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摘要：以地衣芽孢杆菌为原始出发菌株，用紫外线反复诱变，最终获得一株中性植酸酶高产菌株 ! % "#$%&’#()*+#,
&&’，其酶活性约为原始出发菌株的 ! 倍。该菌株具有稳定的遗传性能。通过单因素试验和正交试验对发酵条件

进行了优化，当培养温度为 (()，*+ 为 ,-(，接种量为 .#/时，经 $#0 培养后，中性植酸酶活力最高达到 !!1’-"23
4&。
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植酸酶是催化植酸及其盐类水解为肌醇和磷

酸的一类酶的总称，为优良的环保型食用和饲用酶

制剂。其生产主要来源于微生物，且绝大多数属于

酸性植酸酶。天然植酸酶生产菌株产酶水平一般

都较低，无商业开发价值。目前都是以天然菌株进

行改良获得的改良菌或通过基因工程技术获得的

基因工程菌。诸西宁［.］等在国内首次分离到一种

产植酸酶的青霉菌：变灰青霉（9 % $/’&,$&’,）。赵允

磷［!］等分离出一株优良植酸酶产生菌黑曲霉菌株

（: % ;#1&*,#）。陈 红 歌［$］等 以 黑 曲 霉 B7Z!.（ : %
’#1&*B7Z!.）为出发菌株，经紫外线、亚硝基胍单独

处理和复合处理，获得一株植酸酶高产菌株 2@8E!8
.#，发 酵 .#’0，其 植 酸 酶 活 力 达 到 !6(#234& [
$#.(234&，是原始出发菌株的 $-1 倍。董生杰［"］等

以无花果曲霉 !.!$8.( 为出发菌株，用 \<1# 照射诱

变，获得两株产植酸酶菌株 A8!.!$8.(8, 和 \!.!$8

.(81"，其产酶活力比出发菌株提高了 .1’-(,/，发

酵时间缩短了 "(/左右。当前国外使用的植酸酶

产生菌以 @]]&$.$( 菌株研究得较为详细。

由于酸性植酸酶酶促反应的 *+ 有效作用范围

在 !-( [ (-( 之间，所以它仅适用于胃 *+ 值呈酸性

的单胃畜禽动物及少数鱼类如虹鳟等，不适用于消

化道为中性的鲤科鱼类及在单胃动物 *+ 值呈中性

的肠道段中表现酶活性。研究表明［( [ ,］，来源于芽

孢杆菌的植酸酶为中性植酸酶，可以有效弥补酸性

植酸酶的不足。当前，国内关于中性植酸酶高产菌

株的报道不多。!##. 年中国农业科学院饲料研究

所和生物技术研究所合作，从枯草芽孢杆菌中提取

中性植酸酶，获得初步成功［’］，姚斌［6］等进一步对此

菌株进行了克隆并在大肠杆菌中表达，陈艳［.#］等从

淀粉水解芽孢杆菌中分离克隆中性植酸酶基因，并

在大肠杆菌中高效表达，产物均具有正常的生物学
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活性。

本研究主要以地衣芽孢杆菌为出发菌株，用紫

外线反复诱变，最终筛选到一株中性植酸酶高产菌

株，并对其产酶培养条件进行研究，为植酸酶在饲

料工业和养殖业上的大规模应用提供理论依据和

技术基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 出发菌株：地衣芽孢杆菌（主要成分为含 !
" #$#$个%& 地衣芽孢杆菌（ ! ’ "#$%&’#()*+#,），美国雅

