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ARTP 诱变法提高蜡状芽孢杆菌中
壳聚糖酶的产量

张朝正，李　意，赵　华*

（天津科技大学生物工程学院, 天津 300457）

摘　要：利用常温常压等离子体诱变 (Atmospheric and Room Temperature Plasma, ARTP) 蜡状芽孢杆菌，筛选获得酶

活提升的菌株。结果表明，蜡状芽孢杆菌在种子液中培养 6 h 可达到对数期中后期，常温常压等离子体诱变时间

为 60 s 时，蜡状芽孢杆菌的致死率达到 85%，筛选得到一株壳聚糖酶活性提高 13.19% 的突变株，然后进行酶活

稳定性验证，经六代培养的平均酶活为 9.643367 U/mL，波动在 5% 之内，表明其产酶量高，稳定性强，可用于后

续出发菌株。诱变后菌株经电镜观察，发现菌落形态无明显变化，但是菌株的个体形态发生了变化，比原始菌株

细长，证明酶活提高是 ARTP 诱变起到的作用。
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ARTP Mutagenesis Improves the Production of Chitosanase in
Bacillus cereus

ZHANG Chaozheng，LI Yi，ZHAO Hua *

（College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China）

Abstract：Atmospheric and room temperature plasma(ARTP) Bacillus cereus was used to screen the strains with increased
enzyme activity. The results showed that culturing Bacillus cereus in the seed solution for 6 hours could reach the middle
and late logarithmic phase. When the mutagenesis time of normal temperature and atmospheric pressure plasma was 60 s,
the lethality of Bacillus cereus reached 85%. A mutant strain with a 13.19% increase in chitosanase activity was screened.
Then  the  stability  of  the  enzyme  activity  was  verified.  The  average  enzyme  activity  after  six  generations  of  culture  was
9.643367 U/mL, and the fluctuation was within 5%, indicating that its  enzyme production was high and the stability was
strong,  and  it  could  be  used  for  subsequent  starting  strains.  After  the  mutagenesis,  the  strain  was  observed  by  electron
microscope, and it was found that the morphology of the colony did not change significantly, but the individual morphology
of the strain had changed, and it  was slenderer than the original strain, which proved that the increase in enzyme activity
was the effect of ARTP mutagenesis.

Key  words： chitooligosaccharides； chitosanase； atmospheric  and  room  temperature  plasma； enzyme  activity； Bacillus

cereus

 

甲壳素（Chitin）是地球上仅次于纤维素，第二丰

富的生物聚合物。其来源非常广泛，常存在于昆虫和

无脊椎动物的外骨骼和甲壳动物的壳肥料中，在食

品、农业、废水处理、纺织工业、纳米技术、医疗材料

等方面被广泛使用[1−2]。但是，甲壳素由于缺乏溶解

度和高度有序的晶体结构等原因，其应用受到限制。

甲壳素解聚之后得到壳聚糖，壳聚糖在医药、化妆

品、纺织印刷、食品等各个领域也都有广泛的应

用[3−4]。但是由于壳聚糖的分子量大，溶解性差和溶

液黏度大等问题，限制了其在一些方面的应用，壳聚

糖和甲壳素均有溶解性差且不易被人体吸收的缺点，

不过壳寡糖却克服了这些缺点[5−7]，因此开发一种成

本低、可工业化和高效生产壳寡糖的工艺，是当前研

究的重点。  
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如今，传统工艺制备壳寡糖均存在过程难以控

