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N+注入选育益生菌及其产酶条件的研究 
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(1．安徽农业大学动物科技学院，合肥 230036；2．中国科学院等离子物理研究所，合肥 230031) 

摘 要：出发菌株黑曲霉 AN01，经离子柬多次诱变得变异菌株 AN02。结果表明，出发菌株 ANO1酸性蛋白 

酶、纤维素酶和果胶酶的酶活分别由原来的 1 298 U-mL～、2 551 U·mL 和5 620 U·mL 相继提高到14 252 

U‘mL～、13 016 U‘mL 和 13 206 U·mL～。变异菌株AN02经传5代培养，产酶特性稳定。该菌株的最佳产 

酶条件为在培养基基础营养为麸皮、豆粕和玉米芯的条件下，最佳无机氮源为硫酸铵，最佳 pH为 5．O，最佳含水 

量为6o％ ，最佳发酵温度为 3O℃ ，最佳发酵周期为96 h。 
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一 些益生菌可以在动物肠道内分泌消化酶、维生素和氨基酸等营养物质，进而刺激宿主动物生长。对 

幼龄动物特别是仔猪来说，由于内源酶分泌不足导致其痢疾等疾病发生屡见不鲜。一些学者试图通过在 

饲料中添加产酶益生菌来弥补内源酶分泌不足等难题，但效果往往不尽人意。其主要原因有二：一是菌种 

自身产酶活力差；二是菌种在动物肠道生存能力弱⋯。因此，对产酶益生菌进行诱变选育是十分必要的。 

利用离子束选育工业微生物是我国学者首创发明的高新技术，经过近20年的发展已经取得了一系列 

成就，并引起美国、日本和澳大利亚等国家学者的密切关注，逐渐形成了一门新兴学科——离子束生物工 

程学 J。研究表明，低能离子注入生物体后，由于电、能、质的综合作用，引起细胞壁发生溅射、刻蚀，从而 

导致能量传递、质量沉积、动量交换和电荷交换效应，由此形成大量的长寿命 自由基，进而造成细胞内染色 

体 DNA键的断裂、畸变，诱导和激发细胞对 DNA进行修复、重组，最终诱使生物体发生变异 。已有研 

究证明离子束作用于生物体具有损伤轻、突变率高、突变谱广的特点，如许安等利用离子束注入技术使维 

生素 C的发酵水平创国内外新高 ’ 。但该技术目前较少应用到动物益生菌选育研究之中，为此，本试验 

拟利用低能离子束选育产酶益生菌株——黑曲霉，旨在进一步提高其产酶性能，增加其益生效果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株 黑曲霉 (Aspergillus niger)AN01，此前由安徽农业大学生物饲料实验室选育并保存。 

1．1．2 培养基 斜面培养基：土豆培养基 J。平皿初筛培养基：硫酸铵0．5 g，干酪素 1 g，琼脂2 g，麸皮 

汁 100 mL。基础发酵培养基：麸皮 5 g，豆粕 5 g，玉米芯 5 g，硫酸铵 0．15 g，水 22．5 mL，pH为 5．0。 

上述培养基用前均须在 121 cI二下灭菌20 min。 

1．2 方法 

1．2．1 菌株分离纯化 采用常规稀释分离法 。 

1．2．2 菌株的诱变处理 单孢子悬液的制备：取新鲜活化斜面，加人 10 mL无菌水，用接种环小心刮下孢 

子，经滤纸过滤，滤得菌液倒人预先灭菌的带玻璃珠的装有30 mL无菌水的三角瓶中，于摇床上震荡约60 

min至镜检为分散单孢子，即得到单孢子悬液。用血球计数板计数，调整孢子浓度至 10 个 。mL～。 
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离子注入：将制备好的黑曲霉单孢子悬液0．1 mL均匀涂布在直径为90 mm的无菌空白平皿中央
，置 

