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摘要  为了获得能够高效发酵木糖生产 L(+)－乳酸的菌株，采用氮离子注入诱变方法，对出发菌株米根霉

RLC41－6 进行改良，获得高产 L(+)－乳酸菌株 RQ4012，发酵周期为 72h，产酸能力达 74.37g/L，产酸速率

达 1.03g/(L.h)，比 RLC41－6 提高了 1.6 倍。经过多次传代实验证明该菌株具有较好的遗传稳定性。 
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乳酸是世界公认的三大有机酸之一，是食品工

业的重要酸味剂和防腐剂，主要用于食品加工、酿

酒、饮料，酱菜等生产行业，也是医药、化工、皮

革、香料等工业的重要原料[1]。除此之外，L－乳酸

的聚合物还可用于制造生物降解塑料，生产绿色包

装材料和农用薄膜,制备抗癌药物、缓释胶囊制剂、

生物植片和手术缝合线等[2]。当今世界，乳酸年产

量已达 10 万吨以上[3]，且其需求量还在快速增长[4]，

同时，降低乳酸生产成本也是急需解决的问题。长

期以来，葡萄糖和淀粉广泛用于乳酸生产[5]，但是，

植物纤维素资源当是生产乳酸的廉价原料。木糖在

植物纤维素物质中的含量仅次于葡萄糖，且易制备，

是生产乳酸的潜在原料。 
离子注入是 80 年代兴起的一种表面处理技

术[6]。余增亮等率先把离子注入应用于作物品种改

良和生物效应研究，取得了令人瞩目的成果[7]。近

年来，氮离子注入在工业微生物诱变育种中，具有

损伤轻、突变率高、突变谱广等特点，受到广泛关

注。利用此项技术，许安等使维生素 C 的发酵水平

创国内外新高[8]；古少彬等将辅酶 Q10 的产量提高

了 4 倍[9]。本研究曾将氮离子注入米根霉 PW352 和

RE3303，分别使以葡萄糖为原料生产 L(+)-乳酸的

能力提高 75%，以玉米淀粉为原料生产 L(+)-乳酸

的能力提高 115%[10,11]。本研究为氮离子注入米根霉

RLC41-6[11]，以将其应用于以木糖为原料生产 L(+)-
乳酸。本工作对氮离子与微生物间的作用规律进行

了初步探索。 

1 材料和方法 

1.1 菌株 

RLC41-6 是本实验室通过离子束生物工程技术

修饰所得到的一株能利用葡萄糖和玉米淀粉高产

L(+)-乳酸的米根霉。 

1.2 培养基 

1.2.1  筛选培养基  1.0g 溴甲酚绿，200g 马铃薯，

20g 木糖，20g 琼脂，加水至 1000mL，pH 自然。 
1.2.2  斜面培养基（g/L）  600 马铃薯，20 葡萄糖，

18 琼脂，1000mL 自然水，pH 自然。 
1.2.3  种子培养基（ g/L）  100 葡萄糖， 3.0 
(NH4)2SO4，0.15 ZnSO4•7H2O，0.3 KH2PO4，0.75 
MgSO4•7H2O，10 CaCO3 (单独灭菌)。 
1.2.4  发酵培养基（g/L）  100木糖，3 .0(NH4)2SO4，

0.15 ZnSO4•7H2O，0.3 KH2PO4，0.75 MgSO4•7H2O，

60 CaCO3 (单独灭菌)。 

1.3 培养方法 

1.3.1  斜面培养  将接种后的斜面于 37℃培养 3－
4d。 
1.3.2  种子培养  37℃，200r/min，培养 12h。装液

量：250mL 三角瓶装入 50mL 液体培养基。 
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1.3.3  发酵培养  37℃，200r/min，培养 72h。在

