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微生物诱变的数学模型

及诱变育种的设计

刘 垂 牙

(安徽农学院)

提 要

控制微生物数量性状的多基因系统的诱变表达
,

可以用混合分布来描述
.

群体水平上微生

物诱变的数学模型的典型情况为均匀诱变分布
,

即两个正态分布的混合分布
.

用电子计算机的蒙特卡洛模拟
,

对现有的三种估计方法作出了评价
,

发现它们都不能令人

满意
.

提出了交互反馈最小卡方估计
,

这是适宜于电子计算机执行的理想的方法
.

参数州即

突变率)的误差估计
,

可以通过误差传播公式加以测定
.

微生物工程的诱变育种
,

可以分为三个阶段
:

预备试验
,

鉴定试验及验证试验
.

通常所说

的
“

初筛
” ,

实际上是鉴定试验
.

在此以前
,

应当安排由一系列实验组成的预备试验; 验证试验

则由复筛及车间对比组成
.

给出了一个实例
.

培养条件的优化
,

可以采用析因回归调控的方法
.

给出了一个简化的实例
.

一
、

引 言

现代微生物工程的推动力之一
,

就是目标产物的产生菌通过基因突变 (广义上包含着

重组)使其目标产物的产率持续地大幅度提高
.

然而
,

随着微生物工业发酵水平的提高
,

获得高产突变株的机会愈来愈小
,

育种的难度愈来愈大
.

为 了克服盲 目性
,

提高效率
,

除加

强遗传分析
,

探索新的途径
,

改进工艺以及精确实验操作之外
,

针对微生物育种本身所具

有的随机性
,

采用数理统计方法来设计实验
,

收集
、

整理
、

分析和解释数据
—

揭示规律
,

用 以指导进一步的工作
.

二
、

多基因系统诱变的表达

微生物工程中目标产物的产量属于数量性状
,

受多基因系统所控制山
,

即有核内基

因
,

通常还有核外基因的共同作用
.

遗传学的基本原理指出
,

生物数量性状的表现型值是

基因型值及环境值的共同结果
.

除去外部条件的大环境 (m acr oe n vi ro n m en 幼效 应 外
,

生物体内的微环境 (m i二oe n v iro n m en t) 效应造成了在相同的外部条件下个体发育的参

差性
.

微生物除遵循这些共同的原则外
,

还有着其独特之处
.

微生物在摇瓶或发酵罐中

1 98 4 年 8 月 1 7 日收到
,
1 9那 年 2 月 2 5 日收到修改稿

本研究课题曾获农枚渔业部颁发的 1 98 2 年农枚渔业技术改进一等奖
。
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是一个有生有灭 的群体
,

所观测到的目标产物的产量是这个多世代群体的表现
;
并且由于

空间及资源有限
,

这个多世代群体的发育必将影响 其赖以生存的外部条件
,

而外部条件的

变化又会影响群体的继续发育
.

多世代群体发育及其与环境的交互作用
,

是微生物数量

性状的一个突出的特点
.

另外
,

摇瓶的振荡及发酵罐的搅拌
,

它们是微生物工艺学所决定

的
,

但在数学工作者的眼光下
,

却无疑在起着均匀混合的
“平均

”
作用

.

综上所述
,

按照概

率论中的中心极限定理
,

可以得出结论
:
一般微生物菌株在相同的环境下

,

许多子代摇瓶

(或发酵罐)目标产物发酵单位的分布(称为微生物菌株的分布 )近似于正态分布
.

广泛的

实践证实了这一结论
〔
伙

微生物 自发突变的随机性
,

早已由 Lu ri a
等田

、

N e w co m be 咖 及 L ed er be 馆等
〔训人所

证实
.

诱发突变的随机性则可从分子生物学的进展得到肯定
.

譬如
,

紫外线诱变的主要

机制是使 D N A 中两个邻位或斜对位的胸腺啥咤聚合成二聚体
,

但究竟哪一对胸 腺 嗜 咙

发生聚合却是随机的 ; 又如
,

5-- 浪尿哦吮可以呈酮式代替胸腺嗜陡掺入 D NA 中与腺嗓吟

配对
,

而在复制过程中又可以呈烯醇式与鸟嗦吟配对而发生突变
,

但究竟 手澳尿嗜陡掺

入 D N A 中哪一个位置却是随机的
.

长期以来
,

微生物学中对突变的研究大多基于对特定的表现型的直接计数
.

