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　　摘要：用深孔微培养－酶标仪检测替代摇瓶培养－紫外分光光度计检测，以期建立１种高通量选育果胶酶高产菌
的方法。试验确立的最佳微培养条件为：转速２８０ｒ／ｍｉｎ，振幅４５ｍｍ，装液量１．２ｍＬ／孔。经统计软件分析表明：２种
检测方法的检测值、酶产值间线性回归关系均极显著，且数值排序大致相同，表明用深孔微培养－酶标仪检测体系选
育菌种是可行的。通过复合诱变（超声波处理４０ｍｉｎ，紫外照射６０ｓ），经过高通量筛选，得到４株高产菌。经传代培
养后证明：Ｃ２３－７、Ｃ２３－９这 ２株菌遗传稳定，酶活效价均值分别可达 ７０５．７、６９５．０Ｕ／ｍＬ，分别比出发菌株
（４７７．３Ｕ／ｍＬ）提高了４７．８５％、４５．６１％，适合应用。
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　　果胶酶被广泛应用于食品加工、纺织加工、造纸制浆、医
疗卫生等领域［１－２］，是世界四大酶制剂之一。目前果胶酶主

要采用微生物发酵法大规模生产，具有较高的市场价值和应

用价值。高效生产果胶酶具有十分重要的现实意义，而提高

酶的产量，离不开高产菌种的选育。目前，菌种选育的技术手

段十分丰富，如原生质体杂交育种、不定向诱变、转基因定向

育种等，大大提升了育种效果，但是与其配套的高效筛选方法

却进展不大。已报道的果胶酶高产菌种选育方法，多数仍为

传统的平板筛选法［３－５］。传统方法在初筛时，对诱变后菌液

的梯度稀释过程中，很有可能遗漏高产正突变菌株，而且人

工、设备消耗较大，效率低下。建立１种可有效减少筛选遗
漏、工作强度、材料消耗，提高工作效率的果胶酶高产菌选育

方法，就成为亟待解决的问题。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器
１．１．１　出发菌株　出发菌株为笔者所在实验室保藏的１株
可产果胶酶的黑曲霉（Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓ．ｓｐｐ）及其多个突变株。
１．１．２　主要仪器　ＳＰ－Ｍａｘ２３００Ａ光吸收型全波长酶标仪；
ＶＩＳ－７２２０Ｎ紫外分光光度计；ＺＷＹ－２００Ｄ摇床；ＭａｔｒｉｘＥＸＰ
６道移液器；ＴＤＺ５－ＷＳ孔板离心机；ＹＬＮ－Ｖ紫外诱变箱；
ｘｒｃ－８０ＡＤ超声波清洗器；孔板固定架；４８孔矩形深孔板
（４．６ｍＬ）。
１．１．３　主要试剂　果胶粉（Ｓｉｇｍａ公司，分析纯）。ＤＮＳ溶液
为自行配制，储存于棕色容器避光保存１周后备用。
１．１．４　培养基　种子培养基：４０ｇ果胶，１０ｇ（ＮＨ）２ＳＯ４，

３８ｇＫ２ＨＰＯ４· ３Ｈ２Ｏ，２ ｇＫＨ２ＰＯ４，加 蒸 馏 水 定 容 到
１０００ｍＬ，将ｐＨ值调至６。

发酵培养基：３０ｇ蔗糖，２ｇ果胶，２０ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，３ｇ
ＮａＮＯ３，３．８ｇＫ２ＨＰＯ４，０．２ｇＫＨ２ＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，０．２５ｇＭｇＳＯ４，
０．１５ｇＦｅ２（ＳＯ４）３，加蒸馏水定容到１０００ｍＬ，将ｐＨ值调至６。

筛选 平 板 培 养 基：２８ｇ果 胶，２０ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４，
３．８ｇＫ２ＨＰＯ４，０．２ｇＫＨ２ＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，０．１８ｇＣａＣｌ２，０．２５ｇ
ＭｇＳＯ４，０．１５ｇＦｅ２（ＳＯ４）３，２０ｇ琼脂条，０．２ｇ溴酚蓝，加蒸馏
水定容到１０００ｍＬ，将ｐＨ值调至６。

斜面培养基：ＰＤＡ培养基。
１．１．５　种子液制备　挑单菌落接在ＰＤＡ斜面上，于３０℃培
养７ｄ，用无菌生理盐水冲洗斜面，装入含有玻璃珠的锥形瓶
中，振荡。用血球计数板计数，调节孢子浓度为 ２×
１０７个／ｍＬ，作为种子液。
１．２　培养条件和酶活效价测定方法
１．２．１　摇瓶培养及其酶活效价测定　摇瓶培养：２５０ｍＬ三
角瓶中装液２３ｍＬ，接种２ｍＬ种子液；转速２００ｒ／ｍｉｎ，振幅
２５ｍｍ；温度３０℃，培养５８ｈ。以下如无专门说明，均与此
相同。

