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离子束诱变木聚糖酶产生菌(Aspergillus 筛选方法的比较研究 niger A3) 
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摘 要：木聚糖酶产生菌株的初筛方法主要分为平板法和液体发酵法。它们都有一定的优点和不足。找出适宜于 

离子束诱变育种的初筛方法，是必要而且是必须的。本文就木聚糖酶产生菌的几种初筛方法做了比较研究，以便找 

出适宜于离子束诱变高产木聚糖酶菌株育种的初筛方法 。 
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A Comparative Study on Several Screening M ethods to High 

Xylanase-- producing Strains by Ion Implantation 
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Abstract：Screening methods of high xylanase—producing strains have a plate isolation technique and shake— 

flask fermentation technique．It is necessary and indispensable for US to find out an optimal screening method．In 

this article，several screening techniques were studied，in order to find out a good method that fits for xylanase— 

producing strains by Ion implantation． 
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半纤维素是一种异质多糖，在植物性材料中占 

15—3O ，是陆生植物细胞壁的一种主要组分L1]。木 

聚糖酶是一类重要的半纤维素酶，微生物分泌的木 

聚糖酶可降解半纤维素生成的木糖及其它少量的单 

糖，它不仅在生物转化、食品与饲料工业方面的应用 

已较为成熟，而且在制浆造纸工业中的应用正在引 

起人们的高度重视，故开发和研制木聚糖酶工业制 

剂的研究工作已倍受国内外关注。国外已有不少研 

究者对黑曲霉[2]、木霉(Trichoderma sp)c。]等真菌及 

短小芽孢杆菌 (Bacillus pumilus)L4]、环状芽孢杆菌 

(B．circulans)L5 等细菌的木聚糖酶进行了研究，国 

内也有对木聚糖酶研究的报道 ]。作者以离子束 

为诱变源来诱变木聚糖酶产生菌，以便筛选到高产 

木聚糖酶的菌株。而菌种的选育工作不仅费时而且 

工作量巨大，因而确定适当、有效的初筛方法，对菌 

种的选育是非常有益的，而且也不漏掉高产菌株的 

筛选。本文就离子束这一特殊的诱变源用来诱变木 

聚糖酶产生菌的过程中，对选育菌株的几种初筛方 

法做了比较研究，目的是找出适宜于木聚糖酶产生 

菌株选育的初筛方法。 
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1 材料与方法 

1．1 菌种 

黑曲霉 A3(AspergiUus niger A3)，由合肥联合 

大学提供。 

1．2 培养基与培养方法 

1．2．1 产生孢子培养基：PDA培养基(g／L)：马铃 

薯 200，葡萄糖 2O，琼脂 20，PH值自然。 

1．2．2 茵种保存培养基(g／L)：麸皮 5，蛋白胨 1， 

琼脂 2O，用 改良的 Mandels营养盐[9]配制。 

1．2．3 孢子悬液制备 ：向种子斜面中加入适量的无 

菌水，洗脱，并稀释一等的倍数配制成所需浓度的孢 

子悬液。 

1．2．4 发酵培养：在 250ml的三角烧瓶中加入适 

量的玉米芯和 30ml的改 良的 Mandels营养盐液， 

在 28℃，150r／min下恒温振荡培养 72小时。 

1．2．5 平板的制备：双层平板的下层为水琼脂，上层 

为半纤维素(g)与Mandels盐液(m1)按2：100比例配 

制而成。单层平板的制备与双层平板的上层培养基相 

同。制备好的平板，在 28℃下存放数小时后备用。 

1．3 测试方法 

1．3．1 木聚糖 酶活力的测定 ：DNS法 ，参照 文献 

Eio3。以木糖为标准，每分钟生成 lt~mol还原糖定 

义为 1个酶活力单位(IU／m1)。 

1．3．2 透明圈：用游标卡尺测量 

1．3．3 试剂：Xylan(From Briehwood)是 Sigma公 

司产品，其余的试剂均为分析纯(A．R．)和化学纯 

图 1 单层平板所产生的透明圈 

Fig．1 Transparent halos produced in mono-- lay 

(C．R．)。 

1．3．4 半纤维素的制备：参照文献 Ell，12]。 