来公司提供，商品名为益畜宝。）。

!"!"# 主要试剂：植酸钠（北京拜尔迪生物公司，分

析纯），$($) *+,%- ./0() 的 12345/6, 缓冲液，#$7
168 溶液，钼酸铵溶液（)($& 钼酸铵 9 #:*- 浓硫

酸 9 蒸馏水至 )$$*-），混合显色液（称 0(;& <=>?@

·0/!? 于烧杯中，加入少许钼酸铵，溶解、过滤，用容

量瓶定容至 #$$*-，贮存于棕色试剂瓶中备用）。

!"!"$ 主要仪器设备：A)5! 型恒温磁力搅拌器（上

海司乐仪器厂），>BC5!)$ 型生化培养箱（上海跃进

医疗器械厂），0!$!5D 型可见分光光度计（EF3G+ 公

司），>H56I5!<J 型 双 人 单 面 净 化 工 作 台（苏 州 净

化），./>5;6 酸度计（上海雷磁仪器厂）。

!"!"% 培 养 基：牛 肉 膏 蛋 白 胨 培 养 基（./ 0(@ K
0(:）［##］。筛选培养基：在细菌琼脂培养基中加入

$()7的植酸钙（./ 0(@）。发酵培养基［A］（#- 产酶培

养基 HDL）：#$$& 麸皮加到 M$$*- 的水中，用 A 层纱

布过滤，滤液定容至 #$$$*-，加入 $(@&（N/@）! >?@，

$(!& O&>?@·0/!?，$($)& P/!B?@，$($@& P!/B?@，!&

6Q6,!，#$& 6Q43R+F=（./ 0(! K 0(:）。

所有培养基均在 # " #$)BQ 灭菌 ;$*3F 后，再用

各种缓冲液调 ./ 至实验所需条件，贮藏备用。

!"# 方法

!"#"! 出发菌株生长曲线的测定方法：光密度法。

每隔 !S 取 #$*- 样品菌液，充分混匀，用可见分光

光度计在 ::$F* 波长处测定其 -. 值，可绘制出

-. 值与微生物培养时间的关系曲线，即为出发菌

株生长曲线。

!"#"# 紫外线诱变方法［##］：将待诱变的菌液置于

:$** 的培养皿中，在磁力搅拌器的恒速搅拌下，距

#AH 紫外灯 ;$G* 处照射 ;*3F 后，取样观察降解圈

大小并检测酶活性。

!"#"$ 筛选方法：由于植酸钙的螯合作用，使筛选

培养基形成白色混浊，植酸酶水解植酸钙，这样就

在菌落周围形成透明降解圈，根据透明圈的大小可

以初步判断植酸酶的产量大小；但是如果微生物在

生长中产生大量酸性物质，同样也会在菌落周围产

生透明降解圈，从而引起假阳性，所以根据降解圈

大小只能做初步判断，是否真正地具有高的酶活

性，还必需依靠测定酶活性来作最终判断［! K @，#!］。

!"#"% 培养液的酸碱度测定方法：采用 ./>5;6 型

./ 计测定培养液的酸碱度。

!"#"& 酶活性的测定方法［#;］：采用 <=>?@ T 钼蓝

法。酶活性定义：在 ;0U ./0() 的条件下，在底物

浓度为 )#**+,%*- 时每 *3F 从底物释放 #F*+, 无机

磷所需的植酸酶量，用 E 表示，单位为 F*+,%*3F。

!"#"’ 遗传稳定性的研究方法：将获得的植酸酶高

产菌株 ! ’ "#$%&’#()*+#, --A 连续传代。培养条件是：

灭菌三角烧瓶加入 !$*- 的产酶培养基，接种 #$7
菌液，在 ;0U、#)$2%*3F 培养 ;:S，静置 #$*3F，取上

清液，冷冻离心 !$*3F，得粗酶液，测定酶活性。

!"#"( 中性植酸酶的最适 ./ 及 ./ 稳定性：取 #*-
粗酶液稀释 #$$ 倍，按文献［A］测定方法，测定酶的

最适 ./ 和 ./ 稳定性。

!"#") 产酶条件的研究方法：首先分别从培养温

度、培养初始 ./、培养时间和微生物接种量这 @ 个

方面进行了产酶条件的单因素影响试验。

然后在上述单因素试验的基础上，选择 ; 个主

要因素，选用 -M（;;）正交优化试验表进行 ; 因素 ;
水平试验，以确定影响酶产量的主要因素的影响次

序以及各因素的最佳组合。

# 结果与讨论

#"! 出发菌株生长曲线的测定

图 # 为用 0!$!5D 型可见分光光度计在 ::$F*
处测定 -.，得到的出发菌株培养时间与 -.::$F*的

关系曲线。可见，在培养 $S K @S 微生物处于停滞

期；@S K #!S，处于指数生长期；#!S K #AS 处于稳定

期；随后进入死亡期；从曲线上还可以看出，!!S 后，

微生物出现了二次生长现象。

#"# 植酸酶高产菌株的筛选

先用形态观察法初步挑选出透明圈直径与菌
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图 ! 地衣芽孢杆菌的生长曲线

