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高静水压对产!0胡萝卜素粘红酵母的诱变效应

王岁楼.!!!!吴晓宗!!!郝莉花!!!孙君社."

!.)中国农业大学 食品科学与营养工程学院"北京.$$$1##!)郑州轻工 学 院 食 品 与 生 物 工 程 学
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摘!要!利用.$$!"$$+4,的 静 水 高 压 和.$!#$567的 保 压 时 间 对 粘 红 酵 母"!"8#$%&’(’)
9:"#进行处理!发现处理.$567时的高压存活曲线呈现马鞍形!说明高静水压处理的最终效应可

能是多种生物学效应的累积$."$+4,保压!$567时的突变株9:"0#的生物量虽然比出发菌株

9:"下降了28!";!但目的产物!0胡萝卜素的质量分数却比9:"提高了%18%$;$传代实验表

明!该诱变株遗传稳定性良好!没有发生性状退化及回复突变$利用限制性片段长度多态性分析

"9<=4#比较发现!限制性内切酶 >67?"和@,5>#切割的9:"和9:"0#的A*B片段有明显不

同!证明高静水压使粘红酵母9:"在表面性状和A*B水平上都发生了改变$
关键词!高静水压#粘红酵母#诱变
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!!在生物工程领域%如何进一步提高工业微生物

的产量是 一 个 永 恒 的 研 究 课 题&尽 管 目 前 许 多 人

把研究的重点放在基因工程菌的构建改良上%但诱

变育种仍 在 实 际 生 产 中 占 主 导 地 位&现 有 的 物 理
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和化学诱变剂一方面由于频繁使用!其诱导新突变

的能力下降"另一方面由于它们几乎都有辐射性或

毒性!在很大程度上限制了它们的应用#
高静水 压$>6KM>-?U’OT,T6S4UPOOGUP!>>4%

处理是一种新的 物 理 技 术!压 力 范 围 一 般 在.$$!
.$$$+4,!其在生物学领域主要应用于深海生物&
生物 物 化 性 质&嗜 极 菌 蛋 白 质 研 究 等 方 面!并 逐 渐

