
第 7 卷

第2 期

无 锡 轻 工 业 学 院 学报
J U O又 N AL O FT H E W U X I I S NT IT U T E O FL I G H T I ND U ST RY

V
o l

.

7

1 8 98 No
.

2

尹M M M
`
叭冷

乏研究报告 亏
祝

一
叫汤

耐热性a 一淀粉酶产生菌的选育和

原生质体融合育种

张乐弦
.

诸葛健

(朝鲜
、

平壤轻工业大学 ) (无锡轻工业学院发醉工程系 )

月明 苦

在发酵工业中
,

耐热性 a 一

淀粉酶因其良好的热稳定性
,

在生产和应 用 上 具 有 很多优

点
。

特别是在酸性条件下具有良好的热稳定性的
a 一

淀粉酶
,

在生产玉米高 果糖浆中淀粉液

化后
,

不必调节 p H
,

使之操作简便
,

减少糖液精制要求
。

因此目前不少研究 者 l[’ “ ]进行这

方面的研究工作
。

T
a m u r i 等 [̀ l报道的嗜热性脂肪芽抱杆 菌 ( B a e .

S t e a r o t h e r m o P h i l u s ) a 一

淀 粉酶在低

C a
C I: 浓度下

,

显示良好热稳定性
。

K a n n o
等 [2 1所报道的酸热芽抱杆菌 ( B a e , a e i d o e a ld a r i u s

) a 一

淀粉酶
,

在 p H Z ( 7 0 0C )和

p H 4
.

5 ( 9 0℃ )的条件下
,

保持 30 分钟
,

残活力分别为原活力的 70 %和 90 %
。

本文报告对从土壤中分离耐热性
a 一

淀粉酶产生菌种
,

采用诱变原生质体融合技术进行的

育种
。

1 材料和方法

1
。

1 材 料

1
.

1
.

1 培养基

1
.

1
.

1
.

1 完全培养基 ( C M )组成 ( % ) :
牛肉膏 1

.

4 ,

蛋 白陈 0
.

4
,

酵母膏 0
.

5 ,

可溶性淀粉 2
.

0
,

p H S
.

O或 7
.

0 , I k g /
e m Z 灭菌 Z o m i n 。

从土壤中菌种分离时采 用 p H S
.

o 和 7
.

0 ,

其 它 都用

p H 7
。

0 的 C M 培养基
。

配制 固体培养基时加琼脂 2
.

0 % ;

1
.

1
.

1
.

2 基本培养基 ( M M )组成 ( % ) : M g S O 4 ·

7 H
Z

O o
.

o Z ,

柠檬酸 0
.

2 ,

N H ` H : P O ` o
。

3 5 ,

K : H P O ; 1
.

0 ,

葡萄糖 0
.

5
。

p H 7
.

o
。

配制固体培养基时加琼脂粉 1
.

5 %
,

0
.

7 k g /
e m Z灭菌 2 0 m i n ,

1
.

1
.

1
.

5 高渗培养基
:

在 固体 C M和 M M培养基中加 o
.

s m o l / 1蔗糖和 Z o m m o l / I M g C I: 一 6 H a O ,

1
.

1
.

1
.

4 制备原生质体的 S M M液
: 0

.

5 m o l / 1蔗糖
, 2 0 m m o l / IM g C I: 6 H Z O

, 0
.

2 m o l / l顺丁

烯二酸 ,

1
.

1
.

1
.

5 摇瓶筛选培养基 (%) :
牛肉膏 1

.

4
,

蛋 白陈 0
.

5 ,

可溶性淀粉 3 .

0
。 p H 7

.

o
,

分装 1 00 m l

三角瓶
,

每瓶 l o m l
, i k g /

e m Z灭菌 2 0 m i n 。

本文 1 9 87 年 6 月 3 0 日收到
。

.

发酵工程 系进修生
。
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2
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。
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试剂

溶酶酶
:

上海市禽类品公司禽蛋厂
, 1 9 8 0年产

,
I 0 0 0 u0 / m ;g

聚乙二醇 ( P E G ) M 二 60 00
,

日本产 ;

亚硝基孤 ( N T G )
:

瑞典产
。

法

产
a 一

淀粉酶的分离方法

无锡轻工业
学院微生物
教研室提供

.3方

:1
,̀` ..弓.. .

曰..月..,.叨.
.

…
介̀Ò

:

山门.咭
..口..曰..,.曰.ō .

