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摘　要：淀粉酶在造纸工业中被广泛利用，淀粉酶的需求量越来越大，获得

高产淀粉酶菌株是解决该问题的重要途径。采用透明圈法筛选获得 3 株产淀

粉酶的细菌，并对它们进行紫外光和超声波诱变研究，探究其产淀粉酶的最

佳诱变条件。实验结果显示，菌株紫外光诱变的适宜照射时间为 30 s，最佳

照射距离为 15 cm，C1 菌和 S 菌的诱变效果较好，在此条件下的比透明圈都

为 3.00。超声波诱变的适宜时间为 20 min，C1 菌和 S 菌的比透明圈都为 2.50。

研究表明，紫外光和超声波诱变都能提高产酶量，紫外光诱变的效果较超声

波诱变更稳定，超声波诱变后的产酶量低于紫外光诱变。
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1 研究背景

随着现代社会的发展，人们的环保意识逐渐增强，

生物酶在造纸工业中的应用越发受到关注。其中，淀

粉酶作为一种工业类用生物酶，其多样性和催化效果

不断得到重视。淀粉酶在自然界中广泛分布，几乎所

有的植物、动物和微生物都含有淀粉酶 [1-3]。它是研

究较多、生产较早、应用较广、产量较大的酶。其产

量占酶总产量的 50% 以上 [4-5]。淀粉酶在造纸工业中

可用于纸张脱墨，与化学脱墨相比能大大降低废水污

染；可用于降低淀粉胶液黏度，从而降低成本、减少

环境污染；可用于提高二次纤维的回收利用等 [6-8]。

利用微生物产淀粉酶具有工艺简单、成本低、环

境友好等优点，但产量较低。目前，国内外提高淀粉

酶产量的方法有要有：1）利用基因工程的方法，如

温赛 [9] 等将中温 α- 淀粉酶基因在芽孢杆菌中进行重

组表达，与原始菌株相比产量提高 70%，但此方法

存在不稳定、操作复杂等诸多问题。2）利用诱变的

方法，如张家磊 [10] 在高温地区筛选耐高温产淀粉酶

的菌株并对其进行诱变提高产量，诱变具有突变率

高、时间短、简单等优点。

在工业化生产中，经济而有效的方法便是通过

诱变选育，利用各种诱变方法对野生型菌株进行诱

变。诱变分为物理诱变和化学诱变，而最常见的物
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理诱变就是紫外光诱变和超声波诱变。紫外光诱变