在其他条件一定的情况下，单位酶活力与反应后显色物

浓度呈线性相关，显色物浓度又与Ｄ值呈线性相关。因此可
以直接用Ｄ值代表酶活力效价，用来反映单位酶活力。

摇瓶培养酶活力效价测定：培养结束后，取发酵液，用离

心机离心，上清液即为粗酶液。

试管中加入０．９ｍＬ含１％果胶的缓冲溶液，４０℃水浴保
温３ｍｉｎ；加入０．１ｍＬ适度稀释的粗酶液，反应１０ｍｉｎ；加入
３ｍＬ３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）溶液，混匀，沸水浴３ｍｉｎ；冷
却，定容到１５ｍＬ。以煮沸灭活酶液作为空白对照调零。适
度稀释反应液（使Ｄ值保持在０．１～１．０之间），装入１ｃｍ石
英皿中，用紫外分光光度计测定５４０ｎｍ处 Ｄ５４０ｎｍ。以加煮沸
灭活酶液的试管为空白对照。每次测定３个平行。相关计算
公式：

摇瓶培养酶活力效价（Ｕ／ｍＬ）＝Ｄ５４０ｎｍ ×反应液稀释倍
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数×酶液稀释倍数。
１．２．２　深孔培养及其酶活效价测定　深孔培养：在适当单孔
装液量、振幅、转速下，培养温度为３０℃，培养时间为５８ｈ。
以下如无特别说明，均与此相同。

深孔培养酶活力效价测定。培养结束后，在各孔取

０．１ｍＬ发酵液，转入空白深孔板对应孔中，用无菌水补足至
１ｍＬ，混匀，孔板离心机离心，孔中上清液即为粗酶液。

为方便比较起见，其他测定条件完全同本节。不同的是

先在试管中进行ＤＮＳ反应，适度稀释反应液后，再将反应液
移至４８孔孔板对应孔中，利用酶标仪快速测定 Ｄ５４０ｎｍ。原因
是直接利用孔板进行显色反应，沸水浴容易使孔板受热变形，

且ＤＮＳ反应液呈碱性，具有一定的腐蚀性，且稀释样液不方
便，都会影响到测定。以加煮沸灭活酶液并经扫板检测的深

孔为空白对照。每次测定３个平行，相关公式：
孔板培养酶活力效价（Ｕ／ｍＬ）＝Ｄ５４０ｎｍ ×反应液稀释倍

数×酶液稀释倍数。
１．３　复合诱变条件的确认

超声波可产生空化作用，使液体中小气泡产生高温高气

压，冲击细胞，破坏壁膜，促使胞内外物质交换，从而引发突

变。在紫外线照射下，嘌呤、嘧啶会形成嘧啶二聚体，阻碍碱

基配对，引发突变。２种诱变方式操作简便，安全无毒，设备
易得，突变率高，适合作为诱变因子。而复合诱变具备有效克

服疲劳效应、提高突变率的优势。因此本研究决定采用紫外

线－超声波复合诱变的方式选育高产菌种。
在平皿中分别装入１０ｍＬ种子液，超声波功率４８０Ｗ，频

率４０Ｈｚ，分别作用１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ（每个梯度３
个平行），计算各梯度致死率。

平皿中分别装入 １０ｍＬ种子液。将紫外灯功率调至
１５Ｗ，距离３０ｃｍ，电磁搅拌。分别照射１５、３０、４５、６０、７５、９０、
１０５ｓ（每梯度３个平行）。计算各梯度致死率。致死率用平
板计数法计算，３个平行，相关公式为：