1
。

2

样品
:
从无锡

、

南京
、

连云港等地区的士壤中采样 ,

分离方法
:
取土样 5 9

、

放在盛有 20 m l无菌水的 1 00 m l 三角 瓶 中
,

振荡
、

使 它

充分分散制成悬液
,

然后静置 3 0 5 ,

用无菌吸管吸取 0
.

5~ l m l涂布于 p H S
.

0 和 7
.

0 的 C M 培

养基平板上
,

50 ℃和 70 ℃
、

20 ~ 24 h培荞
,

将平板上长出来的菌落洗下
,

再进行稀释平板或

划线培养后
,

挑取形成透明圈的菌落
,

然后进行摇瓶筛选
。

1
.

2
.

2 分离菌株的诱变育种

1
.

2
.

2
.

1 诱变方法
:

取对数生长期菌液
、

用生理盐水离心洗涤两次
,

用 o
.

l m ol / 1
, p H 7

.

O磷

酸缓冲液制成菌体浓度约为 2 X 1 05 个 / m l 的单细胞悬浪
,

采用 C产Y 一

射线诱变
,

照射剂 量 为

3万 ~ 2 0万 R
。

1
.

2
.

2
.

2 变异株的分离筛选
: 丫一

射线处理液 1 m l 加入含有 10 m l摇瓶筛选培养基的 10 Om l

三角瓶中
,

在 45 ℃培养 12 h
,

一定程度稀释后涂布于 C M 平板上
。

在 65 ℃温度下 20 ~ 24 h

培养后
,

挑取菌落传代斜面
_

L
,

进行摇瓶筛选
。

1
.

2
.

3 原生质体融合育种

1
.

2
.

3
.

1 出发菌株
:
从土壤中筛选的嗜热性芽袍杆菌 B ac

、

5 P
.

38 一 5 和 中温 性 芽 抱 杆菌

B a e 、

S P

。

2
。

3
。

2

。

1 4 ,

亲本标记菌株的获得
:
采用 朴 射线为诱变剂进行 38 一 5 的诱 变

,

照射 剂 量 为 7

万 R
。

采用亚硝基狐进行 14 菌株的诱变
,

处理浓度为 5 0 0协g / m l
,

用 p H 6
.

0磷酸缓冲液配制单

细胞悬浮液
,

在 40 ℃
、

30 m in 处理
。

采用点种法筛选营养缺陷型
,

并经过传代验证
,

稳定的

菌株作为融合的亲本
;

1
。

2
。

3
.

3 原生质体 制备
:

将两 亲株分别接种在盛有 20 m ( M 培养基的 3 00 m l 三角瓶中
,

分

别在 5 5℃和 3 5℃ 1 8 h 振荡培养
。

培养液 3 0 0 0 r
/ m i rL离心 I O m in 洗涤两次

,

将菌体悬浮于 4 m l

S M M缓冲液中
,

加入 S M M 液配制的溶菌酶液 (最佳浓度 为 2 00 ~ 5 0 0协g / m l)
,

置于 40 ℃水

浴中溶解细胞壁
、

定时取样镜检
,

杆菌基本上都变成原生质体后
, 4 00 o r

/ m in 离心 l o m in 弃

上清液悬浮于 S M M 中离心洗涤两次
。

将此液一定 量悬浮于无菌蒸馏水中
,

使原生质体裂解

死亡
,

以无菌水适当稀释涂布于 C M 平板上
,

在 35 ℃ 和 65 ℃温度下 24 ~ 拐 h 培养计数
,

即

得经酶处理剩余的菌数
;

-

1
.

2
.

3
.

4 原生质体的再生
:
取一定量的原生质体

,

用 S M M 溶液适当稀释涂布于高渗 C M 平

板上
,

35 ℃和 45 ℃ (高温菌 )培养 48 h
,

即得原生质体再生菌落和细胞壁溶解而形成的菌落数 ;

1
.

2
.

3
.

5 原生质体融合和融合子的检出
:

两亲本原生质体各 l m l 混合
, 4 0 0 0 r

/ m in 离心 10 m in

弃上清液
,

沉淀中加入 0
.

2 m 1S M M 溶液混匀
,

再加入 S M M 溶液配制的 40 %聚乙二醇 ( M =

6 0 0 0 ) 1
.

8 m l
,

在 4 0℃中保温 i 一 Z m i n ,

加 S M M稀释 1 0~ 1 0 0 倍
,

吸取 0
.

l m l涂布于高渗基本

培养基上
,

37 ℃培养 48 h
,

将在高渗基本培养基上长出来的菌落点种于 M M平板上
,

48 h 培养
,

此时 M M 上长出来的菌落作为营养互补的融合子
。

另各取单一亲株及混 和 后不加 P E G 的原
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一

淀粉酶产生菌的选育和原生 质体融合育种 1 03

生质体分别作对照试验 ,

1
.

