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暋暋摘暋要暋目的暋以粗毛栓菌斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆为出发菌株进行原生质体的斦斨诱变棳以期获得漆酶高

产菌株暎方法暋优化粗毛栓菌斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆原生质体的制备方法棳并摸索该菌株紫外诱变条件暎结果

暋 筛选出棽株漆酶高产菌株斒斖灢椃棸斢棾和斒斖灢椃棸斢椄棳分别是出发菌株斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆漆酶产量的椆棾棶椀椃倍

和棽椀椃棶棽棿倍暎结论暋原生质体紫外诱变是粗毛拴菌获得漆酶高产菌株的有效方法暎

关键词暋漆酶椈粗毛拴菌椈原生质体椈紫外诱变
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暋暋 漆 酶 作 为 一 种 环 保 型 酵 素 棳在 有 机 物 合 成 暍造

纸 业 废 液 的 处 理 及 纸 浆 的 漂 白 等 方 面 具 有 很 高 的

应 用 价 值 椲棻椵暎 在 自 然 界 中 棳粗 毛 栓 菌 是 重 要 的 产 漆

酶 菌 株 椲棽灢棾椵暎 前 期 研 究 表 明 粗 毛 栓 菌 斣旘斸旐斿旚斿旙

旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 能 够 高 效 合 成 非 典 型 漆 酶 棳该 漆 酶 表

现 出 比 普 通 漆 酶 应 用 前 景 更 好 的 特 征 棳如 热 稳 定

性 高 棳最 适 旔斎 值 偏 低 棳能 够 在 不 存 在 介 体 的 情 况

下 氧 化 甲 基 红 和 茜 素 红 等 椲棿灢椂椵暎 然 而 棳该 菌 漆 酶 产

量 较 低 棳远 达 不 到 工 业 要 求 棳因 此 棳对 其 进 行 基 因

突 变 改 良 成 为 一 种 必 然 要 求 暎 然 而 棳该 菌 无 性 阶

段 为 多 核 菌 丝 体 棳不 能 形 成 分 生 孢 子 棳有 性 孢 子 的

获 得 条 件 高 暍周 期 长 椲椃椵棳因 此 棳为 单 基 因 型 细 胞 进 行

菌 株 的 基 因 突 变 改 良 则 宜 选 择 单 核 的 原 生 质 体 暎

本 文 以 粗 毛 栓 菌 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 为 出 发 菌

株 棳对 原 生 质 体 的 制 备 方 法 进 行 优 化 棳并 通 过 国 内

外 广 泛 采 用 的 紫 外 诱 变 方 法 获 得 漆 酶 高 产 菌 株 棳

为 进 一 步 构 建 非 典 型 漆 酶 工 程 菌 提 供 出 发 菌 株 暎

棻暋材料和方法

棻棶棻暋材料

本 实 验 所 用 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆棬斆斍斖斆斆

斘旓棶棽棿棽棽棭为 山 东 大 学 微 生 物 国 家 重 点 实 验 室 惠

赠 暎

培 养 基 椇斝斈斄 固 体 培 养 基 椈斝斈斄 液 体 培 养 基 椈

液 体 菌 丝 生 长 培 养 基 棬液 体 斝斈斄 另 加 数 十 颗 直 径

为 椀旐旐 的 玻 璃 球 棭椈上 层 软 洋 菜 培 养 基 棬马 铃 薯 汁

棽棸棩棳葡 萄 糖 棸棶椀棩棳琼 脂 棽棩棳旔斎 自 然 值 棭暎

试 剂 椇棸棶椄斖 斖旂斢斚棿 溶 液 棬由 旔斎椃棶棿 磷 酸 缓 冲

液 制 备 棭椈棸棶椄旐旓旍棷斕斢旓旘斺旈旚旓旍 溶 液 棬斢旓旘斺旈旚旓旍棻棶

棽斖棳斆斸斆旍棽棸棶棸椀斖棳斣旘旈旙棶斆斆旔斎椃棶椀棸棶棸棻斖棭椈毬灢葡

聚 糖 酶 棬斍旍旛斻斸旑斸旙斿旙旓旍斸旘斺旈旓 公 司 棭椈蜗 牛 酶 棬上 海 源

椂棸棻
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叶 生 物 科 技 有 限 公 司 棭椈斄斅斣斢棬成 都 艾 科 达 化 学

