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高蛋白酶酶活酱油发酵用米曲霉的复合诱变选育
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摘要!以市售曲精分离菌株米曲霉
+0!?#!

为出发菌株"经

cC

*

Z40

复合诱变处理"采用酪素平板法及琼脂块法进行

初筛"结合
GD87:

*酚法复筛结果对比其初筛效果"低盐固态

发酵试验测试高蛋白酶酶活突变株的发酵性能"传代试验测

试其遗传稳定性#结果表明$琼脂块法的初筛效率明显高于

酪素平板法%对初筛菌株进行制曲复筛"获得
%

株有生产潜

力的高蛋白酶酶活突变株"酱油发酵试验结果证明突变株氨

态氮含量!全氮利用率均高于出发菌"其中突变株
H$

!

-%

发

酵制得酱油氨态氮含量分别提高
".?%(I

"

""?)(I

"全氮利

用率分别提高
!?'!I

"

.?#&I

%遗传稳定性测试证明
H$

具有

良好工业应用价值且遗传稳定性好"其蛋白酶酶活平均为

.&&.?"'c

+

=

干基"比出发菌株提高
"$!?&)I

#

关键词!米曲霉%蛋白酶酶活%复合诱变%平板初筛%酱油发酵
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米曲霉是酱油发酵的主要微生物#其分泌的蛋白酶能够

降解原料中的蛋白质#生成氨基酸+多肽等小分子物质)

"

*

'

氨态氮含量是酱油分级的主要指标#米曲霉的酶活大小直接

影响到酱油原料蛋白质的降解程度#进而影响到酱油的产量

和质量#因此#米曲霉蛋白酶高产株的筛选一直是酱油发酵

菌种选育的重点'早在
)#

世纪
(#

年代#学者)

)

*就以
*?0?!?

'(!

为母株进行紫外诱变获得了酶活高的沪酿
!?#.)

'其后#

采用物理诱变+化学诱变以及复合诱变等方式提高米曲霉的

蛋白酶酶活的研究也层出不穷'邵伟等)

!

*通过紫外与化学

复合诱变#得到一株高产蛋白酶菌株
*

""

#其蛋白酶活由原始

的
!..$c

(

=

提高到
!(('c

(

=

'近年来出现了一些新的菌

株改造手段#如离子注入技术)

.

*

+原生质融合技术)

%

*

+基因调

控技术)

(3$

*等'但离子注入技术设备昂贵+操作难度大)

'

*

#

而基因工程等分子生物学技术改造的食品用菌中存在着安

$



全风险等问题#因此诱变选育一直是酱油用米曲霉发酵性能

提升的主要方法'

育种中采用科学的筛选方法是定向高效获得高酶活突

变株的关键'酱油发酵用的米曲霉突变株大多选用酪素培

养基进行平板初筛#通过水解圈和菌落直径比值!

e

值$的大

小反应蛋白酶活力的大小)

&

*

'由于米曲霉在平板上常形成

形状不规则菌落#导致利用
e

值筛选准确度低#误差大%此

外#

e

值相近的菌株无法在平板初筛中判断出蛋白酶酶活的

高低)

"#

*

'琼脂块法)

""

*可以选择厚度一致的琼脂及生长均匀

的菌落打孔#减少了平板初筛中培养基用量及菌种数量的影

响#可使平板初筛的结果更为接近摇瓶初筛结果#提高筛选

的准确性并减少筛选的工作量'本试验以酱油曲精分离菌

株为出发菌#采用紫外&硫酸二乙酯!

c8LM6S7D8@L/Z7@L;

O

8

N<8K6L@

#

cC

&

Z40

$复合诱变处理#结合
GD87:

&酚法复筛结

果#对比分析酪素平板法与琼脂块法的初筛结果#筛选出一

株适用于酱油发酵米曲霉高蛋白酶酶活突变株#并应用于酱

油发酵'

"

!

材料与方法
"?"

!

试验材料

"?"?"

!

菌种

米曲霉!

