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4320菌体蛋白饲料中双菌作用机制的研究
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摘　要: 该文报导新发现的利用粗淀粉料及渣粕类原料不灭菌固体发酵生产 4320菌体蛋白饲料时所用的两个菌

株—优良黑曲霉选拔株N o. 303和白地霉菌A s. 2. 361间的关系是一种偏利生关系,在利用这种关系进行混菌固

体发酵生产 4320菌体蛋白饲料时,发现有类似杂交现象的“菌丛”,通过试验,证明“菌丛”是这两个菌间偏利生关

系的特殊表现。通过对偏利生作用因子的研究表明,N o. 303的菌株分泌的柠檬酸、酶等都是直接或间接或是综合

作用的偏利生因子。特别是N o. 303分泌的柠檬酸及由蛋白酶分解的谷氨酸等能明显刺激A s. 2. 361生长。通过正

交试验得知,它们是两个最大的作用因子。
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　　4320 菌体蛋白饲料的生产研究系针对我国蛋

白资源紧缺,粗淀粉及其渣料相对丰富的实际情况,

为减少鱼粉进口及代替豆饼原料,由广东省科委委

托广东省微生物研究所研究成功的一种生物产品,

4320是双菌混生的产品,它利用从自然界分离的黑

曲霉菌株N o. 021 为出发菌株,通过各种手段获得

优良突变株N o. 303 (选育论文另报) ,再与白地霉菌

A s. 2. 361 配伍生产,工艺简单, 成本低, 无毒性和

致畸性。4320原料来源广泛,如薯类、糠麸、渣粕类

等,而且原料不需灭菌,并能成功地把淀粉质渣料转

化为紧缺的蛋白质。为了深入了解上述两菌间的实

质关系,以便对 4320 菌体蛋白饲料的研究、生产、应

用和发展提供科学依据,开展了 4320双菌作用机制

的研究。

1　材料和方法

1) 菌株来源: Sp. n iger 303为本所 4320研究组

选育的突变菌株,A s. 2. 361为白地霉菌株。

2) 培养基: 马铃薯蔗糖培养基 (PSA ) , 察氏培

养基,常规。麸皮培养基:麸皮∶水= 1∶1。

3) 用管碟法研究不同浓度的单菌发酵滤液、酶

制剂、柠檬酸、氨基酸或其混合液在单菌或混菌生长

中的作用。

4) 用菌丝定量法研究双菌间的相互作用。

5) 用正交试验法研究双菌间作用和关键因子。

6) 用融合子试验法、异核体试验法、阻断扩散

培养法、培养观察法和显微镜观察法等方法研究“菌

丛”生成原因。

2　结果和讨论

2. 1　双菌间关系的研究

2. 1. 1　两菌间的偏利生关系

1) 白地霉不能利用淀粉和蔗糖, 在 PSA 斜面

上生长不良。在 PSA 平皿上点种N o. 303菌,培养

后,从远离菌落的地方, 打出琼脂柱贴在 PSA×白

地霉平皿上,适温培养后,发现空白琼脂柱周围长出

更白色生长圈。说明系N o. 303菌分泌物扩散到皿

内培养基所致。支持这一说法的另一种试验是在

PSA 琼脂柱上点种 N o. 303, 待发育成熟后贴入

PSA×白地霉平板,或在 PSA×白地霉平板上点种

N o. 303,通过适温培养,能看到比第一种试验更明

显的生长圈。这一方面说明N o. 303的分泌物扩散

的程度与菌落的距离成反比例,另一方面也可能是

其分泌物不是全部会扩散的。在N o. 303菌落周围

存在多种且浓度较大的分泌物,促使白地霉菌迅猛

生长。根据试验,预测两菌间可能存在偏利生关系。

2. 1. 2　菌丝体定量法试验

1) N o. 303 菌株对白地霉的影响　采用 PSA

液体培养基,接种N o. 303,适温培养 24 h 后滤去菌

丝和孢子,取滤液涂于 PSA 平皿上培养,确认没有

N o. 303菌生长。取此滤液 10 mL 加进 50 mL PSA

液体中,接入白地霉菌种液 1 mL ,培养 28 h,用定量

滤纸过滤、洗涤、烘干后去除定量滤纸质量,实测菌

丝质量后进行比较,如表 1。

从表中可看出, 以普通水+ 10 mL N o. 303 滤

液接种白地霉和以 PSA 液体接种白地霉的结果是

近似的。这一方面说明白地霉几乎无法利用淀粉和
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蔗糖; 另一方面说明单靠N o. 303 菌的刺激物质而