制和无特异性等缺点，且会对环境造成一定程度的污

染。利用酶降解法制备壳寡糖具有污染小[8−9]、过程

易控、反应条件温和、得率高等优点[10]，但由于目前

壳聚糖酶的价格较高，因此得到一株高产壳聚糖酶的

菌株是制备壳寡糖的首要任务。大量的研究已经筛

选到很多可以产壳聚糖酶的菌株，但这些野生菌株的

壳聚糖酶产量均偏低，难以实现工业生产[11−12]。如

今，大量研究利用基因工程技术对不同菌株的壳聚糖

酶基因进行异源表达，宿主基本为大肠杆菌和酵

母[13−16]。

常温常压等离子体诱变（Atmospheric and Room
Temperature Plasma， ARTP）是一种在大气压条件下，

利用非平衡放电等离子体源的技术 [17−18]。利用

ARTP 处理，DNA会被化学活性物质破坏，而非高

温、紫外线、带电粒子或强电场[19−20]。ARTP 是一种

新型物理诱变技术，具有比传统诱变更高的突变

率[21]，多样性诱变体和无污染等特点[18,21−24]，同时还

能保持较低的处理温度。因此，在微生物突变中的使

用越来越广泛[25−26]。

本文采用 ARTP 诱变野生型菌株蜡状芽孢杆菌

提高壳聚糖酶酶活，较基因工程技术具有操作简便、

突变率高、无污染等优点，是一种新型的物理诱变技

术。本研究通过测其生长曲线先确定蜡状芽孢杆菌

对数期中后期的时间，再测定 ARTP 的最佳致死率

时间，对蜡状芽孢杆菌进行诱变，筛选酶活提高的菌

株。经稳定性验证后，再通过电镜观察诱变菌株的形

态变化，为以后的实际应用提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

磷酸氢二钾、氯化钠、葡萄糖　分析纯，天津市

风船化学试剂科技有限公司；吐温−80　分析纯，天

津市大茂化学试剂厂；酵母浸粉　生物试剂，国药集

团化学试剂有限公司；磷酸二氢钾、硫酸镁　分析

纯，天津市化学试剂一厂；蛋白胨　生物试剂，北京奥

博星生物技术有限责任公司；酒石酸钾钠　分析纯，

天津市百世化工有限公司；亚硫酸钠、3,5-二硝基水

杨酸溶液　化学纯，国药集团化学试剂有限公司；苯

酚　分析纯，天津市光复精细化工研究所。

ARTP-II 常压室温等离子体诱变系统　北京思

清源生物科技有限公司；Bioscreen-C 全自动生长曲

线分析仪　芬兰 OY Growth Curves；场发射扫描电

子显微镜， FEI Apreo HIVac，Czech；ELX800 酶标仪

　基因有限公司；ZWYR-D2401 恒温摇床　上海智

城分析仪器制造有限公司。 

1.2　培养基和溶液

种子培养基：蛋白胨 10 g/L，酵母浸粉 5 g/L，
NaCl 5 g/L，葡萄糖10 g/L，pH 为6.5，121 ℃ 灭菌20 min。

发酵培养基：酵母浸粉 16 g/L，葡萄糖 11.5 g/L，
吐温 −80  1.2  g/L， K2HPO4 1.4  g/L， MgSO4·7H2O

1.2  g/L，  KH2PO4 0.6  g/L，NaCl  5  g/L， pH 为  6.5,
121 ℃ 灭菌 20 min。

1% 胶体壳聚糖溶液：量取 1 g 壳聚糖粉末（脱乙

酰度≥90%）于烧杯中，取 20 mL 蒸馏水倒入烧杯，

室温静置 2 min 使其溶胀，然后倒入 30 mL 0.2 mol/L
的醋酸溶液中，搅拌至透明后，再加入0.2 mol/L 的醋

