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阿舒假囊酵母过量合成
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摘要　以 60
Co的 r射线为诱变剂 ,核黄素合成途径的中间产物的结构类似物为“筛

子” ,筛选了阿舒假囊酵母 ( Eremothecium ashbyii )的四种抗性突变株: 杀结核菌素

抗性突变株 ( Tubr )、 2-脱氧葡萄糖抗性突变株 ( 2-DGr )、 8-氮杂鸟嘌呤 ( 8-AGr )和抗

残液突变株。杀结核菌素抗性突变株 T30的摇瓶核黄素产量由出发菌的 2. 5～ 2. 8

m g / L提高并稳定在 3. 5 mg /L以上 ,经初步优化 (培养基配方 )后 ,稳定在 5. 4

g /L以上。
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0　前　　言
核黄素是一种重要的维生素 ,很多种微生物能合成核黄素 [1 ] ,但目前具有经济价值的菌

种仅阿舒假囊酵母 (Eremothecium ashby ii )和棉病囊霉 ( Ashbya gossypii )等几种。

对 E. ashbyii的菌种选育 ,国内外已进行了多年 ,但大多停留在直接从产量性状来筛选

的水平上 ,工作量大而收效甚微。 作者以核黄素合成途径的中间产物的结构类似物为“筛

子”来选育 E. ashbyii核黄素高产突变株 ,不但大大缩短了育种时间 ,而且为核黄素的高产

菌种选育提供了一条新思路。

1　材料与方法
1. 1　出发菌株

饲料用核黄素喷雾干燥产品中分离出来的一株阿舒假囊酵母 ( Eremothecium ashbyii )。

1. 2　培养基

1)　固体完全培养基



　　葡萄糖 10. 0 g /L　　　　　蛋白胨 10. 0 g /L　　　　麦芽汁
*

10. 0 ml /L

　　玉米浆 10. 0 ml /L Na Cl 1. 0 g /L KH2 PO4 2. 0 g /L

　　 Mg SO4· 7H2 O 0. 15 g /L 琼脂 20 g /L p H消前 6. 8

　　* 麦芽汁的制备按协定糖化法 [ 1]。

2)　固体合成培养基

　　葡萄糖 20. 0 g /L　　　　　酪蛋白水解物 10. 0 g /L　　　　 K H2 PO4 1. 0 g /L

　　 Mg SO4· 7H2 O 0. 5 g /L Ca Cl 0. 2 g /L 生物素 100. 0μg /L

　　硫胺素 80. 0 mg /L 肌醇 280. 0 mg /L　 pH消前 6. 8

3)　种子培养基

　　与固体完全培养基 (不加琼脂 )相同。

4)　发酵培养基

　　葡萄糖 20. 0 g /L　　　　　蛋白胨 15. 0g /L　　　　骨胶 10. 0 g /L

　　玉米浆 10. 0 ml /L Na Cl 1. 0 g /L KH2 PO4 2. 0 g /L

　　 Mg SO4· 7H2 O 0. 15 g /L 豆油 30. 0 m l /L p H消前 6. 8

1. 3　培养条件

培养温度为 28～ 30℃。试管斜面菌种培养和摇瓶振荡培养时间均为 7 d;培养皿单菌落

分离时间为 4 d。摇瓶振荡培养条件为往复式摇床 100 r /min,振幅 8～ 10 cm ,装液量为 500

m l三角瓶内装液 50 m l。

1. 4　核黄素发酵单位测定

发酵液经适当稀释后用分光光度法 [ 3]测定核黄素发酵单位 ( mg /L )。

1. 5　诱变处理与诱变效果检测

将试管斜面菌种刮入无菌生理盐水 ,用玻璃珠打碎后经 4层纱布过滤 ,所得的滤液用

　 60
Co的γ射线照射 ,照射剂量 600～ 800 Gy。

平板初筛:平板上在药物纸片的抑菌圈内的菌落或药物平板上形成的菌落。

