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摘  要: 以茂源链轮丝菌(Streptoverticillium mobaraense) 03-10 为出发菌株, 采用一种新型的裸

露电极大气压辉光放电的冷等离子体技术对链霉菌孢子进行诱变。根据双层平板法菌落显色及

诱变处理后菌落形态差异快速筛选谷氨酰胺转胺酶高产突变株。突变率、正突变率分别达到

42.8%和 20.6%。最后复筛选育出具有较好遗传稳定性和形态稳定性的高产突变株 G2-1, 酶活达

到 2.73 U/mL, 比出发菌株提高了 82%。 
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Abstract: A novel mutation approach, namely, the atmospheric pressure glow discharge (APGD) 
plasma jet driven by a radio frequency (RF) power, was used to treat the spores of Streptoverticillium 
mobaraense 03-10 for the selection of transglutaminase (TGase) producer. The mutant with high TGase 
production was quickly screened according to the formation of color on the double-layered plate and the 
different appearances of colonies. The total mutation rate was over 42.8% and the positive mutant rate 
was 20.6%. The obtained mutant G2-1 has good genetic and morphological stability and TGase activity 
reached 2.73 U/mL, which was higher 82% than that of original strain. 

Keywords: Atmospheric pressure glow discharge plasma, Transglutaminase, Streptoverticillium mo-
baraense, Color-forming 
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微生物谷氨酰胺转胺酶(蛋白质-谷氨酸-谷氨酰

胺转胺酶, Microbial Transglutaminase, EC21312113, 
简称 MTGase)是一种催化酰基转移反应的转移酶。

它能催化蛋白质分子内、分子间发生交联、蛋白质

和氨基酸之间的连接以及蛋白质分子内谷氨酰胺基

的水解反应, 从而直接改变蛋白质本身以及蛋白质

所附着的细胞、组织等的结构与功能特性, 提高蛋

白质的营养价值。因此, MTGase 在食品、纺织、生

物制药等领域有着广泛的应用前景[1−3]。 
由于 MTGase 特殊的催化特性, 设计一种高效

的初筛方法成为筛菌工作的关键且面临着极大的挑

战。有关设计筛选高产 MTGase 菌株的研究很多, 主

要是通过液体培养产酶菌对蛋白质的交联絮凝沉淀

或菌落形态与产酶关联或直接液体发酵来筛选[4−7]。

本研究依据 S. mobaraense 在固体培养基中分泌产酶

的特性以及酶的催化特性, 设计双层平板法显色来

反映平板上菌落产酶水平, 用于 MTGase 高产菌株

筛选, 并探讨了该方法的可行性, 为高效和定向选

育 MTGase 高产菌株奠定了坚实基础。 
同时, 本研究利用一种新型诱变技术——大气

压 辉 光 放 电 (APGD)低 温 等 离 子 体 技 术 对 S. mo-
baraense 进行诱变处理, 以获得 MTGase 的高产菌

株。近期研究表明, 大气压低温等离子体是一种新

型等离子体源 , 所产生的等离子体具有气体温度

低、电子温度高的非平衡特性以及活性粒子浓度高

的特点, 能作用于微生物的遗传物质, 使其在短时

间内致畸突变[8]。由于等离子体温度低, 不会对菌种

造成热损伤, 而活性粒子浓度高则可以产生明显的

诱变效果, 因此可以用于诱变育种。该方法首次应

用在 Streptomyces avermitilis 的选育中[9], 取得了较

好的效果。本研究应用大气压低温等离子体育种装

置进行诱变 [10], 与低气压低温等离子体相比, 此装

置产生的大气压低温等离子体源, 由于不需要真空

腔及相应的辅助输运设备, 因而具有成本低、体积

小、操作简便、安全性高、对人体无副作用、对环

境无污染等优点。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
茂 源 链轮 丝菌 (Streptoverticillium mobaraense) 

03-10 (实验室保藏编号)。 

1.2  培养基 
1.2.1  斜面培养基(g/L): 麦芽粉(Difco) 3, 葡萄糖

4, 酵母膏 4, 琼脂粉 20, pH 7.0。 
1.2.2  孢子萌发培养基: 2XYT 培养基[11]。 
1.2.3  稀释液: 同 1.2.2。 
1.2.4  种子培养基(g/L): 甘油 20, 蛋白胨 20, 酵母