酸钠溶液，调节 pH 至 5.5，再用蒸馏水定容至 100 mL。
3,5-二硝基水杨酸（DNS）试剂：甲液：称取 6.9 g

结晶苯酚溶解于 15.2 mL 10% 的 NaOH 溶液中，稀

释至 69 mL，在此溶液中加入 6.9 g 亚硫酸钠。乙

液：称取 255.0 g 酒石酸钾钠，加到 300 mL 10% 的

NaOH 溶液中，再加入 1% 的 3,5-二硝基水杨酸溶液

880 mL。将甲乙溶液混合，棕色瓶中室温下暗处放

置一周后使用。 

1.3　实验方法 

1.3.1   蜡状芽孢杆菌生长曲线的测定　为得到处于

对数生长中后期的菌株种子发酵液，将保藏在天津科

技大学微生物菌种保藏管理中心，编号为：TCCC
150018 的蜡状芽孢杆菌接种到 50 mL 种子培养基

中，30 ℃、160 r/min 摇瓶培养，每隔 1 h，测定种子液

的 OD600 nm。 

1.3.2   菌悬液的制备　将在 4 ℃ 冰箱平板上保存的

菌株活化后，再接入 50 mL 种子培养基中，在 30 ℃、

160 r/min 的摇床中培养 6 h，在 8000 r/min 条件下，

离心 5 min，去除上清液，收集菌体，生理盐水清洗

2~3 次后，再用生理盐水稀释菌液浓度为 106~108

CFU/mL，用平板计数法测定菌液浓度。 

1.3.3   菌株诱变　吸取 10 μL 1.3.2 所制菌液，均匀

涂于载片表面，利用无菌镊子将载片放于 ARTP 系

统操作室的旋转台上的对应孔位，调整照射距离

2 mm，气流量 10 L/min，输出功率为 100 W，进行诱

变，分别处理 0、10、20、30、40、50、60 和 70 s，诱变

结束后，将载片放置于装有 1 mL 无菌生理盐水的 1 mL
离心管中，剧烈振荡，将菌液洗脱下来，稀释适当的倍

数，分别取 200 μL 涂布于种子液固体培养基上，每个

梯度做三个平行，进行活菌计数，计算致死率，并获取

致死曲线，致死率公式如下[27]：

致死率(%) =
T−A

T
×100 式（1）

式（1）中：T 为 ARTP 处理 0 s 时的菌落数（未处

理的的总菌落数）；A 为 ARTP 处理后存活的菌落数。 

1.3.4   诱变菌株的筛选　根据致死率曲线选择最佳

照射时间进行试验[28]，将诱变后的菌液载片置于

50 mL 发酵培养基中摇匀，接于两块 100 孔微孔板

中，每孔接 200 μL，将微孔板置于全自动生长曲线分

析仪中[29]，培养 48 h，选择 OD600 nm 差值大的微孔，

吸取 100 μL，按照 1.3.5 所示的方法测量所选择微孔

的酶活，得到酶活/OD600 nm 较高的孔。

将酶活较高的微孔中剩余的 100 μL 菌液，均匀

涂布于种子培养基的平板上，30℃ 培养 24 h，再根据
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平板上菌落的形态大小，挑选一些单个菌落保存，然

后对所挑选菌株，再次进行酶活验证实验，利用发酵

培养基，160 r/min，30 ℃ 摇瓶培养 72 h，得到高产酶

活的菌株。 

1.3.5   壳聚糖酶活力的测定方法　空白组：将 0.9 mL
缓冲液和 0.1 mL 上清酶液混合在沸水浴中 10 min
进行灭酶处理，然后加入 1 mL 1% 胶体壳聚糖放在

