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摘  要: 【目的】利用常压室温等离子体快速诱变绿色糖单孢菌, 筛选耐热耐碱木聚糖酶

高产菌株, 并对其进行酶学性质分析, 确保其适用于生物制浆漂白工艺。【方法】采用刚

果红平板水解圈法结合摇瓶发酵胞外酶测定法进行菌株筛选, 并通过 DNS 木聚糖酶活性

测定等方法对来源于不同突变株的木聚糖酶进行酶学性质分析对比。【结果】筛选出遗传

稳定性良好的两株木聚糖酶高产菌株 AT24 和 AT22-2, 以麦草浆为诱导底物的粗酶液中, 

突变株 AT24 及 AT22-2 所产的木聚糖酶活性分别为 512.74、552.70 U/mL, 分别为原始菌

株 S. v 的 16 和 17 倍的。来源于突变株 AT22-2 的木聚糖酶的最适反应 pH 为 9.5, 最适反

应温度为 90 °C, 在 50 °C−90 °C 温度范围内具有良好的热稳定性, 在 100 °C 条件下处理

30 min 剩余酶活仍为 68%; 突变株 AT24 所产木聚糖酶的最适反应温度为 60 °C, 最适 pH

为 10.0, 在 60 °C−80 °C 的高温环境下, 突变株 AT24 所产的木聚糖酶具有良好的热稳定

性。【结论】突变株 AT22-2 所产具有耐碱耐高温性质的木聚糖酶, 在应用领域尤其在纸浆

造纸行业具有较大的潜在应用价值。 

关键词: 常压室温等离子体诱变, 木聚糖酶, 耐热耐碱, 绿色糖单孢菌, 酶学性质分析 
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Screening of mutants of xylanase high-producing strain of 
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perature plasmas and its enzyme characterization 
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Abstract: [Objective] In order to obtain an industrial strain with higher xylanase production, 
the original strain of Saccharomonospora viridis was mutated by atmospheric and room tem-
perature plasmas. [Methods] The methods used to screen the mutant strain with higher xy-
lanase production included transparent loop diameter measurement of selective medium with 
2% beech-wood xylan and shaking flask fermentation. [Results] It has been demonstrated that 
both mutants AT22-2 and AT24 maintain good genetic stability. The enzyme activity in the 
fermentation liquor of AT22-2 and AT24 at 7 d reached 552.70 U/mL and 512.74 U/mL, which 
were 17 and 16 times higher than that of the original strain, respectively. Furthermore, the op-
timum pH and temperature values for xylanase activity of AT22-2 were pH 9.5 and 90 °C, re-
spectively, being stable within a temperature range of 50 °C−90 °C, and showing high thermo-
stability at 100 °C for the duration of 30 min. In addition, for another mutant AT24, the opti-
mum pH and temperature values for xylanase activity were pH 10.0 and 60 °C, with a stability 
within a temperature range of 60 °C−80 °C. [Conclusion] The xylanase with thermostability 
and alkali-tolerance of mutant AT22-2 is a potential candidate for future use in biotechnologi-
cal applications particularly in the pulp and paper industry. 

Keywords: Atmospheric and room temperature plasmas (ARTP), Xylanase, Thermostability and 
alkali-tolerance, Saccharomonospora viridis, Enzyme characterization  

纤维素类物质是自然界中 为丰富的一种可

再 生 资 源 , 其 中 半 纤 维 素 约 占 总 纤 维 素 的

15%−30%, 其主要成分为木聚糖。木聚糖作为植

物半纤维素的重要组分, 是自然界中继纤维素之

后蕴藏量第二丰富的可再生资源[1−2]。木聚糖酶

(EC3.2.1.8)是一类以内切方式降解木聚糖分子

中 β-1,4-糖苷键的水解酶类[3], 其中包括内切 β-

木聚糖酶和外切 β-木聚糖酶, 分别可以切割主

链内部的糖苷键或从非还原端逐一切割单糖

终将木聚糖水解, 降解产物分别为低聚木糖或

木糖。关于木聚糖酶的研究起始于 20 世纪 60

年代, 现在已知能够产生木聚糖酶的菌种包括

细菌、真菌等[4], 不同来源的木聚糖酶其酶学性

质也大不相同, 可以应用于造纸工业、食品工业、

饲料工业、制药工业等众多领域。 

在生物制浆漂白领域, 碱性木聚糖酶可以作
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为生物漂白剂应用于造纸工业, 利用其对富含半