膏 5, MgSO4·7H2O 2, K2HPO4 2, KH2PO4 2, pH 7.0。 
1.2.5  发酵培养基(g/L): 甘油 20, 蛋白胨 20, 酵母

膏 5, 大豆粉 15, K2HPO4 4, MgSO4·7H2O 2, CaCO3 5, 
pH 7.4。 

1.3  主要试剂 
α-N-Carbobenzyloxy-Glutamine-Glycine (α-N- 

CBZ-GLN-GLY)和 L-谷氨酸-γ-单羟胺酸(HCA)均购

自 Sigma 公司; 谷胱甘肽(还原型)购自华美生物公

司; 固体培养基用的蛋白胨、麦芽粉、酵母粉均购

自美国 BD 公司; 蛋白胨为海豚牌食品级蛋白胨(酶
解蛋白胨), 购自上海食肉类有限公司; 酵母膏购自

广东一品鲜生物科技有限公司; 大豆粉购自北京康

明威培养基技术有限责任公司; 其余试剂均为国产

分析级纯。 

1.4  方法 
1.4.1  谷氨酰胺转胺酶酶活测定 : 比色法测定酶

活[12], 以 α-N-CBZ-GLN-GLY 为作用底物, L-谷氨酸- 
γ-单羟胺酸做标准曲线。1 个单位谷氨酰胺转胺酶酶

活定义为 : 37°C 时每分钟催化形成 1 μmol L-谷氨

酸-γ-单羟胺酸的酶量(U/mL)。酶活测定条件: 37°C
反应 10 min。酶催化反应方程式如图 1 所示。 
1.4.2  出发菌株准备: 将菌种从安培管中转接入茄

子瓶斜面培养基上, 置于 32°C 培养 7 d, 传 1 代活化。 
1.4.3  孢子悬液的制备 : 用接种铲刮茄子瓶菌苔

1/4 左右于装有 20 mL 无菌水和 20 颗玻璃珠的

250 mL 三角瓶中, 200 r/min、32°C 振荡 30 min, 经

3 层灭菌擦镜纸过滤即得孢子悬液。 
1.4.4  诱变前培养: 10 mL 孢子悬液接种于装有

25 mL 孢子萌发培养基 250 mL 三角瓶中, 200 r/min、

32°C 培养 3 h。 
1.4.5  双层平板法显色实验 : 在涂有孢子稀释液

32°C 培养 6 d 的斜面培养基平板上, 倒入 10 mL 冷却

至 50°C 左右的上层培养基。待一定时间后, 均匀覆

盖 2.8 mL 显色剂显色(显色剂的量保证在反应中过

量且能覆盖整个平板)。显色反应为: 100 mg 的底物[13] 
α-N-CBZ-GLN-GLY 溶解于 2 mL 0.2 mol/L 的

NaOH 溶液中, 加入 0.2 mol/L pH 6.0 的 Tris-HCl
缓 冲 液 4 mL, 0.1 mol/L 羟 胺 2 mL, 0.01 mol/L 的

还原型谷胱甘肽 2 mL, 并调节 pH 至 6.0。
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图 1  酶催化反应方程式 

Fig. 1  Enzymatic reaction equation 
 

上层培养基: 0.1%琼脂, 一定量底物, 0.2 mol/L 
Tris-HCl (pH 6.0)缓冲液, 总体积 10 mL, 底物待琼

脂培养基冷却至 50°C 左右经过 0.22 µm 针头式过滤

器(水系)过滤后加入。 
显色剂: 0.2 mol/L Tris-HCl (pH 6.0)缓冲液: 5% 

FeCl3:水 = 1:1:1 混合, 经 0.22 µm 针头式过滤器(水
系)过滤。 
1.4.6  RF APGD 等离子体诱变方法: 大气压低温

等离子体诱变育种装置[14]及操作方法[9], 本研究采

用高纯氦气作为等离子体的工作气体 , 电源功率

40 W, 照射距离 2 mm, 等离子体的温度 < 40°C, 
气流量 12.5 L/min, 处理菌液 10 µL。孢子前培养液

稀释至适当倍数(实验以 106−107 为宜，浓度用 CFU
法确认)[9], 进行等离子体照射, 选择照射时间 1、2、

3、4、5、6 min。 
1.4.7  初筛: 每个实验平板采用双层平板法初筛 , 
加入显色剂观察显色变化。挑出所需要的菌落保藏

斜面试管, 32°C 培养 7 d, 接种一环生长良好的斜面

培养物至装有 25 mL 发酵培养基 250 mL 的三角瓶

中, 200 r/min、32°C 培养 45 h, 发酵液于 8000 r/min
离心 4 min, 取上清液测酶活。 
1.4.8  复筛 : 接种一环生长良好的初筛斜面培养

