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丝裂霉素诱变黑 曲霉产植酸酶过程模型化
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,
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摘要 用均匀设计分析方案
,

进行丝裂霉素 Α 对黑曲霉化学诱变菌丝体和原生质体诱导产植酸酶选育
,

并以

诱变时 间 #Β , ∃和丝裂霉素 Α 的浓度 #Β Χ ∃建立 回归方程
9

实验筛选出具有 ∀ 株较高酶活 的菌株
,

诱变菌丝体

得到 � 株酶活是始发菌株 <? >
9

?≅ Δ 和 < ∀ �
9

= = Δ
Ε
诱变原生 质体得到 � 株酶活是始发菌株 >≅=

9

=� Δ 和 >?<
9

≅ ? Δ
9

由响应面模型初步判断
,

在丝裂霉素 Α 浓度为 = Φ > Γ Η
·

Ι 一 ’
和诱变时间 ∀= Φ ! Γ /) 时

,

丝裂霉素 Α

对黑曲霉诱变原生质体选育产植酸酶菌株的效果 比对菌丝体诱变效果好
9

用 均匀设计对丝裂霉素 Α 诱变菌

丝体和原生质体的效果进行回归分析
,

所得模型调整后的相关系数分别为 ?≅
9

 � 写和 ≅≅
9

<> Δ
,

模型拟合程度

好
,

实验误差小
,

可 以用此模型较好的对丝裂霉素 Α 的黑曲霉菌丝体诱变进行分析和预测
9

关健词 植酸酶
,

黑曲霉
,
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,

诱变
,

模型化
,
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植酸 #肌醇六磷酸 ∃是植物中磷和肌醇的基本贮存形式
,

是一种广谱抗营养因子
,

它在动物肠胃的消

化吸收过程中
,

与多种金属离子及蛋 白质鳌合成相应 的不溶性复合物
,

降低对这些营养元素的有效利

用〔<〕
9

植酸酶是催化植酸#肌醇六磷酸 ∃及植酸盐水解成肌醇与磷酸 #或磷酸盐 ∃的一类酶的总称
,

将植酸

酶作为饲料添加剂
,

可以提高植物饲料中磷的利用率和食品
、

饲料的生理功能和营养效价
‘幻

9

植酸酶广

泛存在于植物
、

动物和许多微生物中
,

但是含量很低
,

因此工业上难以从生物材料提取
,

而是通过基因工

程方法或通过诱变方法从微生物制造植酸酶#>, 。
9

基因工程方法制造植酸酶 目前在工业中应用还 比较

困难
,

通过诱变方法选育高产菌株是行之有效的途径之一 丝裂霉素 Α #Λ /4& Γ 5Μ /)
,

ΛΛΑ ∃是从链霉菌

#3 4(
9

。∗ ∋3 ;/ 4& 3∋ Χ ∃中分离出来的
,

可使哺乳动物和蚕豆等的染色体发生畸变
‘幻 ,

可与 Ν 6 : 的双螺旋形

成交联使其分解
,

从而引起基因突变
9

以丝裂霉素 Α 对黑曲霉产植酸酶进行化学诱变选育还未见报道
9

本研究以均匀设计法
〔! ,
优化实验步骤

,

以丝裂霉素 Α 对黑曲霉产植酸酶进行化学诱变选育研究
9

< 材料与方法

<
9

< 菌种和培养基

黑 曲霉 :
9

)/ Η 2( # ) ∃
,

华侨大学材料科学与工程学院细胞生物实验室保藏菌种
9

#<∃ 斜面培养基
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,
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<
9

� 原生质体的制备

:
9

)/ Η 2( 摇瓶培养到对数中期 #� Ξ∃
,

收集菌丝体
9

用  
9

� Γ &+
·

Ι 一’
Σ Μ+ 高渗液离心洗涤 #>    

( ·

Γ /)
一 ’ ,

= Γ /) ∃
,

并用高渗液稀释适 当倍数
9

取 <= Γ Ι 菌丝液
,

加人等体积纤维素酶 #质量分数为 <Δ
,

中科院上海生化所东风公 司∃于 > ℃下水浴振荡处理 � Φ > Ξ
,

取样镜检
9

当 ≅ Δ转化后停止酶处理
,

用双层镜头纸过滤酶解液
,

用高渗液洗涤原生质体 �Φ > 次
,

= Ο ( ·

Γ /) 一 ‘
离心

,

即得原生质体
9

<
9

> 黑曲9 丝裂霉素 Α 诱变的均匀设计

取 = 支小试管
,

按均匀设计方案分别加人一定量的 ΛΛΑ 和菌丝体或原生质体悬液
,

一定时间后稀

释 <   倍
,

无菌操作涂平板
,

并转人恒温培养箱内培养
9

经 > 次实验
,

测得各诱变方案菌株的酶活
9

<
9

∀ 植酸酶酶活测定

参照文〔�〕的均匀设计优化
,

用 ∀ � 
) Γ 波长测定并绘制标准曲线

9

黑曲霉菌株接摇瓶发酵 <  ? Ξ
,

过滤菌体得发酵液
,

经 > = & ( ·

Γ /) 一’