"I

O

&H

(

/FF2IAH

@

73&

$"

+0!?#!

#长沙理工大学微

生物实验从市售迪发牌酱油曲精中分离纯化并保藏'

"?"?)

!

培养基与筛选平板

斜面培养基"

HZ*

!马铃薯葡萄糖琼脂$培养基)

")

*

%

酪素培养基"干酪素
.

=

#磷酸二氢钾
#?!(

=

#硫酸锰

#?%

=

#氯化锌
#?#".

=

#磷酸氢二钠
"?#$

=

#氯化钠
#?"(

=

#硫

酸亚铁
#?##)

=

#氯化钙
#?##)

=

#去氧胆酸钠
"?#

"

)?#

=

#琼脂

粉
"%

"

)#

=

#蒸馏水
"###5̂

#

P

b(?%

"

$?#

%

酪素&琼脂双层培养基"上层为酪素培养基#下层为纯

琼脂培养基%

制曲培养基"豆粕
)"

=

#小麦
(

=

#麸皮
!

=

#水
)$5̂

'

"?"?!

!

仪器

磁力搅拌器"

$&/)

型#金坛市普瑞斯机械有限公司%

酸度计"

G4)'

型#瑞士梅特勒
/

托利多国际股份有限

公司%

紫外分光光度计"

,8<@0L6M

型#北京莱伯泰科仪器股份

有限公司'

"?)

!

方法

"?)?"

!

孢子悬液的制备
!

将
+0!?#!

培养
)

"

!A

至孢子成

熟#紫外诱变时采用
#?'%I

的无菌生理盐水洗脱#

Z40

诱变

时采用
P

b $?##?" 5D8

(

^

的磷酸缓冲液洗脱#再制成

"#

$

+Gc

(

5̂

的孢子悬液备用'

"?)?)

!

cC

诱变致死率曲线的测定
!

取
"#5̂

孢子悬液至

无菌平皿中#搅拌状态下#进行不同剂量的紫外照射#紫外照

射条件"紫外灯
!#d

+垂直照射距离
!#B5

#照射时间分别为

#

#

"%

#

!#

#

.%

#

(#

#

$%

#

&#

#

"#%

#

")#N

'以照射时间为
#N

的菌悬

液为对照#按式!

"

$计算不同照射时间的致死率#并确定最佳

诱变剂量)

"!

*

'

M

T

'

"

U

'

)

'

"

V

"##I

# !

"

$

式中"

M

&&&致死率#

I

%

'

"

&&&对照组活菌菌落形成单位#

+Gc

(

5̂

%

'

)

&&&处理组活菌菌落形成单位#

+Gc

(

5̂

'

"?)?!

!

Z40

诱变致死率曲线的测定
!

在
)%#5̂

的三角瓶

中加入
"##5̂

孢子悬液#取
"5̂ Z40

加至菌液中混匀#分

别处理
#

#

"%

#

!#

#

.%

#

(#

#

$%

#

&#

#

")#57:

后#取样
% 5̂

用

)?%5̂ )%I

的硫代硫酸钠溶液终止反应'统计致死率并确

定最佳的诱变剂量'

"?)?.

!

初筛

!

"

$酪素双层平板法"将诱变后的孢子悬液适当稀释后

涂布于酪素双层平板#待平板培养好后测定各菌落的
e

值

!透明圈直径与菌落直径比$'

!

)

$琼脂块法"将经复合诱变后的孢子悬液涂布于
HZ*

平板#上述平板用黑布包好于
)'\

培养
.';

'挑选菌落直

径较大的菌株#打孔器打下#接种于酪素&琼脂双层平板#选

取透明圈较大者作为进一步筛选菌株'

"?)?%

!

复筛
!

取
"5̂ "#

(

+Gc

(

5̂

的初筛后菌株的孢子悬

液于制曲培养基中#

!) \

恒温培养
!(;

'采用
GD87:

&酚

法)

".

*测定蛋白酶酶活力'

"?)?(

!

酱油发酵试验
!

