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氮离子束注入诱变选育胞外多糖高产菌株  
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(南京工业大学生物与制药工程学院  南京 211816)  

摘要  采用氮离子束注入胞外多糖产生菌进行诱变处理来获得胞外多糖高产菌株。氮离子注入过程采用的能

量为 10 keV，剂量为 60×1014–140×1014 cm-2。根据其存活率及突变率确定最佳的注入剂量。结果表明：菌株存

活率曲线遵循氮离子注入生物效应的“马鞍型曲线”，当注入剂量为 120×1014 cm-2时，获得了最佳的诱变效果。

通过筛选和连续 5 次传代，获得具有良好稳定性的突变株，其多糖产量达到 3.29 g/L，较出发菌株提高了

19.20%，且发酵周期缩短了 6 h。 

关键词  氮离子束注入，诱变选育，胞外多糖，芽孢杆菌 

中图分类号  TQ929+2，Q93 
 
细菌胞外多糖除了其对细菌自身的生物学意义

之外，更重要的是由于它具有安全无毒、理化性质

独特、用途广泛、易与菌体分离及可通过深层发酵

实现工业化生产等优良性质而备受关注[1]。近年来，

一些具有生物活性的细菌胞外多糖因其具有调节人

体生理功能、清除自由基、抗衰老、抗辐射等而成

为当前国内外科学研究的热点课题[2-5]。目前，人们

对多糖的研究主要集中在植物、真菌及藻类，除了

已工业化生产的威兰胶、黄原胶、结冷胶等，对细

菌发酵产功能性生物多糖的则相对较少。本实验室

从新疆罗布泊沙漠筛选的 1 株芽孢杆菌(Bacillus 

sp.)，其产生的胞外多糖具有明显的抗氧化及抗 60Co 

γ射线、抗紫外、抗氮离子束辐射作用。 

20 世纪 80 年代在我国兴起的离子束生物工程

在动植物和微生物诱变育种领域已经取得了丰硕成

果[6]，离子束特别是低能离子束对微生物有着很好

的诱变作用。离子束诱变在生物育种和改良的应用

中表现出生理损伤小、突变谱广、突变频率高，有

一定的重复性和方向性等新特点，具有很好的和潜

在的应用前景[7]。 

本实验采用氮离子束注入法对芽孢杆菌进行诱

变处理，经过诱变，筛选出高产胞外多糖的突变菌

株，以降低生产成本，为以后工业化生产打下基础。 

1 实验材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1  菌种  芽孢杆菌 Bacillus sp.，选自新疆罗布

泊沙漠，实验室保藏，暂未鉴定。物理环境：年均

红外辐射量：2549 MJ·m-2·a-1–3170 MJ·m-2·a-1，年均

紫外辐射量：386 MJ·m-2·a-1–444 MJ·m-2·a-1 [8]。 

1.1.2  培养基  斜面（平板）培养基：LB 培养基

摇瓶发酵培养基(%)：葡萄糖 2，大豆粉 1，K2HPO4 

0.01，MgSO4·7H2O 0.02，NaCl 0.05 

1.1.3  离子注入设备  氮离子注入机为西南核物理

研究所研制的多功能离子注入机 LZD-900。本实验

选用的能量为 10 keV N+离子，剂量为 60×1014– 

140×1014 cm-2，束流强度为 15 mA。注入靶室的真

空度为 10-3 Pa，采用脉冲注入，每个脉冲 5 s，间隔

为 15 s。 

1.2 方法 

1.2.1  单孢子悬浊液制备  从斜面上挑取一环菌

种，接入种子培养基中，30℃、200 r/min 振荡培养

16 h；取培养 16 h 的种子液，加入无菌水稀释 10000

倍，吸取 0.2 mL，均匀涂布于空白培养皿中，在无

菌条件下室温风干备用。 

1.2.2  氮离子束注入处理  将待处理的含菌培养皿

放入离子注入机内进行连续式注入，靶室抽真空至

10-3 Pa，注入能量为 10 keV，剂量为 60×1014– 140× 

1014 cm-2，并以在靶室内放置但不注入剂量的为空

白对照。 

1.2.3  样品后处理及存活曲线的测定  将经过氮离

子束注入的培养皿以及未接受辐射的培养皿用

2mL 无菌水洗脱，吸取 0.2 mL 涂布到平板培养基

中，在 30℃的恒温培养箱中培养 48 h，计算活菌数，
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统计存活率，以诱变剂量为横坐标，存活率为纵坐

