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离子束诱变中曰订c抛s扣砌Z MH602菌体
保护剂的研究
阮建兵，潘瑶，何冰芳

(南京工业大学制药与生命科学学院，江苏南京210009)

[摘要] 离子束诱变过程中，菌体细胞较长时间处于干燥、营养贫瘠的条件下，死亡率高．本研究比较了在干

燥、营养贫瘠条件下，多种寡糖对对数生长期的嗜热海因酶产生菌曰口础w矗碰i MH602菌体细胞的保护作用．

海藻糖效果显著。其最佳保护剂量为2％；同时证明海藻糖的保护作用没有对离子注入效应产生负面影响；首次

报道了在离子束诱变技术中采用海藻糖作为保护剂提高突变率和诱变效果．相关结论对于抗干燥性能较差的

微生物采用离子束诱变技术进行菌种选育具有实际指导作用．
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Study on Protectors for圆切c以ms如蒯MH602 in the Ion Beam Mutation
Ruan Jianbing，Pan Ya0，He Bingfang

(Couege of Life Science and Pha硼aceutical En舀neering，Nanjing uniVersity of Techn0109y，N蛐jing 210009，china)

Abstract：During the ion be锄mutation pmcess，microbes have to be put under a dry condition without

nutrient fDr a long time，tllus results in a higll dea山rate of tlle ceUs．B∞i朋獬加rd托MH602 can produce

themostable hydantoinase．Very low sur、rival rate is obtained when MH602 is treated witll ion be踟in the

exponential growth phase．In order to protect the cells under the dr)r condition，山e efkcts of several oligo-

sacchmides on the cells of MH602 are detemined．The best pmtector is trehalose with the optimal con-

centration of 2％．Negative e珏．ects fr(粕ion beam mutation 0f trehalose are not found．7rhis is the first re—

port that trehalose can be used as a protector to impmve the mutation rate and effects f而m the ion beam

mutation．These results can help the strains used to have poor ability to resist dry conditions in the ion

be蛐mutation．
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0 引言

离子束诱变集理化诱变因子于一体，具有突变率高、突变谱广的特点，其突变率一般要比自然突变率

高1 ooo倍以上，为工业微生物诱变育种提供了广阔的空间⋯．该技术为我国科学工作者余增亮在20世

纪80年代首创心j．在我国，离子束诱变技术已广泛应用于农作物品种和微生物菌种育种．

为了防止高速离子束引起空气中一些分子的解离，离子注入诱变需在真空条件下进行．离子注入诱变

预处理常选用对数生长期的菌体细胞，配成菌悬液后涂布于无菌的空平皿制成干菌膜再用于诱变旧J．配

成菌悬液后，细胞内外渗透压差影响菌体的存活；对于不耐干的菌种来说，制成干菌膜后，在干燥、营养贫

瘠的条件下菌体死亡率很高，大大影响了离子束诱变的效率．离子束诱变预处理仅有采用生理盐水平衡菌

体内外渗透压以对菌体细胞进行保护的相关报道H J．
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海藻糖是一种非还原性双糖，许多微生物、低等动植物在不良环境下，通过体内调节合成海藻糖以抵

御逆境胁迫．海藻糖对生物体和生物大分子有良好的非特异性保护作用，能够降低干燥对菌体细胞膜、脂

质体等的伤害口J．

海因酶是一类水解海因类物质制备多种手性氨基酸的关键酶MJ．本研究在对对数生长期时抗干燥能

力差的海因酶产生菌日口c扰凇如砘i MH602的诱变过程中，为了选择一种高效的菌体保护剂用于离子束诱
变预处理，对海藻糖、麦芽糖、葡萄糖、果糖、蔗糖和生理盐水在制干菌膜过程中对菌体的保护作用进行了