落直径比值（"#$）最大的菌落，后对这些菌落进行

植酸酶活性测定，挑选出植酸酶产量最高的菌株，

用于下一次的诱变。因第 % 次与第 & 次诱变获得的

植酸酶产量最高的两株菌株的植酸酶活性没有明

显变化，故以第 & 次诱变获得的植酸酶产量最高的

菌株作为本试验研究的菌株。原始菌株植酸酶及 %
次诱变获得植酸酶产量最高的菌株的植酸酶活性

变化如图 ’ 所示。

图 ’ 四次诱变的植酸酶活性

!"# 突变株的传代稳定性

将植酸酶高产菌株 ! ( "#$%&’#()*+#, ))* 在产酶

培养基中每隔 &+, 转接一次，共转接 !- 次，测定每

次传代后的植酸酶活性，结果如图 & 所示，突变株

酶活性在 !*+-.#/) 附近上下波动，振幅小于 %0，

图 & 植酸酶高产菌株的传代稳定性

说明该突变株具有较好的传代稳定性。

!"$ 酶的最适 %& 和 %& 稳定性

&12和 332时，粗酶液在不同 4" 的缓冲体系

中的酶活性结果如图 % 所示，在 &12时，在 4"15- 6
*53 范围内，酶活性均较大。在 4"153，植酸酶活性

最大，为 !&11.#/)；在 332时，最适 4" 仍为 153，其

最大酶活性为 ’&!*.#/)，与 &12时相比，在 4"15-
6 153 这一范围以外，酶活性下降较快。总之，无论

是 &12还是 332，在 4"%5- 以下和 !-5- 以上，均检

测不到酶活性。以上结果表明，此酶为中性酶，其

最适 4" 为 153，温度越高，酶活性越大，但相应的温

度适应范围越小。

图 % 中性植酸酶的最适 4"

植酸酶在一系列不同 4" 缓冲液中 &12处理

&-/78 后，再在标准条件下测酶活性，结果如图 3 所

示，在 4"+ 6 9 范围内，剩余酶活性维持在 9-0 以

上，而 4" : +5- 和 4" ; !! 时，酶性活迅速下降，说

明此酶在中性范围内稳定，不耐酸和碱。

图 3 中性植酸酶的 4" 稳定性

!"’ 产酶条件研究［!，(!］

在 !3-<#/78，&12 下，分 别 对 培 养 温 度（’-2、

’32、&-2、&32、%-2、%32、332、+-2、+32、1-2）

培养初始 4" 值（35-、353、+5-、+53、15-、153、*5-、

*53、95-）、培养时间（3,、!-,、!3,、’-,、’3,、&-,、&3,、
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!"#、!$#、$"#）和接种量（$%、&"%、&$%、’"%、’$%
菌液）这几个影响产酶量的产酶条件进行单因素试

