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黑曲霉原生质体诱变选育内切型菊粉酶生产菌株

李文利，曹泽虹 *，董玉玮，孙会刚，刘夕娟，唐  盼
(徐州工程学院食品(生物)工程学院，江苏 徐州     221008)

摘   要：从徐州市沛县河口镇秦庄村牛蒡种植基地腐烂牛蒡根附近采集土壤，经过初筛得到了 3 批菌株(包括从中国

科学院购买菌株黑曲霉 AS3.316)，经过测定内切型菊粉酶酶活力(I)和外切型菊粉酶酶活力(S)，筛选出 I/S 值大于 10
的菌株，共 17 株菌株。从 17 株黑曲霉菌株样本中，再筛选出一株产菊粉酶酶活力最高的菌株 C122803，其酶活力

为 2.78U/mL。对菌株 C122803 进行原生质体制备及 LiCl 诱变后，得到一株内切型菊粉酶酶活力最高的菌株 YY18，
其酶活力为 3.97U/mL，比出发菌株的酶活力提高了 42.80%。
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Abstract ：Soil was collected from the periphery of rotten burdock roots in the burdock planting base of Qinzhuang village, Hekou
town, Pei county, Xuzhou municipality. Three batches of Aspergillus niger strains (including Aspergillus niger 3.316 strains)
were isolated and 17 strains with an endoinulinase (I)-to-exoinulinase (S) activity ratio of higher than 10 were screened from them
by secondary screening. Strain C122803 exhibited the highest I/S ratio (2.78 U/mL) among 17 screened strains. Strain YY18 with
an endoinulinase activity of 3.97 U/mL was obtained from strain C122803 through protoplast preparation and LiCl mutagenesis.
The activity obtained was 42.80% higher than that of the parent strain.
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菊糖又称菊粉(inulin)是由多个果糖分子通过β-2,1-果糖

苷键连接成的多聚果糖，其末端有一个葡萄糖残基以α -1,2
键与之相连，呈直链结构[1-2]。它是一种贮存性的多糖类物

质，广泛存在于一些菊科植物中，如菊芋( H e l i a n t h u s
tuberosus，亦称洋姜)、菊苣(Cichorium endivia)、大丽花

(Dahlia pinnata)、牛蒡(Arctium lappa)等。

菊粉酶(inulinase)是一种催化水解菊粉中β-2,1- 呋喃

果糖苷键的水解酶。根据对底物的作用方式可将其分为

两类：一类是外切型菊粉酶(exoinulinase)，多数微生物

来源的菊粉酶属于此类；它能从菊粉末端逐一切下单个

果糖，产物为果糖及少量葡萄糖。另一类是内切型菊

粉酶( endo inu l inase)，常分离自真菌，如无花果曲霉

(Aspergillus ficuum)、粗褶金孢子菌(Chrysosporium
pannorum)等。它从菊粉分子内部随机切断某个β -2,1-
糖苷键，产物为低聚果糖及少量果糖。

低聚果糖(fructooligosaccharides)是在蔗糖分子的果

糖残基上以β -1,2- 键结合 1～3 个果糖的低聚糖。它是

一种良好的双歧因子和水溶性膳食纤维，低聚果糖甜度

高，易溶解，能避免由蔗糖、葡萄糖引起的龋齿。其

发热量少，是功能性食品原料之一[2]。工业上生产低聚

果糖有两种方法：一种是由蔗糖经β- 果糖转移酶(β-
fructosyl transferase)或转化酶(invertase)的转果糖基反应

而生成的蔗果糖类，其产品中副产物葡萄糖和蔗糖多，

反应不易控制；另一种是由内切型菊粉酶水解菊粉而

成，产物仅为低聚果糖和少量果糖，与传统的以蔗糖

作为原料生产低聚果糖的工艺相比，具有工艺简单、生

产成本低、低聚果糖含量高(70%～90%)等优点。微生

物产生的菊粉酶是低聚果糖工业化生产的主要酶制剂。

霉菌所产菊粉酶的最适温度高，热稳定性好，适宜偏

酸性的环境，对于菊粉酶用于低聚果糖工业化生产及防

止生产中的污染十分有利。
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我国对菊粉酶的研究始于 20 世纪 90 年代，主要集

