
第 30 卷 第 5 期 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 Vol.30, No.5 
2012 年 10 月 J. Radiat. Res. Radiat. Process. October 2012 

—————————————— 
国家自然科学基金（31100429）资助 
第一作者：张宁，女，1978 年 7 月出生，2008 年于南京工业大学获工学博士学位，副研究员，Email: ningzhangemail@126.com 
收稿日期：初稿 2012-04-12，修回 2012-07-13 

离子注入微生物存活率与总抗氧化能力 (T-AOC)的关系  

张 宁 1  蒋剑春 1  杨 静 1  安 肖 2  孙 杨 3 
1（中国林业科学研究院林产化学工业研究所；生物质化学利用国家工程实验室； 

国家林业局林产化学工程重点开放性实验室；江苏省生物质能源与材料重点实验室  南京 210042） 
2（中国兽医药品监察所  北京 100081） 

3（广州天宝颂原生物科技有限公司  广州 510000） 

摘要  研究了注入三孢布拉氏霉（Blakeslea trispora）、里氏木霉（Trichoderma reesei）、吸水链霉菌井冈变种

（Streptomyces hygroscupicus var. Jingganggensis Yen.）和凝结芽孢杆菌（Bacillus coagulans）的氮离子（N+）

不同注量与存活率以及总抗氧化能力（T-AOC）的变化规律。结果表明：N+注入 T.reesei, S.hygroscupicus 和

B.coagulans 的存活曲线随着 N+注量的增加均呈现“双马鞍型”变化，不同于离子注入典型的“马鞍型”变化

曲线，并且 N+注入 B.trispora 和 T.reesei 注量–T-AOC 曲线与注量–存活率曲线呈现一致的变化趋势，由此推测，

离子注入微生物所诱导的 T-AOC 的强弱很有可能决定微生物的存活情况。 
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离子束生物技术是一种新型的生物诱变技术，

