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摘 要：试验研究了N 注入选育产蛋白酶益生菌及其生物学效应。经N 反复注入诱变筛选，突变高产菌株的 

酶活由出发菌株的75．8IlJ．g 提高到631．6IlJ．g～；利用中心组合设计原理摸索出了突变菌株最佳产酶条件：即麸 

皮 24．83％，豆粕23．68％，水 50％，硫酸铵 1．49％，发酵温度30℃，发酵时间 66 h，培养基pH 5．5。生物学效应研 

究发现：真空处理对活细胞有明显伤害；孢子存活率先是随着注入剂量加大而迅速降低，当注入剂量加大到50× 

2．6×10”ions／era2时存活率出现平缓回升，注入剂量超过 100×2．6×lO,3 ions／en?时存活率又再次开始下降；注入 

剂量越大，孢子突变率越高，中等注入剂量30×2．6×10”N ／cm3～80×2．6×10”N ，aII2可引起较高的正突变率； 

ESR谱研究结果表明，N 注入前和注入后都有自由基 ESR波谱单一峰，随着注入剂量的增大，孢子内的自由基 ESR 

波谱的强度也逐渐增大；SEIVI观察发现，未经 N 注入的孢子较为完整、饱满且表面光滑，而经注入后的孢子表面粗 

糙，可见明显的刻蚀损伤和破壁现象，并且注入剂量越大，伤痕也越深宽。试验结果提示：N 注入是一种有效的动 

物益生菌选育方法。 
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Abstract：13~ cting of probiotic Asperg／／／us rdger and its biological effects by N implantations were studied．，I1le activities of 

protease of mutated 8train Asperg／／／us rdgerAN02 was raised from 75．8 IlJ．g～ to 631．6 llJ．g～ IlJ．g～ ：the optimum factors of 

mutated strain asmrgUl~哦 ANO was tested by the theory of center combination；1liar is inediuIn bran 24．83％，bean cake 

23．68％，water50％，(m )2S04 1．49％，fermentation temperature，30 oC，time period，66 h，pH，5．5．，I1le biological el- 

feets showed：the treatment of vacuum harm live cell；，I1le survival rate of spores was decreased with increasing of implantation 

dose and increased gradually when the dose ofimplantation was 50×2．6×10”ions／era2：but that of spores decreased when the 

implantation ion dose was 100×2．6×10I3 ions／cm2；There was hi positive mutation rate when 30×2
．

6×10 N ／cm2～80× 

2．6×101 N ／cm2
．，I1lelagerthe implantation dose was。the higherthe spore mutation rate was．，I1le EsR results showedthat free 

radicals have existedinthe control andincreasedwith addedimplantation dose．，I1le SEIVIindicatedthatthe controlwereintegrity． 

whilethe surface of sporeswas c~ ne88，moreoverthe daITlage ofionic etching and phenomenon ofailapidating cellwall could be 

seen，When dose increased continually，the damageto cells becamemore andmore serious．Thus a conclusionmay be drawnthat 

it is a effective way of breeding probiotics by N implantation． 
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近年来益生菌作为一种绿色安全饲料添加剂而 

倍受关注，其中黑曲霉(Aspergillus niger)是有效益生 

菌之一。研究表明，黑曲霉主要通过分泌消化酶，弥 

补动物 自身内源消化酶分泌不足而起到益生作 

用⋯。然而，遗憾的是绝大多数黑曲霉都直接分离 

于自然界，由于它们本身的产酶活力差或者难以适 

应肠道内环境，实际应用时往往难以达到预期效果。 

为此，提高黑曲霉益生菌的产酶性能十分必要。 

离子注入育种技术具有损伤轻、突变率高、突变 

谱广的特点，已在工业微生物育种上多次获得成功， 

但迄今为止该技术尚未应用于动物益生菌的选 

育-2J。有鉴于此，本试验探讨了低能离子注入产酶 

益生菌的生物学效应，确定离子最佳辐照参数，旨在 

进一步选育酸性蛋白酶高产菌株。以增加其益生效 

果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 供试菌种 黑曲霉(Aspergillus niger)ANSI， 