研究．

1材料和方法

1．1 菌种

启口c珊琊．加以菇MH602为本实验室自行筛选的嗜热海因酶产生菌【7|．

1．2培养基

肉汤平板培养基(g／L)：蛋白胨10．0，酵母膏5．0，Nacl 5．O，琼脂20．0．

1．3离子注入设备

核工业西南物理研究所研制的多功能离子注人机LzD一900．

1．4方法

1．4．1 干菌膜的制作

将培养16 h处于对数生长期的召．如戒i MH602菌体分散于无菌溶液至初始菌悬液OD鳓。=o．3，稀

释10倍后，取100汕菌悬液涂布于直径为9 cm的无菌空平皿上，无菌风干，无菌条件下放置lh．
1．4．2 离子注入

将干菌膜放置于离子注入机靶室内，采用2．0×1015—3．40×1016 ions／cm2的剂量注入能量为10 keV

的N+，脉冲方式每次注入时间5 s，间隔时间15 s．离子注入后，用1 mL无菌溶液(与配制菌悬液时用的一

致)将平皿上菌膜洗下，取100灿涂布于肉汤培养基，进行培养．
1．4．3存活率计算

干菌膜或离子注入处理样品培养24 h后，计菌落个数Ⅳ．将初始菌悬液稀释10倍后，取100灿直接
涂布于肉汤平板，以所生长的菌落数％为对照．计算存活率，存活率=肜Ⅳo×100％．

2结果与讨论

2．1不同保护剂的保护效果

分别采用2％的海藻糖、麦芽糖、葡萄糖、果糖、

蔗糖溶液和生理盐水配制菌悬‘液，制成干菌膜，洗

脱，计算菌体细胞存活率．结果如图1所示，在不添

加保护剂的情况下，干燥1 h后，&．加以菇MH602菌

体细胞存活极低，说明该菌株对数生长期时抗干能

力差，不能直接用于离子注入诱变．生理盐水及各种

寡糖对该菌体具有不同程度的保护效果，其中寡糖

对丑．加以施MH602菌体的保护效果优于生理盐水．

所试寡糖中，海藻糖的保护效果最佳，所得存活率达

到未经干燥菌悬液的90％．海藻糖具有保护生物细

胞和生物活性物质在脱水、干旱、高温、冷冻、高渗透 图l不同保护剂对干燥条件下且．细谢Ⅷ瑚2存活率的影响
压及有毒试剂等不良环境下免遭破坏的功能，在干

燥状态下能有效保护生物大分子旧J．本研究的结果也表明采用海藻糖作为保护剂，能显著增强菌体的抗

干能力，为诱变的高效率提供了很好的保障．

2．2最佳保护剂浓度的选择

实验表明海藻糖溶液的浓度对菌体的保护效果影响很大(图2)，海藻糖浓度为2％时，菌体存活率最

高，而再增加浓度，存活率反而下降．2％的海藻糖溶液保护效果最佳，可能是该浓度既保证配制菌悬液时
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菌体内外的渗透压差较小，又能使菌体有较好的耐干能力，达到了对生物膜的最佳保护状态．

2．3保护剂对离子注入诱变效应的影响

甑卫军等人曾分析脱脂奶用作保护剂可能会引起离子注入时的能量反射和屏蔽作用，影响诱变效

果㈨．为弄清采用海藻糖作为保护剂是否会对离子注入产生屏蔽，在2％的海藻糖保护下，用不同剂量的

N+离子注入B．如以菇MH602菌体，绘制了离子注入诱变存活率曲线(图3)．

图2 不同浓度海藻糖溶液对干燥条件下曰知帧f MH602的影响
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图3 E加rd甜MH602的离子注入存活率曲线

最．加砌i MH602的离子注入存活率曲线呈马鞍型，该注入存活率曲线与文献报道的离子注入存活率

典型曲线形状一致．离子注入与传统的辐射相比，除了能量沉积效应外，还有质量沉积和电荷交换效应，

这3种效应的共同作用使低能离子注入诱变存活率曲线与传统的辐射诱变存活率曲线不同，前者为“马

鞍”型曲线，后者为肩型曲线阳]．在采用海藻糖作为菌体保护剂的情况下进行低能离子注入存活率曲线呈

“马鞍”型，表明在海藻糖的保护作用下，离子注入诱变效应未发生改变，海藻糖对离子注入的负面效应可

以忽略．

利用海藻糖作为离子束诱变中的菌体保护剂，避免菌体细胞因干燥而死亡，同时不影响离子注入诱变

效应，本研究根据马鞍型存活率曲线选择合适剂量，通过离子束诱变成功地选育到了目的菌株．

3结论

离子束诱变中海藻糖能大大提高对数生长期Boc垅淞如趔蔬MH602菌体的抗干能力．采用2％的海藻

糖溶液配制菌悬液，既可防止因菌悬液中菌体细胞内外渗透压差过大等原因导致菌体的死亡，又能达到对

菌体细胞壁及细胞膜的最佳保护状态．同时海藻糖的保护作用没有对离子注入效应产生负面影响．相关结

果对微生物，特别是对抗干能力较差的微生物离子束诱变育种有重要的指导意义．
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