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多重抗药性突变株中
a 一

淀粉酶

高产菌株选育

汪 钊
’

金其荣

( 发酵工程 系)

摘要 以解淀粉 芽饱杆菌( B a e il la s u m yl ol iq efa C ie ns
) A

一

4 为 出发 菌株
,

经诱 变处

理
,

选育多重杭药性 突变株
。

研究结果表明
,

杭药性 突变株 a 一

淀粉酶产量提 高的正

变率和正变幅度明显大于 柞杭药性突变株
,

负变率和 负变幅度也较 高
。

经 N T G 和

N T G
一

U V 诱变处理
,

获得一株林可 霉素
、

D
一

环丝氛酸和万 古 霉素多重 抗性 突变株

L C V
S

( iL nr
,

C sr
,

V m
r

)
,

其 a 一 淀粉酶活 力比 出发 菌株 A
一 、
绳 高 32

.

5 %
,

发酵周期

短
,

摇瓶为 40 h
,

酶活力达 4l6 u / m L

关键词
a 一

淀粉酶 高产 菌休 ; 亚峭基脉 ( N T G ) ; D
一

环 丝 氛酸 ( sC ) ; 万 古 霉 素

( V m ) ; 林可霉素 ( L i n )

0 前 言

a 一

淀粉酶广泛应用用于酒精
、

酿造
、

味精
、

制药
、

制糖和纺织等工业领域
,

是 国内外应用

最广
,

产量最大的酶制剂之一
。

大量文献资料报道
,

芽抱杆菌抗突变体可以明显提高胞外酶

的产量 〔̀ 一 5〕 ,

所用抗药性标记主要有衣霉素
、

D
一

环丝氨酸
、

万古霉素
、

瑞斯托霉素
、

氨节表霉

素
、

利福平等
。

这些抗生素在筛选芽抱杆菌胞外酶高产株方面应用广泛
,

可以大大提高筛选

效率
。

本研究对解淀粉芽抱杆菌 A
一

4 菌株进行诱变处理
,

从中选育出的多重抗药性突变株

L C V
。 ,

其
a 一

淀粉酶产量明显提高
,

发酵周期缩短
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株

D
一

环丝氨酸抗性生产菌株 “
,

解淀粉芽抱杆菌 A
一

4 ( B a e i [ l u s a m y l o l i q e f a c i e n s )为出发
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菌株
。

L Z主要试剂

亚硝基孤 (N TG )
、

D
一

环丝氨酸 C (
s)和万古霉素 (V m)均为 S ig ma

产品
,

林可霉素 ( iL n)

为国产
。

1
.

3 培养基和培养条件

1
.

3
.

1 料面培 养基 可溶性淀粉 2 %
,

蛋 白陈 1 %
,

N a CI 0
.

5 %
,

琼脂 2
.

0 %
,

调 p H 7
.

O一

7
.

2
,

l a t m 蒸汽灭菌 3 0 m i n
.

1
.

3
.

2 平板分离培 养基 可溶性淀粉 6 %
,

蛋白陈 1 %
,

N a CI 0
.

5 %
,

琼脂 1
.

2 %
,

p H 7
.

。一

7
.

2
,

l a t m 蒸汽灭菌 3 0 m i n
.

1
.

3
.

3 摇 瓶发酵培养基 玉米粉 9 %
,

豆饼粉 5 %
,

N a Z H P O
; ·

1 2 H
Z
O 0

.

8 %
,

( N H 4
)

: 5 0
4

0
.

4纬
,

N H
4
C I 0

.

1 5 %
,

C a C I 0
.

2 %
,

自然 p H 值
。

s o o m l 三角瓶盖 8 层纱布
,

分装 2 5m l
,

l a t m

灭菌 30 m in
,

每瓶接斜面种子一环
。

在 37
`

C 士 1
`

C 往复式摇床 ( 1 10 次 / m in
,

振幅 sc m ) 培养

4 0 h
.

1
.

4 菌种诱变处理和抗药性突变株筛选

1
.

4
.

1 第一次诱变处理 将出发菌株 A
一

4 在液体肉汤培养基中培养 10
.

h5
,

取 20 m l 菌液

于 4 0 0 0 r

/ m in 离心 I Om in
,

弃上清液
,

用无菌生理盐水洗涤菌体二次
。

然后将菌体悬浮于

l o m l p H 6
.

o 磷酸缓 冲液中
,

取 4
.

s m l 菌悬液加亚硝基肌 ( N T G ) 0
.

s m l ( z m g / m l )
,

3 7
`

C 振荡

3 Om in
,

然后用 p H .6 o 磷酸缓冲液稀释终止反应
。

1
.

