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耐促溶剂雷斯青霉菌株 N+注入诱变选育  
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（天津科技大学生物工程学院  天津 300457） 

摘要  在甾体生物催化过程中，向发酵液中添加亲水性有机溶剂，是增加底物溶解进而提高转化效率的有效

手段，但有机溶剂对于菌体普遍具有毒性。为此采用 N+注入诱变方法，对出发菌株雷斯青霉 p-10-8 进行改良，

获得耐促溶剂菌株 60 A-5-8，当投料量增大到 4‰时转化率达 82.61%。经过 5 次传代实验证明，该菌株具有

较高的遗传稳定性。 
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孕二烯酮（化学名：18,19-二去甲基孕甾-4,15-

二烯-13-乙基-17β-羟基-3-羰基-20-炔）是迄今为止

孕激素活性最强的甾体激素药物，因其具有口服吸

收快速完全、副作用小等优势成为目前最为理想的

口服避孕药。15α-羟基左旋乙基甾烯双酮是孕二烯

酮重要中间体, 目前主要通过化学合成获得，因反

应效率低，不但其成本昂贵，且对环境污染严重。

因此，人们开始研究应用生物催化方法生产 15α-羟

基左旋乙基甾烯双酮。生物催化方法是利用生物催

化剂（主要是酶或微生物）来改变（通常是加快）

化学反应速度。所用生物催化剂主要包括雷斯青霉

（Penicillium raistrickii）[1,2]、雪腐廉刀菌（Fusarium 

nivale）[3]等完整细胞。但是，由于目前该工艺存在

着转化率低及能耗高等问题，例如，当以 3 g/L 的

左旋乙基甾烯双酮为底物时，通过雷斯青霉进行羟

基化，转化率仅为 66.5%[4]，所以，一直未实现工

业化生产。 

在甾体生物催化工艺中，甾体底物溶解及传递

是甾体生物催化过程中的关键技术[5]。在实际生产

过程中，人们使用各种方法来降低底物溶解问题所

带来的传质限制[6]。其中较为有效的手段是在发酵

液中加入亲水性有机溶剂以加快底物的溶解[7]。但

有机溶剂对菌体都有一定的毒性，所以关键是要找

到对有机溶剂具有较高耐性的微生物，这些微生物

所表达出的酶对有机溶剂也会有较高的耐性[8]，因

而可以提高转化效率。近年来耐有机溶剂的极端微

生物已成为该方向上的研究热点。采用低能重 N+

注入诱变方法筛选耐促溶剂的菌株，以达到提高底

物投料量进而提高转化效率的目的。 

N+注入是一种新的诱变方法，它不仅可以影响

细胞的生理生化功能还能引起细胞中遗传物质的改

变，具有突变率高和突变谱广等特点[9-12]。N+注入

诱变育种是集化学诱变、物理诱变为一体的综合诱

变方法。它能够引起染色体的畸变，导致 DNA 碱

基的损伤、断裂，从而使遗传物质在基因水平或分

子水平上发生改变或缺失，大幅度提高变异频率。

目前工业进行甾体生物催化的微生物大多是霉菌，

而近几年利用 N+注入育种获得霉菌高产菌株，成果

显著，正突变率高、生产水平提高幅度大[13]。如杨

英歌等 [13] 在研究 L(+)－乳酸生产菌 (米根霉

Rhizopus oryzae; RLC41-6)诱变过程中，发现 N+注

入米根霉可获得较 X 射线、γ 射线及化学诱变剂等

更高的正突变率和更大的变异幅度。这一方法为分

离筛选所需的高产菌株提供了更大的机会。由于各

种物理化学诱变所产生的诱变效应是随机的，利用

初筛培养基作为辅助筛选手段进行定向筛选，可以

降低工作量，有效提高筛选效率。 

本 工 作 采 用 N+ 注 入 技 术 对 雷 斯 青 霉

(Penicillium raistrickii)ATCC 10490 进行诱变处理，

以期得到适于工业生产的高转化率突变株, 并考察

该技术在霉菌选育方面的应用价值。 
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1 实验材料和方法 

1.1 实验材料 

1.1.1  菌种   雷斯青霉 (Penicillium raistrickii) 

