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快中子辐射诱变对绿色木霉产纤维素酶的影响*

陈 光，徐 杨，孙旸，刘洁心，王香琪  
吉林农业大学生命科学学院，长春 130118 

摘 要：利用快中子对绿色木霉 AS3.3711 进行辐照，采用辐照剂量为 0.6~4.8Gy，研究了不同剂量快中子对绿色木霉

孢子致死率和遗传稳定性的影响，得到了提高纤维素酶活性的菌株。结果表明：辐照剂量在 1.2~4.8Gy 范围内绿色木

霉的致死率呈逐渐上升趋势，辐照剂量为 1.2 Gy 时，绿色木霉的致死率达到 80.0%，此突变株的羧甲基纤维素酶活

(CMC 酶活)可达 914.4 U/mL，比出发菌株提高了 30 倍，滤纸酶活(FPA 酶活)为 633.63 U/mL，比出发菌株提高了 4
倍。 
关键词：绿色木霉；纤维素酶；快中子 
中图分类号： Q933         文献标识码：A              文章编号：1000-5684(2011) 

DOI:  

网络出版地址： 

Effect of Fast Neutron Irradiation on Production of Cellulase from Trichoderma 
viride 
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Abstract：The effect of deuterium ion bombardment majority targeted to produce 14Mev fast neutron irradiation, 
with dosage 0.6—4.8Gy, on production of cellulose from Trichoderma viride AS3.3711was studied. The death 
rate was in a rising trend when irradiation dosage was 1.2—4.8 Gy. The results indicated the death rate of spores 
reached 80.0% when radiation dosage was 1.2 Gy. It was shown that one positive mutant had significant 
difference compared to the original with paired samples test (t-test). The filter paper activity of cellulase of strain 
Fn10-1 reached 633.63 U/mL, with 4 times enhanced, compared with the initial strain. And the CMC activity of 
cellulase of strain Fn10-1 reached 914.4 U/mL, with 30 times enhanced, compared with the initial strain. 
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纤维素广泛存在于自然界中，是世界上数量庞大

且最为廉价的可再生资源[1]，但其分解利用的水平较

低。为了有效利用纤维素，纤维素酶高产菌株的选育

和纤维素酶活力的提高成为研究的热点，国内外专家

学者对纤维素酶进行了广泛的研究[2]。中子辐照属于

电离辐射的一种，快中子辐照电离密度大，能量高，

并能引起较高密度的次级电离，被广泛用于植物育种

研究。虽然中子辐照在微生物育种方面的应用较受重

视，但鲜见报道[3]。笔者利用不同剂量的快中子对绿

色木霉 AS3.3711 进行辐照诱变，选育出稳定高产菌

株，为进一步将中子辐照技术应用于微生物品种改良

提供依据。 
 
 
 

 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌 种 和 中 子 源  绿 色 木 霉 (Trichoderma 
viride)AS3.3711 购自中科院微生物研究所；中子源是

利用离子源产生氘离子，经过加速后轰击氚靶产生的

14 Mev 快中子，由东北师大辐射技术研究所提供的。 
1.1.2 试剂  DNS 试剂，pH5.0 柠檬酸缓冲液，1%羧

甲基纤维素钠溶液，新华定性滤纸。 
1.1.3 培养基 斜面培养基(PDA 培养基)：马铃薯 200 
g，葡萄糖 20 g，琼脂粉 15 g，蒸馏水 1000 mL，自然 
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pH值；液体发酵培养基[4]：KH2PO4 2.0 g，(NH4)2SO4 
1.4 g，MgSO4•7H2O 0.3 g，CaCl2 0.3 g，CMC-Na 10 
g(或微晶纤维素 10 g)，蛋白胨 0.5 g，FeSO4•7H2O 5 
mg，MnSO4•H2O 1.6 mg，ZnSO4•7H2O 1.7 mg，CoCl2 
2 mg，吐温-80 2 mL，蒸馏水 1000 mL，pH值自然；

刚果红筛选培养基[5-6]：K2HPO4 0.5 g，MgSO4•7H2O 
0.25 g，琼脂粉 15 g，羧甲基纤维素钠 5 g，刚果红 0.2 
g，蒸馏水 1000 mL。 
1.2 菌体培养方法  

1.2.1 菌种的活化 取保藏的绿色木霉 AS3.3711 在

PDA 斜面培养基上活化 2 代。 
1.2.2 种子培养 取经 2 次活化的菌体于 PDA 液体培

养基中，250 mL 的三角瓶中装量 50 mL，放入 28℃
摇床，210 r/min 振荡培养 48h。 
1.2.3 发酵培养 于 250mL 的三角瓶中装量 50mL 液

