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霉菌酸性蛋白酶高产突变菌株9169的选育

李乃强， 潘军华， 张星元
(无锡轻工大学生物工程学院．江苏无锡214036)

摘要：对一株宇佐美曲霉进行紫外光、微波和60Cm的逐叛诱变育种．使酸性蛋白酶产量从2 800

u／mL提高到7 200U／mL突变株传代多攻，产酶性能保持稳定；对突变株与出发株的发酵过程进

行7比较研究，发现突变株最大产酶时问提前10 h以上，而培养基pH值对产酶有一定影响．
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Selection of Mould Mutant Strain 9169 Producing Acid Protease

LI Nai—qiang． PAN jun-hua， ZHANG Xing-yuan

(School of biotechnology．Wuxi University of Light Industry，Wuxi 214036，China)

Abstract：The original strain Asper鲋ttus usamli WX—ZLl0 was mutated by u[traviolet radiation，mi—

crowave radiation and y-ray．A mutant AspergiUus usamii 9169 was obtained．The yield of acid pro—

tease was improved from 2 800U／mI．to 7 200U／mL．The mutant strain maintains perfect genetic sta—

bility after several generations of reproduction．The time profiles 0f hotk the mutant and its parental

strain were plotted in which some of their physiological properties were compared．By contrast of its

parent’s，the optimal duration for obtaining maximal enzyme activity of the mutant was lOhrs de—

creased．The pH value of the medium had great impact on the biosyntheses and secretion of the acid

protease

Key words：Aspergillus usamii；acid protease；microwave mutagenesis

酸陛蛋白酶在酸性环境下能催化蛋白质的水

解，在催化过程中，一般不会因细菌繁殖而腐败变

质．酸性蛋白酶在食品、酿造、皮革、胶原纤维

等¨1j工业上用途很广，在医学方面可以作为消

炎、退肿的药物以及助消化剂￡4】．此外，作为食品添

加剂也逐步得到应用．1990年，利用重组技术生产

的酶食品添加荆．最先在美国得到承认．近几年来，

酸性蛋白酶应用范围进一步扩大，尤其是作为一种

新型的生物饲料添加荆．在饲料工业中表现出的潜
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在功能．再次引起人们的研究兴趣‘“．作者以本实

验室保藏的一株宇佐美曲霉为出发菌株．对其进行

紫外光、微波和60c0复合诱变处理，选育出了一株

酸性蛋白酶的高产突变菌株

1材料与方法

1．1出发菌株

A．usamii WX-ZLl0是由本实验室保藏的一
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株宇佐美曲霉(A．nsamii)，经分离、纯化、复壮而