35 ℃ 水浴 15 min，
反应组：将 0.9 mL 缓冲液、0.1 mL 上清酶液和

1 mL 1% 胶体壳聚糖放在 35 ℃ 水浴 15 min，然后

沸水浴中 10 min，
将空白组和反应组混合后室温离心 8000 r/min

5 min，取 2 mL 离心液与 2 mL DNS 试剂反应，沸水

浴 5 min，然后冷却，最后定容至 25 mL，以空白组为

对照，测反应组 OD490 nm
[30]。 

1.3.6   酶活标准曲线的绘制　蜡状芽孢杆菌发酵液

以 8000 r/min 离心 5 min 去除菌体，取上清液即发

酵粗酶液，按照 1.3.5 的方法，取稀释后的 0.1 mL 发

酵粗酶液测定发酵液的酶活力。测量反应组和空白

组 OD490 nm，通过计算差值，根据氨基葡萄糖标准曲

线计算还原糖，再根据酶活力定义[31]，测定发酵粗酶

液的酶活力，从而绘制酶活的标准曲线[32−33]。 

1.3.7   稳定性验证实验　将筛选得到的高产菌株连

续传代培养 6 代，对该突变株进行遗传稳定性分析，

并将各代进行相应的种子培养和发酵培养，通过比较

每代壳聚糖酶酶活力变化，测定菌株的遗传稳定性。 

1.3.8   菌株电镜观察　为观察单个突变菌株和原始

菌株在形态大小方面的差异，需使用电镜观察其形态

结构。操作方法如下：将突变株和原始菌株在种子培

养基中培养 6 h，在 8000 r/min 下，离心 5 min，收集

菌体，使用无菌水清洗 3 次以上，再使用 25% 的戊二

醛固定菌体，在 4 ℃ 冰箱中放置 4 h。再使用酒精进

行梯度洗脱，先使用 30%、50% 和 70% 的酒精各浸

泡 10 min，离心，再使用 80% 和 90% 的酒精浸泡

8 min，离心，最后使用 100% 的酒精浸泡 5 min，将菌

悬液滴至盖玻片（4~6 mm2）上，挥发干燥后，最后喷

金使用电镜观察。 

1.4　数据处理

各实验设置三个平行，数据以“平均值±标准偏

差”表示，试验数据采用 Microsoft Excel 2019 数据处

理系统进行整理及分析。 

2　结果与分析 

2.1　酶活的标准曲线

根据上述 1.3.5 和 1.3.6 的方法以酶活 Act 为纵

坐标，OD490 nm 值为横坐标，绘制标准曲线，并进行回

归分析，得到如图 1 所示的回归方程和 R2，  R2=
0.9994>0.999，所以此回归方程可用于测定溶液中的

酶活。 

2.2　蜡状芽孢杆菌生长曲线

蜡状芽孢杆菌的生长曲线如图 2 所示， 前 8 h

是对数生长期，8~12 h 是生长周期的稳定期，其中

6~8 h 是对数生长的中后期， ARTP 诱变需要收集处

于对数期中后期的菌液，6~8 h 的菌液符合对数期中

后期要求，因此，选择第 6 h 的菌液作为 ARTP 实验

对象。
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图 2    蜡状芽孢杆菌生长曲线
Fig.2    Growth curve of Bacillus cereus

  

2.3　致死率曲线

利用 ARTP 诱变蜡状芽孢杆菌致死率曲线如

图 3 所示，随着诱变时间的增加，菌株致死率逐渐上

升。当菌株在照射时间为 30 s 和 50 s 时，出现致死

率下降的现象，推断原因可能是菌体自身的修复机制

作用，使菌体修复了 ARTP 所造成的损伤[34]。当照

射时间为 60 s 时，菌株的致死率达到 85% 左右，

70 s 时菌株存活率几乎为零，有研究表明，在一定的

处理条件下，孢子的致死率在 70%~85% 之间时[35]，

正突变率较高，随着孢子致死率的增加，正突变率逐

渐降低而负突变率急剧上升，无法达到筛选优良目
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的，故本实验重点选用致死率在 70%~85% 菌种为筛

