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一株产 !%半乳糖苷酶酵母菌株
的选育研究

摘 要 通过对中国微生物研究所提供的四株酵母菌株的筛选，

从中选出 !—半乳糖苷酶酶活力较高的马克斯克鲁维酵

母 !"#$%&’()$*&+ ),’-.,/#+ 0,’1),’-.,/#+，对 此 酵 母 进

行 诱 变 后 ， 得 到 一 株 高 产 !!半 乳 糖 苷 酶 的 酵 母 菌 株

"#$%并进行了摇瓶和发酵罐培养试验。

关键词 !—半乳糖苷酶 菌株 筛选 诱变
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!—半乳糖苷酶（又称乳糖酶 ./01/02）最早是在

年幼动物的小肠内发现的，后来在某些植物、真菌、

酵母菌中发现此种酶，它可以直接加入牛奶中。由于

它在低温时具有水解乳糖的活性，可以将乳糖水解

为葡萄糖和半乳糖，所以最早利用 !—半乳糖苷酶是

将能产生 !—半乳糖苷酶的微生物用在奶酪的制造

和风味的改造上。

利用产酶酵母发酵制备乳糖酶是常用的方法，

国内已有不少的研究。但乳糖酶是一种胞内酶，产酶

活力一般不高，有待进一步研究。本研究利用经筛选

后 得 到 的 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母 !"#$%&’()$*&+
),’-.,/#+ 0,’1),’-.,/#+ 进行诱变，选出一株产酶菌

株 %(3，进一步研究它的产酶条件和培养特性。

& 材料与方法

&#& 材料与设备

邻硝基酚 上海化学试剂公司；邻硝基苯*!*吡

喃半乳糖苷 （4567） "879) 公司；硫酸二乙酯

（3:"） 由生物所提供；亚硝基胍（5!7） 上海化学

试剂公司。

乳酒假丝酵母 2,/3.3, !&4$’ ;以下简称 ) 菌

种<、乳酸克鲁维酵母 !"#$%&’()$*&+ ",*5.+ 0,’1",*5.+
;以下简称 = 菌种<、乳糖红酵母 67(3(5(’#", 8,*5(+,
;以下简称 > 菌种<、马克斯克鲁维酵母马克斯变种

