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离子注入选育高产类胡萝卜素红酵母

张 鑫， 王岁楼， 陈春涛， 卫 军， 陈苏前
（郑州轻工业学院 食品与生物工程系，河南 郑州 #3$$$!）

摘 要：通过离子注入 * 4诱发基因突变，从而获得高产类胡萝卜素红酵母菌株 567/7-，其出产率
较出发菌株 567/提高 %2 ) !8；经复筛和传代实验表明，该高产菌株遗传性能较为稳定，/ 代平均
类胡萝卜素产量提高了 %# ) $8、质量浓度达 "$ ) - 9: ; < )
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@=/0$&<0：5H’S’I’P,(J XIPJBC 567/7- ’Q HB:H7VBN(SBC: UJP’INC’BSX YJX ’ZIJBCNS ZV IHN INUHC’(’:V ’Q
B’C B9O(JCIJIB’C ) [HN UJP’INC’BSX VBN(S ’Q IHBX XIPJBC YJX BCUPNJXNS ZV %2 ) !8 U’9OJPNS YBIH IHJI ’Q
BCBIBJ( XIPJBC 567/ ) KIX :NCNIBU L,J(BIV YJX OP’\NS XIJZ(N ZV N]ONPB9NCIX) [HN J\NPJ:N UJP’INC’BSX
VBN(S ’Q IHPNN :NCNPJIB’CX U’,(S PNJUHNS "$ ) - 9: ; <，YHBUH YJX BCUPNJXNS ZV %# ) $8 )
A.1 B"$6/：K’C B9O(JCIJIB’C；UJP’INC’BSX；!"#$#%#&’()；9,IJIB’C ZPNNSBC:

以!7胡萝卜素为代表的类胡萝卜素是一类呈
黄色、橙红色或红色的多烯类化合物，在食品、化妆

品以及保健品方面具有广泛的用途［"］)利用红酵母
发酵生产类胡萝卜素具有培养要求简单、生产周期

短等优点，是一项很有开发前景的微生物技术 )但
目前报道的红酵母类胡萝卜素发酵产率均较低，需

从菌种和工艺方面进行改良［!］)离子注入是 !$ 世
纪 0$ 年代兴起的一种材料表面处理技术，目前已
被成功地应用于农作物和微生物菌种改良等方面 )
在工业微生物育种领域，一些研究者已通过离子束

改良获得了糖化酶、利福霉素、麦角甾醇等高产菌

株 )据报道，离子注入引发的突变在低剂量注入、细

胞损伤较轻的情况下发生，因而可获得较高的突变

率和较宽的突变谱［/ ^ 3］)作者采用 "$ _N\ 能量的
* 4束，首次对产类胡萝卜素的红酵母进行离子注

入研究，以期筛选出类胡萝卜素的高产菌株 )

C 材料与方法

C D C 菌种
类胡萝卜素产生菌（主要产!7胡萝卜素） 567

/红酵母（ !"#$#%#&’()），作者所在实验室分离筛
选 )
C D E 培养基
C )E )C 斜面活化培养基" 葡萄糖 !8，蛋白胨 !8，
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酵母膏 !"，琼脂 #"，自然 $%值，& ’ ! ()*下湿热
灭菌 +& ,-. ’
! ’" ’" 液体种子培养基! 葡萄糖 /"，蛋白胨 !"，
酵母膏 !"，自然 $% 值，每支试管分装 0 ,1，& ’ !
()*下湿热灭菌 +& ,-. ’
! ’" ’ # 摇瓶发酵培养基 ! 葡萄糖 /"，蛋白胨
& ’ 0"，酵母膏 & ’ 0"，$% 2 ’ &，#0& ,1 的三角瓶中
分装 0& ,1，& ’ ! ()*下湿热灭菌 +& ,-. ’
! $ # 培养方法
将保藏的斜面菌种移接到斜面活化培养基上，

#3 4培养 /3 5，接 #环于种子培养基中，#3 4振荡
（!0& 6 7 ,-.）培养 !# 5，然后按 !&"接种量（即每支
试管分装 0 ,1）接摇瓶发酵培养基 !瓶，#3 4下振
荡（!0& 6 7 ,-.）培养 8# 5 ’
! $ % 分析测定方法
! ’% ’! 细胞生物量测定! 采用培养物离心后烘干

称重的方法进行［2］’
! ’% ’" 类胡萝卜素质量浓度测定! 采用二甲基亚

砜法 ’按预实验摸索的条件，取 # ,1 发酵液加 !
,1二甲基亚砜于室温下破壁约 #& ,-.，然后加入 0
,1丙酮萃取 +& ,-.，以 + &&& 6 7 ,-.离心 !& ,-.，
测定波长为 /80 ., 处吸光度，按下式计算发酵液
的类胡萝卜素质量浓度［3］：

类胡萝卜素质量浓度（!9 7 ,1）: ! /80 "# 7 & ’ !2 "$

式中，; 为 /80 ., 处吸光度，"# 为萃取液体积

（,1），& ’ !2 为"<胡萝卜素摩尔消光系数，"$ 为取

样发酵液体积（,1）’
! ’% ’# 细胞类胡萝卜素质量分数测定! 先测定细

胞生物量和类胡萝卜素质量浓度，然后按下式换

算［8］=
细胞类胡萝卜素质量分数（!9 7 9）: 类胡萝卜素质
量浓度（!9 7 ,1）7细胞生物量（9 7 ,1）
! ’% ’% 残糖测定! 采用 +，0<二硝基水杨酸比色法
（>?@法）［A］’
! $ & 离子注入方法
把待处理的菌株细胞均匀涂布在平板培养皿