无生长基础时白地霉生长效果不佳; 同时也说明 10

mL N o. 303 滤液中的残存营养成分对白地霉的生

长作用是微乎其微的。只有在 PSA 液体中加入 10

mL N o. 303 滤液同时接入白地霉时, 菌丝量才剧

增。上面已经证明N o. 303滤液是不长菌的,所以可

以肯定是N o. 303菌代谢产物明显的刺激白地霉迅

速生长。

表 1　N o. 303菌株刺激白地霉生长菌丝质量试验结果3 (液体培养基: PSA 50mL ö瓶)

T ab le 1　T he resu lt of grow th experim en t of stra in A s. 2. 361 st im u lated by strain N o. 303

处理 重复次数 N o. 303滤液用量ö mL·瓶- 1 白地霉接种量ömL·瓶- 1 菌丝+ 滤纸干质量öm g·瓶- 1 菌丝质量ö m g·瓶- 1

第一种 3 10 1 915 179

第二种 3 0 1 814 78

第三种3 3 3 10 1 800 64

　3 取同批定量滤纸 3张,烘干后称量,平均每张 736 m g; 3 3 以水代 PSA 液体。

　　2) 白地霉对N o. 303 菌的影响　做这个试验

时,首先必须使滤液中没有白地霉菌丝或节孢子,否

则无法进行。由于白地霉发酵滤液过滤时,其菌丝能

通过滤纸,经 80℃处理 10 m in 后,涂皿培养不见长

菌。当按N o. 303菌刺激白地霉生长的方法进行试

验时,可清楚看出以普通水代替 PSA 液体加入 10

mL 白地霉发酵滤液再接入N o. 303菌种后,仅得每

瓶 30 m g 的N o. 303 菌丝球, 而用 PSA 液体仅接

N o. 303菌时可获得每瓶 128 m g 的菌丝球,两者相

加为每瓶 158 m g。这与用 PSA 液体加入 10 mL 白

地霉发酵滤液再接入N o. 303菌培养的第一种情况

获得每瓶 157. 4 m g 的结果是基本吻合的。

上述结果证明白地霉菌和黑曲霉N o. 303菌株

混生时,白地霉菌从中受益,而N o. 303菌株则不受

影响,这是符合偏利生关系定义的。

2. 1. 3　培养观察试验

固体培养观察: 当用麸皮培养基培养时, 24 h

内可看出单独接种白地霉和N o. 303菌株的培养瓶

与两者混合培养的结果有明显的差异, N o. 303+ 白

地霉接种瓶菌丝呈浓厚白色,肉眼极易辩别。

2. 1. 4　有关菌丛的研究

在试验中多次发现,在灭菌液体培养基中接种

白地霉和N o. 303 菌株,培养液通过稀释涂皿适温

培养后发现菌丝末端长出一些不同于白地霉和

N o. 303菌态的白色菌丛。黑曲霉和白地霉是不同属

的微生物,在常规情况下是不可能产生融合杂交的。

而这种具杂交性质的“菌丛”现象又如何解释呢? 使

人产生如下猜测,为此做了如下试验:

1) 是否融合子试验　融合子一般是稳定的,而

且其菌落颜色应不同于亲本。但当从刚形成的菌丛

末端细心挑取菌丝磨碎稀释涂皿培养时,其菌落特

征与白地霉完全一样,在显微镜下观察也看出白地

霉菌丝和节孢子的典型形态并没看到和N o. 303和

白地霉不同颜色菌落出现。因此菌丛不可能是融合

子形成的。

2) 是否异核体试验　文献[ 1 ]报导: 在霉菌和放

线菌杂交育种中,在一定条件下从两个菌落接触处

能产生一丛丛的菌丝,这就是异核体菌丛,这种异核

体菌丛的最大特点是能产生原来两个亲本颜色的孢

子,我们曾在培养后期在产生少许孢子的菌丛上挑

取孢子进行稀释涂皿培养, 结果看到的菌落均为

N o. 303的典型菌落形态,没有发现白地霉菌落。更

没有出现不同于两亲本形态的第三种菌落,说明菌

丛孢子不是融合子也不是异核体。

3) 基内菌丝观察　挑取菌丛基内菌丝做片在

显微镜下观察,发现白地霉菌丝和N o. 303 菌丝交

织在一起。这现象使我们推测菌丛形成过程可能是

这样: N o. 303菌分泌代谢产物刺激白地霉生长,使

与其混生在一起的白地霉菌长得更快更好,从而形

成了“菌丛”,而没有与其混在一起的白地霉菌,仅从

培养基的扩散作用获得较少量的N o. 303 菌分泌

物,从而长势较差,两者相衬托使“菌丛”形象突出。

试验得知,菌丛数随N o. 303 接种孢子数的增加而

增加,菌体也显著增加。事实阐明: N o. 303菌株与

其混生的白地霉所形成的菌丛是这两个菌株间偏利

生关系的特殊表现,它的数量可直接反映其偏利生

的程度。

2. 1. 5　阻断扩散培养试验

在 PSA 平皿上,划线接种N o. 303菌和白地霉

培养后,发现两菌交界处能形成菌丛,而且发现两菌

相距愈近,菌丛长得愈厚。但是,若在两菌中间用消

毒刀去除培养琼脂,阻断两菌间代谢物质的渗透,则

无论两菌距离多近或培养时间多长,都无法形成菌

丛。试验证明:菌丛确是N o. 303菌代谢产物刺激白

地霉生长所致。这是典型的偏利生关系的表现。

2. 1. 6　显微镜观察试验

取培养成熟的N o. 303 菌株和白地霉, 再按一

定比例制成双菌混合菌种液。在凹形载玻上滴入一
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滴溶化了的 PSA 空白培养基,使表面平滑,分别在