中在菌株筛选和酶学性质方面。目前仍停留在实验室研

究阶段，原因在于筛选出来的菌株酶活力低，稳定性

差[3-5]。利用原生质体制备和诱变技术对真菌进行菌种选

育是近年来微生物育种常用的方法，可以使菌株的一些

生物指标得到较大的提高[6 ]。

本实验从实验室所保存的 17 株黑曲霉菌株样本中，

筛选出一株酶活力最高的内切型菊粉酶菌株，以此菌株

作为出发菌株，进行原生质体制备及 LiCl 诱变研究，以

期提高菊粉酶生产菌株的酶活力，旨在为牛蒡的开发利

用和低聚果糖的工业化生产提供科学依据。

1 材料与方法

1.1     材料与试剂

从牛蒡种植基地土壤中筛选出的菌株和从中国科学

院购买菌株黑曲霉 AS3.316 作为出发菌株。

牛蒡购自徐州市百惠佳美时超市。

菊糖    美国 Sigma 公司；纤维素酶    天津市诺奥科

技发展有限公司；蜗牛酶    福建金田生物科技有限公

司；溶菌酶     广东微生物研究所。

1.2 仪器与设备

HYG-Ⅱ回旋式恒温调速摇瓶柜    上海欣蕊自动化设

备有限公司；250D 恒温光照培养箱    常州国华电器有限

公司；SW-CJ-IF 无菌操作台    苏州安泰空气技术有限公

司；BCD-211KA 冰箱    青岛海尔股份有限公司；7230G
型可见分光光度计、FA2104N 电子天平     上海精密科学

仪器有限公司；PC-1000 数显式电热恒温水浴锅、GZX-
DH-600 电热恒温干燥箱    上海跃进医疗器械厂； DL-5
低速大容量离心机    上海安亭科学仪器厂；KS-767 沙冰

机      广州祁和电器有限公司；YXQ-SG41-280 手提式压

力蒸汽灭菌器    上海医用核子仪器厂。

1.3 培养基的配制

査氏培养基：硝酸钠 2 g、磷酸氢二钾 1 g、硫酸

镁 0.5g、氯化钾 0.5g、硫酸亚铁 0.01g、蔗糖 30g、琼

脂 20g，蒸馏水 1000mL，pH 自然，用于菌种的保藏；

初筛培养基：1mg/mL 牛蒡汁 3mL，蛋白胨 1g、酵母

膏 1 g、琼脂 2 g，p H 5，定容至 1 0 0 m L，用于菌株的

初筛；诱导培养基：1mg/mL 牛蒡汁 10mL，酵母膏 2.5g、
磷酸氢二钾 1.5g，琼脂 2g，pH5，定容至 100mL，用

于菌株的诱导培养；发酵培养基：1mg/mL 牛蒡汁 7mL，
牛肉膏 1.6g、磷酸氢二钾 0.5g、磷酸氢二铵 1.6g、氯

化钠 0.5g，定容至 100mL，用于菌株的发酵培养；再

生培养基：硝酸钠 2g、磷酸氢二钾 1g、硫酸镁 0 .5g、
氯化钾 0.5g、硫酸亚铁 0.01g、蔗糖 30g、氯化钠 35.1g、
琼脂 20g，蒸馏水 1000mL，pH 自然，用于原生质体

