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原生质体紫外诱变选育鸟苷高产菌株

盛翠1， 张一平2， 陆茂林¨’2

(1．江南大学医药学院，江苏无锡214122；2．江苏省微生物研究所有限公司，江苏无锡214063)

摘要：以一株鸟苷产生菌Bacillus subtilis JSIM—G518为出发菌株，采用原生质体紫外诱变的方

法，选育具有核苷水解酶缺失，磺胺胍，德夸菌素、狭霉素C等抗性的突变株，摇瓶的鸟苷产量达到

24．0 g／L，比出发菌株提高了30％。该突变株遗传性状稳定，连续传代10次，仍维持较高的鸟苷

产量。
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Abstract：In this study，Bacillus subtilis JSIM—G518 was used as the parent strain to breed a high

guanosine production strain．Under the optimum conditions of formation and regeneration of

protoplasts，the protoplasts of Bacillus subtilis JSIM—G5 18 were prepared．A resistant mutant

strain which have lack-nucleoside hydrolyase(NHase)，sulfaguanidine(SG)，decoyinine(Dec)，

psicofuranine(Psi)was obtained by UV irradiation of protoplasts．The production of guanosine

was 24 g／L，was higher 30％than that of the parent strain．Further experiment confirms that

Baczllus subtilis JSIM—GU一124-19 iS a stable strain．
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鸟苷作为多用途的核苷，是抗病毒药物三氮唑

核苷、无环鸟苷和食品增鲜剂5，_鸟苷酸的合成原

料，在食品和医药工业中起着不可估量的作用[1j。

早在20世纪60年代，日本就大规模开展了发酵法

生产鸟苷的研究，并取得了一系列成就，进入了工

业化生产规模。我国对鸟嘌呤系化合物的研究始

于20世纪80年代[2]。随着国内鸟苷市场需求量激

增[3]，随着越来越多的企业进入生产三氮唑核苷、

无环鸟苷和5，_鸟苷酸发酵法生产鸟苷的研究也得

到更广泛的重视。作者所用的出发菌株是作者所

在实验室经紫外线’诱变和化学诱变处理获得的突

变株，如果再重复使用常规诱变法来提高菌株的产

苷能力，将会受到较大的限制。70年代以来，原生质

体技术迅速发展，已成为工业微生物菌种选育的一种

重要手段，并取得了很大的成效。对原生质体直接进

行诱变处理，较一般常规诱变方法效果好，且能在较
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短时间内较大幅度地提高菌种的变异率。利用原生

