
纤维素酶产生菌一木霉杂交
育种试验初报

生物学系生化微生物专业 纤雄素酶研究小组

选育租生
、

快长
、

纤维素酶活高
、

稳定性好的木霉菌株
,

是纤维素酶能否广泛

应用于生产实践
,

提高粗饲料营养价值的重要环节
。

目前
,

生产上应用的菌株
,

凡粗生快长
,

长势好的一般酶活不高 , 而酶活稍高

的则生长慢
、

长势差
。

例如
,

经多次强烈理化因素处理的绿色木霉 E
, .

一
8 6 7 ,

酶

活较高
,

但菌种生活力下降
、

生长慢
,

抱子稀少
,
三级制曲开放培养较为困难

,

在

生产上应用有一定局限性
。

这类菌株如再进一步诱变
,
酶活仍有提高

,

但长势越来

越差
。

如通过杂交育种
,

使遗传物质重新改组
,

将双亲的优良性状集中结合到杂种

个体中
,

就有可能加强生活力
,

提高酶活
,

解决两者之间的矛盾
。

据此
,

我们进行

了以绿色木霉 E sA

— 86 7和 自选酶活不高但较粗生快长的木霉为出发菌株
,
先进行

诱变处理
,

提高酶活
,

再进行杂交
,

以便使纤维素酶能广泛应用于生产实践
,

进一

步提高粗饲料的营养价值
,

为大力发展养猪事业作出贡献
。

绿色木霉是以分生抱子进行无性繁殖
,

并具有准性生殖过程
,

具有与有性生殖一

样的遗传重组现象
,

这是我们用于杂交的依据
。

但具有准性生殖的木霉
,

由于体细

胞与生殖细胞无明显的区别
,

木霉两亲本是否已经结合
,

无法从形态上区别出来
,

同时由于结合的机率极小
,

很难从许多菌中挑出结合的菌株
。

所以
,

必须选出营养缺

陷型才能进行杂交育种
。

即事先将杂交两亲株分别进行诱变处理
,

选出不同的营养缺

陷型 (都不能分别在基本培养基上生长 )
,

杂交时
,

在基本培养基上大量未能结合的

两亲本由于不能生长而被淘汰了
,

只有结合了的细胞才能生长
,

挑出来后
,

进一步将

异核体诱发成二倍体
,

再进行制曲
、

酶活测定
,

选出粗生快长
、

酶活高的新菌株
。

对霉菌的杂交育种
,

工作还在进行
,

现就如何提高菌种酶活
、

筛选营养缺陷型

等方面的工作初报如下
。

材 料 与 方 法

甲
、

诱变部份
:

、

蔺种
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试验所用的菌种
:

E 、

—
8 6 7 (由上海植生所提供 )

。

二
、

培养基

1
、

斜面培养基
:
纤维素粉或葡萄糖20 9 琼脂 20 9

无机盐溶液 i 0 0 0m l P H S
.

5

2
、

无机盐溶液
: K H

:
P O ` 2

.

0 9 ( N H
一
)
: 5 0 ` 1

.

4 9

尿素 o
。
3 9 M g S O一 7H

:
0 0

.

3 9 C a C I: 0
.

3 9

F
e
S O

` 一
7H

:
0 5

.

o m g M n
S O ` .

H
:
0 z

.

5 6m g

Z n
S O

` 一 7H
:
0 1

.

4 m g C o
C I: 2

.

o m g

3 、

平板分离培养基
:
脱氧胆酸钠。

.

2肠 其余均同斜面培养基
。

4 、

三角瓶培养基 (每瓶用量 )
:
稻草粉 6 9 统糠 4 9 ( N H一

)
2
5 0 ` o

·

2 9 过磷

酸钙浸出液 (含量 0
.

5 9 / m z ) o
.

Zm l M g S O 4 0
.

0 0 5 9

水最 1
.

3~ 1
.

5倍
,

要求混匀后 P H 5
.

。~ 5
.