验，培养后静置 &" ()*，取上清液，冷冻离心 ’"()*
后，取粗酶液测酶活，结果分别见图 + , 图 -。

图 + 培养温度对植酸酶活性影响

图 . 培养 /0 对植酸酶活性影响

图 1 培养时间对植酸酶活性的影响

由图 + 可见培养温度对植酸酶产量有较大的

影响。刚开始，随着温度的升高，植酸酶产量也增

加；至 $$2时，植酸酶产量最大，达到 &11$3.45(6；

温度继续升高时，植酸酶产量又呈下降趋势，因此，

培养温度为 $$2时应该是较佳的产酶条件。

由图 . 可见培养初始 /0 值对植酸酶产量也有

较大的影响。刚开始，随着 /0 值升高，植酸酶产量

也增加；至 /0.3$ 时，植酸酶产量最大；/0 值继续升

高，植酸酶产量又呈下降趋势，因此，培养初始 /0

图 - 接种量对植酸酶活性的影响

值为 /0.3$ 应该是较佳的产酶条件。

由图 1 可见培养时间对植酸酶产量的影响。刚

开始，随着培养时间的延长，植酸酶产量也增加；至

7$# 后，植酸酶产量达最大并渐趋平稳，说明以后延

长培养时间对植酸酶产量影响不大，为节约成本，

可取培养时间为 7+ # 作为较佳的产酶条件。

由图 - 可见接种量对植酸酶产量的影响。接种

量在 &"%时植酸酶产量最大，接种量过大或过小均

使酶产量降低。因此，接种量为 &"%为较佳的产酶

条件。

!"# 正交试验因素水平表的确定及正交试验的结

果与分析

由上述影响地衣芽孢杆菌中性植酸酶产量的

单因素结果分析可知，影响酶产量的主要因素为培

养温度、培养初始 /0 值和接种量。选择这 7 个因

素，用 6-（77）正交优化试验表进行 7 因素 7 水平试

验，以确定影响酶产量的主要因素的影响次序以及

各因素的最佳组合，结果如表 & 所示。

图 &" 优化条件下的植酸酶活性

根据表 & 中植酸酶活性极差 8 的大小可以看

出，在各因素选定的范围内，影响处理效果的各因

素的主次关系依次为：培养温度 9 接种量 9 培养
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初始 !"，即培养温度是最主要的影响因素，最佳培

养条件组合是：培养温度为 ##$，接种量为 %&’，培

养初始 !" 值为 ()#，植酸酶产量最高。因表 % 中无

此试验项。为此，按此方案追加实验，结果如图 %&。

可见，培养 *&+ 后，酶活最高达到了 ,,-./012，酶产

量比优化前又提高了约 ,&’，确实为最佳产酶条

件。

表 ! 植酸酶活性正交试验结果与分析

因 素 水 平

温度 !" 接种量
酶活（/012）

% #* (), ( %(&%).

, #* ()# %& %.3,).

* #* (). %* %(*,)&

3 ## (), %& %...),

# ## ()# %* %.4,)4

- ## (). ( %.%()(

( #( (), %* %(*3)(

. #( ()# ( %(#4)&

4 #( (). %& %(-#)%

5% #,(-)- #*,3)( #,(.)#

5, ##4.). #343)( #34-)%

5* #,#.). #*%3). #*#4)-

5% 0* %(#.)4 %((3)4 %(#4)#

5, 0* %.--)* %.*%)- %.*,)&

5* 0* %(#*)& %((%)- %(.-)#

6 %%*)3 -& (,)#

" 结论

采用 /7 对地衣芽孢杆菌进行产植酸酶诱变研

究，结果表明，经过 * 次反复诱变后，可以达到良好

的产酶效果，结合形态观察法和硫酸亚铁8钼蓝法测

酶活，获得了一株比原始出发菌株高 43)%’的高产

菌株，对该高产菌株在产酶培养基中转接 %& 次，结

果表明：该菌株具有良好的遗传稳定性，可用于工

业化生产。随后，通过单因素试验并进一步用正交

试验对该高产菌株的发酵条件进行了优化研究，确

定培养温度为 ##$、!" 为 ()#、接种量为 %&’时，经

*&+ 培养后，酶活最高可达到 ,,-.)3/012，酶产量比

优化前又提高了 ,&’。
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稿件规范化与标准化

论文中阿拉伯数字的使用

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必须使用

阿拉伯数字，年份必须用全称。对科技期刊来说，凡处在计量单位和计数单位前面的数字，包括 4 以下的各

位数字，除个别特例外，均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数可以用汉字，

例如：一本教材，两种商品等。

·(*-·,&&( 年 *3（3） 微 生 物 学 通 报