但基 因

突变对于表现型的变化
,

既不是充分条件也不是必要条件
.

特别是微生物工程着眼于目

标产物的产量
,

而多基因系统的突变型是无法象对待营养缺陷型那样用选择性培养基来

加以分辨的
.

对于微生物诱变
,

把接受诱变处理的所有个体 (抱子或细胞)看作是一个总体
.

不加

诱变其分布一般应近似于正态
.

诱变后
,

这个总体将被分解成为三个部分
:

一部分(D )在

诱变剂的作用下致死
,

另一部 (R ) 虽经诱变剂处理却最终没有发生突变而保持着原来的

基因型存活下来
,

最后一部分 (M )则是存活 的突变型
,

如果用 尸(刀)
、
P (R )

、
尸 (万)分别

表示被处理个体在诱变后致死
、

未突变及突变的概率
,

则有

P (D )+ P (R )十P (万) ~ 1
.

(2 一1)

致死率及诱变效应的可重现性
,

使得我们有证据去推断 P必)
、
P (丑) 及 P (万) 在一般微

生物诱变试验中是取常数值的
;
这样的诱变称为均匀诱变

.

诱变后存活个体目标产物产量所确定的分布称为诱变分布
.

显然
,

诱变分布应当是

未突变分布及突变分布的混合分布
,

两个支分布混合时的比例因子恰是突变率
.

不妨假设 出发菌株近似地服从正态分布 了 (海
,

试)
.

由于 P (R) 为常数
,

故未突变

分布应与出发菌株的分布相同
,

具有分布函数

* (
二
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由于 P (M ) 也是常数
,

再加所观测到的突变型目标产物的产量受着多基因系统控制
,

并

且又是多世代群体的表现
,

因此
,

简单而合理的假设是
:

突变分布近似地服从另一正态分

布
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从而
,

均匀诱变分布函数 F (对 具有两个正态分布的混合分布形式 (其中夕 即为夹变粉
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大量微生物诱变试验的 结果证实了均匀诱变分布的这种特性
〔

气

三
、

交互反馈估计

群休水平上微生物诱变的数学模型
,

一般可以归结为两个正态分布的混合分布
.

后

者是一类理论上棘手但应用上重要的问题
.

文献〔3〕提出了条件矩估计
、

条件 最 小 沪估

计及信息条件最小 扩估计
,

但其优劣却未有评价
‘

我们利用 电子计算机的 M。。te Car lo

模拟作了这项研究
.

运用均匀变量构成正态变量的经典方法
〔幻

,

在电子计算机上随机地

产生 18 9 个 N 口03
.

72
,

42
.

00 ) 的样品及 3 11 个 N (1 22
.

99
,

40
.

9匀 的样品
,

从而组成一

个容量为 乐刃 的混合样本
,

对每个样本都作出上述三种估计
.

把所产生的 50 个样本
,

按

产生的顺序
,

每十个作为一组
,

分为五组
,

分别就估计的参数予以统计
,

再把 50 个样本合

并加 以统计
.

结果列于表 3 一1.

表 卜1 三种估计方法的评价

方方法法 参 数数 第一组组 第二组组 第三组组 第四组组 第五组组 五组合计计 期 望望

信信最最 ppp 均 值值 0 6 1 8 666 0
。

6 23 777 0
.

6 1 9 444 0
.

6 2 1 111 0
。

6 2 3 111 0
.

6 2 1222 0
.

6 2 2000

息息刁之之之 标准误差差 0
.

的2 555 0
.

Oa 4 999 0
.

仪)7 888 0
.

伪3444 0
.

伪6 333 O
。

00 2 33333

条条落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落落件件计计 脚脚 均 值值 1 2 3
.

2 111 1 2 2
.

9 666 1 2 3
.

1 555 1 2 3
.

0 777 1 2 3
.

0 111 1 2 3
.

0 666 1 2 2
.

9 999

标标标标准误差差 0 1 3 0 666 0
.

1 6 3222 0
.

1 9 1 000 0
.

1 5 6 555 0
.

0 6 0 444 0
.

0 6 9 99999

条条条 ppp 均 值值 0
.

6 8 7 666 0
‘

6 79 000 0
.

5 7 1 888 0
.

5 7 3 111 0
.

5 9 0 888 0
.

6 8 0 555 0
.

6 2 2000

件件件件 标准误差差 0
.

0 2 0 888 0
。

0 18 000 0
.

(X) 9 111 0
.

0 2 0 666 0
.

0 1 7 222 0
.