和超声波诱变因诱变成功率高，已成为工业化诱变

的首要选择 [11-16]。

本文采用透明圈法筛选获得产淀粉酶的细菌，并

对其进行紫外光和超声波诱变研究，探究其产淀粉酶

的最佳诱变条件，从而达到提高淀粉酶产量的目的。

2 试验材料与方法

2.1 实验试剂及仪器
1）主要试剂

琼脂、氯化钠、可溶性淀粉、蛋白胨、蒸馏水、

无菌水、生理盐水、质量分数为 1% 的淀粉溶液，均

为国药集团化学试剂有限公司生产；碘液，湖南汇虹

试剂有限公司生产；牛肉膏，南京茂捷微生物科技有

限公司生产。

2）主要仪器

培养皿、试管、试管架、涂布棒、玻璃棒、滴

管、移液枪、枪头、锡箔纸、10 mL 离心管、直尺、

量筒，均为生工生物（上海）工程股份有限公司生产；

MLS-3781L-PC 高压灭菌锅，松下电器研究开发有

限公司生产；HH-2 恒温培养箱，天津市欧诺仪器仪

表有限公司生产；79-1 磁力搅拌器、磁力搅拌子，

金坛市中大仪器厂生产；3K30 低速离心机，德国西

格玛离心机公司生产；SW-CT-2D 超净工作台，苏

州净化设备有限公司生产；KQ3200DE 超声波处理机，

昆山市超声仪器有限公司生产。

2.2 产淀粉酶菌的筛选与诱变方法

实验样本为湖南工业大学校园内的土壤。采用淀

粉培养基培养，通过透明圈筛选产淀粉酶的菌株。

采用的诱变方法为物理诱变方法，即紫外光诱变

和超声波诱变。在 2 种不同的诱变方法下，改变影响

诱变的条件，完成诱变之后，根据诱变处理后的菌种

涂布于平板上产生的透明圈大小进行筛选。

紫外光诱变是经典的物理诱变方法，紫外光对产

淀粉酶菌有诱变作用。在以往的实验中，一般采用

15 W 或者 30 W 的紫外灯进行诱变，照射的距离一般

为 20~30 cm，但对于不同的菌种照射时间不同，一

般为 1~3 min，且死亡率应控制在 50%~88% 之间 [17]。

本次实验，所采用的紫外灯功率为 20 W。

超声波作为诱变剂，已经被研究证明对工业微生

物易产生生物学效应，而影响超声波生物学效应的主

要因素有 3 种，分别为：时间、功率和频率。本次试

验的固定诱变频率为 25 kHz，固定诱变功率为 220 W，

变化量为时间和菌种的浓度 [18]。

2.3 检测方法

2.3.1 比透明圈
在固体培养基中渗入溶解性差、可被特定菌利用

的营养成分，造成浑浊、不透明的培养基背景，经

过一定时间培养后，在菌落周围将形成透明圈，透

明圈的大小反映菌落利用此物质的能力 [19]。测量比

透明圈时，选取的菌液稀释度为 10-8，与对照组（未

进行诱变的淀粉酶菌株）同时 37 ℃下培养 24 h，24 
h 后滴加碘液，用直尺测量菌落与透明圈的直径，计

算其比透明圈，然后互相比较比透明圈的大小。

2.3.2 致死率与正突变率
诱变具有致死和诱变两方面的效应，测定致死率

需要将诱变后的菌液涂布培养后进行计数，以未经

过诱变的菌液（除未经诱变处理外，其他条件相同）

涂布培养相同时间进行计数做对照。设未处理平板菌

落数为 x，处理平板菌落数为 y，则诱变致死率的计

算公式为

                 致死率 = 。

诱变剂诱变的结果分为正诱变和负诱变两方面

的效果，而在实验中，正诱变才是所需要的突变结果。

所以，在进行诱变实验时，需要计量有效诱变的比例，

即正突变率。设基本菌落数为 m，性状提高的菌落数

为 n，则正突变率计算公式为

                 正突变率 = 。

3 结果与讨论

3.1 菌种初筛和纯化

初步筛选选取了 2 个区域的土样，包括菜园和食

堂附近，分别标记为 C 和 S。纯化后的菌种复筛时又

筛选出形态特征较为明显的 3 种菌，标记为：菜园菌

种（C1）、菜园菌种（C2）、食堂菌种（S），以下

皆用简称表示。

将初筛所得的产淀粉酶菌落经复筛后再次划线，

37 ℃恒温培养 24 h 后，得到纯化菌落。在长出菌落

的平板上加入碘液，可观察到明显的透明圈，如图 1
所示。这些纯化菌将其周围培养基中的淀粉分解，导

致碘液在其周围不产生显色反应，透明圈的大小显示

其产淀粉酶的能力。

产淀粉酶菌的筛选和诱变
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3.2 紫外光诱变

3.2.1 比透明圈
紫外光诱变后菌种在恒温培养箱培养 48 h，用直

尺测量透明圈与菌落的大小，计算其比值，得到比透

明圈。比透明圈与紫外光诱变时间的关系如图 2 所示，

其中图 2a、2b 的紫外光照射距离分别为 15, 30 cm。

由图 2a 可知：对于 C1 菌，当诱变时间为 30 s
时，比透明圈最大为 3；当诱变时间为 60 s 时，比透

明圈比未诱变时的小；当诱变时间为 120 s 时，比透

明圈明显增大。由此可见 C1 菌对紫外光的适用能力

较强。对于 C2 菌，当诱变时间为 15 s 时，比透明圈

最大为 4.50；当诱变时间为 120 s 时，菌落未长出；

该菌经诱变后的总体趋势是属于正诱变范围。对于 S
菌，当诱变时间为 15 s 时，其比透明圈最大为 3.67；

紫外光诱变 60 s 之后，呈现负诱变的趋势。

由图 2b 可知：当诱变时间为 15 s 时，菌并未发

生明显诱变，可能由于紫外光照射距离较长，导致诱

变强度减弱，短时间内不能引起诱变。对于 C1 菌，