质体技术选育鸟苷高产菌，国内还少有研究。

通过分析枯草芽孢杆菌的嘌呤生物合成途径

及其代谢调控机制[43可知，鸟苷在核苷水解酶的作

用下进一步代谢成为鸟嘌呤，致使鸟苷的产量降

低。为了阻断发酵过程中所积累的鸟苷分解成鸟

嘌呤，从而使得代谢产物单一，提高鸟苷的产量，

利于发酵产物鸟苷的分离，所以选育完全缺失或部

分缺失核苷水解酶活性的突变株对鸟苷发酵生产

是非常有意义的。同时为了提高GMP合成酶和

IMP脱氖酶的活力，解除AMP对SAMP裂解酶的

反馈抑制∞]，还增加了磺胺胍，德夸菌素、狭霉素C

等抗性，得到的突变株用于鸟苷的生产，其产量远

高于出发菌株。

1材料与方法

1．1试验材料

1．1．1 试验菌种 Bacillus subtilis JSIM—G5 18。

1．1．2主要培养基

1)斜面培养基：见文献[6]。

2)基本培养基(g／dL)：葡萄糖0．5，柠檬酸钠

0．1，(NH4)2S04 0．2，KH2P04 0．6，K2HP04 1．4，

MgS04 0．02，MnS04 0．001，FeS04 0．001，琼脂

2．0；腺嘌呤50 ptg／mL，组氨酸50 ptg／mL，VBl 50

t生g／mL，pH 7．2。

3)再生基本补充培养基：见文献F6]。

4)高渗完全培养基：见文献[61。在斜面培养

集中加入蔗糖0．5 mol／L；MgCl2 20 mmol／L；顺丁

烯二酸20 mmol／L。

5)无糖基本培养基(g／dL)：(NH．)2 SOt 0．2，

KH2P04 0．6，K2 HP04 1．4，MgS04 0．02，MnS04

0．001，FeS0。0．00l，谷氨酸钠0．1，腺嘌呤50

ptg／mL；鸟苷10．0 mg／mL，组氨酸50,ug／mL；VBl

50肛g／mL，琼脂2．0，pH 7．2。

6)种子培养基(g／dL)：葡萄糖2．0，酵母膏

1．0。蛋白胨1．0，玉米浆1．0，尿素0．2，氯化钠

0．25；pH 7．2。

7)发酵培养基(g／dL)：葡萄糖10．0，酵母粉

1．6，(NH。)2 S04 1．5，MgS04 0．4，KH2 P04 0．2，

CaCl2 0．2，CaC03 2．0；玉米浆1．7 mL／dL；

pH 7．O～7．2。

1．1．3主要试剂

1)0．1 mol／L pH 6．0磷酸缓冲液；高渗缓冲液

(于0．1 mol／l。pH 6．0磷酸缓冲液中加入0．5

mol／L蔗糖)；原生质体稳定液(SMM缓冲液)[73；

酶试剂的配制见文献[7]。

1．2实验方法

1．2．1 最小抑制质量浓度的选择配制含不同质

量浓度药物的平板，将出发菌株的菌悬液稀释到合

适的质量浓度后涂布于药物平板。将涂菌平板置

于培养箱内培养3 d，选择完全抑制鸟苷产生菌生

长的最小药物质量浓度。

1．2．2原生质体的制备见文献[5]。

1．2．3原生质体的再生 见文献[5]。

1．2．4原生质体诱变 将原生质体悬浮于培养皿

内进行紫外诱变，诱变条件为：紫外灯功率15 W，

照射距离30 CITI。照射至所需时间后，离心，用

SMM缓冲液适当浓缩，系列稀释适当浓度，然后涂

于再生基本补充培养基的平板上。同时，以非诱变

再生平板为对照，进行致死率的测定r7]。

计算原生质体的致死率：原生质体致死率=

学×100％
其中：D为再生培养基平板上菌落数；E为诱

变处理后再生培养基平板上菌落数。

1．2．5 核苷水解酶活力丧失突变株的筛选 将再

生平板上长出的菌落用灭过菌的牙签分别对应点

接于基本培养基和无糖基本培养基上，32℃培养3

d，挑出在基本培养基上生长而在无糖基本培养基

上不生长的菌落，即为核苷水解酶活力完全或部分

丧失的突变株，然后进行摇瓶发酵筛选。

1．2．6 鸟苷抗性突变株的筛选 将上述突变株进

行诱变，将再生平板上长出的菌落用灭过菌的牙签

对应点接于含有抗性药物的基本培养基上，32℃培

养3 d，挑出在抗性基本培养基上生长的菌株，进行

摇瓶发酵筛选[8]。

1．2．7分析方法见文献[6]。

2结果与分析

2．1原生质体的形成及再生

在对Bacillus subtilis JSIM—G518的生长曲线

进行测定后知，鸟苷产生菌的延迟期很短，在2 h左

右就开始进入对数期，9 h左右对数期结束。所以，

选择生长6 h的菌种进行原生质体的制备。

2．1．1 酶质量浓度的确定 如图l所示，原生质

体形成率随酶质量浓度增加而提高，但再生率则呈

下降趋势。当溶菌酶质量浓度在1．2～2．8 mg／mL

范围内，原生质体形成率明显升高，但在2．8～3．6

mg／mL范围，原生质体形成率不随酶质量浓度提

高而大幅度提高，且再生率明显下降。因此采用
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2．4 mg／mL的酶浓度，此时原生质体形成率为

90．0％，再生率为20．4％。

苫j 生率

]． ]． ]． ]． ]． ]． ]．
1．2 1．6 2．0 2．4 2．8 3．2 3．6

酶质量浓庄[／(mg／mL)

图1 酶质量浓度对原生质体形成率和再生率的影响

Fig．1 Effect of different enzyme decomposing thickness

on the formation and regeneration of the proto-

plast

2．1．2 酶解温度的确定 从图2可知，在32～

38℃范围内，原生质体形成率随酶解温度的升高而

增高，但温度超过40℃时，形成率下降，这可能是

由于较高温度使酶钝化失活所致。温度对再生率

影响也很大，在32～42℃时再生率显著下降，因此

以36℃为最佳温度，此时形成率为93．7％，再生率

为18．3％。
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图3紫外线照射不同时间对原生质体致死率的影响

Fig．3 Effect of UV irradiation time on the death rate of

the protoplast

2．3缺失核苷水解酶活性突变株的获得

鸟苷产生菌JSIM—G518在发酵过程中积累嘌

呤碱基以及大量的鸟苷。这种现象主要是由于菌

株自身的核苷水解酶所引起的，即菌株本身利用鸟

苷水解后的核糖部分为能源产生了鸟嘌呤。以鸟

苷为惟一碳源的补充培养基是作为鉴别核苷水解

酶缺失菌株一种良好的手段。如果菌株有核苷水

解酶存在，能将鸟苷水解成鸟嘌呤和核糖，菌体以

核糖为碳源生长，反之，鸟苷则不能利用，菌体将无

法生长。出发菌株能够在以葡萄糖、鸟苷为惟一碳

源的基本培养基上生长，而突变株不能在以鸟苷为

惟一碳源的基本培养基上生长，或者在液体培养基

中生长极其微弱，不降解鸟苷，因而在发酵培养基

中鸟苷积累，鸟嘌呤很少或没有。

将再生平板上长出的菌落用灭过菌的牙签分

别对应点接于基本培养基和无糖基本培养基上，32

℃培养3 d，挑出在基本培养基上生长而在无糖基

本培养基上不生长的菌落，即为核苷水解酶活力部

分丧失的突变株，共挑出5株菌株，然而在培养6 d

后在无糖基本培养基上1、2、4号有轻微生长，3、5

号则无，出发菌株在两种培养基上培养3 d后均能

长出，由此说明突变株完全或部分缺失核苷水解酶

活性凹]，摇瓶发酵结果见表1。

表1核苷水解酶活性完全或部分缺失的突变菌株的摇瓶

发酵结果

Tab．1 Results of mutants of the excalation-nueleoside

hydrolyase

一一一一

再 |f I¨ 雁 E
。
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由表1可知，突变株4鸟苷产量明显高于其他