摇瓶复筛:将初筛所得的单菌落接入摇瓶 ,进行核黄素产量性状的筛选。

2　结　　果
2. 1　菌种筛选

2. 1. 1　抗残液突变株的筛选　残液是指在发酵培养基中发酵 7 d的发酵液经过滤除去菌

体所得的滤液。在含 90%残液溶液配制的固体完全培养基上筛选出 44株抗性突变株。仅 1

株菌比出发菌产量提高了 14% ,多数菌株与出发株水平相近 ,少数菌株产量下降较多。说明

在实验条件下从抗残液突变株中获得高产菌株的希望不大。

2. 1. 2　 2-脱氧葡萄糖抗性突变株 (简称 2-DG
r突变株 )的筛选　在固体完全培养基 (不含葡

萄糖 )平板上涂布经诱变处理的菌液后 ,贴上含 2-脱氧葡萄糖的纸片 ) (纸片直径 8 m m,内

含 2-脱氧葡萄糖 6 mg )于 28℃恒温箱倒置培养 7 d可以见到有明显的抑菌圈 (如图 1)

　　挑选在抑菌圈内形成的 2-DGr突变株 51株 ,结果比出发株产量提高 50%左右的有 4

株 ,占菌株总数的 11. 8% ;与原种产量水平相当的有 24株 ,占菌株总数的 47. 1% ;比出发株

产量明显下降的有 17株 ,占菌株总数的 33. 3%。 见表 1。

　　由此可见 ,用 2-脱氧葡萄糖作为“筛子”来筛选核黄素高产菌株是可行的。
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表 1　部分 2-DGr突变株核黄素的产量

菌株编号 核黄素产量 /mg· L- 1 突变株产量与对照产量比

对照 (原种 ) 2. 578 100%

D01 2. 996 116%

D23 3. 918 152%

D32 4. 085 158%

D38 2. 954 115%

D42 4. 085 158%

D43 3. 792 147%

D50 3. 038 118%

D51 3. 080 119%

2. 1. 3　 8-氮杂鸟嘌呤抗性突变株

(简称 8-AG
r突变株 )的筛选　挑

选在含 8-氮杂鸟嘌呤 5 mg /L,

25 mg /L的合成培养基上生长而

形成的菌落 55个 ,摇瓶发酵 ,测定

核黄素产量。结果没有一株菌的产

量比原种提高 10%以上 , 27%的

菌株的核黄素产量比出发株降低

了 30%以上。说明 8-氮杂鸟嘌呤

在实验条件下 ,对于出发菌来说 ,

并不是一个好“筛子”。

2. 1. 4　杀结核菌素抗性突变株

(简称 Tub
r突变株 )的筛选　在合成培养基平板上涂布经诱变处理的诱变液后 ,贴上含杀结

核菌素纸片 (纸片直径 8 mm ,内含杀结核菌素 1 mg ) ,于 28℃恒温箱倒置培养 5 d后 ,可以

见到有明显的抑菌圈出现 (见图 2)。

　　挑选在抑菌圈内形成的 Tub
r 突变株 44株 ,其中比出发株提高 10%以上的菌株有 4

株 ,占 9. 1%。 见表 2。

图 1　 2-脱氧葡萄糖形成的抑菌圈 图 2　杀结核菌素形成的抑菌圈

2. 2　高产菌株遗传稳定性的试验

D23、 D32、 D42、 T30菌株初筛出来 ,产量都比出发株有大幅度提高 ,但是将它们传代 ,

测其遗传稳定性 ,发现 D23、 D42在两代后已恢复出发菌株的水平 , T30、 D32的遗传稳定性

较好 ,尤其是 T30菌。见表 3。

2. 3　抗性突变株的某些性能的研究

2. 3. 1　 D32菌株对葡萄糖的耐受程度　出发菌株与 D32菌株分别接种于葡萄糖含量不同

的种子液中 , 48 h观察其生长情况 ,结果如表 4。 D32菌株对葡萄糖的耐受程度明显高于出

发菌株。因此 ,可以通过筛选 2-DG
r突变株来提高菌株对葡萄糖的耐受性。
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　　　　表 2　部分 T ubr突变株的核黄素产量

