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定向选育氨基酸营养缺陷型苹果

酒酵母突变株的研究
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摘 要 〕 以苹果酒酵母 夕‘
,

为材料
,

利用甲基磺酸乙醋 对其进行诱变 定向

筛选出 株氨基酸营养缺陷型突变株
,

利用生长谱法对缺陷型进行了鉴定
、

分析
。

结果表明
,

诱变菌液在基本培养基

中饥饿培养 后
,

菌体浓度趋于稳定 在高氮源培养基中培养 后加人制霉菌素
,

于 时结束其抑制作用
,

能取

得较好的诱变效果
。

该定量化的参数确定方法为营养缺陷型突变株的筛选奠定了基础
。
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营养缺陷型菌株在工业微生物育种学
、

遗传学
、

营养缺陷型为初级代谢途径阻断变异型
,

因此其也

医学和食品生物技术等领域都有非常重要的作用
,

经常作为初级代谢途径研究的可靠遗传标记比
‘ 。

科研工作者常常需要各种营养缺陷型突变株
,

以便 年
,

川 首次利用青霉素固体平板法
,

用于科学研究和实际生产
。

营养缺陷型微生物细胞 筛选出了氨基酸缺陷型菌株 随后 川 又对这

在发酵工程上也有很重要的意义
,

其在生产上可作 种方法进行了改进
,

使其应用性得到了增强
。

目前
,

为氨基酸
、

核昔酸
、

抗 生素和蛋 白质等的生产菌 在营养缺陷型突变株的筛选过程中
,

一般都是凭借

株〔
’
一

〕,

理论上可进行基质代谢途径分析
,

并可作为 经验确定一些关键参数
,

尚无确定的定量化方法
。

遗传标记应用于遗传工程和菌种改良的研究中
。

本研究利用甲基磺酸乙酷 对苹果酒醉母菌
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株 人 、 “ 进行了诱变
,