2
.

3
.

6 原生质体和原生质体再生率计算
:

按江行娟等川方法进行
。

1
.

2
。

4 分析方法

1
.

2
。

4
.

1 。 一

淀粉酶的活力测定
:

参照比色法 41[ (进行了改良 )
。

于两支试管中分别加入 p H 6
。

0

磷酸缓冲液配制的 1 %可溶性淀粉 2 m l
,

在 40 士 2℃恒温水槽中预热 4~ s m i n ,

于一支试管

中加入酶液 1 m l
,

另一文试管中加入蒸馏 水 1 m l摇匀
,

正 确 反 应 10 m in
,

吸取此反应液

0
.

l m l 加入 0
.

0 0 5 %碘液 (用 0
.

i m o l / I H C I制备 )中
,

停止酶反应和显色
。

在 入二 6 5 o n m
,

杯

厚 10 m m 下比色
,

习之得 O D
。

酶活力按文献 4I[ 计算
。

上述条件下 1 个糊精化 单位是将 1 9 可

溶性淀粉水解至 D E 30 %的酶量 ,

1
.

2
.

4
.

2 耐热性的测定
: ’

/
1 5

M p H S
.

o 磷酸缓冲液 1 m l和摇瓶培养离心液 l m l放在试管中
,

在 70 ℃和 90 ℃分别准确保持 15 m in
,

立即置冷水中冷却
,

测定酶 活力
。

2 结果与讨论

2
。

1 耐热性
a 一

淀粉酶产生株 的获得

从 3 0个土样中共分离 85 株细菌
,

其中具有耐热性的菌只有 3 株
,

见表

表 1 从土壤中分离 a 一

淀粉酶产生菌分离情况

离条件
产 a 一

淀粉酶的总分离菌数 (个 )

少 \ P尽~ ~
~

一

}
_ _

_

_
_

_ _ _ _
_ _ _

5 2 8

产耐热性 a 一

淀粉酶的菌数 (个 )

表 2 几种分离菌株的
a 一

淀粉酶活性和耐热性

分 离 条 件 耐热性
.

( P n S )

菌 号 a 一

淀粉酶活力 (
u

/ m l)

温度 ( ℃ ) p H 7 0℃ 9 0℃

1 4

2 3

2 4 5 0

3 1

0
ù00氏」0é叮廿户勺

1
。

5

1
。

4

1
。

4

4 5

3 5

1 0 0

一沙n
én甘0

。

5

1
。

4

1
。

4

J任甲-OUt勺户0OU自Qno八O勺自0曰夕一

. 指保持原活 力的百分数
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从摇瓶筛选结果 (表 2 )可以看出
,

在50 ℃条件下分离到的几种菌株的
a 一

淀粉酶的产量较

高
,

在 25 ~ 50 单位范围内
,

但没有耐热性
,

在 7 0℃温度下维持 15 m in 后大部分失活
。

虽然

在70 ℃高温下分离的嗜热性菌株 a 一

淀粉酶活力甚低
,

但具有良好的热稳定性
。

其中38 号菌株

所产生的 a 一

淀粉酶在 p H S
.

o
、

90 ℃温度下维持 15 Iin n ,

能保持原活力的 90 %
。

菌株 38 和 14 作为出发菌株进行了此后诱变育种和原生质体融合育种
。

两株都是革兰氏阳

性芽抱杆菌
。

2
。

2 C oso 丫一

射线育种

2
.

2
.

1 照射剂量与正变率
:

C
o 6”丫一

射线照射剂量与正变关系列于表 3
。

表 8 C
o 60 丫

一

射线照射效应

剂 量 ( R ) 死 亡 率 ( % ) 正 变 率 ( % )

1 5 X 1 04

2 0 x 1 04 9 9
。

8

当照射剂量 5 x 1 04~ 7 x 1 0 4 R 时死亡率 8 7 ~ 9 2
.

7 %
,

正变 率 1 2
.

5~ 17
.

5 %
。

.

2 突变株的 a 一

淀粉酶活力和热稳定性
。

表 4 变异株的酶活力和热稳定性

a 一

淀粉酶活力
热稳定性 ( % )

(
u

/ m l )

n“ù1土nU
9OJQ甘3 8

’

1
。

5 0

3 8一 3 2
。

2 5

3 8一 5 2
。

3 0

3 8一 7 2
。

17

提 高 ( % )

1 0 0

1 5 0

15 2

1 4 5 9 2

4 5℃
、

30 h 培养后 测定

从表 4 可见
, 丫 一

射线诱变处理后酶活力提高幅度 45 ~ 52 %
,

其热稳定性没变
。

2
。

3 嗜热性芽抱杆菌 38 一 5和中温性芽抱杆菌 1 4的原生质体融合

2
.