选菌种。且在此突变率下回复性更小[36]，所以选择

60 s 作为 ARTP 的照射时间。 

2.4　诱变菌株的筛选

菌株发酵壳聚糖酶的产量与菌株的浓度有着密

切联系，因此在进一步诱变处理后，根据高密度培养

所得的 OD600 nm 值，选择了 OD600 nm 增加值较大的

30 个孔，吸取 100 μL 发酵液测定酶活，计算出酶活/
OD600 nm，并根据酶活/OD600 nm 的大小降序排列，如

表 1 所示。

根据表 1 所示，将这 30 个孔中酶活/OD600 nm 值

最大的六个孔，即 202、129、115、221、113 和 188
六个微孔，涂布于种子培养基平板上培养，使孢子发

芽、生长并且大量繁殖菌丝体，使诱变后的菌体长得

更加粗壮，活力强[37]。培养 6 h 后，在选择的这六个

孔中分别挑选菌落大小、与形态大小不同的菌株，进

行酶活验证实验，结果如表 2 所示。0 号菌株为原菌

株，其他为所挑选的诱变之后的菌株，可以明确地看

到仅有 202-1 一株菌株的酶活较原菌株高。经测定，

ARTP 诱变之前，原始菌株的酶活为 8.3581 U/mL，
诱变后，酶活提高到 9.4606 U/mL，较原菌株酶活提

高了 13.19%。有研究用紫外诱变菌株，在紫外照射

100 s 时生产壳聚糖酶，菌株的产酶活力最高为

8.92 U/mL；用 DES 诱变菌株处理 50 min 生产壳聚

糖酶，菌株壳聚糖酶活最高达到 8.12 U/mL[38]。可以

发现 ARTP 诱变可以有效地改变菌株的酶活。还有

研究利用 ARTP 诱变黑曲霉以提高产单宁酶的能力[39]，

通过 APTP 提高菌株葡萄糖氧化酶的产量[40]，这些

研究可以发现，ARTP 诱变技术还可以有效地改变不

同酶的酶活。 

2.5　突变株稳定性分析

以防此突变株在传代过程中发生菌株“衰退”的

情况，所以进行突变稳定性的分析。对编号 202-1 菌

株进行传代培养，用种子培养基斜面连续培养

6 代。将每代菌株制成种子液，接种到发酵培养基中

摇瓶发酵，发酵培养之后，结果如图 4 所示。该菌株

进行传代试验之后，测定其酶活力，传代 1~6 次的酶

活分别为 9.6345、9.2578、9.8158、9.7349、9.3157
和 10.1015  U/mL， 这 六 代 培 养 的 平 均 酶 活 为

9.643367 U/mL，波动在 5% 之内，由此可以看出该菌

株能稳定产酶。

由图 4 可知，壳聚糖酶活力出现上下波动的趋
 

表 1    突变菌株的筛选

Table 1    The mutant strains screening

孔 OD600 nm 酶活（U/mL） 酶活/OD600 nm 孔 OD600 nm 酶活（U/mL） 酶活/OD600 nm

202 3.509±0.012 3.728676±0.0032 1.0626±0.012 142 3.500±0.011 3.320143±0.0033 0.9486±0.011
129 3.515±0.012 3.716221±0.0031 1.0572±0.012 196 3.514±0.012 3.330107±0.0032 0.9477±0.012
115 3.524±0.013 3.591668±0.0033 1.0192±0.013 189 3.506±0.011 3.311424±0.0030 0.9445±0.011
221 3.509±0.012 3.548074±0.0030 1.0111±0.012 109 3.498±0.012 3.105912±0.0032 0.8879±0.012
113 3.505±0.015 3.535619±0.0031 1.0087±0.015 182 3.558±0.013 3.037408±0.0033 0.8537±0.013
188 3.517±0.011 3.492026±0.0035 0.9929±0.011 116 3.523±0.011 2.975131±0.0032 0.8445±0.011
126 3.515±0.012 3.485798±0.0031 0.9917±0.012 295 3.675±0.012 3.093456±0.0031 0.8418±0.012
121 3.538±0.011 3.485798±0.0032 0.9852±0.011 284 3.516±0.014 2.956448±0.0032 0.8409±0.014
207 3.505±0.015 3.435977±0.0032 0.9803±0.015 275 3.599±0.012 2.975131±0.0031 0.8267±0.012
131 3.505±0.015 3.429749±0.0033 0.9785±0.015 122 3.504±0.015 2.881717±0.0034 0.8224±0.015
242 3.557±0.012 3.454660±0.0031 0.9712±0.012 233 3.547±0.011 2.906627±0.0030 0.8195±0.011
138 3.503±0.013 3.392383±0.0033 0.9684±0.013 246 3.531±0.011 2.887944±0.0031 0.8179±0.011
276 3.531±0.012 3.398611±0.0032 0.9625±0.012 245 3.526±0.013 2.869261±0.0033 0.8137±0.013
212 3.500±0.010 3.342562±0.0033 0.955±0.010 104 3.503±0.012 2.844351±0.0030 0.8120±0.012
117 3.505±0.012 3.342562±0.0031 0.9537±0.012 193 3.510±0.014 2.638838±0.0035 0.7518±0.014

 