按
#?!I

的接种量将发酵菌株接种于

制曲培养基中#搅拌混匀#

!)\

保温发酵
!(;

#不定时翻曲'

按成曲
#

盐水为
"

#

"?)

!

=

(

5̂

$加入
"(I

的盐水#置于
.%\

保温发酵
")A

#再以成曲
#

盐水为
"

#

#?'

!

=

(

5̂

$添加
)#I

的盐水#

!%\

后发酵
"#A

#发酵期间每天循环淋浇一次#发

酵结束后抽提头油'氨基酸态氮和全氮测定"分别按甲醛法

和凯氏定氮法执行)

"%

*

'

9

T

J

"

V

)

"

W

J

)

V

)

)

J

!

V

)

!

W

J

.

V

)

.

W

J

%

V

)

%

V

"##I

# !

)

$

式中"

9

&&&全氮利用率#

I

%

J

"

&&&酱油头油总质量#

R

=

%

)

"

&&&酱油头油全氮含量#

I

%

J

)

&&&酱油二油及三油总质量#

R

=

%

)

)

&&&酱油二油及三油混合物全氮含量#

I

%

J

!

&&&豆粕质量#

R

=

%

)

!

&&&豆粕全氮含量#

I

%

J

.

&&&小麦质量#

R

=

%

)

.

&&&小麦全氮含量#

I

%

J

%

&&&麸皮质量#

R

=

%

)

%

&&&麸皮全氮含量#

I

'

"?)?$

!

遗传稳定性试验
!

将最终筛选所得的突变菌株进行

"#

次试管斜面传代培养#然后制曲测其酶活#验证突变菌株

的稳定性'

)

!

结果与讨论
)?"

!

出发菌株的选择及性能测定

从曲精样品中分离得到
+0!?#!

#测定其在
HZ*

平板上

'

基础研究
!

)#"$

年第
"

期



的菌落直径#琼脂块酪素
3

琼脂平板上的透明圈直径以及蛋

白酶酶活力见表
"

'曲精酶活为
")%.?&'c

(

=

干基#

+0!?#!

的蛋白酶活力比原曲精提高了
.%?)'I

#其具有较好的产蛋

白酶基础#且生长良好#可以作为诱变育种出发菌株'

表
"

!

出发菌株
+0!?#!

性能测定

J6Q8@"

!

H@MKDM56:B@5@6N<M@5@:LDKL;@DM7

=

7:68

NLM67:+0!?#!

出发菌株
C

菌落(
55 X

透明圈(
55

酶活(!

c

/

=

3"

AQ

$

+0!?#! &?%# "#?') "')!?)!

)?)

!

复合诱变条件的确定

紫外!

cC

$诱变作为一种诱变频率高#不易回复突变的

物理诱变方法#被广泛地应用于工业微生物育种)

"(

*

'

Z40

是单功能烷化剂#具有诱变剂量易控制#对基因组损伤小#诱

变效果好的优点'诱变中采用一种诱变剂处理时突变的位

点比较单一#难以产生较好的突变效果'采用两种以上诱变

剂复合诱变#易产生协同效应#增加突变位点#使突变效率变

高#且使获得正突变株的可能性增大'试验选取
cC

&

Z40

复合诱变#经测定#紫外照射时间为剂量的诱变致死率曲线

见图
"

#

"IZ40

对孢子悬液进行诱变处理的致死率曲线见

图
)

'根据诱变剂致死与诱变效果双重效应#过高的致死率

筛选量较少但不利于正突变#因此低于
'#I

的致死率处理将

有利于获得正突变菌株#且减少筛选量'由图
"

+

)

可知#

cC

照射时间为
!#N

#致死率为
.#I

#

Z40

处理
!#57:

时#致死

图
"

!

紫外诱变致死率曲线

G7

=

<M@"

!

@̂L;687L

O

DKcC87

=

;L5<L6

=

@:@N7N

图
)

!

Z40

诱变致死率曲线

G7

=

<M@)

!

