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钝齿棒状杆菌产赖氨酸突变株的选育
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.
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,

发醉讲座 )

用 N
一

甲基
一

N
, 一

硝基
一

N
一

亚硝基服 ( N T G )对钝齿棒状杆菌 ( c o句。 e ab e t e ,
i“ m c r o an t u m ) W

L l
。

0 2 4 5进行了诱变处理
,

获得了高丝氨酸
、

蛋氨酸
、

亮氨酸及丙氨酸营养缺陷型和 S
一

( 2
一

氨基

乙基 )
一

L
一

半恍氨酸 ( A E C )抗性突变株
,

并经摇瓶筛选出几株能产生 L
一

赖氨酸的钝齿棒状杆菌

A E C 抗性株
、

高丝氨酸缺陷型株和高丝氨酸缺陷型兼 A E C 抗性突变株
。

T R
一
275 菌 株 ( T h

r 一 A E C
`

)在筛选培养基中发酵累积 L
一

赖氨酸盐酸盐 2 5
.

6 m g / m l( 对葡萄糖的转化率 2 5
。

6% )
。

一
、

前 言

对利用微生物发酵法生产 L
一

赖氨酸的研究
,

已经有不少报道
。

早在 1 9 5 5 年 天 10 0 : 儿i ,。 等 l , 1和 1 9 6 1年 aN 花a万a o a 等 [2 1就先后报道 T利用谷氨酸棒状杆菌

( C o l , 。 e石a c t e , f: 。 g l u : a , f
c o m )的高丝氨酸 (或苏氨酸和蛋氨酸 )和蛋氨酸缺陷型

,

以糖 质 原

料直接发酵产生大量赖氨酸的研究
。

1 9 6 7 年 S洲。 和 S从10[ ” 1报道了利用黄色短杆菌 ( B : 。讨 b

ac 化行。 m 厂l。 , m )的营养缺陷型生产赖氨酸的研究
。

19 7 4 年中国科学院微生物研究所 l1[ 报 道

T 北京棒状杆菌 ( C o粉 : e石a c t e l f赵 m p e k i称 e , s 。 ) A S
.

x
.

2 9 g 营养缺陷型变异株生产赖氨 酸的 研

究结果
。

1 9 7 0 年 S雌
。 和 S盯 fo 阁 报道了利用黄色短杆菌 ( B。 ,

。

了l即。 m ) A E C 抗 性突变株高产赖

氨酸 ; 1 9 7 5年 N
a ka万a二 a 和 A

: a k i i 6 1报道了谷氨酸棒 状 杆 菌 ( C o翔 ” g l u t a仇 f c 翻m ) 的高丝 氨

酸和亮氨酸缺陷型兼 A E C 抗性株生产赖氨酸的研究工作
。

此外
,

对乳糖发酵短杆菌 ( B le , .

lac t of le m翻扭。 )营养缺陷型和抗 A E C 性突变株生 产赖

氨酸的研究也获得了很好的成绩
。

本文报告对钝齿棒状杆菌营养缺陷型
、

A E C 抗性突变株 以及营养缺陷 型兼 A E C 抗 性

突变株的发酵产生 L
一

赖氨酸的能力进行的研究
。

二
、

材料和方法

,
.

出发菌株

C o : ,界 e石a e t e犷 i u m c了 e
彻玄u m W L I

。

0 2 4 5 ( T il
r 一 )

由无锡轻工业学院发酵系微生物教研室菌种保藏组提供
。

,

作者为我院的朝鲜进修生

本文 1 9日6年 7 月 1 1 日收到
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2
。

培养基

1) 完全培养基 牛肉膏 1%
,

蛋白陈 1%
,

酵母 膏 0
.

5%
,

N a C 10
.

5%
,

琼 脂 2%
,

自

来水配制
,

p H 7
.

O
,

kI g c/ m Z灭菌 20 分钟

2 ) 基本培养基 葡萄糖 2%
,

( N H
4 ) : 5 0 4 1%

,

尿素 0
.

2 5%
,

K沙I P 0 4 o
.

1%
,

M g S 0 4 -

7 H
: 0 0

.

0 4%
,

F e S O ` ·

7H : O xm g / l o o m l
,

M n S O ` ·

H ZO l m g / l o o m l
,

d
一

三仁物素 5林g / l o o m l
,

维生素 B
, 2 0卜 g / l o o m l

,

水洗琼脂 2%
,

蒸馏水配制
, p H 7

.