的再生培养；诱变培养基：在再生培养基基础上配制成

0.1、0.3、0.5、0.7g/100mL LiCl 的诱变培养基，用于

原生质体的诱变培养。

以上培养基配制好后，在 1 2 1℃条件下高压灭菌

30min。
1.4 酶解液的配制

取 1/15mol/L 的磷酸氢二钠和 1/15mol/L 的磷酸二氢

钾按照体积比 1:9 配制成 pH5.91 的 PBA 高渗缓冲液，其

中 NaCl 浓度为 0.6mol/L。
再用 PBA 高渗缓冲液配制酶解液[7]。1g/100mL 酶解

液的组成为：纤维素酶 0.7g/100mL、蜗牛酶 0.2g/100mL、
溶菌酶 0.1g/100mL。
1.5 牛蒡汁的制备

鲜牛蒡洗净、去皮、切片，称取湿质量 1 0 0 g ，

加入80mL 100℃水煮沸灭酶15min后转入沙冰机(功率较

大，组织捣碎效果好，代替组织捣碎机 ) 中打浆，用

双层 100 目滤布过滤，滤渣加适量热水(加入水的量要控

制在最后的滤液为 100mL)，重复压滤，混合滤汁定容

至 100mL(即 1g/mL 牛蒡汁)，pH 自然，121℃灭菌 30min
后备用。

1.6 菌种的筛选

1.6.1 内切型菊粉酶生产菌株的初筛

从徐州市沛县河口镇秦庄村牛蒡种植基地腐烂牛蒡

根附近采集土壤，称取 25g土样，将土样置于加有 250mL
无菌水和玻璃珠的三角瓶中，充分振荡，使样品充分

分散，再用无菌水稀释到 10 -3～10 -6 稀释度，取一定量

的稀释液加入到初筛培养基上，每个稀释度的溶液接入

两个平皿作为对比。于 30℃培养箱培养 2d，挑取透明

圈较大，长势较好的单个菌落接入斜面，3 0℃视生长

情况培养 2～6d[2,5]。

用划线法将上述接入斜面分离出的菌株进行纯化，

挑取单菌落接入斜面，3 0℃培养 2～6 d。
将上述纯化后长出的茂密孢子接入初筛培养基，30℃

恒温培养 2～3 d，随时观察其长势，待其长出孢子后，

挑选菌落周围透明圈直径与菌落直径之比较大的菌体，

接入诱导培养基，30℃恒温培养 2～3d，直至长出较好

的菌落。

将经过诱导培养得到的菌株接入到装有一定量发

酵培养基的 250mL 三角瓶中，在 30℃、150r /min 的

条件下进行摇瓶培养 4 8 h，发酵液经过过滤制备成粗

酶液，5000r/min 离心 5min，取上清液进行酶活力测

定。将筛出的菌株接种于查氏培养基试管中，保藏于

冰箱里 [ 5 ]。

1.6.2 内切型菊粉酶生产菌株的复筛

菌种活化：将实验室保藏在查氏培养基试管中的菌

株接种于初筛培养基试管中，于 28℃培养 2d，活化 2 代；

再将菌株接种于诱导培养基培养皿中进行诱导培养。

扩大培养：将经过诱导培养好的菌株进行种子扩大

培养，从培养皿中刮 3 环黑曲霉孢子接入装有 80mL 发
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酵培养基的 250mL 三角瓶中，于 30℃、150r/min 摇床

培养 2 4 h。
发酵培养：经种子扩大培养 24h 后，从中取 8mL，

加入到装有72mL发酵培养基的250mL三角瓶中，于30℃、

150r/min 摇床培养 24h 后测定其发酵酶活力，从中筛选

酶活力高的菌株。

1.7 菊粉酶酶活力的测定

1.7.1 葡萄糖标准曲线的制备

分别取葡萄糖标准溶液 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、
1.2、1.4、1.6mL 于 25mL 容量瓶中，补水至 2.0mL，然