物至装有 100 mL 种子培养基的 500 mL 三角瓶中, 
200 r/min、32°C 培养 24 h, 按 10%的接种量接种于

发酵培养基中, 培养测定条件同初筛。 

1.4.9  遗传稳定性和形态稳定性实验: 将复筛所得

的高产突变株每 7 d 传代 1 次, 连续 6 代, 摇瓶发酵

测定酶活(方法同复筛), 并将新传代的斜面制备孢

子悬液, 稀释涂布斜面培养基平板, 32°C 培养 6 d, 

得到菌落数在 10 个左右的平板 10 个, 观察菌落形

态变化。 

2  结果与分析 

2.1  出发菌株双层平板法实验验证 
2.1.1  上层培养基中底物量的确定: 在有关产酶机

理的研究中指出, 在链霉菌中 TGase 是以酶原形式

分泌到胞外 , 并在自身蛋白酶作用下活化为成熟

酶 [15]。关于 TGase 固体培养中活化过程的研究结果

表明: TGase 在营养菌丝的生长阶段并不分泌, 而是

在分化形成气生菌丝时才开始分泌和活化, 并在形

成孢子后停止酶原的活化过程[16]。本研究中基于上

述理论, 设计双层平板法, 即选择菌落培养至处于

气生菌丝生长阶段的平板, 加上含有酶作用底物的

上层培养基, 并通过添加显色剂显色来反映单菌落

产酶水平, 显色反应式见图 1。 

首先考察上层培养基中不同底物添加量对出发

菌株菌落显色的影响, 选择单菌落数在 15−20 个之

间的平板作为实验平板, 倒入上层培养基, 32°C 培

养 12 h 后, 加入显色剂。结果如图 2 所示。 
 

 
图 2  不同底物添加量平板显色图 

Fig. 2  The images of the plates after the addition of different doses of substrate 
注: I、II、III、IV、V 底物添加量分别为 0、0.2、0.4、0.6 和 1 mL. 
Note: The substrate dose in I, II, III, IV, V was 0, 0.2, 0.4, 0.6 and 1 mL, respectively. 
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由图 2 可知: 随着底物添加量的增加, 在平板

上逐渐显现出肉眼可见的红色现象, 说明本实验设

计的双层平板法能够直观快速地反映出菌株的产酶

特性; 同时底物添加量有一临界点, 低于一定的量

肉眼观察显色不明显, 考虑成本, 在后面研究中选

择底物添加量为 500 µL; 第 III 个平板中黑色箭头

标示出的两个菌落 , 为出发菌株在传代中自然突

变产生的光秃型, 没有显色现象, 同时摇瓶发酵验

证两株菌不产酶, 这说明该方法可以用于产酶菌株

的筛选。 

2.1.2  出发菌株显色时间的确定: 确定出发菌株显

色所需的底物添加量(500 µL)后, 进一步考察了在

固定的培养时间(6 d)和显色剂的量(2.8 mL)时, 出

发菌株分泌的酶量能够催化生成足够肉眼可见的红

色络合物所需要的时间。 

为确定出发菌株显色时间 , 选择单菌落数在

15−20 个之间的 6 个平板作为实验平板, 待上层培

养基凝固后立即添加显色剂, 32°C 放置不同时间后, 

观察显色现象出现的情况, 如表 1 所示。 
 

表 1  平板上显色结果 
Table 1  The result of color reaction on plate 

时间 
Time (h) 

0 2 4 6 8 10 12 

显色 
Color reaction 

− − − + ++ +++ ++++

注: +: 显红色, “+”越多表示红色越深; −: 无显色现象. 
Notes: +: Red color, the more “+”, the deeper color; −: No color 
reaction. 

