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高产纤维素酶菌株的诱变选育和筛选
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摘要：用青霉(Penicillium sp．)HK一003为原始茵，经亚硝基胍(NTG)、羟胺复合诱变，根据变

异菌株菌落形态变化与产酶高低的关系，结合酶活力检测理化指标，筛选出一株高产稳定的纤维

素酶菌株LX-435，其产酶能力由200 U／mL提高到415 U／mL，较出发茵株提高2．08倍。对该菌

种进行了连续8次继代培养，结果表明其遗传性状稳定。
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Screening of Mutant Strains with High Cellulose Activity
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Abstract：A higher cellulose production mutant strain Penicillium SP LX435 was isolated and

mutagenized from parent strain HK003 by using NTG and hydroxylamine mutation combinative．

41 5 U／ml cellulose activities were produced by the mutant strain Penicillium SP LX435，which

higher 108％than that of the parent strain(200 U／mL)．Furthermore，the genetic stability of

mutant strain LX435 was also investigated for 8 consecutive generations．This mutant was also

genetic-stable over 8 generations and therefore it was chosen as a working strain for industry．
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纤维素酶是使纤维素降解生成葡萄糖的一组

酶的总称。纤维素酶根据酶的作用方式分为C1

酶、CX酶和纤维二糖酶等类型[1]。目前，纤维素酶

的应用已扩展到医药、日用化工、造纸、食品发酵、

废水处理、工业洗涤和中草药提取等各个领域，其

前景十分广阔。长期以来，缺失高产菌株一直是制

约纤维素酶大规模生产的主要因素，因此诱变筛选

高产纤维素酶菌株是关键问题之一[2]。作者以青

霉(Penicillium sp．)HK-003为原始菌株，通过亚

硝基胍、羟胺复合诱变得到一株纤维素酶高产菌株

青霉LX一435，其摇瓶产酶能力为415 U／mL，较原

始菌株的酶活提高了2．08倍，为工业生产筛选到

一株优良的高产纤维素酶菌株。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌种 实验用原始菌青霉(Penicillium
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sp．)HK一003由河南科技大学食品学院生物工程研

究所提供，产酶活力约200 U／mL。

1．1．2培养基

1)斜面培养基(组分g／dL)：酵母膏0．1，蛋白

胨0．2，纤维素粉2，琼脂2；pH自然。

2)摇瓶培养基(组分g／dL)：玉米草粉2，麸皮

1，磷酸二氢钾0．3，硫酸镁0．05，葡萄糖0．5，重质

碳酸钙3，氯化钙0．1，尿素0．1，硫酸铵0．5；pH自

然。

3)发酵培养基(组分g／dL)：玉米草粉5，麸皮

1，磷酸二氢钾0．4，硫酸镁0．05，葡萄糖0．5，氯化

钙0．05，硫酸铵0．5，玉米浆2；pH自然。

1．2诱变育种技术路线

HK一003孢子悬浮液(酶活200 U／mL)