2 1 k g /
c m 么 灭菌 2 0 分钟

3) 摇瓶种子培养基 葡萄糖 2%
,

玉米浆 1
.

5 %
,

豆饼水解液 (以水解以前豆饼粉 的干

重计算 ) 1
.

5 %
,

( N H `
)
:
5 0 4 0

.

4%
,

K
Z H P O

` 0
.

1%
,

M g S O
` ·

7 H :
0 0

.

0 5%
,

C
a
C O 3

(先 经干

热灭菌 ) 1
.

0%
,
自来水配制

, p H 7
.

2~ 7
.

4
,

分装 s o o m l三角瓶
,

每瓶装 2 0~ 4 o m l
,

I k g /
e m 么

灭菌 20 分钟
。

豆饼水解液的制作 I k g 豆饼粉加 1
.

5 升水和 1
.

2 升浓盐酸
,

I k g / 。 m Z ,

水解 16 小时
,

然后过滤
,

用氨水中和到 p H 4
.

o 左右
,

备用

4) 筛选培养基 葡萄糖 10 %
,

玉米浆 2%
,

豆饼水解液 2% ( 以水解前豆饼粉干重计 )
,

C a C O 3 (先经干热灭菌 ) 4%
,

K :
H P O ; 0

.

1%
,

M g S O ` ·

7H
2 0 0

.

05 %
,

自来水配制
,

p H 7
.

2~

7
.

4
,

分装 50 0 毫升三角瓶
,

每瓶装 20 毫升
,

I k g / c m Z ,

灭菌 10 分钟

8
.

培养条件

1) 恒温箱 30 土 1℃

2 ) 摇床 往复式 9 6 r

/ m i n
,

振幅 6c m
,

温度 3 0士 l oC

4
.

主要试剂

1) N
一

甲基
一

N
尸一

硝基
一

N
一

亚硝基肌 ( N T G ) 瑞士产 (原装 )
,

由无锡轻工业学院微生物教

研室提供
。

2) 高丝氨酸 S绍。 a 公司产品
,

由无锡轻工业学院微生物教研室提供
。

3) 5
一

( 2
一

氨基乙基 )
一

L
一

半胧氨酸 ( A E C ) S咭m a
公司产的单 盐 酸盐 ( A E C

·

H CI )
,

由

无锡轻工业学院微生物教研室提供

4) L
一

赖氨酸单盐酸盐 ( L
一

L ys i n e .

H CI ) 上海生物化学研究所产品
,

层析纯
,

由无 锡

轻工业学院微生物教研室提供

6
。

诱变方法

取对数生长期的菌液
,

用生理盐水离心洗涤 2 ~ 3 次后
,

用 0
.

IM 的 p H 7
.

o 的磷酸 盐缓

冲浓制成菌体浓度约为 5 x l os/ m l 的单细胞悬液
。

用 o
.

IM 的 p H 7
.

O的磷酸盐缓 冲 液 配制

Zm g / m l 的 N T G 溶液 (随配随用 )
。

按 N T G 浓度 2 5 0林g / m l在悬液中滴加 N T G 溶液
,

搅匀

后立即置水浴
,

在 30 ℃下处理 30 分钟后
,

立即离心
,

用同样的缓冲液 离心 洗 涤 菌体 2一 3

次
。

6
.

筛选方法

l) 平板上的筛分 ①各种营养缺陷型突变株的筛分 用点种 法 t1T 和 L e d e动c1 梦
“ 1影印

法 ② A E C
,

突变株的筛分 将上述经处理后 的单细胞悬液适当稀释后涂布 在 添加 L
一

苏氨

酸 2一 4m g / m l 的培养基 B平板上
,

然后在培养基表面上放上每片含 A E C 10 m g 的纸 片
。

倒

置培养 4一 7 天
,

在抑菌圈内形成的菌落即为 A E C
r

突变株

含 A E C 纸片的制作 精确称取 A E C I佣 m g ,

溶于 o
.

s m l 无菌蒸馏 水 得 20 o m g / m l 的

A E C 溶液
。

(此液需保存于冰箱 )



第 4 期 钝齿棒状杆菌产赖 氛酸突变株的选育

用打孔机将新华 5 号滤纸打成直径为 6 ~ s m m的小圆片
,

在灭菌后的每片纸片 上 注射

5 0协 l( 分 10 次注射 )无菌 A E C溶液
,

40 ℃ 下干燥 (制成纸片后需保存于冰箱 )

2) 摇瓶筛选 将从平板上筛选分离出的菌落移接到培养基 D 的摇瓶
,

30 ℃ 下振荡培养

72 小时
,

将发酵液离心 ( 3 0 0 0 r
/ m in

,

10 分钟 )
。

将上清液经酸性荀三酮法测定其 L
一

赖 氨酸

的含量

7
.