PSA 培养基一边接上N o. 303、白地霉、N o. 303+ 白

地霉三种不同的菌悬液,培养 10 h 后每隔 2 h 在显

微镜下观察菌丝生长情况。结果发现:白地霉菌单独

接种者菌丝细长; N o. 303菌出现典型的霉菌菌丝生

长特征,高倍放大时可看到足细胞; 而在N o. 303+

白地霉混菌接种玻片上,可看到白地霉菌丝多且粗

壮,视野中很难找到N o. 303菌丝。说明N o. 303菌

对白地霉有明显的刺激生长作用。

通过上述多项试验结果,都证明白地霉和优良

黑曲霉选拔株 N o. 303 一起生长时, 白地霉因

N o. 303的存在或活性而得利, N o. 303 则没从白地

霉得到相应的利益或害处,使它们之间的偏利生关

系得以确立。

2. 2　偏利生因子的研究

2. 2. 1　有机酸对偏利生的影响

在 PSA 平皿中点种N o. 303菌株,形成菌落后

检测菌落外培养基的 pH 值, 发现 pH 从点种前的

7. 0降到 2. 5～ 3. 0。上述酸性物质按五溴丙酮法平

板制酸圈测定几乎系柠檬酸[ 2 ]。用管碟法在 PSA×

白地霉平板上检测柠檬酸不同浓度对白地霉的作

用,结果见 0. 5%柠檬酸就可以明显刺激白地霉生

长。这一现象耐人寻味,因为 0. 5%柠檬酸液的 pH

都在 3. 5以下,而一般白地霉在pH 5时就已生长不

良了。现在它不但能忍耐 pH 3. 5的柠檬酸液,而且

还旺盛生长,这说明柠檬酸对白地霉的繁殖有积极

作用。在 PSA 平皿上,白地霉由于无法利用淀粉和

蔗糖而长势极弱,一定浓度 (0. 5% )的柠檬酸液照理

也无法使淀粉等多糖转成葡萄糖供白地霉吸收。可

能的解释就是白地霉直接利用柠檬酸为碳源,或者

是白地霉利用了柠檬酸使其 TCA 循环反应加速,

或柠檬酸使白地霉产生一种新的利用碳源的功能。

实验还表明,当柠檬酸浓度过大时,则对白地霉产生

抑制作用, 10%浓度的柠檬酸液产生透明抑制圈。

在液体发酵时,柠檬酸的刺激浓度和平板检测

不大一样,这是由于液体发酵时柠檬酸分布较均匀

的缘故。试验知, 0. 05%的柠檬酸就已明显刺激白地

霉生长了。这一点在生产上是有应用价值的。当

N o. 303和白地霉混生时, N o. 303 分泌的柠檬酸加

速了白地霉的生长, 使偏利生作用更突出。而且

N o. 303菌的这种作用还使培养过程酸性增大,有利

于抑制细菌生长,这对 4320生料固体发酵工艺的创

立很重要。另外,此特性还对柠檬酸厂处理污染环境

的废渣废水提供了理论根据。这已被我们应用该原

理生产 4320—848 菌体蛋白饲料的成功所证实[ 3 ]。

2. 2. 2　氨基酸对偏利生的影响

白地霉是不会分泌蛋白酶的, 而N o. 303 菌株

和N o. 303+ 白地霉发酵物都含有蛋白酶,而且以酸

性蛋白酶为主。在这种酶的作用下,培养物中的蛋白

质会被酶解成小分子的肽、胨、酰胺类及游离氨基酸

等,发酵物经氨基酸分析仪测定含有 17种氨基酸,

其中谷氨酸含量很高。经管碟法 (PSA×白地霉)平

板检测知,对白地霉菌促进生长强度为亮氨酸> 异

亮氨酸> 天门冬氨酸> 脯氨酸> 丙氨酸> 天门冬酰

胺> 精氨酸。氨基酸刺激白地霉生长在不含淀粉原

料的察氏培养基×白地霉平板上也能表现出来,这

说明刺激作用与淀粉分解无关。而在这种培养基平

板上,柠檬酸却无法使白地霉长出刺激圈,说明氨基

酸与柠檬酸的刺激机制不同。两者的共同点是:都无

需象糖化酶那样分解淀粉成葡萄糖后才能促进白地

霉生长,而是各有各的刺激条件和效果。

在所有能刺激白地霉生长的氨基酸中,虽然亮

氨酸和异亮氨酸效果极好,但从成本和货源考虑,谷

氨酸、谷氨酸钠 (食用味精)其货源充足、价格便宜、

后者的刺激作用不亚于谷氨酸, 0. 05%浓度的谷氨

酸钠能使菌体增加 14% , 0. 1%浓度能增加 46% ,

不论从成本还是工艺方面考虑都是可以接受的。

2. 2. 3　酶对偏利生的影响

N o. 303和N o. 303+ 白地霉都含有糖化酶、蛋

白酶和 A2淀粉酶,而白地霉单独培养物则不含这些

酶。白地霉几乎无法利用淀粉等多糖[ 4 ] ,所以它在淀

粉原料中发育不良。而N o. 303和白地霉混合时,由

于N o. 303 分泌的酶分解淀粉等基质, 为白地霉的

发育生长创造条件,促进它的繁殖。这也是偏利生菌

株间生长情况的表现。

2. 2. 4　各种因子对偏利生的综合影响

在N o. 303 菌和白地霉混生过程中, 存在各种

刺激因素,它们可分别在某一阶段表现出不同的刺

激能力,但都不可能单独存在。从试验知, N o. 303

菌株分泌的柠檬酸、糖化酶、A2淀粉酶及蛋白酶对白

地霉菌都有直接或间接的刺激作用。其中由蛋白酶

酶解的氨基酸中,有实用价值的是谷氨酸。而谷氨酸

钠和谷氨酸的刺激作用基本相似。为了使研究结果

和生产实践紧密联系,为了了解各种主要刺激生长

因素的综合作用效果,本试验模拟N o. 303 菌和白

地霉配伍生长的实际, 以正交法设 A2淀粉酶、糖化

酶、柠檬酸、谷氨酸钠四个因素的综合试验。每个因

素选三个水平,各个因素的三个水平都是根据前面

试验结果选出的,见表 2,表 3。
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表 2　因素水平

T ab le 2　Facto rs and levels %

因素 A2淀粉酶 糖化酶 柠檬酸 谷氨酸钠

