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高产、大分子透明质酸突变菌株NUF一036的选育
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上海200237)

摘要：对兽痘链球菌NUF，035进行紫外诱变，得到突变菌株NUF一036，使透明质酸的产量从

1．8 g／I最高到3．O g／i．，相对分子质量从2．1 x106提高到3．2×106，突变株经多次传代，透明质

酸产量及相对分子质量保持稳定
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Selection of Hyaluronic Acid Producing Mould Mutant Strain NUF·036
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(1 Agricuhral School of Ningxia University．Yiachuan，Ningxia 750004，China；2 State Key laboratory oI Bioreactor

Engineering ECUST．Shanghai 200237，China)

Abstract：The original strain Streptococcus zooepldemicus NUF一035 was mutated by ultraviolet

radiation，A mutant Streptococcus zooepidemicus NUF一036 was obtained The yield of HA was

increased from 1．8 g／I．to 3 0 g／t．and the HA molecular weight was increased from 2．1×106 tO 3．2

×106．The mutant strain maintains perfect genetic stability after several generations of reproduction
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透明质酸(Hyaluronic acid，Hyaluronan，简称

HA)。又名玻璃酸．它是由(1．3)一2一乙酰氨基一2一脱氧

母r)一葡萄糖与(1。4)一O一日．D一葡萄糖醛酸双糖重复单

位所组成的直链粘多糖⋯．透明质酸分子在溶液中

高度伸展．与随机卷曲构型使其占有很大区域。其

流体力学体积较未水化时所占空间大1 000倍．而

且分子链之间互相缠绕形成连续网络结构，水分子

通过极性健与其直接作用，使得透明质酸像“分子

海绵”一样，可以吸收与保持其自身质量千倍以上

的水分，是国际上公认的最好的保湿剂L2 3．

透明质酸具有保湿、营养、润肤等作用，广泛用

于各种高级化妆品中与传统的保湿剂相比，透明

质酸具有更高的保湿效果，且无油腻和阻塞皮肤等

缺点．当HA加入化妆品中涂于皮肤表面时，会形成

一层粘弹性透明水化膜，这层膜具有很好的保水作

用。就像天然存在于细胞问质中的HA一样，能增加

皮肤角质层的水分。而角质层的水分于皮肤健康的

维持和外界刺激的防御机能密切相关．作为一种天

然降解且具有吸收性的生物学材料。透明质酸在临

床上用途十分广泛．HA制剂在临床应用中有3种

剂型：液体喷雾、胶体涂布及薄膜覆盖，可广泛应用
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的结果口1研究表明，产透明质酸的部位是链球菌

的荚膜“1本实验咀兽疫链球菌NUF一035为出发

菌对其进行紫外诱变育种，获得高产、大分子透明

质酸突变菌株．为工业化发酵生产HA打下基础．一

般而富．医药用透明质酸的相对分子质量为1 0×

106～2．0×106[“，由于在分离中HA分子质量大约

损失50％，实验要求突变菌株所产HA的相对分子

质量罕少达到3．0×106．才能分离到符合要求

的HA

1材料与方法

1．1出发菌株

Streptococcus zoeepidemicus NUF-035，由本实

验室保存．该菌株摇瓶发酵的粗品相对分子质量为

2．1×106，产量为1．88 g／i，，作为紫外诱变出发

菌株

1．2培养基

斜面培养基、种子液、发酵液组成见表1．

表1培养基组成

Tab．1 Ingredient of cultural media

塑鳖篮：篮：
Yeast extract

NaCI

MgS04·7％O

K2HP04

(N地)2S04

葡萄糖

琼脂

pH值

15

5 0

15 10

5．0

20

7．5 7 5

0．5

2 5

5，0

60

8．O

1．3主要实验仪器及设备

721型分光光度计：上海第三分析仪器厂制造；

0 7 mm乌式粘度计：上海第三分析仪器厂制造；

SPX一150．z温控摇床：上海纤维仪器有限公司制造；

SZX一2超净工作台：上海纤维仪器有限公司制造；

YXQ—SG41．280电热手提压力蒸汽消毒器：上海塑

新电子设备厂制造；暗室(内尺寸60 cm×60 crfl×

30 crfl，配15W紫外灯及磁力搅拌器)，自制．

1．4实验方法

1 4．1 悬浮液制备将Streptococcus zooepidemi—

cusNUF一035从甘油管中接入种子培养基进行培

养24 h后．测定种子培养基的OD660值15 iiill-1×

150 mm带棉塞的灭菌试管若干，每个试管内装有

4．5 mI．的灭菌生理盐水．另取一个灭菌的150 mL

的三角瓶，瓶内装有灭菌玻璃小珠，玻璃珠数量叭

加入15 mI．水后小球与液面齐平为宜．将绅子液摇

匀后吸取15mL移入三角瓶内．振荡20 rnin以确保

所得为单菌悬浮液．从瓶内吸取0 5 mL菌液至第

一个试管内，即将种子液稀释10倍．稀释率为

10～．从第一个试管内吸取0 5 rnL菌液至第二个

试管内，即稀释102倍．依次类推，直至稀释倍数

为1()7

1 4 2照射方法在每个内置小搅拌珠的5 ctn平

皿中注入4 mL悬浮液，置于距紫外灯15 cm处的

磁力搅拌器，打开平皿计时照射，各平皿分别照射

不同的时间紫外灯在照射前预热30 min．悬浮液

照射后在暗室内放置2 h以上，以避免光复活对诱

变的影响J“

1．4．3 菌株的摇瓶发酵试管斜面一种子培养基

(35℃，24 h)一发酵培养基(35℃，300 r／min．

32 h)[61．

1．4 4测定方法 HA产量测定、HA相对分子质

量测定见文献[3]；试剂盒定量检测微量毒素见文

献[7]