当诱变时间为 30 s 时，比透明圈最大为 3.75；对于

C2 菌，当诱变时间为 60 s 时，比透明圈最大为 3.76；

对于 S 菌，当诱变时间为 60 s 时，比透明圈最大为

3.35。C2 菌与 S 菌诱变结果稳定性较好，但 2 种菌

的最大比透明圈小于照射距离为 15 cm 时的情形；C1

菌的最大比透明圈虽然大于照射距离为 15 cm 时的情

形，但诱变结果稳定性极差。

紫外光诱变产淀粉酶菌的方法，是一种比较实用

的诱变方法，部分菌落经紫外光诱变后，其酶活力会

明显增高，但每种菌的最佳诱变条件各不相同。上述

实验结果表明：C1 菌最佳诱变条件为紫外光照射距

离为 30 cm，照射时间为 30 s，此时的比透明圈为 3.75。

C2 菌最佳诱变条件为紫外光照射距离为 15 cm，照射

时间为 15 s，此时的比透明圈为 4.50。S 菌最佳诱变

条件为紫外光照射距离为 15 cm，照射时间为 15 s，

此时的比透明圈为 3.67。

3.2.2 致死率及正突变率
菌种 DNA 可吸收的紫外光光谱为 260 nm，能诱

发菌种突变的有效波长范围为 200~300 nm，其中最

有效的波长为 253.7 nm[17]。本文主要对紫外光照射距

离为 15 cm 的结果进行分析与讨论，因为在紫外光照

射距离为 30 cm 时，由于诱变时间的改变，菌种致死

率最低高达 81.23%，且正突变率明显比照射距离为

a） C1 b）C2

图 1 菌株产生的透明圈

Fig. 1 The transparent circles of strains

a）照射距离为 15 cm

b）照射距离为 30 cm
图 2 产淀粉酶菌经紫外光诱变前后的比透明圈

Fig. 2 Specific transparent circle before and after 
mutagenesis of amylase producing bacteria

c）S
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15 cm 的小，根据优选原则，排除这一距离因素。

1）致死率

3 种菌的致死率与紫外光诱变时间的关系如图 3
所示。

从图 3 可以看出：对于 C2 菌，随着紫外光照射

时间的增加，菌种的致死率持续增加；当诱变时间为

120 s 时，致死率高达 90% 以上。对比图 2a 可知该

菌在 120 s 时几乎死完。主要原因是随着紫外光照射

时间的增加，菌体中胞嘧啶和尿嘧啶之间的水合作用

增加，DNA 链之间的断裂增加，嘧啶二聚体的形成

也增加，这导致 DNA 复制障碍或不能正常复制，进

而使 DNA 生产异常，严重的情况下导致菌体死亡 [20]。

对于 C1 菌，其最高致死率为 81.25%；当诱变时间在

30~60 s 时，致死率陡然上升，可能是由于菌株浓度

适宜，可以充分被紫外光照射，活菌直接吸收大量紫

外光辐射的能量，导致致死率增加；当诱变时间大于

60 s 后，菌种致死率趋于平稳，这也再次证明了 C1

菌对紫外光诱变的适用能力。刘雅琴等 [21] 做紫外光

诱变产淀粉酶菌时，使用的诱变时间梯度是 30, 60, 90, 
120, 150, 180 s，产淀粉酶菌在紫外光照射为 120 s 时，

致死率趋于平稳，最高致死率为 93.00%，其致死率

与诱变时间的关系与 C1 菌相似。对于 S 菌，在实验

时间段内其致死率一直较低，这表明对该菌种紫外

光照射时间可适当延长，以增加突变率。由此可见，

不同菌的致死率各不相同，可根据每种菌的特性适当

调整诱变条件。

2）正突变率

3 种菌的正突变率与紫外光诱变时间的关系如图

4 所示。

从图 4 可以看出：C1 菌与 S 菌的正突变率变化

趋势大致相同，即先随着紫外光照射时间的增加而增

加，从 30 s 后开始下降，且在 30 ~60 s 之间下降最快。

对于 C2 菌，诱变时间在 60 s 以前，正突变率先降低

后上升；诱变时间在 60 s 之后，正突变率开始急剧

下降至 0。可能由于 C2 菌在诱变时间为 60 s 之后的

致死率快速增加，大部分菌体死亡，因此菌株的正突

变率也相应减少。

结合图 3 与图 4 可知：对于 C1 菌与 S 菌，当诱

变时间在 60 s 之前，致死率都呈先上升后下降的趋势，

正突变率呈现为 0~30 s 内上升，30 ~60 s 内快速下降

的趋势；当诱变时间在 60 s 之后，正突变率下降更低。

因此，C1 菌与 S 菌的最佳照射时间为 30 s。对于 C2

菌，致死率一直增加，正突变率变化不稳定，不能确

定其最佳照射时间。从图 2a 紫外光诱变时比透明圈

的变化结果也可以看出，C2 菌的比透明圈虽然较大，

但其变化极不稳定，不易操作。

3.3 超声波诱变

3.3.1 比透明圈
菌种经超声波诱变后，比透明圈与诱变时间的关

系如图 5 所示。

由图 5 可以看出：对于 C1 菌，当诱变时间为 10 
min 和 20 min 时，比透明圈均大于诱变前的，并在

图 3 菌的致死率与诱变时间的关系

Fig. 3 Relationship between lethal rate of 
bacteria and mutagenesis time 图 4 菌的正突变率与诱变时间的关系