此前由本试验室分离并保存。 

1．1．2 养基 斜面培养采用 PDA培养基-3 ；平皿 

培养采用查氏培养基-3 ；初筛培养采用查氏培养基 

加入 1％脱脂奶粉；基础发酵培养采用麸皮：豆粕 = 

1：1，加等量水拌匀，pH自然。所有培养基用前均须 

在 121 oC下灭菌 20 min。 

1．1．3 主要试剂和仪 器 Poly．L-Lysine试剂购 自 

Sigma公司；ESR波谱仪，型号为 ER200D．SRC；显微 

扫描电镜；722 s可见分光光度计。 

1．2 方法 

1．2．1 单孢子悬液的制备 取新鲜活化斜面，加入 

10Ⅱll无菌水 ，用接种环小心刮下孢子，移 5Ⅱll于预 

先灭菌三角瓶，瓶中装有玻璃珠和 30 Hll无菌水，在 

表 l 中心组合试验变量及其水平 

Tab．1 Varation and level of central test 

摇床上震荡约 30 min经滤纸过滤，菌液镜检为分散 

单孢子即可。用血球计数板计数，调整孢子浓度至 

2×1 个／ml～5×106个／ml。 

1．2．2 孢子存活率的测定 真空处理后孢子存活 

率的测定：将制备好的黑曲霉单孢子悬液 0．1Ⅱll均 

匀涂布在直径为 90 ran1的无菌空白平皿中央，置于 

超净台下由无菌风吹干。置于真空靶室中。分别放 

置时间 0 s、30 s,60 s、90 s、120 s、150 s、180 s，然后取 

出用 1Ⅱll无菌水洗下，适当稀释后，吸取 0．1Ⅱll涂 

于平板培养基的平皿。恒温30℃．倒置培养 60h～ 

70 h后计数，对照经同样处理。 

离子注入后孢子存活率的测定：注入前用紫外 

线对离子注入仪小靶室消毒30 min，注入 N 离子需 

加速到 10 keV．然后 以 10×2．6×10 ions／c~ ·s～ 

120×2．6×10B ions／c~ ·s的剂量对平皿上孢子进行 

注入。每次连续注入 5 s，间隔30 s～60 s，以消除离 

子注入热效应。对照组经相同时间真空处理。不经 

离子注入。 

1．2．3 孢子突变率的测定 黑曲霉孢子经过不同 

注入剂量处理并培养后，随机挑选 20株菌落。转接 

斜面恒温 30℃培养 60 h后。按 1 0_7孢子／瓶接种基 

础发酵培养基 30℃培养 72 h，测定粗酶液酶活。酶 

活高于出发株 10％为正突变，反之为负突变，否则 

为无义突变。 

1．2．4 突变高产菌株最佳产酶条件的研究 突变 

高产菌株最佳发酵条件试验：以基础发酵培养为基 

础进行单因素试验，分别研究培养温度、时问和起始 

DH黑曲霉产酶性能的影响。 

响应面试验优化突变高产菌株发酵条件：根据 

中心组合设计原理。以豆粕、含水量、硫酸铵三个因 

素为自变量，以酶活为响应值设计了三因素的分析 

试验。共 20个处理 。其中变量及水平如表 1。 

1．2．5 酶活力测定 参照王水顺等(2001年)的研 

究方法，测定发酵底物蛋白酶活性 引。 

1．2．6 SEM观察样品制备 取适量多聚赖氨酸 

于干净盖玻片上，涂匀，静置约 50 min，用无菌水反 
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复冲洗去多聚赖氨酸，凉干。取适量制备好的新鲜 