纤维素的纸浆进行预处理, 可以减少传统漂白工

艺中有害化学用品的用量, 降低排放负荷, 有利

于环境保护, 而且可以提高纸浆的漂白度, 降低

纸张的脆性, 使纸张不易返黄[5]。为了适应生物

漂白实际应用中的高温碱性环境条件, 开发新一

代耐热耐碱性好的木聚糖酶制品是当前主要的

研究趋势[6]。总的来说, 真菌分泌的木聚糖酶通

常伴随着纤维素酶的产生, 会导致纤维素的降

解, 不利于制浆造纸; 而且其所产木聚糖酶多为

酸性低温酶(pH 4.0−6.0, 55 °C), 制浆漂白时必须

调节浆料 pH 值和温度, 给操作带来不便, 并导

致成本的提高[7]。 

目前有报道指出放线菌某些属的菌株所分泌

的胞外酶中含有耐碱性及热稳定性都较好的木

聚糖酶, 而且几乎没有纤维素酶的伴随产生[8−11], 

但国内对于这方面的报道极为少见。本研究以绿

色糖单孢菌(Saccharomonospora viridis)为实验材

料, 该菌分泌的木聚糖酶 适反应温度为 60 °C, 

适 pH 值为 7.0, 且无纤维素酶的伴随产生, 能

够无需提纯而直接应用于工业纸浆漂白[6], 但其

酶活性相对偏低。在此基础上, 本研究利用常压

室温等离子体对绿色糖单孢菌进行快速诱变, 旨

在筛选得到一株遗传性质稳定的木聚糖酶高产

菌, 且其分泌的木聚糖酶耐碱耐高温, 能够适应

生物制浆漂白实际应用中的高温碱性环境条件, 

使其与原始菌株相比具有更大优势及更为广泛

的实际应用潜力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
绿 色 糖 单 孢 菌 [Saccharomonospora viridis 