 
从表 1 可知: 出发菌株显色的临界时间为 6 h, 

添加上层培养基和显色剂后, 培养时间低于 6 h 时

无显色现象。由以上结论, 在筛选突变体产酶菌株

中, 可以按照如图 3 所示的模型图指示的原理进行

突变株的筛选, 即当含有突变体菌落的实验平板在

培养时间、上层培养基中底物量以及显色剂量均与

出发菌株实验平板相同的情况下, 菌落显色时间先

于出发菌株, 且在出发菌株显色的时间点颜色深于

出发菌株, 说明该突变株达到与出发菌株相同酶量

所需的时间短, 产酶能力高于出发菌株, 能够初步

判断为正突变菌株。但由于颜色的时间判断不能排

除主观误差, 不能得出最后的准确酶活高低, 该方

法能用于初筛。 

 

 

图 3  双层平板法用于突变株筛选的原理模型图 
Fig. 3  The double-layered plate model for the screening of 
mutant 

 
2.2  RF APGD 等离子体诱变育种 
2.2.1  RF APGD 等离子体照射剂量的确定: 出发

菌株前培养液经不同时间照射后, 用稀释液进行梯

度稀释, 然后涂布于斜面培养基平板, 培养 6 d, 不

经过照射处理的对照组孢子悬液以同样方法过程进

行, 用于计算致死率和形态突变率 [5]。根据致死率

(%) = 100 × (对照组每 mL 活菌数−诱变组每 mL 活

菌数)/对照组每 mL 活菌数, 得到每个照射时间下的

致死率, 如图 4 所示; 根据形态突变率(%) = 100 × 

(诱变涂布平板的形态突变菌落/诱变涂布平板的总

菌落 ), 本研究对菌落形态突变的定义为 : 菌落表

面凹凸或褶皱形成纹理或颜色不同于出发菌株的

情况, 计算得到每个照射时间下的形态突变率, 如

图 5 所示。 
 

 

图 4  不同照射时间下的致死率曲线 
Fig. 4  Influence of exposure time on the lethality rate 

 
由图 4 可知, 等离子体对实验菌株的致死率之

间存在着明显的剂量效应关系, 随着照射时间的延

长, 致死率逐渐增加, 当照射时间达到 6 min 时, 致

死率达到 100%; 由图 5 可知, 形态突变率随着照射

时间的增加而提高, 当达到 4 min 时达到最大, 延长
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照射时间, 突变率反而下降。通过以上研究结果可

以得出: RF APGD 等离子体照射剂量-存活率-形态

突率三者的最佳结合点为 4 min, 本研究选择 4 min
的剂量为诱变剂量。 
 

 

图 5  不同照射时间下的形态突变率曲线 
Fig. 5  Influence of exposure time on the morphology mu-
tation rate 

2.2.2  RF APGD 等离子体照射处理后菌落形态: 
对出发菌株进行 RF APGD 等离子体诱变, 照射时间

4 min, 斜面培养基平板培养 6 d, 250 个单菌落生长

在 30 个平板上(平均每个平板菌落数在 8−12 之间), 
大约有 100 个单菌落形态发生了突变, 将形态突变

的菌落分为 14 类(代号为 G1−G14), 其他与出发菌

株形态相同的菌落代号为 G15, 每一类形态挑选一

株典型菌落代表, 各形态特征如图 6 所示。代号为

G15, 与出发菌株形态同 , 呈馒头型 , 表面没有褶

皱, 白色; 代号为 G1、G2、G4、G5、G6、G8、G9、

G10、G11、G12、G13、G14 与出发菌株形态相比, 表

面凹凸或形成褶皱不同 ; 代号为 G3, 菌落中心凹

陷, 菌落表面气生菌丝略呈黄色; 代号为 G7, 菌落

中心呈黄绿色, 略有褶皱。 

2.2.3  诱变初筛结果: 首先利用双层平板法对 30 个

平板上 250 个单菌落进行初筛, 待上层培养基凝固

后立即添加显色剂, 32°C 培养, 每隔 2 h 观察平板显

色情况, 结果如表 2 所示。 
 

 

图 6  RF APGD 等离子体诱变后的典型菌落形态特征 
Fig. 6  Typical images of the colonies after treated by RF APGD plasma jet 

