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摘要 利用低能离子柬生物技术对花生四烯酸产生菌 (Mortierella alpina)进行诱变选育。研究表明，在离子 

注入 (10keV，3×10‘ cln2)条件下，后代菌株离散程度明显高于自然分离。经连续诱变处理，最终获得一 

株花生四烯酸高产菌I49-Nls，该菌每升培养液可得生物量 26．3g，干菌体中油脂含量为33．8％，其中花生四烯 

酸的含量占总脂的52．36％。而其AA产量高达4．66g／L，比对照N7菌株产量提高 126．2％，且继代遗传功能稳 

定，表明I49-N18是一株极具工业化前景的高产菌，同时证明离子注入是一种有效的诱变手段。 
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低能离子生物学是一门新兴边缘交叉学科，它 

在生物技术上的应用是育种方法学的重要创新。离 

子束诱变技术、离子束 DNA大分子转移技术、离 

子束辅助农杆菌遗传转化技术、离子束介导超远缘 

分子杂交技术和离子束细胞加工技术等已成为定向 

遗传改良的新方法、新途径【l1。离子束作为一种新 

的诱变源，一经在工业微生物诱变育种上应用，就 

体现了强大的优越性。离子注入生物体集能量沉积、 

动量传递、质量沉积及电荷交换等效应 引，同时还 

具有高LET(传能线密度)值、集束性好、射程可 

控、能量沉积和质量沉积区域集中等特点，因此可 

以在损伤轻的情况下，获得更高的突变率和更宽的 

突变谱。 

花生四烯酸 (Arachidonic acid，简称 从 ， 

C20：4)是人体 内一种重要的多不饱和脂肪酸 

(Polyunsaturated fatty acids， PUFAs)。它具有益 

智健脑，提高视敏度，酯化胆固醇，抑制血小板聚 

集，增加血管弹性，降低血液粘度，调节血细胞功 

能，提高免疫力等一系列生理活性，与人类的健康 

密不可分。AA 的缺乏对于人体组织器官的发育， 

尤其是大脑和神经系统的发育将产生严重不良的影 

响，并且还容易引起心血管疾病的产生p J。Birch 

等采用不同配方奶对新生儿的喂养实验表明L8j， 

AA+DHA组的婴儿平均智力水平比对照组高出 7 

分，比DHA组高出 3分，进一步证实了AA对婴 

幼儿大脑神经系统发育的重要作用。1999年4月， 

国家卫生部批准花生四烯酸作为新型营养强化剂。 

天然的AA广泛而少量地存在于动物的肝和肾 

上腺、鱼油、微生物 (原生动物、变形虫、微藻以 

及真菌)中，目前国际上销售的花生四烯酸主要是 

以其甲酯形式从动物脂质或鱼油中分离出来，但不 

适合于大规模的生产，产品不能满足市场需求，AA 

的价格一直居高不下，因此长期以来其研究和应用 
一 直受到限制。利用微生物发酵法生产AA已成为 

许多国家的研究热点，尤其是日本、美国一直都致 

力于运用现代生物工程进行 AA工业化生产的研 

究，并已相继有花生四烯酸的发酵产品问世 ‘。J。 

国内在这一领域的研究起步较晚，华南理工大学食 

品与生物工程学院、山东大学微生物系和南开大学 

生物系等在微生物发酵生产花生四烯酸方面作了比 

较深入的研究【l卜HJ，但还存在菌体产率以及油脂含 

量偏低的问题，因此离大规模生产还存在一定的距 

离。 

我们应用低能离子注入技术对AA产生菌进行 

诱变改良，筛选得到一株 AA高产菌，AA产量为 

4．66gin，比出发菌株产量提高 126．2％，发酵水平处 

于国内外领先地位，且该菌株培养条件粗放，易于 

产业化。 

1 材料与方法 

1．1 出发菌株 

AA 产生菌 N广 高山被孢霉 (Mortierella 
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alpina)，由中国科学院离子束生物工程学重点实验 

室保存。 

1．2 培养基 

1．2．1 斜面培养基 马铃薯葡萄糖培养基(PDA)[141。 

1．2．2 发酵罐培养基 (％) 葡萄糖 8．0，蛋白胨 

1．2，酵母粉 0．7，花生饼粉 0．4，pH 8．5。 

1．3 培养工艺 

1．3．1 斜面培养 沙土管菌种接种于试管斜面， 

28~(3培养 7d，转接至茄子瓶斜面28~(3培养 5—6d。 

l 3．2 摇瓶培养 分别将 1 00mL种子培养基装入 

500mL三角瓶中，120~(3灭菌 30min，冷却后，按 

5％接种量接人单孢子悬液，置于摇床 (200r／min) 