菌株，得到突变菌株JSIM-GU，鸟苷产量达到21．0

g／L以上。将出发菌株JSIM-G518和突变菌株

JSIM—GU的发酵液，以丙酮：氨水：正丙醇(体积

比为2：5：6)为展开剂进行薄层层析，发现出发菌

株JSIM—G518的发酵液中含有少量的鸟嘌呤，而在

突变菌株JSIM-GU中，由于核苷水解酶的缺失则

无鸟嘌呤的产生。

2．4磺胺胍抗性突变株的获得

将JSIM—GU诱变，涂布于含30弘g／mL磺胺胍

的基本培养基上，挑出能够生长的单菌落。摇瓶初

筛得到的较JSIM—GU鸟苷产量高的8株目的突变

株进行摇瓶复筛实验，每株菌做3瓶，36℃，100 r／

min振荡培养72 h，结果见表2。

表2磺胺胍抗性突变株的的摇瓶发酵结果

Tab．2 Guanosine production from different SG7 mutants

经摇瓶发酵筛选，选育到JSIM-GU一124菌株，

增加了磺胺胍抗性标记。

2．5德夸菌素抗性突变株的获得

将JSIM—GU一124进行诱变后涂布，挑出在含

0．7 mg／mL德夸菌素的抗性平板上长出的单菌落。

通过对所挑出的150株菌株的摇瓶发酵结果进行

分析知，增加德夸菌素抗性的菌株本身的产苷能力

和出发菌株相差不大L1引。

2．6狭霉素c抗性突变株的获得

将JSIM-GU-124进行诱变，涂布于含0．3 rag／

mL狭霉素C的基本培养基上，挑出能够生长的单

菌落n0|。经摇瓶初筛得到的较JSIM—GU一124鸟苷

产量高的5株目的突变株进行摇瓶复筛实验，结果

见表3。

经摇瓶发酵筛选，选育到JSIM-GU一124—19菌

株，增加了狭霉素C抗性标记。

表3狭霉素C抗性突变株的摇瓶发酵结果

Tab．3 Guanosine production of various Psi7 mutants

2．7 目的菌株遗传稳定性测定

为了观察鸟苷产生菌突变株JSIM—GU一124—19

的遗传稳定性，进行了菌种传代产苷性能试验。将

突变株JSIM—GU—124一19连续传代10次后制备菌

悬液，涂布鸟苷基本补充培养基平板，32℃培养2 d

后随机挑取10个单菌落于鸟苷斜面上，然后进行

摇瓶试验，比较不同单菌落的产鸟苷能力，结果见

表4。

表4突变株JSIM-GU-124—19的遗传稳定性

Tab．4 Hereditary stability of Bacillus subtilis JSIM-G13-

124-19

随机挑取的10个单菌落，其产鸟苷能力与传

代前菌株相比无显著差异，表明突变株JSIM—GU一

124-19遗传性质稳定。

2．8 鸟苷产生菌诱变谱系及菌株的遗传标记

以JSIM一1019为出发菌株，采用原生质体紫外

诱变的方法，根据代谢调控发酵原理，依次赋予其

NHase一，SG’，Psi‘等遗传标记，最后获得一株鸟苷

高产菌株JSIM—GU一124—19，其诱变谱系如下：
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菌 株

jsIM一1019(Ade。，His‘，Thi。)

‘

JSIM—G．518(Ade。，His‘，Thi一，Deam。，GMP”士，MSO。)

●

JSIM—GU(Ade-，His一，Thi一，Deam一，GMP耐，MS07，NHase一)

0

JSIM—GU一124(Ade，His一，Thi‘，Deam，GMP～，MSO‘，NHase-，SG‘)

‘

JSIM—GU一124—19(Ade‘，His。，Thi’，Deam‘，GMP时，MS07，NHase。，SG7，Psi7)

3 结 语

通过对酶解浓度、温度分析，确定JSIM—G518

原生质体形成率与再生率较高的最佳条件：溶菌酶

终质量浓度控制在2．8 mg／mL，酶解温度36℃的

水浴中处理40 min。对JSIM—G518原生质体直接

进行紫外诱变处理，方法简单、效果好，能在较短时

间内较大幅度提高菌种的生产能力、改善菌种性
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为鸟嘌呤，并进一步获得了磺胺胍，德夸菌素、狭霉

素C的抗性突变株，解除了终产物的抑制和阻遏，

使鸟苷产量达到24．0 g／L。
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