4
.

2 第二次诱 变处理 N T G 诱变处理
:

将第一次诱变处理选出的双重抗 药性突变株

N T G
g ,

在液体 肉汤中培养 1 0
.

s h
,

取 2 0m l 菌液于 4 0 0 0 r / m in 离心 1 0 m i n ,

把洗涤后得到的

菌悬液 1 6 m l 加 N T G 4 m l ( 0
·

Zm g / m l )
,

3 7 C振荡 3 o m i n ,

然后于 3 5 0 O r / m i n
离心 l o m i n ,

倾出

上清液
,

用生理盐水洗涤一次
,

将菌体加入液体肉汤培养基中
,

37 ℃振荡培养 h4
,

离心浓缩 5

倍
。

亚硝基肌
一

紫外线 ( N T G
一

U V )复合诱变处理
:

将第二次 N T G 诱变处理后的浓缩菌液稀

释 5 倍
,

吸 3 m l 于 g e m 平板中
,

用 U V 距离 4 5 e m 照射 4 m i n
.

1
.

4
.

3 多重杭药性 突变株的 筛选 林可霉素和 D
一

环丝氨酸双重抗性突变株的筛选
:

( 1) 将

出发菌株 A
一

4 经 N T G 诱变后的菌体
,

先在含 4 0陀 / ml D
一

环丝氨酸肉汤培养基 中 37
`

C 培养

2 4 h
,

再涂布到林可霉素 ( 1 0 0拼 g / m l) 梯度平板上
,

37 ℃培养 d4
.

把抗药性突变株 ( iL nr
,

C sr )挑

接斜面
; ( 2) 将第一次诱变处理后得到的双重抗性突变株 N T G

。

(L inr
,

sC
r

)
,

再经过 N T G 诱

变处理
,

把离心浓缩后的菌涂布到 D
一

环丝氨酸 ( 40 0拼g / m l ) 梯度平板上
,

37 ℃培养 d4
,

把抗

药性突变株挑接斜面
。

另外再取离心浓缩后的菌液加到含 D
一

环丝氨酸的肉汤培养基 中
,

逐

步提高 D
一

环丝氨酸浓度
,

分别为 80
、

1 00
、

20 0
、

3 0 0拼g / m l
,

进行 4 次培养
,

培养温度为 37 C
,

每次振荡培养 24 h
,

富集 D
一

环丝氨酸抗性突变株
,

最后把第四次培养液进行平板分离
,

点种

于 D
一

环丝氨酸 ( 4 0 0拼g / m l) 平板上
,

37 C 培养 d4
,

挑接抗药性 突变株于斜面上
。

林可霉素
、

D
-

环丝氨酸和万古霉素多重抗性突变株的筛选
:

将第一次 N T G 诱变处理得到的双重抗性突

变株 N T G
,

( iL nr
,

C s r

)
,

再经过 N T G
一

U V 复合诱变处理
,

把 菌液涂布到万古 霉素 (1
,

6拼g /

m l) 梯度平板上
,

3 7 C 培养 4d
,

挑接抗药性突变株 ( iL nr
,

C s r ,

V功于斜面上
。

1
.

s a
一

淀粉酶高产菌株的筛选和酶活力测定

把诱变后双重和多重抗药性 突变株及不含抗生素的平板分离的突变株挑接斜面
,

37 C

培养 d2
,

然后转接一环菌体入装有发酵培养基的三角瓶中
,

37 C培养 40 h
,

纱布过滤后
,

按轻



汪 钊等
:

多重抗药性 突变株中
a 一

淀粉酶高产菌株选育

工业部部颁标准测定
a 一

淀粉酶活力 , 〕
。

2 结果和讨论

2
.

1 第一次诱变后 D
一

环丝氨酸和林可霉素双重抗性突变株的筛选

用 N T G 诱变处理 A
一

4 菌株
,

细胞的致死率为 94
.

4 %
.

把处理后的菌体在含 D
一

环丝氨

酸 4 0拼g / m l 的肉汤培养基中培养后
,

再涂布于含林可霉素 10 0拼g / m l 的培养基制成的梯度

平板上
,

进行抗药性突变株筛选
。

另取一部分诱变后的菌体在不含林可霉素的平板上分离
,

得到非抗药性突变株
。

然后摇瓶发酵
,

测定
a 一

淀粉酶活力
,

对比两者产酶情况
,

得到 a 一

淀粉

酶产量分布如图 1
.

