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半 定 向 选育 提 高 单细 胞 蛋 白

营 养
·

品质 的研 究

王 武 沈建华 缪振华

( 无锡轻工业学院发酪系 )( 南通发醉厂 )( 无锡轻工业学院发醉系 )

摘 要

利 用酒精废够培养假 丝酵母作单细胞蛋 白
,

对提高假丝酵毋 的蛋白质含量和含

硫的氛基酸含量的半定向选育方法进行 了摸索
,

使 目的 变异株的蛋 白质 含量平均提

高 了1 4 %
,

其 中一个 变异株在蛋 白质含量提高的同时
,

蛋氛酸含量提高了约 4 0 %
。

主题词
: 酒精废水 , 单细胞蛋 白 ; 蛋白质 , 蛋氛酸
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在利用酒精废畔培养假丝酵母作为单细胞蛋 白的过程中
,

我们注意到除了选育具有最佳

培养优势的菌株外
,

还从提高单细胞蛋 白的营养价值出发
,

注意选育蛋白质含量尽可能高
,

.

必需氨基酸含量比尽可能适当的生产菌株
。

关于氨基酸含量比适当与否
,

事实上取决于不同

饲喂动物的需求性
,

如甘氨酸是家禽的必需氨基酸
,

,

对于猪则不然
,

联合国食物与农业组织

( F A O )在参照了全蛋的必需氨基酸含量比后
,

制定出单细胞蛋白必需氨基酸含量标准 丈’ (] 见

表 1 )
,

表 1 中将我们所筛得的假丝酵母W的必需氨基酸含量比与之进行比较
,

可 以 看出含

硫氨基酸含量偏小
。

表 1 假丝酵母砚的必需氨基酸含孟 比与标准比较
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G t’ 】亦认为以假丝酵母作为单细胞蛋白
,

其营养价值的限制性因素在于含 硫氨酸

的含量比太低
,

为了进一步提高假丝酵母的营养价值
,

我们半定向
`

地 选 择紫外线作为诱变

剂
,

并初步摸索出以碘染色法初筛蛋白质含量增高的变异株
,

以及以缺硫平板和硫梯度平板
.

初筛含硫氨蒸酸含量增高的变异株的选育方法
。

实验结果表明这种选育方法是行之有效的
。

1 材料与方法
:

份 一
. .

1
.

1 菌种
一

几

假丝酵母W假丝酵母N杯自筛 )

1
.

2 培养基

1
.

2
.

; 酒糟培养基 A 取低温蒸煮酒精废醒离心 ( 7 0 0 0转 /分 ) 10 分钟
,

倾出清液作培养基 ,

若加 2
.

5 %琼脂
,

调 p H至 4
.

5 ,

则可制成酒糟固体平板
。

1
.

2
.

2
`

缺硫培养基 B 葡萄糖20 克
,

尿素 2
.

4克
,

磷酸二氢钾 6克
,

’

磷酸氢二钠 1
、

` 8克
,

复合维生素B O
。

05 竟
,

无硫微量元素溶液 5 毫升
,

以蒸馏水定容至 1升
,

若 加琼脂 l
。

8 %
,

则可制城固体畴基J 补

1
.

2
.

3 含硫梯度平板 c在平皿中注入 10 毫升固体培养基 B
,

倾斜 放 置
,

使 之 凝 固 成 斜坡

状
,

再加上含20 0微克硫酸钠 /毫升的培养基 B
,

将平皿平置使之凝固成水平面
。

1
。

2 方法

撰娜井拼
,

倾

毫克

管
,

氨基

1
.

2
。

4 紫外线诱变处理 假丝酵母培养于培养基 A中 20 小时后
,

离心收集细胞
,

并用 0
。

7 5%

的灭菌氯化钠溶液洗涤
,

重复两次
,

然后配制成 1丁 个细胞 /毫升的菌体细胞悬液
,

.

取 5毫升上
:

述菌悬液置于平皿中
: ,

以 15 瓦紫外灯
,

距离 40 厘米照射处理
,

处理后
,

加 5毫升完全培养基
,

34 ℃
,

,

`保姆 1小时
,

冶涂布于平板
。

1` 2
.