试 剂 有 限 公 司 棭暎

棻棶棽暋方法

棻棶棽棶棻暋 原 生 质 体 的 制 备 暋 将 新 鲜 活 化 的 菌 株 转

接 液 体 菌 丝 生 长 培 养 基 棳棾棸曟棳棻棽棸旘旔旐 培 养 椀椄暙

椂棸旇棳用 无 菌 纱 布 过 滤 棳收 集 菌 丝 体 棳先 无 菌 水 洗 涤

棾 次 棳后 棸棶椄斖 的 斖旂斢斚棿 溶 液 洗 涤 棻 次 暎 将 菌 体

均 分 于 椂 个 无 菌 三 角 瓶 中 棳分 别 加 入 以 斖旂斢斚棿 溶

液 为 溶 剂 配 置 的 椂 种 酶 解 液 棬棻棩 蜗 牛 酶 溶 液 椈棸棶

椀棩 蜗 牛 酶 棲棸棶椀棩毬灢葡 聚 糖 酶 溶 液 椈棻棩毬灢葡 聚 糖

酶 溶 液 椈棽棩 蜗 牛 酶 溶 液 椈棻棩 蜗 牛 酶 棲棻棩毬灢葡 聚

糖 酶 溶 液 椈棽棩 毬灢葡 聚 糖 酶 溶 液 棭暎 酶 解 液 震 荡

棾棸曟棳棻棽棸旘旔旐棳暳棿棸 显 微 镜 下 间 断 性 观 察 原 生 质

体 的 释 放 情 况 暎 待 酶 解 充 分 后 棳加 入 等 体 积 的

斢旓旘斺旈旚旓旍溶 液 暎椄 层 纱 布 过 滤 即 可 得 到 去 除 菌 丝 片

段 的 纯 化 原 生 质 体 暎

棻棶棽棶棽暋 原 生 质 体 的 再 生 及 紫 外 诱 变 暋 血 球 计 数

板 计 算 原 生 质 体 数 量 棳并 用 斢旓旘斺旈旚旓旍溶 液 将 原 生 质

体 稀 释 到 一 定 浓 度 棳将 稀 释 的 溶 液 分 成 椂 份 棳以 其

中 以 一 份 进 行 原 生 质 体 再 生 实 验 棳不 进 行 紫 外 照

射 椈其 它 椀 份 分 别 进 行 棿棸暍椀棸暍椂棸暍椃棸暍椄棸旙 紫 外 照

射 棳照 射 后 进 行 棻棸旐旈旑 暗 处 理 暎 分 别 取 棿棸棸毺斕 原

生 质 体 溶 液 与 棻旐旍 的 上 层 软 洋 菜 培 养 基 混 合 均

匀 棳平 铺 于 固 体 斝斈斄 平 板 上 棳棾棸曟 培 养 椀斾暎 根 据

斝斈斄 平 板 上 单 菌 落 的 生 成 情 况 计 算 原 生 质 体 再 生

率 及 原 生 质 体 紫 外 诱 变 致 死 率 暎

暋 再 生 率 棬棩棭椊斄棷毩暳棻棸棸棩 致 死 率 棬棩棭

椊棬斄棴斅棭棷斄暳棻棸棸棩

注椇斄灢每份棿棸棸毺斕稀释后原生质体溶液在再生

培养基上生长的菌落数椈毩灢血球计数板计算求得

的每份棿棸棸毺斕稀释后溶液中原生质体数椈斅灢每

份样品经紫外照射后在再生培养基上生长的菌

落数暎

棻棶棽棶棾暋斦斨 诱 变 菌 株 漆 酶 活 性 和 胞 外 总 蛋 白 的 测

定 暋 选 取 紫 外 诱 变 平 板 单 菌 落 至 斝斈斄 固 体 平 板 棳

棾棸曟棳培 养 椀斾 后 用 无 菌 打 孔 器 转 接 至 棻棸棸旐旍液 体