后往各容量瓶中分别加入 DNS 溶液 2.0mL，摇匀，沸水

浴 5min，迅速以流水冷却，定容至刻度，然后在 540nm
波长处测其吸光度(A 540nm)，以葡萄糖溶液质量浓度为横

坐标(ρ，μg/mL)，以吸光度为纵坐标，绘制标准曲线

为：A540nm=0.0143ρ－ 0.0014(R2 =0.9996)。说明在 8～64
μg / m L 质量浓度范围内，线性关系好，相对误差小。

1.7.2 酶活力测定

一般认为 I/S 值是区分内切酶和外切酶的重要标准

(I 指以菊糖为底物测定的酶活性，S 指以蔗糖为底物测

定的酶活性)，若 I / S ＞ 1 0，则为内切酶。

内切型菊粉酶活力单位定义为：p H 5、5 0℃条件

下，每分钟水解菊糖生成 1μmol 还原糖所需的酶量为一

个酶活力单位[8-10]。

I 值测定：发酵液经过 6000r/min 离心 10min，取一

定浓度的酶液 1.0mL，加 4.0mL 的菊糖溶液，50℃条件

下反应 10min，用 3,5- 二硝基水杨酸法测定产生还原糖

的量，即向各管中加入 3,5- 二硝基水杨酸 1.5mL，混匀，

放入沸水浴中加热 5min，取出立即用自来水冷却至室

温，加蒸馏水稀释至 2 5mL，充分混匀，在 5 4 0n m 波

长处测定各管的吸光度，在以葡萄糖的标准曲线上查出

糖含量，从而计算出酶活力( I )。
S 值测定：与以上测定方法相同，只是将底物换成

蔗糖测定出的酶活力为 S。
1.8 原生质体与再生率的测定

1.8.1 菌丝体与原生质体的制备

液体摇瓶培养法：从初筛培养基上刮 3 环孢子，置

于装有 80mL 发酵培养基的 250mL 锥形瓶中，于 30℃、

150r/min 进行菌丝体培养，24h 后取一瓶发酵液，过滤，

收集沉淀，无菌水洗涤两次，在无菌滤纸上吸干水分，

称菌丝体湿质量。

取1g菌丝体放入装有20mL 1g/100mL 酶解液的100mL
锥形瓶中，在 30℃水浴、100r/min 振荡器中振荡 3h，用

冰浴终止酶解，趁冷经无菌镜头纸过滤，滤液以 500r/min
离心 10min，无菌过滤后用 PBA 溶液冲洗沉淀，在沉

淀中加入 200mL PBA 溶液[11-12]。此溶液用于原生质体和

再生率的计算之外，作为原生质体的诱变之用。

1.8.2 原生质体与再生率的计算

取 1mL 原生质体菌液用血球计数板对原生质体计数。

原生质体菌落数 /(CFU/mL)=——×400×104×n      (1)
                                                   80

式中：A 为 80 小格内原生质体菌落数 /(CFU/mL)；
n 为稀释倍数。

取 0.1mL 原生质体菌液分别涂布于初筛培养基和再

生培养基上，28℃培养 48h，然后进行菌落计数计算再

生 率 。

                                                        B－A
原生质体再生率 /%=10 × n ×————× 100       (2)

式中：A 为初筛培养基上的菌落数 /(CFU/mL)；B
为再生培养基上的菌落数 /(CFU/mL)；C 为纯化后每毫

升的原生质体数 /(CFU/mL)；n 为稀释倍数。

1.9 原生质体的诱变研究

1)取 0.1mL 原生质体菌液，分别加入到质量浓度

0.1、0.3、0.5、0.7g/100mL LiCl 的再生培养基中，同

时用 3 个不加 LiCl 的再生培养基做空白对照，加入 LiCl
的培养基每个质量浓度做 3 个，倒置 28℃培养 48h[13-15]。

按照式(3)计算致死率。

                       B－D
致死率/%=————×100                                        (3)
                           B

式中：B 为再生培养基上的菌落数 /(CFU/mL)；D
为诱变处理后再生培养基上的菌落数 /(CFU/mL)。

2)移入初筛培养基中培养，观察原生质体再生菌落

的直径、颜色、透明圈的大小等菌落生长情况。

3)选择致死率在 70%～80% 的菌株移入初筛培养基

培养，选择透明大的菌株进行分离，接入初筛培养基

中，培养，待孢子生长出来以后，用接种环刮 3 环孢

子于80mL发酵培养基的250mL三角瓶中进行种子扩大培

养，于 30℃、150r/min 条件摇床培养 24h，从中取 8mL，
加入到装有80mL发酵培养基的250mL三角瓶中，于30℃、

150r/min 条件摇床培养 24h 测酶活力。

4)选取在上述实验中酶活力最高的菌株，接入到初

筛培养基中，在 3 0℃条件下培养 3 代，分别挑取一定

量的孢子转入发酵培养基中，放入摇瓶柜中，在 30℃、

150r/min、pH5.0 发酵 24h，测定其菊粉酶的酶活力，以

观察诱变菌株的稳定性。

2 结果与分析

2.1 菌种的筛选

2.1.1 内切型菊粉酶生产菌株的初筛

将采取的土样筛选了 3 批，第一批共筛选出来了

A

C
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3 9 株菌株，第二批共筛选出来了 3 3 株，第三批共筛

选出来了 3 6 株 ( 包括从中国科学院购买菌株黑曲霉

AS3.316 经过筛选出来的 20 株菌株)，筛选菌株的 I /S
值如表 1～3。

菌株编号 I/S 菌株编号 I/S
A111901 6.33 C122810 4.42
A111902 5.82 C122811 6.62
A111903 1.83 C122812 5.56
A111904 2.25 C122813 8.31
A111905 2.79 C122814 4.15
A111906 5.45 C122815 3.01
B12201 8.84 D081501 2.01
B12202 4.56 D081502 6.54
B12203 3.96 D081503 5.56
B12204 7.12 D081504 3.23
B12205 6.63 D081505 4.88
C122801 7.17 D081506 12.81
C122802 2.15 D081507 8.22
C122803 14.35 D081508 3.51
C122804 5.45 D081509 2.23
C122805  8.35 D081510 3.25
C122806 3.97 D081511 6.18
C122807 1.35 D081512 2.75
C122808 6.53 D081513 13.48
C122809 8.12