标绘制存活率曲线。 

1.2.4  菌株筛选方法  （1）初筛。在培养平板上进

行。每隔一段时间记录菌落长速，观察长势，与出

发菌株 CK 相比，菌落明显偏小、表面及周边较干

燥单薄者为性能低下的菌株，菌落直径大、形状较

完整、周边呈稠厚状者为长势良好且产多糖性能较

优良的菌株，进入复筛。（2）复筛。将初筛获得的

菌株转入发酵培养基逐个发酵，进行多糖含量的测

定。 

1.2.5  存活率（%）和诱变菌株多糖含量增幅（%）

的计算  参见公式（1）与公式（2）。 
 

%100)%( 
生长的菌落数未诱变对照菌株在平板

长的菌落数诱变过的菌株在平板生
存活率                                （1） 

 

%100
-

(%) 
对照菌株的多糖含量

对照菌株的多糖含量诱变菌株的多糖含量
幅诱变菌株多糖含量的增         （2） 

 

公式（2）中，如果增幅高于 5%的是正突变，在 0

到 5%之间的是无义突变，其余的为负突变。 

1.2.6  多糖含量测定方法  采用苯酚-硫酸法进行

测定[9]。 

1.2.7  传代稳定性的测定  将筛选出的芽孢杆菌斜

面转接 5 代，进行摇瓶发酵，测定其多糖含量。 

2 结果与分析 

2.1 菌株存活率与离子注入剂量间的关系 

如图 1 所示，出发菌株 CK 在经过离子注入后

呈现存活率随注入剂量先下降后上升，到达一定的

峰值再下降的趋势，这种现象是符合离子注入诱变

“马鞍型”剂量-效应曲线[10]的。据相关资料表明，最

佳的注入剂量应该在存活曲线峰值区域。从图 1 可

以看出，芽孢杆菌的最佳注入剂量为 120×1014 cm-2，

但确定最佳注入剂量仅看存活率是不够的，还要结

合注入后菌株突变率的情况来确定。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  Survival rate curve of the strain after ion beam implan-
tation 

2.2 离子注入对菌株突变率的影响 

菌株经离子注入后，将存活率和突变率结合起

来考察诱变的效果。由图 2 可以看出，突变率随注

入剂量的增大先减小后增大再减小，与存活率的走

势大致相同，而且该菌株的突变率的最高点所对应

的注入剂量和由存活率推出的最佳注入剂量相吻

合，由此可以确定芽孢杆菌的最佳注入剂量为

120×1014 cm-2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  The relationship between the positive mutation rate and 
the dose of ion beam implantation 

2.3 诱变菌株的遗传稳定性研究 

经多次试验，获得了注入剂量为 120×1014 cm-2

的两个高产菌株 W1 和 W2，通过连续传代 5 次，

考察了菌株 W1 及 W2 的遗传稳定性，结果见表

1（表 1 中 OD540nm value = 分光光度计测得的 OD

值读数×稀释倍数）。 

表 1 数据表明，在两株高产突变菌株中，菌株 

W1 的多糖含量确实比出发菌株 CK 提高幅度较

大，但随着传代次数的增加，其菌丝生物量及多糖

含量呈下降趋势，遗传稳定性相对较差。而菌株 W2 

的多糖含量能够稳定在 3.19 g/L–3.29 g/L 范围内，

与出发菌株 CK 相比，其多糖含量提高率在 

15.56%–19.20%之间，并且其菌丝生物量变化不大，

表明该菌株有较好的遗传稳定性。 
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Table 1  The inheritance stability of strains W1 and W2 

Mutant strain W1 Mutant strain W2 Generation 

Biomass / OD540nm value EPS content / g·L-1 Biomass / OD540nm value EPS content / g·L-1 

The first generation 35.33 3.23 35.35 3.29 

The second generation 35.30 3.18 35.33 3.26 

The third generation 35.26 3.10 35.34 3.22 

The fourth generation 35.20 3.07 35.29 3.20 

The fifth generation 35.17 2.94 35.30 3.19 

 