离心
,

取上清液 Ο
9

Ρ Γ Ι ,

测酶活
9

比照标准曲线计算酶活
,

即植酸

酶酶活0 #∋ ·

Γ Ι
一 ‘

∃ Φ <  。。
· ∋ ·

![ #4
·

1∃ Φ !。。&
· ∋ [ #4

·

1∃
9

其中
, “
为标准 曲线上查得的无机磷浓

度 #Γ Γ &+
·

Ι
一‘

∃
,

4 为 反 应 时 间 表 + 均匀设计方案和实验结果

#Γ /) ∃
, 1 为所取酶液的量#Γ Ι ∃

9

因子 Β Χ
[ Γ /) Β Χ

[叱
·

Ι 一 ,

介 Β < ,
[ ∋ ·

Ι 一 , 0 , Β <  ‘[
∋ ·

Ι 一 ,

6 + ∀ = = <
9

= � <
9

? !=

� 结果与讨论 风 >。 = 。 Χ
9

! <。 <
9

! <<

6 > ≅  <� �
9

< � <
9

! !

�
9

< 丝裂霉素 Α 诱变结果 6’ ! =  <
9

�! ! <
9

≅ > <

表 + 是利用均匀 设计
‘!〕 ,

用丝 从 � = =  �
9

≅ ! ≅ <
9

� � <

裂霉素 Α 对黑曲霉菌丝体和原生

质体诱变的方案
,

以及 > 次实验测得植酸酶活最高而稳定 的代表株 的酶活平均值
9

表中 Β
,

为诱变时

间
,

Β
Χ

为丝裂霉素 Α 的浓度
,

0 , 为菌体酶活
,

呱 为原生质体酶活
9

图 < 是丝裂霉素 Α 对黑曲霉诱变

后的平板菌落的生长情况
9

原生质体菌落数较少
,

表明原生质体菌株对诱变更敏感
9

#∗∃ 未诱变的 #∴∃ 黑曲霉原生质体 #Μ∃ 黑曲霉菌丝体

黑曲霉 丝裂霉素 Α 诱变菌株 丝裂霉素 Α 诱变菌株

图 + 黑曲霉丝裂霉家 Α 诱变前后的菌株菌落的形态

�
9

� 丝裂霉素 Α 诱变均匀设计回归分析与响应面的建立

�
9

�
9

< 菌丝体诱变结果 由统计软件 Ν ;7 处理 ΛΛΑ 诱变菌丝体均匀设计的数据 #表 + 均匀设计方

案和结果 ∃
,

可以得到回归多项式为

] Φ = � ≅
9

� > ≅ � � � ⊥ ∀ ≅
9

≅ ≅ = ? ? � > Β
,

⊥ <?
9

�  ? ! > � ? ∀Β � 一  
9

! = ≅ > ≅ ∀ < > +Β 一 Β Χ

对该模型进行拟合分析
,

结果如表 � 所示
9

该多项式相关系数 _ ⎯ 。
9

≅� > � ∀
,

Υ ⎯ !
9

 ?≅ �
,

显著水平 ;

表 � 回归拟合比较

样本
诱变菌丝体 诱变原生质体

实验值 拟合值

< ∀ = 

� = ? !

�  = =

< ≅ >∀

< ≅ > ?

拟合误差 实验值 拟合值
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Φ  
9

�? � =
9

回归方程经过调整后
,

其相关系数 _
9

Φ  
9

? ≅ < !�
,

说明该模型能解释 ?≅
9

 � Δ响应值的变

化
9

建立响应面模型和等高线
,

如图 � 所示
9

从图 � 中可以看出
,

时间不变
,

随着丝裂霉素 Α 浓度的增大
,

图 � 黑曲霉菌丝体丝裂霉素 Α 诱变响应面三维图

黑曲霉产酶活数量级增加
,

当时间 Β
+

为 �= Φ >= Γ /) 时
,

酶活处于较高范围
9

随着丝裂霉素 Α 浓度的

增加
,

处于较高酶活数量级的菌株数量增加
9

当丝裂霉素 Α 浓度为 �= Φ ? Γ Η
·

Ι
一 ‘

时
,

酶活处于
, >

9

 