(Schuurmans et al) Nonmura&Ohara 4.1089]购自

中国科学院微生物研究所菌种保藏中心; 榉木木

聚糖(Beech xylan)购于德国 Sigma 公司。 

1.2  培养基 
种子培养基(g/L): 大豆蛋白胨 10, 酵母粉 2, 

酶水解酵素 2, NaCl 6, 葡萄糖 10; pH 7.8−8.0。固

体培养基在种子培养基的基础上加 1.5%琼脂粉。 

筛选培养基(g/L): 大豆蛋白胨 10, 酵母粉 2, 

酸水解酪蛋白 2, NaCl 6, 木聚糖 2, 琼脂粉 1.5%, 

刚果红(0.01 g/L) 0.5%; pH 7.8−8.0。 

产孢培养基(g/L): 葡萄糖 5, 酸水解酪蛋白

0.25, 牛肉膏 3, 琼脂粉 1.5%; pH 7.8−8.0。 

麦草浆发酵培养基(g/L): 大豆蛋白胨 10, 酵

母粉 2, 酶水解酵素 2, NaCl 6, 葡萄糖 10; 麦草

浆 15; pH 7.8−8.0。 

木聚糖发酵培养基(g/L): 大豆蛋白胨 10, 酵

母粉 2, 酶水解酵素 2, NaCl 6, 葡萄糖 10; 木聚

糖 2; pH 7.8−8.0。 

1.3  方法 
1.3.1  孢子悬浮液的制备: 将绿色糖单孢菌的

活化液吸取适量于产孢固体培养基上, 45 °C 培

养 4−6 d。加入 3 mL 灭菌的种子培养液和 10−20

粒灭菌玻璃珠，匀速轻摇将孢子带下，吸取孢

子悬液于 EP 管中。用血球计数板对孢子进行镜

检计数, 并将孢子浓度调整到 106−107 个/mL。 

1.3.2  ARTP 诱变方法: 利用清华大学化工系自

主开发的常压室温等离子体育种机(ARTP)对绿

色糖单孢菌的孢子悬浮液进行诱变。在一定的电

源功率、工作气流量、等离子体发射源与样品之

间距离的条件下, 诱变主要的可变操作参数是处

理时间[12]。本研究利用氦气作为工作气体, 为了

寻找 佳的诱变条件, 首先需要得到致死率曲

线。在表 1 所示的 ARTP 操作条件下, 处理时间

从 60 s 开始依次增加到 420 s, 然后将处理的样品

稀释涂平板, 利用 CFU 方法来计算致死率。 
1.3.3  筛选方法: (1) 初筛。将经过 ARTP 育种机

诱变后的孢子悬浮液, 稀释后涂布于种子固体培

养基上, 在 45 °C 条件下培养, 待平板上出现明显 
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表 1  ARTP 诱变条件 
Table 1  Operating conditions using ARTP 

参数 
Parameters 

操作条件 
Operating condition 

Power input (W) 115 

Treatment distance (mm) 2 

Gas flow rate (L/min) 10 

Treatment time (s) 60, 120, 180, 240, 360, 420

Sample amount 10 μL of spore suspension, 
107 spore/mL 

 
菌落后, 用打孔器(孔径 D=5 mm)将单一菌落(带
有部分固体培养基)接于一个灭菌后的空培养皿

中继续培养 2 d, 再转接到含有刚果红的筛选平

板上, 继续培养。测定菌落周围透明圈直径(H)