注: G1−G14 为形态与出发菌株不同的典型菌落代表; G15 为与出发菌落形态相同菌落代表; 所有的菌落形态来自于等离子体照射孢子

液, 涂布后 32°C 生长 6 d 的平板。各菌落实际直径: G1: 2 cm; G2: 9.3 mm; G3: 8 mm; G4: 9 mm; G5: 8.5 mm; G6: 8.5 mm; G7: 6.5 mm; 
G8: 5.5 mm; G9: 8.5 mm; G10: 8 mm; G11: 8 mm; G12: 7.5 mm; G13: 6 mm; G14: 7 mm; G15: 5 mm−7 mm. 
Notes: G1−G14, the selected mutants had clearly different morphology compared with the original strain; G15, the selected colony had an 
appearance similarity to the original strain. All pictures were obtained after treated spores plate had been cultivated for 6 days at 32°C. The 
exact diameter of the colonies: G1: 2 cm; G2: 9.3 mm; G3: 8 mm; G4: 9 mm; G5: 8.5 mm; G6: 8.5 mm; G7: 6.5 mm; G8: 5.5 mm; G9: 
8.5 mm; G10: 8 mm; G11: 8 mm; G12: 7.5 mm; G13: 6 mm; G14: 7 mm; G15: 5 mm−7 mm. 
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由表 2 可知: 菌落形态为代号 G2、G4、G6、

G10 的突变株 4 h 显色, 菌落形态为代号 G1、G5、

G14、G15 的突变株 6 h 显色, 菌落形态为代号 G3

的突变株 10 h 显色, 且均随着时间延长至 12 h, 显

色没有减弱, 其他形态菌落到 12 h 无显色现象。由

于出发菌株显色时间为 6 h, 因此可以初步判断菌落

形态如代号 G2、G4、G6、G10 为正突变形态, 菌落

形态如代号 G3、G7、G8、G9、G11、G12、G13 为

负突变形态。 

为了进一步验证, 12 h 内显色菌落进行编号保

藏斜面试管, 任意挑选其中每一代号形态菌落斜面

试管两株, 分别编号为 Gm-1、Gm-2 (m 显色菌落分

类代号), “W”表示出发菌株 , 进行摇瓶初筛 , 结果

如图 7 所示。

 
表 2  双层平板初筛显色结果 

Table 2  The result of color reaction with double-layered plate screening 

Time (h) 菌落编号 
No. of colony 

菌落数量 
Colony number 2 4 6 8 10 12 

G1 4 − − + ++ +++ ++++ 

G2 7 − + ++ +++ ++++ +++++ 

G3 3 − − − − + ++ 

G4 5 − + ++ +++ ++++ +++++ 

G5 3 − − + ++ +++ ++++ 

G6 4 − + ++ +++ ++++ +++++ 

G7 6 − − − − − − 

G8 4 − − − − − − 

G9 2 − − − − − − 

G10 6 − + ++ +++ ++++ +++++ 

G11 3 − − − − − − 

G12 3 − − − − − − 

G13 3 − − − − − − 

G14 54 − − + ++ +++ ++++ 

G15 143 − − + ++ +++ ++++ 

注: +: 显红色, “+”越多表示红色越深; −: 无显色现象. 
Notes: +: Red color, the more “+”, the deeper color; −: No color reaction. 

 

 

图 7  显色菌落的摇瓶初筛结果 
Fig. 7  The primary screening results of shaker culture 
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由以上选择的 18 株菌和出发菌株的摇瓶初筛

结果, 进一步确定了菌落形态如代号 G2、G4、G6、

G10 形态的菌株为正突变菌株(相对酶活 > 105%), 
根据平板上各类形态菌落的数量(表 2 所示), 得出

总突变率和正突变率 [9]: 总突变率  = 形态突变菌

落数/总菌落数 = (250−143)/250 = 42.8%,  
正突变率 = 正突变的菌落数/总突变菌落数 = 

22/(250−143) = 20.6%。 
2.2.4  复筛结果 : 由初筛结果确定了正突变株形

态 , 对正突变菌株进行编号 , 然后复筛 , 得到最高

酶活的 3 株菌, 结果如表 3 所示。 
 

表 3  复筛结果 
Table 3  The result of second screening 

菌株编号 
The No. of colony 

W G2-1 G4-3 G6-3 

酶活 
MTGase (U/mL) 