1 0. 02 0. 01 0. 05 0. 05

2 0. 04 0. 02 0. 10 0. 10

3 0. 08 0. 04 0. 20 0. 20

　注: 1% A2淀粉酶相当于 350 uömL ; 1%糖化酶相当于 630 uö mL。

表 3　正交试验数据及结果

T ab le 3　T he resu lts of the o rthogonal experim en ts

编号 A2淀粉酶 糖化酶 柠檬酸 谷氨酸钠 菌体干重öm g

1 1 1 1 1 76. 6

2 1 2 2 2 93. 4

3 1 3 3 3 127. 3

4 2 1 2 3 114. 9

5 2 2 3 1 109. 8

6 2 3 1 2 98. 6

7 3 1 3 2 125. 0

8 3 2 1 3 105. 6

9 3 3 2 1 107. 7

K 1 297. 3 316. 5 280. 9 294. 1

K 2 323. 3 308. 8 316. 0 317. 0

K 3 338. 3 333. 3 262. 1 347. 8

K 1 99. 1 105. 5 93. 6 98. 0

K 2 107. 8 102. 9 105. 3 105. 7

K 3 112. 8 111. 2 120. 9 115. 9

R 13. 7 8. 3 27. 3 17. 9

从正交试验可知,柠檬酸的影响最大,其次是谷

氨酸钠。N o. 303菌在和白地霉混生过程中,已经能

够供给足够的上述刺激因素刺激白地霉迅猛生长,

使短时间发酵获得很好的效果,这也是 4320菌体蛋

白饲料生产技术的优点所在。从另一个角度看,这种

利用一个菌株分泌多种因子促进另一个菌株迅猛生

长的偏利生混菌发酵技术,比起人为添加各种刺激

因素进行单菌发酵的做法要妙得多和经济得多。

另一方面, 上述研究中还有一个新发现: 4320

配伍菌株间主要偏利生因子是柠檬酸和谷氨酸,而

不是糖化酶等酶类,这和以往报导的利用淀粉原料

生产 SCP 时的主要作用因子是糖化酶等酶类的结

论是截然不同的。

4320 菌体蛋白饲料是N o. 303 菌与白地霉菌

A s. 2. 361混生产品,制造工艺简单、成本低、无毒性

和致畸性。4320原料来源广,原料不需灭菌,能有效

地把淀粉质渣料转化成紧缺的蛋白质,且可有效地

防止环境污染,因此应用前景良好。
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2, W a ng Zha oq ia n
3　 (1. Institu te of R em ote S ensing A pp lica tions, Ch ina A cad em y of

S ciences, 9718# N o. 3 D atun R oad , B eij ing 100101, Ch ina;　2. R esou rces and E nv ironm en t Colleg e, N ortheast A g ricu ltu ra l

U n iversity , H arbin 150030, Ch ina;　3. A g ro2E cology R esearch Institu te, Z hej iang U niversity , H ang z hou 310029, Ch ina)

Abstract: T he K cycle of rubber2tea2ch icken eco2agricu ltu ra lm odel, a typ ica l t rop ica l agro2fo rest ry system
in W enchang m un icipa lity of H ainan P rovince w as stud ied w ith quan t ita t ive experim en t and qualita t ive
ana lysis, com pared w ith rubber and rubber2tea. T he resu lts show ed tha t the K cycling ra te, K ou tpu t and

K su rp lu s in so il of rubber2tea2ch icken agro2fo rest ry system w ere a ll the h ighest, being 59% , 134. 5

kgö hm 2 and 168. 2 kgö hm 2, respect ively. T he ra t io of K ou tpu t to K inpu t of ch icken sub2system w as 91%

and the ra t io of K ou tpu t to K inpu t in ch icken p roducts w as on ly 23%. Am oun t of cycling K in side
ch icken garden is the h ighest, being 414. 9 kgö hm 2, the K cycling structu re of rubber2tea2ch icken agro2
fo rest ry system is m o re reasonab le st ructu re, and its K cycling w as the m o st act ive.