致死率＝（１－诱变处理后单位活菌数／未诱变处理时单
位活菌数）×１００％。
１．４　高通量法筛选和分离纯化单菌株

按适当方法进行诱变，将诱变后菌液尽可能全部、分别接

入装有培养基的深孔板，每孔接 ５０μＬ，共得 １９５孔。振荡
培养。

对照出发菌株深孔培养的酶活效价用酶标仪测量，得到

高产孔。高产孔中混有高产单菌株的概率明显较高，起到富

集高产株的作用；并且，诱变后的菌液几乎全部转接至各孔，

用于筛选，大大减少了遗漏可能。

将高产孔中菌液接种于斜面，培养６ｄ，用无菌水冲洗制
成孢子悬液，适当稀释后涂布于筛选平板。挑取菌落较大、水

解圈／菌落直径比值较高的单菌落，用灭菌牙签分别挑入４８
孔板振荡培养。用酶标仪检测酶活力效价，将高产株转接至

斜面并编号保藏；同时，将高活力菌株转接入摇瓶中发酵验证

酶活力效价。

２　结果与分析

２．１　深孔板培养方法的优化
２．１．１　转速、振幅对酶产量的影响　设置转速梯度

４０ｒ／ｍｉｎ，振幅梯度１０ｍｍ，深孔板装液量１ｍＬ／孔。在深孔
中接入出发菌株种子液，按“１．２”节中的方法培养，研究转
速、振幅对酶产量的影响。由图 １可以看出：当振幅小于
３５ｍｍ时，产物积累量随转速的提高增长十分有限，可能是深
孔中、摇瓶中液体的力学状况明显不同，深孔中的液体相对摇

瓶会产生明显的表面张力，培养液所受离心力需要克服表面

张力，振荡效果较差，影响了溶氧效果［６］；当振幅达到４５ｍｍ
时，转速从２４０ｒ／ｍｉｎ增长到２８０ｒ／ｍｉｎ时，产物积累量有了
显著提高，可能是在振幅、转速明显提高后，克服了表面张力，

改善了供氧条件。而在４５ｍｍ振幅下，转速超过 ２８０ｒ／ｍｉｎ
后，进一步提高转速，产物积累量没有明显提高，过高的转速

还容易使发酵液溢出，增加了交叉污染的可能。因此，选取深

孔培养的振动条件为转速２８０ｒ／ｍｉｎ，振幅４５ｍｍ。

２．１．２　单孔装液量对酶产量的影响　采用０．２ｍＬ／孔的装
液梯度（每个梯度３个平行），转速、振幅同“２．１．１”节中的优
化结果，验证装液量的影响。产酶是一个需氧过程，装液量的

多少对果胶酶积累量的影响很大［７］。由图２可见：装液量为
１．０ｍＬ／孔时，单位效价最高；装液量为１．２、１．４ｍＬ／孔时有
所下降，但下降不多，且相互间差别不大；装液量继续加大后，

效价有较为明显的下降。

　　装液量过多会使菌体生长困难，单位产物积累下降，且容
易造成交叉污染和空气中的杂菌污染。而装液量过少，会给

取样分析造成困难，且容易提高培养液挥发率，影响测定精

度。深孔板振荡培养结果表明，四周培养基澄清无生长迹象，

因此设置装液量为１．２ｍＬ／孔。
２．２　深孔板法用于菌种选育的可行性分析
２．２．１　酶标仪替代紫外分光光度计的可行性　取１４株产酶
能力明显不同的突变株，按“１．２．１”节中的方法摇瓶培养后，
分别利用酶标仪检测深孔、紫外分光光度计检测石英皿中液
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体吸光度，得到２组酶活效价。
由图３可见，２组数据排序一致。用ＳＰＳＳ软件分析得到２

组数据的相关性，Ｆ值＝５９６．１２２，Ｐ值＝０．０００＜０．０１。
２种测定方法所得酶活效价不同，但２组数据线性回归

关系极显著，说明用酶标仪检测法代替紫外分光光度计检测

法是可行的。

２．２．２　深孔板培养与摇瓶培养产酶量相关性分析　由于摇
瓶培养、深孔板中的菌体生存环境存在一定区别，会对菌体的

生长繁殖和新陈代谢过程产生影响，进而影响产物积累。本

研究旨在用深孔培养替代摇瓶培养以提高选育效率，考察同

一菌株在２个不同培养环境下彼此之间产物积累量的相关
性，有一定的必要性。

取１４株产酶能力有明显差异的突变株，分别接入孔板和
摇瓶当中培养（做３个平行），按“１．２”节中方法测出２组酶
活效价。由图４可见：产量排序大致相同，有２株不同，原因
可能是同一菌株对不同生长环境的适应能力不同。用ＳＰＳＳ软
件分析２组数据关系可知：Ｆ值＝６１．５３３，Ｐ值＝０．０００＜０．０１。
２种培养方法之间酶活效价线性回归关系极显著，说明