!"#$%&’()$*&+ ),’-.,/#+ 0,’1 ),’-.,/#+ ;以下简称

3 菌种< 中国微生物研究所菌种保藏管理中心提

供。

麦芽汁培养基 麦芽汁配成 %$?=2，自然 @AB常
压灭菌 +$CDE；

发酵培养基 #$?=2 糖蜜，尿素 $&%F，磷酸二氢

铵 $&+GF，硫酸镁 $&%(F，硫酸铜 $&%F，@A(&H，$&$((I
$&$J$96/ 压力，#$CDE 灭菌。

46!45 万能生物显微镜 德国产；J#% 分光光

度计 上海第三分析仪器厂；摇床 中科院武汉科

学仪器厂；离心机 上海医用分析仪器厂；恒温水浴

箱 北京医疗设备厂；磁力搅拌器 上海南汇电讯

器材厂；( 公升全自动发酵罐 日本产。

&#! 测定方法

%&#&% 酶活力测定

%&#&%&% 样品管 取 %CK 培养液于离心管中 +$$$L MCDE
离心 %(CDE，弃去上清液，再加磷酸盐缓冲液 %CK，加甲

苯*丙酮混合液 # 滴后充分振荡，吸取 $&(CK 上清液

于试管中，加蒸馏水 $&( CK，再加 4567 溶液 #CK，摇

匀，+JN水浴锅保温 %$CDE，立即加入 5/#>4+ 溶液

#CK 终止反应，取上述反应液于光径 %0C 的比色杯

中，在 J#% 分光光度计上（波长 G#$EC 处）测定吸光

度值 ) 样。

%&#&%&# 标准管 取邻硝基酚标准溶液 %CK，加甲

苯*丙酮混合液 % 滴后充分振荡，再加磷酸缓冲液

#CK，+JN水浴锅保温 %$CDE，立即加入 5/#>4+ 溶液

#CK 终止反应，取上述反应液于光径 %0C 的比色杯

中，在 J#% 分光光度计上（波长 G#$EC 处）测定吸光

度值 ) 标。

%&#&%&+ 空白管 取磷酸缓冲液 %CK，加甲苯*丙酮

混合液 % 滴后充分振荡，再加入 4567 溶液 #CK，摇

匀 ，+JN水 浴 锅 保 温 %$CDE， 立 即 加 入 5/#>4+ 溶 液

#CK 终止反应，取上述反应液于光径 %0C 的比色杯

中，在 J#% 分光光度计上（波长 G#$EC 处）测定吸光

度值 ) 空。

%&#&%&G 测得 ) 样 、) 标 、) 空 之后，利用如下公式计
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算：酶活力单位!（" 样#" 空）$ %&&’’() * +$, * -" 标#"

空.$/&’01。

/2,2, 比酶活的测定

/2,2,2/ 菌密度的测定 取含有菌种的培养液 /’)，
稀释 /& 倍后，于光径 /3’ 的比色杯中，在 4,/ 分光

光度计上（波长 55&1’ 处）测定吸光度值 " 样。再取

空培的麦芽汁培养液 /’)，稀释 /& 倍后，于光径 /3’
的比色杯中，在 4,/ 分光光度计上（波长 55&1’ 处）

测定吸光度值 " 空。测得 " 样、" 空之后，利用如下公

式计算：菌密度!-" 样#" 空.$/&。

/2,2,2, 比酶活的计算方法 测得酶活力单位、菌密

度之后，利用如下公式计算：比酶活!酶活力单位 * 菌
密度。

! 菌种选育

!#% 出发菌种筛选

将 "、6、7、8 四个菌株分别接种麦芽汁培养基，

比较其酶活力及比酶活，见表 /。

从表 / 可以看出，"、8 酶活比较高，但是 8 的比

酶活高，故选 8 为出发菌。

!#! 诱变

取培养 /&9 的菌悬液（/&5 个 * ’)）/’)，加入到含

有 &2%’: * ’) 的亚硝基胍溶液的培养皿中，并将处理

皿放在接种箱中；用紫外灯照射复合处理的方法，分

别于 ;&、;%、<&’01 取出 &2%’) 的培养液，分别加入生

理盐水终止反应，然后涂布在麦芽汁固体培养基上；

,=>培养 ;? 之后，挑出大、中、小菌落 <= 个，分别测

定酶活，从中选出了酶活最高的 @= 菌株；再用硫酸

二乙酯复合处理一次，测定酶活，最后再用亚硝基胍

紫外线复合处理一次，同上，得到酶活最高的 /%8，

他们的诱变结果见表 ,。

诱变谱8原

紫外线 ABC 复合处理 @= 硫酸二乙酯、紫外线 ABC 复合处理/%8

从表 , 可以看出，@= 酶活比较高，但是 /%8 的

比酶活最高，因此选出变异菌株 /%8。

& 产酶条件及小型发酵实验

&#% 产酶条件

经过我们对产酶条件大量的实验，得到如下最

优产酶条件：在 DE%2F、;<>条件下培养 ;,9 比酶活

较高，最佳碳源为糖蜜，最佳氮源为尿素G磷酸二氢

铵。实验还发现，H:、7I 对酶的活力有促进作用。

&#! ’( 发酵罐小型发酵实验

在试管和摇瓶培养的基础上，采用 %+ 发酵罐完

成小型发酵实验。

;2,2/ 配制培养基 在 ,&J6K 糖蜜中分别加入 &2/L
尿 素 、&2;L磷 酸 二 氢 铵 、/L 7I@M<、&2/%L H:@M<、

DE%2F。

;2,2, 将试管中的 /%8 接入到三角瓶中 （接种量为

%L），放置在摇床上，搅拌速度为 /,&N * ’01，温度

;<>培养 ;,9，并测定酶活力。

;2,2; 把培养 ,<9 后的三角瓶中的 /%8，接入到发

酵罐中，搅拌速度 %&&N * ’01，;<>培养 ;,9 后测定酶

活力。测定结果见表 ;。

从表 ; 中可以看出，发酵罐培养方式下酶活力

有显著的提高。

) 讨论

菌种 酶活 菌密度 比酶活

" //%2F /2,% F,24
6 5<2/ &2F4 552/
7 ,;2< &2;< 5=2=
8 %42= &2<; /;<2<

表 / 四个菌株酶活力及比酶活测定表

菌种 酶活 菌密度 比酶活

8 原种 /%=25 /2,= /,<2%
8 传代 /,;2= /2/, ///2F
@= /=,2F /2,& /%/24
/%8 /%52/ &2F, /4,2<