咤X)7 88888

矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩矩
估估估 详工工 均 值值 1 0 4

.

6 777 1 0姿 7 111 1 0 4
.

7555 1 0 4
。

8 999 1 0 4
、

3 111 10 4
.

6 777 10 3
.

7222

计计计计 标准误差差 0 5 0 6333 O
,

4 18 555 0
.

2 80 555 0
.

4 9 2555 0
.

4 0 7 999 O
,

1 86 99999

川川川夕夕 均 值值 1 2 3
.

4 000 1 2 3
.

6 777 1 2 3
.

9333 1 2 3
.

6 777 1 2 3
.

6 333 1 23
.

6 666 13 2
.

9 999

标标标标准误差差 0
.

2 74 888 0
.

2 8 0 111 0
.

1 4 3999 0
.

2 9 7 666 O
、

3 5 8 777 0
.

1 2 1 44444

条条条 PPP 均 值值 0 6 0 7 999 0
.

6 0 5000 0
.

6 ()5000 0
.

6 0 6222 0
.

6 0 7222 0
.

6 0 6 333 0
.

6 2 2 000

件件件件 标准误差差 0
。

(X) 1777 0
.

0 0 1 222 O
。

00 1111 0
.

(减〕王333 0
.

峨叉)1666 0
.

0《))66666

最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最最小小小 拜111 均 值值 10 生
.

2222 1 0 4
.

1 111 1 0 3
.

9777 10 4
、

1777 10 3
.

9666 1 0 4
.

0 999 10 3
.

7习习

之之,,,
标准误差差 0

。

1 2 3000 0
.

0 74 000 0
.

1哎0 666 0
.

0 72 555 0
.

0 90 999 0
.

0 4 7 55555

估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估估
计计计 勿勿 均 值值 12 3

,

1 333 1 2 3
.

2 999 1 2 3
.

5 777 1 2 3
.

3000 1 2 3
.

拓拓 1 2 3
.

3 333 1 2 2
.

9 999

标标标标准误差差 0
.

0 9 7666 0
.

1 0 9 444 0
.

1 52 222 O
、

1 1 6888 0
.

14且444 0
.

0 5幻幻幻

对于表 3一1 所列三种估计的
“五组合计

”项参数夕
,

可 以用 SN K 澎
刀对估计值作多重

比较
,

见表 3 - 2
.

其它四个参数
,

也有类似结果
.

模拟的结果说明
:

(力 信息条件最小 扩 估计未发现有偏
,

显著优于其它两种方法
,

但此法必须依赖于
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法

值 歹

表 斗 2

2 2 估计

0
.

6 0 6 3

0 0 2 5 8
升 书

参数 尹三种估计的多重 比较

矩估计

0
.

弓8 0 5

信 急估计

0
.

6 2 1 2

比较范围 极显著范围

确
‘

O工S J

方一均

矛 的差值
0

,

0 1 4 9
器

0
.

0 4 0 7
务 .

0
.

0 1 73

0
.

01 9 6

奋

表示 0 05 水平显著
.

肠 舟

表示 0
.

0 1 水平显著
.

精确的前馈信息
.

(2 ) 条件矩估计有显著的偏离
,

且稳定性劣于其它两种方法
,

不宜采用
.

(3 ) 条件最小 尸 估计是有偏的
,

但优于条件矩估计
,

其稳定性则优于其它两种方法
.

由于上述三种方法都不够理想
,

故而有必要建立一种无偏
、

稳定而又不必依赖前馈信

启
、

的方法
.

交 互反馈最小 尸估计就是这样一种方法
,

其具体步骤为
:

(1) 按照条件最小 扩估计
,

在

m 、n ; ,

(, {
。, , 。。,

。3 , 勺‘) (3
一1)

时 得到一组估计值 夕1 ,

牙、
1

.

, ), :
人

, : ),

玉《, , : ) ,

旅
,
1 ) ,

其中
。, , , 。, 。3 , , ;

是诱变样本的前 四 阶

矩
.

(2 ) 把 乳
, . : ,
及 旅

, : )
(或者瓜

, , , )
及曦

,

动 作为前馈信息
,

按照信息条件最小 扩估计
,

在

m in x Z

(p 云(1
, , ), :

入
.