ATCC 10490，美国菌种保藏中心。 

1.1.2  仪器  低能 N+注入机，郑州大学物理工程学

院；WS2-134-75 电热恒温培养箱，天津实验仪器厂；

HYG-Ⅱ性回旋式恒温调速摇床柜，上海欣蕊自动化

设备有限公司；高效液相色谱，Angilent 科技有限

公司；ODS-C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 10 μm)，

大连依利特科学仪器有限公司。 

1.1.3  培养基及其组成  固体培养基（g·L-1）：麦芽

提取物 20，葡萄糖 15，蛋白胨 1，琼脂粉 20，pH

值自然。 

液体培养基(g·L-1)：葡萄糖 30，玉米浆 10，

NaNO3 2，KH2PO4 1，K2HPO4 0.5，MgSO4 0.5，FeSO4 

0.02，KCl 0.5，pH 7.0-7.5。 

初筛培养基：在液体培养基中加入 80 mL/L1,2-

丙二醇。 

复筛培养基：在液体培养基中加入 40 mL/L 1,2-

丙二醇和 3g/L 左旋乙基甾烯双酮。 

1.2 实验方法 

1.2.1  培养方法  斜面培养：将试验菌株接种于固

体培养基斜面上，28℃下活化培养 7 d，然后将活化

后的菌株转接于固体培养基斜面上 28℃下培养 7 d，

于 4℃保存备用。 

1.2.2  摇瓶培养  取新鲜的雷斯青霉孢子斜面一

支，加入 10 mL 无菌水，洗脱孢子，置于含玻璃珠

的三角瓶中震荡，然后根据菌体的数量用无菌水对

其进行稀释，调整孢子浓度为 1010/mL。取 2 mL 接

于装有 50 mL 液体培养基的三角瓶（250 mL）中，

以 180 r/min 的恒温（28℃）摇床振荡培养。 

1.2.3  诱变方法  取新鲜的雷斯青霉孢子斜面一

支，加入 10 mL 无菌水，洗脱孢子，置于含玻璃珠

的三角瓶中震荡，然后根据菌体的数量用无菌水对

其进行稀释，调整孢子浓度为 1010/mL。取孢子悬

浮液 0.1 mL 均匀涂布于直径 30 mm 的灭菌培养皿

内，培养皿露置于净化工作台上，用无菌风将平板

表面的水迹吹干。将上述制备好的样品放入低能加

速器（郑州大学离子注入机）的靶室内（真空度约

6 Pa），用初始能量为 30 keV 的 N+分别处理 3 个样

品，单次脉冲时间为 6 s，单次注入离子剂量率为

1×1014/cm2·s。N+注入后接入初筛培养基中培养。 

1.2.4  筛选方法  （1）出发菌株的筛选。对实验室

保藏的 16 个雷斯青霉菌种进行液体摇瓶发酵，每个

菌种设 3 个重复。生长 36 h 后，加入 3‰左旋乙基

甾烯双酮进行转化，测定转化率，确定出发菌株。

（2）初筛方法的确定。在摇瓶培养基中分别加入

2%、4%、6%、8%、10%的 1,2-丙二醇，测定 1,2-

丙二醇对于出发菌株的致死浓度。设计初筛培养基

时采用含致死浓度的 1,2-丙二醇液体培养基，挑选

在此培养基中能正常生长的菌株，以备复筛之用。

（3）复筛方法的确定。将已制备好的孢子悬液接入

到发酵培养基中，接种量为 1010/mL，培养温度为

28－32℃，培养时间 30－36 h，此时发酵液中已生

成直径大小为 0.9－3.0 mm 的球状菌丝体，然后加

入 4%的 1,2-丙二醇和 3‰左旋乙基甾烯双酮进行转

化，温度为 28℃，摇床转速为 180 r/min，转化时间

96 h，检测转化率。 

1.2.5  分析方法  取 500 μL 发酵液于离心管中加

入等体积乙酸乙酯萃取 30 min，12000 r 
• min-1 离心

5 min，取上清液 100 μL 挥干乙酸乙酯，加入 1 000 μL

甲醇溶解用高效液相色谱法进行检测。高效液相色

谱条件 C18 柱(4.6 mm×250 mm)，流动相为甲醇：水

(80∶20)流速 1 mL·min-1 检测波长 241 nm。 

2 结果和分析 

2.1 出发菌株的选取 

通过对实验室保藏的 16 个雷斯青霉菌种进行

左旋乙基甾烯双酮转化的摇瓶初筛考察。选择转化

率较高的菌株作为出发菌株，经过复壮后，p-10 菌

株的转化率达到 60.85%。将上述试验中转化率较高

的菌株 p-10 进行分离纯化，p-10-8 的转化率为

63.33%，比原菌株 p-10 提高了 3%－4%，适合作为

诱变的出发菌株。 

2.2 不同浓度 1,2-丙二醇对出发菌株孢子生长的

影响 

在孢子数为 1.56×1010/mL的发酵培养基中分别

加入 2%、4%、6%、8%、10%的 1,2-丙二醇。从表

1 可以看出，随着 1,2-丙二醇浓度的提高，孢子的

存活率随之下降。当 1,2-丙二醇浓度达到 80 mL/L

时，孢子的致死率达到 100%。所以选择 80 mL/L