3
.

1 亲珠标记的获得
:
用 0C 60 Y 一

射线和亚硝基孤诱变
,

筛选了营养缺陷型
。

诱变处理后

营养缺陷型出现率如表 5 。
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耐热性
a一

淀粉晦产生菌的选育和原生质体融合育种 10 5

菌 株

表 5两种菌株的营养缺陷型出现率

诱 变 剂 剂 量 死亡率 (% )
营养缺陷型
出现频率

3 8一 5C尸丫
一

射线

亚硝基肌

7 x 1 04 R

0 0 5卜g / m l

4 0℃
、

3 0 m in

5X 1 0
一2

50
。

2 3 K 1 0
一 J

如表 5所示
,

在上述条件下营养缺陷型出现频率分别为 5 x 1 0
一 “ 和 3 x l 。一 3 ,

比已报道的

数据小得多
。

筛选到的直接亲本 38 一 5一 71 和 14 一 5 的生长因子列于表 6
。

表 6 直接亲本在鉴别培养基上生长情况

一

嘛巡塑…
M M M M + V · ` M M 士 “ e M M + V a l

+ 1l e M M + C y t C M

3 8一 5一了1 一 一 一 + 一 +

1 4一 5 一 一 一 一 + +

3 8一 5一 7 1 为 3 8一 5 的突变株 ; 1 4一 5 为 1 4 的突 变株
、

+ 生长
, 一 不长

2
.

3
.

2 原生质体的制备和再生

原生质体的制备和再生结果列于表 7 和表 8
。

试验过程中发现对两亲本的溶菌 酶 作 用

不同
,

溶解后其性状也不一样
。

表 7 加溶菌酶量和溶菌时间

菌 株 加酶量体 g / m l ) 所要时间 ( m i n
)

2 0 0 1 2 0

3 8一 5一 7 1 5 0 0 6 0

2 0 0 3 0

1 4一 5 5 0 0 1 0

当加酶量 2 。。协g / m l 时菌株 14 ~ 5 30 分以内都转变为原生质体
,

但 37 一 5一71
`

加酶量 50 0

协g / m l
、

l h后才全部变成原生质体
。

溶菌酶作用后 14 一 5 的 原 生质体的粘度特别高
,

当加

酶量 2 0 0卜g / m l 时
,

酶作用时间超过 40 m in 以上
,

细胞壁消化液就变成象卵 白一样的胶态
,

不能离心洗涤
,

这是原生质出泄的结果
。

表 8 原生质体形成率和再生率

菌
加酶量 加酶前总菌数 未溶解菌数 原生质体 再生培养基上

( 卜g / m l ) (个 / m l ) (个 / m l ) ( % ) 总菌数 (个 / nr l )
再生率

( % )

3 8一 5一 7 1

1 4一 5

5 0 0

2 0 0

2
。

3 X 1 08

3
。

2 X 1 0 8

4
。

6 x 1 0 5

1
。

3 x 1 0 5

9 9
。

8 0

9 9
。

9 6

6
。

3 x 1 06

4
。

7 X 1 06

2
。

5 4

1
。

4 6

原生质体形成率跟文献 〔: 一 , l数据一致
,

但再生率两株都比较低
。

2
.

3
.

3 原生质体融合
:

通过原生质体融合获得了营养互补的融合子
。

2
。

3
.

3
.

1 亲株和融合子的生长温度比较
,

结果见表 9
。
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表 8 亲株和融合子的生长温度比较

+I-士士士士十一士++十++十+

+ 士

-H--H--H--H-什-H-

亲本4 1一 5

38一 5一 7 1

融合子 1

2

3

4

5

6

7

在 M C4 2h培养后观察
, 一 不长

, + 长得好
,
士 长得微小

表 1。所示融合子的生长温度范围比亲株明显扩大了
,

亲株 14 一 5在 55 ℃ 温度下不长
,

但

融合子都生长
,

在 65 ℃下也微小生长 ;

2
.

3
.

3
.

2 融合子的
a 一

淀粉酶产量和其热稳定性
,

从表 10 可以看出
,

大部分融合 子 酶产 量

提高了
,

其中融合子 4 提高 3 3
.

1 %
,

耐热性没有显著变化
,

偏近亲株 14一 5o
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