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摘要!本工作研究低能
'

f离子注入中温
$

F

淀粉酶产生菌
\CI<"H

的诱变方法%经不同注量的
'

f离子

注入实验后!得出
'

f离子最佳注量为
*E*)

*<

/-

d(

!并筛选获得
*

株耐酸性
$

F

淀粉酶产量较高的枯草

芽孢杆菌突变株%该突变株所产
$

F

淀粉酶的酶活可达
()IP

)

-Q

!遗传稳定性较好%
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在我国酿酒等工业的淀粉原料加工过程

中!大多要经过液化和糖化两个阶段!其中所使

用的酶分别为
$

F

淀粉酶和糖化酶%两种酶的

作用
;

A

分别约为
<&"

和
!&"

!在两个阶段衔接

中加入大量的化学试剂进行酸度调节!并需在

最终产品的获取过程中进行产物纯化%这种工

艺流程复杂!成本高%如能在淀粉加工过程中

使用酸性
$

F

淀粉酶!使淀粉液化和糖化在同一

;

A

下进行!将对简化淀粉的加工工艺&提高收

得率&降低消耗&增加效益和节约工业用粮起到

重要作用%

国内对耐酸性
$

F

淀粉酶的研究较少!江南

大学生物工程学院在淀粉厂周围酸性土壤中筛

选了一株能产生较高酶活耐酸性
$

F

淀粉酶的

嗜热芽孢杆菌*

*

+

#四川大学的研究者通过基因

工程技术获得了能产生具有较高酶活的耐酸性

$

F

淀粉酶的白曲霉工程菌株!并通过其培养条

件的优化!分离纯化得到了粗酶*

(FG

+

%但耐酸性



$

F

淀粉酶的工业化开发在国内尚属空白%因此!

研究和开发耐酸性
$

F

淀粉酶具有重要意义%

离子束育种是
*=H<

年由中国科学院等离

子体物理研究所开创的一种生物品种改良新技

术%经过近
()

年的发展!该技术已成功地应用

于小麦&玉米&番茄&甜菜等多种农作物的品种

改良和高产抗生素&酶制剂&氨基酸等微生物的

诱变育种中*

!

+

%由于离子注入具有能量沉积&

动量传递&质量沉积和电荷的中和与交换联合

作用等多重效应*

"

+

!因此!离子束诱变育种作为

一种新的诱变技术!其诱变效果更加明显*

<

+

%

本文以目前我国生产的中温中性
$

F

淀粉

酶的菌株枯草芽孢杆菌
\CI<"H

为出发菌株!

采用低能
'

f离子注入诱变技术对其进行诱变

处理!以研究低能氮离子注入对
\CI<"H

的诱

变效应!并筛选高产耐酸性中温
$

F

淀粉酶的突

变株*

I

+

%进而进行氮离子注入突变机理分析%

>

!

材料与方法

>?>

!

菌种

枯草芽孢杆菌"

=%'1;;0$$0Q+1;1$

$

\CI<"H

!

天津科技大学应用微生物实验室提供%

>?@

!

培养基

初筛培养基(可溶性淀粉
()

4

!蛋白胨
*)

4

!

'7?%"

4

!琼脂
*<

"

()

4

!加水至
*)))-Q

!

;

Ae!&)

"

"&)

%

斜面培养基(土豆
())

4

!去皮切块!加

*)))-Q

水!文火煮沸
*:

!取其清液!加入

B

4

6_

!

/

IA

(

_)&)"

4

!琼脂
()

4

!

;

A

自然!定

容至
*)))-Q

%

种子培养基(可溶性淀粉
()

4

!

'7?%"

4

!

蛋白胨
*)

4

!加水至
*)))-Q

%

发酵培养基(玉米粉
=)

4

!豆饼粉
")

4

!

'7

(

AZ_

!

/

*(A

(

_H

4

!"

'A

!

$

(

6_

!

!

4

!无水

?7?%

(

(

4

!加水至
*)))-Q

%

>?A

!

菌株培养

取一环斜面培养物!接入装有
G)-Q

种子

培养基的
(")-Q

三角瓶中!于
GI^

下
*<)3

)

-.1

振荡培养
*!

"

*":

!然后!以
!k

的接种量

接入装有
G)-Q

发酵培养基的
(")-Q

三角瓶

中!于
GI^

&

*<)3

)

-.1

下振荡培养
G<:

%

>?B

!