, ) , 、, , 。,

) (3
一2 )

(或者 m sn x ,
(夕 !玉

(。
,

, ) ,

碌
,

1 ) , , : , 。。
) 时

,

得到一组估计值夕, ,

玉、, . , ) ,
s汽

,

, ) ,

玉(
。

,
, 、,

娘
,

2 )
(或

者 夕。
,

三(
:

.
。) , s
人

,
: ) ,

牙〔
。

,
1 ), :
九

,
: )
)

.

(3) 再把 风
。. 2 , 及裱

,
2 )
(或者 玉

(1 。>
及 对

1 , 2 )
) 作为前馈信息

,

按照信息条件最 小 尸估

计在

m in x ,
(尹 }历(2 , 。) , :

扎
,

2 ) , , , , , 勺,

) (3
一3)

(或者 m in x ,
C, !玉

(: . , ) ,

s?l
,
2 ) , 、: , 。2

)时得到一组估计值夕
3 ,

玉《, , 。) ,

才
:

,

: 。,

玉(
, , , ) , :

孔
,

: )
.

(4 ) 重复(2) (3) 两个步骤
,

直到相邻两次迭代所得 护值的差值在绝对值上小于预先

给定的精度时
,

终止迭代
.

进一步的 M o n te Car lo 模拟研究得到 以下一些主要结果
:

(劝 按前述方法在电子计算机上产生了十个棍合样本
,

参数 夕的条件最小 扩 估计值

的均值为 0
.

6 0邱
,

对应的标准误差为 0
.

00 1 4
,

由于 夕的期望为 0
,

6 2 2 0
,

仍然是有偏的
;
但

相应的交互反馈最小 扩估计值的均值为 0
.

62 09
,

标准误差为 0
.

0 01 5
,

未发现有偏
,

稳定

性一致
.

其它四个参数也有类似结果
.

(2飞首次反馈信息取 虱
1

,

, )及 5?1
.
1 ,

与取 云
2 , 1 ) 及 s

叙
1 ) 所得结果一致

,

见于表 3 一3.

这是对同一样本作估计的结果
,

微小的 出入是由于把 尸 差值的精度预定为小于 0
.

沮

所致
.

(3 ) 交互反馈最小 护 估计可以显著地提高符合度 (fit n es 的
,

实例见于表 3性
.

综上所述
,

交互反馈最小 义“估计是一种适宜于在电子计算机执行的较为 理 想的 方

法
.
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表 导3 首次反馈信息的影响

交 互 反 馈 最 小 护 估 计 值
首次反馈信息 {

—
l

p
。
;

荡(1
,
二) ,

岛0 江 ),

曦
,
1 )

,
孔

, : ,

0
.

6 2 6 2

0 6 2 5 5

}

一
卜华- ⋯

一
{

} 10 4
·

1 9

} 叨
·

9 7

1
1 2 2

·

79
{

}
工04

·

2 0 }
4 1

·

0 5 }
1 2 2

·

80 】

吸7
.

2 2

咬6
.

8 9

表 3 4 交互反馈对符合度的影响

ppppppp 召111 峨峨 召222 口乌乌 X ,,
叮叮 尸尸

反反馈前前 0
.

6 1 7555 1 0 3
.

8 000 3 5
.

1000 1 2 3
.

2 999 3 8
.

7 666 5
.

3 8 000 333 O
。

1 5444

反反馈后后 0 6 2 6 777 1 0 4
.

0 555 3 9
.

8 888 1 2 2
.

8 888 4 6
.

9 555 1
.

2 9 111 333 O
。

了3 222

参数脚
,

时
,

脚
,

雌 的估计值的误差
,

可以从相应的支分布得出
,

这里需要研究的是

参数 夕的估计值的误差
.

令 王:
及玉

:

分别表示来 自混合样本的 户、 及 种2

的估计值
,

牙。表示棍合样本的均值
;
必

及 雄分别表示来自混合样本的 时 及 雌 的估计值
,

峭表示混合样本的方差
.

由于

”3 ~ (1 一劝秘;
+ 夕j。: (3

一4 )
从而 即有

淘淘们--8)(3侈侈侣必~ 粤匕理2

工口一 劣1

显然
,

只要
{”

。一户 : !> 二a x (a
i , 。 :

)

(对于微生物即为诱变效应显著 )
,

就有

瓮
}>>

}叠票
O’ ·

(‘

小
一 ‘

,

2
,

3
·

故 夕的方差可用误差传播公式来加以近似估计
3

-

/ 习虎 、 , _

吞
,

(劝 ~ 艺 (气些 ) 沙
艺

(, .