5

三
、

实脸方法

1
、

方法程序
:

, N T G诱 变 处 理— `
/

` ’ `

灯 ” 又 、 。
二 、 _

,
,

二
_ _ ` ,、 。 二且 。 , *

_ _

/
琳什一一衅 四一一 mlJ 留

“巴 J 芯 `于限一 \

、 涂布平板一
, 诱变处理

涂布平板即进行激光或
“ v
处理一 \

( 激光 盯 )— ——— /
, 培养一 , 挑出菌落接斜 面 培 养一 , 三角

瓶培养 (初筛 )一 , 斜面传代一 , 三角瓶培养 (复筛 )一” 斜面二二一
、 、 、

, 保藏
~ 继续诱变

2 、 诱变处理
:
试验所用的诱变剂有 N :

激光
、

C。 :
激光

、

亚硝基 腿 ( N T G )和紫

外线 (
u
v)

。

各诱变剂除单一处理外
,

还进行了复合处理
。

① N :
激光处理

。

波长为 3 3 7 1埃
。

先用无机盐溶液制备1 0e 的抱子悬浮液
,

然

后将” x 3
.

s m m滤纸条浸于悬浮液中
,

再取出置于 含1肠 琼 脂 的 平 板 上
,

距光

源 30 ` m处进行照射
,

光斑面积为 1 3 丫 3
.

s m m
。

激光器的工作气体全部用纯N
: ,

照

射剂量
:
单脉冲照射 10 次

、

30 次
、

50 次
、

70 次 , 重复照射 (脉冲重复频率 3一 4次 /秒 )

1分钟
、

3分钟
、

5分钟
。

激光照射的平均功串为
: 33 ~ 44 毫瓦 /厘米

艺。

② C O
:
激光处理

。

波长 1 0
.

6微米
。

方法同 N Z
激光处理

,

但放入的 滤 纸 是园

片(直径 4m m )
。

照射距离为3 c0 m
。

光斑面积
:
直径4 m m

。

照 射 剂 量
: 2秒

、

4秒
、

6秒
。

照射功率 5瓦
。

③ 亚硝基肌 ( N T G )处理
。

在18 x 180 m m试管中注入 9m l分生 抱 子悬浮液
,

再加入 l m g / m l的亚硝基皿溶液 l m l
,

34
O

C 水浴保温 1小时
。

稀释 20 倍解毒
。
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④ 亚硝基肌和紫外线复合处理
。

将抱子悬浮液进行 N T G处理后〔剂里及操作

同③〕
,

再将经解毒后的抱子悬浮液涂布在分离平板上
,

进行不同时间的照射 ( l 分

钟
、

1分半钟
、 2分钟 )

,

光距 3 c0 m ,

温度20
O

C左右
,

15 瓦紫外灯
,

处理后的操作

均在红光下进行
。

⑥ 亚硝基肌和 N : 激光复合处理
。

按③法进行 N T G处理并 解毒后
,

再依①法

进行N
:

激光处理
。

3 、

纤维素酶活力测定
: 酶液的提取与测定均依照 1 9 7 5年酶解 途 径全国科研协

作会议 《关于暂行操作规程和测定方法 》进行
。

C M C酶活 (酶液稀释 4 0 0倍 )

滤纸酶活 (酶液稀释 100 倍 )

乙
、

杂交部份
:

一
、

摘种

1
、

白
: `
号

:
为E A

3

一 86 7经 N
:
激光

、

C O :
激光

、
N T G诱变所得白色变异株

。

2
、
3

.

2 94 1 :
绿色木霉

,

北京微生物研究所提供
。

3
、

东木
:
我们在东莞县咸水草上分离的野生绿色木霉菌株

。

4 、

E A 3
~ 8 6 7 .

上海植生所提供
。

二
、

诱变剂及缝冲液

1
、

亚硝基孤

2
、

磷酸缓冲液 ( PH 6
.

0 )

三
、

培养基

1 、 完全培养基
: 5~ 6波美度麦芽曲汁

. 0
.

5务旦白陈 。
.

5肠酵母膏脱 氧 胆酸

钠 0
.

3肠 琼脂 2肠 P H S
.

5

2
、

基本培养基
:
无机盐溶液 (配方见甲

、

培养基部份 ) 菊萄糖 2 肠 洗涤琼脂

2 肠脱氧胆酸钠 0
.

2肠 P H S
。

5

3
、

液体基本培养基
:
除不加琼脂和脱氧胆酸钠外

,

其余成份均同上
。

4
、

三角瓶培养基
: 配方同诱变部份三角瓶培养基

。

四
、

实脸方法

1
、

筛选营养缺陷型方法程序
:
菌种一` 斜面培养一` 制备抱子悬浮液一` 亚硝

基皿处理一 , 离心一 , 置摇床上饥饿培养一 , 转接于液体基本培养基中置摇

床培养 , 划线接种于完全培养基平板或茄子瓶
,

经

培养后
,

逐个挑菌落
,

分别相应接入完全和基本培养基平板上一 , 将基本培

养基上不长的对应完全培养基上菌落接斜面一 , 重新逐个检定一次一 , 斜面

传代一 , 鉴定属何缺陷一 , 保藏一 , 杂交

2
、

杂交方法程序
.