形成了 一 门 新 的 学 科’’’高 压 生 物 技 术(.)#在 高

静水压作用下!大多数微生物能够产生压力诱导蛋

白质$4Z4O%(!)!或自适应调整细胞膜蛋白的种类和

含量(#)!甚至可以引起微生物遗传物质’’’核酸的

改变!如高 静 水 压 可 导 致 啤 酒 酵 母 产 生 四 倍 体(3)!
可使得 酵 母 和 大 肠 杆 菌 的 A*B 含 量 大 幅 度 减

少(")!这 些 都 证 明 高 静 水 压 能 影 响 A*B 的 复

制(%‘/)#
目前国内外鲜有高压诱变育种的研究报道(/)#

美国地球物 理 所 发 现 了 一 种 耐 高 压 的 大 肠 杆 菌 和

一种耐高 压 的 海 洋 细 菌!它 们 能 耐 受 超 过.$$$$
+4,的 压 力!相 当 于 海 平 面 大 气 压 力 的.8%万

倍(1)#中国高翔 等(2)用!!$+4,高 静 水 压 处 理 大

肠杆菌 C:.&A>"$和 >@.$.!得 到 了 耐 压 的 突 变

菌株C:.4&A>"$4和 >@.$.4#李桂双等(.$)利用

/"+4,高 压 处 理 水 稻 种 子!发 现 其 叶 片 中 类 胡 萝

卜素含量明显 提 高#作 者 曾 用."$+4,高 静 水 压

处理漆酶产生菌灵芝$.8$%/’+%0 a,UOT%(..)!结果

发现酶活提高了!1!8%/;!发酵时间也缩短了.?#
利用红酵 母 发 酵 生 产!0胡 萝 卜 素 是 一 项 很 有

发展前景的微生物技术(.!)!但目前所研究和报道的

菌株发酵产 量 普 遍 较 低#为 了 提 高 粘 红 酵 母9:"
生物合成!0胡萝卜素的产量!作者对其进行了高静

水压诱变研究#

A!材料与方法

ABA!材料

ABABA!出发菌株!粘红酵母$!"8#$%&’(’)9:"%!
作者所在实验室保藏菌种#

ABABC!培养基

.%液体种子 培 养 基$组 分K*?=%+葡 萄 糖!!蛋

白胨.!酵母膏.#自然[>值#

!%摇瓶发酵 培 养 基$组 分K*?=%+葡 萄 糖3!蛋

白胨$8"!酵母膏$8"#[>%8$#

#%完全培养 基$组 分K*?=%+葡 萄 糖!!蛋 白 胨

!!酵母膏.!琼脂!#[>%8$#

3%二苯胺 初 筛 培 养 基+将 二 苯 胺 溶 解 后!分 别

以"$!"$$%5’(*=的不同浓度添加到完全培养基

中!制成不同浓度的二苯胺平板#

ABC!方法

ABCBA!诱变前预处理!取活化后的菌株两环接种

至盛 有"$5=种 子 培 养 液 的!"$5=三 角 瓶 中!

!1b振荡$."$U*567%预 培 养!3M!再 分 别 取$8"
5=预培养种子液接种于3$瓶盛#$5=种子培养

液的!"$5=三角瓶中#!1b振荡$."$U*567%培

养!比浊法测定菌体浓度!使细胞数达到.$%!.$/!
生长处 于 对 数 生 长 期#将 该 种 子 液 混 合 摇 匀!取

.$$$5=在3$$$U*567下 离 心!用 无 菌 生 理 盐 水

洗涤!再次离心#将离心过的酵母细胞悬浮于.$$$
5=浓度为3$55’(*=的CU6O0>Q(缓 冲 液 中$[>
值为/8#$%!分装到高温灭菌过的聚丙烯袋中#

ABCBC!高压 处 理!采 用1$$0."=型 超 高 压 设 备!
其最高压力为1$$+4,!最 大 容 积 为."=!传 压 方

式为外部加压!加压&保压&卸压均为自动控制#
按预定方 案 选 取 压 力 与 保 压 时 间 做 双 因 素 全

面试验!每 个 条 件 做#个 平 行!以 分 装 好 但 未 进 行

高压处理 的 出 发 菌 株 作 为 对 照#将 样 品 分 装 袋 放

入装水的聚丙烯袋内!封口后放入超高压处理设备

内!进行高静水压处理!恒温$!"c!%b#

ABCBD!突变株筛选!将处理后的样品在完全培养

基中培养!3M后离心!以无菌生理盐水稀释呈浓度

梯度!涂布于二苯胺初筛培养基上!置于!1b下培

养31M!挑选生长并变红的菌落#

ABCBE!生物量测定及!0胡萝卜素的抽提!按文献

(.!)的方法进行#

ABCBF!!0胡萝卜素的 >4=Q测定!E,TPUO%$$高

效液相色 谱 仪$美 国 E,TPUO公 司 制 造%!其 主 要 测

定 条 件 如 下+色 谱 柱+940QAF Q.1 分 离 柱

$>-[PUO6(公 司!!"$d38%55%!柱 温#$b!流 动

相+乙腈e二氯甲 烷e甲 醇$1$e.$e.$%#!0胡 萝

卜素丙酮抽提液"5=在*!保护下吹干称重后!用

甲醇e二氯甲烷$.e.%溶 解!定 容 至"5=进 行 测

定#进样流速$815=*567!进 样 量!$%=!检 测 波

长3"$75!对照!0胡萝卜素标准样以峰面积积分法

定量#

ABCBG!限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 分 析!9<=4"!分

别提取出发菌株9:"和!0胡萝卜素产量最高的高

压突变株9:"0#的A*B(.#)#以纯化后A*B作为

底物进 行 酶 切 处 理!用 >67?"!V’9#!@,5>#!

>,P"$华美生物工程公 司 产 品%分 别 处 理!反 应 按

照酶切说明书 进 行!.K*?=琼 脂 糖 凝 胶 进 行 电 泳!

电压/$&!电泳时间.8"M#溴化乙啶染色!拍照#
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C!结!果

CBA!高静水压处理存活曲线

图.是!"8#$%&’(’)9:"高 静 水 压 处 理 存 活

曲线!从图.可以发现"高静水压处理与一般诱变

剂的处理结果有一些不同"即存活曲线呈马鞍形!