)
‘, 1 、

口工‘
/

工 3 一劣 2

(历
: 一历1

)
4

/ 二 二 、2 ,

。 、

、沈 只— 汤 愧 , ,
.

上 勺
S 示 州卜 一一二二一- 一~ 一二, 一~ , , ~ S孚

~ .

十 一气二-
~ 一, 二 , -户, , 名不

。 _

一 孟
/ ~ 、 、 2 一 了, 一 、习 - 二
\去 2 一 汕 1 户 \山 2 一 决1 夕

对于表 乐1 所列数据
“五组合计

”项有 瑟3 ~ n s
.

7 1
,

恰与其期望 拜。
吻合

, 戈
:

~ 0
.

04 能
.

按式 (3
一
8) 可得

“五组合计
”
项夕的均值的标准误差分别为 0

.

00 34 (信息条件最小 广 估

计)
、
0

.

0 0 5 9 (条件矩估计)及 0
.

00 28 (条件最小 扩估计)
,

而模拟所得的对应标准误差分

别为 0
.

0 0 2 3
、
0

.

00 7 8 及 0
.

00 06
.

从而可见
,

按式 (3
一8)去估计 夕的误差是可行的

.

对于微生物诱变
,

即使是非均匀的
,

其诱变分布仍可用混合分布来描述
;
而对一般的

棍合分布
,

只要其两个支分布都有前两阶矩存在
,

就可以用交互反馈最小扩法来作参数

估计
.

四
、

诱变育种的设计分析

微生物诱变育种试验
,

一般应当分为三个阶段
:

预备试验
,

鉴定试验及验证试验
.

下

面即以龟裂链霉菌 (St le p to m yo s ri m 。, u s)诱变育种的实例来加 以说明
.
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微生物诱变育种中
,

通常所说的
“初筛

” ,

实际上是鉴定试验
,

在此之前应当先做一系

列的预备试验
.

预备试验可由若干小而灵活的实验构成
,

每次实验应当只有一两个明确

的 目的
.

一般
,

预备试验的 目标应包括
:

(1) 出发菌株的遗传变异能力得到估计
,

证实其

适宜作为出发菌株
;
(2) 诱变剂的效应得到估计

,

证实其确有产生高产突变株的可能
;
(匆

所选用的环境条件确实能使高产突变株得到表达
.

通过遗传背景分析得知
,

从原始 菌株 5
.

ri m o o u , 少100 1 到 所 选 用的 出发菌株 S.

ri 二os us 151 (华北制药厂提供)已经历 4 4 次诱变或 自然分离
.

其中用得最多的 诱 变 因

素是烷化剂
,

共 1 3 次
;
氯化铿只在中期用过 4 次

,

并且都是作为后处理因素与其它因素复

合使用的
.

鉴于氯化锉前处理增强射线诱变作用已有报道闹
,

故而选用了氯化锉前处理

与紫外线复合作为诱变因素
.

第一次预备试验估计了氯化锉前处理后紫外线不同照射时间 5
.

对m

~
151 的致死

率
,

结果列于表 4一1
.

由于前处理后 已有半数左右的抱子死亡
,

故而选择了总致死 率 为

9 6
.

9多 的 60 秒钟为照射时间
.

表 牛1 致死率的估计

氯化铿前处理后紫外线照射时间 (s)

致 死 率 (% )

- 一二一一
一

}一一竺
-

一阵止牛一
万注

·

万 }
”o

·

3 ! ”6
·

” ~ 1田

第二次预备试验的目的是在检验所选定的诱变 因素的有效性的同时估计出发菌株的

遗传变异能力
,

其结果列于表 4 - 2
.

表 今马 诱变效应及变异能力

二 。

卜
二

、 _
_

_

仁
一

二 一
,

, 一

二
一 ,

旦
、 _ 一

万

一一

—
卜一二止竺一兰一一{一一呈竺兰二生一

-

卜一里止里匕兰一一
平均效价

劣

}
工叫 }

工以 泪
}

标 准 等
“

}
6

·

1 8

}
1 1

·

, j

}
样本客量

”

}
工8

}
工4

1
稳 度

L, , C. 1 工6
·

1 8 } “
·

7 6 1

从表 4 一2 的第一列数据
,

可 以对出发菌株的遗传变异能力作出估计
.

在预备试验的

条件下
,

出发菌株 的稳度达 16 左右
,

证实 s
.

r 直n 例训 1 51 是一株高产稳产的菌株
,

适宜作

为诱变育种的出发菌株
.