5 ,
碘液染色法

:

在平板上小心倾注入 6 毫升 0
.

2 %的碘液 (含碘。
。

2 %
,

碘化钾。
。

4 % )
,

半分钟后
, `

倒去碘液
,

野生型酵母菌落经染色后呈棕红色
。

2
“

结 果
丫 ; :

公 , :
.

` : : : 一 卜

一
2

.

1 出发菌株基本特性

从自然界筛得的可利用酒精废醒的菌株中
,

我们选出两株比生长速率较大
,

蛋白质含量

较高的假丝酵母 N 6和W菌株作为本实验的出发株
。

这两个菌株培养于加有 0
.

1 %尿素的低温

蒸煮工艺酒糟滤液 ( C O D为 2 3 5 7 6毫克 /升 ) 中
,

它们的基本特性如表 2所示
。
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表 2
’

出发菌株的基本特性

C O D

去除率
( % )

酸度去除率

( % )

蛋白质含量 !蛋氨酸含量比
比生长速率

半胧氨酣
含 量 比

( % )、尹一月了R一尹o一J任0.了几一八U八U

7
。

9

4 5
。

6

6 2
一 4

8 5
。

3

9 6
。

3

0
。

7 0

( % )

5 1

0、 7 2

0
。

4 7
、

0
。

4 3

、一风W菌一士、

从表 2可以看出
,

菌株W的大多数指标皆优于 N ` ,

但是其含硫氨基酸含量 比 仍 较低
。

2
0

2 诱变及筛选步骤

整个诱变筛选的主要步骤见图 1
。

从酒糟培养基 A的培养液中离心分离到的菌株 N。和W

细胞按上述方法接受紫外线照射 60 秒钟
,

菌体存活率约为 2
.

5 %
.

菌悬液涂布于培养基 B 平板
`

上
,

33 ℃ ,

培养 3 天
。

由于培养基 B 中只含有基量无机硫源
,

经诱变而出现的含硫氨基酸含量

增高的变异株将因硫源不足而形成小菌落
。

培养结果
,

、

菌株 N 6的 5 00 个菌落中出现了 18 个小

菌落 , 菌株W的 n 00 个菌落中出现了 4 6个小菌落
。

我们进一步制备了加硫 酸 钠 分别为 。微

出发菌株
I
杏

紫外线诱变
}
番

涂布于缺硫培养基 B

I-
.
上下

小菌落点种到三级硫平板
l
番

进一步在硫梯度平板上复筛
}
}

’
`

番

!
丢

碘染色挑选浅黄色菌落
}
!
}
}
l
番

定量测定变异株的蛋白质含量及氨基酸含量比变化

图 1 诱 变筛选主丢步骤

克 /毫升
、

1 00 微克 /毫升和 1 0 0 0微克 /毫升的三级硫平板
,

把上述的小菌落点种在三级硫平板上

进行复筛
,

发现菌株 N 6的 18 个小菌落未能呈现出菌落大小随硫源含量的变化而变化的现象
,
`

说明这些小菌落并非是真正的需硫小菌落
。

而菌株W的 46 个小菌落中则有 18 个小菌落在三级

硫平板上呈现出程度不同的菌落大小正向变化
。

进一步以硫梯度平板 C复筛之
,

其中的W
一

42

号变异株的菌落大小正向变化最为明显
。

为了同时选出蛋白质含量增高的变异株
,

我们以 。
.

2 % 的碘液对所有的紫外线诱变存活

株进行染色
,

结果菌株 N 。的 5 00 个存活株中出现 4 个浅黄色菌落 , 而菌株W的 1 1 0 0个存活株
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中出现了 2 个浅黄色菌落
。

