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摘!要!利用自己设计的筛选方法!从不同的酿造曲样中筛选出.株产纤溶酶酶活较高的米曲霉

菌株340%!其产纤溶酶酶活为!"5"67#340%经过紫外线$%$8(和亚硝基胍诱变!筛选得到突变

株+40!"!其产酶酶活为%/5"67!是出发菌株340%的!*"!倍#突 变 株 +40!"的 发 酵 性 状 改

变!其产纤溶酶的高峰比出发菌株迟了约.$9#
关键词!纤溶酶$米曲霉$筛选$诱变
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!!血 栓 病 是 严 重 危 害 人 类 健 康 的 常 见 病’多 发

病%是 死 亡 威 胁 最 大 的 疾 病 之 一%而 且 血 栓 病 的 发

病率呈逐 年 增 加 的 趋 势(溶 栓 疗 法 是 治 疗 血 栓 病

的一种有效疗法%但是目前临床使用的溶栓剂存在

特异性差%作 用 时 间 短%副 作 用 大%价 格 昂 贵 等 缺

点).*%因此寻找高效溶栓剂是国内外医学界重点攻

关的内容 之 一(而 目 前 发 现 的 几 种 微 生 物 来 源 的

纤溶酶安全 无 毒 副 作 用%易 工 业 化 等 优 点)!*%因 此

自从.21&年 日 本 学 者 从 纳 豆 中 发 现 纳 豆 激 酶 以

来%在研究人 员 寻 找 新 的 溶 栓 剂 时%微 生 物 来 源 纤

溶酶一直是国内外学者研究的热点%到现在已经有

很多研究者分别从枯草芽孢杆菌)/*’根霉)#*’黄青霉

菌)"*’脉胞霉)%*中发现了纤溶酶(
米曲霉在食品工业及相关行业中应用广泛%而

且其产物安全无毒%曾有人提出米曲霉能产生溶栓

物质)&*%但是国内外尚未见到文献报道(本研究针

对目前溶栓剂存在的不足%试图从几种酿造用的大

曲中筛选出对人类有益的产新型纤溶酶的米曲霉%
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为开发新 的 纤 溶 酶 提 供 理 论 基 础!因 此 研 究 米 曲

霉生产纤溶酶"具有重要的学术和社会意义!

>!材料与方法

>?>!试剂

冻干牛血纤维蛋白原#购自上海莱士血制品有

限公司$尿激酶%凝血酶#均购自珠海经济特区生物

化学 制 药 厂$牛 血 纤 维 蛋 白#购 自 中 国 医 药 集 团 上

海化学试剂公司$其他试剂均为国产分析纯或进口

分装!

>?@!培养基

斜面培养基为#豆汁培养基&黄豆.$B"浸泡过

夜"煮沸!9"豆汁.$$67"然后加入#蔗糖/B’M7"
琼 脂 .X" B’M7" QB3<# $X$"Z"F!C[<#
$X$/"Z(!

平 板 初 筛 选 培 养 基#在 查 氏 培 养 基 中 加 入

$X"Z纤维蛋白!
发酵复 筛 培 养 基#麸 皮 #B’M7"豆 饼 粉 !B’

M7"蛋白胨.B’M7"水"$67"YC"X"!

>?A!样品中产纤溶酶米曲霉的分离与鉴定

将分离曲 样 放 入 灭 过 菌 的 三 角 瓶 中"加 入!"
67灭菌的生 理 盐 水"震 荡 摇 晃!然 后 稀 释 一 定 的

梯度"取$X!67涂 布 在 含 有 青 霉 素 和 脱 氧 胆 酸 钠

的初筛养基 上"培 养/M!对 分 离 到 的 曲 霉 的 进 行

鉴定)1*!

>?B!筛选方法

初筛#米曲 霉 所 产 纤 溶 酶 会 使 纤 维 蛋 白 溶 解"
在平板上 会 出 现 透 明 圈!在 初 筛 平 板 上 挑 取 透 明

圈直径与菌落直径之比&-(较大的米曲霉菌株!可

以根据透明圈与菌落直径之比的大小"初步筛选高

产菌株!
复筛#把初 筛 得 到 的 菌 株 进 行 摇 瓶 发 酵"温 度

为/$\"摇床转速为!$$I’6E?"发酵&!9"然后测

定发酵液纤溶酶酶活!

>?C!纤溶酶酶活测定方法

>?C?>!纤维蛋白原平板法!方法!"!酶活测定方

法参照文献)2].$*"用凝血酶和纤维蛋白原做成纤维

蛋白原平板"以尿激酶为标准品做标准曲线!然后

把发酵液点于同样的纤维蛋白原平板上"反应完成

后测量透明圈的面积!最后根据尿激酶标准曲线"
计算出发 酵 液 的 酶 活!测 得 的 结 果 为 相 当 于 尿 激

酶的单位数!