1．3．5 离子注入工艺：取适量的孢子悬液涂平皿 

一 涂好的平皿在无菌操作台上吹干一 用 10key 

的能量和一定的剂量的 N+离子进行注入一 用无 

菌水洗脱平皿上的孢子一 把洗脱的孢子悬液涂在 

已经置备好的单层平板或双层平板上。 

1．3．6 离子束辐照装置 

本研究所用的离子束辐照装置是由本实验室研 

究的。该注入装置由离子源、聚焦系统、质量分析、加 

速系统、真空系统、靶室和测控系统等基本部分构 

成。工作原理为：由离子源产生等离子体，其中的离 

子经引出系统引出，进入质量分析器选择，然后在加 

速系统中获得能量后，即可进行样品注入。其中真空 

系统是获得束线的基本保障，聚焦系统是为控制束 

散而设置的。 

2 结果与讨论 

2．1 透明圈法 

木聚糖酶产生菌的初筛方法主要可以分为平板 

法和液体发酵法。平板法最常用有有色平板法、单层 

平板法和双层平板法，我们比较实验了后两种方法。 

2．1．1 单层平板法 

经过离子束辐照过的孢子，从平皿上洗脱，并稀 

释，把经过稀释的孢子悬液涂在已配制好的单层平 

板上。在 28℃下培养数小时后观察透明圈的大小 

(见图 3)，并测量其菌斑与菌落的直径(见表 2)。 

图 2 双层平板所产生的透明圈 

Fig．2 Transparent halos produced in double-- lays 
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2．1．2 双层 平板 法 

把用离子束辐照后的孢子用无菌水稀释到一定 

的浓度，涂到双层平板上，在 28℃的温度下培养一 

定的时间。等到出现适当大小的透明圈时(图 4)，测 

量透明圈和菌落的大小(表 2)。 

2．2 液体发酵筛选法 

把单层平板(图 3)上所标记的四个产生较大透 

明圈菌斑挑到种子斜面上培养四天，然后用无菌水 

洗脱孢子，并接种一定量的孢子到液体培养基中进 

行摇瓶发酵。初筛和复筛的结果见表 1．。 

表 1 液体发酵初筛和复筛木聚糖酶酶活力的测定 

table 1 Mensuration of xylanase in shake—flask 

cultures 

2．3 结果分析 

由于透明圈大小不能完全代表酶的活力，仅以 

水解圈大小作为木聚糖酶的活力大小的定量指标并 

不可靠。一般的情况下，透明圈产生的早晚、透明圈 

是否清晰，可以粗略判断产酶时间和酶系情况。一般 

透明圈出现的越早，酶类产生也越早；透明圈越清 

晰，说明半纤维素降解越彻底。并且水解圈与菌落的 

比值越大，该菌株所产生的木聚糖酶的酶活也越高。 

但是从表 2．中我们可以看出，事实并不是这样，其 

原因可能是多方面的。根据研究认为，造成表中结果 

的主要原因是菌株在用低能离子束进行注入诱变 

时，为了达到较好的诱变效果，通常的结果是使菌种 

达到 99 以上的致死率。因为死亡率越大，菌株受 

到的损伤也越大，它的DAN链断裂的机会就越多， 

在菌株修复期间，基因的突变的机率就越大，筛选到 

的突变菌株就越多。而菌株在琼脂平板上培养基上 

进行修复、生长期间，由于受到损伤大的菌株修复的 

时间也就越长；并且突变后菌株的发酵条件也不同， 

这就造成在同等条件下菌斑所产生的透明圈的大小 

也就不同。因此，如果用平板法对离子束诱变后的菌 

种进行筛选时，往往可以使辐照后的所得的高产菌 

株就会被筛选掉。有时透明圈也并不都是很清晰，总 

有一定的模糊程度，因而在透明圈测量的时候，它的 

模糊不清也给透明圈的测量带来一定的困难，这也 

为菌株的准确筛选带来一定的难度，所以平板法不 

适宜于离子束诱变育种的初筛。 

表 2 单层平板透明圈与木聚糖酶活力的测定 

Table 2 M ensuration of transparent halos in 

mono--lay and xylanase activity 

而根据表 1的结果可以看出液体发酵的初筛方 

法在离子束诱变育种中是一种有效的初筛方法。与 

透明圈法相比，尽管这种方法较为麻烦，但是它能保 

证初筛结果的准确性，以免高产菌株给遗漏掉。 

从文献[1。·̈]可以看出平板法适合用于那些不 

经过诱变的菌株的筛选或对于那些经过诱变，但对 

菌株伤害不严重的诱变筛选，如从其他菌或土壤中 

筛选出能产生透明圈的菌株，或经过紫外线诱变的 

菌株等。另外从图 3．图 4．中可以看出用单层平板 

法和双层平板法筛选菌株差别不是很大，但是用 自 

制的甘蔗渣半纤维素制成平板要比买来的木聚糖的 

在用透明圈法筛选菌株效果要好的多，透明圈也比 

进口的木聚糖产生的透明圈清晰。 

从上面关于离子柬诱变筛选木聚糖酶高产菌的 

初筛方法的比较研究可以看出，几种初筛方法各有 

利弊。为避免高产菌株的遗漏，平板法并不适用于经 

过离子束诱变后的菌株的筛选，而液体发酵却能够 

保证筛选结果的准确可靠性。本实验为今后的关于 

离子束诱变高产木聚糖酶菌株的大批量筛选打下了 

基础。 
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