斝斈斄 培 养 基 棳棾棸曟棳棻棽棸旘旔旐棳培 养 棾斾 后 棳每 隔

棽棿旇棳离 心 取 上 清 暎 以 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 为 对

照 棳进 行 粗 酶 液 漆 酶 活 力 和 总 蛋 白 的 测 定 棳连 续 测

定 椀斾暎 每 个 菌 株 各 做 棾 个 重 复 棳共 完 成 棾 次 平 行

实 验 暎 上 清 总 蛋 白 的 测 定 使 用 斊旓旍旈旑 酚 法 椇取

棾棸棸毺斕 上 清 棳加 入 棿旐旍棿棩 斘斸斆斚棾 和 棸棶椀旐旍旀旓旍旈旑

酚 溶 液 棾椃曟 静 置 椂棸旐旈旑 后 测 斚斈椀棸棸暎 漆 酶 活 性 测

定 是 采 用 斄斅斣斢 法 椇将 上 清 适 当 稀 释 后 取 棾棸毺斕 加

入 棽棶椆旐旍棸棶棻斖 醋 酸 缓 冲 液 和 椃椀毺斕棽棸斖 斄斅斣斢

溶 液 棳棾椃曟 静 置 棾棸旐旈旑 后 测 斚斈棿棽棸
椲椄椵暎

棽暋结果

棽棶棻原生质体制备的酶解条件

酶 解 液 的 浓 度 暍配 比 和 酶 解 时 间 是 影 响 原 生

质 体 制 备 的 重 要 因 素 暎 白 腐 真 菌 以 混 合 酶 液 棬棻棩

蜗 牛 酶 棲棸棶椀棩毬灢葡 聚 糖 酶 棭酶 解 效 果 最 好 棳棽棩 蜗

牛 酶 次 之 棳以 酶 解 棿旇 为 最 佳 酶 解 时 间 棳结 果 见 表

棻暍图 棻暎

表棻暋酶解液的浓度及配比对原生质体形成数的影响

酶解液的浓度及配比 原生质体数量棷暳棻棸椀个暏 旐旍棴棻

棻棩蜗牛酶 棿棶椄

棸棶椀棩蜗牛酶棲棸棶椀棩毬灢葡聚糖酶 椀棶椂

棻棩毬灢葡聚糖酶 棽棶椃

棽棩蜗牛酶 椂棶椄

棻棩蜗牛酶棲棻棩毬灢葡聚糖酶 椄棶棸

棽棩毬灢葡聚糖酶 棿棶椀

图棻暋酶解时间对原生质体形成数和再生率的影响

棽棶棽暋原生质体的紫外诱变

将 稀 释 一 定 浓 度 的 原 生 质 体 在 发 光 稳 定 波 长

棽椀棿旑旐棳棻椀斪 紫 外 灯 下 距 离 棾棸斻旐 处 对 原 生 质 体 分

别 进 行 了 棿棸暍椀棸暍椂棸暍椃棸暍椄棸旙 的 紫 外 灯 照 射 棳照 射 后

分 别 进 行 棻棸旐旈旑 暗 处 理 棳棾棸曟 培 养 椀斾暎 根 据 斝斈斄

平 板 上 单 菌 落 的 生 成 情 况 计 算 原 生 质 体 紫 外 诱 变

致 死 率 暎 结 果 见 表 棽暎

表棽暋不同紫外照射时间对原生质体致死率的影响

诱变时间棷旙
未经照射的平板长
出的菌落数棬个棭

经照射的平板长
出的菌落数棬个棭

致死率棷棩

棿棸 棻棻椀 椄棸 棾棸棶棿棾

椀棸 棻棻椀 棿棿 椂棻棶椃棾

椂棸 棻棻椀 棾椀 椂椆棶椀椂

椃棸 棻棻椀 棽椀 椃椄棶棽椂
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棽棶棾暋诱变菌株的功能检测

