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抗分解代谢阻遏纤维素酶变异株的选育�

管 斌�， 孙艳玲�， 谢来苏�， 隆言泉�

（�	山东轻工业学院，山东济南������；�	天津轻工业学院，天津������）

摘 要：利用紫外线、亚硝基胍等对里氏木霉进行诱变处理，采用低剂量、多次复合诱变处理方法，

以��脱氧葡萄糖作为降解产物阻遏物进行高效筛选，选育得到一株抗分解代谢阻遏的突变株，使

纤维素酶活力提高了�倍	

关键词：纤维素酶；抗分解代谢阻遏；突变株；筛选；里氏木霉
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纤维素的酶促水解具有很高的应用价值	纤维

素酶解在经济上的可行性主要受到纤维素酶成本

的限制	木霉，特别是里氏木霉被认为是最具有应

用前景的纤维素酶生产菌株	该酶具有较强的分解

天然纤维素的能力［�］	纤维素酶酶系较宽，纤维素

酶属于胞外酶，分离、纯化较方便，这对酶制剂生产

非常有利	另外，木霉具有培养粗放，适应能力强等

特点，适用于固体培养和液体深层发酵，这为大规

模工业化生产奠定了基础［�］	

目前存在的主要问题是酶解效率不高	为提高

纤维素酶解的效率，多采用选育高产纤维素酶菌种

和改变纤维材料的结构，提高对酶的敏感性等方

法［�］	选育优良菌种是提高纤维素酶活力的关键	

从自然界分离筛选的野生型菌株其产酶能力一般

较低，为提高纤维素酶活力，诱变育种是一种有效

的方法	

作者选育了木霉纤维素酶高产菌株，探讨选育

纤维素酶高产菌株的有效途径，提高纤维素酶产生

菌的筛选效率	

 材料与方法

 ! 菌株和培养方法

 ! ! 菌株 原始出发菌株为里氏木霉（������


����	���
��）�123，作者所在微生物教研室保藏	

 	 	" 培养基 菌种保藏培养基：马玲薯琼脂

（81�）培养基
［�］；菌种分离培养基：以�9磷酸溶解

纤维素作为碳源，加入���&(�’!
［�］无机盐溶液的琼

� 收稿日期：���������；修订日期：����������	

作者简介：管斌（���:年��月生），男，山东济南人，工学博士，教授	
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脂培养基；产酶培养基：微晶纤维素粉末 ��，麸

