
利用纤维素酶酶解粗饲料的研究
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纤维素酶产生菌激光诱变育种

任守让 赵贵彬 王瑞霞

�吉林省农业科学院土肥所 �

当前
，

纤维素酶在应用上要解决的主要间题之一是要获得活力高的纤维素酶产生菌菌

种
。

国内外研究工作者利用诱变的方法获得了高酶活的菌株
。

美国陆军 ����。 � 实验室的
������与原野生菌株 �� ��比较

，

酶活提高 �倍� 日本外山等诱变选育出高活力的黑曲

霉� 。 � 在国内中国科学院上海植生所采用物理化学诱变因素结合最后以高能 电子处理获

得了二株高酶活菌株 �� 。
一���和�

。
一��

，
比其出发背株分别提高酶活一倍和数倍

。

四

川省生物所采用紫外线和亚硝酸复合处理
，
亦获得了比出发菌株酶活提高 �一 �倍的绿色

木霉变异株 ��’���一 � ”
�

。

此外西北水保所采用�一射线
、
甲基磺酸乙酪和 ���反里

处理
，
选得比出发菌株酶活高两倍以上的变异菌株 ������

。

此外
，
亦有用钻” 快中子等

物理因素提高酶活的报导
。

我们试用激光进行纤维素酶产生菌的诱变育种
，

结果获得了一批纤维素酶活比出发菌

株高的变异株
。

其中典型代表是变异株
“ 工 �

一��，， ，

其纤维素阵活�滤纸糖酶活与���酶

活 �
，

比出发菌株�“ �
�

�提高 “ �

�倍和�
�

�倍
。

同时其些遗传性状如菌落形态
、

水溶性色塾
�

分生饱子产生灼时间等均发生了明显变化
。

本女 牢早了毙们的实验经过和结果
。

材 料 和 方 法

�一 �出发菌株
�

木霉���
�

�
，

是由野生菌株 �’����” 经���诱变得到
。

保存于马铃薯葡萄糖琼脂斜面

上
，

试验菌龄 �夭
。

�二 �诱变剂与剂量
�

采用波长为�
�

��微米的忆铝石榴石激光器
，
光斑直径为 �毫米

，

处理荆量以输入电压

为�����
，

辐照能量 �即剂量 �以��
�

��
、
���

�

��及���
�

��焦耳为主
。

�三 �试验方法
�

�� �泡子悬液制备
�

取在马铃薯葡萄糖琼脂斜面上培养�天的分生抱子少许
，
放入盛

激光处理承中国科学院长春光机所张彩霞
、

高永相同志协助
，
特此致谢

。
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灯有玻翻珠的灭菌生理食盐水 ��
�

���氯化钠 �的三角瓶中
，
充分振荡

，
制成抱子悬液

。

血

球计侧数
，
并调正其抱子密度至��

“
一�毫升左右

。

�� �辐照处理
�

用卡介苗注射器取上述抱子悬液�
�

�毫升
，
注入边长为 �毫米特制

友笋小玻管电��界菌绣
一

娜照时再将少玻管固定于具有分度为 �毫米刻度的小木板上
，
立

于激光管口前��座来处
，
按上述荆量脉冲辐照

。

�� �平板分离
�

将辐照处理的抱子悬液稀释一倍
，
在加有去氧胆酸钠 �。

�

�� �的

马铃薯葡萄糖琼脂平板上进行表面接种
。

保温培养
，
菌落出现并有抱子形成后

，
挑取并接

种全部菌落于斜面上
，
保存待测纤维素酶活

。

为了统计存活率和致死率
，
另取一组辐照处

理的抱子悬液
，
定量稀释后

，
平板接种计算菌数

，
算出存活率和致死率

。

�� �纤维素酶活测定
�

用麦鼓固体曲�每瓶麦数 �克
，
水 �毫升�的浸提液 ���倍 �

为酶液
。

���法测定以滤纸
、

按甲基纤维素钠 ����一�
�
�及玉米秸粉为底物的还原

塘
。

建纸崩溃活力 ���� �用新华 �号滤纸片 �� � �厘米 �静置测定
。

结 果

�一 �辐照级与抱子存活率和致死率
�

��’ 为了选择适宜的辐照能量
，
先后试验了次数不同辐照能量与抱子存活率和致死率的关

系石第二次侧责结果见表 �
。

表 � 不同能，与木霉抱子致死率的关系 �第一次 �

一
�伏，�

…
。 ，能，�焦耳� 抱子存活数

�万�毫升 〕

。 。 辞 �一

�
�子致死率 �一

�韵幼份��性花��肚�������幼’璐目盯������加�

�阅

���

��肠
�

�� 〕
�立���� �

������ �

��肠����

�

�
。

��

�
。

��

一��

�
。

肠

�
。
�石

�
�

��

往
�
��内数字为脉冲次数

。

由表 �所列结果可以看出
，
输入电压的强弱对木霉抱子的致死率影响较大

。

用电压为

���与���伏特产生的激光能量辐照
，
木霉袍子的致死率甚低

，
仅有���

，
而加大 电压至

����伏特时
，
致死率明显提高至���以上

，
最高达���

。

同时还可看出
，
在电压为�功 。伏

特的基础上
，
随脉冲次数的增加

，
致死率亦略有提高的趋势

。

在上述基础上
，
又进行了第二次试验

。

以输入电压为����伏特为基准
，
增加了脉冲次

数以增强辐照能量
。

结果见表 �
。
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表 � 输人电压和辐照能盆与木�抱子致死率的关系 �第二次 �

、 入 、 、 。伏 。 。 � 、 冲次， 。 次 。…辐照能、 。 。 耳 。

�竺弊 �
抱子存。 。 ， 。…。 致死率 。 、 ，

� � “ 刀� 笔井 夕 � �
�

。

�
。 … 。

�
��

·

�

一
‘ 。” �

“ ��

�
“�

�
“

·

� … ‘�
·

� … ” �
·

了 ‘ ��
·

�

‘ ，�� 】 ��
�

“�
·

� … ‘�
·

� � ”�
·

� ��
·

�

” �� �
‘��

�
“�·

� … “ ·

� � “�
·

� ‘�
·

�

二
�

�
�
�

引�

翌
二

�
�
�… ‘

�
�

·

�� … �
· ‘ … ‘�� ‘

一
��

�

�一
�

从表 �可以看出
，
输入 电压一定

，
随脉冲次数的增加亦即辐照能量增加而木霉抱子的

致死率提高
。

本结果再一次表明输入电压的强弱
，
对木霉抱子致死率的影响较大

。

如电压

为����伏特
，
虽脉冲数仅为一次

，

辐照能量不高 ��
�

��焦耳 �
，
但抱子致死率达��

�

��
，

出现
一

该现象的物理学原因
，
有待进一步探讨

。

为追求高致死率
，
继续增加辐照能量

，
又进行了第三次试验

，
结果见表 �

。

表 � 辐照能量与木霉抱子致死率的关系 �第三次 �

、 电压 �伏、 �

…
脉冲次数 �次�

…赢
量 �焦耳�

抱子存活数

〔万�毫升�
抱子存活串 �拓 �泡子致死率 �拓�

﹄�︸��仆口

…
︸“︸活，曰�臼

��‘月‘���一�一

…
心口品西‘
�二�，自�

����叨��
，山二峨�︸��������

门��心��

�

����

����

����

�

��
�

��

���
。

��

���
�

��

从表 �结果再一次看出
，
在一定输入电压下

，
增加脉冲次数亦即增加辐照自澎量

，
木辱

泡子的致死率有提高的趋势
。

但同前两次的试验结果比较
，
虽然能量大幅度增加

，
但致死

率无明显变化
。

一般波动在������之间
，
最高达���

。

由于我们采用的激光器性能所限
，

继续增强输入电压与增加脉冲数有困难
，
所以我们

即以第三次辐照处理的抱子悬液为诱变选育材料
。

试验证明
�

激光辐照木霉抱子致死率虽

未达到一般要求的��
�

�一��
�

��
，
但获得了在生化特性和形态学特征上发生明显变化的交

异菌株
。

�二 �变异菌株的纤维素酶活和某些性状的变化

�� �纤维素酶活

经吸光诱变获得一批变异菌株
，
其纤维素酶活与出发菌株和野生菌株比较普遍提高

。

经分批筛选和多次复筛选出纤维素酶活较高的四株变异菌株
，
其中�

�
一��为典型代表

，
渔

纸糖酶活为�
�

��毫克 �糖 ��毫升
、

小时
，

纂比出发菌株���
�

�和野生菌株�
�

��
�

�的酶活分

别提高�
�

�倍和 �倍 �表 � �
。

诱变效应显著
。

为了进 一 卡比佼诱龙前旨为侮苦
，
对变导株的���酶活

，
滤纸崩溃活性�����和玉

米桔粉维解得精率进行了侧定
。

结果表明 �表 � �
，
��

一��的���酶活较出发菌株���
�

�

和野生菌株�
�

��
�

弓分匆堪高�
�

�倍和�
�

�倍
。

玉米桔粉酶解得糖率亦有提高
。
同时在静置条

件下� �

一��的���活性于梦一��小时内滤纸呈现全崩
，
而野生型�

�

��
�

�和出发菌株���
�

�

二菌株至��小时仅有某种程度的崩溃
， �

一
一 �
一一一一一一一一一一一一一一一一一

����年第�

一
�



表 �

菌

变异菌株与出发菌株的纤维素酶活 �滤纸糖酶活 �比较

� 滤纸糖酶活 � …
〔毫克�毫升

�

小时 〕 �与出友菌株
���� ‘比较 �与野生菌株�

�

��
�

�比较

��一����妞��
��二马‘，妇，‘�曰

几比︸�一八�泣﹃�� 叼�左几︸勺暇�九匕
���，�工乙�‘��

野生菌�
�

��
�

�

出发菌���
�

�

��一 �

��一 �

��一��

��一��

�
�

��

�
�

��

�
�

��

�
�

��

� ��

�
�

��

变异菌

表 � 变 异 菌 株 与 出 发 菌 株 酶 活 比 较

， 株

�
，
�

一

、

一
��

一一巴
二

���酶活

�毫升二 小时 �

��尸活 �生

�小时�全舫
十十���二

玉术枯粉睡解

得拾率 �另 �

�
�

��
。

�

���
�

�

��一��

���
�

�

���
�

�

���
�

�

����� �

���� �

� ��
�

�

�了、 ��������

�� �

��
�

�

， 静置测定
。

�� �某些形态学性状的变化

观察比较了变异菌株和出发菌株在形态学方面的某些性状
，
差异明显 �表 � �

。

表 � 变异菌株� �

一��与亲本菌株���
�

�和 �
�

��
�

�某些形态学性状比较
·

观 察 项 目 变异菌株��一�� 出发菌株���
�

� 野生菌株�
�

��
�

�

菌落结构

菌落大小 〔毫米 �

色素分泌

抱子形成

散开丛束状

�一 �

绿 黄 色

快

紧密絮状

��一 ��

杏 黄 色

慢

紧密絮状

杏 黄 色

慢

���一一�一

在马铃薯葡萄搪琼脂上生长
� � � 在加育�

�

�多去灵祖酸钠 马铃薯 旬萄塘琼
一

厂 卜生长菌落的直径
�

��】去几 �绝�乍不� ‘ 。 � 几 二之少卜困 乍不 ‘ 吕－ ‘ �

图 � 出发菌株与变异菌株菌落特征

�� 吉林农业科学



从表�看到变异菌株 �二

一��与出发菌株���
�

�和野生 菌 株�
�

��
�

�比较
，
菌落变小

，
菌

落结构由紧密度为松散
，

培养基背面产生的水溶性色素由桔黄色变为绿黄色
，
分生抱子形

成变快
。

，
讨

一

治
少

与仁结 论
。

乡
、 、 、 ，�

微生物诱变育种的理论是诱发基因突变
。

采用物理
、

、 ‘

之 � �

化学诱变手段获得了多种微生

物的高产突变型菌株
。

但由于诱变剂在���的复制中不容易显出它的专一性
，
故难以定

向选择诱变剂
。

激光做为一种微生物诱变剂
，
国内外应用甚少

。

且未见明显诱变效应的报
导

。

从我们的试验结果看来
，
激先做为薇生物育种的一种诱变剂是可行的

。

在诱变处理的

方法上
，
我们注意到两点

� ①使处理材料置于激光辐射光斑范围之内，
以防止在平板分离

时误取未经辐照抱子形成的菌落
。

我们设计并使用的辐照小玻管及小木板就是为此目的
。

②改变了 目前微生物诱变育种上所采用的随机取菌的做法，
而是将受处理抱的菌落尽可能

全部取得
，
减免选取盲种材料上的盲目胖和遗弃高产菌株的弊病

。 ·

目前
，

在微生物诱变 育种上十分重权死亡率的问题
。 ‘

一般要求 致死率高达 ��
·

“一

��
�

��
。

但近来在生产上为了得到正变类型
，
有采用致死率为��一��纬

，
甚至��一���

的
。

就我们在木霉激光诱变过程中
，
抱子致死率

，
以三次试验为例

，
仅为砂一���

。

试验结

果表明
，

即使致死率未达到一般标准
，
而获得的木霉变异菌株某些遗传性状已发生明显变

异
。

因而作者认为
�

对微生物诱变剂的致死率要求不能一致 ， 应根据诱变剂的不同而异
。

激光诱变剂其致死率达���以上即可
。

关于纤维素酶菌种筛选中醉活力测是指标问题
。

由于纤维素酶是一个复合酶
，
各酶组

分又未完全搞清
，
对� 、

和
�

��概念和作用尚有争论
，
因而至今未统一

。

一般多以���酶活

和掳纸酶活为指标
，
根据作者等近几年菌种筛选的实践经验

，
两项指标又往往出现不一致

的现象
。

难以判断优劣
。
我们考虑到�

�

酶是决定天然纤维素降解的主要组分
，
应筛选�

、，
酶

活高的菌株
。

因而以�
�

酶活傲为剪种筛选的指标是比较符合实际的
。

有报导指出卜 反应

��酶的适宜底物是滤纸
。
因此我们把滤纸糖做为筛选菌种的一个主要指标

。

激光做为微生物诱变育种的一种诱变剂
。

仅仅是开始
，

�

对于激光器类型的选择
，

能量

大小
、

诱变材料的予处理以及激光诱变机制等向题
，
有待进一步探讨

。
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