@̂L;687L

O

DKZ40LM@6L5@:L

率为
(#I

'因此#选择
cC

对孢子悬液处理
!#N

后用
Z40

处理
!#57:

#其致死率在
$#I

"

'#I

#诱变效果较好且易筛

选'复合诱变后平板初筛获得
)##

株生长良好的突变株'

)?!

!

高蛋白酶酶活突变株平板初筛

)?!?"

!

酪素平板法
!

米曲霉具有产水解蛋白酶能力#能够分

解酪素培养基中的酪蛋白#从而产生出透明圈'吴华昌

等)

"$

*研究表明#采用酪蛋白透明圈法可以初步估算曲霉蛋

白酶的相对酶活性高低#从而大大减少复筛的工作量'从

)##

株突变菌中选取
"%

株进行编号并制曲测定酶活#其结果

见图
!

'由图
!

可知#酪素双层平板初筛突变菌中#

-&

号菌

e

值最大%而制曲复筛测定蛋白酶酶活的结果中#

-%

号菌的

酶活最大#达到
.&$)?'&c

(

=

干基#相比于出发菌提高了

"$)?'I

'从图
!

还可以看出#蛋白酶酶活与
e

值存在一定

的关系#但
e

值大的蛋白酶酶活不一定高#如
-")

的
e

值高

于
-"!

#但蛋白酶酶活却低于
-"!

#说明
e

值在一定程度上

可以反映蛋白酶酶活的高低#但是对于
e

值相近的菌株此法

的准确度较低'

图
!

!

"%

株突变株的
e

值与蛋白酶酶活对比

G7

=

<M@!

!

Z765@L@MM6L7DDKB86M7L

O
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O
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P

MDL@7:6N@6BL7S7L

O

DK"%5<L6:LN

)?!?)

!

琼脂块法
!

由于米曲霉的生长蔓延性好#其菌落形

态不规则+边缘不清晰#透明圈直径较难测定#从而导致
e

值!透明圈直径与菌落直径比$的测定结果准确度较低%且

各菌之间的
e

值很小#难以反应各菌之间产酶能力的差

距'为提高初筛选效率#本试验还选用了琼脂块法#将突变

株涂布
HZ*

平板培养#选择
"%

株单个长势较好且均匀的

菌落用打孔器打下#置于酪素&琼脂平板上#经一段时间的

培养后直接测定其透明圈直径#同时对各突变菌进行蛋白

酶酶活测定#其结果见图
.

'由图
.

可知#透明圈直径和蛋白

酶酶活最大的都是
H$

号菌#其酶活为
%#)#?&'c

(

=

干基#比

出发菌提高了
"$%?!&I

#也高于采用酪素双层平板法筛选出

的
-%

号菌'琼脂块法的初筛结果与制曲法的复筛结果一致

性较好#究其原因#是由于打孔器打下的琼脂块的厚度及直

径一致#因此突变菌产蛋白酶的差异可以直接从透明圈上反

映出来#所以利用该法可以较为迅速且准确地筛选出高

产菌'

&

第
!!
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"
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!

菁等"高蛋白酶酶活酱油发酵用米曲霉的复合诱变选育
!



图
.

!

"%

株突变株的透明圈直径及蛋白酶酶活
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!

高蛋白酶酶活突变株酱油发酵试验

从
!#

株突变菌株中优选出
%

株高酶活米曲霉与出发菌

株
+0!?#!

对比进行酱油发酵试验#测定其氨态氮含量+全氮

利用率#结果见表
)

'筛选得到的
%

株突变菌的蛋白酶酶活

以及发酵酱油的氨态氮含量和全氮利用率都高于出发菌株

+0!?#!

#其中突变株
H$

和
-%

对发酵酱油品质的提升作用比

较明显'相比于出发菌株#

H$

+

-%

发酵酱油的氨态氮含量分

别提高
".?%(I

#

""?)(I

%全氮利用率分别提高
!?'!I

#

.?#&I

#说明通过
cC

&

Z40

诱变筛选得到的蛋白酶高产株

蛋白质的利用能力具有明显增强#在酱油发酵中能够有效地

提高全氮利用率'

表
)

!