挑 取 椃棸旙 诱 变 平 板 上 的 棻椄 个 分 离 暍生 长 状 态

良 好 的 单 菌 落 棳培 养 发 酵 暎 发 酵 棾斾 后 棳每 隔 棽棿旇 测

定 各 菌 株 漆 酶 活 力 棳同 时 棳为 检 测 诱 变 对 菌 体 生 长

情 况 的 影 响 棳我 们 同 时 检 测 了 上 清 发 酵 液 的 总 蛋

白 活 力 棳用 以 监 测 菌 株 的 生 长 状 况 暎 最 终 以 出 发

菌 株 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 为 对 照 从 中 挑 选 椀 株

漆 酶 活 力 有 明 显 变 化 的 菌 株 暎 对 于 诱 变 的 菌 株 棳

其 遗 传 稳 定 性 有 极 其 重 要 的 作 用 棳为 此 将 筛 选 到

的 诱 变 菌 株 进 行 棾 次 连 续 传 代 培 养 并 进 行 发 酵 检

测 暎 由 表 棾 与 图 棽 结 果 最 终 确 定 诱 变 菌 株 斒斖灢

椃棸斢棾 和 斒斖灢椃棸斢椄 为 漆 酶 活 力 提 高 稳 定 菌 株 暎

表棾暋诱变菌株漆酶的分泌活性和上清中总蛋白分析

斒斖灢椃棸斢棾 斒斖灢椃棸斢椄 旍旂灢椆
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比值曺 棾椆棶椀棽 棸棶棿棽 椆棾棶椀椃 椄棸棶棾椄 棸棶棾棻 棽椀椃棶棽棿