2.4 多糖高产菌株 W2 的发酵特性 

由图 3 和图 4 可以看出：在同一发酵时间突变

株 W2 的菌体量及多糖含量均比出发菌株 CK 增加

快，且突变株 W2 的发酵周期（48 h）比出发菌株

CK（54 h）缩短了 6 h。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  The curves of biomass in fermentation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  The curves of EPS content in different fermentation 
time  

突变株 W2 和出发菌株 CK 在发酵过程中，多

糖含量的变化趋势基本一致（见图 4）。在前 10 h

内多糖几乎没有产出，但是到了 12 h 的时候产物开

始积累，18 h 后产物快速生成，分别在 48 h 和 54 h

达到最大值，之后开始下降。这是因为在发酵初期

培养基中多糖含量较低，且变化不大，但随着时间

的延长，菌体分解碳源的能力逐渐增强，此时多糖

的生成量大于利用量，其含量呈上升趋势，到发酵

末期，随着碳源的大量利用和生成量的减少导致多

糖含量开始下降。 

3 结论 

本文用氮离子束注入技术诱变选育胞外多糖生

产菌株芽孢杆菌，注入后菌种的存活和突变情况表

明：此芽孢杆菌在能量为 10 keV、剂量为 120× 

1014cm-2 时，存活率和正突变率都较高。将经过筛

选得到的芽孢杆菌高产菌株进行摇瓶培养，其多糖

含量比出发菌株提高 19.20%，且此菌株传代稳定性

较好，易保存。从初步的试验结果来看，该菌种对

氮离子这一诱变源比较敏感，氮离子注入后菌种的

存活曲线是典型的“马鞍型”存活曲线，同时存活

率与突变率在走势上具有良好的一致性，这些充分

体现了离子注入诱变的优越性。 

当注入能量为 10 keV 时，不同剂量的氮离子注

入对芽孢杆菌突变率的影响不同（见图 2），这种生

物效应的差异，可能主要是质量沉积和电荷交换的

结果[11]。已有研究发现，注入氮离子能够与生物碱、

氨基酸发生反应，产生新的含氮化合物（新的氨基、

含氮杂环化合物等）[12]。另外，氮离子注入生物分

子，也会引起生物分子负电性的显著变化[13]。电荷

在细胞表面的积累，导致跨膜物理场畸变，影响细

胞内外物质交换、信息传递。如果碱基获得额外电

荷，引起双阱形状变化，则可以诱发基因的突变。

所以随着注入剂量的增加，离子与生物体之间的作

用程度也会随之变化，从而影响菌体的突变程度。 

离子束诱变育种具有损伤轻、突变率高、突变

谱宽等突出的优点。离子束用于微生物诱变，与其

他诱变育种方法相比是一种相对较新的技术，诱变

剂量、诱变方法、诱变机理等还需进一步研究和完

善。本试验获得了比出发菌株胞外多糖产量提高

19.20 %的突变菌株，但产量还需提高，该菌株的发
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酵条件也需进一步深入研究。另外，为了得到更高

产多糖的优良菌株，还需要进一步的离子注入试验。 
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Mutation breeding of high-yield exopolysaccharide-producing strains by  

nitrogen ion beam implantation 

WAN Honggui  WANG Wenjuan  MIAO Lingling  ZHANG Bo  WANG Wenjin 

(College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering, Nanjing University of Technology, Nanjing 211816, China) 

ABSTRACT  The spores of strain producing exopolysaccharide were mutated by N+ ions implantation to obtain a 

high-yield strain of exopolysaccharide in this study. The used energy and dose during the implantation process was 

about 10 keV and 60×1014–140×1014 cm-2, respectively. The optimal dose was decided by the livability and mutation 

rate of the strain. It was found that the curve of survival took a “saddle shape” with increasing N+ ion dose. The best 

induced mutation action was obtained when the ions implantation dose was 120×1014 cm-2. After the selection and 5 

generations of propagation, the mutant strain with high stability was obtained, whose exopolysaccharide yield reached 

3.29 g/L, which was about 19.20% higher than that of the original strain, and the fermentation time was decreased by 

6 h. 

KEYWORDS  Nitrogen ion implantation, Mutation breeding, Exopolysaccharide, Bacillus sp 
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