经

过分离
、

筛选
,

得到了 株氨基酸缺陷型突变株
,

在

对其缺陷型进行鉴定
、

分析的基础上
,

系统地提出了

筛选突变株时一些过程参数的定量化确定方法
,

现

予以报道
,

以期为营养缺陷型菌株的选育提供参考
。

材料与方法

菌 种

苹果酒酵母 。夕
,

来自轻工部发酵研究所
。

培养基

产抱培养基
、

完全培养基
、

产抱前

培养基和基本培养基 按文献 介绍的方法

配制
。

高氮源培养 基 由基本培养基加入

得到
。

试验方法

单倍体的制备 参照文献
,

将苹果酒酵

母 。 人。 、 。 、 活化后接至产

抱前培养基
,

℃培养
,

再转接于产抱培养基
,

℃培养 后涂片染色
,

观察抱子形成与否
。

待

袍子大量生成时
,

用无菌生理盐水制成抱子悬液
,

取

无菌的 离心管 只
,

加人 抱子悬液
,

离心 转速 收集菌体
,

加人

的蜗牛酶液
,

℃水浴酶解
,

℃

水浴处理
,

迅速冷却菌液
,

倒人装有玻璃珠的

无菌离心管中
,

加适量无菌生理盐水和无菌液体石

蜡
,

振荡
,

稀释至
一
倍

,

取菌液涂在完全培

养基平板上
,

℃培养至长出明显菌落
。

将平板上

各个菌落按上述方法在产抱前培养基和产抱培养基

中再培养
,

涂片染色镜检
,

凡不形成子囊抱子的为单

倍体细胞
。

单倍体生长曲线绘制 参照文献 〕进行
。

单倍体诱 变 参照文献 〕
,

将单倍体细胞

接种到液体完全培养基中
,

℃培养 后
,

转移

到无菌离心管
,

离心 转速

收集细胞
,

用无菌水离心洗涤 次
。

将细胞悬浮于

无菌磷酸钠缓冲溶液
,

加 川 甲基

磺酸乙醋 到离心管中
,

振荡分散细胞
,

然后

℃摇床培养
,

离心分离得到菌体
,

用 八
,

硫代硫酸钠洗 次终止诱变作用
。

突变株的浓缩 将诱变菌液接种于完全培

养基中培养 后
,

转人基本培养基中进行饥饿培

养至菌体浓度不再增加〔”〕
,

然后转人高氮源培养基

中培养至对数生长中期
,

然后加入终质量浓度为

拌 的制霉菌素和终质量浓度为
,

的蔗

糖溶液
,

继续培养至稳定期
,

达到抑制野生型细胞浓

缩缺陷型细胞的目的
。

氛基酸营养缺 陷型 突变株的检 出 利用点

植对照法〔’
‘」,

将经过上述处理后的菌落用无菌牙签

对应转接 个 平板和 个 平板 先点接

平板
,

后点接 平板
,

记录被转移菌落的编

号 在 ℃下培养 和 平板
,

然后对

每套 平板与 平板进行两两比较 用无菌牙

签将 平皿上不能生长的菌落接到完全培养基

斜面上
,

℃培养
,

然后再转接到加人

蛋白膝的 平板上 用无菌牙签将 平皿上能

生长的菌落转接到完全培养基斜面上保存
,

作为氨

基酸营养缺陷型鉴定用菌株
。

营养缺陷型菌株的鉴定 参照文献 〕
,

取

待鉴定营养缺陷型菌液
,

将其均匀涂布于基本

培养基 平板表面上
,

用蘸有不同氨基酸混合

液 表
,

各氨基酸质量浓度均为 的 片

圆形无菌滤纸 直径约 覆盖其上
,

℃培养

后
,

观察滤纸表面有无菌落长出
,

然后根据长

有菌落的滤纸的不同组号
,

结合表 鉴定出突变菌

株的缺陷型
。

结果与分析

饥俄培养时间的确定

饥饿培养时间与菌体浓度变化的关系见表
。

衰 不同氮荟酸混合液的组成

组号

鸟氨酸

组氨酸

苯丙氨酸

谷氨酸

甘氨酸

亮氨酸

酪氨酸

丝氨酸

半脱氨酸

异亮氨酸

色氮酸

丙氨酸

蛋氨酸

绷氮酸

苏氨酸

天冬氮酸

胧氛酸
,

栩氮酸

脯氮酸

精氮欣

由表 可以看出
,

诱变后的菌体在基本培养基 上饥饿培养 后
,

菌体浓度变化不大
,

说明缺陷型
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突变株的生长受到抑制而进人休眠状态
,

防止了加

人制霉菌素时
,

氨基酸缺陷型突变株也可以生长而

被误杀
。

因此
,

确定本试验的饥饿培养时间为
。

裹 饥俄培养时间与菌体浓度变化的关系

培培养时间 吸光度度 培养时间 吸光度度

‘ 。
·

。。

。
‘

‘’’