孢子悬液于含有多聚赖氨酸的盖玻片上静置约 3O 

min，用无菌水轻轻冲洗去多余的孢子悬液，自然干 

燥后在光镜下镜检至观察到无重叠孢子后用于SEM 

观察。N 注人能量为 15 keV，注人剂量为 O(对照) 
～ 10Mions／crn2，每次连续注人 10 S，间隔时间为 50 s 

一 90 S。 

1．2．7 ESR测定样品制备 取适量制备好的新 

鲜孢子悬液均匀涂布于培养皿中，在超净台上 自然 

干燥后进行 N 注人，处理后每个样品用灭菌后刀 

片刮下 5 zl1g孢子粉末，用于 ESR测定。N 注人能 

量和剂量同上。 

2 结果与分析 

2．1 最佳产酶条件对突变高产菌株产酶性能的影 

响 

2．1．1 发酵条件对突变高产菌株产酶性能的影响 

从图 1～图 3可以看出，ANS2菌株最适产酶温度 

为 30℃，温度过高或过低均显著影响其产酶；当培 

养时间达到 66 h时，已基本稳定并达到最高值，延 

长时间酶活反而下降；在初始培养基 pH值位于5．0 
～ 6．0之间，对产酶影响不是很大，其中在pH 5．5时 

最适产酶。 

图1 不同培养温度对突变菌株产酶活性的影响 

Fig．1 1'he effect of cultivate temperature on enzyme 

production in mutative strain 

图2 不同培养时间对突变菌株产酶活性的影响 

Fig．2 1'he effect of cultivate time Oil enzyme produc— 

tion in mutative strain 

2．1．2 培养基优化对突变高产菌株产酶性能的影 

响 由sAS6．0逐步回归拟合试验数据得到二次模 

型为 ：Y=一15072．24+146．96x1+474．37x2+1006． 

95x3—1．49 一4．74《一l61．79 ，模型显著性检验 

表明：F失拟=S2失拟， 2：11．5>F0
．晒 (6，7)=3．87，F回归 

= 归／ 余=9．33>F0
．蝤 (6，13)=2．92。因此，该模 

型失拟不显著，回归显著。同时计算得该模型 R2= 

0．8716，表明该回归方程可以较好的代替试验真实 

点对试验结果进行估测分析。在对此非线性模型方 

程求一级偏导并令其等于零，求得曲面最大点：XI= 

49．3，X2=50．0，x3=3．1。 

图3 不同起始pH对突变菌株产酶活性的影响 

Fig．3 1'he effect ofpH on enzyme production in mu— 

tative strain 

经优化，黑曲霉固态发酵的最佳培养基为：麸 

皮 ：豆粕：硫酸铵 =51．7：49．3：3．1，加等量的水 ，即 

培养基中含麸皮 24．83％、豆粕 23．68％、硫酸铵 

1．49％、水添加量为 5O％。 

2．2 靶室真空处理时间对孢子存活率的影响 

由图4可以看出，黑曲霉孢子在靶室真空环境 

中随着时间的延长，其存活率明显下降。当滞留靶 

室真空时间达到 l min时，其存活率降到58．6％，当 

真空时间达到3 min时，其存活率只有 37．7％。 
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图4 靶室真空时间对黑曲霉孢子存活率的影响 

Fig．4 1'he effect of vaCULIIII time on survival rate of 

A．niger spore 

2．3 N 注入剂量对孢子存活率的影响 

图5显示，当 N 离子注人剂量低于 20×2 6× 

10 ions／c~ 时，黑曲霉孢子的存活率随着注人剂量 

的增大而迅速降低，其后随着注人剂量的增大，其存 

活率呈平稳而又稍有上升趋势，在注人剂量 50× 
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2．6×10 ions／cm2时呈现一个较小波峰值；当注入 

剂量注入大于100×2．6×10 ions／cm2时，孢子存活 

率又迅速下降，总体上存活曲线呈现先快速下降后 

略微平缓上升再下降的“马鞍型”曲线变化。 

2．4 N 注入剂量对孢子突变率的影响 

由表2结果可以看出，离子注入剂量偏小时，突 

变率较低；随着剂量的加大，突变率上升，而整个过 

程中，负突变率一直呈现上升趋势，正突变在中等致 

死剂量80×2．6×10 ions／cm2·s处较高。 
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童 

5 
．兰 
已 

0 

0 50 l00 150 

Implanted doe (ions／era ) 

图5 离子注入剂量对黑曲霉孢子存活率的影响 

Fig．5 The effect ofN implantation doses on survival 

rate of A．niger spore 

表 2 不同剂量N 注入对黑曲霉孢子突变率的影响 

Tab．2 Effections of N different implantation dose on mutation rate of A．niger spore 