表 1   第一批初筛菌株的酶活力比值比较

Table 1     I/S ratio of the first batch of isolated strains

从表 1 可以看出，其中有 3 株菌株的 I /S 值超过了

10，分别为 C122803(I/S ＝ 14.35)、D081506(I/S ＝ 12.81)
和 D081513 (I/S ＝ 13.48)。

表 2  第二批初筛菌株的酶活力比值比较

Table 2   I/S ratio of the second batch of isolated strains

菌株编号 I/S 菌株编号 I/S
08001 6.42 08018 5.72
08002 7.04 08019 9.88
08003 5.05 08020 9.24
08004 4.43 08021 5.45
08005 4.97 08022 4.81
08006 5.86 08023 6.87
08007 7.51 08024 4.93
08008 4.83 08025 8.42
08009 11.08 08026 9.19
08010 4.69 08027 3.05
08011 7.44 08028 8.46
08012 5.02 08029 4.54
08013 12.73 08030 7.95
08014 7.44 08031 6.01
08015 9.05 08032 10.36
08016 7.22 08033 8.58
08017 1.77

表 3 第三批初筛菌株的酶活力比值比较

Table 3  I/S ratio of the third batch of isolated strains

菌株编号 I/S 菌株编号 I/S
中科 01 10.33 中科 0109 5.36
中科 02 6.28 中科 0110 7.83
中科 03 1.38 E133131 11.42
中科 04 4.25 E133132 6.26
中科 05 3.67 E133133 5.65
中科 06 8.89 E133134 8.81
中科 07 7.84 E133135 6.15
中科 08 5.64 F144131 11.01
中科 09 6.39 F144132 9.01
中科 10 9.12 F144133 3.78
中科 0101 6.63 F144134 8.72
中科 0102 8.41 F144135 4.23
中科 0103 2.18 F144131(2) 10.88
中科 0104 5.35 200508013 12.81
中科 0105 11.45 200508013(A) 8.22
中科 0106 11.35 200508013(B) 12.51
中科 0107 10.02 01405 10.35
中科 0108 12.35 01406 5.378

从表 3 可以看出，其中有 11 株菌株的 I/S 值超过了

10，分别为中科 01(I/S ＝ 10.33)、中科 0105(I/S ＝ 11.45)、
中科 0106(I/S ＝ 11.35)、中科 0107(I/S ＝ 10.02)、中科 0108
(I/S ＝ 12.35)、E133131(I/S ＝ 11.42)、F144131(I/S ＝
11.01)、F144131(2)(I/S ＝10.88)、200508013(I/S ＝12.81)、
200508013(B)(I/S ＝ 12.51) 和 01405(I/S ＝ 10.35)。

2.1.2 内切型菊粉酶生产菌株的复筛

将表 1～3 中筛选的 17 株菌株进行活化、扩大培养

及发酵培养，每个菌株测定 3 个平行样的酶活力，结果

如表 4 所示。在 17 株菌株中，菌株 C122803 的酶活力

最高，为 2.78U/mL。因此选取菌株 C122803 作为出发

菌株进行以下研究。

从表 2 可以看出，其中有 3 株菌株的 I/S  值超过了

10，分别为08009(I/S ＝11.08)、08013(I/S ＝12.73)和08032
(I/S ＝ 10.36)。

表 4 复筛菌株及其酶活力

Table 4    Endoinulinase activity of screened strains

菌株编号 酶活力 /(U/mL) 菌株编号 酶活力 /(U/mL)
中科 0108 2.40 200508013 1.68

08013 2.65 中科 0105 2.08
C122803 2.78 F144131 1.47
D081506 2.72 200508013(B) 1.57
D081513 1.95 中科 01 0.16

08032 0.42 中科 0107 0.04
01405 0.70 F144131(2) 1.34

中科 0106 1.63 08009 0.97
E133131 1.05

2.2 原生质体的制备与再生

菌株C122803在初筛培养基上的菌落数为 21CFU/mL，
再生培养基菌落数为 166CFU/mL，计算出原生质体的再

生率为 19.33%。
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2.3 原生质体的诱变研究

表 6  诱变后菌株酶活力、菌落直径和透明圈大小

Table 6    Endoinulinase activity, colony diameter and transparent ring diameter of mutant strains