250mL 三角瓶中装入 50mL 发酵培养基，并将培养

好的种子液按 5%的接种量接种到发酵培养基中振

荡培养。 

1.4 诱变方法 

1.4.1  样品的制备  长好的新鲜斜面，用 10mL 无

菌生理盐水洗下斜面孢子，用双层无菌纱布过滤得

到无菌丝体孢子悬液，取约含 105 个孢子的悬液

0.1mL 均匀涂布于无菌平皿风干。 
1.4.2  N+离子诱变处理  不同剂量的 10keV 氮离

子注入。 
1.4.3  注入后样品的稀释、分离、培养及筛选  1mL
无菌生理盐水洗涤注入后的样品，将洗脱液稀释到

10－2－10－3倍，取 0.1mL 涂布于溴甲酚绿平板上，

37℃培养，挑取单菌落进行初筛、复筛。 

1.5 分析方法 

1.5.1  pH  采用国产精密 pH 试纸和 pHS-2C 型精

密酸度计。 
1.5.2  孢子浓度的计算  血球计数板法。 
1.5.3  发酵液中残糖的计算  采用 3,5－二硝基水

杨酸比色法。 
1.5.4  L(+)-乳酸的定量测定  乙二胺四乙酸二钠

滴定法和 SBA-40C 生物传感器法。 
1.5.5  L(+)-乳酸的定性测定  反相高效液相色谱

法 uBondpak C18 3.9mm×300nm，流动相 pH 2.5 的

磷酸缓冲液，流速 1.0mL/min，柱温 25℃，检测波

长 210nm，仪器型号 WATERS600，检测器 966PDA 
195－400nm。 
1.5.6  存活率、诱变菌株产酸率增幅的计算  已注

入菌株的存活率为其在固定平板培养基生长的菌落

数与同样条件下生长的对照菌株菌落数的比值。 
诱变菌株产酸率的增幅＝（诱变菌株的产酸量

－对照菌株的产酸量）/对照菌株的产酸量。如增幅

低于－10%为负突变；高于＋10%为正突变。 

1.6 筛选方法 

把离子注入处理过的孢子用生理盐水洗脱，适

当稀释后接种于溴甲酚绿平板上。溴甲酚绿平板可

免使菌体生长过快、减少单菌落菌丝扩散混织、防

止菌株混杂，还能以菌株所产乳酸与溴甲酚绿反应

形成的变色圈大小为依据，判断菌株产酸能力，并

以此作为半定性筛选的指标。孢子在溴甲酚绿平板

上倒置培养 1－2d 后，挑取单菌落于斜面培养基上

培养 3－4d，进行进一步的摇瓶复筛。 

2 结果和讨论 

2.1 氮离子注入剂量对 RLC41-6 存活率的影响 

根据以前的实验结果[12]，N+能量为 10keV。考

察了不同注入剂量下的菌株存活率(见图 1)，可见

其存活曲线呈现典型的“马鞍型”，这明显不同于

传统的诱变源如 X 射线、γ 射线及化学诱变剂。这

种特有的“马鞍型”变化是质量沉积和能量沉积共

同作用的结果。注入剂量达 5.2×1014/cm－2 时，大部

分离子到达细胞膜，细胞膜上离子的能量和质量的

沉积可能破坏了细胞骨架和间接诱导了核仁的损

伤[13]，导致细胞死亡，存活率迅速降低。离子注入

剂量再高，核仁上离子的能量和质量的沉积可能引

起细胞的损伤，从而激活了细胞修复系统[14]，存活

率相应提高。当离子注入剂量达 1.26×1015/cm－2 时，

过多的离子能量和质量沉积破坏了细胞的修复系

统，存活率降低。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1  Effect of N+ implantation dose on survival rate of 

RLC41-6 

2.2 不同氮离子剂量对 RLC41-6 突变率的影响 

注入剂量为 5.2×1014－2.08×1015/cm－2 的米根

霉 RLC41-6 的突变率统计见图 2，表明该诱变法有

较高的突变率。其原因可能是注入离子通过能量沉

积、动量传递、质量沉积和电荷交换与生物体作用。

离子注入对生物细胞有直接和间接作用[15]。离子注

入的动量传递会导致对细胞的刻蚀作用，随着剂量

增大，细胞表面及内部的刻蚀损伤逐渐增大，刻蚀

面积由小变大，刻蚀深度逐渐增加。剂量大到一定

值时，离子会穿透细胞壁、细胞膜和细胞质，并深

入到核仁，破坏细胞膜、细胞骨架及核仁，还可使

细胞中的染色体畸变、脱氧核糖核酸链发生断裂。

另外，注入离子因能量沉积而与其周围的移位原子、

本底原子和各种化学碎片发生重组化合生成新的分

子和基团，直接或间接地影响生物物质的性质，造



82 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 第 25 卷 

 

成生物分子改性后沉积在生物体内，参与生物体内

的新陈代谢过程，影响生物体基因表达、调控、修

复和存活等生物学效应。而注入离子的电荷沉积也

引起细胞负电性变化，使细胞的跨膜电位发生改变，

影响活体细胞生化代谢过程中电荷的转移，并改变

其生化反应的速度。由图 2 可见，注入剂量为

1.04×1015－1.56×1015/cm－2 的 RLC41-6 的正突变率

最高，这恰好与“马鞍型”的存活率曲线相对应。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2  Relation of N+ implantation dose and mutation rate of  

RLC41-6 

2.3 氮离子注入 RLC41-6 的诱变选育图谱 

选取 1.04×1015－1.56×1015/cm－2 的注入剂量对

菌种进行注入处理。图 3 是整个选育过程的诱变筛

选图谱。检测诱变后的米根霉，把产酸量高于对照

的菌株进行下一轮离子注入及筛选。经过反复辐照

和严格筛选，我们最终筛选到 RQ4012，使以木糖为

原料生产 L(+)－乳酸的能力比出发菌株提高 1.6 倍。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.3  The flow of mutation and isolation procedure 