所有的浅黄色变异株经传代后再用碘液复染
,

其中的N 。 一 1 ,

N卜 2

和W一 42 变异株仍呈现出稳定的浅黄色
。

2
。

8 变异株的蛋白质含量和含硫氨基酸含量变化

根据筛选结果
,

我们选出变异株N 6一 1 ,
N 。一 2 ,

和W一 4 2 ,

与相应的出发株进行了比较
。

在比较菌体蛋 白质含量时
,

`

考虑到菌体培养在碳氮比不同的培养基中
,

菌体蛋 白质含量会有

一定的变化
,

分别以酵母丰富培养基 和 含 O
。

l % 硫酸按的低温蒸煮工艺酒 糟 培养上述的菌

株
。

3 5℃培养 24 小时后
,

离心收集菌体
,

洗涤
,

再离心
,

然后以双缩脉法 31[ 测定菌体蛋白质

含量
,

测定后的平均数据列于表 3
。

表 3 蛋白质含量 比较

培
~

养 于 酵 母 丰 富 培 养 基

菌 株 N 。
(出发株 ) } N卜 i N 。 , 2

W (出发株 ) W一 4 2

4 8
。

5 5 8
。

2 5 8
。

2 5 3
。

0 7 0
。

3

1 9
。

7
、

1 9
。

7 3 2
。

6

培养于低温蒸煮工艺酒糟滤液

菌
.

株 N 6
(出发株 ) N 6一 N卜 2 W (出发株 ) W一 4 2

5 7
。

5 5 2
。

8 6 5
。

2

1 2
。

7 3
。

5 1 4
。

4

从表 3 中可以看出
,

经碘染色法复筛得到变异株培养于上述两种不 同的培养基中
,

它们

的蛋白质含量与出发株相比均有所提高
。

同时也将菌株W
一

42 与其出发株W的各种氨基酸含量比进行了分析比较
,

有关的氨基酸

分析平均数据列于表 4 中
。

分析结果表明
,

与出发株W相比
,

变异株W一 42 的

量则有所下降
,

不过含硫氨基酸总量仍提高了
。

另外的

含量略有下降
。

.

乏增加
,

而半胧氨酸含

中
,

.

只有苯丙氨酸的
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表 4 菌株 W
,

42 与出发株W的氨基酸含量对比

含量 g l/ 00 9 \

声 株

W
一 4 2

提 高 率

( % )