的 1,2-丙二醇浓度作为诱变后初筛培养基的促溶剂

浓度。 
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Table 1  The relationship between the mortality of Penicil-
lium raistrickii spore and the concentration of 1,2-propanediol 

1,2-propanediol / mL L-1 Lethal rate / % 

0 0 

20 28.6 

40 42.9 

60 69.85 

80 100.00 

2.3 离子注入诱变菌株的筛选结果 

2.3.1  离子注入剂量的确定  本实验利用含有有机

溶剂致死剂量的培养基作为初筛手段，极大降低筛

选工作量。以菌株 p-10-8 为出发菌株，菌悬液样品

的注入剂量分别 8×1014、10×1014、30×1014、40×1014、

50×1014、60×1014、80×1014，90×1014/cm2，每个注

入剂量做一个真空对照。将 N+注入诱变后筛选出的

耐有机溶剂的菌株与出发菌株对照计算突变率，其

结果见表 2。从表 2 中的数据可以看出，随着注入

剂量的增加，突变率也随之增加，但达到一定注入

剂量后，突变率又随之下降。注入剂量在 40×1014

－50×1014/cm2 范围内时，菌株的突变率较高。与邱

强等[14]研究结果不同，本实验的结果表明发生其耐

有机溶剂的突变率，即正突变率最高的注入剂量并

不在马鞍形区域内。小注入剂量时，能够产生 DNA

双链断裂损伤的菌株数少，或者在每个菌株的 DNA

上产生的双链断裂位点少，修复后的变异率低；随

着注入剂量的增大，产生的 DNA 双链断裂损伤增

加，修复后的变异数量也随之增加。进一步增加注

入剂量，则由于细胞修复能力所限，死亡率增大，

突变率也减小[15,16]。 

Table 2  The interest mutation rate of Penicillium raistrickii at different N+ion implantation doses 

Ion implantation dose / 1014 
 cm-2 

Concentration of 1,2 propanediol in culture medium 
8 10 30 40 50 60 80 90 

Mutation rate of 8% 1,2 propanediol screening medium/% 19.6 22.7 30.6 56.2 68.3 52.7 43.7 26.9 

Mutation rate of 10% 1,2 propanediol screening medium/% 14.5 18.2 24.3 47.1 52.3 43.1 33.2 20.8 
 

2.3.2  N+注入诱变后耐促溶剂突变株的筛选结果  

经 N+注入诱变后，在初筛培养基中共挑取诱变菌株

80 株至斜面培养。经复筛后得到 1 株转化率较高的

菌株 60A-5-8，其转化率为 75.25%，(各菌株的转化

率见图 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  The conversion rate of 80 Penicillium raistrickii strains 
from the screening medium 

2.3.3  菌株遗传稳定性考察  对以上诱变试验中筛

选得到的高产突变株 60A-5-8 进行连续传代试验， 

 

考察其遗传性状的稳定性。连续传代 5 代，每次传

代后的菌株经培养以测定其转化率，传代至第 4 代

和第 5 代时，其对左旋乙基甾烯双酮的转化率均维

持在 75%左右，未出现衰退现象。这说明该突变株

的遗传性能较为稳定。因此选择 60A-5-8 作为最终

应用于生产上的菌株。 

2.4 雷斯青霉菌株诱变前后菌球及菌丝形态的变

化 

经过诱变后的雷斯青霉菌株，其长出的菌丝比

空白对照的菌丝稀疏，但其菌丝分支较空白对照菌

株明显增多（见图 2）。由于菌丝分支多，在摇瓶培

养时容易形成菌球但是其菌球直径明显减小（见图

3）。虽然诱变后的菌球与对照组相比，在形态上没

有大的变化，都为圆形、白色，但由于菌球直径减

小，比表面积增大，菌体生理代谢快，底物与菌丝

接触面积也就越大，这些可能是诱变后的雷斯青霉

菌株转化率提高的重要原因。 
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                Mutation strains                             Wild strain 