>?C?@! 纤维蛋白平板法!方法""!用同样量的纤

维蛋白代替纤维蛋白原和凝血酶"做成纤维蛋白平

板!把发酵液点于纤维蛋白平板上"反应完成后测

量透明圈面积!

>?D!诱变方法

>?D?>!紫 外 诱 变!首 先 制 备 浓 度 约 为.$%个’67
的单孢子悬液"然后用紫外灯照射!紫外灯功率为

."T"距离为!$P6"时间为!!."6E?"并计算其

致死率!

>?D?@!DE8(诱变!浓度 为.$%个’67的 单 孢 子 悬

液"照射剂量为%^.$#_%1^.$#_%.$^.$#_%.!
.̂$#_%.#̂ .$#_"并计算其致死率!

>?D?A!亚硝基胍 诱 变!浓 度 为.$%个’67的 孢 子

悬液.67与质量浓度为.6B’67亚 硝 基 胍 溶 液

.67混合"作用#"6E?!

@!结!果

@?>!产纤溶酶米曲霉的筛选与鉴定

@?>?>!产纤溶酶米曲霉的筛选与鉴定!先从初筛

平板中挑取透明圈与菌落直径之比大的曲霉菌株"
然后利用 摇 瓶 复 筛 获 得 高 产 菌 株!对 筛 选 到 的 菌

株进行 培 养 观 察 和 镜 检!菌 落 形 态#菌 落 初 为 白

色"黄色"继 而 变 为 黄 褐 色"淡 黄 绿 色!镜 检#分 生

孢子头呈放 射 形"少 有 疏 松 柱 状"分 生 孢 子 梗 多 为

单层"少有 双 层"分 生 孢 子 洋 梨 形!根 据 菌 落 形 态

和镜检"初步鉴定分离到的菌株为米曲霉!

@?>?@!筛选结果!从样品中筛选出产纤溶酶的米

曲霉菌株如表.!从表.中可看出透明圈与菌落直

径之比&-(大的菌株"其产纤溶酶活性 较 高!从 酱

油大曲中筛 选 出 一 株 产 酶 活 性 最 高 的 米 曲 霉 菌 株

为340%"其 纤 溶 酶 酶 活 为!"X$5’67!所 以 选 择

340%为出发菌株"进一步进行菌种改造!利用米曲

霉所产纤溶酶会使纤维蛋白溶解"在平板上会出现

透明圈的方 法 作 为 初 筛 方 法"大 大 减 少 了 工 作 量"
增加了筛选的目的性和确定性!

表>!筛选结果

F&6?>!F1.$.5#’0"(5,$..%-%2

样品 菌株编号 -
纤溶酶

酶活’&5’67(

黄酒曲 34]. .X. /X!

酱油大曲 340% .X% !"X$

饲料 34]. /.X! 1X"

面酱曲 34]!$ .X" !$X#

白酒米曲 34]/! $ $

@?@!酶活测定方法

用方法"测 定 出 不 同 发 酵 液 在 纤 维 蛋 白 原 平

板上的透明圈面积"计算出酶活!同时用方法#测
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定出不同发酵液在纤维蛋白平板上的透明圈面积!
如表!"从表中可看出方法#的透明圈面积随着酶

活的增大而增大!透明圈面积的增大基本能反应出

酶活增加的趋势!因此可以用方法#中的透明圈面

积大小来 表 示 发 酵 液 酶 活 的 高 低"虽 然 方 法#的

准确性不如方 法"但 是 纤 维 蛋 白 比 纤 维 蛋 白 原 价

格便宜很多!而且方法#操作相对简单"
在诱变育种筛选菌株时!需要通过大量测定发

酵液 酶 活!来 筛 选 高 产 菌 株!如 果 用 价 格 很 便 宜 纤

维蛋白代替价格昂贵的纤维蛋白原和凝血酶!进行

初筛!就 可 以 大 大 减 少 纤 维 蛋 白 原 的 使 用!节 省 很

多试验经 费"因 此 在 菌 株 的 大 通 量 筛 选 过 程 中 用

方法#测定酶活!具有很重要的意义"
表@!方法!和方法"的比较

F&6G@!F1.,"9H&$-5-"%6.0=..%9.01"*!&%*"

发酵液
编号

酶活#
$5#67%
$方法"%

透明圈面积#
$66!%
$方法"%

透明圈

面积#$66!%
$方法#%

. %X. %# ""

! !"X$ .## ..!

/ #!X% .2% .#%

# "#X$ !!" .%1

" %#X" !/! .1!

% 1/X# !12 !.$

@?A!诱变育种

@?A?>!诱变的致死率的确定!计算不同照射时间

下紫外线对 米 曲 霉 孢 子 的 致 死 率!如 图."从 图.
中看出紫外线照射16E?的米曲霉孢子的致死率约

为1$Z"在试验中发现致死率为1$Z时正突变率

为#!X&Z!最 高!所 以 选 择 紫 外 线 照 射 时 间 为

16E?"
不同 剂 量 下!%$8(诱 变 的 致 死 率 曲 线 如 图!"