上，用无菌空气风干制成菌膜 ’采用能量 !& BCD、脉
冲剂量 ! E !&!/ ? F 7 G,# 的 ? F束注入红酵母 HI<
+，每次连续注入 0 J，间隔 0& K A& J，总剂量为 &（对
照）K 8 E !&!/ ? F 7 G,#，注入靶室的真空度为 ! E
!& L + )*’
! $ ’ 存活率曲线的测定
测定各剂量处理后酵母菌的存活率，绘制成存

活率—剂量曲线，结果见图 ! ’

图 ! ()*#菌株离子注入后存活曲线
+,-$ ! ./0 011023 41 ,456 ,789:53:3,45 45 63;:,5 ()*#

! $ < 菌株筛选方法
将经过离子注入处理后生长良好的平板单个

菌落，分别移接到斜面，#3 4培养 /3 5 后，挑一环
接入种子培养管中，在摇床上培养 !# 5，按 !&"接
种量接到摇瓶发酵培养基中，于 #3 4摇床（!0&
6 7 ,-.）培养 8# 5，测发酵液中类胡萝卜素质量浓
度 ’筛选出产量较高的菌株，连续传 + 代发酵，选出
产量高且稳定性好的菌株 ’

" 结果与讨论

" $ ! 存活率曲线
由对照平板和各剂量注入处理后的平板，在相

同条件下培养后进行菌落计数绘成存活率曲线（图

!）’可以看出，菌体存活率与注入离子剂量有关，随
着 ? F注入剂量的增大，菌株存活率降低，当注入剂

量超过 8 E !&!/ ? F 7 G,# 时，存活率降为零 ’
" $ " 诱变效应统计
对各诱变剂量处理后的存活菌株进行初筛，测

定类胡萝卜素质量浓度，统计突变率和正诱变率，

结果见表 !（与对照菌株相比，产物质量浓度变化在
!&"以内的菌株视为未发生突变）’
表 ! =>注入 ()*#红酵母后的诱变效应

.:?$! ./0 7@3:3,45 41 ()*# ,789:530A ?B 5,3;4-05 ,456

注入剂量 7
（? F 7 G,#）

存活率 7
"

突变率 7
"

正突变率 7
"

& !&& & &

! ’ & E !&!/ +A 3! +#

# ’ & E !&!/ +# 82 #&

+ ’ & E !&!/ #! 23 !2

/ ’ & E !&!/ A /& !&

0 ’ & E !&!/ 2 #& /

2 ’ & E !&!/ # !# &

8 ’ & E !&!/ & & &
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从表 !可知，当注入剂量为 ! " # $ !#!% & ’ " # $
!#!% ( ) * +,- 时，菌种有较高的存活率、突变率及正

突变率，尤以剂量 ! $ !#!% ( ) * +,- 时为高，因此，进

一步诱变选用此剂量 "
! " # 高产菌株的筛选
经再次离子注入诱变处理及发酵条件初步优

化，最终筛选到高产类胡萝卜素的红酵母突变株

./0’01，结果见表 - "通过复筛及连续 ’ 代传代实
验，表明该高产菌株的遗传性能较为稳定，结果见

表 ’ "
表 ! $%&#&’的筛选结果

()*"! (+, -./,,0102 /,-345- 67 835)05 $%&#&’

菌 种 产量 *（,2 * 3） 对比 * 4

./0’（出发菌株） 5 " # !##

./0’01 !# " 5 !65 " -

表 # $%&#&’变株的遗传稳定性实验
()*"# (+, 2,0,51. 9/69,/5: 67 835)05 $%&#&’

菌 种 产量 *（,2 * 3） 对比 * 4

./0’（出发菌株） 5 " ’ !##

./0’01 7! !! " - !66 " 8

./0’01 7- !# " 1 !6’ " #

./0’01 7’ !# " 8 !6! " %

平均 !# " 1 !6% " #

! " ; <=注入对红酵母生物量和类胡萝卜素质量分

数的影响

从表 %可知，( )注入对红酵母 ./0’生物量无
明显影响，但对菌体类胡萝卜素质量分数有明显提

高作用，是发酵液中类胡萝卜素质量浓度提高的原

因 "

表 ; <=注入对 $%&# 红酵母生物量及类胡萝卜素质量分
数的影响

()*"; (+, ,77,.5- 67 015/62,0 160- 1894)05)5160 60 5+, .,44-
8)-- )0> .)/65,0, .605,05 67 -5/)10 $%&#

菌 种 生物量 *（2 * 3）
类胡萝卜素
质量分数 *（!2 * 2）

./0’
（出发菌株）

!9 " 8 ’85 " !

./0’01 !5 " - 59% " ’

! " ? 菌株的发酵动力学规律分析
从图 -可见，高产诱变株 ./0’01 与出发菌株

./0’的发酵过程特性无差异，两菌株的糖耗与产
色速度均保持平衡，只是诱变菌的耗糖速度稍慢，

但产物形成更迅速，说明诱变菌株具有更强的类胡

萝卜素合成能力 "

图 ! $%&#&’和 $%&#菌株发酵曲线
@12" ! (+, 7,8,05)5160 .63/-, 67 $%&#&’ )0> $%&#

# 结 论

采用 !# :;< 低能 ( )注入产类胡萝卜素红酵

母，经筛选获得高产菌株 ./0’01，其产率较出发菌
株 ./0’提高 65 " -4，且传代性能稳定 "这表明，低
能 ( )注入对产类胡萝卜素的红酵母菌株具有良好

的诱变效果，可使其发生可遗传的变异 "
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