Β < 
! ∋ ·

Ι 一 ‘

的范围
9

该响应面调整后的相关系数 _
。

一  
9

? ≅ < ! �
,

说明该模型能解释 ?≅
9

 � 写响应值的

变化
9

因而该模型拟合程度较好
,

实验误差较

小
9

该模型是合适的
,

可以用此模型较好地对

丝裂霉素 Α 的黑 曲霉菌丝体诱 变进行 分析

和预测
9

由回归模型来预测紫外诱变 的最优

因素组合得最优方案
,

结果如表 > 所示
9

菌丝

表 > 均匀设计丝裂霉素 Α 诱变黑

曲霉最优指标时各个因素组合

诱变 ] Β <  !
[

∋ ·

Ι 一 ’ Β +
[ Γ /) Β Χ

[ Γ Η
·

Ι一 ‘

? =菌丝体诱变

原生质体诱变

�
9

� ?  

<
9

≅ ∀ >

>  

= ?

体诱变实验筛选 出具有两株较高酶活的菌 : 6 Λ 6 Ρ 和 : 6 Λ 6 > ,

测得酶活平均值如表 ∀ 所示
9

表 ∀ 丝裂霉素 Α 诱变黑曲霉得到高产植酸酶菌株平均酶活

菌株
诱变菌丝体 诱变原生质体

始发菌种 : 6Λ 6 Ρ : 6 Λ 6 > 始发菌种
#∃Ν 值

酶活 β < 
‘
[

∋ ·

Ι 一 ’

相对酶活 [# Δ ∃
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9
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9
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<
9

? !=

> ?<
。

≅ ?

�
9

�
9

� 原 生质体诱 变结果 由统计软件 Ν ; 7 处理 ΛΛΑ 诱变原生质体均匀设计的数据 #表 < 均匀设

计方案和结果 ∃
,

可以得到回归多项式

] ⎯ � = <
9

> ≅ = < ?十∀  
9

! < ∀ ∀ ! � =
9

Β一 <
9

 � ≅ > � � ? ! �
9

Β
Ρ
一  

9

> ∀ ∀ > � ∀ �  ?
·

Β
+ ·

Β
�

9

对模型进行拟合分析
,

如表 � 所示
9

相关系数 _ 一  
9

” � ? ∀!
,

Υ Φ ��
9

< <? =
,

显著水平 Π 一  
9

 ?> = Ε 回归

方程经过调整后
,

其相关系数 _
。

Φ  
9

≅≅ < > ==
9

由此可见
,

回归式的拟合程度较好
,

说明该模型能解释

”
9

<> Δ响应值的变化
,

建立响应面模型和等高线
,

如图 > 所示
9

从图 > 中可看 出
,

时间不变
,

随着 ΛΛΑ

图 > 黑曲霉原生质体丝裂霉素 Α 诱变响应面三维图

浓度的增大
,

黑曲霉产酶活趋于减小
9

当诱变时间 Β
+

为 < Φ ? Γ /)
,

酶活处于较高范围时
,

随着 Λ ΛΑ
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浓度的增加
,

处于较高酶活数量级的菌株数量减少
9

当 Λ ΛΑ 浓度较低时
,

酶活处于相对较高的范围
9

该响应面调整后 的相关系数 _
9

Φ  
9

” < >= =
9

说明该模型能解释 ”
9

<> Δ 响应值的变化
9

因而该模型拟

合程度 良好
,

实验误差小
,

该模型是合适的
,

可以用此模型很好 的对丝裂霉素 Α 的黑曲霉原生质诱变进

行分析和预测
9

由回归模型来预测诱变的最优因素组合得最优方案
,

结果如表 > 所示
9

实验筛选 出具有

两株较高酶活的菌株 :6 ;6 ∀ ,

: 6 ; 6 +# 表 ∀ ∃
9

> 结束语

为挖掘生物技术的潜力
,

必须对生物技术过程进行有效的描述
,

实现过程优化控制
9

本实验 中使用

均匀设计和正交设计使实验过程大大简化
9

实验结果分析 中使用的 Ν ;7 8 >
9

 < 专业版数据统计软件

和正交设计助手 # ) ∃ 8 >
9

< 专业版
,

在数据挖掘中有十分重要的作用
9

通过采用 均匀设计分析
,

得出黑

曲舞丝裂霉素 Α 诱变菌丝体和原生质体以丝裂霉素 Α 的诱变时间 #Β
+
∃

,

浓度 #Β Χ ∃两因素的回归方程
9

由回归模型预测丝裂霉素 Α 诱变的最优因素组合得最优方案
,

能解释 ?≅
9

 � 肠和 ”
9

<> Δ响应值的变

化
9

该模型拟合程度好
、

实验误差小
,

可较好地对丝裂霉素 Α 的黑曲霉菌丝体诱变进行分析和预侧
9
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