于超净台下由无菌风吹干备用。 

离子注入前须用紫外线对离子注入仪小靶室持续消毒 30 min，再将平皿置于小靶室内，注入物质 N 

离子需加速到5～20 keV，然后以1．3×10 ions·am～·s 的脉冲率对平皿的黑曲霉孢子进行剂量为2．6× 

10”～56
． 9×10”ions。am 的注入。试验组采用间歇式脉冲注入，注入5 s后间隔55 s，再进行下一次注 

入；对照组置于小靶室真空中，不经离子注入。 

1．2．3 筛选方法 离子注入后，用1 mL无菌水洗下单孢子，适当稀释后，吸取0．1 mL涂含有初筛培养基 

的平皿。恒温30~C，倒置培养72 h后，测菌落和透明圈直径，得 r值(菌落直径与透明圈直径之比)，挑选r 

值小的单菌落接种发酵培养基。 

1．2．4 酶活力测定 粗酶液的制备：用接种环挑取一环孢子接种于准备好的发酵培养基上，30~C恒温培 

养4 d后，在500 mL三角瓶中直接加入总量为培养基 10倍的pH5．0双蒸水，40~(2水浴震荡抽提1 h，一层 

滤纸过滤得粗酶液，测定时取相应的酶液稀释适当的倍数。以每毫升抽提液所含的酶活力表示酶活(U· 

mL )。 

酸性蛋白酶酶活测定 ：以酪蛋白为底物，在(40±0．2)oC，pH3．0条件下用 Folin法测定，酶活力以 

酪氨酸 数表示。 

纤维素酶酶活测定 ：以羧甲基纤维素为底物，在(40±0．2)oC，pH4．6条件下用 DNS法测定，酶活 

力以葡萄糖 g数表示。 

果胶酶酶活测定 ：以果胶为底物，在(40±0．2)oC，pH5．0条件下用 DNS法测定，酶活力以半乳糖 

醛酸 g数表示。 

上述 3种测定酶活方法均使用 722S可见分光光度计测定吸光值。测定 3种酶活的底物均来自于 

Sigma公司。 

1．2．5 黑曲霉变异菌株 AN02产酶稳定性测定 变异菌株AN02菌株经过连续5次斜面转接、活化，并接 

种于固体发酵培养基，发酵培养。每支斜面3个重复，所得结果取平均值。 

1．2．6 出发菌株固体发酵条件的优化 试验设计为单因素五水平，每一处理3次重复，分别研究不同氮 

源、碳源、pH、含水量、培养时间和温度对黑曲霉产酶性能的影响。 

2 结果与分析 

2．1 出发菌株黑曲霉 AN01初始产酶性能的测定 

出发菌株黑曲霉 AN01在基础发酵培养基上培养，测得其酸性蛋白酶酶活为 1 298 U·mL～，纤维素 

酶酶活为2 551 U·mL～，果胶酶酶活为5 620 U·mL。。。 

2．2 低能离子注入对黑曲霉产酶性能的影响 】6000 

由图 1可以看出，出发菌株黑曲霉 AN01，经离 ． 14000 

子束诱变，酸性蛋白酶酶活由其原来的1 298 U· ．； 2000 
mL-I上升到 14 252 U．mL～，提高了10．9倍；纤维 昌 o0。 

素酶酶活由其原来的2 551 U·mL 上升到 13 016 riO00 

U·mL～，提高了5．1倍；果胶酶酶活由其原来的 4000 

5 620 U·mL 上升到 13 206 U·mL～，提高了2．4 2000 

倍。 髓 。 

2．3 黑曲霉变异菌株 AN02产酶稳定性的研究 A 

由表 1可以看出，酸性蛋白酶任意二代之间产 图1 黑曲霉原菌株AN01和变异菌株AN02酶活的比较 

酶量的最大差值为37 U·mL～，纤维素酶为94 U·Figure 1 Comparison of enzymes activifies between AN01 

mL～，果胶酶为46 U·mL～，3种酶的每代产酶量 strain and AN02 strain 

差异都小于 100 U·mL～，表明AN02菌株的产酶性能较稳定。 
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2．4 黑曲霉菌株产酶条件的研究 