与菌落直径(D)之比, 以 H/D 比值来衡量菌株产

木聚糖酶的能力大小。然后挑选出比值 大菌落

进行纯化并保存[13]。(2) 复筛。将初筛所得菌株

于液体种子培养基中, 45 °C、120 r/min 培养 3 d。

将培养液接种于两种不同的发酵培养基中, 接种

量为 0.5%。在 45 °C 条件下, 120 r/min 培养 7 d, 提

取粗酶液, 测酶活。 

1.3.4  粗酶液提取: 发酵液于 10 000×g、4 °C 离

心 15 min, 上清液即为粗酶液。保存于 4 °C, 待

测酶活。 
1.3.5  遗传稳定性分析: 为了分析突变株的遗传

稳定性, 在固体平板上进行 6 次传代培养, 对每

一代菌株发酵液的木聚糖酶活性进行分析。 

1.3.6  增殖速率的测定: 活化液以 1:100 的接菌

量接于 250 mL 的三角瓶中, 在培养过程中, 每

6 h 取样测定 OD600 值。以同条件下未接种的培养

液 为 空 白 对 照 , 培 养 时 间 为 横 坐 标 , 菌 液 的

OD600 吸光度值为纵坐标绘制生长曲线。 

1.3.7  酶活性测定: 采用 DNS 法对木聚糖酶活

性进行测定[14]。具体方法如下: 木糖标准曲线的

测定: 用 pH 7.0 的 PBS 分别配制浓度 1 g/L 的木

糖溶液; 取 10 支带有刻度的 25 mL 试管, 分别吸

入 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、

1.0 mL 木糖溶液; 加入 PBS 溶液, 使每支试管的

溶液体积为 1.5 mL; 每支试管中加入 1.0 mL 

DNS 溶液, 在沸水中反应 5 min, 反应后迅速冷

却至室温; 向每支试管中加入 10 mL 蒸馏水, 测

OD540 吸光度值, 制作木糖标准曲线(图 1), x 轴为

木糖浓度, y 轴为 OD540。 

根据标准曲线绘制结果线性回归后得到吸光

度 - 木 糖 含 量 公 式 为 : y=0.982 1x+0.000 9, 

R2=0.997 1。 

木 聚 糖 酶 活 的 测 定 [15−17]: 用 磷 酸 缓 冲 液

(pH 7.0)配制的 1%木聚糖溶液作为木聚糖酶的反

应底物。在试管中加入 0.5 mL 底物, 0.1 mL 酶液

和 0.9 mL 磷酸缓冲液, 于 60 °C 下水浴 20 min, 

立即加入 1 mL DNS 试剂, 在沸水中煮 5 min, 冷

却后加 10 mL 蒸馏水, 混匀后在 540 nm 波长下测

定其吸光度。每一个样品需做 3 个平行, 参照木

糖标准曲线求得木糖含量, 计算酶活, 零对照组

不经过 60 °C 恒温水浴, 先加入 DNS 溶液 后加

入 0.1 mL 灭活酶液。酶活性单位定义: 每分钟水

解木聚糖生成 1 μmol 还原糖所需要的酶量定义

为木聚糖酶活力单位(U/mL)。 

木聚糖酶酶活(U/mL)= N×C×12.5×1 000/M×T×V 

其中, N: 稀释倍数; C: 由标准曲线得到的木

糖浓度; 12.5: 反应的总体积(mL); M: 木糖的 

 
图 1  木糖标准曲线 
Fig. 1  Xylose standard curve 



杨颖等: 常压室温等离子体快速诱变绿色糖单孢菌筛选木聚糖酶高产菌株及其酶学性质研究 909 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

分子质量(150.13); T: 反应时间(min); V: 酶液

体积(mL)。 

蛋白含量测定: 参照 Bradford 法[18]测定蛋白

含量, 标准蛋白为牛血清蛋白(BSA)。 

1.3.8  pH 对木聚糖酶活性的影响: 用不同 pH 值

(4.0−11.0)的缓冲液进行酶活测定, 使酶反应在不

同的 pH 值条件下进行, 测定木聚糖酶活力, 确

定 适反应 pH。分别用 pH 4.0−11.0 的缓冲液适

当稀释酶液, 4 °C 放置 36 h, 在 适反应条件下

测定其相对酶活力, 以测定相应木聚糖酶的 pH

稳定性。 

1.3.9  温度对木聚糖酶活性的影响 : 分 别 在

40 °C−100 °C 温度条件下(间隔为 5 °C), 对粗酶

液测定木聚糖酶活力, 确定 适反应温度。酶液

分别在 50 °C、60 °C、70 °C、80 °C、90 °C、100 °C

温度条件下保存 1 h, 并每隔 15 min 取样, 立即冰

浴, 在 适条件下测定其残余酶活力, 以测定相

应温度酶的稳定性。 

1.3.10  不同金属离子对木聚糖酶活力的影响: 
在适当稀释的酶液中分别加入浓度为 5 mmol/L

的 Na+、K+、Fe2+、Mg2+、Ca2+、Ba2+、Al3+、

Mn2+、Zn2+、Cu2+、Co2+, 在 适反应温度下保温

60 min 测定其酶活力, 以未加任何金属离子的酶

活力为 100%。 

2  结果与分析 

2.1  ARTP 诱变致死率曲线的测定 
图 2 所示, 对绿色糖单饱菌的孢子诱变处理

时间从 60 s 到 420 s, 随着时间的增加, 菌体的致

死率不断上升。处理 60 s 杀死约 32%的孢子; 处

理 180 s 以后致死率达到了 96%左右; 处理 420 s

致死率接近 100%。由于突变的发生具有随机性, 

致死率和正突变之间的关系并不是十分清楚, 并

且孢子悬浮液经诱变处理 180 s 后涂布于培养基

上就可出现便于挑取的、分散的单菌落, 故选取 

 
图 2  绿色糖单孢菌的致死率曲线 
Fig. 2  Variation of the lethal rate of the Saccharo-
monospora viridis with the ARTP treatment time 
 