1.50 ± 0.03 2.73 ± 0.09 2.55 ± 0.13 2.97 ± 0.12

 
由表 3 得: 突变株 G2-1、G4-3、G6-3, 比出发

菌株酶活分别提高了 82%、70%、98%。 

2.3  诱变菌株的遗传稳定性和形态稳定性验证 
筛选到的链霉菌突变株除了遗传稳定性外, 同

时存在着自然分化的现象, 主要是由于链霉菌细胞

是多核单细胞, 且对于诱变选育的突变体在传代中

可能会出现表型延迟现象, 这样就会出现不纯菌落, 
这些不稳定性的存在, 会导致筛选到的高产菌株经

传代后很快出现生产性状“衰退”[17]。因此, 对筛选

到的 3 株高产突变株 G2-1、G4-3、G6-3 进行遗传稳

定性和形态稳定性的验证, 结果分别如图 8、9 和

10 所示。 

经过连续传代 6 次, 突变株 G2-1、G4-3、G6-3

酶活分别下降 2.2%、2.9%、9.7%, 菌落形态突变分

别下降 4.0%、4.2%、15.8%, 相比于菌株 G4-3 和

G6-3，G2-1 有较高的酶活, 且具有良好的遗传稳定

性和形态稳定性。 

3  结论 

本 研 究 采 用 一 种 新 型 的 诱 变 育 种 手 段 大 气

压辉光放电低温等离子体作用于处于活化状态的

S. mobaraense 03-10 的孢子, 筛选 MTGase 高产菌

株, 这种诱变方法在 MTGase 菌株选育中首次应用, 

取得了很好的效果, 筛选到了比出发菌株酶活提高

82%的突变株 G2-1, 并通过传代实验验证了该菌株 

 
图 8  G2-1 的遗传和形态稳定性 
Fig. 8  Genetic and morphological stability of mutant 
strain G2-1 
注: 本研究中相对形态比率指的是考察的 10 个平板上(每个平板

单菌落数 10 个左右), 具有该菌落形态的菌落数在总菌落数中所

占的百分数. 下同. 
Note: In this work, the relative morphology rate refers to the 
percentage of the colonies with targeted morphology in the total 
colonies. Same below. 
 

 

图 9  G4-3 的遗传和形态稳定性 
Fig. 9  Genetic and morphological stability of mutant 
strain G4-3 
 
具有良好的遗传稳定性和形态稳定性。证明了大气

压辉光放电低温等离子体技术在微生物育种中切实

可行, 为诱变选育改善微生物的生产能力提供了一

条新的途径。 
有研究表明: RF APGD 能够以一种独特的机制

破坏单核苷酸的磷酸二酯键, 依据核苷酸序列不同

将寡核苷酸降解成不同的小片段[8]。在放线菌中, 形

态的多样性反映了基因型的多样性[18], 关于放线菌

产 MTGase 的研究中也指出: 菌落形态与产酶之间

存在着一定的相关性[5,19]。本研究利用 RF APGD 处 
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图 10  G6-3 的遗传和形态稳定性 
Fig. 10  Genetic and morphological stability of mutant 
strain G6-3 
 
理 S. mobaraense 03-10 孢子液, 培养获得了具有不

同表型的突变株, 通过比较不同形态的突变株与出

发菌株的产酶能力, 确定了正突变株的形态, 简化

了筛选过程, 提高了筛选效率。  
另外 , 在建立筛选 MTGase 高产菌株方法上 , 

设计双层平板法比较突变菌株与出发菌株显色差异

进行初筛, 在本研究中得到了很好的应用, 并验证

了该方法的有效性, 为定向选育 MTGase 高产菌株

提供了指导; 与常用的液体培养筛选 MTGase 高产

菌株方法相比较, 由于在双层平板法的设计中, 上

层培养基是在底层平板菌落未形成孢子时倒入, 不

会造成污染, 能够固定菌落, 且通过显色差异进行

筛选, 直观、灵敏、简便; 而且, 本研究中设计的双

层平板法, 首次利用菌株生长分化与产酶关系, 将

生长与产酶相结合用于突变体菌株的筛选过程中 , 
为定向筛选突变体酶提供了新思路和新方法。 
致谢: 清华大学化工学院邢新会教授、金丽华老师, 
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