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沙雷氏菌产硫酸软骨素酶菌种的 CO2 激光辐照选育
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摘要: 为了选育高产硫酸软骨素酶菌株,从土壤中首次筛选到一株产硫酸软骨素酶的粘质沙雷氏菌,经过 CO2激光

辐射诱变 (激光功率 10W, 扩束光斑直径 0. 5cm, 照射距离 23 cm, 照射时间 30 s) , 选育出高产硫酸软骨素酶的菌株

GT596。经传代培养, 发现具有稳定的高产硫酸软骨素酶活性。
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Abstrac t: Serratia Marcescens GT596 w as iso lated from so il and brought tom utation by CO
2
laser irradiation. The rad ia tion

du ration w as 30s w ith d istance of 23cm and the flash beam d iame ter w as 0. 4cm. H igh chondro tinase producing stra in m utant

GT596 w as obta ined after screen ing cu lture. The GT596 w as found to have chondro tinase stab le produc ing activ ity in descendant

cu ltures.
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引 言

硫酸软骨素酶能特异地降解细胞外基质成分中糖

胺多糖,近年来在临床领域的研究非常活跃,如大骨节

病的防治
[ 1]
; 对糖胺多糖与肿瘤等疾病发生关系的研

究
[ 2]
;替代胶原酶和木瓜凝乳蛋白酶应用于化学髓核

溶解术
[ 3, 4]
等等。

但硫酸软骨素酶目前国内没有产品供应, 全部依

靠进口,价格非常昂贵。目前报道的产该酶的菌株普

遍产率低,并且运用基因工程方法生产该酶目前仍没

有稳定的工程菌,同时传统方法诱变效果并不明显。

激光作为一种生物辐照诱变剂的效应已在生物学

领域取得一系列应用研究成果
[ 5, 6]
。作者采用 CO 2激

光辐照诱变产硫酸软骨素酶的粘质沙雷氏菌, 选育出

高产硫酸软骨素酶的菌株, 为工业化生产硫酸软骨素

酶提供了基础条件, 同时也为选育此类菌株提供了一

种新的方法。

1 材料、方法

1. 1 材料

菌种来源在土壤中筛选得到。

斜面种子培养基: ( NH 4 ) 2 SO4 1%; 硫酸软骨素

0. 5%; NaC l 0. 5% ; pH 7. 0。

平板初筛培养基:蛋白胨 1. 5% ;牛肉膏 0. 5%; 硫

酸软骨素 0. 2% ; N aC l 0. 5%; pH 7. 0。

液体种子培养基:蛋白胨 2% ;蔗糖 1% ;硫酸软骨

素 0. 2%; NaC l 0. 5% ; pH 7. 0。

1. 2 仪器

pH计 ( PSH3型 ) ; VC750型超声波细胞破碎仪;

连续 CO 2激光器: 输出电压 210V; 功率 10W; 紫外可

见分光光度计 (UV1800) ;超净工作台; 2L全自动发酵

罐。

1. 3 方法

1. 3. 1 菌种活化 取菌种 1环, 接入新鲜培养基直细

菌斜面内, 30 培养 12h后, 制成 1. 0  10
3
个细胞的

悬液,取 2mL于安培管内供照射用。

1. 3. 2 CO2激光照射 激光束光斑直径为 0. 4cm, 照

射距离为 23cm,照射时间为 5s, 10s, 20s, 30s, 35s, 40s,
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对照组为 0s,平行 3组,寻找最佳辐照量。