Key words: agro2fo rest ry system ; eco2agricu ltu ra l m odel; K cycle; rubber2tea2ch icken

·Agro-product Trea tm en t Technology and Process ing Eng ineer ing·

Com pound Preserva tive Technology and Vacuum Package for Beef (118)⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
J ia Yingm in , W a ng L ing , M a A i’ jin, Zha ng Z ide , C he n Zhizhou　 ( Institu te of F ood S cience and T echnology , H ebei

A g ricu ltu ra l U n iversity , B aod ing 071001, Ch ina)

Abstract: T he p reserva t ive and co lo r p ro tect ive agen ts u sed fo r beef p reserva t ion w ere stud ied and
screened ou t. T he com pound p reserva t ive fo rm u la w as stud ied by the experim en ts fo r com b in ing the
p reserva t ive and co lo r p ro tect ive agen ts. It w as com b ined w ith vacuum package and the vacuum com pound
p reserva t ive bags w ere p repared fo r beef p reserva t ion. T he bags w ere u sed in beef vacuum package fo r

p reserva t ion. T he p reserved period reached 35 days w ith good quality indexes.

Key words: beef; vacuum package; com pound p reserva t ion

In teract ion M echan ism of Two Stra in s in Production of M icrob iolog ica l Prote in (M BP) 4320
for Feed Use (122)⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
G uo W e ilie , G uo Q inghua , Xie Xia oba o , Xu Hong　 (Guang d ong Institu te of M icrobiology , Guang z hou 510070,

Ch ina)

Abstract: T h is paper repo rts fo r the first t im e tha t the M BP ferm en ta t ion is based on the rela t ion sh ip

betw een the tw o selected good stra in s of G. Candidum A s. 2. 361 and A sperg illu s n iger N o. 303, w h ich is
comm en sa lism. T he flo ras, like the appearance of hyb rid iza t ion fo rm ed by A s. 2. 361 w hen it is co2
cu lt iva ted w ith N o. 303 in 4320 M BP ferm en ta t ion, a re p roved to be a specif ic fea tu re of comm en sa lism

th rough Fu san t T est, H eterocaryon T est, Sub stra te M ycelia O b serva t ion, D iffu sion2b lock T est and
M icro scop ic Exam inat ion. T he quan t ity of flo ras d irect ly reflects the ex ten t of comm en sa lism and the
quality of M BP 4320 as w ell, w h ich is of grea t app lica t ion value. Effect ive facto rs in comm en sa lism are
cit ric acid, p ro tease, g lucan2am ylase, and a2am ylase p roduced by N o. 303, and they funct ion direct ly,

ind irect ly and coopera t ively. Am ong the facto rs, am ino acids, especia lly Glu, ca ta lyzed by p ro tease from
N o. 303 and cit ric acid p roduced by N o. 303 can st im u la te grow th of N o. 2. 361 strik ing ly. T hey are the tw o
new ly2found top comm en sa l facto rs in p roducing M BP from starch m ateria ls, w h ich is d iscovered th rough

o rthogonal test and is com p letely d ifferen t from o ther repo rts tha t the m ain facto rs in p roducing SCP w ith
sta rch m ateria ls a re such enzym es as g lucan2am ylase.

Key words: m icrob io log ica l p ro tein; in teract ion m echan ism ; comm en sa lism

Appl ica t ion of M a ltogena se and B-Enzym e to the Production of M a ltose Syrup (126)⋯⋯
Zhou J ia nq in1, Luo Fa x ing 2　 (1. D ep artm en t of B iology and F ood , H ef ei U n iversity of T echnology , H ef ei 230069,

Ch ina;　2. Colleg e of F ood E ng ineering and B iology , S ou th Ch ina U niversity of T echnology , Guang z hou 510640, Ch ina)

Abstract: T he effect of liquefact ion degree on saccharif ica t ion of M altogenase and B2enzym e and the effect
of ra ising do sage of saccharifying enzym es on the m alto se con ten t are stud ied in th is paper. T he

com b ina t ion of M altogenase , B2enzym e is a lso stud ied. Based on the above experim en ts, the liquefact ion
degree has a p rofound effect on saccharif ica t ion; the com b ina t ion of M altogenase, B2enzym e is found to be
ab le to increase m alto se con ten t effect ively.
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