体发酵培养基，将培养好的种子按 5%的比例接种于

液体发酵培养基中，在 28℃、200 r/min 摇床振荡培

养 3d。 
1.3 菌悬液制备 

用生理盐水洗脱下生长于活化培养基斜面的绿

色木霉孢子，用无菌滤纸过滤，得到无菌丝体的孢子

悬液，稀释 100 倍后，将菌浓度保持在 107~108个/mL，
将菌悬液在 28℃摇床进行复苏[7-9]。 
1.4 辐照处理 

剂量率为 0.002 Gy/s，分别照射 10，20，30，40 
min，即 1.2，2.4，3.6，4.8 Gy  4 个剂量进行处理。

照射之后的样品用灭菌的生理盐水洗涤，将洗脱下来

的菌液稀释到 10-1～10-5，后取各个稀释倍数的菌液

0.2 mL分别涂布于PDA培养基平板上。 

1.5 筛选方法 

1.5.1 菌种初筛  选取在平板上生长旺盛的单菌落

接种在刚果红-羧甲基纤维素琼脂培养基上，挑选水解

透明圈比原始菌株大的单菌落接种在 PDA 培养基，

以备复筛。 
1.5.2 菌种复筛  将斜面培养基上的试验菌株，接种

于 PDA 液体培养基，28℃摇床振荡培养 48 h，按一

定比例接入液体发酵培养基中，28℃摇床振荡培养 72 
h，测其 CMC 酶活和 FPA 酶活。将选取的突变株命

名为 FnX-Y，X 为辐照时间，Y 为菌株序号。 
1.6 突变菌株的产酶稳定性 

将高产突变株连续在斜面培养基上传代 6 代，将

各子代斜面保存的菌株分别接入发酵培养基中，

28℃、200 r/min 培养 72h 后，离心，取上清测定纤维

素酶活性，确定各突变株经多次传代后产纤维素酶能

力的稳定性，以防止回复突变或遗失。 
1.7 分析方法 

1.7.1 粗酶液的制备  取培养液用 4 层纱布过滤，过

滤液在 7000r/min、4℃条件下离心 10min，取上清液

即为粗酶液。 
1.7.2 酶活力的测定 葡萄糖标准曲线的绘制：取

1mg/mL 葡萄糖标准液 0，0.2，0.4，0.6，0.8，1.0，
1.2，1.4，1.6 mL 于 9 个试管中，用蒸馏水调至 2 mL，
然后向各管中加入 1.5 mL 的 DNS 溶液，摇匀后沸水

浴 5 min，然后立即用冷水冷却至室温，加蒸馏水定

容到 25 mL，充分摇匀，在 520 nm 波长下测定 OD 值

并记录，以葡萄糖含量为横坐标，以 OD 值为纵坐标，

绘制标准曲线。 

y = 1.5412x - 0.0636
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图 1 葡萄糖标准曲线 

                                  Fig.1. The standard curve of glucose       
             

羧甲基纤维素酶活(CMC酶活)：向刻度试管(25 
mL)中加入适当稀释的酶液 0.5 mL和用 0.05 mol/L柠
檬酸缓冲液配制的 1%的羧甲基纤维素悬浮液 2 mL，
置于 50℃恒温水浴中保温 30min后立即加入 3mL 

DNS溶液，在沸水浴煮沸 10 min，冷却至室温后，加

水 25 mL，充分摇匀后于 520nm下测定光密度(OD值) 

[10]。
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滤 纸 酶 活 (FPA 酶 活 ) ： 取 新 华定 量 滤 纸

50mg(1×60cm)放入到带刻度试管(25mL)中，加入适当

稀释的酶液0.5mL和0.05mol/L的柠檬酸缓冲液2mL，
置于 50℃恒温水浴中保温 1h后立即加入 3mL的DNS
溶液，在沸水浴煮沸 10min，冷却至室温后，加水定

容至 25mL，充分摇匀后于 520nm 下测定 OD 值。 

滤 纸 酶 活 (FPA 酶 活 ) ： 取 新 华定 量 滤 纸

50mg(1×60cm)放入到带刻度试管(25mL)中，加入适当

稀释的酶液0.5mL和0.05mol/L的柠檬酸缓冲液2mL，
置于 50℃恒温水浴中保温 1h后立即加入 3mL的DNS
溶液，在沸水浴煮沸 10min，冷却至室温后，加水定

容至 25mL，充分摇匀后于 520nm 下测定 OD 值。 
酶活力单位定义：以 1mL 酶液 1min 分解底物生

成 1ug 葡萄糖的酶量定义为 1 个酶活单位(U)。 
酶活力单位定义：以 1mL 酶液 1min 分解底物生

成 1ug 葡萄糖的酶量定义为 1 个酶活单位(U)。 
  
  