28cc培养 10d。 

1．4 离子注入诱变选育方法 

1．4．1 50keV 离子注入机 由中国科学院离子束生 

物工程学重点实验室自行研制。 

1．4．2 诱变育种方案 出发菌株沙土管一母斜面一 

子斜面一单孢子悬浮液一涂无菌平皿、风干一离子 

注入—一稀释涂平皿一挑单菌落传斜面一摇瓶初筛 

一 挑高产斜面一摇瓶复筛一挑高产菌株埋沙土一 

(一斜面一单孢子悬浮液一摇瓶复筛一挑高产菌株 

埋沙土一 ) 一稳定性考察一小试、中试一工业化生 

产。 

1．4．3 离子注入诱变处理 纯种斜面制取孢子悬 

液，取 0．2mL孢子悬液于无菌空平皿，制成菌斑， 

于注入机靶室进行注入，采用脉冲式注入方式。注 

入完成后，将菌斑用无菌水洗脱，稀释涂平皿，选 

单菌落转接斜面培养，接摇瓶发酵。 

1．5 分析方法 

1．5．1 生物量测定 菌丝体干重法，取培养好的菌 

体发酵液 100mL，用双层纱布过滤，水洗充分，在 

105 oC下烘干到恒重，称干重。 

1．5．2 菌体总脂测定 直滴式索氏提取法【I5】。 

1．5．3 AA含量测定 气相色谱法 (Gc)。 

1．5I4 GC 样品预处理方法 KO}卜CH3OH／BF 一 

CH3OH甲酯化【l州。 

1．5．5 色谱条件 岛津 GC-14A 气相色谱仪， 

C—R4A数据处理仪，毛细管柱 BPXT0，(25mx 

0．22mm~O．25pm)，氢焰离子化检测器 (FID)，柱 

温在 l20__240oC，5~C／m 程升，进样量：1．0uL， 

分流比：l：80，气化室温度 250~(3，检测室温度为 

250oC 

1．5．6 致死率的计算 致死率是通过注入前后孢子 

液活菌计数来测定的。在制备注入平皿的同时，同 

样方法制备对照皿。两者同时进行吹干，同时放人 

靶室抽真空。放置时，将两皿叠加，注入皿在上， 

这样注入皿接受离子注入而对照皿不接受注入。注 

入结束后，用 2mL无菌水将附于平皿上的孢子洗 

下，适当稀释后涂平皿。28~(3培养48h后计数并计 

算出致死率。 

2 结果与讨论 

2．1 注入离子能量和剂量的选择 

多数试验表明，N 在诱变育种中效果较好。因 

此，本实验选用N 作为注入离子，对N7菌株进行 

诱变筛选实验，其注入离子能量、注入率 (即单位 

面积注入的离子数 )与致死率的关系见表 l。 

Table 1 Death rate／％ ofthe N，strain under N implantation of different energies 

现代育种理论认为n 7】：当被诱变的微生物致死 

率在 70· —_75％左右时，产量性状的正常突变率往 

往很高，而更高的致死率下，虽然突变率可能较高， 

但负变率往往很高，而正变率却很低。因此，选择 

10keV．3×l0 aN ／cm 作为该菌株的离子注入参数， 

实践证明较为有效。 
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2．2 10keV，3~10 4N ／cm 下的诱变效果分析 Table3 RelativeAAyieldfrequencyofionimplanted s仃ain 

为考察离子注入对 Mortierella alpina菌株的诱 

变效果，从N7自然分离和离子注入后所得菌株的测 

定结果中分别随机抽取 50个数据，考察两者单位培 

养基AA产量的分布情况。由于所取的数据来自于 

不同批试验，为消除批间误差，AA产量数值为其 

相对值，即每个菌株 AA实际产量与该批对照菌株 

产量的比值。表2为N7菌株自丝分离AA相对产量 

频数表；表 3为N7菌株离子注入 AA相对产量频数 

表。 

Table 2 Relative AA yield frequency of natural division 

strain 

为了更直观地描述这两个分布，将表 l和表 2 

做出AA产量分布直方图 (见图 1)。 

由图 l可以看出，两种情况下，AA产量分布 

均趋向于正态分布。为进一步验证这个结果，对其 

进行正态分布的符合度检验。首先由公式(1)、(2) 

计算出两分布的平均数和标准差，分别为 1．0l、 

0．097和 1．08、0．135。由此可以看出，后者的离散 

程度比前者大，提示离子注入对微生物有明显的诱 

变作用。 

AA vield AA yield 

Fig．1 Distribution ofrelative AA yield。fnatural diVision and N+implanted strains Lef【：N+implanted, ght：natu~l di i i。n 

6  4  2  0  

1Ilj0U 
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x=l／50Exf 

：【 一( ) ／50]／(5o-i) 

(1) 

(2) 