百开≤警‰一次诱变菌株—皇堕一
高产酶菌种LX-380酶活 320 U／mL

兰塑型3坠0葛篙半3 h二次诱变菌株詈℃处理 一⋯、”一⋯⋯ 复筛

高产菌株LX-435 酶活415 U／mL

』堡壁里(三竺竺兰冀娑等立生坐复合诱变菌株30℃复合处理 ⋯⋯一～
1．3诱变方法

1．3．1 等剂量亚硝基胍对茵株不同时间的诱变

1)出发菌株斜面加入无菌生理盐水洗涤，6层

纱布过滤，得单孢子溶液。

2)液体培养基于(30±1)℃，200 r／min摇床培

养16 h，使孢子处于萌发状态，离心洗涤，制成孢子

浓度约107个／mL孢子悬浮液[3]。

3)将处于萌发状态浓度为107个／mL的HK一

003菌株的孢子悬浮液用2 mg／mL的亚硝基胍分

别处理一定时间后，每个处理组各挑取120个菌

落，按初筛、复筛方法测定产酶活力[4]。

1．3．2 不同诱变剂量的亚硝基胍对菌株的诱变处

理

1)向5 mL孢子悬浮液中加入亚硝基胍，使其

浓度分别为1，2，3，4 mg／mL(羟胺复合处理时，其

终浓度分别为0．5 g／dL或1．0 g／dL)，各组分别于

(30土1)℃恒温水浴振荡处理30～180 min，然后迅

速稀释处理液100倍，并以10倍递增稀释方法适当

稀释，各取0．2 mL涂布平板，对照组以孢子悬浮液

同样方法适当梯度稀释后涂布平板，并计算致死率

和形态突变率。

致死率(％)一100×(对照每毫升活菌数一处

理后每毫升活菌数)／对照每毫升活菌数

形态突变率(％)=100×(诱变涂布平板的形

态突变菌落)／诱变涂布平板的总菌落

2)将HK-003菌株处于萌发状态的孢子悬浮

液，从低剂量到高剂量分别处理3 h，共进行4次诱

变实验，各剂量处理后经平板培养，都有针对性地

挑取120个形态变异菌落，共挑取480个菌落，同上

述方法进行初筛和复筛的摇瓶培养测定酶活实验

选育高产酶菌株，每次得到的酶活最高菌株作为下

一次较高剂量诱变的出发菌株。

1．3．3亚硝基胍和羟胺的复合诱变作用 选取上

两次亚硝基胍单独诱变后筛选得到的酶活最高菌

株LX一380、LX-333的斜面菌种，制成浓度为107个／

m1的孢子悬浮液，加入0．5％羟胺，振荡培养16 h，

使孢子处于萌发状态，再用亚硝基胍(质量浓度3

mg／mL)诱变处理3 h，经平板培养后挑取80个形

态变异菌落，根据下面初筛方法的酶活分析测定实

验，筛选得到最高酶活菌株，然后以该菌株为出发

菌株，再进行第二轮的复合诱变，除羟胺浓度升为

1．0 g／dL外，其它时间与第一次一样。

1．4优良菌株的筛选

1．4．1 初筛 一次诱变的初筛是广泛挑取在30

℃，48～72 h培养后的菌落，进行摇床培养后进行

蛋白质交联絮凝一沉淀实验，获得产酶菌株，并分

析菌落形态变异与产酶能力之间的关系。二次诱

变和复合诱变的初筛时，则有针对性的挑取与产酶

能力有关联的形态变异性菌落。

1．4．2 复筛 初筛得到的产酶菌株经斜面活化

后，接入装有100 mL发酵培养基的250 mL三角

瓶，30℃200 r／rain连续培养3 d，进行酶活测定，

突变菌株与对照菌株相比较，相对酶活≤90％的为

负突变株，相对酶活≥110％的为正突变株，相对酶

活在90％～110％的视为等性突变异株，并分别计

算正突变率、突变率和等性突变率。

1．5分析方法

1．5．1 菌株细胞生长量测定 取发酵液5 mL，

4 000 r／rain离心10 min，蒸馏水洗涤3次，105℃

干燥至衡重称重[5]。

1．5．2 纤维素酶活力测定 滤纸崩溃法测定酶活

性(FP酶活)。一个FP酶活定义为：在pH 4．6，

(50士0．1)℃时每毫升(克)纤维素酶水解崩溃滤纸

产生1弘g葡萄糖的酶量为1个单位(新华1号中速

滤纸)L6J。

2结果与分析

2．1处理时间对亚硝基胍诱变的效应影响

统计分析诱变后的致死率、正突变率、负突变
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率、等性突变率的变化情况，结果见表1。结果表