图A!静水高压处理粘红酵母HIF的存活曲线

)-2JA!+#$K-K&’,#$K."(!"B*(’%+,+-HIF0$.&0.*>3668

!!在.$$!#$$+4,之间"!"8#$%&’(’)9:"菌株

存活率 几 乎 成 直 线 下 降"但 在#$$+4,下 处 理#$
567的存活率反而要比处理.$567和!$567高一

些"在#"$ +4,下 处 理!$567的 存 活 率#以(K
Q<H计$为$"而处理#$567的存活率却为$8%$!!
对于处理.$567的9:"来说"在#$$+4,其存活

率为$8%22"而在#"$+4,存活率又可达到$82"3"

3$$+4,存活率为.8$3.!
大量的研究结果证明%.30.%&"存活曲线呈马鞍型

的低能离子 诱 变 对 微 生 物 细 胞 的 损 伤 是 非 正 常 损

伤"即其诱变效应是多种生物效应"如质量沉积’溅

射刻蚀’电 荷 交 换 等 效 应 的 累 积!因 此"高 静 水 压

诱变是否也为多种生物效应的累积"值得我们从理

论和实验方面去探索!

V(fPg8等%./&对 细 菌 在 高 压 均 质 和 高 静 水 压

下的失活进行了研究"发现18/*$’=++.$.$突变

株在高压均质处理过程中存活时间只有.O"而在高

静水压下存 活 时 间 长 达."567!其 原 因 可 能 是 高

压均质的压力作用目标是细胞壁"微生物细胞受到

的主要是诸 如 压 力 突 然 变 化’剪 切’碰 撞’空 穴’湍

流等 一 些 物 理 效 应"而 在 高 静 水 压 下"压 力 分 散 作

用于多个目标"一些生物效应得到充分的积累和释

放"只 有 在 一 定 数 量 的 作 用 目 标 失 活 后"细 胞 才 会

死亡!但高 静 水 压 究 竟 产 生 哪 些 生 物 效 应 还 需 具

体研究!

CBC!二苯胺初筛培养基的选择

由于二苯 胺 可 以 抑 制 代 谢 途 径 中 八 氢 番 茄 红

素下游的类胡萝卜素合成"使粘红酵母的菌落颜色

变浅以致失去原有的红色"更高的浓度甚至可以抑

制菌落生长!因此"选择合适浓度的二苯胺添加到

完全培养基作为粘红酵母诱变育种的初筛培养基!
将出发菌株接种到不同浓度的平板上"!1b培

养31M"菌落生长和显色情况见表."最终选择!$$

%5’((=的二苯胺培养基作为初筛培养基!
表A!粘红酵母HIF在二苯胺平 板 上 的 生 长 情 况 和 颜 色 变

化

9&>BA!91.2$"@01&%*,"’"%-.7L,"’"$"(!"B*(’%+,+-HIF"%

*-M1.%3’&:-%.M&%.’7

二苯胺浓度(

#%5’((=$
生长情况 颜色变化

$ hhhh hhhh

"$ hhhh hhh

.$$ hhhh hh

."$ hhhh hh

!$$ hhhh h

!"$ hh h

#$$ hh h

#"$ h h

3$$ ‘ ‘

3"$ ‘ ‘

"$$ ‘ ‘

CBD!突变株的筛选及遗传稳定性检验

根据二苯 胺 培 养 基 上 菌 落 的 大 小’颜 色 深 浅"
挑选出同一处 理 条 件 下!!"个 菌 落 较 大’颜 色 较

红者进 行 发 酵 培 养"测 定 生 物 量 及!0胡 萝 卜 素 产

量!不同诱变 条 件 下 产 量 最 高 的"株 突 变 菌 的 发

酵结果见表!!
表C!突变株的!;胡萝卜素产量

9&>BC!91.!;,&$"0.%.M$"*#,0-"%"(:#0&%07

菌株

诱变条件

压力(
+4,

时间(
567

生物量(
#K(=$

!0胡萝卜素
质量分数
#%K(K$

&0胡萝卜素
产量(
#5K(=$

9:" $ $ .28!/! #!%8111 %8#$$

9:"0. .$$ #$ ./811% #%"8/$$ %8"3.

9:"0# ."$ !$ ./832$ "".8.#1 28%#2

9:"03 ."$ #$ !.81$! #.#8#/" %81#!