2.4 高产突变株米根霉 RQ4012 的发酵产酸曲线 

由图 4 可见，摇瓶发酵过程可分为三个阶段。

第一阶段为产酸延迟期，在此阶段内糖的利用较慢，

表明细胞生长缓慢，产酸量很少，延迟期的长短与

菌种的遗传特性、菌龄以及接种前后所处的环境因

素有关；第二阶段为产酸对数期，此期间细胞迅速

生长，产酸量逐渐增大，同时发酵液中糖浓度迅速

下降；第三阶段为产酸稳定期，糖的利用速度减慢，

趋于稳定，产酸量的增长速度下降。由此可见，发

酵过程中，产酸和耗糖是两个相对的过程，产酸的

速率与耗糖的速率呈很好的相关性。整个发酵过程

中 pH 基本比较稳定，在 6.5 左右，这主要与加入足

够的中和剂碳酸钙有关，中和剂的加入对维持稳定

的产酸环境，克服产物抑制有至关重要的作用。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4  The curves of the fermentation of L(+)-lactic acid from  

xylose of the mutant RQ4012 

2.5 发酵液成分的分析 

在乳酸发酵过程中，产物乳酸生成的同时还有

有机酸副产物释放到环境中[16]。为考察 RQ4012 是

否有积累杂酸的现象，我们用反相高效液相色谱法

检测了该菌株发酵液中的成分。发酵液中的乳酸是

以乳酸钙的形式存在，故须对发酵液进行酸解：取

5mL 米根霉发酵液，离心（5000r/min，10min）除

去米根霉的菌丝体和碳酸钙，加入 5mL0.01mol/L
的硫酸水溶液进行酸解，离心除去硫酸钙，以

0.45µm 滤膜过滤，取 1mL 滤液进行适当稀释即得

到待测液。由图 5 可见，该菌株具有产物 L(+)－
乳酸纯度高的特点，在检测波长的范围内，除观察

到与标准品乳酸一样的色谱峰外，没有其它杂峰的

出现。 
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Fig.5  Chromatogram of fermentation broth of RQ4012 
 a. Standard samples (from left to right): malic acid;L(+)-lactic 
acid; fumaric acid; b. Fermentation broth sample of RQ4012 

2.6 菌种稳定性测定 

将米根霉 RQ4012 在斜面上连续传代，然后

进行摇瓶发酵，测定其产酸情况，实验流程图及

结果见图 6。结果表明，经过五次传代，在木糖投

糖浓度为 100g/L 的情况下，米根霉 RQ4012 产酸基

本上维持在 70g/L 以上，产率在 1g/(L.h)左右，保

持了很强的产酸能力和高的产率，具有稳定的遗传

性能。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.6  The genetic stability of mutant strain RQ4012 

3 结论 

对米根霉 RLC41-6 进行 10keV N+注入诱变，

发现注入剂量为 1.04×1015－1.56×1015/cm-2 时的正

突变率最高。经过大量的严格筛选，最终得到一株

能高效发酵木糖生产 L(+)-乳酸的米根霉 RQ4012，
72h 摇瓶发酵后，L(+)－乳酸产量达 74.37g/L，产量

比出发菌株提高 1.6 倍，产率达到 1.03g/(L.h)。通

过反相高效液相色谱分析，很少有富马酸、苹果酸

等杂酸产生，只产生 L-乳酸，形成单峰。经过多次

传代，证明该高产菌有较好的遗传稳定性，适合用

于工业化生产。 
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Breeding L(+)-lactic acid high productive mutant from xylose by nitrogen ions 

YANG Yingge  LI Wen  LIU Dan  FAN Yonghong  WANG Dongmei 
ZHENG Zhiming  YU Zengliang 

(Institute of Plasma Physics, Chinese Academy of Sciences,  Hefei 230031) 

ABSTRACT  In order to obtain higher L(+)-lactic acid yield strain fermentating from xylose, the original strain 

Rhizopus oryzae RLC41-6 was mutated by 10keV N+ ion implantation. A mutant strain RQ4012 was obtained. After 

72h shake-flask cultivation, the concentration of L(+)-lactic acid reached 74.37g/L, and the productivity was 

1.03g/(L.h). Its lactic acid yield was 160% higher than that of the original one, and the mutant strain has high genetic 

stability. 

KEYWORDS  Ions implantation, Rhizopus oryzae, Xylose, L(+)-lactic acid 

CLC  TQ921.3, Q937, Q815 

 