菌株编号 核黄素产量 /m g· L- 1 突变株产量与对照产量比

对照 (原种 ) 2. 647 100%

T3 3. 097 117%

T30 5. 780 218%

T32 3. 331 126%

T43 3. 248 123%

　

　　表 3　连续传代对 T30菌产量的影响

　　　

移值代数 核黄素产量 /mg· L- 1

第一代 5. 780

第二代 3. 580

第三代 3. 666

第四代 3. 568

第五代 3. 554

2. 3. 2　 T30菌对杀结核菌素、 8-氮杂鸟嘌呤的抗性程度　将出发菌与 T30菌分别接种于

含不同浓度的杀结核菌素的合成培养基以及不同浓度的 8-氮杂鸟嘌呤的合成培养基 ,培养

7 d,观察其生长情况 ,结果如表 5、表 6。虽然 T30菌是筛选出来的 Tub
r
突变株 ,但是它抗杀

结核菌素、抗 8-氮杂鸟嘌呤的浓度均高于出发菌。
表 4　出发菌株与 D32菌株对葡萄糖的耐受性

葡萄糖质量分数 7% 10% 13% 15% 18% 20%

出发菌株 + + + 有几个菌团 - - - -

D32菌 + + + + + + + + + + + + + + + + -

表 5　出发菌株与 T30菌对杀结核菌素的耐受程度

杀结核菌素浓度 /mg· L- 1 0. 3 0. 6 0. 9 1. 2 1. 5 1. 8 2. 1 2. 4 2. 7 3. 0

出发菌株 + + + + - - - - - -

T30菌株 + + + + + + + + - -

表 6　出发菌株与 T30对 8-氮杂鸟嘌呤的耐受程度

8-氮杂鸟嘌呤浓度 /mg· L- 1 5 10 20 30 40 50

出发菌株 + - - - - -

T30菌株 + + + - - -

3　 T30菌株产核黄素发酵工艺条件的研究
由表 3可知 , T30菌在第二代产量有所降低 ,但总的看来产量仍较高 ,因而将 T30菌株

用于摇瓶发酵条件试验。通过通风量、 pH值、接种量、碳源、油的种类等重要因子进行单因

素实验 ,通过葡萄糖、骨胶、蛋白胨、玉米浆、豆油的五因素三水平正交试验 ,确定了较适合

T30菌株发酵的工艺条件 ,使 T30菌核黄素产量提高到并稳定在 5. 4 mg /L左右。

4　讨　论
核黄素是初级代谢产物中合成途径最长的产物之一 , Demain

[4 ]称之为“准次级代谢产

物”。作者筛选了 E. ashbyii的四种抗性突变株。抗残液突变株及 8-氮杂鸟嘌呤抗性突变株

中设没分离到核黄素产量大幅度提高的突变株 ,而 2-脱氧葡萄糖抗性突变株和杀结核菌素

抗性突变株中出现核黄素产量大幅度提高的菌株的机率较高。

2-脱氧葡萄糖是葡萄糖的结构类似物 ,其对代谢的调节作用与葡萄糖相似 ,但代谢性能

不同。 2-DG
r
突变能提高菌株耐受葡萄糖能力的原因可能是: DN A突变增强了对葡萄糖吸

收和降解的能力。 2-DG
r
突变株高产核黄素的原因可能是突变株的 DN A上发生了与乙醛
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酸支路的两个酶 (异柠檬酸裂合酶和苹果酸合成酶 )的诱导合成有关的调节突变 (实为调节