A：Control B：15×10 iorm／em2 

图6 低能N 注入黑曲霉孢子刻蚀损伤的显微观察 

Fig．6 Reactive SEM photograph of aspergillus niger by N 

图7 低能N 注入对黑曲霉孢子内自由基含量 

的影响 

Fig．7 ESR spectrum of free radical of Aspergillus 

n by N implantation 

A：80×10M iorrs／cm2：B：60×10 i0ns／cm ；C：20× 10 iotrs／ 

：D：Contro1． 

C：60×10 iotrs／crn2 D：100×10“iotrs／cm2 

implantation． 

2．5 N 注入黑曲霉孢子刻蚀损伤的显微观察 

图6显微照片显示了N 在 15 keV能量下，逐 

渐加大注入剂量时对黑曲霉孢子所造成的不同刻蚀 

损伤程度。N 注入剂量越大，细胞表面及深入到内 

部的刻蚀损伤越严重，刻蚀面积由小变大，刻蚀深度 

由浅变深。未经N 注入的黑曲霉孢子表面光滑平 

整、饱满，立体空间呈现近似球体。经过 15×10“ 

ions／cm2剂量 N 注入后，表面粗糙度增加，孢子表 

面呈现出轻微的刻蚀损伤。当注入剂量增加到 60 

×10“ions／cm2时，孢子表面呈现出明显的刻蚀损伤 

现象，孢子表面可见到明显的缺损和凹陷。当注入 

剂量增加到 100×10H ions／cm2时，积累损伤达到一 

定程度，孢子壁塌陷，缺损面积明显加大，形成了明 

晰的空洞。 
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2．6 N 注入对黑曲霉孢子内自由基含量的影响 