2结果与讨论

2．1稀释倍数的确定

种子液稀释倍数在10～103时，平板菌落成密

集状，无法计数；在104倍时菌落在1 000个左右，

悬浮液中的细菌尚未成单细胞状态．为此，确定105

为悬浮液稀释倍数10。倍数平板菌落较少，减少了

出现高产突变株的概率．单茵悬浮液平板培养菌落

计数见表2．

表2单菌悬浮液平板培养菌落计数

Tab．2 Results of CFU

2．2致死率及诱变剂量的确定

将未照射uv的菌悬液与各时间梯度的悬液

分别稀释后涂布平板，培养48 h后进行菌落计数，

计算死亡率(见表3)

死亡率=(未照射平板菌落数一照射平板菌落

数)÷未照射平板菌落数

为了得到较好的突变效果，选择致死率大于

90％的照射剂量，即照射时间60 s，照射距离30 cm

作为诱变条件，对菌株进行诱变．
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衰3致死宰结果

Tab．3 Results of cell death rate

2．3突变株分离

将稀释率10～、距离30 cm、时间60 s条件下

照射的10个菌悬液平皿，经过暗室放置3 h后，在

无菌条件下将其涂布于9 cm平板培养基上培养48

h．其菌落数见表4．

将每个菌落用接种环在火焰无菌下接入试管

斜面，培养48 h后，每个试管传2个试管斜面，培养

48 h，0～5℃保存(保藏期为l周，l周后再传种)．

2．4突变株筛选

对试管用6位数编号．第l、第2位数表示平皿

号。第3、第4位数表示从平皿接入试管的顺序号．

第5、第6位表示试管代号．

对所选115个照射菌株进行摇瓶实验每个菌

号3瓶，实验重复3次．其中有76个菌株在3次实

验中当发酵12 h后oD660值不再增加，17个菌株在

发酵16 h后OD660值停止增加；pH经过I tool／din3

NaHC03调至7 5～8．0后不再下降，只有22个菌

株在16 h后OD660值继续增加；pH值在24 h降至
5 0～6 0，调pH后发酵继续，32 h后pH不再变

化。发酵结束．实验结果见表5．数据采用3组数据

的平均值．

表4照射平皿生长的菌落数

Tab．4 CFU in the plate an”UV mutation

平皿号 菌落数／个

寰s发酵实验结果

Tab．5 FermentaUon experiment results

序号 菌号 OD6m值剃1．／(gl。，相等搿量滞虢，渤虢，渤翌盛，
1 10701 4．231 0 984 1 26 23．21 2 330 0．472

2 11201 3 656 0．765 1 31 27 98 2．680 0 398

3 30601 4 156 0．871 1．09 26．43 1 570 0．321

4 41102 4 232 1．327 1．79 21 56 1．690 0 304

5 50102 4．001 1 272 1．70 23．27 1 820 0 412

6 50202 5．122 1．981 2 10 17 55 1．220 0 369

7 50702 4 322 1．783 1．97 16 53 1 570 0，497

8 60302 4．788 2．325 2 30 7．550 1．320 0 482

9 70103 5．322 3．241 3 20 4 230 1 270 0 467

10 70403 4 189 2．024 2．76 9．820 2．320 0 327

11 80203 4．636 1．987 1．80 12 32 2．980 0 441

12 80603 3．573 0．964 1．31 31 05 4 550 0．453

13 80703 4 681 2．121 1 46 19．83 2．330 0 475

14 80903 4 322 l 954 2 71 16．02 2 550 0．497

15 90204 5 613 2 782 3 10 7 650 1．110 0 364

16 90404 3 802 1，035 2 21 23．23 3．640 0 394

17 90504 5．798 2 811 3．36 10 01 2 010 0 447

18 91004 4 864 2．021 2．07 11．23 2．870 0 421
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2．5目标突变株选择

表5中相对分子质量大于2．60×106、产量高

于2 0 g／【。、内毒素低于0．50 mg／mL的菌株列入

表6，确定为目标突变株．

表6目标突变株

Tab．6 The elected mutants

9 70103 3 241 3 20 0 467 I

10 70403 2 024 2 76 0．327 II

15 90204 2．782 3 10 0 364 Ⅲ

17 90504 2 81l 3．36 0 447 IV

对以上4个菌株重复实验8次，用其每次传代

的菌株。每次传代进行1次摇瓶实验．实验稳定性

见图1和图2．

70103号；Ⅱ70403号；Ⅲ．90204号；／V．90504号

图1 HA产量与篁株传代数的关系

RelaUomhlp between HA production and strain

generation
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从图1和图2可以看出，Ⅲ号菌系(90204的后

代)产量为2 78～3．21 g／i，及相对分子质量为3 09

×106--3．26×106，均稳定．其余3个菌系无此稳定

性；Ⅳ号菌系虽然在起初产量、相对分子质量均高，

但传到第8代时产量已底于2．0 g／1．，相对分子质

量低予2．5×106所以将Ⅲ号菌系的90214确定为

目标菌种，命名为NUF一036号菌株．制成甘油管

保存．
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