Fig. 4 Relationship between positive mutation rate of 
bacteria and mutagenesis time

图 5 产淀粉酶菌经超声波诱变前后的比透明圈

Fig. 5 Specific transparent circle before and after
ultrasonic mutagenesis of amylase producing bacteria

产淀粉酶菌的筛选和诱变
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诱变时间为 20 min 时达到最大为 2.50；当诱变时间

为 30 min 时，比透明圈小于诱变前的。对于 C2 菌，

当诱变时间为 10 min 时，比透明圈达到最大为 2.51；

当诱变时间为 20 min 和 30 min 时，比透明圈小于未

诱变时的，但变化不大。对于 S 菌，诱变后的比透

明圈均大于诱变前的；当诱变时间为 20 min 时，比

透明圈达到最大为 2.50；当诱变时间为 30 min 时，

比透明圈有所下降，可能是由于超声波诱变时间过

长，使菌生长环境温度上升，部分菌已致死 [22-23]。

由图 5 还可以看出，超声波诱变前后，C1 和 S
菌比透明圈的变化趋势一致，诱变结果都较稳定，

但 C2 菌诱变结果不稳定。因此，可以选取最佳超声

波诱变时间为 20 min。

3.3.2 致死率和正突变率
探究 3 种菌的致死率和正突变率与超声波诱变

时间的关系时，选取的诱变时间分别为 0, 10, 20, 30 
min，菌液稀释度均为 10-8，其结果如表 1 所示。

  由表 1 可知：诱变时间在前 20 min 内，3 种菌

的致死率和正突变率都呈现上升趋势，当诱变时间为

20 min 时，3 种菌的正突变率都达到最大。继续延长

超声波诱变时间，其正突变率开始下降，而致死率

持续上升。其原因是，随着超声波诱变时间的增加，

细菌中突变基因的数量增加，在合适的基因突变范围

内，正突变率升高；但当诱变时间过长，对细胞的损

伤较大，细胞不能维持正常的新陈代谢，从而导致菌

的大量死亡。

4 结论

以产淀粉酶菌为研究对象，分别用紫外光照射、

超声波处理 2 种物理方法，进行单因素诱变研究。

结果表明：紫外光诱变最佳条件为照射时间 30 s，照

射距离 15 cm。在此条件下 C1 菌和 S 菌的诱变效果

最佳，比透明圈都为 3.00；C1 菌的致死率和正突变

率分别为 43.75% 和 33.33%；S 菌的致死率和正突变

率分别为 44.83% 和 37.50%。超声波诱变的最佳时间

为 20 min。在此条件下 C1 菌和 S 菌的诱变效果最佳，

比透明圈值都为 2.50；C1 菌的致死率和正突变率分

别为 52.38% 和 65.00%；S 菌的致死率和正突变率分

别为 74.24% 和 41.18%。由研究结果可知，2 种诱变

方法都可行，超声波诱变的结果较稳定，而紫外光诱

变的诱变结果不太稳定，但超声波诱变后的产酶量低

于紫外光诱变。
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Screening and Mutagenesis of Amylase Producing Bacteria

XU Hong，CHEN Qiming，TANG Jianxin，YANG Lian，ZENG Xiaoxi

（College of Life Sciences and Chemistry，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：Amylase is widely used in paper industry and the demand for amylase has been increasing, high-yield 
amylase strains could be mutagenized and screened to solve this problem. Three strains of amylase-producing bacteria 
were screened by transparent circle method from soils. In order to enhance the production of amylase, they were mutag-
enized by ultraviolet light and ultrasonic. The result showed that the proper time of these strains exposed to ultraviolet 
light was 30 s and the suitable distance was about 15 cm. Among these three strains, strain C1 and S were better mutag-
enized and their transparent circles were up to 3.00 under the above condition. The proper time for ultrasonic mutagen-
esis was 20 min, the transparent circles of strain C1 and S were up to 2.50 under this condition. It could be concluded 
that both ultraviolet light and ultrasonic mutagenesis could improve the production of amylase. The effect of ultraviolet 
light mutagenesis was more stable than ultrasonic mutagenesis while the production of amylase after ultraviolet light 
mutagenesis was higher than that of ultrasonic mutagenesis.

Keywords：amylase-producing bacteria；ultraviolet light；ultrasonic；mutagenesis
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