+0!?#!

与突变株蛋白酶酶活及发酵酱油质量对比

J6Q8@)

!

J;@BD5

P

6M7ND:DK

P

MDL@7:6N@6BL7S7L

O

6:AL;@

U

<687L

O

DK7LNK@M5@:L@AND

O

N6<B@Q@L9@@:+0!?#!

6:AL;@5<L6:LN

菌株
蛋白酶酶活(

!

c

/

=

3"

AQ

$

头油氨态氮含量(

!

=

/

^

3"

$

全氮利用率(

I

+0!?#! )#'!?)! '?$& $(?!)

H$ %#)#?&' "#?#$ $&?).

-% .&$)?'& &?$' $&?..

-& .&#)?$! &?&! $'?)"

-$ .'!)?&' &?$) $$?!.

H"% .(&%?.' &?%( $(?&%

)?%

!

突变株遗传稳定性试验

酱油发酵试验结果表明
-%

+

H$

具有提高出品率和产品

质量的作用#将两株蛋白酶高产菌进行传代
"#

次培养并测

定其蛋白酶酶活#结果见图
%

'由图
%

可知#突变株
H$

平均酶

活为
.&&.?"'c

(

=

干基#说明突变菌株保持了较好的产酶稳

定性#且蛋白酶酶活力高%

-%

平均酶活为
.$"#?(!c

(

=

干基#

-%

传代培养中酶活较于
H$

酶活波动略大#由此看出#

H$

的遗传稳定性更佳'综合考虑蛋白酶酶活以及遗传稳定

性#

H$

明显优于出发菌株和
-%

菌株#可应用于酱油的工业

化生产'

图
%

!

-%

号菌和
H$

号菌的遗传稳定性
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!

!

结论
米曲霉是酱油发酵主要菌种#其蛋白酶酶活大小直接影

响酱油产品质量#酱油生产中米曲霉蛋白酶酶活的保持及提

升为酱油生产用菌改造的永恒主题'本试验研究证明

cC

&

Z40

的理化复合诱变是比较方便有效的育种方法#初

筛中采用琼脂块法可以减少酪素双层平板的工作量并提高

其筛选准确性'经上述诱变及筛选方法获得了突变株
H$

#

其蛋白酶酶活达
.&&.?"'c

(

=

干基#比曲精分离的出发菌株

+0!?#!

提高了
"$!?&)I

#其发酵酱油的氨态氮含量提高

".?%(I

#全氮利用率提高
!?'!I

'

H$

遗传稳定性良好#是一

株良好的酱油生产用菌'
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显变化#不易流动水!

E

))

$信号强度和峰面积均明显增加#而

自由水!

E

)!

$信号强度和峰面积明显减小'说明在磷酸化改

性后#蛋白质带电量增加#斥力增大#蛋白质解聚#形成持水

的空间网络结构#维持了坚固的四级空间立体结构#对于水

分的束缚作用增强#体系中的氢质子所受束缚力提高'

/̂1FT

结果表明#磷酸化改性后的蛋清蛋白持水性有

所提高#蛋白质分子与水分子结合更加紧密#不易失水'

!

!

结论
!

"

$利用
0JH

对蛋清液进行磷酸化改性!反应
P

b$?%

#

0JH

添加量
.I

#反应温度
.#\

#反应时间
.;

$#改性后蛋

白磷酸化程度达到
%#?&(5

=

(

=

#并采用
Ĝ/1FT

技术辅助

观察了蛋白质内部水分的迁移变化#结果表明磷酸化改性后

鸡蛋清液的功能性得到改善#这为拓展蛋白质的利用范围及

适应各类食品的生产开发提供了依据'

!

)

$现有鸡蛋清改性研究)

)!3).

*多以喷雾干燥制备的蛋

清粉为原料#本研究以蛋清液为原料#可最大程度地保留鸡

蛋清的各项功能特性#并节约生产成本'
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