处理时间为 180 s 的条件进行诱变。 

2.2  筛选木聚糖酶高产突变株 
刚果红能与筛选培养基中的木聚糖形成红色

复合物, 当木聚糖被木聚糖酶分解后, 培养基中

会出现以能够产生木聚糖酶的菌落为中心的透

明圈, 通常木聚糖酶的产量决定了透明圈的直

径, 产量越高的菌株周围产生的透明圈直径就越

大。然而, 在本研究中发现, 一些能够产生较大

透明圈的菌株在后续摇瓶发酵培养中可检测到

的木聚糖酶产量并不高, 而一些透明圈并不明显

的菌株经测定反而具有较高的木聚糖酶活性。故

而透明圈筛选方法并不适用于此项研究中突变

株的筛选, 终我们选择摇瓶发酵胞外酶活性测

定法作为筛选方法。  

在摇瓶发酵的基础上, 本文共对 390 株诱变

处理后的菌株进行研究。挑取筛选平板上的单菌

落于两种不同的发酵培养基中, 按照 1.3.3 中的

复筛条件发酵培养 7 d, 提取粗酶液。通过 DNS

法测定粗酶液中木聚糖酶的活性, 筛选得到了

AT24 和 AT22-2 两株木聚糖酶高产突变株。原始

菌株绿色糖单孢菌 S. v 在以麦草浆为诱导底物的

发酵培养基中可检测到的木聚糖酶酶活 高为

31.57 U/mL, 在以木聚糖为诱导底物的发酵培养

基中木聚糖酶活 高为 39.83 U/mL。AT22-2 在以
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麦草浆为诱导底物的发酵粗酶液中木聚糖酶活

性 高为 552.70 U/mL, 当诱导底物为木聚糖时

它所产木聚糖酶活性为 321.45 U/mL, 分别为原

始菌株的 17 倍和 8 倍; 突变株 AT24 在以麦草浆

为诱导底物的发酵粗酶液中木聚糖酶活性高达

512.74 U/mL, 是原始菌株的 16 倍, 但在以木聚

糖为诱导底物时的发酵粗酶液中可检测到的木

聚糖酶活性偏低且不稳定, 高为 38.97 U/mL, 

低于原始菌株产酶水平。 

2.3  遗传稳定性分析 
为了检测突变株的遗传稳定性 , 对突变株

AT24 和 AT22-2 进行 6 代连续发酵培养, 并检测

每一代发酵液的木聚糖酶活性。结果如图 3 所示, 

经等离子体诱变的突变体 AT22-2 和 AT24 产生木

聚糖酶具有较好的遗传稳定性, 均为产酶能力稳

定的突变株。 

2.4  增殖速率 
图 4 给出了原始菌株 S. v 和突变株 AT22-2  

 

  
图 3  6 次传代培养的突变株 AT22-2 和 AT24 在两种

不同发酵培养基中木聚糖酶活性 
Fig. 3  The xylanase activity of the mutants AT22-2 and 
AT24 at six times subculture in two kinds of different 
fermentation mediums 