进一步假设自然分离和离子注入下AA产量分 

布分别服从正态分布Ⅳ(1．0l，0．097 )和Ⅳ(1．08， 

0．135 )，经过计算后查)c2分布表，证明AA产量分 
布符合正态分布，而不是随机无序的。 

Table 4 Screening results ofAA high-yield strain 

2．3 离子注入诱变对 Mortierefla alpina从 产量 

的影响 

产量性状往往是微效多基因调控的数量性状， 

因此，将初筛摇瓶高于对照20％的菌种作为下一轮 

注入诱变的出发菌。经过反复的菌种纯化和注入交 

替进行，共初筛摇瓶 5l9只，最终筛选到一株 AA 

高产菌 I49一Nl8。较出发菌 N7的 AA 产率提高了 

1 26．2％，且传代稳定。AA产生菌离子注入诱变筛 

选结果见表 4。 

TL：TotalLipids 

2．4 AA高产菌 I49．—N18发酵曲线的测定 

取 2支生长良好、孢子丰富的茄子瓶，加入无 

菌生理盐水，轻轻刮下，制成单孢子悬液，取 5mL 

接种于 500mL三角瓶，lOOmL装瓶量，28 下， 

200r／min摇床培养，每 24h取样两瓶，测定发酵过 

程中残糖、生物量、油脂和花生四烯酸的含量 (包 

括AA在油脂中的含量和AA在发酵液中的产率)， 

结果见图 2。 

一  
一  
0 l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ferememation day／d 

Fig．2 Fermentation curve ofAA high yield strain I49-N18 

in shakingflask． 

从图2中可以看出，8．0％的起始葡萄糖含量， 

菌体生长的潜伏期相对较长，影响了菌体的生长周 

期，在小试、中试时，可以通过降低起始糖浓度， 

中期分批补糖措施缩短潜伏期，同时提高AA产量。 

同时曲线表明，菌丝体的生长经历了霉菌典型的 3 

个时期：延迟期、快速生长期和衰亡期。发酵前期， 

菌体处于延迟期，糖耗较少，菌体生长缓慢，产生 

的花生四烯酸也极少。24h后菌丝体进入对数生长 

期，糖耗急剧增加，生物量和油脂含量也随之增加， 

并分别在第5天和第 6天时达到最高。随着时间的 

延长，生物量变化不大而油脂含量则减少较快，在 

第 ll天时已不足 20％。另外，从发酵曲线中还可 

以看出，生物量与油脂总量几乎是同步发展，并随 

发酵时间的延长有所降低，AA 的积累相对推迟 2 
— 3天，约于第 l0__ll天达到最高，而AA在发酵 

液中的产率是在第6天达到最高值。 

2．5 AA高产菌 I49．N18传代实验结果 

为了考察h9-N。。菌株的遗传稳定性，我们进行 

了菌株的传代试验。 

2．5．1 传代 工艺 

斜面 — 斜面 ( 支)— 斜面 ( 支)一

(
一

NS

9 9 n_一 斜面(9支) 斜面
一  斜面 ( 支)一 斜面 ( 支)一 一 一 斜曲( 文) 

J『P 4 F 
摇瓶 (9瓶 ) 摇瓶 (27瓶 ) 摇瓶 (27瓶 ) 摇瓶 (27瓶 ) 

_；．； ＼ 
∞∞日E。Iq ul薹 dr— ／p歪，(、，、， 

∞ 如 加 m 0 4 3 2 ● 0 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 袁成凌等：低能离子注入在花生四烯酸 (AA)高产菌株选育中的研究 241 