9:"01 #$$ .$ .28#1! #".8#!" %81$2

9:"02 #$$ #$ .18/!! #2282.# /831/

!!从表!可 知"9:"03生 物 量 比 出 发 菌 株 9:"
提高了.#8.#;"9:"01的生物量也有一定提高"但
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幅度不大!9:"0."9:"0#"9:"01"9:"02的!0胡萝

卜素含量和产量都比出发菌株有一定的提高"但各

菌株提高幅度差别较大"其中9:"0#提高幅度最大

#!0胡萝 卜 素 含 量 和 产 量 分 别 提 高 了%18%$;和

"#;$"再次是9:"02#!0胡 萝 卜 素 含 量 和 产 量 分 别

提高了!!8#3;和.1813;$!
对9:"0#和 9:"02连 续 传"代"并 测 定 其 第

#%"代!0胡萝卜素产量"结果见表#!从表#可知"
这两株突变株的遗传稳定性良好"没有发生性状退

化及回复 突 变!这 说 明 高 静 水 压 处 理 作 为 一 种 菌

种诱变的新方法是可行的!
表D!突变株传代后第D!F代的!;胡萝卜素产量

9&>BD!91.!;,&$"0.%.M$"*#,0-"%"(01.:#0&%07&(0.$D$*&%*

F012.%.$&0-"%

菌株 代数
生物量&
#K&=$

!0胡萝卜素
质量分数&
#%K&K$

!0胡萝卜素
产量&
#5K&=$

$ ./832$ "".8.#1 28%#2

9:"0# # ./83!! ""$8!"# 28"1/

" ./83#. "3281#! 28"13

$ .18/!! #2282.# /831/

9:"02 # .18/!$ #218/1/ /83%"

" .18/.! #2/82"" /833/

CBE!H)N8结果

为了从核酸水平上证实!"8#$%&’(’)9:"高静

水压 处 理 后 发 生 变 异"利 用3种 核 酸 内 切 酶 对

9:"%9:"0#的A*B进行酶切处理"结果见图!!

!!从图!可以看出"用 >67?"处理后"突变株的

A*B片段比对照要多出#段’用@,5>#处理后"
突变株A*B比对照明显多出.个片段!这说明高

静水压处理!"8#$%&’(’)9:""不仅使其菌落颜色%

!0胡萝卜素产 量 等 表 面 性 状 发 生 变 化"其 A*B分

子也发生了改变"证实了高静水压诱变微生物的可

行性!

D!讨!论

在高静水压下"微生物细胞的受压环境相当重

要"其中 压 力 的 影 响 至 为 关 键!在 较 低 压 力 条 件

下"细胞仅仅是被迫激活膜物质合成基因以克服细

图C!凝 胶 电 泳 图 谱"6-%*!处 理 HIF"&#和 HIF;D
">#$5"H"处理HIF",#和HIF;D"*#$/&:6"处

理HIF".#和 HIF;D"(#$6&.!处 理 HIF"2#和

HIF;D"1##

)-2JC!I.’.’.,0$"M1"$.7-7"(6-%*!$.70$-,0-"%*-2.707

胞膜结构受到的影响’而较高的压力还诱导一些未

知的基因和酶产生"这些诱导物主要消除高压力所

造成的更为不利的影响"如降解变性蛋白质等!因

此在一定程度上"可以认为高静水压的生物效应就

是微生物细胞对自身在该条件下的修复响应!
其次为温度"在研究高静水压对微生物的影响

时"必须将 其 纳 入 压 力(温 度 体 系 进 行 考 察 研 究!
压力和温度这两个重要的物理参数"在某些热力学

特性上非常相似!因此"当对压力影响机制不太了

解的情况下"可 让 压 力 套 用 温 度 模 型"再 反 过 来 验

证修改压力模型!
再次为水环境"微生物细胞必须在水环境中才

能均匀地受到压力作用"但水不只是充当介质和保

护作用!水 分 子 在 压 力 下 可 以 渗 透 到 天 然 蛋 白 质

分子内部并 改 变 蛋 白 质 的 构 象"使 其 折 叠 或 展 开"
从而失去原来特有的三级结构"成为一种特殊的中

间态!这种构 象 在 压 力 诱 导 解 链 变 性 的 BUS阻 遏

子中已得到了证实).1*!

[>值%菌 龄%培 养 基 成 分%升 卸 压 速 度 等 也 都

是影响微生物高静水压诱变的重要因素).2*!总之"
高静水压对微生物的影响非常复杂"其诱变机理及

影响因素仍有待深入研究!
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