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用筛选抗性突变株法选育
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摘要: 以圆弧青霉白色变株 PB227 为出发株,通过多次诱变, 筛选抗真菌抗生素的抗性株和

抗底物、底物结构类似物或分解产物的抗性株,获得一株己酸抗性突变株 PG37,其产酶水平

比出发株 PB227 菌株提高了 1. 5 倍,达到 557 mo l/ ( min·mL) . PG37 所产脂肪酶的最适作

用 pH 为 10. 0, 最适作用温度为 25 ℃, 在 pH 7. 0～10. 5 范围内稳定.
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在普通洗涤剂中添加脂肪酶,能提高洗涤剂的去污能力并降低表面活性剂和三聚磷酸

钠的用量,减少对环境的污染, 因此该酶的研制开发日益受到重视[ 1, 2] .由于洗涤剂溶液的

pH 大都在 9. 0以上, 因此用于洗涤剂的脂肪酶也要求在 pH 9. 0～11. 0的范围内具有较高

的活力和稳定性. 有关碱性脂肪酶生产菌选育的文献大多只谈及土壤等的筛选,菌种改良的

方法和结果则很少见报导[ 3～6] .本文报道了以圆弧青霉白色变株 PB227为出发株,经过多次

常规理化诱变,再以克霉唑、制霉菌素、柠檬酸钠、琥珀酸钠、三丁酸甘油酯、丁酸和己酸为选

择培养基快速筛选碱性脂肪酶高产菌的过程.

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌种　圆弧青霉白色变株( Penici ll ium cy clop ium v ar album ) PB227
[ 7]
.

1. 1. 2　培养基

1) 固体(分离)培养基( g / dL ) :土豆 20. 0,蔗糖 2. 0, 琼脂 2. 0;此培养基用于菌种保藏、

斜面种子和平板分离.

2) 选择培养基: 固体培养基中分别加入适量的克霉唑、灰黄霉素、制霉菌素、柠檬酸钠、

琥珀酸钠、三丁酸甘油酯、丁酸和己酸等.

3) 发酵基础培养基( g / dL ) :豆饼粉 2. 0, 玉米浆 5. 0, K 2HPO 4 0. 5, ( NH 4) 2SO 4 0. 1,
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豆油 0. 4; pH 自然.

1. 1. 3　试剂　橄榄油　北京芳草医药研制公司提供; 聚乙烯醇(聚合度为 1750±50)　北

京红星化工厂提供; 其余均为国产分析纯或化学纯试剂

1. 2　方法

1. 2. 1　诱变方法　DES+ NTG、UV、NTG、UV+ NT G常规诱变
[ 8] .

1. 2. 2　平板初筛方法　将诱变后的孢子悬浮液涂布于选择培养基平板上,随机挑取在选择

培养基上生长的菌落, 转接到土豆汁斜面上于 28 ℃培养 4 d, 作为摇瓶的复筛菌株.

1. 2. 3　摇瓶复筛方法　250 mL 的三角瓶中装发酵培养基 25 mL,接种一环孢子,于旋转式

摇床振荡培养 2 d,转速 250 r/ min,偏心距 4. 5 cm, 发酵温度 28 ℃.

1. 2. 4　碱性脂肪酶活力的测定　采用酸碱滴定法测定碱性脂肪酶的酶活.反应液的组成

为:橄榄油-聚乙烯醇乳化液 5 mL, 0. 05 mol/ L pH10. 0甘氨酸-氢氧化钠缓冲液4 mL,稀释

的待测酶液 1 mL.橄榄油-聚乙烯醇乳化液由3%聚乙烯醇溶液 3份加橄榄油 1份于组织捣

碎机内乳化 6 min 而成.取 50 mL 烧杯两只分别作为对照和样品,分别加入上述反应液, 25

℃反应 10 m in 后, 加入 15 mL 95%的乙醇溶液终止反应,用 0. 05 mol/ L 的 NaOH 溶液滴

定至 pH 10. 3, 对照组的乙醇应在加酶液前加入.在上述反应条件下,每分钟催化橄榄油水

解产生 1 mol脂肪酸的脂肪酶量定义为一个脂肪酶单位.