从表 4召 的前三行数据
,

可以用 S NK 法对三个均值作多重比较

而对诱变效应作出估计
,

从而可 以有足够的把握去推断
: “
前处理

”
的平均效价高于其它

两者
,

所选定的诱变因素是有效的
.

按文献〔4〕所述
,

选定突变率 夕~ 0
.

5
,

P0 ~ 0
.

023 (即预备试验中发酵摇瓶效价 超 过

11 2
.

4 的频率)
,

几 ~ 0
.

08 (即当诱变后平均效价能被接受为显著差 异时 摇 瓶 效 价超 过

1」2
.

4 的概率 )
,
“ ~ 0

.

01 (即未发生高产突变而被接受的风险)
,

月一 0
.

0 5 (即已发生高产突

变而遭拒绝的风险)
,

即可算出
:

诱变后至少应挑取 21 3 个单抱子菌落
.

实际上共做了 3 2 3 个单抱子菌落的发酵摇瓶
,

并同时做 了 41 个出发菌株 的对 照 摇

瓶
.

用交互反馈最小 扩估计可 得 户
r

一 103
.

72
,

升一 42
.

09
,

户。 一 1 2 2
.

99
,

沙盖一 4 0
.

9 4,
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; 一 0
.

62 20
.

从而可见
,

诱变的突变率略高于 0
.

60
,

突变均值较出发菌株的均值有极显著

的提高
,

突变方差与未突变方差均较小
,

突变型与出发菌株的基因型很少有可能混淆起

来
.

可以推断
:

诱变效应良好
.

由于诱变是成功的
,

因而确定了一个较高的
“门槛

” :

从前

述 32 3 个参试菌株中选出 16 株摇瓶效价超过 扮8 的菌株作为入选株
.

这个过程就 是 鉴

定试验
—

初筛
.

对于整个育种工作来说
,

鉴定试验是关键环节
.

鉴于初筛入选株较多
,

为了在同一环境下作比较
,

就把全部初筛入选株在出发菌株的

对照下作半复筛
.

通过半复筛
,

从 1 6 株初筛入选株中挑出了其平均效价超出半复筛中出

发菌株平均效 价一成以上的 6 株参加复筛
.

对 6 个参加复筛的菌株
,

在出发菌株的对照下
,

就它们的平均效价作序贯 云检验
,

其

原假设为 户1 ~ 户
, ,

备择假设为 1
.

1灿 , ( 户
:

(即可望突变型较出发菌株增产一成以上 )
,

第一

类统计学错误的风险取定为
a ~ 0

.

0 6
,

第二类统计学错误的风险取定 为 月一 0
.

2 5
.

本 来

计划逐批调整累计
,

但第一个批次就得出了接受备择假设的推断 ; 为慎重起见
,

还是再做

了两个批次
,

仍然单独地就可以得出接受备择假设的推断
.

编号 99 的突变株在三个批次

中表现最好
,

因而入选进入下一阶段的试验
—

车间对比
.

车间对比
,

是投产前的最后的也是最重要的一个步骤
,

它和复筛构成了验证试验
.

在

经过试生产证实不会因采用编号 99 菌株而招致重大经济损失以后
,

安排了
“同步对比

, ,

的

中间试验性生产检验
,

即在同一车间由同样的操作人员在 同样的设备上按原来的工艺把

选育株与出发株随机地安排罐批次序投入车间生产 (采取
“同步对比

” 的理由是诱变效应

显著)
.

对比的结果见于表夺3.

表 今3
“

同步对比
”
结果

菌 株 编 号
生 产 罐 数 平 均 放 罐 效 价

}
.

⋯⋯a.1oo
1 1 5

.

6 8

29
嘴止

..吸.口口.

..月.

.

.

月.

1Qr591
一

从表 3一3 可见
,

经过 21 个罐批的车间对 比
,

即已得出接受备择假设的推断
,

可以预期

编号 99 菌株投产后较 场1 菌株增产一成 以上
.

编号 9 9 菌株正式投产后
,

实际增产达 20
.

6 界
.

这次试验由于事先有 比较完善的设计
,

每做一个实验都有明确的目的
,

通过分析而得

到的推断通常要比
“
经验

”
更有把握

,

故整个试验 (包括车间对 比 )只用 了不到半年的时间
,

育种效率大为提高
.

五
、

培养条件的优化

在微生物工程中
,

培养条件所涉及的因素很多
,

是一个复杂的多因素优化问题
.