E

Q离子注入诱变方法

将
\CI<"H

培养至对数生长期!取
)&*-Q

适当稀释的菌悬液"含
*)

H

"

*)

=

/VR

)

-Q

$均匀

涂布于无菌培养皿中!用无菌风吹干%离子注

入能量为
G)U2#

!低能离子注入机"

9'#FbP

PYQ)&"*(

$靶室真空度
*)

dG

Z7

!以
"T

脉冲式

注入!间隔
*"T

!单次注量
*E*)

*!

/-

d(

%分别

采用"

"

"

())

$

E*)

*!

/-

d(注量进行处理!在每

个注量下设置
*

个真空对照培养皿%将经
'

f

离子注入处理过的培养皿和真空对照的培养皿

上的菌体用无菌水洗去!适当稀释后!涂布于初

筛培养基平板上!于
GI^

下培养
!H:

后计数!

计算存活率%存活率的计算公式为(注入处理

平皿活菌数)真空对照平皿活菌数
E*))k

%

>?K

!

突变株筛选

将
'

f离子注入后长出的菌株平行点接在

两个初筛培养基平板上!在
GI^

下培养
!H:

%

用碘液熏蒸法处理其中
*

个平板!在另一平板

上对应挑选透明圈较大的菌株进行摇瓶复筛%

取初筛得到的透明圈较大的单菌落转接于

装有
G)-Q

种子培养基的
(")-Q

三角瓶中!

于
GI^

&

*<)3

)

-.1

下振荡培养
*!

"

*":

%以

!k

的接种量将培养液转接于装有
G) -Q

发酵培养 基 的
(")-Q

三 角 瓶 中!于
GI^

&

*<)3

)

-.1

下振荡培养
G<:

%将发酵液在
!^

下离心"

<)))3

)

-.1

!

*)-.1

$!取上清液!此即

粗酶液%测定粗酶液在
;

Ae"&)

下的
$

F

淀粉

酶活力!选择活力较高的菌株%

>?L

!

淀粉酶活力测定

根据
j\

)

9*H)G

'

=G

*

H

+方法对淀粉酶活

力进行测定%

吸取可溶性淀粉溶液
()&)-Q

于试管中!

加入缓冲液
"&))-Q

!摇匀后!于"

<)&)h)&(

$

^

恒温水浴中预热
"-.1

%加入稀释好的待测酶

液
*&))-Q

!立刻计时!摇匀!准确反应
"-.1

%

立即吸取反应液
*&))-Q

于稀碘液
"&))-Q

中!摇匀!并以稀碘液作空白!于
<<)1-

波长

下!用
*)--

比色皿迅速测定其吸光度
2

%

根据其吸光度查表
+%

*

H

+

!求得待测酶液的浓

度
'

%

@e'*

!其 中(

@

为 样 品 的 酶 活 力!

P

)

-Q

#

'

为测试酶液的浓度!

P

)

-Q

#

*

为样品

的稀释倍数%

>?T

!

目的基因的
S"G

扩增

根据
J21\71U

中已报道的枯草芽孢杆菌
$

F

淀粉酶基因序列!使用
_%.

4

$<&)

软件设计合成
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如下引物(正向引物"

Z*

$(

"lFJ99JJ+9??F

??999J?JJ9+J9FGl

#反向引物 "

Z(

$(

"lF

?9JJ++99? 9?+99J+++J++9J9J9F

9+?FGl

%分别以枯草芽孢杆菌
\CI<"H

和

9???**"("

基因组
@'+

为模板进行目的片

段的
Z?b

扩增%

Z?b

反应体系为(

8

(

A

(

_

*I

!

Q

!

\RVV23(&"

!

Q

!

8'9Z(

!

Q

!模板
*

!

Q

!

引物
Z**

!

Q

!引物
Z(*

!

Q

!

97

`

酶
)&"

!

Q

!总

反应体积
("

!

Q

%

Z?b

反应条件为(

*

$

=!^

!

"-.1

#

(

$

=!^

!

G)T

#

G

$

""^

!

G)T

#

!

$

I(^

!

(-.1

#

"

$回到步骤
(

$!

G!

次#

<

$

I(^

!

I-.1

%

Z?b

结束后!取
*"

!

QZ?b

反应产物!以
*k

琼脂糖凝胶电泳进行分析和回收%将扩增产物

克隆到
ZP?*=

载体中进行测序%

@

!

结果与讨论

@?>

!