图 7显示了黑曲霉孢子经不同剂量 的 N 注入 

8 h后的孢子内自由基ESR波谱变化规律。N 注入 

前和注入后都有自由基 ESR波谱单一峰，但对照组 

自由基含量明显少于 N 注入后的样品。另外，随 

着注入剂量的增大，孢子内的自由基 ESR波谱的强 

度也逐渐增大。 

3 讨论 

3．1 最佳产酶条件对突变高产菌株产酶性能的影 

响 

碳源主要作用是为微生物活动提供能源。王水 

顺等(2001年)研究产复合酶黑曲霉时发现，黑曲霉 

碳源以4o％的米糠为最佳，而麸皮只要达到21．4％ 

即可基本满足曲霉菌的生长 J。同样，本试验研究 

也发现麸皮含量过高，不利于黑曲霉产酶，麸皮含量 

达到24．83％时为最佳。氮是微生物细胞内蛋白质 

代谢和酶分泌活动的重要营养要素之一。在培养基 

中有少量无机氮的条件下，有机氮源比无机氮源的 

效果好，其原因可能是菌体对无机氮源的利用较快， 

而地有机氮源利用较慢，但适量的有机氮源如豆饼 

粉可以为菌体提供充足而又延续的氮源 。王永顺 

等(2001年)研究发现，黑曲霉有机氮源以l5％豆饼 

为最佳，超过此量反而对产酶不利；无机氮源以硫酸 

铵为最佳，对黑曲霉产酶有明显促进作用，最佳添加 

量为 2．O％；而硝酸钾、硝酸钠和碳酸氢铵等无机氮 

源反而有抑制作用 J。与此一致，本试验也发现硫 

酸铵添加量为2．O％时，黑曲霉产酶性能最好。 

水是微生物体内和体外的溶媒。培养基含水量 

过低，发酵中后期培养基表面容易干化，可造成培养 

基利用率下降，发酵不彻底；含水量过高，培养基容 

易结块成团，部分培养基溶氧不足，也会导致发酵不 

彻底 J。本试验研究也发现，培养基含水量为56．06 

％时，黑曲霉产酶性能最好。王永顺等(2001年)报 

道培养基最佳含水量为 56．o6％与此一致。 

DH的改变可引起微生物体表面的电荷改变，进 

而影响微生物对营养物的吸收，它还能影响培养基 

中有机化合物的离子化作用，从而对微生物有间接 

影响。此外，过高或过底的 pH值都会降低微生物 

对高温的抵抗能力 。大多数微生物生长的pH范 

围是 3～6。与此一致，本试验研究也发现培养基最 

佳pH为5．5。大多数真菌在室温条件下产酶性能 

往往最好，不需要进行温度控制。Asther等(1988 

年)研究发现真菌生长温度可能比产酶温度偏 

高[】。。。本试验仅仅探讨黑曲霉整个周期最佳发酵 

温度，发现为3O℃，至于发酵前期、中期和后期最佳 

温度是否存在差异尚有待于进一步研究。 

3．2 靶室真空时间对孢子存活率的影响 

在离子注入操作过程中，真空明显降低孢子存 

活率与活细胞冻伤有关。尹若春(2000年)用西瓜 

胚芽做试验材料，发现当胚芽在真空中失水达到 26 

％时，其存活率依然保持在 98％，如果经过离子子 

注入之后，失水率只是略微有所上升，但死亡率却上 

升到4l％“ ，表明真空处理过程中的冻伤是离子 

注入生物材料的限制因素。焦浈(2o03年)研究发 

现用 50％甘油作为防冻剂可以降低烟草叶片真空 

处理时冷冻的伤害  ̈，此外用一定浓度的 DMSO处 

理西瓜胚芽也具有较好防冻效果  ̈。这可能主要 

是由于甘油和 DMSO是一种低分子物质，它可以溶 

于水，进入细胞，与胞内水分子形成结合水，降低溶 

液冰点，减弱结晶对胞膜和细胞内其它生物大分子 

的伤害作用。在微生物材料进行离子注入时，向砥 

(2002年)证实用甘油作防冻剂对微生物具有很好 

的保护效果，在真空时间长达 5 rain时，存活率仍保 

持在 90％以上 ，而未进行防冻处理 时，真空 中持续 

时间达到 3 min时，存活率就降到 lO％左右 引。本 

试验黑曲霉孢子未经防冻处理在较短时间内，存活 

率受到很大的影响，当真空中时间达到 3 rain时，存 

活率仍达到 l7％，与向砥报道的有一定的差距，这 

可能是由于生物个体之间的差异性。不同生物之间 

细胞壁、细胞膜结构的差异都会影响其对冻害的耐 

受性。 ． 

3．3 离子注入剂量对孢子存活率的影响 

低能离子注入生物活体瞬间往往同时发生能量 

与动量刻蚀损伤和质量与电荷保护两种相互对立的 

现象  ̈。在离子注入初期，低剂量离子注入时所产 

生的能量沉积可引起一系列电离事件，导致 DNA链 

断裂和细胞膜过氧化反应，动量传递通过细胞表面 

的溅射与刻蚀，对细胞壁、细胞膜进行修饰致使其细 

胞损伤、突变、死亡  ̈。因此，在离子注入剂量较低 

情况下，注入剂量越大，生物体存活率越低。吕树娟 

等(2003年)利用 N 和 H 离子选育氧化葡萄糖酸 

杆菌时发现，注入剂量低于 2．6 X 10”ions／cm2时，杆 

菌的存活率随着注入剂量加大而迅速下降；注入剂 

量2．6～3．2 X 10 ions／cm2时，存活率不降反升；注 

入剂量高于3．2 X 10”ions／cm2时，存活率又开始快 

速下降 。吴健等(2003年)研究也发现了类似的 

现象“ 。本试验研究结果也证实了上述论断，在离 

子注入剂量小于 20 X 2．6 X 10”ions／crn2时，黑曲霉 

孢子存活率随注人剂量加大而快速下降。当注人剂 
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量增加时，存活率几乎不再下降，出现平台期，当注 