突变株 )。进一步的研究和育种工作正在进行。

8-氮杂鸟嘌呤和杀结核菌素均为嘌呤的结构类似物 ,但是它们的突变株在提高核黄素

产量方面却出现明显的不同 (见本文结果部分 )。

　　从以上分子式的比较可以看出: 8-AGr是鸟嘌呤的结构类似物 ,推测它在细胞中形成鸟

苷酸的结构类似物 8-氮杂鸟苷酸 ; Tub
r
是腺嘌呤核苷的结构类似物 ,推测它在细胞内形成

腺苷酸的结构类似物 7-脱氮腺嘌呤核苷酸。

田中信男 [5 ]曾对嘌呤核苷酸生物合成系统和化学治疗剂的作用点进行了归纳 ,认为

A TP的结构类似物可影响 AT P参与的多种反应 ,但对嘌呤核苷酸生物合成系统的第一步

反应 ,即 5-磷酸核糖与 A TP在磷酸核糖苷焦磷酸激酸 (简称 PRPP激酶 )的催化合生成

PRPP和 AM P的反应 ,发生的抑制作用最强。

枯草杆菌嘌呤核苷酸生物合成的调节机制已有归纳性意见:在 AM P生物合成中关键

酶 PRPP转氨酸受 AM P的反馈抑制 , IM P生物合成酶系和 AM P生物合成酶系为腺嘌呤

系化合物所阻遏 ; GM P合成中 ,关键酶 IM P脱氢酶受 GM P反馈抑制 , IM P生物合成酶系

和 GM P生物合成酶系为 GM P所阻遏。 由 IM P合成 AM P、 GM P两种核苷酸 ,倾向于优先

合成 GM P
[6 ]
。

关于阿舒假囊酵母的嘌呤核苷酸生物合成的调节机制 ,至今未见报导。根据以往设计育

种的经验假设阿舒假囊酵母细胞中具有与药物治疗试验中采用的细菌、与枯草杆菌嘌呤核

苷酸合成类同的调节机制 (见图 3) ,并设计了 Tubr和 8-AGr两种药物抗性的“筛子” ,结果

单用 Tub
r
药物抗性的筛子筛得了高产核黄素的突变株 ,事突证明这种假设有一定的合理

性。高产核黄素的 Tub
r突变株 (如 T30菌株 )可能是 PRPP激酶、 PRPP转氨酶的调节突变

株 ,在这样的突变株中流经 HM P途径的碳架物质能较畅通地流向 GTP、核黄素 (见图 3)。

单用 8-AG
r
药物抗性的筛子筛选高产株的作用似乎不大 ,可能是因为出发株原来就能过量

合成核黄素 ,鸟苷酸作为核黄素合成的前体 ,在本实验条件下其胞内浓度不高 ,并没有对

IM P脱氢酶等酶 (酶系 )发生明显的抑制或阻遏 ;即使用此筛子筛得了对应的调节突变株 ,

在本实验条件下仍没有出现比出发株更多地累积核黄素的现象。
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图中: ○I表抑制作用 ;○R表阻遏作用 ; SAM P是指腺苷酸 (基 )琥珀酸

图 3　阿舒假囊酵母中嘌呤核苷酸生物合成调节机制的假设
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Sludies on Making Improvements in Riboflavin

Overproduction of Eremothecium ashbyii

Zhang Xing yuan　　Wang Qin

(W uxi Univ ersi ty of Ligh t Indus t ry)

Abstract　 A strain o f Eremothecium ashbyii isolated w as used as ini tial st rain. Fo ur kinds

o f resistant st rains including tubercidin resistant ( Tubr ) , 2-deox y-D-gluco se resistant ( 2-

DGr ) , 8- azg uanine resista nt ( 8-AGr ) , a nd depleted media resistant muta nts, have been

screened af ter
60

Co r-ray s treatment. Am ong them , T30, a tubercidin resistant muta nt , pro-

duced ribo flavin to the co ncentra tio n of 3. 5 mg /L w hi le the ini tial srain 2. 5～ 2. 8 mg /L

bo th under the co ndi tions sui table for the la tter. Ribof lavin-yield could be stable a t the lev -

el o f abo ut 5. 4 mg /L by m eans of primary optimiza tio n.

Key-words　 Eremothecium ashbyii , Ribo flavin biosynthesis, Resistant mutant, Tubercidin
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