得．

1．2培养基

1．2．1斜面袍子培养基蔗糖30 g，NaN03 2 g，

K2HP04 lg，KCl 0．5 g，MgS04‘7H20 0．5 g，

FeS04·7H20 0 01 g．琼脂20 g．加水至1 L，自然

pH，于0．1 MPa压力下灭菌20 rain．

1 2．2 分离培养基蔗糖30 g．NaN03 2 g．

K2HP04 1 g，KCl 0．5 g．MgS04·7H20 0．5 g．

FeS04·7H20 0．01 g．琼脂15～30 g，酪蛋白10 g，

加水至1 L．自然pH，于0．1 MPa压力下灭菌

20min．

1．2．3发酵培养基玉米粉10 g．黄豆粉50 g，磷

酸氢二钠4 g，氯化钙5 g，氯化铵10 g，加水至1 L，

自然pH，于0．1 MPa压力下灭菌20 min．

1．3诱变方法

1．3 1孢子悬浮液制备取恒温箱内30℃下培养

4 d的WX-ZLl0菌种斜面，用0．85％的生理盐水洗

下孢子，置于无菌并盛有玻璃珠的三角瓶中，在210

r／rain的旋转式摇床上震荡5 h，使孢子活化和分

散，要求孢子分散率在90％以上，然后用生理盐水

将孢子悬浮液稀释到106个／mI，，得孢子悬浮液备

用，

1 3 2诱变方法

1)紫外光诱变

吸取出发菌株WX—ZLl0的孢子悬浮液。注入8

个直径9 cm的底部平整的平面皿中。每个平面皿

的悬浮液量为10 mL．将盛有悬浮液的平皿置于诱

变箱内紫外灯管下的磁力搅拌器上，平皿距紫外灯

管的垂直距离为30 cm．打开紫外灯，预热30 rain。

使光波稳定．调节搅拌子的转速，转速稳定后．打开

平皿盖子照射，并开始计时．8个平皿的照射时间分

别为0⋯2 4 6、8、10、12、14 rain．从每个平皿中取出

0．1 mL的菌悬液，做适当稀释，得不同稀释度的菌

悬液．吸取稀释后的菌悬液0．3mL．涂布分离培养

基平板，然后置于30℃恒温箱培养(为避免光复

活，平皿需用黑纸或牛皮纸包裹)．整个诱变操作过

程均在红光下进行，4 d后长成菌落，统计菌落数．

然后计算致死率．

2)微波诱变

吸取由菌株uv9制得的孢子悬浮液。注八6

个直径9 cm的底部平整的平面皿中．每个平面皿

的悬浮液量为10 mI，调微渡炉功率为700 w、脉冲

频率为2 450 MHz，按不同的处理时间，对孢子悬浮

液进行辐照处理，处理时间分别为0、15、30、60、

120、180 s．分别从每个平皿中取出0 1 mI。的菌悬

液，进行适当稀释．得不同稀释度的苗悬液吸取稀

释后的菌悬液0 3 mL，涂布分离培养基平板．然后

置于30℃恒温箱培养．菌落长好后计数，并计算致

死率，

3)60Co诱变

吸取由菌株W16制得的孢子悬浮蔽，分别注入

6个直径1．5 cm、长15 cm的无菌试管中，每个试管

的装液量为5 mL．用60co发出的7射线处理分别

以400，600，800，1 000，1 200，1 400 Gy的剂量处理

这些样品．分别从每个试管样品取出0．1 mI。的菌

悬液，做适当稀释．吸取稀释后的菌悬液0．3 mI．，涂

布分离培养基平板。倒置于30℃恒温箱培养．菌落

长好后计数，并计算致死率．

1．3．3酸性蛋白酶酶活的测定1个酸性蛋白酶

单位定义为：在pH值2．5、温度40℃的条件下水懈

酪蛋自每分钟产生1“g酪氨酸的酶量．水解产物用

Folin法⋯测定

2结果与分析

2．1紫外光诱变

2．1．1紫外光诱变致死率的测定

106个／mL的单孢子悬浮液经紫外光照射处理

后．测定致死率结果见表1

表1紫外线诱变A．usamii的致死宰

Tab．1 The death rates of A．asamii after mutagenesis of ul—

trnviolet irradiation

：怒活菌数致?7 照射Ih可／m时in 活菌数致警7
0 2 8×10s 0 8 5 8x104 79 3

2 2 0×105 28 6 10 3 5×104 87 5

4 1 6×10s 42．9 12 2 5×10'91 1

6 1 1 X10s 60 7 14 1 4×104 95 0

据报道L7J．经紫外光诱变死亡率达到95％～

99％时的剂量，往往是回复突变株出现率最高的剂

量．经验表明，紫外光剂量控制在死亡率75％～

80％时，高产菌株诱变效果好．由上表确定紫外光

诱变作用时间为8 min．

2．1．2紫外光诱变结果

用15 w的紫外灯，与培养皿垂直距离30∞，
照射8 min，涂布分离平板进行初筛，共挑取70株；

经发酵培养基摇瓶复筛得到10株它们的酶活力

单位如表2所示．
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表2紫外诱变结果

Tab-2 The production of mutagen8is by ultraviolet irradia．

tion

菌株 酶活／(U／mL) 菌株 酶活／(U／mL)

