用较低
剂量的原则，本试验选取致死率为７０％ ～８０％的诱变剂量，
确定用紫外线照射时间为４０ｓ的剂量进行诱变处理。

２．２　硫酸二乙酯诱变剂量的确定
由图２可以看出，随着处理时间的延长，ＤＥＳ诱变致死率

逐渐增加。处理时间为 ２０、３０、５０ｍｉｎ时致死率分别为
７８．６％、８８．７％、１００％。本试验选用致死率为７０％ ～８０％的
诱变剂量，确定硫酸二乙酯诱变的处理时间为２０ｍｉｎ。

２．３　紫外线诱变筛选结果
对出发菌株进行了多次紫外线诱变，通过初筛的方法选

出了１００株突变株，对它们进行发酵试验测定其产酶能力，结
果表明，６５株突变株的酶活比原出发菌株有所提高，从中筛
选出１株酶活力高且产酶稳定的突变株 Ａ１，酶活力达到
６８８．５Ｕ／ｍＬ，比出发菌株Ｃ６提高了１．７７倍。突变株的菌落
形态及颜色与诱变前的出发菌株一致。

２．４　硫酸二乙酯诱变筛选结果
对紫外诱变筛选出的突变株 Ａ１进行了多次 ＤＥＳ诱变，

通过初筛选出了１５０株突变株，对它们进行发酵试验测定其
产酶能力，其中有７２株突变株酶活比 Ａ１有所提高，产酶能
力高的５株突变株分别为Ｅ３２、Ｆ２１、Ｅ８、Ｆ１７、Ｆ６１，酶活依次为
１０５３．１、９９７．１、９３２．２、９０６．３、８７６．１Ｕ／ｍＬ，突变株 Ｅ３２的酶

活比出发菌株Ａ１提高了１．５３倍。这些突变株的菌落形态
及颜色与诱变前的出发菌株一致。

２．５　突变株的产酶稳定性结果
将酶活最高的Ｅ３２等５株突变株连续传代９次，用第１、

３、５、７、９代菌株发酵产酶，测定酶活力，数据见表１。由表１
可知，突变株Ｅ３２、Ｅ８、Ｆ１７、Ｆ６１的产酶能力不稳定，随着代数
增加均有所下降，突变株 Ｆ２１的产酶能力稳定。可以选用突
变株Ｆ２１用作以后发酵产酶的出发菌株。

表１　突变株的产酶稳定性

突变株

代号

酶活（Ｕ／ｍＬ）
第１代 第３代 第５代 第７代 第９代

Ｅ３２ １０５３．１ ９５５．６ ９６０．２ ９４３．２ ９５７．３
Ｆ２１ ９９７．１ ９８９．３ ９９８．４ ９９５．６ ９９６．２
Ｅ８ ９３２．２ ９０５．３ ９１３．６ ８７２．５ ８９０．４
Ｆ１７ ９０６．３ ８７０．２ ８３９．６ ８５０．３ ８４５．６
Ｆ６１ ８７６．１ ８４９．６ ７８５．７ ８０２．５ ７９２．８

３　结论与讨论

本研究结果表明，出发菌株 Ｃ６对紫外线及硫酸二乙酯
的处理均比较敏感，容易产生突变及死亡。紫外诱变的效果

好于硫酸二乙酯诱变。针对产酸性 α－淀粉酶的菌株 Ｃ６进
行了复合诱变处理，效果良好，出发菌株 Ｃ６的酶活为
３８９．２Ｕ／ｍＬ，诱 变 筛 选 到 的 突 变 株 Ｆ２１的 酶 活 达 到
９９６．２Ｕ／ｍＬ，比诱变前提高了１．５６倍。本试验结果为今后
进一步选育酸性α－淀粉酶的高产菌株打下了良好基础。
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