皮浸出液 ���，（���）���� ��，	��
��

���
�，蛋白胨灭菌后备用�

����� 培养方法 保藏菌种接种到
��斜面进

行活化培养，经表面皿稀释或划线分离纯化，三角

瓶摇瓶筛选，选育出具有较高活力的菌株作为出发

菌株�

��� 分析方法

����� 还原糖测定 取上清液，按照 ������
［�］方

法，以葡萄糖作为标准，使用���试剂测定还原糖

的含量�

����� 纤维素酶活力测定 采用 �������
［�］方法

来测定滤纸酶活（������
������������，简称为

�
�）和 � 酶活（ � ’���）�其酶活力单位用国

际单位（!"／#$）来表示�

����� 可溶蛋白测定 发酵上清液的可溶蛋白质

量浓度采用$%&���
［’］方法测定，并以牛血清蛋白作

为标准�

����� 菌体蛋白测定 发酵液经离心，取沉淀加

入�#%�／$����在���(下萃取)次，冷却、经离

心后，加入一定量的生理盐水溶解，用$%&���
［’］方

法测定蛋白质含量�经换算可分别得到菌体蛋白质

量浓度�

����� 纤维素质量浓度测定 发酵液经离心，取

沉淀加入)#$醋酸*硝酸试剂，沸水浴中保温)�

#��，冷却，离心后经蒸馏水反复洗涤，残存纤维素

在减压下��(烘至恒重�经换算可得残存纤维素

质量浓度�

� 结果与分析

��� 出发菌株的筛选与特性比较

����� 出发菌株的筛选 在磷酸膨胀纤维素

（+�����,）培养基上，用稀释法或划线法分离出能使

磷酸膨胀纤维素降解形成水解透明圈的菌落�)�

株，接种于含有��微晶纤维素的基本培养基上进

行摇瓶筛选，把滤纸酶活和 � 酶活较高的�株

进行复筛，把其中�株分泌纤维素酶的优良菌株

（���������+ ）作为出发菌株�

����� 出发菌株与变异菌株的特性 出发菌株在


��琼脂培养基上与变异菌株菌落差异较大，如表

�所示�变异菌株菌落小，生长缓慢，孢子较少，颜色

呈淡绿或黄白色；而出发菌株在
��琼脂培养基

上菌丝生长迅速，菌苔较厚，孢子颜色呈绿色，孢子

产生较多�

表� 里氏木霉出发菌株与变异菌株的比较

����� 	
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�
�����������	���
�����	����

��������
���

菌种
菌落

形态
菌丝 孢子颜色

生长

速率

形成孢子

数量

出发菌株 大 松散 绿色 快 多

变异菌株 小 紧密 浅绿色 慢 少

���� 经诱变选育抗分解代谢阻遏的纤维素酶高

产菌株

以���������+ 为诱变处理的出发菌株，经

紫外线（-�）照射处理、紫外线照射与�����复合

处理和亚硝基胍（�./）反复多次诱变处理，根据磷

酸膨胀纤维素琼脂表面上纤维素水解透明圈大小、

$型试管纤维素酶活力进行初筛以及摇瓶复筛，选

育出抗分解代谢阻遏的纤维素酶高产菌珠�其育种

过程如图�所示�经反复诱变处理选育抗分解代谢

阻遏的纤维素酶高产菌株的试验结果如表�所示�
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图� 纤维素酶高产菌株的育种过程
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表� 经反复诱变处理选育抗分解代谢阻遏的纤维素酶高

产菌株的结果

����� �����
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�����
��"

��������
���

诱变

步骤
诱变剂

摇瓶酶活／
（!"／#$）

表面皿筛选
（培养基质量
浓度为��2／$）

� ��’� ���� +�����,上纯种分离

� -� ���’ ���) +�����,1�*�/

) -�1����� ��’� 3��� +�����,1�*�/

� �./，
���2／#$ ���� ����� +�����,1�*�/


 -�1���� ���� ����� +�����,1��2／$甘油

� �./，�
��2／#$ )��� ����� +�����,1)�2／$甘油

� �./，�
���2／#$ )��� ����� +�����,1)�2／$葡萄糖

可以看出，出发菌种（�+ ）经反复多次复合诱

变处理，在含有磷酸膨胀纤维素（+�����,）培养基

中，加入�*�/（�*脱氧葡萄糖）以及甘油（或者葡萄

糖）作为降解产物阻遏物，在其介质上培养诱变处

理过的分生孢子，对抗降解产物阻遏突变型进行富

集培养（对降解产物阻遏具有抗性的分生孢子能产

生足以水解所有底物的酶并在给定条件下生长），

获得抗分解代谢阻遏的纤维素酶高产突变菌株，使

得纤维素酶活力有了较大的幅度提高�在经�次诱
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变处理之后，其抗降解产物阻遏突变株的滤纸酶活

和���酶活分别达到了����和�����（��／	
），

较出发菌株酶活提高了�倍，这说明该诱变处理及

菌株选育方法是行之有效的�再者，经��、��


�����和���反复多次诱变处理，使里氏木霉的

纤维素酶活力得到了逐步提高�另外，经多次诱变

处理的变异菌株产酶稳定性相对较差，必须经反复

多次纯种分离和摇瓶比较，才能逐步筛选出产酶稳

定性较好的菌种�

��� ��������培养及产酶的进程

图�为��������变异菌株菌种生产和产酶的

进程曲线�可以看出，在�������之间，菌体生产

较快，����后菌体达到最高质量浓度����酶活

几乎与菌体生产平行增长，第�天酶活达到最高；

而滤纸酶活在培养初期比���酶活的出现提前一

些，随着培养时间的延长，滤纸酶活比���酶活增

长稍缓慢一些，它在第�天酶活达到最高�而纤维

素在�������内消耗速率较快，其后减慢，到第

�天消耗降到较低水平�

图� ��������变异菌株菌种生长和产酶的进程曲线
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由于在纤维素与水构成的多相复杂体系中，纤