和 AT24 在同样条件下培养不同时间段所测

OD600 值。 

从图 4 中可以看出经过等离子体诱变处理后

筛选得到的突变株 AT22-2 和 AT24 的增殖速率并

没有受到等离子体的影响, 与原始菌株几乎一致。 

2.5  pH 对酶活的影响 
不同 pH 对木聚糖酶活力的影响如图 5 所示, 

突变株 AT22-2 在 pH 4.0−6.0 范围内, 相对酶活力

逐渐增加, 酶活力变化较大, pH 范围 6.5−9.0, 酶

活力相对稳定, 适 pH 为 9.5, 当 pH 高于 9.5 时

酶活开始缓慢降低, 当 pH 为 10.0 时, 剩余酶活

为 75.59%, 明显高于酸性条件下的相对值。突变

株 AT24 在 pH 范围在 4.0−6.0 内, 相对酶活逐渐

增加, pH 范围在 6.5−9.5 范围内, 酶活力相对稳

定, 适酶活为 pH 10.0 处, 当 pH 为 10.5 时剩余

酶活力为 83.94%。 
突变株 AT24 及 AT22-2 发酵粗酶液分别用

pH 4.0−11.0 的缓冲液适当稀释, 4 °C 放置 36 h 后, 
与未经处理的粗酶液酶活相对比(图 6), AT22-2 在

pH 为 11.0 时仍然能保持>68%的活性, AT24 在此

时的剩余酶活>73%; 与酸性条件相比碱性范围

内突变株 AT22-2 和 AT24 的粗酶液中木聚糖酶的

活性更高而且相对稳定。 
此实验结果表明, 突变株 AT22-2 及 AT24 所 

 

 
图 4  野生型菌株和突变株 AT24、AT22-2 的生长曲线 
Fig. 4  The growth curves of AT24, AT22-2 and the 
original strain S. v 
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图 5  木聚糖酶反应最适 pH 值 

Fig. 5  The optimal reaction pH of xylanase 
 

 
图 6  木聚糖酶的 pH 稳定性分析 
Fig. 6  pH stability of xylanase 
 
分泌的木聚糖酶与原始菌株 S. v 相比具有良好的

耐碱性, 符合工业纸浆生物漂白的碱性环境需

要, 有一定应用潜能。  

2.6  温度对酶活的影响 
对原始菌株 S. v、突变株 AT22-2 和 AT24 在

其相对应的 适反应 pH (pH 8.0、9.5、10.0)条件

下测量其 适反应温度(图 7), 发现原始菌株 S. v

和突变株 AT24 所产木聚糖酶的 适反应温度均

为 60 °C, 但 AT24 所产木聚糖酶在 75 °C−95 °C 范

围酶活力相对稳定, 大约保持在 40%左右; 而 

 
图 7  木聚糖酶最适反应温度 
Fig. 7  The optimal reaction temperature of xylanase 
 
突变株 AT22-2 所产木聚糖酶在 55 °C−95 °C 范围

内酶活力维持稳定, 在温度为 90 °C 时相对酶活

力 高, 在 95 °C 时开始下滑, 但残余酶活力仍

有 88%。 

由图 8 可以看出, 突变株 AT24 在其 适反应

温度(60 °C)条件下保温 60 min 后, 相对酶活力为

88%; 在 80 °C 保温 60 min 后仍具有 48%的酶活; 

而在 90 °C−100 °C 条件下处理 30 min 后, 酶活性

下降较快。由此结果可知, 在 60 °C−80 °C 的高温

环境下, 突变株 AT24 所产的木聚糖酶具有较好



912 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

的热稳定性, 基本符合实际制浆漂白工艺环境的

温度范围。 

由 图 9 可 以 看 出 , 突 变 株 AT22-2 在

50 °C−90 °C 范围内处理 60 min, 剩余酶活基本

保持在 80%以上, 而在 100 °C 温度条件下, 随着

处理时间的增加, 酶活性下降较快, 但在处理时

间为 30 min 时, 相对酶活力仍为 68%。此结果说

明, 在 50 °C−90 °C 温度范围内, 突变株 AT22-2

具有良好的热稳定性, 在实际制浆漂白工艺的

高温条件下仍以相对酶活高于 80%的能力发挥

作用。 
 

 
图 8  突变株 AT24 所产木聚糖酶的热稳定性分析 
Fig. 8  Thermostatbility of the xylanase from mutant 
AT24 
 