:JǐUg峨工,曰1山

天冬氨酸

谷 氨 酸

丝 氨 酸

甘 氨 酸

丙 氨 酸

酪 氨 酸

精 氨 酸

组 氨 酸

赖 氨 酸

苏 氨 酸

撷 氨 酸

异亮氨酸

亮 氨 酸

苯丙氨酸

半胧氨酸

蛋 氨 酸

4
。

9 1

5
。

8 1

2
。

4 9

1
。

9 1

2
。

7 7

1
。

7 7

1
。

1 9

1
。

0 1

3
。

0 4

2 ` 6 3
、

2
。

4 0

2
. 1 9

3
。

3 9

2
。

3 1
`

0
。

4 2

0
。

9 6

4
。

3 8

6
。

8 9

2
。

8 7

2
。

3 0

3
。

3 1

1
。

6 7

0
。

6 5

1
。

0 2

3
。

0 4

2
。

7 2

2
。

6 5

2
。

5 5

3
。

6 4

2
。

2 0

0
。

2 9

1
。

3 5

一 1 1

1

一 6

一 4 3

1

0

4

1 0

1 6

7

一 1 0

一 3 1

4 0

3 讨 论

一般情况下
,

欲从固体平板上直接初筛出蛋白质含量增高的变异株是较困难 的
。

C h e s -

t e r t41 曾报道
,

利用碘液对酵母菌落染色时
,

极少数糖原含量下降的变异株菌落往往呈白色或

浅黄色
,

而正常菌落则呈棕红色
。

我们考虑到变异株细胞中糖原含量的减少会造成某些其他

细胞组分的增多
,

假丝酵母中蛋白质是含量最多的细胞组分
,

糖原的下降也许会造成蛋 白质

含量增高
,

故利用碘染色法有可能从浅黄色菌落中间接地初筛出蛋白质含量增高的变异株
。

实验结果表明这一方法是可行的
。

传代后遗传上稳定的浅黄色变异株的蛋白质含量皆有所提
·

高
。

欲初筛含硫氨基酸含量增高的变异株也必须找到简易的方法
,

从酵母细胞内硫元素的分

布来看
,

其主要存在于含硫氨基酸中 (少量存在于某些维生素以及胞内游离含硫化合物中 )
,

因

而对于一种细胞而言
,

总是存在着一个需硫基量
,

当硫源略低于这一基量时
,

细胞可因含硫

氨基酸合成上的障碍
,

生长不良而形成小菌落
。

于是以这一需硫基量配制成的缺硫平板可以

初步鉴别 出需硫量更大的变异株
。

不过在缺硫平板上出现的小菌落中除了包括含硫氨基酸含

量增高的变异株外
,

还可包括那些损伤型或呼吸缺陷型小菌落变异株
。

为此我们进一步以硫

梯度平板进行复筛
,

那些在硫梯度平板上未能呈现出菌落大小梯度变化的菌株被淘汰
,

最后

叭
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所获得的 W
一

24 菌株经测定其蛋氨酸含量提高了 40 %左右
。

·

为了一举获得蛋 白质含量和含硫氨基酸含量双重提高的变异株
,

我们半定向地选择紫外

线作为诱变剂
。

C h e s fe r 41[ 表明紫外线诱变可有效地产生出糖原含量 下 降 20 % 左右的变异

株
,

可推测紫外线诱变有可能产生出蛋白质含量增高的变异株
。

关于通过诱变提高菌体中含

硫氨基酸含量可能有两种情况
,

一是使含硫氨基酸合成途径中的某一酶活力提高致使相应种

类的氨基酸库增大 , 二是使含硫氨基酸密码数增多导致蛋 白质中含硫氨基酸总量增多
。

对于

第一种情况难以预测何种诱变剂可以实现半定向诱变 , 然而对第二种情况 则考 虑 选择紫外

线
。

已知紫外线的诱变效应主要在于产生胸腺吻吮二聚体 ( T 一 T )
,

T 一 T的形成可异致其中
* ~ ~ 一 ~

、 ,

、
, , ,

~ ~ ~
: 卜

一
二 L 、 , . 、 , 。

,.
卜
一 ~ ~ ~ ~ 一 / A T G、 ~ 。 一 、

, . ,

~
, 。
一 、 ~

的一个 T 碱基变为其他碱基
。

借此可估计紫外线使蛋氨酸密码气节人己2变异成其他密码的负变

异的几率约为 1邝 ( 即
… … N N A A T G

… … N N T T A C ::: :::出现几率为
1 / 4

,

其中相连的两种 T中后一 个 T发

山 * , “ 。 二 “
、 , . , _ 、

。
。 、

_

、
, , _

T T G A A G A T T 二 ~ “ * 。 *
、 ,

A T G
二` 一 * 二

.

` 二 。

生变异的几率约为` / “ o) 同时诸如人巍
,

子子艺
,

狱人之类的密码变为节人己的正变异的几
「 性

廿

率也分别为 1/ 8 ,

加上这些 密码在各基因中的 分布量远大于蛋氨酸密码
,

可以预计蛋氨酸密

, ` 。 二
,

* ` 二
一

二 , ,
止 , 。 , .

。 ~ 二 、
J 、。 、 . ,

、 ~ * 。 , T T T G C 、 ,~.
.

, 二 ,

。
。 ” 、 ~ 、 山 , *

伯默 曰瑙夕则
目 , “ “ 仕低入

。 ’刊庄 ’ 白洲干胧熟散笛伯曳A C A
,

A C )G 址系外软脱规厄汉生 只 义

异的几率与密码

撇
,

溢
变为支乞支

,

一 、 一 ~ 二一
, 、

一 。
. 。 ,

_

一 T G T

位食易四甲浏万 巾里 也 入 了 A C A
T G C

A C G

撒
的正。 几率相近

,

而
妙撇

,

支玩
推测中紫外诱变使半胧氨酸密码增多的可 能性亦

存在
。

于是可以认为
,

在这种情况下
,

紫外线是较为理想的半定向诱变剂
。

实验结果初步表

明
,

所筛到变异株` W
一

42 的蛋白质和蛋氨酸含量明显提高
,

美中不足的是
,

其半胧氨酸含量
`

则下降了一些
,

其原因尚有待探讨
。
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