被广泛应用于生物品种改良和转基因工程。经过二

十多年的研究，人们对离子注入诱变的生物学效应

和作用机理有了初步的认识，总结了这种诱变方式

的一般规律。一般理论认为，低能离子与生物物质

相互作用大致可分为能量沉积、动量传递、质量沉

积和电荷交换等 4 个原初反应过程。这 4 个过程差

不多在 10-19–10-16 s 时间段内同时发生，很难区分各

自独立的作用。尽管如此，许多研究者通过大量严

格的实验，证明了这些过程的生物学效应。研究表

明，虽然传统辐射与离子注入都有能量效应，但两

者的沉积方式有所不同。传统辐射在生物体的能量

沉积是以电子阻止为主，主要引起靶分子和原子的

电离和激发。而低能离子的作用过程以核阻止为主，

主要引起靶原子的移位和重排，并伴有级联碰撞的

发生。相比之下，低能离子在其射程内对生物组织

的损伤更严重，诱变效果更明显。同时，离子注入

诱变兼有物理、化学等多种诱变方法的特点，是一

种生理损伤小、突变谱广、突变频率高，并有一定

的重复性和方向性的诱变源[1-3]。目前，对于离子注

入诱变的机理和相关机制仍在不断深入。本文以

B.trispora、T.reesei、S.hygroscupicus 和 B.coagulans

为试材，开展了 N+注入下其存活率与注量关系的研

究，以及不同注量对菌体总抗氧化能力（T-AOC）

的影响，探讨微生物在抵抗离子注入损害过程中菌

体存活率与 T-AOC 的关系。 

1 实验材料与方法 

1.1 菌种和培养方法 

Blakeslea trispora 由实验室筛选保藏。培养基

的成份和用量：玉米粉 30 g·L-1，麦芽浸粉 10 g·L-1，

琼脂粉 15 g·L-1。pH 6.4，培养温度 28℃。 

Streptomyces hygroscupicus var. Jingganggensis 

Yen. 由实验室筛选保藏。培养基的成份和用量：葡

萄糖 10 g·L-1，L-天冬酰胺 0.5 g·L-1，K2HPO4 0.5 g·L-1，

琼脂 15 g·L-1，pH 未经调节，培养温度 38℃。 

Bacillus coagulans 购买于中国典型培养物保

藏中心。固体培养基的成份和用量：蛋白胨 10 g·L-1，

牛肉膏 3 g·L-1，酵母膏 3 g·L-1，葡萄糖 5 g·L-1，

MgSO4·7H2O 0.5 g·L-1，琼脂 15 g·L-1；pH 7.0–7.2，

培养温度 50℃；种液培养基成份和用量：葡萄糖

60 g·L-1，酵母膏10 g·L-1，蛋白胨10 g·L-1，MgSO4·7H2O 

0.5 g·L-1，重质 CaCO3 10 g·L-1，初始 pH 7.0–7.2。 

Trichoderma reesei 购买于中国工业微生物菌

种保藏中心。该菌生长于 PDA 培养基（葡萄糖

20g·L-1，马铃薯 200 g·L-1，琼脂 15 g·L-1），pH 自然，

培养温度 28℃。 
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1.2 样品处理 

B. trispora、S. hygroscupicus 和 T. reesei 经固

体培养基活化后，孢子成熟，用无菌水洗下新鲜孢

子并振荡，使孢子充分分散，制成一定浓度

（3.0×105–5.0×105 mL-1）的孢子悬浮液。取 0.1 mL

孢子悬浮液均匀涂布于无菌培养皿上，以无菌风吹

至干燥后进行 N+注入。B.coagulansz 种液培养 20h，

取种子液稀释 10 倍，取 0.1 mL 均匀涂布于无菌平

皿上，以无菌风吹至干燥后进行 N+注入。 

1.3 低能离子注入工艺 

离子注入机为西南核物理研究所研制的

LZD900 多功能离子注入机，以能量为 10–20 keV 

的 N+不同注量（0–400×1014 cm-2）进行注入，靶室

真空度为 1.0×10-3 Pa。将平皿置于靶台上，以 5 s

脉冲式注入，间隔 15–20 s，以消除大剂量下热效应

可能产生的负作用。然后取出平皿，以 1 mL 无菌

水洗脱，涂平板培养基培养，于适合温度培养至长

出单菌落计算存活率。 

1.4 菌体 T-AOC 的测定 

采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒，

根据 Fe3+还原原理，操作步骤按试剂盒说明书进行。

总抗氧化能力用 U·mg-1 蛋白表示。每个注量下的总

抗氧化能力均测定 3 次，根据平均值绘制注量-总抗

氧化能力关系线图。 

2 实验结果 

2.1 “马鞍型”存活率曲线与 T-AOC 关系 

2.1.1  N+ 注入对 B.trispora 菌存活率的影响  从

存活率曲线上可以看出（见图 1），随着 N+ 离子注

量的增加，B.trispora 的存活率曲线呈现典型的先

降后升再降的“马鞍型”注量－效应曲线，这被认

为是离子注入诱变所特有的诱变效应，也已被众多

实验结果证实[4-7]，与一般电离辐射造成的“指数型”

剂量－效应曲线截然不同[8,9]。从注入离子与菌体细

胞相互作用关系的角度考虑，出现这种现象的原因

可能是低注量时离子只对孢子细胞表面进行损伤和

刻蚀，因而存活率较高；随着注量的增加，细胞表

面刻蚀严重，离子作用于细胞内部并产生大量自由

基和软 X 射线等，使存活率急剧下降，但细胞某种

修复机制被激活，使得存活率有所回升；当注量增

加到一定值时，细胞损伤已无法修复，存活率再次

下降[10]。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Survival rate of B.trispora implanted by N+ of 10 keV 