ǎ欲à翻括佃

“ 一淀粉酶 相对活力 ( % 、

图 1 N T G 诱变处理 A
一
4 菌株 Q 一

淀粉酶产量分布

非抗药性突变株 口 D
一

环丝氨酶和林可霉素抗性突变株

从图 1 中可以看出
,

D
一

环丝氨酸和林可霉素抗性突变株
a 一

淀粉酶产量正变率 明显高

于非抗 药性突变体
。

抗药性突变体
a 一

淀粉酶产量提高 10 %以上的正变率达 26
.

2 %
,

而非抗
J

性突变体提高 10 %以上的正变率只有 13 %
.

从
a 一 淀粉酶产量降低 10 %以上负变率来看

,

抗药性突变株也大于非抗药性突变株
,

它们分别 为 1 7
.

7 %和 9
.

1 %
.

从抗药性突变株中筛

选到
a 一

淀粉酶活力比出发菌株 A
一

4 提高 8
.

5 % ~ 14
.

3 %的菌株 L l 。 ,

并将其进行了大量 自然

分离
,

得到稳定的 D
一

环丝氨酸和林可霉素双重抗性突变株 N T G
。 , a 一

淀粉酶活力达 3 8 o u /

m l
,

测定其 D
一

环丝氨酸和林可霉素最小抑制浓度均为 4 0拌g / m l
.

林可霉素是一种作用于细胞蛋白质而起到抑菌或杀菌作用的抗生素
。

关口顺一绘制的

枯草杆菌基 因图中川
,

林可霉素抗性基因位于
a 一

淀粉酶调节基 因 a( m y R )和衣霉素抗性基

因 (t m y 7) 上游
,

一般认为与
a 一

淀粉酶的合成无关
。

用 N T G 诱变解淀粉芽抱杆菌
,

选育林可

霉素抗性 突变株
,

结果获得
a 一

淀粉酶产量提高的突变株 比例高于非抗性 突变株
。

这说明林

可霉素抗性突变株与
a 一

淀粉酶产量也有相关性
,

但起到什么作用
,

目前还不清楚
。

2
.

2 第二次诱变后 D
一

环丝氨酸和林可霉素双重抗性突变株的筛选
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以 N T G
。

( iL nr
,

C s r

)菌株为出发菌株
,

经 N T G 诱变处理
,

致死率为 77
.

8 %
,

诱变后菌体

在 D
一

环丝氨酸浓度为 4 0 0胖g / m l 的梯度平板上分离
,

结果发现 D
一

环丝氨酸高浓度区很少抗

性菌 生长
,

在低浓度 区有一部分抗性

菌生长
,

把这部分菌接入斜面培养
,

然

后摇 瓶发酵
,

测定 a 一

淀粉酶活力
,

得到

a 一

淀粉酶产量分布如图 2
.

将上述 N T G
g

经诱变 后的菌体
,

逐 步 提 高 D
一

环 丝 氨 酸 浓 度
,

在 80
,

1 0 0
,

2 0 0
,

3 0 0拼 g / m l 的 D
一

环丝氨 酸肉

汤培养基中
,

连续培养 4 次
,

富集抗 D
-

环丝氨酸的 突变株
,

将第 4 次培养液

平板分离
,

点种于 4 0 0拌g / m 1 D
一

环丝氨

酸平板
,

把 生长 的菌株移入斜面培养

基
。

摇瓶发酵
,

测定 a 一

淀粉酶活力
,

得

到 a 一 淀粉酶产量分布如图 3
.

比较 图 2 和图 3
,

可 以看到 N T G

诱变 后菌体 不经 D
一

环丝氨酸富 集
a -

己司
_ _

{土压
60 70 S U 90 10 0 ] { O ! 2 0 13 0

4()3020山

(径
·
ù摇垢坡

“ 一 淀粉酶 相对活 力 ( % 。

图 2 N T G 诱变处理 N T G ,

菌株抗 D
一

环丝氨酸

和林可霉素菌株 。 一

淀粉酶产量分布

(诱变后菌体不经 D
一

环丝氨酸富集培养 )

20 4

l05

ù
彭举一毯

一
4 (、 气( l 6 ( 、 了( ) Rf ) 90 1 () ( )

a 一淀粉酶 相对活力 `

图 3 N T G 诱变处理 N T G
,

菌株抗 D
一

环丝氨酸和林可霉素菌株
a 一

淀粉酶产量分布

(诱变后菌体经 D
一

环丝氨酸富集培养 )

淀粉酶产量提高 的正变率较低
,

酶活力提高幅度较小
,

酶 活力提高 10 %以上的正变率为

24 %
,

酶活力提高幅度最高为 23
.

8 %
,

产量下降 10 %以下的负变率为 16 肠
.