1. 2. 5　菌丝体内酶活的测定　按文献[ 9]中的方法进行.

2　结　　果

2. 1　菌种选育

2. 1. 1　抗真菌抗生素抗性株的选育　将紫

外线照射后的 PB237菌株的孢子悬液涂布

于制霉菌素 400 g / mL 和克霉唑 20 g / mL

的选择培养基平板, 挑取在选择平板上生长

的菌落进行摇瓶复筛,几株产酶性能较好的

突变株的情况见表 1,其中PC2菌株最高.

表 1　PB227菌株的抗真菌抗生素

抗性株的诱变结果

菌株 相对酶活/ % 菌株 相对酶活/ %

PC 2 114 PC21 111

PC 11 109 PC22 106

PC 13 103 PC26 103

PC 17 103 PB227 100

2. 1. 2　抗底物结构类似物抗性株的选育　将亚硝基胍( 2 000 g/ mL)处理后的 PC2菌株

孢子悬液涂布于琥珀酸钠( 2% )的选择培养基, 挑取约 300株进行摇瓶初筛,选其中相对酶

活较高的再进行摇瓶复筛. 筛选结果见表 2, 其中 PD32菌株最高.

以亚硝基胍( 2 500 g / mL)处理 PD32菌株孢子悬浮液 1 h, 再于紫外线下照射 3 min,

涂布于柠檬酸钠( 2%)选择培养基. 挑取约 180株摇瓶初筛,选结果较好的 9株进行摇瓶复

筛,结果见表 3,选择其中的 PE92作为进一步试验用菌株.

表 2　PC2菌株的琥珀酸钠耐性株的诱变结果

菌株 相对酶活/ % 菌株 相对酶活/ %

PD5 111 PD32 116

PD6 107 PD99 108

PD11 100 PD146 105

PD17 111 PD253 110

PD21 113 PD279 107

PD23 97 PC2 100

表 3　PD32菌株的柠檬酸钠耐性株的诱变结果

菌株 相对酶活/ % 菌株 相对酶活/ %

PE 9 101 PE69 104

PE 16 100 PE71 102

PE 31 107 PE92 118

PE 53 98 PE134 107

PE 59 100 PD32 100
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2. 1. 3　抗底物、分解产物抗性株的选育　在实验中作者发现某些底物和分解产物对菌种的

生长和产酶均有一定的抑制,见表 4.选育解除了这些底物或分解产物反馈阻遏的突变株,

有可能提高酶的产量.

表 4　底物或分解产物对 PE92 菌株生长和产酶的影响

添加物 浓度/ % 生长状况* 发酵酶活/ ( mol/ ( min·mL) )

三丁酸甘油酯 0. 25
0. 5

+
-

147
0

丁　　酸 0. 25
0. 5

+
-

464
449

己　　酸 0. 25
0. 5

+
-

73
29

对　　照 不添加 + + 485

　　　　　注: + + 生长良好; + 生长较少; - 不生长

　　PE92菌株经紫外诱变后, 涂布于丁酸

( 0. 5% )选择培养基上,从中随机挑取了 54

个菌落测定其产酶水平,结果见表 5.

从表 5可以看出, 用丁酸选择培养基平

板进行筛选, 长出的菌落大部分为正突变株.

其中一株 PE92-49, 碱性脂肪酶活力为 398

mol/ ( min·mL) .

表 5　PE92菌株的丁酸耐性株的诱变结果

碱性脂肪酶的

相对活力* / %
菌株数

占测定总菌株的
百分数/ %

< 100 5 9. 3

100～105 18 33. 3

105～110 20 37. 0

> 110 11 20. 4

　注:出发菌株 PE92 相对活力为 100,碱性脂肪酶活力为

350 m ol / ( min·mL)

　　将亚硝基胍处理剂量为 1 000 g/ mL 的 PE92-49菌株孢子悬液涂布于三丁酸甘油酯

( 0. 5% )选择培养基平板上,从长出的菌落中随机挑取 144株测定其产酶水平,结果见表 6.

可以看出,在三丁酸甘油酯( 0. 5% )选择培养基上生长的菌落 93. 1%都是正突变. 其中一株

PF144菌株, 碱性脂肪酶活力为 469 mol / ( min·mL) ,比出发株 PE92-49提高了 20. 3% .