明，当诱变剂量一定时，随着处理时间的增加，孢子

的死亡率逐渐升高，最高达到97．6％。在整个诱变

过程中，负突变株占75％以上，但随着处理时间的

增加，正突变率有所提高，这可能是高致死率起到

了优胜劣汰的作用，更多的优良菌种得以存活生

酶活提高23．5％。

经过几轮的诱变实验，发现酶活高的变异株往

往是菌落大、黑青色，具有乳头状同心环向上凸起

的单菌落，而且诱变后菌落形态与产酶能力有一定

程度的线性相关。

2．2不同亚硝基胍诱变剂量与菌体存活率殛突变

长，被挑出的比例增加嘲，处理时间为3．0 h的这一 率的关系

组得到一株酶活为247 U／mL的诱变菌株LX一373， 统计致死率、突变率及酶活变化，结果见表2。

表1 不同亚硝基胍处理时间对酶活生产情况的影响

Tab．1 Effects of NTG treated time on cellulase production

时间／h 致死率／％ 正突变率／％ 负突变率／％ 等性突变率／％ 酶活提高幅度／％ 形态突变率／％

87．7

97．9

97．7

97．1

17．8

87．7

94．3

99．4

15．4

20．7

20．7

19．1

70．2

75．0

68．1

75．8

245

240

247

246

315

3lO

320

316

28．6 LX-355

29．1 LX-346

29．6 L)(-380

28．5 L)(-333

从表2可以看出，当亚硝基胍质量浓度为1

mg／mL时，致死率较低，为17．8％；当亚硝基胍质

量浓度升高为2 mg／mL时，致死率提高到87．7％

以上，特别是质量浓度到4 mg／mL时，致死率高达

99．4％，且处理组孢子萌芽比对照组要晚约30 h，

这可能是孢子长时间处于高浓度诱变剂环境下，改

变了正常生理周期，需要一定时间恢复[9-1引。诱变

菌落的正突变率也随着亚硝基胍浓度的增加先升

高后降低，在质量浓度达到3 mg／mL时，正突变率

最高达27．3％，经过4次诱变实验后，酶活由原来

的247 U／mL提高到320 U／mL(LX-380)。结果表

明，亚硝基胍质量浓度为3 mg／mL处理3 h时，诱

变效果较好。

2．3亚硝基胍和羟胺的复合诱变作用

表3表明，羟胺质量浓度为0．5 g／dL时复合诱

变效果最好，正突变率为30．5％，比单一亚硝基胍

处理的所有正突变率都有明显提高，但是当羟胺质

量浓度升高到1．0 g／dL时，正突变率略有下降。总

之，经过两次连续复合诱变，得到一株酶活高达415

U／mL的突变株LX-435，比出发菌株HK-003的酶

活提高2．08倍。

表3亚硝基胍和羟胺的复合诱变作用对产酶的影响

Tab．3 E∞ects of the combination of NTG and hydroxylamine

on cellulase production

质(淼g／dL)，魏臻燃篇，黼

2．4高产酶菌株的(LX-435)的遗传稳定性考察

复合诱变后筛选得到的高产酶菌株Lx-435，每

隔一个月转接一次斜面，连续8次继代培养‘11]。将

8个斜面菌体分别活化，并进行发酵产酶实验，结果

见图1。结果表明，该菌株的遗传性状稳定。

冒600
e 400

蜒200

譬 o

1 2 3 4 5 6 7 8
’

斜面培养代数

图1 高产酶菌株LX-435的遗传稳定性实验

Fig．1 The genetic stability of mutant stmiII Lx．_435

  万方数据



110 食品 与 生物技术学报 第25卷

3结果与讨论

1)液体培养方法虽深受重视，但缺乏高活力菌

种，因此选育诱变高活力产酶菌株是关键问题之一。

首先选用2 mg／mL剂量的亚硝基弧，研究不

同处理时间对亚硝基胍诱变的效应影响，然后选用

从低剂量到高剂量分别处理，研究不同亚硝基胍诱

变剂量与菌体存活率、突变率及酶活变化的关

系[12-13]。结果表明，亚硝基胍质量浓度为3 mg／

mL处理3 h时，诱变效果较好。

在前两次筛选的基础上，选取上两次亚硝基胍

单独诱变后筛选得到的酶活最高菌株LX-380、LX一

333的斜面菌种，选用亚硝基胍(质量浓度3 rag／

mL)诱变处理3 h，不同浓度的羟胺对菌株进行两

次复合诱变筛选，得到一株酶活高达415 U／mL的

突变株LX一435，比原始菌株HK一003的酶活提高

2．08倍。筛选到这一株菌株，其产酶酶活得到了大

幅度的提高，为工业生产选育了一株高产菌株。

2)经过几轮的诱变实验，发现酶活高的突变株

往往是在菌落大、黑青色，具有乳头状同心环向上
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