分析方法

1 ) 菌体生长 样品菌液摇匀 后 吸 出 0
.

2m l 加入 4 n 、
l o

.

2 5m o l / m 1H C I溶液
,

6 2 o n ln 处

读 O D 值
。

2) 发酵液中氨基酸组成的纸层析 在东洋 N o .

51 滤纸上点样 0
.

5~ 1州发 酵 液
,

以 正

丁醇
:
醋酸

:
水 ( 4 : 1 : 2) 为展开剂

,

展开后
,

以 0
.

5% 茹三酮浪喷雾
,

在 80 ~ 10 0℃显色

3) L
一

赖氨酸的定量分析 采用石渡昭男 l9t 的酸性荀三酮法
。

三
、

结果及讨论

1
.

N T G 处理的不同条件对突变率的影响

将 N T G 处理的不同条件对突变的影响进行了比较
。

其结果见表 1
。

表 1 不同浓度 N T G 对突变的影响
.

项 N T G (卜g / m l )
2 5 0 5 0 0 7 5 0

存活率 ( % )

营养缺陷型出现率 (% )

上上

. 处理条件
:

30 ℃
,

p H 7
.

O , 30 分钟

本研究以后采用 2 5 0协 g /m l 的 N T G 剂量
。

2
.

诱变结果

诱变和筛选总谱见图 1
。

T H 3王6

( T h r 一 -II o m 一 )

12
.

5 9 / l 网丽而
;

;
匕二止竺兰习 匕二逻兰二」匕土翌曰

T H R 3 16一 7 9

( T I一r 一
H o m 一

A E C
-

x .
。

09 /工

图 1 诱变和筛选 总谱系
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如图 1 所示
,

数据为每个菌株在培养基 D (含葡萄糖 10 % )中的赖氨酸产率
,

在括 号 中

的是遗传标记
。

经诱变
,

以 W L I
.

0 2 4 5 ( T h r 一
)为出发菌株获得了 7 株高丝氨酸缺陷型 株 ( H

o m
一 ,

T h r ’
)

2 6 株蛋氨酸缺陷型株 ( T h r 一M e t 一 )
、

21 株亮氨酸缺陷型株 ( T h
r 一 L eu

一

)
、

6 株丙氨 酸缺 陷型

株 ( T h
r 一

A l
a 一

)
、

2 5 株丝氨酸缺陷型株 ( T h r 一
S

e r 一
)和 2 9 3 株 A E C 抗性株 ( T h r 一 A E C

,

)
。

`

以 T H 3 16 株 ( T H r 一 H o m
一

)为出发菌株在同样的诱变处理条 件下获 得了 340 株 A E C 抗

性突变株 ( T h r 一
H

o m
一

A E C
,

)
。

3
.

不同氨基酸缺陷型突变株产赖氨酸的比较

对各种营养缺陷型突变株进行了产酸的比较
。

其结果见表 2
。

表 2 钝齿棒状杆菌 W L I
.

o 2 4 5 的不同氨基酸缺陷型突变株产赖氨酸的比较
.

赖氨酸产址

( g / l )

的酸求墓要氨
号

一
菌一

.

钊|一产l)求基要氨
菌 号

W L I
。

0 2 4 5

T H 1 7

T H 2 8 7

T H 3 1 6

T H 3 6 7

T H 5 1 0

T H 5 8 7

T H 6 3 0

苏 氨 酸

苏氨酸 + 高丝氨酸

苏氨酸 + 高丝氨酸

苏氨酸 + 高丝氨酸

苏氨酸 十高丝氨酸

苏氨酸 + 高丝氨酸

苏氨酸 + 高丝氨酸

苏氨酸 + 高丝氨酸

4
。
5 T M 2 5 8

T M 3 6 5

T M 4 2 9

T M 5 12

T L 8 8 5

T L 9 4 5

T A
一
1 1 1 7

T S
一
8 1 9

蛋氨酸 + 苏氨酸

蛋氨酸 十 苏氨酸

蛋氨酸 十苏氨酸

蛋氨酸十 苏氨酸

亮氨酸 十苏氨酸

亮氨酸 十 苏氨酸

丙氨酸 + 苏氨酸

丝氨酸 + 苏氨酸

9
。
7

7
。

2

9
。

2

9
。

2…
nUCUO自司.上1上1上

1 1
。

0 8
。

7

7
。
3 8

。

3

9
。

2 6
。

7

8
。

7 7
。

5

.
培养基

: 豆饼水解液 3% 的培养基 D
,

培养时间
:

72 小时

从表 2 可以看出以 H o m
一

株赖氨酸产率为最高
。

这与对其它细菌的研究结果是一致的
。

在添加 3%豆饼水解液的培养基 D
,

T H 3 16 株 ( T h r 一
H

o m
一

)和产酸率为 1 2
.

59 l/
,

同样 条 件

下
,

亲株 W L I
.

0 2 5 4 ( T h r 一
) 的产酸率为 4

.

5 9 / l
。

4
.

不同量豆饼水解液对高丝氨酸缺陷突变株产赖氨酸的影响

试验采用了上述培养基 D
,

但豆饼水解液分别加入 1%
、

2%
、

3%
、

4% 及 5%
,

同上述

的方法进行发酵培养
。

测得产赖氨酸结果见表 3
。

显然
,

摇瓶培养基中豆饼水解液的含虽对

本研究中高丝氨酸缺陷型突变株的赖氨酸产量影响很大
,

其最适量在 3% 左右 (干重计 )
。

5
.

A E C 抗性突变株的筛选结果

在 以 W L I
.

o 2 4 5 ( T h r ~
)为出发菌株获得 的 A E C 抗性突变株 ( T hr

一

A E C
r

)中
,

大多数菌

株的赖氨酸产量在 5 9 / 1以上
,

产率在 10 9 l/ 以上的菌株有好几株
,

其 中菌株 T R 2 7 5 ( T h r 一A

E C
’

)赖氨酸产率为 25
.

6 9 l/
。

以高丝氨酸缺陷型突变株 T H 3 16 ( T hr
一

H o m
一

)为出发菌株经诱变处理获得的抗 A E C性

菌株 ( T h r 一
H

o m
一
A E C

,

)
,

在对 A E C 具抗性后
,

产赖氨酸能力的增长不大
,

增 长 最大的是

T H R
一
7 9 ( 1 6

.

0 9 / 1 )
,

这可能跟生长缓慢有关
。

总的来说
:
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表 3不同量豆饼水解液对赖氨酸产盆 ( L ys
·

HC l gl /)的影响

豆 饼 水 解 液 ( 干 重% )
一

一
~

巴一几
一

二三二三丰三牛二口三二WL `
·

02 4 5`T h r 一 , { 一 {
4
·
`

)
4
·

5
{

4
·

0
) 一

T H` 7̀ T h r 一 H O m
一

) } 一 }
“

·

4
{

’ 0
·

5
{

”
·

o
{ 一

T H 3̀ 6` T h
r 一

H
o m

一

, } 一 }
`

·

5
} “

·

8
}

` o
·

3
{

8
·

3

T H 2 8 7` T h r一 H o m
一

, { 一 】 `
·

5

】 `”
·

3 】 ’
·

`
i

”
·

9

T H 3 6 7` T h r 一 H o m
一

) }
7

·

”
}

7
·

0
) “

·

2
{

`
·

3 】 7
·

3

T H S̀ o` T h r 一
H O m

一

, }
“

·

8
{

“
·

o
}

7
·

`
{ 一 } 一

T H S̀ 7` T h`
一

H o m
一

, }
`

·

5
}

`
·

5
}

”
·

2
}

7
·

7
}

7
·

4

T H 6 3 o ( T h r一
H O m

一

, { ”
·

” ! 5
·
“

_ :

{
: `

_

8
子 {

”
·

6
!

_

4
·

”

l) 亲株 T h r 一

株在获得 H o m
一

后
,

产赖氨酸能力有增长

2) 亲株 T h
r 一

株在对 A E C 具抗性后
,

产赖氨酸能力有较大的增长

3) T il r 一 H o m
一

双重缺陷型菌株在对 A E C 具抗性后
,

产赖氨酸能力有改善
。

本研究尚未做系统的条件试验
,

从巳做的豆饼水解液含量的试验基础上
,

进一步调整培养

基配方
,

提高培养基中葡萄糖的含量
,

赖氨酸产量可望较大幅度的提高
。

此外
,

关于实变珠

的稳定性试验
,

也期待着进一步的研究
。
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