菌株编号 YY01 YY02 YY03 YY04 YY05 YY06 YY07 YY08 YY09 YY10 YY11 YY12 YY13 YY14 YY15
酶活力 /(U/mL) 3.02 2.70 2.81 3.65 2.83 2.68 2.81 3.20 2.78 3.04 2.63 2.65 3.33 2.85 2.78
菌落直径 /cm 1.5 0.9 1.2 1.7 1.3 0.9 1.0 1.5 1.2 1.5 0.8 1.0 1.6 1.3 1.1
透明圈直径 /cm 1.8 1.2 1.5 2.1 1.6 1.1 1.3 1.8 1.5 1.8 1.0 1.3 2.0 1.6 1.4

透明圈直径 / 菌落直径比值 1.20 1.33 1.25 1.24 1.23 1.22 1.30 1.20 1.25 1.20 1.25 1.30 1.25 1.23 1.27
菌株编号 YY16 YY17 YY18 YY19 YY20 YY21 YY22 YY23 YY24 YY25 YY26 YY27 YY28 YY29 YY30

酶活力 /(U/mL) 2.76 2.61 3.97 3.82 3.12 2.98 2.87 3.27 2.70 3.87 3.95 3.26 2.83 2.77 3.34
菌落直径 /cm 1.2 0.8 2.1 1.8 1.4 1.3 1.3 1.6 1.4 1.7 1.8 1.6 0.8 1.3 1.7
透明圈直径 /cm 1.5 1.0 2.6 2.3 1.8 1.7 1.6 2.0 1.8 2.2 2.3 2.0 1.1 1.6 2.1

透明圈直径 / 菌落直径比值 1.25 1.25 1.24 1.28 1.29 1.31 1.23 1.25 1.29 1.29 1.28 1.25 1.38 1.23 1.24

LiCl质量浓度 /(g/100mL)
培养基 再生培养基

0.1 0.3 0.5 0.7
原本质体菌落数 /(CFU/mL) 166 75 34 24 18

致死率 /% 54.82 79.52 85.54 89.16

表 5 原生质体诱变菌落数

Table 5  Colony counts of regenerated protoplasts

3.4 选择 0.3g/100mL LiCl 诱变下的菌株进行培养，然

后选择 30 株透明圈直径最大的菌株测酶活力，测得酶活

力最高为 YY18 菌株，酶活力为 3.97U/mL，比诱变前提

高了 1.19U/mL，即比出发菌株的酶活力提高了 42.80%。

3.5 对 YY18 菌株进行稳定性实验，经过 3 代的培养后

酶活力浮动较小，表示诱变菌株遗传性能稳定。
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根据微生物诱变育种的一般规律，致死率在 70%～

80% 之间的诱变菌株，其诱变频率较高、诱变幅度较大，

更易得到高突变率的诱变菌株[16]。由表 5 可知，菌株在

0.3g/100mL LiCl诱变培养基中的诱变致死率为 79.52%，因

此选择 0.3g/100mL LiCl 诱变条件做以下实验。

从 0.3g/100mL LiCl 诱变培养基中接出菌株培养，选

出 30 株菌落观察菌落生长情况并测定酶活力，结果如

表 6。在 30 个菌株中，YY18 菌株的酶活力最高，为

3.97U/mL，比出发菌株的酶活力(2 .78U/mL)提高了

1.19U/mL，即 42.80%。

2.4 诱变菌株的稳定性实验

将 YY18 号菌株接种于初筛培养基上生长，刮 3 环孢

子于发酵培养基中进行种子扩大培养，再移入发酵培养

基中进行发酵培养，连续培养 3 代，测得酶活力在 3.91～
3.98U/mL 之间，说明 YY18 菌株经过 3 代的培养后酶活

力浮动较小，表示诱变菌株遗传性能稳定。

3 结  论

3.1 从沛县河口镇秦庄村牛蒡种植基地腐烂牛蒡根附近

采集土壤，经过初筛、复筛及发酵培养，共筛选出 1 7
株 I/S 大于 10 的菌株，接种于斜面查氏培养基试管中保

藏于冰箱中备用。

3.2 将实验室保藏的 17 个菌株经过活化、种子扩大培

养和发酵培养后测酶活力，得到酶活力最高的菌株为

C122803，其酶活力为 2.78U/mL。
3.3 将黑曲霉经原生质体制备、再生及诱变后，得到

再生率为 19.33%，0.3g/100mL LiCl 诱变效果最好，致

死率为 79.52%。