用微孔板培养替代摇瓶发酵，用于快速挑选高产菌株是可行

的。深孔产量偏低，可能是深孔供氧能力较差所致。

２．３　高通量选育
２．３．１　复合诱变条件的确认　如图５、图６所示，随着超声
波时间的延长，致死率呈线性提高，３０ｍｉｎ时达到 ６２．３％，
４０ｍｉｎ达到７４．６％，５０ｍｉｎ时即达到８９．３％，７０ｍｉｎ开始达
到１００％。随着紫外照射时间延长，致死率同样迅速提高，
４５ｓ后即达５５．６％，６０ｓ时达到７１．８％，７５ｓ时达到８６．５％，
１０５ｓ开始达到１００％。

致死率过低，会使突变率不足，不利于得到突变菌株。致

死率过高，同样不利于得到突变株［８－９］。并且，考虑到要先后

进行２次诱变，２种诱变条件均不宜处理过长时间，使致死率
过高。因此，选取２个诱变因子的致死率均为７０％ ～８０％的
时间作为处理时间。以此确认诱变条件：超声波处理４０ｍｉｎ，
紫外照射时间６０ｓ。

２．３．２　复合诱变和高通量筛选结果　按“２．３．１”节中确认
的诱变条件进行复合诱变，再按“１．４”节中的方法筛选高产
孔，分离纯化单菌株。

诱变后分接培养的１９５孔菌中，１５８孔无生长迹象，其余
３７孔经酶活检测，结果见图７。可以看出：多孔正变株酶活力
得以提高，其中Ｃ２３孔最高，酶活效价可达２５４．６Ｕ／ｍＬ。对
照组（出发菌株）酶活效价：孔板１８６．７Ｕ／ｍＬ。可见高产孔
Ｃ２３比对照（出发菌株）高３６．１９％。
　　按“１．２．２”节中方法分离纯化 Ｃ２３孔中菌株，共得到单
菌落６７株，挑选出１７株水解圈／菌落直径比较大、生长比较
迅速的单菌株，经摇瓶培养验证，共得到４株高产菌株，分别
为：Ｃ２３－４（６８７．５Ｕ／ｍＬ）、Ｃ２３－７（７０１．３Ｕ／ｍＬ）、Ｃ２３－９
（６９２．３Ｕ／ｍＬ）、Ｃ２３－１４（６９８．７Ｕ／ｍＬ）（图８）。
２．４　高产株遗传稳定性验证

将斜面转接分离纯化所得４株高产菌传代培养，每转接
１次记为１代。取不同代数菌株进行摇瓶试验，测定酶活效
价。由表１可见，Ｃ２３－７、Ｃ２３－９这２株菌产酶性能遗传性
比较稳定，酶活效价均值分别可达７０５．７、６９５．０Ｕ／ｍＬ，与出
发菌株的４７７．３Ｕ／ｍＬ相比分别提高了４７．８５％、４５．６１％，适
合作为生产用菌种；而 Ｃ２３－４、Ｃ２３－１４随传代培养而酶活
效价下降，可能是因为传代过程中相关性状丢失或者发生了

自然分化，不适合作为生产用菌种。

３　结论

试验结果表明，本研究尝试建立的采用深孔板微量培育、
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表１　高产突变株的遗传稳定性

代次

酶活力（Ｕ／ｍＬ）
Ｃ２３－４ Ｃ２３－７ Ｃ２３－９ Ｃ２３－１４

效价 与亲本相差 效价 与亲本相差 效价 与亲本相差 效价 与亲本相差

１ ６６７．６ １９．９ ７０９．８ ８．５ ６８９．７ ２．６ ６５２．５ ４６．２
３ ６１８．１ ６９．４ ７０５．６ ４．３ ６９９．５ ７．２ ６４９．８ ４８．９
５ ５９２．９ ９４．６ ６９９．６ １．７ ６９７．１ ４．８ ６６５．７ ３３．０
７ ６０１．３ ８６．２ ７０３．２ １．９ ６９３．２ ０．９ ６０９．８ ８８．９
９ ５８７．２ １００．３ ７１０．５ ９．２ ６９５．５ ３．２ ６１２．９ ８５．８

酶标仪快速检测、高通量选育果胶酶高产菌的方法是可行的。

与传统选育方法相比，本方法几乎覆盖了诱变后等待初筛的

菌，大大减少了高产株遗漏的可能性。最多可一次性利用酶

标仪精确测定４８个待测样本的酶活力效价，单批次检测量大
增，显著提高了初次筛选的效率，大大降低了材耗和能耗，节

省了人工，提高了效率。

本方法是一种具备一定应用价值的果胶酶高产菌株选育方

法，一些其他产酶菌株，如果所产酶可用紫外分光光度法原理测

定（如产纤维素酶菌），亦可尝试利用本方法进行菌种选育。
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