出菌落
,

结合表 可知其为赖氨酸缺陷型 突

变株 突变株 在组号
、

的滤纸片上可以长出菌

落
,

结合表 可知其为苏氨酸缺陷型 突变

株 将 和 。
各传代 次以上

,

在基本培养基和

添加相应缺陷型氨基酸的基本培养基上复检验证
,

发现其只在添加相应缺陷型氨基酸的培养基上生

长
,

说明其遗传标记稳定
。

加入制 菌寮前培养时间的确定

由图 可以看出
,

酵母菌 的对数生长期为
,

在 后进人对数生长中期
。

由于对数生

长中期酵母细胞体内的物质代谢活动较为旺盛
,

对

营养需求量增加
,

且细胞体积增长较快
,

此时加人制

霉菌素抑制野生型酵母细胞壁的生长
,

容易达到抑

制野生型细胞的目的
。

因此
,

确定将诱变后的菌液

先在高氮源培养基中培养
,

待进人对数生长中期

后
,

再加人制霉菌素抑制野生型细胞
。

公目﹄式

侧架多一

培养时间

图 苹果酒酵母 的生长曲线

制祥菌家作用时间的确定

由图 可以看出
,

酵母菌 在培养 后

进人生长稳定期
,

此时细胞生长代谢缓慢
,

制霉菌素

对残存野生型细胞的抑制作用不明显
。

由于制霉菌

素本身具有一定的毒性
,

为防止作用时间过长而对

突变株有负作用
,

此时应该结束制霉菌素的作用
。

本试验中
,

在对数生长中期即培养 加人制霉菌

素
,

至培养 时结束制霉菌素的作用
,

因此制霉

菌素的作用时间为
。

氮基酸曹养缺陷型突变株的检出和鉴定

对诱变菌液进行筛选
,

最后得到 和 株

氨基酸突变株
,

进一步利用单一氨基酸生长谱鉴定

分析发现
,

突变株 在组号
、

的滤纸片上可以长

讨 论

确定营养缺陷型突变菌株的有效筛选方法
,

是

获得营养缺陷型菌株的关键
。

在诱变后的细胞群体

中
,

营养缺陷型菌株所占比例相当小
,

大量的是野生

型细胞
,

不易分离出营养缺陷型菌株
,

故常采用抗生

素法
、

菌丝过滤法等来淘汰野生型菌株闹
。

本试验

采用加人终质量浓度为 “ 的制霉菌素杀死

野生型细胞
,

由于野生型细胞能够在基本培养基中

生长繁殖
,

某些 抗 生 素能抑 制细 胞 壁 的 生物合

成〔
’ 〕,

在含有抗生素的基本培养基中
,

野生型细胞

内的物质虽仍在继续合成
,

但因细胞生长受到抑制
,

其细胞壁不再增大而导致细胞死亡 」 由于营养缺

陷型菌株不能在基本培养基上生长而处于休止状

态
,

故抗生素对其不起作用
,

从而达到了浓缩营养缺

陷型菌株的目的
。

为防止野生型细胞破裂自溶而给

营养缺陷型菌株提供所需营养物质
,

使营养缺陷型

菌株生长而被误杀
,

在添加抗生素的同时应提高环

境渗透压以防止细胞破裂
,

故本试验加人

的蔗糖溶液以提高环境渗透压
。

突变基因的出现并

不意味着突变表型的出现
,

表型的改变落后于基因

型的改变
’‘ 习 ,

为此在分离突变体前必须对诱变菌液

进行中间培养
,

以提高筛选效率
,

减少回复突变现象

的出现
。

利用点植对照法分离缺陷型突变体时
,

应

该注意先点接基本培养基
,

后点接完全培养基
,

以防

止将完全培养基带人基本培养基中
,

造成缺陷型突

变体在基本培养基上也可以生长的现象
,

从而给分

离工作带来误差
。

另外
,

在基本培养基上的点接量

一定要少
,

以防止细胞过多及细胞老化而导致 自溶

现象的发生
,

从而引起缺陷型突变体也可以在基本

培养基上生长的现象
。

结 论

利用 甲基磺酸 乙 醋 对苹 果酒 酵母
夕 川 进行诱变

,

然后定

下转第 页
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部取食
。

但在不缺水
、

沙篙长势良好的情况下
,

沙篙

金叶甲在沙篙上的空间位置还有待进一步研究
。

用 。 的 拼 , 一 回归分析法分析表明
,

沙篙

金叶甲个体间相互吸引
,

分布的个体成分是个体群
。

幂法则检验表明
,

沙篙金叶甲在 田间沙篙上

呈聚集分布
,

且与密度有关
,

有密度依赖性
,

聚集强

度随种群密度的升高而增加
。

这些结果都与田间沙

篙的分布
、

生长情况以及沙篙金叶甲的产卵等生活

习性密切相关
,

这为进一步研究沙篙金叶甲抽样调

查
、

预测预报和控制该虫提供了科学依据
。

沙篙金叶甲最适抽样数 与样本均数 及允

许误差 的关系式表达为 一 十

〕
, 。 因此

,

在确定允许误差和样本均数

后
,

即可利用此公式求得最适抽样数
,

避免抽样过少

影响统计数据的准确性或抽样过多增加无效劳动

量
。

本研究建立的序贯抽样方程式为 一

一 , 〕
。

防治及测报调查时
,

可采用理

论抽样数或序贯抽样法调查该虫密度
,

以确定是否

需要防治
。
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向筛选出 株氨基酸营养缺陷型突变株 和
,

利用生长谱法对缺陷型进行了鉴定
、

分析
,

结果

表明突变株 为赖氨酸缺陷型
一 ,

突变株

为苏氨酸缺陷型
一 。

本研究获得了缺陷型菌株筛选过程中一些关

键参数的定量化确定方法
,

即诱变菌液的饥饿培养

应在菌体浓度不再增加时结束 加人制霉菌素前
,

应

将菌液培养至对数生长中期 制霉菌素的处理作用

应在高渗透压条件下进行
,

当菌体细胞进人稳定期

时应当结束其抑制作用
。
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