①测定营养缺陷型回复突变串 :
营养缺陷型经纯化 1~ 2次后

,

制成 1护~ 1 e0 浓
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度的抱子悬浮液
,

涂布基本培养基
,

以平板上长出的菌落数除以抱子数 再乘以 1 00

肠
,
得回复突变率肠

。

回变率高的菌株
,
不宜用于杂交

。

②营养缺陷型之间的亲和力测定 :
将两个营养要求不同的缺陷型用衔接法接种

于基本培养基斜面上
,

如在衔接处形成异核体菌丛 (称互养丛 )
,

则表示这两个配对

的缺 陷型菌株具有杂交亲和 力
,

可以进行杂交
,

反之则不能杂交
。

③杂种的形成与分离 :
把具有杂交亲和力的两个不同的营养缺 陷型

,

以混合接

种法涂布完全培养基 ( 或基本培养基 ) 平板上
,

待刚长菌丝时用樟脑蒸汽熏 ( 诱发

杂合二倍体 )
,

待抱子成熟后
,

用无菌水洗下
,

洗去沾附的营养并适当稀释
,

徐布

基本培养基平板
,

长出的菌落数应大于杂交两亲株自发回复突变率的 总和
,

否则不

能认为是杂交的结果
。

将长出的菌落接斜面
,

转接三角瓶
,

进行生长观察和酶活力测定
。

选择一些菌株再在基本培养基上进行若干次纯化
,

排除分离子和不稳定菌株
,

以获得稳定的二倍体杂种
。

结 果 与 讨 论

一
、

关于阵活提离情况

我们首先将出发菌株 E aA一 86 7分别用四种因素进行 了 物理化学诱变
,

获得绿

色变异株D : :
和白色变异株白

: ` ,

其选育系谱简述如下
:

E
` :

一 8 6 7 - 灭霭蔑 , N
!

AC
N T G

—
一 )

C O:
激光

N T G
u V

—
- )

N T G

一
一今

酶活提高情况见表 1
、

表 2
、

表 1

-今

表 3

D
: :

(绿色 )

白
2`

( 白色 )

\/
一

酶活单位
: m g / g干曲

CCC M C酶活活 消极酶活活 C M C酶活 ( P P ))) 沪板酶活 ( F F )))

稀稀召 00倍倍 稀 100倍倍 稀 4 0 0倍倍 稀 1 00倍倍

EEE A,
~ 二

,, 4 0 000 9 4
。
111 4 0 777 1 0 888

AAA 1 ... 3 3 888 9 8
。

111 4 1 222 1 2 888

DDD a 二二 3 6444 1 1 222 4 0 888 1 3 333

CCC : ooo 3 9 3
。

222 9 999 4 2 444 1 3 000

白白: ... 40 444 9 888 44 888 13 6
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通过表 1 可以看出
:

①制曲培养 58 小时比46 小时酶活有所提高
,

说明我们诱变的变异株生长缓慢
,

产酶高峰期推迟

②激光具有能量高度集中
,

单色性
、

方向性好等特点
,

辐射时能产生光
、

热
、

电磁场
、

次生冲击波等
,

因而激光应用于生物体具有诱发变异的遗传效应
。

我们利用

近紫外 ( 波长 3 37 1孟) 的 N :
激光和红外 ( 波长 10

.

6“ ) 的 C O :
激光对绿色木霉 进 行

诱变处理
,

取得了一定的诱变效果
,
酶活比出发菌株有所提高

,

但由于对诱变剂量

及操作技术还未很好掌握
,

效果不甚明显
。

然而我们仍认为激光对微生物育种具有

它的广阔前景
。

③在几次复筛中经常发现有酶活无规则变化的情况
,

有的初筛时酶活相对较高
,

而复测几次酶活反而低了
,

有的初筛相对低些
,

复筛几次反而高了
,

通过以后诱变

缺陷型的启示
,

我们认识到酶活提高不大可能是由于菌落不纯
、

酶活高低混杂
,
与

营养缺陷型的分离原理相同
,

因为突变往往发生在 D N A 双链 之一单链上 ( 参见下

节
: 4

、

营养缺陷型的分离 )
,

因此在诱变后
,

必须将所测得酶活高于 86 7的菌株再进

行多次平板单菌分离
,

淘汰酶活低的菌株
,
才能真正从中筛出高酶活的菌株

。

下面是白“ 经多次分离
、

纯化后菌株酶活 〔注 1〕提高情况
:

表 2 稻草粉中培养〔注 2 〕 璐活单位
: m g / g干曲

E ^

一 8 67

一

缨翌愕…型
-

二二1一 }一一呸一一 {一兰1 一卜一竺一一
一
二竺- 卜一竺生一

-

卜止竺一
.