2．4．1 培养温度对黑曲霉产酶性能的影响 图2(a)结果表明，菌株在30℃下培养可获得较高产酶量，在 

低于或高于30~C菌株产酶量均显著下降。因此，菌株最适发酵温度为30~C。 

表 1 黑曲霉变异菌株AN02产酶的稳定性 

Table 1 Stablity of enzyme production in strain AN02 
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图 2 不同培养温度、培养时间和起始pH对 AN02菌株产酶活性的影响 

Figure 2 The effect of cultivate temperature，cultivate time and initiative pH on enzyme production in strain AN02 

2．4．2 培养时间对黑曲霉产酶性能的影响 由图2(b)可以看出，3种酶酶活在 32 h到48 h均有所上 

升，但上升缓慢，从48 h到96 h酶活力急剧上升，纤维素酶在80 h已基本稳定，而其他2种酶96 h才达到 

最大值，但 3种酶基本在同一时间段达到最大酶活量，然后开始下降，因此，培养时间以96 h为宜。 

2．4．3 培养基起始pH值对黑曲霉产酶性能的影响 从图2(c)中可以看出，纤维素酶在 pH值达到5．5 

时酶产量最高，而果胶酶和酸性蛋白酶基本在 pH值达到5．0时酶产量最高，考虑本试验的目标产物为复 

合酶，因此选定培养基的最佳起始pH值为5．0。 

表 2 培养基含水量对AN02菌株产酶的影响 

Table 2 The effect of water content of culture medium on enzyme production in strain AN02 

表 3 不同碳源对 AN02菌株产酶的影响 

Tab le 3 The effect of carbon sources on enzyme production in strain AN02 

2．4．4 培养基含水量对黑曲霉产酶性能的影响 表 2结果显示，培养基的含水量小于60％时产酶量随 

姗 ㈣ 。 

∞0 p ．} 。 ∞LI 目．f】＼烬溢 
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着含水量的增加而增长，含水量大于60％时产酶量逐渐下降。因此培养基最佳含水量为60％
。 