%$8(诱 变 照 射 剂 量 为.$^.$# _ 时 的 致 死 率 为

1"Z"此时正 突 变 率 最 高!为/%X1Z!所 以 选 择%$

8(照射剂量为.$̂ .$#_"

图>!紫外线辐照时间对孢子致死率的影响

)-2G>!F1..((.,0"(IJ$&*-&0-"%0-9."%01.*.&01"(

5H"$.5

图@!DEK"辐照时间对孢子致死率的影响

)-2G@!F1..((.,0"(DEK"$&*-&0-"%0-9."%01.*.&01"(

5H"$.5

@?A?@!紫外线 诱 变 结 果!菌 株340%经 过 紫 外 线

反复诱变后得 到#株 突 变 株!如 表/"从 表 中 可 看

出突变株540..和出发株相比酶活提高幅度最大!
为%#X1Z"

表A!紫外线诱变结果

F&6?A!F1.5,$..%-%2$.5#’0"(IJ9#0&0-"%

菌株 纤溶酶酶活#$5#67% 提高幅度#Z

340% !"X$

54]1 /!X1 /.X!

54].. #.X! %#X1

54]!" !1X/ ./X!

54]!& /%X# #"X%

@?A?A!DE8(诱变结果!为了获得酶活更高的突变

株!用%$8(作 为 诱 变 剂!在 剂 量 为.$^.$#_条 件

下!对菌 株 540..诱 变!部 分 结 果 如 表#"从 表 中

看出突 变 株 ;40/的 酶 活 最 高!比 540..提 高 了

/.X!Z!是菌株340%的!X.%倍"
表B!DEK"诱变结果

F&6?B!F1.5,$..%-%2$.5#’0"(DEK"9#0&0-"%

菌株 纤溶酶酶活#$5#67% 提高幅度#Z

540.. #.X!

;40/ "#X$ /.X!

;402 "!X& !&X2

;40/" #2X/ .2X&

@?A?B!亚硝基胍诱变结果!用化学诱变剂亚硝基

胍!对菌 株 ;40/诱 变"从 突 变 株 筛 选 得 到 菌 株

+40!"!其纤溶酶酶活为%/5#67!和菌株;40/相

比酶活提高.%X&Z!是菌株340%的!X"!倍"

@?B!L;M@C的遗传稳定性

+40!"连续传 接%次!然 后 同 批 发 酵 后!测 酶

活!结果如图/"突变株+40!"遗传性状稳定"
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图A!L;M@C菌株的传代试验

)-2GA!F1.2.%.0-,50&6-’-03"(50$&-%L;M@C

@?C!L;M@C和+;MD发酵性状的比较

+40!"和340%在发酵过程中YC值的变化和

纤溶酶酶活的变化如图#!

图B!菌株+;MD和菌株L;N@C发酵性状的比较

)-2GB!F1.,"9H&$-5-"%"((.$9.%0&0-"%H.$("$9&%,."(

50$&-%5+;MD&%*L;N@C

从图#中看到突变株+40!"的开始产纤溶酶

的时间 与 出 发 株340%基 本 一 致"都 是 在 发 酵#$9
后开始的"而+40!"产酶高峰比340%迟了约.$9!

340%在/$9之后发酵液的YC 开始升高"%$
9后趋于平缓"到发酵后期YC基本不再变化!+4
]!"在/$9之前发 酵 液 的YC 开 始 升 高"到&$9
后趋于平缓"从 整 个YC 上 升 过 程 中 来 看YC 的 升

高速度比 出 发 株 慢!这 可 能 是 突 变 株 在 产 酶 过 程

中氮源消 耗 比 出 发 株 慢!这 会 更 利 于 发 酵 过 程 中

发酵条件的控制!

A!结!论

利用米曲霉所产纤溶酶能溶解纤维蛋白"在平

板培养基上出现透明圈作为初筛方法"从酱油大曲

中筛选出产纤溶酶活性较高的米曲霉菌株340%"纤
溶酶酶活为!"5#67!340%经 紫 外 线 反 复 诱 变$
%$8(诱变和亚硝基胍诱变得到突变株 +40!""其酶

活为%/5#67是 出 发 株 的!X"!倍!突 变 株 的 发

酵性状发生改变"其发酵产酶时间比出发株延长了

.$9"在产酶过程中YC升高速度变慢!
在诱变菌 株 筛 选 过 程 中 用 纤 维 蛋 白 代 替 纤 维

蛋白原和凝血酶测定发酵液酶活"用纤维蛋白的透

明圈面积的大小显示酶活的高低"减少了价格昂贵

的纤维蛋白原的使用"节省了试验费用!
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