{一里生一一
“ 8 0 0 } “ 9 0 5 } 17 5 } 1 7 5

表 3 蔗渣粉中培养5天〔注 3 〕 酶活单位
: m g / g干曲

C M C酶活 (酶浓稀释 14 00倍 ) F P酶活 (酶掖稀释35 。倍 》

白: - 1 4 9 0

E ^ :一 86 7 1 14 1
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从表 2表3可看出
,

经多次分离
、

纯化的白
: `
菌 株

,

酶活比初 分 离时又有较大

提高
,

尤其在稻草粉中培养
,

白
: `
的 C M C酶活比出发菌株 E 。一 86 7提高42 肠

,
F P

酶活提高1 8
.

2肠
。

〔注 1 〕

〔注 2 〕

(注 3 〕

表 2
、

表 3酶活测定位照 1 9 76年 《 利用微生物提高粗阂料营养价值 》 全国科研协作

会对木霉菌种舒推素酶活测定方法的建献
。

稻草粉培养基配方
:

稻草粉 10 。多
,

硫铁水 (1 多 ) 2 5。万
,

P H (自然 ) 6
.

5

蔗渣粉培养基配方
:

蔗渣 : 族皮 = 7 , 3 ,

水 19 。拓
,

K H : P O 一 0
.

1多
, ( N H 一 ) : 5 0 ` 2万

,

M g S O . 0
.

0 5拓 P H 自然
·

均于 150 m l三角瓶装干料 5 9 于 28 ℃培养 3一 5夭
,

提酶 iff[J 定
。

二
、

曹养缺陷型菌株的诱发
、

分离和测定

l
、
出发 菌林的性状

为了进行杂交育种
,

我们选择了各自特点明显的菌株
,
共分为二类

.

①酶活较高的 :
D
。 :
( 绿色菌株 )

,

白
: `

( 白色菌株 )

②祖生快长的 .
东木

, 3
.

2 9 4 1

2
、

N T G诱 变剂量

根据我们多次摸索
,

N T G作用浓度以 l m g /m l为宜
,

此时致死率 在 95 ~ 99 肠之

间
,

当 N T G作用浓度增至 3 m g / m l时
,

则致死率几乎达到百分之百而无 法 检 出存

活菌落
,

3
、

制霉的素用量

制霉菌素在液体三角瓶中作用浓度 50 ~ 1 00 单位 /。 1均可
,

能将非缺 陷型 萌发

抱子杀死 90 呱
。

4
、

营养缺 陷型 的分离

在N T G诱变
、

制霉菌素处理涂平板长出菌落之后
, 必须将长出的菌 落 抱子重

新进摇瓶进行第二次分离
,

加制霉菌素进行第二次处理
,

然后涂平板方能检出营养

缺陷型
,
若不进行第二次分离则几乎不能检出缺陷型

,

这是因为绿色木霉虽是单核

抱子
,

但其单倍体细胞核 中的遗传物质 D N A则是双链螺旋结构
,

当受到诱 变 时
,

住往是一条单链上某一碱基发生突变
,

而互补的另一条单链并朱突变
,

随着细胞分

离
,
D N A半保留复制必将导致菌丝中一部份核是变异了的而另一部份则未 变 异

,

在菌落上生长出的抱子也必将是缺陷型与非缺陷型混杂
,

因而在点种鉴定中
,

缺陷

型被掩盖而无法表现出来
,

在第二次分离后这个问题便得到了解决
,

当然这并不否

定 D N A 两条链同时发生营养缺陷型突变的可能性
,

但其出现的机率应是一条 单 链

突变率的乘积
。

即假使一条D N人单链缺陷型突变率是 10
“ 2 ,

则两链同时 发生 突变
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的可能性就是 1 0
’ 4 ,

若在一万个菌落中去挑一个是非常困难的
。

5
、

选用颜 色变异株为出发菌株衬每发缺陷型的作用
:
出发菌 株 D

S:

( 绿色 )