入剂量进一步加大时，存活率快速下降，存活率随 

N 注入剂量的增加而呈现“马鞍形”曲线。 

大量连续注入的电荷堆积可形成很强的库仑斥 

力，对被注入细胞形成一个“保护屏障”，进而阻碍后 

续注入离子对细胞的损伤；同时堆积的电荷形成弱 

电场可激活生物体内的各种酶和诱导修复机制的启 

动；另外，正离子俘获电子，使水分子激发产生 OH 

自由基的几率减少；氮离子的沉积与周围自由基竞 

争性反应清除自由，也都对生物体具有保护作用，从 

而在中等注量时可以减轻对生物体的伤害，表现为 

存活率并非随着注量的增加而持续降低 引̈。本试 

验黑曲霉孢子在中等注量时(30×2．6×10B ions／c~ 

80×2．6×10B ions／c~)，存活率有一定幅度上升， 

但仍然显著低于对照组，这个可能的解释为：注入离 

子的动量传递和能量沉积效应仍然存在，并且起着 

主要作用；注入离子的保护作用只是相对的，会因为 

生物材料不同的辐射敏感性而有差别。当注入剂量 

进一步加大，电荷的大量堆积达到一定临界值后将 

会导致库仑保护屏障崩溃，对离子注入具有保护作 

用的屏障不复存在，离子辐照的损伤已超过生物体 

的修复能力，致使孢子存活率又迅速下降。与此一 

致，本试验中注入剂量达到 120×2．6×10 ions／c~ 

时，存活率迅速降低到0．69％以下。 

3．4 离子注入剂量对孢子突变率的影响 

生物体离子注入突变率与注入剂量呈现密切相 

关。向砥等(2002年)利用低能氮离子注入选育高 

产壮观链霉素时发现，随着注入剂量的增加，突变率 

也呈正向递增，但是正突变率，却随着注入剂量增加 

而出现先递增后又递减的趋势_】引。本试验也发现， 

伴随着离子注入剂量的加大，突变率上升，而有意思 

的是负突变率一直呈现上升趋势。可能的解释可能 

是：在小剂量时未能激活 DNA修复系统，导致低存 

活率；当剂量增大至某一阈值后激活 DNA修复系 

统。从而使存活率反而上升。随着剂量的增加，错配 

修复造成的诱变增加，致使正突变率也增加。然而 

随着剂量的进一步增大，DNA被破坏占了主导地 

位，致使存活率下降，正突变率也大幅度降低。 

3．5 离子注入剂量对孢子细胞壁刻蚀损伤的影响 

离子注入剂量越大，细胞的刻蚀损伤越严重。 

低能离子注入生物材料时，载能离子通过动量传递 

效应对生物体的主要损伤是细胞壁刻蚀，随着剂量 

的增加，入射离子通过刻蚀而成的穿孔进入生物体 

内，通过动量传递和级联碰撞，不断减薄孢子壁，直 

至损伤细胞器膜和遗传物质，使孢子破裂、死亡_】 。 

本试验研究也发现 N 注入剂量小于 15×10M ions／ 

情况下，孢子仍然呈现圆滑球体，几乎未见刻蚀 

损伤；当注入剂量超过 60×10M ions／cm2时，孢子刻 

蚀损伤清晰可见；注入剂量达到 60×10M ions／c~ 

时，孢子壁破损面积过半，内陷呈现深洞状，而受到 

如此严重刻蚀损伤的孢子是否还具有生物活性以及 

能否自我修复损伤尚不清楚，有待于进一步探讨。 

3．6 离子注入剂量对孢子内自由基含量的影响 

自由基在细胞内积聚可损伤细胞。高活性自由 

基很容易与细胞内靶分子发生加成、抽氢和电子转 

移等反应，使靶分子的损伤特别是遗传物质的损伤 

加重，损伤修复难度加大，进而导致生物体突变 ]。 

研究表明，离子注入剂量愈大，生物体内自由基愈 

多，细胞损伤的程度往往愈严重_2 。当荷能离子注 

入生物体时，靶分子的激发和电离等连锁反应诱使 

细胞内产生了大量自由基_】 驯，同时随着注入剂量 

的增加，原来稳定的长寿命自由基也可能变得不稳 

定，或者逐级反应变成非 自由基粒子。龚加顺等 

(1999年)研究发现，自由基强度随 N 注入剂量的 

增加而呈现“马鞍形”曲线；当注入剂量达到4×10 

ions／e~ 时，自由基强度反而下降，当注入剂量增加 

5×101 ions／ 时，自由基强度由再次上升。该自 

由基“马鞍形”曲线与本试验上述存活率“马鞍形”曲 

线完全一致，表明 N“‘马鞍底部”注入剂量对细胞 

孢子细胞壁刻蚀损伤较轻 。本试验发现伴随着 

N 注入剂量的增加自由基强度持续加大，但并没有 

发现 自由基强度随 N 注入剂量的增加而呈现“马 

鞍形”曲线的现象。后者可能与本试验注入剂量之 

间的差距偏大有关，N“‘马鞍底部”注入剂量可能被 

掩盖。结果提示：N“‘马鞍底部”注入剂量的范围可 

能较窄。 一 
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