 
图 9  突变株 AT22-2 所产木聚糖酶的热稳定性分析 
Fig. 9  Thermostatbility of the xylanase from mutant 
AT22-2 

2.7  不同金属离子对木聚糖酶的活性影响 
金属离子对突变株 AT24 和 AT22-2 来源的木

聚糖酶活力的影响如表 2 所示。 

从表 2 中可以看出, 不同金属离子对来源于

突变株 AT24 和 AT22-2 的木聚糖酶的作用效果及

影响力的大小存在明显差异。Mn2+、Ba2+、Mg2+、

Cu2+、Co2+对来源于 AT24 的木聚糖酶具有激活作

用, 分别提高了 70.09%、44.65%、27.36%、42.25%
和 10.56%, 但对来源于 AT22-2 的木聚糖酶却具

有抑制作用。Na+对于来源于 AT22-2 的木聚糖酶

具有激活作用, 但对来源于 AT24 的木聚糖酶活

性有抑制作用; Al3+对于来源于两种突变株的木

聚糖酶均具有抑制作用, 但抑制作用的大小不

同, 对于来源于 AT24 的木聚糖酶, 酶活力降低

了 50.41%, 而对于来源于 AT22-2 的木聚糖酶, 
酶活只降低了 7.20%。 

3  讨论 

本研究利用常压室温等离子快速诱变绿色糖

单孢菌, 该方法的射流温度低、产生的等离子体 
 

表 2  金属离子对酶活力的影响 
Table 2  Effect of metal ions on xylanase activity  

相对酶活 
Relative activity (%) 离子 

Ions AT24 AT22-2 

None 100 100 

Mn2+ 170.09±2.9 75.52±1.2 

Ba2+ 144.65±2.0 73.12±3.2 

Fe3+ 79.36±3.2 79.84±3.6 

Zn2+ 68.80±3.1 77.44±4.4 

Mg2+ 127.36±2.7 66.87±3.9 

Cu2+ 142.25±4.9 90.88±1.9 

Co2+ 110.56±1.9 63.51±2.3 

Na+ 77.44±1.9 104.32±4.1 

Ca2+ 105.28±2.2 94.24±1.9 

K+ 126.40±3.2 101.92±1.2 

Al3+ 49.59±3.0 92.80±4.3 
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均匀、无需真空装置, 与传统诱变方法相比具有