与白
: `

( 白色 ) 在同样条件诱变下
,

白4z 产生 42 株营养缺陷型
,

而 D
: :
才产生 3 株缺

陷型
。

我们认为
,

白
: `
本身巳是颜色变异株

,

变异明显
。

选择巳有明显变异的菌株

为出发菌株可能对诱发营养缺陷型突变比较敏感
。

6
、

营养缺陷型蔺林的营养鉴定
:
所诱出的营养缺陷型菌株

,

用基本培养基分

别加核酸
、

旦白陈 ( 高纯度 ) 和维生素
,

测定核酸
、

氨基酸和维生素缺陷型
,

用氨

基酸生长谱法分九组测定 20 种氨基酸缺陷型
。

用于杂交的 16 株缺陷型测得的营养需

要如下表
.

缺缺陷菌株株 白缺 333 白缺 999 白缺 1999 白缺 1777 白缺2 555 白缺3111 白袂 2 000 白缺 3 999

曹曹养需耍耍 甘撅酸酸 祖氨酸酸 半肤氨酸酸 精氮酸酸 天四冬冬 丙氨酸酸 苯丙氨酸酸 亮氮酸酸
氨氨氨氨氨氨氨酸酸酸酸酸

缺缺陷菌株株 白缺 3 333 白缺4 999 白缺 4 555 白缺 3444 白缺始始 白缺 5777 3一 2 19222 东木缺缺
缺缺缺缺缺缺缺缺缺 7

.

10
...

1 一 999

酷酷氮酸酸 天冬酞胺胺 喃氨酸酸 甲硫氮酸酸 精贾氨酸酸 谷氮酞胺胺 甲硫氨酸酸

三
、

索 交

下面是一次杂交试验的结果
:

l
、

营养缺陷型 出发菌株的性状
:
亲株的性状见 上节

“ 1
、

出发菌株的性状
。 ”

粗生的菌株其缺陷型仍保持了粗生快长的特性
,

但原来酶活高的菌株 D
: :
和 白

: `
所

诱变的缺陷型
,

其酶活都比亲株低
,

通过几批试验和参考灰黄霉素菌种的杂交育种

经验分析
,

这种现象是营养缺陷型本身所造成
,

并不预示杂交后成为原养型杂种时

酶活也低
。

因此不应以营养缺陷型酶活高低为尺度来选择杂交菌株
,

而应以亲株的

酶活为准
,

在诱发大量缺陷型后杂交时
,

杂交双方缺陷型菌株应保持一定数量和尽

可能多的组合
,

以免受杂交亲和力影响而得不到原养型杂种
。

2
、

营养缺陷型之间亲和 力的浏定
:
我们选出 2 5 株营养缺 陷型 ( 20 株高酶活

的 D
3 : 、

白“ 缺陷型和 5 株粗生的东木
, 3

.

2 9 41 缺陷型 ) 进行杂交亲和力的测 定
,

共做 10 。组互养丛试验
,

结果有 10 组明显互养
,

另有 9组怀疑互养 ( 待进一 步 测定

证实 )
。

3
、

杂交途径及结 果
:

我们试验了两条杂交途径
,

即在完全培养基 ( C M )上和

在基本培养基上 ( M M ) 杂交
。

杂交的营养缺陷型株共 2] 株
,

杂交组合 42 组
。

结果是

在 C M平板上杂交均长满菌落
,

经M M上分离
,

在白
。 x 东

`
组合平板上长出原 养型杂

合二倍 体菌落 , 在 M M上杂交有 7个组合长出少数异核体及杂合二倍体菌 落
,

再
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经 M M分离 4个组合长出原养型杂合二倍体菌落 ( 白
: x东

。
)

,

回复突变要求 均符

合
。

可见这两条途径对 杂 交 均 适用
,

木霉的杂交育种也是可行的
。

4
、

筛选杂合二倍体菌株的酶活 ( 待测 )
。

小 结

一
、

诱变育种与营养缺陷型突变株的获得都应进行二次分离
。

二
、

营养缺陷菌株的酶活比亲株低是正常现象
,

不影响杂交后原养型杂种的酶

活
。

三
、

选用颜色变异株对于提高酶活
,

诱发缺陷型及杂交育种都有较明显效果
。

四
、

杂交用 CM与 M M 两种途径均可
。

五
、

杂交育种工作尚在进行
,

有关的一些问题尚不能深入讨论
。

经过实线
,

我

们认为木霉杂交育种是可行的
,

但应尽可能使杂交缺陷型菌株与组合保持一定的数

是
。
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