表 2    突变株摇瓶发酵复筛

Table 2    The mutants strains in shake flask screening

编号 OD600 nm 酶活（U/mL） 编号 OD600 nm 酶活（U/mL）

0 3.368±0.014 8.3581±0.0031 129-3 3.426±0.013 3.3655±0.0031
113-1 3.356±0.013 5.2745±0.0033 129-4 3.424±0.011 4.1878±0.0032
113-2 3.635±0.013 6.6940±0.0032 202-1 3.465±0.010 9.4606±0.0032
113-3 3.914±0.011 4.3249±0.0033 202-2 3.449±0.012 3.3459±0.0033
113-4 3.976±0.012 7.2521±0.0032 202-3 3.433±0.011 5.8913±0.0032
113-5 3.708±0.013 5.9011±0.0031 202-4 3.408±0.013 3.2578±0.0033
113-6 3.556±0.011 5.0200±0.0031 188-1 3.506±0.012 6.7626±0.0031
115-1 3.428±0.014 3.0326±0.0030 188-2 3.574±0.010 6.7528±0.0033
115-2 3.438±0.011 4.2368±0.0030 221-1 3.428±0.011 4.0997±0.0031
129-1 3.411±0.012 3.0228±0.0032 221-2 3.847±0.013 2.1417±0.0034
129-2 3.444±0.011 4.3640±0.0032 221-3 3.429±0.014 5.0591±0.0032

注：每个孔的菌株数量不一样，所以将其孔中的各个菌株进行编号。113孔有六个菌株，故113-1是113孔的第一个菌株，113-2是113孔的第二株菌株……
113-6是113孔的第六株菌株。
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势，在第 2 代、第 5 代下降较为明显，而在第 3 代、

第 6 代明显提高，可能是由于菌体自身的正负调控

基因的修复机制 [34]。筛选的编号 202-1 菌株，在连

续传代 6 次的酶活较稳定。说明该菌株在传代的过

程中具有良好的遗传稳定性，从工业化生产的角度分

析，该菌株可保证在生产过程中壳聚糖酶产量的稳定

性，即在相同条件下该菌株产酶性能不变。因此，编

号 202-1 具有产酶量高，稳定性强的特点，可用于后

续的出发菌株。也有研究利用 ARTP 诱变对番茄枯

萎病有拮抗作用的枯草芽孢杆菌，经过 6 次传代，获

得番茄枯萎病高效拮抗突变株，证实该突变株具有良

好的遗传稳定性[26]。因此用 ARTP 诱变技术对培育

突变菌株具有遗传稳定性。 

2.6　菌株电镜观察

微生物的突变株往往伴随菌落形态的变化[41]，

图 5（a）为菌株的菌落划线图，图 5（b）、图 5（c）分别

为原始菌株和突变菌株单个菌体的电镜扫描图。突

变株和原始菌株的菌落形态均为图 5（a）所示，菌落

形态呈白色圆形状，表面光滑具有粘性。图 5（b）、

图 5（c）所示分别为原始菌株和突变菌株的电镜扫描

图，两张电镜扫描图进行比较，单个原始菌株长

4.02 μm，宽 1.15 μm，单个突变菌株长 5.05 μm，宽

1.07 μm，突变菌株的单个菌株较原始菌株更加细

长。虽然从菌落形态没有发现明显变化，但是从电镜

扫描图可看出 ARTP 对菌体的个体形态造成了明显

变化。研究表明，大多数的突变菌株比原始出发菌株

偏大，而菌株的大小说明了突变株的生长速度[41]，突

变菌株比原始菌株偏大，生长速度也较快。 

3　结论
本研究采用 ARTP 诱变野生型菌株蜡状芽孢杆

菌提高壳聚糖酶酶活，较基因工程技术具有操作简

便，突变率高和无污染等优点，是一种新型的物理诱

变技术。本研究以生长 6 h 的蜡状芽孢杆菌为基础

菌株，在 ARTP 诱变 60 s 时，其致死率可达到 85%，

诱变得到一株酶活提高了 13.19% 的菌株。然后进

行酶活稳定性验证，经六代培养的平均酶活为

9.643367 U/mL，波动在 5% 之内，表明其产酶量高，

稳定性强。最后对菌株进行电镜观察，发现诱变菌株

的个体形态发生变化，较初始菌株细长，证明菌株的

生长速度变快，同时也表明酶活提高是 ARTP 诱变

起到的作用。
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