E

Q离子注入效应

*

$

'

f离子注入对
\CI<"H

存活率的影响

以
G)U2#'

f离子!在"

"

"

())

$

E*)

*!

/-

d(

注量范围内对枯草芽孢杆菌
\CI<"H

进行离子

注入!测定不同注量下的菌体存活率!结果如

图
*

所示%

图
*

!

'

f离子注入对菌株
\CI<"H

存活率的影响

C.

4

&*

!

6R3W.W7%37,2$V\CI<"HT,37.1

7,8.VV2321,V%R21/2T

由图
*

可知!随
'

f离子注量的增加!菌株

存活率曲线呈现较明显的先降后升再降的-马

鞍型.变化%小注量注入时!菌株存活率较高!

随着注量增加!存活率下降!当注量增至
"E

*)

*"

/-

d(时!存活率降为
*<k

#之后!注量继续

增加!存 活率开始上升!当 注 量 达 到
*E

*)

*<

/-

d(时!存活率回升到
((k

#而注量增为

(E*)

*<

/-

d(时!菌株存活率又降至仅为
=k

%

出现这种现象的原因可能是低剂量
'

f离子及

能量沉积所产生的大量自由基导致
@'+

和生

物膜等其他生物分子的损伤!从而造成存活率

下降#注量继续增加时!由于连续注入电荷的堆

积产生很强的库仑力!从而对被注入细胞形成

一-保护屏障.!阻碍后续注入离子对细胞的损

伤!从而达到对细胞的保护作用!且大量堆积的

电荷可形成一弱电场!这种电场的刺激效应可

激活细胞内的各种修复酶!从而提高了损伤修

复的效率!此外!在中等离子注量下所产生的质

量沉积效应也可生成新的产物!这些产物能与

细胞内的
@'+

和蛋白质等生物大分子竞争自

由基!从而减轻自由基对细胞的损伤作用!使得

菌株存活率有所回升#随着离子注量的进一步

增加!能量沉积和动量传递所造成的
@'+

和

生物膜等其他生物大分子的严重损伤已超出了

其所具有的修复能力!且大量堆积的电荷达到

一定的临界值后会产生库仑爆炸!其形成的-保

护屏障.作用也不复存在!从而使存活率再次下

降*

=F*)

+

%

(

$

'

f离子注入对
\CI<"H

突变率的影响

采用不同的
'

f离子注量对
\CI<"H

进行

诱变处理!分别随机挑取
*))

个单菌落进行摇

瓶发酵!测定其粗酶液在不同
;

A

下的
$

F

淀粉

酶活力%酶的最适作用
;

A

为
"&)

"比出发菌

株低
*

个
;

A

$或低于
"&)

的单菌落为正突变#

酶的最适作用
;

A

为
I&)

"比出发菌株高
*

个

;

A

$或高于
I&)

的单菌落为负突变#酶的最适

作用
;

A

接近
<&)

为未突变%各处理注量下的

突变率如图
(

所示%

图
(

!

不同注量下的突变率

C.

4

&(

!

BR,7,.$137,27,8.VV2321,V%R21/2T

由图
(

可看出!当注量为"

"

"

*)

$

E*)

*"

/-

d(

时!正突变率"

*<&Ik

"

(G&*k

$较高!同时负突

变率"

*(&Hk

"

()&!k

$也较高!而该注量范围

恰好对应图
*

中的-马鞍区.%该结果也与文献
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淀粉酶高产菌株



*

**

+报道的在-马鞍.区域菌株最易发生突变的

结果相一致%

@?@

!

高产耐酸
!

.

淀粉酶突变株的筛选及突变

株性能

挑取诱变处理后产生透明圈的
H))

株菌株

进行摇瓶复筛!最终筛选得到
*

株耐酸性中温

$

F

淀粉酶产量较高的突变株!编号为
9???**"("

"

'

f离子注量为
*E*)

*<

/-

d(

$!如图
G7

所示%

由图
G7

可看出!突变株
9???**"("

从

H:

开始进入对数生长期!

$

F

淀粉酶的酶活随菌

体量的增加而增强!尤其是在对数期中后期

"

()

"

(H:

$!菌株开始大量产酶#

G(:

后进入稳

定期!此时菌体产酶速率开始下降#当培养
G<:

时!培养基中
$

F

淀粉酶的酶活达到最大值

()IP

)

-Q

%

测定出发菌株
\CI<"H

和突变株
9???

**"("

所产
$

F

淀粉酶的最适作用
;

A

和在偏酸

条件下的相对酶活!结果如图
GM

所示%

图
G

!