而经过 D
一

环丝

氨酸富集培养后
,

酶活力提高 10 % 以上的正变率达 45
.

7 %
,

最高正变幅度为 40 %
,

产量下

降 10 %以上的负变率为 30
.

5肠
,

酶活力下降幅度也大
。

比较说明
,

N T G 诱变处理后的菌体

经 D
一

环丝氨酸富集培养
,

得到抗 药性 突变株
, a 一

淀粉酶产量正变率明显提高
,

而且正变幅

度大
,

同时负变率和酶活力下降幅度也增加
。

经过筛选得到一株
a 一 淀粉酶活 力为 4 3 4 。 / m l

的 D
一

环丝氨酸和林可霉素双重抗性变异株 D Z; .
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:

多重抗药性突变株中 企 淀粉酶高产菌株选育

2
.

3 N T G
一

U v 复合诱变后林可霉素
、

D
一

环丝氨酸和万古霉素多重抗性突变株的筛选

以 上述 N T G
。

( iL m
! ,

C sr ) 菌株经 N T G 诱 变后 的菌体
,

用 U V 照 射处 理
,

致 死率 为

99
.

9 8写
.

然后在含万古霉素 1
.

6拌g / m l 的梯度平板上分离抗药性突变株
,

点种在 N T G
。
最

小抑制浓度 0
.

5拼g / m l 万古霉素平板上培养
,

把生长的菌移入斜面培养基
,

摇瓶发酵
,

测定

a 一 淀粉酶活力
,

得到 a 一

淀粉酶产量分布

如图 4
.

结 果 表 明
,

N T G
一

U V 复 合 处 理

N T G
,

菌株
,

得到抗万古霉素最小抑制浓

度突变株
, a 一 淀粉酶产量提高 10 % 以上

正变率为 30 %
,

降低 10 %以下的负变率

为 2 5 %
,

正变幅度最 高为 34 %
.

说明万

古霉素抗性突变株可 以有效提高淀粉芽

泡杆菌产
a 一

淀粉酶的能力
。

经过以上几

次筛选
,

得到一株林可霉素
、

D
一

环丝氨酸

和万古霉素多重抗性突变株 L C V
。

( iL nr
,

C sr
,

V 盆)
,

此菌株的诱变谱图如图 5
,

其产

a 一 淀粉酶 活力达 46 lu / m l
,

比出发菌 株

A
一

4 提高 32
.

5 %
,

而且摇瓶发酵周期 缩

短到 40 h
,

发酵终 p H 值较低
,

约 稳定 在

.7 2 左右
。

1510 5

产欲à彭遂翅

4 0 5() 60 70 8 0 9() 10 0 1 10 12 0 1 3 0 1 4 0

。 一 淀粉相对活力 、
” 。 `

图 4 N T G
一

U v 诱变处理 N T G ,

菌株抗万古尽素

突变株 -a 淀粉酶产 t 分布

出发菌株 A
一

4 ( C s ,

) a 一

淀粉酶活力

N T G 杏 1 0 0拌g / m l
,

3 7 C
,

3 o m i n

L l。
( L i n , ,

C s `

)

十单菌落分离

L
I。 一 6

( L i n 『 ,

C s `

)

今

N T G
。

( L in
r ,

C s ,

)

… {
4。一 / m l

,

3 7

一
a 一

淀粉酶活力 …
告

3 4 8 u / m l

3 8 3 u / m l

D Z;
( L i n ` ,

C s r

)

图 5

4 3 4 u / m l L C V S
( L i n r ,

C
s ` ,
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环丝氨酸抗性突变株可以大幅度提高
a 一

淀粉酶的产量
仁’ 一 3 〕 ,

另外万古

霉素抗性 突变株也可以提高
a 一

淀粉酶的产量川
。

经以上两种抗生素处理后获得的突变株可

能是细胞壁发生了改变
,

使细胞膜通透性得到改善
。

因此酶的增产可能与酶分泌到胞外有

关
,

细胞通透性改变突变型可以提高培养基中营养物质的吸收和增加酶的分泌
。

研究结果和
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上述报道是一致的
。

但是我们发现抗药性突变株
a一

淀粉酶产量提高的正变率和正变幅度提

高的同时
,

负变率和负变幅度也 比较高
。

因此
,

抗药性 突变株酶活力提高除了与细胞壁结构

发生改变外
,

还可能是抗生素对诱变后的酶产量改变突变株起着富集作用
,

大大提高了突变

株的筛选机会
。

综上所述选育抗药性突变株对筛选高产细胞外酶菌株是一种有效的方法
。
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