  
    式中 M：还原糖浓度(mg/mL)；D：稀释倍数；T：
反应时间(min)；V：酶液体积(mL)；1000：将葡萄糖

由 mg 换算成 µg 的倍数。 

    式中 M：还原糖浓度(mg/mL)；D：稀释倍数；T：
反应时间(min)；V：酶液体积(mL)；1000：将葡萄糖

由 mg 换算成 µg 的倍数。 

2 结果与分析 2 结果与分析 

2.1 不同辐照剂量对绿色木霉致死率的影响 2.1 不同辐照剂量对绿色木霉致死率的影响 
    用 14MeV 的快中子，选择 5 个不同辐照剂量对

绿色木霉进行诱变，对其在各个剂量下的致死率情况

进行比较，结果如图2。图2表明辐照剂量在 0.6~4.8Gy
范围内快中子辐照对绿色木霉的致死率逐渐增加；在

1.2~2.4Gy，绿色木霉致死率为 70.0%~80.0%；＞4.8Gy

时，致死率接近于 100%。可以看出绿色木霉对于快

中子较为敏感，在较低的辐照剂量下，其致死率就已

经很高。 

    用 14MeV 的快中子，选择 5 个不同辐照剂量对

绿色木霉进行诱变，对其在各个剂量下的致死率情况

进行比较，结果如图2。图2表明辐照剂量在 0.6~4.8Gy
范围内快中子辐照对绿色木霉的致死率逐渐增加；在

1.2~2.4Gy，绿色木霉致死率为 70.0%~80.0%；＞4.8Gy

时，致死率接近于 100%。可以看出绿色木霉对于快

中子较为敏感，在较低的辐照剂量下，其致死率就已

经很高。 
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图 2 快中子辐照绿色木霉致死率 

  Fig.2. The death rate of fast neutron irradiation  

 

2.2 中子诱变突变株的筛选 

采用快中子不同剂量对绿色木霉 AS3.3711 进行

诱变，每个辐照剂量选取 3 个突变株共 12 株进行液

体发酵培养，分别测定突变菌株的 CMC 酶活和 FPA
酶活，以原始菌株为对照组，以原始菌株的酶活为

100%，如图 3~4 所示。 
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图 3 快中子辐照突变株 CMC 酶活 

                           Fig.3. The CMC activity of cellulase of fast neutron irradiation  

如图 3 所示利用快中子辐照的突变株，经过液体

发酵产生的 CMC 酶活都有了显著的提高，提高幅度

都在 10 倍以上，其中以辐照剂量为 1.2Gy 的突变株

的酶活最高，是原始菌株酶活的 30 倍。说明快中子

辐照对绿色木霉产 CMC 酶活有显著提高。 
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图 4 快中子辐照突变株 FPA 酶活 

                       Fig. 4. The FPA activity of cellulase of fast neutron irradiation  
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如图 4 所示，利用快中子辐照的突变株，经过发

酵培养产生的 FPA 酶活都有提高，但是提高的幅度没

有 CMC 酶活显著，提高幅度在 2 倍以上。在 1.2Gy
时的突变株的酶活力提高较为明显，为原始菌株的 4
倍。 
2.3 辐照处理对绿色木霉产纤维素酶稳定性的影响 

对选取的 12 个突变株中酶活力提高最显著的 6
个菌株进行遗传稳定性试验，结果见表 1。经低剂量

快中子辐照的突变株，在连续传代 6 代后，酶活力都

较为稳定，只是在 2.4 Gy 照射的突变株，其后几代活

力下降，产生了负突变。 

      
表 1 连续传代各代结果 CMC 酶活力 
  Table 1. Cellulose of each generation                            U/mL 

菌株编号 
Spawn number 

F0 F1 F2 F3 F4 F5 F6

Fn10-1 914.4 913.4 913.4 914.4 914.4 913.4 914.4 

Fn10-2 914.4 914.4 914.4 914.3 914.4 914.5 914.4 

Fn10-3 915.5 914.4 915.5 915.5 915.5 915.5 914.4 

Fn20-1 825.8 814.9 814.9 814.9 814.9 812.8 812.6 

Fn20-2 825.8 825.8 825.8 825.8 825.8 825.8 814.9 

Fn20-3 814.9 814.9 814.9 814.9 812.8 812.8 812.7 

 

3 结 论 

本次试验中，在快中子辐照剂量 0.6~4.8Gy 范围

内绿色木霉的致死率逐渐增加，在 1.2~2.4Gy，绿色

木霉致死率就达到 70.0%~80.0%，＞4.8Gy 时，致死

率接近于 100%。因为快中子的电离密度大，能量较

高，在生物体内能产生较高密度的次级电离，电离辐

射对细胞核最重要的作用是使遗传因子脱氧核糖核

酸(DNA)合成延迟，细胞分裂受阻，并产生染色体畸

变和基因突变，对遗传物质产生更直接的作用。 
经选择性刚果红培养基初筛，液体发酵复筛，获

得了一株正突变株，其中菌株 Fn10-1 产纤维素酶的

CMC 酶活为 914.4 U/mL，FPA 酶活为 633.63 U/mL，
比出发菌株分别提高了 30 倍和 4 倍。经过连续 6 代

的稳定性试验，突变菌株的酶活性无较大变化，能稳

定遗传。试验表明快中子诱变能突破原有基因库的限

制，诱发新基因或新的基因组合，形成有现实或潜在

利用价值的新种质资源，是微生物育种的一个较好的

物理诱变因素。 
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