暋暋注椇椲棻椵漆酶活力 棬斚斈棿棽棸棭椈椲棽椵上清总蛋白活力 棬斚斈椀棸棸棭椈椲棾椵漆酶活力棷上清总蛋白活力

表中数值为棾次平行实验的平均值棳且是对粗酶液进行一定浓缩或稀释后再进行测定棳使分光光度值控制在棸棶棻暙棸棶椂范围内后乘以

相应倍数得到的数值暎

比值曺椇各菌株发酵第椃天与出发菌株相应数值的比值暎

图棽暋不同菌株培养第椃天漆酶与上清总蛋白的斚斈值

棾暋讨论

棾棶棻暋酶解条件对原生质体的影响

酶 解 液 的 浓 度 及 配 比 是 影 响 原 生 质 体 制 备 的

重 要 因 素 棳若 酶 浓 度 过 大 棳酶 中 常 常 会 含 有 对 原 生

质 体 有 害 的 酶 类 棬例 如 过 氧 化 物 酶 暍核 糖 核 酸 酶

等 棭棳伴 随 着 酶 量 的 持 续 增 加 棳杂 酶 的 浓 度 也 会 紧

随 之 而 增 加 棳若 酶 量 达 到 一 定 浓 度 棳势 必 将 会 影 响

原 生 质 体 的 活 性 暎 此 外 棳在 酶 浓 度 过 大 时 棳菌 体 易

发 生 凝 集 棳使 得 原 生 质 体 的 生 成 变 得 困 难 椲椆椵暎 本 文

结 果 显 示 椇白 腐 真 菌 是 以 混 合 酶 液 棬棻棩 蜗 牛 酶 棲

棻棩毬灢葡 聚 糖 酶 棭酶 解 效 果 最 好 棳棽棩 蜗 牛 酶 次 之 暎

随 着 酶 解 时 间 延 长 棳粗 毛 栓 菌 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘灢

旙旛旚斸旍旂灢椆 细 胞 脱 壁 会 愈 加 完 全 棳而 原 生 质 体 的 再 生

是 以 细 胞 壁 的 酶 解 残 余 物 作 引 物 棳所 以 酶 解 时 间

过 长 棳必 然 影 响 到 原 生 质 体 的 再 生 率 暎 由 不 同 的

酶 解 时 间 的 单 因 素 实 验 可 得 棳粗 毛 栓 菌 斣旘斸旐斿旚斿旙

旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 以 混 合 酶 液 棬棻棩 蜗 牛 酶 棲棻棩毬灢葡 聚 糖

酶 棭酶 解 时 棳原 生 质 体 数 量 在 前 棿 个 小 时 里 棳随 着

时 间 线 性 增 加 棳第 椀 个 小 时 原 生 质 体 数 量 增 加 速 率

放 缓 棳酶 解 棿旇 时 的 原 生 质 体 数 量 椄暳棻棸椀 个 棷旐旍棳

椀旇 时 为 椄棶棽暳棻棸椀 个 棷旐旍棳而 原 生 质 体 再 生 率 棿旇 时

最 高 为 棻棶棿棿棩棳椀旇 时 仅 为 棸棶椄椂棩棳因 此 棳粗 毛 栓 菌

斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 以 混 合 酶 液 棬棻棩 蜗 牛 酶 棲

棻棩毬灢葡 聚 糖 酶 棭酶 解 棿旇 为 最 佳 的 酶 解 时 间 暎

棾棶棽暋原生质体紫外诱变条件的确定

通 过 表 棽 可 得 在 紫 外 照 射 时 间 为 椃棸旙 时 棳致 死

率 为 椃椄棶棽椂棩棳据 有 关 报 道 可 知 棳诱 变 的 最 佳 致 死

率 在 椃棸棩暙椄棸棩 之 间
椲棻棸椵棳而 紫 外 诱 变 椃棸旙 符 合 实

验 要 求 棳因 此 棳本 实 验 选 择 椃棸旙 为 粗 毛 栓 菌

斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 的 紫 外 诱 变 时 间 暎

棾棶棾暋漆酶高产诱变菌株的确定

由 表 棾 中 数 据 可 知 椇出 发 菌 株 旍旂灢椆 上 清 总 蛋

白 和 斒斖灢椃棸斢椄 与 斒斖灢椃棸斢棾 在 第 棾 天 和 第 棿 天 时 很

接 近 棳而 在 第 椀 天 以 后 棳特 别 是 在 第 椃 天 时 斒斖灢

椃棸斢椄 与 斒斖灢椃棸斢棾 的 总 蛋 白 比 旍旂灢椆 明 显 小 很 多 椈第

椃 天 时 漆 酶 的 产 量 斒斖灢椃棸斢椄 为 出 发 菌 株 的 椄棸棶棾椄

椄棸棻
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倍 棳斒斖灢椃棸斢棾 是 棾椆棶椀棽 倍 椈而 斒斖灢椃棸斢椄 第 椃 天 漆 酶