由于

所观测到的表现型值是基因型与环境的共同结果
,

培养条件的优化就是使环境特别是环

境与基因型的交互作用取得尽可能大的正效应
.

微生物工程目标产物的产量一般呈非线性变化
,

优化的 目的又在于寻求使得产量这
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个数量性状达到极大值的培养条件
,

这样就使得一些常用方法
,

例如逐步回归
,

难以奏效
.

但微生物实验可以较均匀地控制条件而在短期内获得大量信息
,

却是一个难能可贵的优

点
.

从微生物工程的实际出发
,

作者提出了析因回归调控的方法来优化培养条件
.

“
析因

”
指的是析因设计 [71

.

根据 目标产物的代谢途径及生产经验
,

选定若干因素及

每一因素的若干水平而设计出一项析因试验
,

以验证这些因素的主效应及交互效应
.

“回归
”

指的是回归分析
.

当所选因素在所选水平上通过析因试验证实它们的主效应

或交互效应确实对 目标产物的产量有显著影响后
,

采用回归分析的方法建立起回归方程

(一般以多元二次多项式为首选模型)
.

“调控
),
指的是在析因及回归的基础上进行调整和控制

.

有了回归方程
,

就可以作出

预测
.

由于预测的结果仍然具有随机性
,

即以一定的概率水平出现在某个范围内
,

故而对

预测的结果不能无条件地接受
.

如果预测极值点并非实验点所能表述
,

或预测结果不能

接受
,

则应再设计另一项析因试验
,

力求把这项试验的 中心向量取得与极值点一致
,

并再

作一次回归分析
.

直到预测结果与实验结果相符
,

就可以把所得结果作为控制条件
,

并用

在这个控制条件下的生产状况作为反馈信息来进一步调整控制条件
.

根据作者的实践
,

在目前的实验条件下
,

所选定的因素以一次不超过五个为宜
,

一般

不超过三次循环就可以得到比较满意的结果
.

在所需要研究的因素相当多时
,

可以采用

交互反馈优化的方法来进行析因回归调控
.

根据作者的实践
,

温度
、

PH 及接种量等条件一经优化就比较稳定
,

然后应当把重点

放在碳
、

氮
、

磷等主要元素上
,

其它元素可再放后一步
.

当然
,

这是就一般而论
,

对于具体

的 目标产物更重要的是应作具体分析
.

考虑到篇幅
,

下面仅就豆饼粉及怡糖两个因素对生米加链霉菌 (S tre Pt o m yo 朗 。yo a-

r o九ci en 的某菌株的代谢产物的效价的影响为例来加 以说明
.

实验数据载于表 卜1.

表 孚 1 3 火 3 析因试验的观测数据

40住
口口

.

⋯
Q盯,土几山于.内hl才770

一J83.

⋯
5708O

�
788

竺
7

·

“

了8
,

昌

8 1
、

3

八JS片
‘
8838781卯

22222

33333

7 6

8 6

::
.

:

1 0 7
.

4

1 0 1
.

6

9 7
.

生

1 〔)生
.

9

C8s
t‘

.

⋯
t内‘
J

4八6,片卜降了‘6
l口一匀no‘,,.0058

�‘G��b门」

:;
.

;

表 5一2 给出了对表手1 数据作析因分析而得到的结果
.
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表 5-- 2 表 少 1 数据的析因分析

变 异 来 源 自 由 度

22222

22222

44444

222 777

一二一二二上
一

」
一二上- 1一卜一共

.

一1 63 3
·

, 5
}

8 1 6
·

9 8
}

“o
·

1 4

了吕1
·

35 }
”9 0

·

6 8

{
“

·

6 3

3 召9 乃 8

{
”7

·

4 名

1
“

·

4 。

一一翌竺匕一!一一止些鱼
一 一

一
一}

_
3 900

·

3‘

{ {

从表 see Z 可见
,

因素 且 (豆饼粉)及因素 B (怡糖)在所试验的水平上
,

对目标产物的效

价均有极显著的效应
.

另外
,

从表 4 一2 中的误差项均方 (M S
E

)还可以得到一项公共标准

误差仕表示重复度
,

本试验中
: ~ 4)

.

/丽瓦⋯ /不燕万
丫耳一 一 V 一丁一 一 。

·

土。 · (字 ]
一

)

设 J
: 表示豆饼粉的百分含量

,

了
,

表示怡糖的百分含量
,

Y 表示目标产物的效价
,

从

表 导1 所列数据就可以得到回归方程

Y ~ 一 9 8
.