2.1.2  N+ 注入对 B.trispora 菌 T-AOC 的影响  图

2 表明，B.trispora T-AOC 在注量为 60×1014 cm-2 处

减到最弱，随后逐渐增强，在注量为 120×1014 cm-2

处增至最强并超过对照水平后又缓慢减弱。与

B.trispora 注量–存活率曲线一样都是在这两个注量

处呈现先降后升再降的变化趋势。由此推测，存活

率回复峰的出现有可能是注入离子与菌体内修复酶

共同作用的结果。离子注入过程中，大量堆积的电

荷可形成一个弱电场，这种电场的刺激效应足以激

活细菌体内的各种酶，尤其是修复酶，从而提高了

损伤修复的效率，这也是形成“马鞍型”存活率曲

线的原因之一。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  Effect of N+ ion implantation on T-AOC activity of 
B.trispora 

2.2 “双马鞍型”存活率曲线与 T-AOC 关系 

2.2.1  N+ 
注 入 对 T.reesei 、 B.coagulans 和

S.hygroscupicus 菌存活率的影响  由图 3 可知，

T.reesei 经 N+ 注入处理后注量–存活率曲线与经典

的“马鞍型”曲线不同，分别在注量为 150×1014 cm-2

和250×1014 cm-2处出现了两个回复峰，从而呈现“双

马 鞍 型 ”。 这 与 离 子 注 入 井 冈 霉 素 产 生 菌

S.hygroscupicus[11]和乳酸产生菌B.coagulans [12]的实

验结果相似（见图 4 和图 5）。这说明“双马鞍型”

存活率曲线也是注入离子与生物体相互作用的特征
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表现之一，与经典的“马鞍型”曲线一样具有一定

的代表性，并不是离子注入某个菌种所产生的特定

效应。存活率曲线中两次回复峰的出现说明注入离

子与菌体的相互作用机制更为复杂，从而证明了离

子注入诱变在机理上不同于传统诱变方法，这也是

离子注入诱变过程中微生物细胞生理损伤小，突变

率高的原因。菌体 T-AOC 作为多种酶促型抗氧化剂

和非酶促型抗氧化剂共同作用结果，可以直接反应

出注入离子与某些菌体间相互作用的效应关系，所

以本文继续考察了 N+ 注入对  T.reesei 存活及

T-AOC 的影响。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  Survival rate of T.reesei implanted by N+ of 10 keV 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4  Survival rate of S.hygroscupicus implanted by N+ of 

15keV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.5  Survival rate of B.coagulans implanted by N+ of 20 keV  

2.2.2  N+ 注入对 T.reesei T-AOC的影响  由图 6可

知，离子注入 T.reesei 后，T-AOC 亦在注量为

150×1014 cm-2 和 250×1014 cm-2 处出现两个马鞍

点，这一变化趋势与 T.reesei 注量–存活率曲线也

完全一致。根据 N+ 注入 B.trispora 和 T.reesei 所得

到的“马鞍型”及“双马鞍型”存活率曲线与 T-AOC

关系曲线都在相同注量处达到“马鞍”点，推测存

活率与菌体的 T-AOC 之间存在某种关系，随着离子

注量的增加，多种酶促型抗氧化剂和非酶促型抗氧

化剂被不断地损伤和修复，从而导致菌体存活率不

只是一味的下降，而是在相应的注量处出现回复，

直到注入离子对细胞造成的直接损伤已无法修复，

菌体的存活率才最后下降。可以说离子注入微生物

所诱导的 T-AOC 的强弱很有可能决定微生物的存

活情况。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6  Effect of N+ ion implantation on T-AOC activity of 
T.reesei 