操作简易、成本低、与生物大分子和细胞作用明

显等优点, 已成为快速突变微生物基因组的有效

方法。陈红歌等(2004)[19]利用紫外线对 Aspergillus 

niger M1 进行随机诱变, 筛选得到一株木聚糖酶

活力提高 30%的突变株 J506。Wu 等(2005)[20]通

过离子注入法对黑曲霉进行随机诱变, 得到一株

突变株 P602, 它的木聚糖酶活性较原始菌株提高

了 2 倍左右。等离子体对细菌细胞壁、细胞膜及

蛋白质等都有显著地作用效果, 能够使微生物细

胞壁和细胞膜的结构及通透性改变, 长时间处理

会使细胞壁部分或者完全破裂, 释放出细胞内蛋

白, 从而导致大部分微生物死亡。但部分经过等

离子体照射的微生物会通过自身的修复系统修复

存活, 并在这一个过程中使微生物基因序列及其

代谢网络显著变化, 终导致基因突变[21−22]。前

期的研究结果表明, ARTP 技术可以快速有效地

突变细菌、微藻、真菌、酵母等微生物[23−24]。本

文通过摇瓶发酵胞外酶活性测定的方法筛选得

到的两株木聚糖酶高产菌株 AT22-2 和 AT24, 当

诱导底物为麦草浆时它们产生的木聚糖酶活性

分别是原始菌株的 17 倍和 16 倍; 当底物为木聚

糖时 AT22-2 产生的木聚糖酶活性较原始菌株提

高了 8 倍, 但 AT24 产生的木聚糖酶活性很低, 甚

至低于原始菌株。这可能是由于突变株 AT24 经

过等离子体处理后其木聚糖酶基因或相应的调

控基因序列发生了变化。在自然条件下, 木聚糖

酶大部分属于诱导酶, 只有在合适的诱导物存在

的条件下, 微生物才会将较多的木聚糖酶蛋白分

泌到细胞外, 一般来讲木聚糖酶的诱导是复杂

的, 其诱导水平也因微生物的生理、生化特征不

同而相差较大。 

在纸浆蒸煮过程中, 木聚糖部分溶解、变性

并重新沉积在纤维表面上, 致使纸浆可漂性较

差, 所得漂白浆白度不高并且白度稳定性也较

差。在纸浆漂白前使用碱性木聚糖酶, 水解纤维

表面部分沉积的木聚糖, 这样增大了纸浆基质孔

隙, 使被困的可溶性木素释放出来, 使漂白药品

更直接的与木素反应而提高漂白效率[25]。葛本灵

(2010)[26]研究报道了碱性木聚糖酶在硫酸盐竹浆

漂白生产实践中的应用可以使漂白竹浆的质量

上升一个等级, 并提高漂白线的日生产量, 同时

漂白废水排放负荷降低。用于纸浆漂白的木聚糖

酶必须具有耐碱耐高温特点。本研究筛选得到的

两株突变株均具有良好的耐碱性, 突变株 AT24

的木聚糖酶与原始菌株相比有较好耐高温性质, 

但与突变株 AT22-2 相比其热稳定性要差些。结

果表明 , 突变株 AT22-2 与原始菌株和突变株

AT24 相比, 具有良好的耐热耐碱性, 在制浆造

纸、纺织等行业具有很好的应用前景。此外, 两

株突变株产生的木聚糖酶在耐高温、耐碱性方面

与原始菌株有大幅度提高, 这可能是由于等离子

体产生的活性粒子穿过细胞壁到达细胞内, 打断

基因、蛋白键等, 导致染色体重复、易位、倒位

或使 DNA 分子断裂、碱基缺失等多种生物学效

应, 在细胞自身修复过程中发生基因突变, 终

导致蛋白质空间结构的变化, 如热稳定结构域的

变化、二硫键的增加或减少等。 

不同金属离子对酶的活性有不同的作用, 具

体机制还有待进一步的研究。但可以推测那些对

酶活性有明显促进作用的金属离子可能是由于

它可与底物结合, 使其在酶反应中正确定向, 或

者它也可以与酶蛋白结合使酶稳定于催化活性

构象[27], 也可能是由于它可以影响酶与底物的结

合和解离状态; 而一些金属离子可形成金属离子

螯合物阻碍酶反应过程中某些中间体的形成从

而抑制酶的活性[28]。Taibi 等(2012)[29]从家禽堆肥

中筛选到一株生产耐高温木聚糖酶的放线菌

Cpt20, 在研究该酶性质时发现 Mn2+、Ca2+、Cu2+

对酶活性有促进作用, Mg2+对酶活有抑制作用; 
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Liu 等(2011)[30]筛选到一株木聚糖酶高产菌株, 

Cu2+对其分泌的木聚糖酶活性有抑制作用 , 但

Mn2+、Ca2+、Mg2+对其活性有不同程度的促进作

用。这说明同一金属离子对不同来源的木聚糖酶

有不同的作用。本研究中, 不同金属离子对来源

于突变株 AT24 和 AT22-2 的木聚糖酶的作用效果

及影响力的大小存在明显差异, 这可能也是由于

木聚糖酶蛋白的空间结构发生变化而导致的。 

本研究选择绿色糖单孢菌经过等离子体的轰

击下发生随机突变后, 筛选出的两株木聚糖酶高

产菌株在不同发酵培养基中产酶活性不同, 酶学

性质也存在差异, 这为今后进一步在分子水平上

研究木聚糖酶的耐热耐碱性机理提供了重要的

分析数据。 
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