Fig.2  The branch of mycelium in mutagenesis increased due to ion implantation (Magnification 40×10, incubation time in chamber 
culture: 36 h) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mutation strains                             Wild strain 

Fig.3  The diameter of pellet is reduced in mutagenesis induced by ion irradiation (Magnification 10×10, incubation time in fermen-
tation medium: 36 h) 

2.5 N+注入诱变对雷斯青霉菌株耐受 1,2-丙二醇

的影响 

由图 4 可知，野生菌株在 40mL/L 的 1,2-丙二

醇浓度下，投料量 3‰时转化率为 65.05%，但当 1,2-

丙二醇浓度增加到 80mL/L 时，野生菌株已经不能

存活。诱变后的菌株在 1,2-丙二醇浓度为 80 mL/L

时仍然能够存活，在 1,2-丙二醇浓度为 60 mL/L，

投料量 3‰时转化率最高为 79.32%，但是当继续加

大 1,2-丙二醇的浓度为 100 mL/L 时，转化率又有所

下降，这说明对于诱变后的菌株 1,2-丙二醇的最适

添加量为 60 mL/L。经过诱变后，雷斯青霉菌株对

1,2-丙二醇的耐受性有所提高。试验证明对细胞产

生毒性的因素是有机溶剂在细胞膜内积累的浓度，

而不是溶剂的化学结构[17]。有机溶剂的作用基本位

点是细胞膜，通过破坏脂双层，危害细胞。注入离

子诱变后，一方面菌株的细胞膜磷脂双分子层的结

构和组成可能发生了变化，进而影响细胞膜的流动

性，能将对细胞有毒性的有机溶剂分子包裹到细胞

的囊泡内，通过囊泡外排的形式，把有机溶剂分子

排出细胞外，从而消除或者降低有机溶剂对细胞的

毒害作用[18]；另一方面，N+注入可能诱导新的修复

机制产生，以及菌体本身修复酶的激活，使得菌体

所受促溶剂的伤害得以较快修复。这些综合作用使

得诱变菌体受促溶剂的毒害作用有所减小，以利于

其能够耐受更高浓度的促溶剂[19]。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4  Effect of concerntration of 1,2-propanediol on conver-
sion rate of mutagenesis induced by ion irradiation and wild 
strains 
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2.6 N+注入诱变对雷斯青霉菌株转化率的影响 

将诱变后的菌株和对照菌株在 1,2-丙二醇浓度

为 60 mL/L，投料量为 1‰－5‰的范围内测其转化

率（见图 5），发现无论是野生菌株还是诱变后的菌

株均在底物投料量为 4‰时转化率最高，但诱变后

的菌株转化率要高于野生菌株。这说明通过 N+注入

诱变使菌体细胞表面的通透性及结构产生变化。这

些变化在提高有机溶剂耐受性的同时，对把底物运

输到细胞内部可能产生积极作用。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.5  Effect of substrate concentration on the conversion rate 
of wild strains and mutation strains 

3 结论 

本试验结果表明，N+注入诱变具有正突变率

高，突变株稳定性好等优点，可以认为低能氮 N+

注入对雷斯青霉（Penicillium raistrickii）是一种比

较理想的诱变技术。本次试验经过 N+注入，在含有

80 mL/L1,2-丙二醇的液体初筛培养基中挑选出 80

株正常生长的菌株，经含有 40 mL/L 1,2-丙二醇和

3 g/L 左旋乙基甾烯双酮的摇瓶复筛最终得到一株

耐促溶剂高转化率菌株，经摇瓶发酵，在促溶剂添

加量为 60 mL/L，投料量 4‰时转化率最高可达 80%

以上，相对于原始出发菌株，投料量有所增加且转

化率提高了 1.35 倍。 
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Screening of organic solvent tolerant Penicillium raistrickii induced by ion irradiation 

LIU Sha  MAO Shuhong  HU Xiaojie  ZHOU Yao  LU Fuping 
(The College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China) 

ABSTRACT  In the steroid biocatalytic process, adding hydrophilic organic solvent to the fermentation medium is 

an effective method to increase the substrate solubility and the conversion efficiency, but organic solvents are often 

toxic to mycelium. To solve this problem, the Penicillium raistrickii p-10-8 was mutated by N+ ion implantation, and 

an organic solvent tolerant strain named 60 A-5-8 was obtained, of which the conversion rate reached 82.61% when 

the amount of substrate increase 4‰. In addition, the mutant strain shows high genetic stability even after 5 

generations of cultivation.  

KEYWORDS  Biocatalysis, Penicillium raistrickii, Ion implantation 
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