UVn 2 800 UV6 2 900

UV】 3 100 Uu 3 200

uv2 3 300 uv日 3 050

UV3 3 400 Uv0 3 500

UVa 3 200 UVIo 3 5IO

U砘 3 100

从上述菌株中挑出酶活最高者uU菌株，其酸

性蛋白酶酶活3 500U／m1．．超过出发菌株酶活

25％，将uU菌株涂布分离平板，进行分离纯化．挑

出菌落透明圈直径与菌落直径比值大者．移至斜面

孢子培养基培养，待孢子成熟后置冰箱保藏待用．

2．2微波诱变

由于紫外诱变所得到的菌株产酶量仍不很高，

因此有必要采取新的诱变方法，以得到高产菌株．

本实验选用最大功率700 W、脉冲频率为2 450

MHz的微波炉对含量为106个／mL的UV9的单孢

子悬液．按不同的辐照时间进行辐照处理，致死率

测定的结果如图I、表3所示．

图1 微波黝靠牢曲线
Fig-1 1he death rates under the mutagenesis by mi-

Cl?OWaVe

表3傲波对宇佐美曲霉的诱变效果

Tab．3 The effects of mutagenesls埘microwave oN A．Hn

由诱变结果可知，120 s辐照处理．正突变频率

虽高，酶活提高率最大达65 7％．诱变育种过程中

发现低剂量辐照会促使孢子萌发时间提前，而高剂

量则更易造成正变．

从以上正变的菌株中选出5株突变株：w20(酶

活5 800U／mI。)．w16(酶活5 750u／mL)，w7(酶活

5 600 u／mL)，w8(酶活5 500 U／mL)，W35(酶活

5 400u／mI，)．经3代传代w20和w8出现了较大的

回复突变，只好弃置．W16(酶活5 750 U／ml，)，W7

L酶活5 600 U／ml。)冷藏，以作为下一步诱变的出

发菌株

2．3 6。Co诱变结果

用60co发出的7射线照射处理106个／mL的

w16单孢子悬液，剂量为400．600，800，1 000。1 200，

1 400 Gy．从分离平板上利用透明圈大小进行初筛

出60株突变株，然后用发酵培养基摇瓶发酵复筛，

从1 000 Gy照射的菌株中选出4株产酶水平高于

出发株w。。的突变株，其中C9产酸性蛋白酶的水平

最高为7 000 u／mI。，进一步分离纯化．选出一株编

号为9 169产酶水平为7 200 U／mI。的突变株，比

w16的产酶能力提高了25．2％．

2．4菌种选育系谱

本研究的菌种选育系谱如图2所示．

匝亘亟互巫习
I紫外光照射8|rLin

[亟亟互至口
l搬波照射120 s

——11。。。。。。。。。。。。。。。。。。。。‘‘。‘1。。。。。。。。。。。。。。。，。。。。。。‘‘11。。1。。。。。。。。。。。。。。。。一
W16(酶活5 750 u／mL)

l。c。辐照剂量1 000GY

r—’’————————。——————————+—————‘———。————一
q(酶活7 000 u／mL)

l进一步分离纯化

厂五磊i磊忑习!!竺!翌：!!!±竺
圈2菌种选育系谱

rib．2 Mutagenesis chart of A-usamii

2．5突变株传代实验

用斜面孢子培养基将突变株9 169多次传代

(30℃下培养4 d)，得不同代次的斜面．将不同代次

的斜面孢子接种发酵培养基(500 ml，三角瓶装50

m!，)，在220 r／m[n旋转式摇床30℃培养90 h测

得突变株发酵能力如表4所示传接7代后，突变株
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产酶仍维持在原来的水平，这表明，突变株9169的

产酶性能稳定

表4菌株9169的传代稳定性

Tab-4 Genetic stability of strain 9169

代数 酶活／(uVmL) 代数 酶活／(U／mL)

第一代 7 200 第五代 7 200

第二代 7 350 第六代 7 300

第三代 7 300 第七代 7 250

第四代 7 250

2．6诱变菌株和原菌株发酵过程曲线的对照

用发酵培养基．500 mL三角瓶装液50 mI。，孢

子接种，30℃下，在220 r／min旋转式摇床培养在

此条件下，突变株和原菌株的发酵过程曲线如图3．

1：：
^

}：：
2 0()0

0

时间／h

图3诱变菌株和出发菌株发酵过程曲线的对照

Fig．3 The time profile of the mutants and the initial

strain
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