3 讨论 

自上世纪 80 年代中期离子束生物工程学研究

在我国兴起以来，离子注入生物学在基础研究和应

用研究上都取得了很大的发展，并取得了可观的社

会效益和经济效益。已有研究表明，低能离子注入

生物体是集能量沉积、动量传递、质量沉积，电荷

中和与交换于一体的联合作用过程，从而比单一能

量的 γ-rays 辐射对生物体的作用表现出更广泛的生

物学效应，其独特的“马鞍型”及“双马鞍型”存

活率曲线都无法用现有的辐射损伤理论来解释，宋

道军等[13]曾推测这是由于离子注入下诱导产生了

新的辐射损伤修复机制作用的结果，对此我们从酶

的角度展开了研究。 

菌体 T-AOC 是多种酶促型抗氧化剂和非酶促

型抗氧化剂共同作用的结果。作者在此前的研究[14]

中发现，N+注入 B.trispora 菌，当 N+注量低于

60×1014 cm-2 时，N+ 注入诱导的过氧化物岐化酶
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（POD）、过氧化氢酶（CAT）和总超氧化物歧化酶

（SOD）的活性以及菌体清除 O2
–• 和 OH• 的能力减

弱，导致菌体存活率降低，而随着注量的增加，

B.trispora POD、SOD酶的活性以及清除O2
–• 和OH• 

的能力均有所增强，菌体 T-AOC 也逐渐增大，所以

菌体的存活率也有所增大，但随着注量的继续增加，

虽然此时菌体 T-AOC 依然很强，但离子注入对细胞

造成的直接损伤已无法修复，导致菌体的存活率再

次下降。由此推测，离子注入 B.trispora 所诱导的

T-AOC的变化是导致B.trispora注量–存活率曲线呈

现“马鞍型”化趋势的原因之一；综合 N+ 注入

T.reesei“双马鞍型”存活率曲线与 T-AOC 的相应

关系，我们推测，离子注入 T.reesei 所诱导的T-AOC

的变化很有可能是导致 T.reesei 注入量-存活率曲

线呈现“双马鞍型”变化趋势的原因之一。由此认

为离子注入微生物所诱导的 T-AOC 的强弱与其存

活率的关系很有可能不是某种微生物的特定效应，

而是具有普遍性，即离子注入微生物所诱导的

T-AOC 的强弱很有可能决定微生物的存活情况。此

外，离子注入井冈霉素产生菌 S.hygroscupicus 和乳

酸产生菌 B.coagulans 后也得到“双马鞍型”存活率

曲线，说明“双马鞍型”存活率曲线也是注入离子

与生物体相互作用的特征表现之一，与经典的“马

鞍型”曲线一样具有一定的代表性，并不是离子注

入某个菌种所产生的特定效应。 

本文仅从酶的角度对离子注入生物体所产生的

“马鞍型”存活率曲线加以解释，其实影响生物效

应的离子注入因素多而并存，较难判断效应与诸因

素必然、偶然或直接、间接的联系，关于离子注入

与所诱导的生物学效应，包括蛋白质的变性、酶活

性和结构的变化、细胞死亡及基因突变等关系还需

要大量的实验验证分析。如果能够将离子注入参数

与所诱导的生物学效应建立起某种相对应关系，则

可以对工业微生物进行定向改良。 
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Study on the relationship between survival rate and  

total antioxidant capacity (T-AOC) of microbe implanted by N+ ion 
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2 (China Institute of Veterinary Drug Control, Beijing 100081, China) 
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ABSTRACT  The relationships between doses–survival rate and doses–T-AOC of Blakeslea trispora and Tricho-

derma reesei by N+ ion implantation were investigated. The results showed that the curves of survival rate of T.reesei, 

Streptomyces hygroscupicus var. Jingganggensis Yen. and Bacillus coagulans were all represented “double saddle 

shape” with increasing N+ implanted dose, which were different from the classic “saddle shape” curves. And the 

dose–T-AOC curves of B.trispora and T.reesei revealed the same trend as the dose–survival rate ones. It can be sug-

gested that the variation of T-AOC probably decided the microbe survival situation after being implanted by 

low-energy N+ ion.  

KEYWORDS  Ion implantation, (Double) saddle shape, Total antioxidant capacity 
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