表 , 出发菌及诱变菌株的酶活测定结果

!#& 原种 * 和诱变菌株 %’* 的菌形态及菌落形态

原种 8 的菌形态 诱变菌株 /%8 的菌形态

原种 8 的菌落形态 诱变菌株 /%8 的菌落形态

培养方式 酶活 比酶活

三角瓶 /%52/ <52;
发酵罐 ,=42= ,,2/

表 ; 三角瓶及发酵罐培养酶活力的测定
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%#& 通过实验我们认为，亚硝基胍是一种诱变效果

较 好 的 诱 变 剂 。 在 诱 变 的 过 程 中 采 用 了 紫 外 线 与

!"# 复合处理，同时在挑出诱变菌落后又反复进行

了第二次处理，虽然期间我们也用硫酸二乙酯与紫

外线复合处理了一次，但是效果不明显，这说明该菌

对 $%& 不敏感，因此在选择诱变剂时也要考虑到菌

种的敏感性，这样才能达到预期的效果。

%#! 通过以上实验表明，产酶条件在 ’()*+、,-.条

件下培养 ,/0 比酶活较高，最佳碳源为糖蜜，最佳氮

源为尿素、磷酸二氢铵的组合。实验中发现，12、34
离子对酶的活力有促进作用。
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对莲心水提取液

其中沉淀物的保健组分的研究

和

摘 要 对莲心这一天然保健产物的水提取液中易产生的沉淀物

进行了研究，采用多种溶剂及溶液检测沉淀物的溶解性，

并采用高效液相色谱分离、紫外分光光度法、薄层层析法

和 !"#$%&’(")) 试验，定性检测莲心中的主要保健组分分

别在莲心水提取液中及生成的沉淀物中的存在情况，并

初步确定在莲心液中生成的沉淀物基本不含有莲心的主

要保健成分，进而说明在莲心的水提取液中出现沉淀物

后，并不影响其药用及保健价值。

关键词 莲心 保健组分 定性检测
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莲心为莲子中的胚芽，黄绿色，是一味具有多种

药用及保健功能的天然产物 S5T，其药用功能主要是清

心消火及治疗热病昏迷、内伤吐血、目赤肿痛等疾

病。莲心中所含的非结晶生物碱能扩张血管，使降压

作用强而持久。莲心在我国除了是一味主要的中药

外，民间也常有饮用莲心茶健身的习惯。随着人们保

健意识的增强及对莲心保健品的钟爱，近年来食品

科研人员已涉足对莲心的开发研究，莲心碳酸饮料

和莲心茶等这类产品，都是有着良好市场前景的新

生保健品，莲心水提取液是这类产品必不可少的半

成品，但它的稳定性很差 7这成了开发利用莲心的极

大障碍。莲心提取液的不稳定性表现在两方面，一是

褐变速度快；二是即便经过高效过滤的莲心水提取

液，一般在放置三天后也开始出现沉淀。本文对莲心

水提取液在短期（十周）放置过程中生成显著量的沉

淀后，莲心的保健组分在其清液及沉淀物中存在的

情况进行定性检测，目的在于明确莲心水提取液在

出现沉淀后，其保健组分是否发生变化，保健功能是

否受到影响，为今后在莲心新产品的开发研究过程

中制定合理的工艺流程，选择最佳的提高产品稳定

性的方法提供一定的依据。

& 实验仪器

高效液相色谱仪 &(D1Q$UP V3W5:Q$；分离

柱 V4C? 358； 紫 外 分 光 光 度 计 &(D1Q$UP
&X$R5:QY PQRYD&；沉 淀 离 心 器 8:: 型 ；粉 碎
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