1. 3. 3 辐照菌培养 将最佳条件的照射菌悬液用生

理盐水稀释成原浓度的 10
- 1
倍 ~ 10

- 6
倍, 取 0. 2mL涂

皿,每个稀释度 3个平皿。在 30 下培养 12h后, 挑

出形态大小不同的单菌落培养。

1. 3. 4 高产硫酸软骨素酶菌株的筛选 初筛采用

TAO等人的方法
[ 7]
。在直径 9cm的无菌培养皿中, 注

入 15mL平板初筛培养基,待凝固成平板后, 挑取单菌

落辐照菌接种于平板上,置 30 下保温 12h,测定透明

圈直径,选取透明圈直径较大的菌株筛选。复筛通过

将初筛到的菌种接入液体培养基,于 30 下培养 10h,

提取酶,测定酶活性进行筛选。

1. 3. 5 硫酸软骨素酶活性测定 按 YAMAGATA
[ 8]
方

法进行,取 60 L粗酶液, 加入 300 L底物混合液 ( 4

硫酸软骨素 2g /L, BSA 0. 1g /L, 乙酸钠 0. 06mo l/L, 用

0. 05mo l/L, pH7. 2的 TrisHC l缓冲液溶解 ), 37 水浴

保温 10m in, 取出后 加入 2. 64mL、摩尔浓 度为

0. 05mol /L, pH1. 8的 KC lHC l缓冲液终止反应,然后

10800g离心 10m in, 取上清液测 A232 (该上清液在

232nm下的光吸收度 ), 根据标准曲线确定反应液中

产生的不饱和二糖的浓度来计算酶活力单位数。

每分钟催化底物糖胺多糖释放出 1 mo l二糖产

物的酶量定义为一个酶活单位 ( U)。

1. 3. 6 变异株遗传稳定性研究 对变异株与亲株的

形态进行比较,并对传代 30次的酶活力变化情况、变

异菌株保藏 12个月当中酶活力变化情况进行比较, 研

究变异菌株的稳定性。

2 结果与讨论

2. 1 最佳辐射诱变剂量的选择

激光是一种量子流, 又称为光微粒。激光辐射可

以通过产生光、热、压力和电磁效应的综合作用, 直接

或间接地影响生物有机体,引起细胞 DNA或 RNA改

变,导致酶的激活或抑制, 进而引起细胞分裂和细胞代

谢活动的改变
[ 9]
。

照射后的菌体在 5s, 10s, 20s, 30s, 40s时死亡率分

别为 15% , 30% , 60%, 90% , 100% (见图 1)。沙雷氏

菌细胞的死亡率与 CO2激光的照射时间成正相关, 即

随着激光辐照剂量的增大, 致死率提高。当照射时间

为 40s时,酵母菌细胞的死亡率达到 100% ,而最佳诱

变剂量为 30s。选取辐照时间为 30s。

F ig. 1 Relat ion s tab le exposure tim e and lethality

2. 2 初筛结果

挑选 15株 CO2激光辐照后的沙雷氏菌, 以亲株

为对照,经过 TAO等人的方法初筛
[ 7]
, 其中有 4株沙

雷氏菌透明圈直径在 1. 3cm以上,大致表明其酶活力

较高,见表 1。
Tab le 1 Th e enzym e act ivity change of th e indu ces stra in and p arent strain

strain
paren t

s train

indu ces

strain

indu ces

stra in

indu ces

strain

induces

strain

enzym e

act ivity/ ( U! L- 1 )
192 322 324 316 319

2. 3 复筛结果

选取透明圈直径最大且生长速度最快的诱变株 2

进行复筛, 并以亲株为对照。酶活力测定显示, 以

GT596酶活力最高, 见表 2。
Tab le 2 Th e enzym e act ivity change of th e indu ces stra in and p arent strain

strain paren t strain GT595 GT596 GT597 GT598

enzym e

act ivity/ ( U! L- 1 )
192 350. 2 356. 0 351. 2 355. 2

2. 4 突变株的形态特征与遗传稳定性变化

2. 4. 1 菌体特征变化 为了更为全面地评判 CO2激

光诱变技术,选择了一株亲株为材料,对激光诱变后,

菌落形态、生长发育状况、发酵特征及变异性状的稳定

性等方面进行了深入试验与对比分析。发现 CO2激

光处理对菌体的生长发育产生了显著的变化, 用固体

平板培养基 30 培养与原始菌株对比发现, GT596菌

株,菌落较厚,菌落背面淡黄色,生长较快,菌落也较为

大一些。GT596菌株发育速度的加快, 可能有利于缩

短生产周期与降低生产成本。

2. 4. 2变异株产硫酸软骨素酶稳定性 通过发酵, 对

变异株产酶的能力及遗传稳定性进行了观察 (见表

3) ,可见, 变异株在发酵条件下的酶活力平均可达
Tab le 3 Indu ces strain to produce th e enzym e act ivity and the hered ity stab le

num ber of passage ( gen erat ion ) 3 6 12 15 18 21 24 27 30

enzym e act ivity/ ( U! L- 1 ) 352. 1 356. 7 354. 5 355. 1 356. 1 353. 8 354. 9 355. 2 352. 6

42
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354. 5U /L, 经过 30次传代培养, 其蛋白酶活力正负相

差为 4. 6U /L。表明变异株产硫酸软骨素酶能力具有

较好的遗传稳定性。

对变异株保存不同时间 ( 3, 6, 9, 12个月 )后,分别

发酵测定酶活力, 正负相差仅为 5. 2U /L, 说明该菌种

保存稳定,见表 4。
T able 4 Induces strain retent ion tim e w ith to produce th e enzym e act ivity

retent ion tim e

(m on th )
3 6 9 12

en zym e activity

/ (U! L- 1 )
352. 6 350. 6 345. 8 350. 9

以上结果表明, 用 CO2激光辐照沙雷氏菌, 具有

引起高产硫酸软骨素酶的作用。传代培养证明, 诱变

后的粘质沙雷氏菌高产硫酸软骨素酶能力稳定传代。

3 结 论

( 1) CO 2激光辐照诱变菌株, 诱变剂量与致死率

正相关,并且不同的菌株的诱变剂量有种属差异,寻找

合适的辐射剂量进行诱变是 CO 2激光辐照诱变菌株

的首要条件。

( 2) CO 2激光辐照诱变菌株获得高产硫酸软骨素

酶的菌株,可能正向促进了细胞内硫酸软骨素酶代谢

体系, 达到高产硫酸软骨素酶的目的。

( 3)构建高活性酶制剂的生产菌株, 采用基因工

程的手段是努力的方向,但是运用在产该酶的菌株上

存在许多难题有待克服。故一时还不能提供高产和稳

定的生产菌株。而采用常规的诱变手段,由于菌株用

相同诱变剂重复诱变时,常出现饱和现象,处理效果往

往不够理想。故通常采用几种诱变手段交替使用, 方

能提高诱变效率。但目前诱变剂种类虽多,而常用的

却为数有限。激光诱变技术操作方法简便,使用安全,

正突变效率较高,诱变效果甚佳,诱变后的变异性状能

稳定遗传,故是一种切实可行的新型诱变手段,应用前

景看好,值得推广使用。
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