2·4·5 不同碳源对黑曲霉产酶性能的影响 表3结果表明，在相同的培养条件下以麸皮和玉米芯为碳源 

的培养基复合酶产量最高，葡萄糖和蔗糖次之，稻草和麦秸最差。 

2·4·6 不同的无机氮源对黑曲霉产酶性能的影响 由表4结果可以看出，无机氮源之中硫酸铵的效果最 

好，氯化铵和尿素次之，硝酸铵和硝酸钠不但没有促进作用反而有抑制作用。 

表 4 不同的氮源对 AN02菌株产酶的影响 

Table 4 The effect of nitrogen sources on enzyme production in strain AN02 

综上所述，本试验所用黑曲霉在培养基基础营养为麸皮、豆粕和玉米芯条件下，最佳无机氮源为硫酸 

铵，最佳 pH为5．0，最佳含水量为60％，最佳发酵温度为30~C，最佳发酵周期为96 h。 

3 讨论 

本试验利用低能离子束注入技术来诱变选育产酶益生菌，通过 N 注入使黑曲霉出发菌株的酸性蛋 

白酶提高 10．9倍，纤维素酶提高 5．1倍，果胶酶提高 2．4倍，产酶性能稳定。与此一致的是，郝捷等 

(2000)将 H 、N 和 Ar 3种低能离子分别注入黑曲霉菌株中，使其产酸率由诱变前的8．7％提高到了 

13．8％ 。本试验结果表明，低能离子束注入对黑曲霉来说确是一种比较理想的菌种诱变技术，但对于其 

他益生菌的诱变效果如何尚需探讨。 

培养温度不仅影响微生物的生长速度，也影响其产物酶的合成 。本试验研究发现，黑曲霉菌株发 

酵最适温度为30~C。如果发酵前期温度过高，微生物往往快速生长，出现大量菌丝，过多消耗掉发酵培养 

基的养分，致使发酵中后期微生物营养供应不足，产酶性能受到严重抑制；反之，如果发酵前期温度过低， 

微生物生长缓慢，菌丝稀少，而使总体产酶量下降。同样，王水顺等(2001)进行黑曲霉 SI2—1 1 1复合酶固 

体发酵工艺研究时也发现黑曲霉的最适发酵温度在30~C左右 J。而李江华等(2002)研究黑曲霉固态发 

酵生产酸性 B一甘露聚糖酶时发现，发酵最适温度为35~C，结果差异可能提示，黑曲霉分泌酶的种类不同， 

其发酵最适温度也有差异⋯J。但本试验黑曲霉菌株至少分泌 3种酶，为何最适温度均在 30~C尚须进一步 

探明。 

发酵时间与产酶性能密切相关。如果发酵时间过短，微生物产酶性能得不到充分发挥；反之发酵时间 

过长，孢子衰老和培养基的营养不足会导致产酶性能迅速下降。因此，发酵时间不宜过长或过短。本试验 

的发酵最佳时间为96 h，比王水顺(2001)报道的72 h长24 h。可能是由于离子束注入使黑曲霉孢子细胞 

的损伤程度比较大，修复时间长。而用紫外线等其他方法诱变后所得细胞的孢子损伤程度小，修复时间 

短。因此作者将在现有的发酵基础上利用离子束注入技术选育出发酵时间相对较短的高酶活黑曲霉菌 

株，降低产业化的成本。 

水是微生物体内和体外的溶媒，绝大多数营养成分通过水来溶解和吸收，代谢物通过水进行排泄。水 

是细胞质组分，直接参与各种代谢活动。此外水的比热高，传热快，有利于调节细胞温度和保持环境温度 

的稳定，因此水是微生物生产的一个重要因素，在固体培养基中当培养基含水量过低时孢子的形成速度加 

快，菌丝稀少而酶活不高。当培养基含水量偏大时培养基结块，透气性差，导致菌丝生长缓慢从而降低产 

酶量 。本试验研究发现培养基最佳含水量为60％。同样，王淑军等(2001)研究也发现，培养基含水量 

在 65％时，康氏木霉、绿色木霉的产酶性能最好 。 

氮源不但是酸性蛋白酶合成蛋白质重要物质而且对菌体生长速度有着很重要的作用，有助于缩短培 

养时间。本试验中(NH ) SO 的效果最好，可能是由于麸皮和玉米芯中含有一定量的有机氮及各种微量 

元素，可以满足微生物生长的需要，以麸皮和玉米芯为碳源，添加适量(NH ) SO 后有机氮和无机氮的协 
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同作用能促进酶的合成 ]。 
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Breeding of Probiotic Bacterium by N Implantation 

and Optimization of Fermentation Condition 

CHENG Mao-ji ，CHEN H-juan。，CAI Ke—zhou。，YU Zeng—liang2，ZHANG Shu—qing2 

(1．School of Animal Science and Technology，Anhui Agricultural University，Hefei 230036； 

2．Institute of Plasma Physics。Chinese Academy of Sciences，Hefei 230031) 

Abstract：A new strain Aspergillus niger AN02 was mutated from AN0 1 by N implantation．The results 

showed that activities of acid—protease，cellulase and pectinase in Aspergillus niger were raised from 1 298 U· 

mL一。
．

2 551 U·mL一。aIld 5 620 U·mL一。to 14 252 U·mL一。，13 016 U·mL一。and 13 206 U·mL一。respectively． 

Characteristics of enzymes production in mutated strain Aspergillus niger AN02 kept stable by many times subcul— 

ture．At the same time we study optimum conditions suitable f．0r enzyme production in AspergiUus niger AN02， 

and the results demonstrated that enzymes activities in mutated strain Aspergillus niger were hi【ghest when the cul— 

tivate condition were as follows：fermentation temperature Was 30oC ，cultivate time was 96 hours，the water content 

in culture medium Was 60 percent，pH Was 5．0 and(NH4)2SO4 was nitrogen source． 

Key words：N ；Aspergillus niger；mutation breeding；muhicomponent enzyme 
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