维素是不溶于水的高聚糖，它不能直接被细胞吸收

利用�菌体生产和酶蛋白的合成需要消耗大量碳

源，这要由纤维素酶解产生的葡萄糖或者纤维二糖

来获得，而纤维素酶解所需要的纤维素酶必须与菌

体的酶合成和分泌相配合�所以，���酶活力的增

长几乎同菌体生产同步进行�从图�可以看出，纤

维素消耗速率、菌体生产速率和���酶活增长速

率最快的时期在�����

经发酵得到的粗制酶液，以可溶性蛋白浓度与

滤纸酶活关系来作图，得到图�的试验结果�可以

看出，随着可溶性蛋白质量浓度的增加，滤纸酶活

几乎呈线性增加，这说明��������变异菌株所分泌

的纤维素酶与该菌体分泌的可溶性蛋白质量浓度

成正比�

图� 可溶性蛋白质质量浓度与滤纸酶活的关系
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��� 葡萄糖对��������变异菌株所分泌的纤维素

酶的分解代谢阻遏效应

把出发菌株和变异菌株接种于���／
的微晶

纤维素和��／
的葡萄糖培养基中，在���条件下

发酵��，其试验结果如表�所示�可以看出，出发

菌株补加葡萄糖后，产生的分解代谢阻遏效应［�］明

显，其产酶能力比对照组要低���倍，而变异菌株

则比对照组低���倍�变异菌株即使在有葡萄糖的

环境中，其对菌种产酶影响也较小�该变异菌种是

一株较好的抗分解代谢阻遏纤维素酶突变菌株�
表� 葡萄糖阻遏效应对产酶的影响

����� ����	�
����	

�������
�	������
���
��	��
�

��／	


菌株
补加葡萄糖

后的滤纸酶活

对照组

滤纸酶活�

出发菌株 ���� ����

变异菌株 ���� ����

注：对照组为未补加葡萄糖发酵的结果�

� 讨 论

真菌分泌纤维素酶的同时，也产生了较多的分

解代谢产物如葡萄糖、纤维二糖等�这些产物容易

被菌体吸收利用，对菌体分泌纤维素酶产生分解代

谢产物阻遏效应［�］，从而阻碍了菌体迅速、大量的
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分泌纤维素酶�为了解决这一问题，作者选育抗降

解产物阻遏的纤维素酶突变株，采用“富集培养”筛

选步骤

�）采用纤维素酶分泌能力较强的野生型菌株、

经初步诱变处理筛选得到变异株或生产性菌株（经

发酵生产反复训化的菌株）作为出发菌株�经诱变

处理得到的突变株往往正突变率较高［��］�

�）菌种诱变多选用对里氏木霉诱变效果较好

的亚硝基胍（���）、紫外线（��）作为诱变剂，以新

鲜的孢子菌悬液为诱变介质，采用低剂量、反复多

次复合诱变处理方法，可获得较高的正突变率［��］�

	）用含有�
脱氧葡萄糖的磷酸膨胀纤维素

（��
����）作为培养介质进行中间培养�利用�
脱氧

葡萄糖作为真菌代谢拮抗物和菌体进行纤维素酶

酶系合成的降解产物阻遏物，来富集抗分解代谢阻

遏的纤维素酶突变株分生孢子�

�）在含有磷酸膨胀纤维素（��
����）的琼脂培

养基中加入一定量的�
脱氧葡萄糖或者甘油作为

降解阻遏产物进行“富集培养”，以得到抗分解代谢

阻遏的纤维素酶突变株分生孢子�对于降解阻遏产

物具有抗性的分生孢子在磷酸膨胀纤维琼脂平板

上生长、产酶，形成分解纤维素的水解透明圈，同时

在甘油琼脂平板上也产生水解透明圈，这样可大大

提高抗分解代谢阻遏的纤维素酶突变株的筛选效

率，起到“定向筛选”的目的�

�）经反复多次复合诱变处理和“富集培养”筛

选得到的突变型往往稳定性较差，必须再经反复多

次纯种分离和摇瓶比较，才能逐步筛选出产酶稳定

性较好的菌种�

诱变育种是木霉纤维素酶高产菌株选育的有

效途径，反复诱变可使菌株产生正向变异的积

累［��］�
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/��第	期 管斌等：抗分解代谢阻遏纤维素酶变异株的选育
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