2．5．2 传代实验结果 对 I4~-N s菌株连传五代，其 

AA产量见表5。从传代实验结果可以看出，该高产 

菌的遗传性能稳定，是一株符合工业化生产要求的 

Table 5 AA yield and genomic stability of mutagenic strain 

高产菌株，这在以后的小试、中试及生产实验中都 

得到了进一步的验证。 

2．6 低能离子注入的生物学机理浅析 

离子注入微生物体内能产生可见的生物效应， 

离子束辐射不仅可以引起细胞损伤死亡，而且可以 
导致突变的发生。细胞壁是疏松、多孔洞的结构， 

在细胞之间、细胞器以及细胞质内存在着大量微孔 

洞和间隙，可允许离子、小分子、甚至大分子物质 

如蛋白质、核酸等自由通过，而细胞膜则是物质进 

出的屏障，细胞膜一般厚 7—8nm，因此，在离子 

注入过程中，有些离子能够穿过细胞壁、细胞膜， 

进入细胞内部；另一方面，大量的入射离子对细胞 

壁和细胞膜形成了局部刻蚀或溅射穿孔，使后来的 

离子可以在生物体内穿越较长的距离，达到与生物 

遗传物质发生相互作用的目的。陆挺采用PAT技术 

证明植物种子的特殊微孔结构是低能离子注入生物 

效应机理的基础【J引。 

低能离子注入与传统的诱变源如x射线、Y射 

线、电子束及化学诱变剂等相比，其作用机理有所 

不同。在原初机制上荷能离子注入除了具有1，射线 

能量沉积引起机体损伤的特征外，还有动量交换产 

生的级联损伤，表现为遗传物质原子移位、重排或 

基因的缺失，还有慢化离子、移位原子和本底元素 

复合反应造成的化学损伤，以及电荷交换引起的生 
物分子电荷转移造成的损伤【】9’20]o由于注入离子的 

不同电荷数、质量数、能量、剂量的组合，可提供 

众多的诱变条件。通过这种电、能、质的联合作用， 

不仅可强烈影响生物细胞的生理生化特性，更重要 

的是还可使细胞中的染色体畸变，DNA链发生断 

裂，所以离子注入诱变是一种集物理和化学诱变特 

性于一身的综合诱变方法。 

谢立青等测定了 注入核糖霉素产生菌和卡 

那霉素产生菌所引起的各种自由基变化，认为这些 

自由基的存在是引起菌种损伤的重要因素之一 ”。 

宋道军等提出离子注入生物器官引起的两次电子、 

特征软x射线、大量自由基等是引起生物诱变的原 

因之一【221。而陈宇等认为离子注入产生的自由基对 

生物效应基本无影响，离子注入效应主要由注入离 

子与生物分子的直接作用引起 】。在低能离子直接 

辐照质粒和噬菌体 DNA的研究中发现，离子注入 

可以引起质粒DNA的单链断裂(SSB)和双链断裂 

(DSB)，而且 DSB／SSB要远高于 1，射线引起的 

DSB／SSB【4’24]。被处理的 DNA除了部分丧失转化 

(转染)活性外，还使其上 LacZ基因发生了较高 

频率的突变，且为多位点的碱基变异【 。离子注入 

微生物体内所发生的作用十分复杂的，从目前研究 

的结果还难以清楚地解释离子注入引起生物变异的 

机理，还需要进一步深入研究。 

3 结论 

通过采用低能离子注入技术对 AA 产生菌 

(Mortierellaalpina)进行诱变筛选，得到一株 AA 

高产菌 I49—Nl8，其 AA产量高达 4．66g／L，比对照 

N7菌株产量提高了 126．2％。研究表明，在离子注 

入 (10keV，3x 10 ／cm)条件下，后代菌株离散 

程度明显高于自然分离，提示离子注入对微生物具 

有显著的诱变作用。经连续诱变处理，最终获得一 

株稳定高产的菌株 I49-N。8，该菌株生物量可达 

26．3gm，干菌体中油脂含量为33．8％，其中AA的 

含量占总脂的52．36％。该高产菌培养条件粗放，在 

经过了小试和中试后，成功地在 50t发酵罐上实现 

了规模化生产，且发酵水平在生物量、发酵菌体收 

率、菌体总脂含量以及油脂中AA含量都接近甚至 

高于摇瓶水平 (另文报道 )，这一成果必将促进AA 

在婴幼儿配方食品、保健品、功能化妆品及化学分 

析、制药等多个领域发挥重要作用。 

从已取得的很多相关研究结果来看，离子注入 

诱变具有突变范围广、突变程度高的特点，而且可 

以筛选到符合生产要求、产量水平提高的突变体。 

离子注入作为一种有效的诱变方法具有广泛的应用 

范围和使用价值。 
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Breeding of arachidonic acid—producing strain by low—。energy ion implantation 

YUAN Chengling YAO Jianming WANG Ji YU Zengliang 

(KeyLaboratoryorlonBeam Bioengineering,Institute ofPlasmaPhysics． P ChineseAcademyofSciences， Hefei230031) 

ABSTRACT Low energy ion implantation technology was used in mutation breeding on arachidonic acid(5，8，1 1， 

1 4——eicosatetraenoic acid,AA)yielding starting strain,Mortierelle alpina N7．The results indicate that dispersion of 

descendants ofthe N7 strain implanted with 10keV N (3x10。4 N ／cm )was bigger than that in natural division 

strain．I49-Nl8
．

a high-yield AA-producing strain，was screened out by continuous mutagenicity．The biomass，lipid in 

biomass，AA in lipids of the hi曲—yield strain were 26．3g／L，33．8％(w／w)，and 52．36~／~w／w)，respectively．The AA 

content in culture was 4．66g／L．which is 1 26．2％highel"than the control，and its descendiblity was stable．It is COIl- 

cludedthatI49—Nl8is apromising strainforindustrialization，andthationimplantation has remarkablemutagenic ef- 

feet on microorganism． 

KEYW ORDS Aachidonic acid,Frmentation,In implantation，Mtagenicity,Sreening 

CLC TL99．Q547，TQ92 
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