突变株
9???**"("

性能

C.

4

&G

!

C23-21,7,.$1/R3W2T$V-R,7,.$1T,37.19???**"(".1V%7TU

7

'''发酵过程曲线#

M

'''

\CI<"H

与
9???**"("

的
$

F

淀粉酶的相对酶活

!!

出发菌株
\CI<"H

所产
$

F

淀粉酶的最适作

用
;

A

为
<&)

"该
;

A

下测得发酵液的酶活为

G*GP

)

-Q

!以该值为
*))k

$!属中性
$

F

淀粉

酶!该酶在
;

Ae"&)

&

!&"

和
!&)

条件下的相对

酶活分别为
H<k

&

GIk

和
()k

#突变株
9???

**"("

所产
$

F

淀粉酶的最适作用
;

A

为
"&)

!较

\CI<"H

的最适作用
;

A

低
*

个单位!属酸性

$

F

淀粉酶"

;

Ae"&)

下测得发酵液的酶活为

()IP

)

-Q

!以该值为
*))k

$!该酶在
;

Ae!&"

和
!&)

条件下的相对酶活分别为
<*k

和
GHk

!

说明突变株
9???**"("

所产的酸性
$

F

淀粉酶

对低
;

A

具有较好的耐受性%

将突变株
9???**"("

在斜面上连续传代

I

次!将不同传代次数的菌株在最适条件下进

行摇瓶发酵"每代作
"

个平行样$!测定发酵液

在
;

Ae"&)

条件下的
$

F

淀粉酶活力%

9???

**"("

各代摇瓶发酵酸性
$

F

淀粉酶的酶活基本

稳定在"

()Ih*)

$

P

)

-Q

范围内!说明该菌株

遗传稳定性较好%

@?A

!!

.

淀粉酶基因的
S"G

扩增

取
*"

!

QZ?b

反应产物上样!用
*k

琼脂

糖凝胶电泳进行检测!结果示于图
!

%从图
!

可看出!在约
*&!UM

;

处获得了
*

条具有明显

特异性的条带!扩增所得的目的片段
%4

5

*

与

%4

5

(

与预期结果相符%

图
!

!

\CI<"H

和
9???**"("

$

F

淀粉酶

基因的
Z?b

产物

C.

4

&!

!

Z?b

;

3$8R/,T$V

$

F7-

5

%7T2

4
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$VT,37.1\CI<"H7189???**"("
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*UM@'+%78823

#

*

'''

\CI<"H

的
Z?b

产物"

%4

5

*

$#

(
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9???**"("

的
Z?b

产物"
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对两菌株基因组
@'+

的
Z?b

产物进行

切胶回收!并以
*k

琼脂糖凝胶电泳进行检

测%由图
"

可见!回收得到的目的片段
%4

5

*

和
%4

5

(

的大小与预期结果相符!其纯度也

较好%

@?B

!

重组质粒
H

O".!"

#

>

和
H

O".!"

#

@

的构

建及转化

将
Z?b

扩增得到的目的基因
%4

5

*

及

%4

5

(

进行纯化后!分别用
=%4AY

和
6',bY

双

酶切!酶切产物再经纯化后!用琼脂糖凝胶电泳

检测%同时利用
=%4AY

和
6',bY

将质粒

;

P?*=

进行双酶切&纯化!最后采用连接试剂

盒将目的基因和质粒在
*<^

连接过夜!构建成

重组质粒
;

P?F%4

5

*

及
;

P?F%4

5

(

"图
<

$%

图
"

!

Z?b

产物回收片段电泳图谱

C.

4

&"

!

0%2/,3$

;
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;
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;
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*
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%4

5

(

图
<

!

重组质粒
;

P?F%4

5

*

及
;

P?F%4

5

(

的构建示意图

C.

4

&<

!

6U2,/:$V32/$-M.171,

;

%7T-.8T/$1T,3R/,.$1

@?K

!

P#TLKU

和
9""">>K@K

!

.