1 0 4 9 + 84
.

164 7了
, + 2 6

.

7 6 1 6了
: 一 1 4

.

0 6 3) 菱

一 0
.

2 09 7 5厂
i
J

, 一 2
.

1 6 8 7 5X 姜
.

(5
一2 )

进而可以从式 (手2 )得到预测极值点

(了
: ~ 2

.

9 5
,

X
, ~ 6

.

03 ) (5
一3 )

预测极值点与试验的中心 (了
: ~ 3

,

了
2 一 6 )相近证实了试验设计是成功的

.

由于预测极

大值的近似值

刀 (Y }了
: ~ 3

,

X
:
一 6) ~ 1 0 6

.

5 4 (5 一4 )

与在 3多 豆饼粉及 6 形怡糖下的实际观测 目标产物的平均效价 102
.

8 2 6 间的差异在一个

标准误差左右
,

预测结果与实验结果相容
.

因此
,

对所试验的菌株
,

仅就豆饼粉及怡糖两

个因素而言
,

其优化条件可控制为 3 界 豆饼粉及 6 多 怡糖
.
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A MA T H EMA T ICA L MO D EL FO R M IC R O B IA L

MU T A G E N E S IS A N D T H E D E SIG N O F

MU T A G E N IC B R E E D IN G

L lu C R u i y u

(A , h ,‘艺A g 行e u l君。 r a l C o Zle夕e )

人 b3 tr a o t

T h e e x Pr e朋io n o f m u ta g e n e si日 o n PO I了g e n ie sy日te m w h ie h eo n t r o 13 a q u a n tita
-

tiv e e h a r a ete r o f m ie r o be ea n be r e Pr e se n te d b y a m ix ed d is七r ib u tio i i
.

A m a t li em a -

tie a l m od
el fo r m ie r o b ia l m u ta g e n e sis o n Po Pu la tio n a l le v el 妇 a u n ifo rm 一m u ta g e n ie

d io tr ib u tio n (1
. e

.

a m ix ed d is 七r ib u tio n o f tw o 二o r m a l d i日七r ib u tio n 。)
.

A n e v a lu a ti o n o n th r e e e o tim a tin g Pr o eed u r e 日 h a 日 玩
e n m a d e b y a n ele e tr o n ie

e o m Pu te r w ith M o n te Ca r lo S im u la tio n
.

I七is fo皿d th a t all o f th e o e p r
oc

e d u r e o a r e

n o t o a tiofa e to r y
.

A Pr o e e d u r e ca lled In t e r

fee d ba
ek Min im u m Ch j一S q u a r e E stirn a tio n

i“ p r o p o “e d w h ie h i , fo u n d to be a sa tisfa e to r 了 o n o a n d i , su ita b le fo r e x e e u t in g

a t ele et r o n ie co m Pu te r。
,

A n e stim a te o f e r r o r fo r Pa r a m e te r 夕 (1
.

e
.

m u ta 七io n

r a t。)
e a n b e m e a su r e d th r o u g h th e fo r m u la o f e r r o r

.

Pr o p a g a tio n A m u 七a 一

g e n ie b r e e d in g in m ie r o bia l e n g in e o r in g 10 d iv id e d in to th r e e st a g e s : a p r o p a r a tiv 。

e x Pe r im en t , a n aPPr a isal e x Pe r im e n t a n d a eh e ek in g e x Pe r im e n t
.

A Pr im a ry

g e r ee n in g
, a 3 it 15 g e n e r a lly ea lle d

,

15 a etu a lly a n a PPr a isa l e x Pe r im e n t
.

Be fo r e th e

a p p r a i”al e x p e r im en t, a Pr e P3 r a 士iv e e x p e r im e n t e o m Po o e d o f a se r ie , o f t r ia l3

sh o u ld be ta k e n
.

A e h e ek in g e又p e r i班e n t 10 e o m p o o ed o f a se e o n d a r y ser e e n in g a n d

a pla n t eo n t r a o t
.

A n ill u s t r a tio n 10 g iv e n
.

A n o P tim isa tio n te eh n iq u e e 昆11e d F a e to r i日a tio n 一R e g r e日sio n 一M o d u la tio n 一C o n 七r o l

1 5 r e e o m m e n d e d 七0 o Ptim jse th e eir c u m o ta n ee o o f m ie r o bia l eu ltu r e
.

A 日i班Pll fi ed

illu str a tio 且 15 g iv e n
·