斚斈 值 与 上 清 总 蛋 白 斚斈 值 比 是 出 发 菌 株 的 棽椀椃棶

棽棿 倍 棳斒斖灢椃棸斢棾 菌 株 是 椆棾棶椀椃 倍 暎 所 以 棳无 论 是 单

纯 从 漆 酶 活 力 比 较 棳还 是 从 漆 酶 与 上 清 总 蛋 白 比

值 来 比 较 棳都 能 很 明 显 地 看 出 斒斖灢椃棸斢椄 与 斒斖灢

椃棸斢棾 是 经 过 紫 外 诱 变 后 突 变 的 漆 酶 高 产 白 腐 真 菌

菌 株 暎

综 上 所 述 棳粗 毛 栓 菌 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 原

生 质 体 紫 外 诱 变 育 种 的 最 佳 条 件 为 椇菌 龄 为 椀椄旇棳

采 用 棻棩 蜗 牛 酶 棲棻棩毬灢葡 聚 糖 酶 棬棻暶棻棭混 合 液 棳

棾棸曟 酶 解 棿旇棳并 用 棸棶椄斖 的 斖旂斢斚棿 溶 液 作 渗 透 压

稳 定 剂 棳原 生 质 体 再 生 率 为 棻棶棿棿棩椈通 过 对 原 生

质 体 进 行 椃棸旙 紫 外 照 射 棳在 原 生 质 体 致 死 率 为

椃椄棩 的 条 件 下 棳筛 选 出 较 出 发 菌 株 漆 酶 高 产 菌 株

斒斖灢椃棸斢椄 与 斒斖灢椃棸斢棾暎 试 验 结 果 表 明 椇原 生 质 体 诱

变 育 种 技 术 跨 过 某 些 菌 不 能 形 成 分 生 孢 子 的 瓶

颈 棳可 作 为 单 核 基 因 育 种 的 重 要 手 段 椈并 且 原 生 质

体 可 以 作 为 单 个 细 胞 单 位 而 便 于 控 制 棳并 避 免 后

代 过 多 的 分 离 现 象 暎

接 下 来 可 进 一 步 对 高 产 菌 株 尤 其 是 斒斖灢椃棸斢椄

进 行 培 养 研 究 椇一 方 面 棳在 用 传 统 的 斝斈斄 液 体 培

养 基 探 讨 突 变 株 功 能 时 棳通 过 发 酵 液 上 清 总 蛋 白

的 跟 踪 检 测 发 现 该 培 养 基 特 别 是 在 第 椀 天 以 后 不

适 合 突 变 菌 株 斒斖灢椃棸斢椄 与 斒斖灢椃棸斢棾 的 菌 量 的 生

长 棳从 而 可 对 发 酵 培 养 基 进 行 优 化 从 而 将 斒斖灢椃棸斢椄

与 斒斖灢椃棸斢棾 的 漆 酶 产 量 进 一 步 提 高 椈另 一 方 面 棳出

发 菌 株 斣旘斸旐斿旚斿旙旇旈旘旙旛旚斸旍旂灢椆 为 非 典 型 漆 酶 生 产

菌 株 棳而 经 紫 外 诱 变 后 漆 酶 高 产 菌 株 产 生 的 漆 酶

是 否 还 具 有 非 典 型 性 棳需 要 进 行 进 一 步 的 验 证 椈再

一 方 面 对 高 产 菌 株 进 行 基 因 分 析 棳找 到 突 变 基 因 棳

并 探 讨 哪 些 基 因 的 变 化 引 起 漆 酶 活 力 的 提 高 棳从

而 对 基 因 稳 定 的 非 典 型 漆 酶 高 产 菌 株 进 行 定 点 突

变 棳从 而 得 到 非 典 型 漆 酶 高 产 工 程 菌 株 暎
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为了更好地适应数字出版的发展趋势棳暥济宁医学院学报暦正式启用网上稿件处理系统暎

作者投稿请登录本刊官方网站旇旚旚旔椇棷棷旞旛斿斺斸旓棶旉旑旐斻棶斿斾旛棶斻旑棳点击左上方暟作者登录暠棳输入用户名和

密码登录后棳按页面提示进行投稿及查询操作暎首次投稿作者须先行用户注册棳注意填写完整信息棳以免

投稿不成功暎

网上稿件处理系统正式开通后棳原投稿邮箱旉旟旞斺斺旉斺棸椆棸椆椑棻椂棾棶斻旓旐将不再接受新投稿件暎

若有疑问棳可拨打棸椀棾椃棴棾椂棻椂棽椂椃进行咨询暎

本刊编辑部

椆棸棻