将 PF144菌株的单孢子悬液在 30 W 紫外灯下照射 60 s,涂布于己酸( 0. 5% )的选择培

养基平板上.从长出的菌落中随机挑取 75株进行摇瓶复筛, 结果见表 7. 其中一株 PG37菌

株,碱性脂肪酶的活力为 557 mol/ ( min·mL) , 比出发菌株PB227提高了 1. 5倍.

表 6　PE92-49 菌株的三丁酸甘油酯
耐性株的诱变结果

碱性脂肪酶的
相对活力* / %

菌株数
占测定总菌株的
百分数/ %

< 100 10 6. 9

100～105 24 16. 7

105～110 35 25. 7

110～115 49 34. 9

> 115 24 16. 7

注:出发菌株 PE 92-49相对活力为 100,碱性脂肪酶活力为

　 390 m ol / ( min·mL)

表 7　PE92菌株的丁酸耐性株的诱变结果

碱性脂肪酶的

相对活力* / %
菌株数

占测定总菌株的
百分数/ %

< 100 12 16. 0

100～105 17 22. 7

105～110 28 37. 3

110～115 18 24. 0

注:出发菌株 PF144相对活力为 100,碱性脂肪酶活力为　

479 m ol / ( min·mL)

2. 2　PG37菌株的传代稳定性及胞内、胞外酶的确证

将 PG37菌株在土豆培养基斜面上移接 10代, 同时测定其产酶性能, 结果见图 1. 可以

看出, PG37菌株具有较好的传代稳定性.在不同的发酵时间分别测定不含菌体的发酵清液

和菌丝体中的脂肪酶的活性,结果见图 2.可以看出, PG37菌株所产脂肪酶为胞外酶, 便于

酶的提取,非常有利于生产.
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图 1　PG37 菌株在土豆培养基斜面上

　　　　　移接 10 代对酶产量的影响
　　　　　　图 2　PG37 所产胞内胞外酶的比较

2. 3　PG37菌株所产脂肪酶的酶学特性

在得到 PG37菌株后, 作者对其所产脂肪酶的酶学特性进行了初步探讨, 结果见图 3～

6. 结果表明, 4041菌株所产脂肪酶为低温碱性脂肪酶,最适作用温度为 25℃,最适作用 pH

为 10. 0.

图 3　反应温度对脂肪酶活性的影响　　　　图 4　反应 pH 值对脂肪酶活性的影响

图 5　脂肪酶的酸碱稳定性　　　　　　　　　　图 6　脂肪酶的热稳定性　　　

3　结　　论

研究结果表明,选育抗真菌抗生素抗性株和底物、底物结构类似物及分解产物的耐性株

是提高脂肪酶产量简便有效的手段.经过多次诱变选育出一株具有较好的遗传稳定性的己

酸抗性株PG37,其产酶性能比出发菌株PB227提高了 1. 5倍, 达到 557 mol/ ( min·mL) .

而且PG37所产碱性脂肪酶主要为胞外酶,其最适作用温度为 25 ℃,最适作用 pH 为 10. 0,
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属低温碱性脂肪酶,适合我国居民的常温洗涤习惯.在经过发酵条件优化后, PG37的摇瓶

和 3 m
3发酵罐的发酵产酶水平可达到 2 000 mol / ( min·mL)左右(另文报道) ,使其工业

化生产成为可能.
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Abstract : After sev er al mutagenesis , a mutant PG 37 of resist ing N -capro ic acid w as

obtained fr om an alkaline lipase producing st rain , Penicillium cyclopium var . album

PB227, by screening mutant of resist ing ant ifungal ant ibody , substr ate , subst rate

analo gue or hydr olyzate . The alkaline lipase yield of PG 37 w as increased by 1. 5-fold

as compared w ith st rain PB227 , and reached to 557 mol / ( m in·mL ) . The lipase

pr oduced by PG 37 was most act ive at pH10 . 0 , 25 ℃ and was stable w ithin the range

of pH 7 . 0～10. 5.

Key words : alkaline lipase ; penicillium cyclopium ; mutagenesis
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