淀粉酶基因序

列的测定及分析

对包含淀粉酶基因的重组子
;

P?F%4

5

*

)

[B*)=

和
;

P?*=F%4

5

(

)

[B*)=

分别进行核苷

酸序列测定!由测序结果可知!所得
$

F

淀粉酶

基因全长为
*!G*M

;

!共编码
!II

个氨基酸!其

中!信号肽为
!*

个氨基酸!成熟肽为
!G<

个氨

基酸%由比对结果可知!两个菌株
$

F

淀粉酶基

因的信号肽序列无差别!说明这一区域非常保

守!成熟肽序列部分有
G

个碱基发生突变%利

用
@'+-71

序列分析软件对诱变前后的
$

F

淀

粉酶成熟肽氨基酸序列进行比对分析!由比对

结果可知(成熟肽序列部分突变的
G

个碱基导

致了
G

个氨基酸发生突变!分别为
Q

5

T

%

9:3

"

=G

位$&

623

%

+%7

"

(!I

位$&

+T1

%

9

5

3

"

G"=

位$!这些突变可能导致
$

F

淀粉酶耐酸性的提

高%本实验为
$

F

淀粉酶的耐酸机制的揭示提

供一定的实验基础%

A

!

讨论

采用低能
'

f离子注入中温中性
$

F

淀粉酶

产生菌
\CI<"H

!以选育产耐酸性中温
$

F

淀粉酶
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的突变株%实验获知!

\CI<"H

的存活率与
'

f

离子注量间呈现典型的-马鞍型.曲线!且-马鞍

区.对应剂量下所产生的突变率较高!说明
'

f

离子束这种诱变因子不同于紫外线或
#

射线的

诱变机制!且对枯草芽孢杆菌
\CI<"H

有明显

的诱变效应%

采用最佳注量"

*E*)

*<

/-

d(

$对
\CI<"H

进行
'

f离子注入诱变处理!最终获得
*

株较

高分泌耐酸性中温
$

F

淀粉酶的突变株!编号

9???**"("

%该突变株所产
$

F

淀粉酶的最适

作用
;

A

为
"&)

!较出发菌株
\CI<"H

低
*

个单

位!其产耐酸性中温
$

F

淀粉酶的酶活可达

"

()Ih*)

$

P

)

-Q

!遗传稳定性较好%实验表

明!

'

f离子注入技术能够应用于耐酸性
$

F

淀粉

酶产生菌的诱变育种中%

对
$

F

淀粉酶耐酸机制进行了初步探讨"图

I

$%由图
I

可知!

Q

5

T

%

9:3

"

=G

位$"图
I7

!

8

$

发生在蛋白质的内部!

623

%

+%7

"

(!I

位$"图

IM

!

2

$&

+T1

%

9

5

3

"

G"=

位$"图
I/

!

V

$分布在蛋

白质的表面%

图
I

!

突变位点在
$

F

淀粉酶三维结构中的位置

C.

4

&I

!

Z$T.,.$1$V

;

$.1,-R,7,.$1.1

$

F7-

5

%7T2

7

!
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!
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淀粉酶#
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9???**"("

$

F

淀粉酶

!!

*

$

Q

5

T

%

9:3

"

=G

位$

对球状蛋白质形成疏水区和亲水区而言!

亲水区多在蛋白质分子表面!由很多亲水侧链

组成#疏水区多在分子内部!由疏水侧链集中构

成!疏水区常形成一些-洞穴.或-口袋.!某些辅

基则镶嵌其中%

9:3

的疏水性明显大于
Q

5

T

!

分布在蛋白质的内部!可提高蛋白质的稳定性%

另外!如果酶蛋白中的酸性和碱性氨基酸的含

量较低!则带电量较小!

;

A

的变化对酶活的影

响不大!可使蛋白更加稳定*

*(

+

%

Q

5

T

为碱性氨

基酸!用中性氨基酸
9:3

代替!可能是
$

F

淀粉

酶具有酸稳定特性的原因%同时通过研究!

$

F

淀粉酶的活性与活性位点有一定关系*

*G

+

!将

带正电荷的
Q

5

T

替换为不带电荷的
9:3

!且位

于活性位点附近!之间的空间阻挡较小!减少了

对活性位点的影响!对
$

F

淀粉酶活力的提高较

有帮助%

(

$

623

%

+%7

"

(!I

位$

用非极性氨基酸
+%7

替代极性氨基酸

623

!减少该位点与周围氨基酸的电荷作用!可

能会提高
$

F

淀粉酶的稳定性%

G

$

+T1

%

9

5

3

"

G"=

位$

G"=

位是形成
%

折叠的第
*

个氨基酸!

9

5

3

形成
%

折叠的倾向性明显高于
+T1

!有利于蛋

白质的稳定%同时研究表明!近
?F

末端的突变

对蛋白质的稳定性作用更大*

*G

+
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