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摘要:利用正交实验方法, 以甘油、海藻糖、蔗糖和牛血清蛋白为因素, 对嗜酸氧化亚铁硫杆菌( Acidithiobacillus ferrooxidans,

A. ferrooxidans)冷冻干燥保护剂的最优化配比进行了研究。直观分析、因素指标分析和方差分析的结果表明: 由甘油、海藻糖、蔗

糖和牛血清蛋白组成的冷冻干燥保护剂中,对存活率影响的主次顺序依次为: 甘油> 海藻糖> 牛血清蛋白> 蔗糖。保护剂的最

优化组合为甘油 5%、海藻糖 15%、蔗糖 18%、牛血清蛋白 10%。经过验证, 该组合的保护剂可使冷冻干燥嗜酸氧化亚铁硫杆菌

的存活率达到 94%。
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ABSTRACT: The optimized freeze - drying cryoprotectant of Acidithiobacillus ferrooxidans was studied by orthogonal experiment, in

which glycerol, trehalose, sucrose and bovine serum albumin ( BSA) were regarded as factors. The results of Direct- viewing analysis, the factor

index analysis and variance analysis indicated that in freeze- drying cryoprotectant, which is composed of glycerol, trehalose, sucrose and BSA,

the gradation of influencing survival rate is in turn as follows: glycerol > trehalose > sucrose > BSA. The optimized combination of freeze-

drying cryoprotectant consists of 5% ( w/ v) glycerol, 15% trehalose, 18% sucrose and 10% BSA . , in which, the survival rate of Acidithiobacil�

lus ferrooxidans could reach 94% .
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� � 嗜酸氧化亚铁硫杆菌( Acidithiobacillus ferrooxidans, 简称 A.

ferrooxidans 菌,以前被称作氧化亚铁硫杆菌) [ 1]嗜酸好氧, 是一

种化能自养的革兰氏阴性菌, 以亚铁 ( Fe
2+

)、元素硫( S
0
)或金

属硫化矿( S2- )作为能量来源, 以空气中的 CO2 为碳源, 并吸

收氮、磷等无机营养物质合成菌体细胞[ 2]。在多种金属硫化

矿的生物冶金研究中, A. f菌被公认为是主要的浸矿菌种之

一[3, 4] ,国内外研究机构一直在开展对该菌的研究和选育工

作[5]。然而,获得具有优良性状的菌株之后, 进行对菌种资源

的保藏工作是必不可少的。众多研究表明: 频繁传代保藏会

使微生物发生突变, 活性降低, 出现退化现象[ 6]。目前, 在嗜

酸氧化亚铁硫杆菌保藏方面, 周吉奎等人[ 7]探索了干燥保存

对氧化亚铁硫杆菌氧化活性的影响, David Cleland 等人[ 6]研究

了Glycine betaine作为冷冻保护剂, 对原核生物冷冻保藏的影

响。

冷冻干燥[ 9]对许多类别微生物的保藏是一种极佳的方

法,保藏期可达 10 年以上。美国典型菌种保藏中心( ATCC)有

95%以上的菌株用此法保存。为了提高微生物真空冷冻干燥

后细胞的成活率及稳定性, 常在冷冻时加入各种保护剂在冷

冻干燥过程中保护活细胞[ 10- 11]。本文利用正交试验设计的

方法,选用 L9( 3
4
)正交表, 以嗜酸氧化亚铁硫杆菌 CMS 菌株为

试验对象,优化了冷冻干燥保藏嗜酸氧化亚铁硫杆菌的保护

剂的配方。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料

1. 1. 1� 菌种:嗜酸氧化亚铁硫杆菌 ( A. ferrooxidans) CMS 菌株

( genbank DQ062118) ,分离自江西九江城门山铜矿。

1. 1. 2 � 培养基: 9K 培养基[ 12] : ( NH4) 2SO4 3. 0g, KCl 0. 1g,

K2HPO4 0. 5g , MgSO4�7H2O 0. 5g, Ca ( NO3) 2 0. 01g, FeSO4�7H2O

44. 5g, H2O 1000mL , pH2. 0。

1. 1. 3 � 保护剂: 甘油(购自 BBI)、海藻糖(购自 SIGMA)、蔗糖

(购自 SIGMA)、牛血清蛋白(购自 BBI)。

1. 2 � 实验方法

1. 2. 1� 正交实验设计: 因素与水平选择如表 1, 以存活率作为

指标。由于各个因素间互相影响很小, 所以选用 L9( 34)正交

表进行正交实验。

1. 2. 2� 菌种的培养与收集: 将A. ferrooxidans菌 CMS 菌株培养

至对数生长中期, 过滤去除黄钾铁钒, 10000rpm 离心 20min 收
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集菌体,用稀硫酸( pH2. 0)清洗菌体 2 次。10000rpm 离心 5min

后弃上清,将沉淀菌泥用无菌水重悬,用血球计数板计数后每

分装到 1. 5mL 离心管(每支 0. 5mL) , 10000rmp离心 5min, 弃上

清,菌泥用 0. 5mL 保护剂悬浮,转移至已灭菌的安瓿管。

表 1 � 因素水平表

Table 1 � The factors and levels selected

水平
因素

A 甘油 B海藻糖 C 蔗糖 D 牛血清蛋白

1 5% 10% 6% 5%

2 10% 15% 12% 10%

3 15% 20% 18% 15%

1. 2. 3� 预冻和冷冻干燥:将装有菌液的安瓿管, 先在 4 � 平衡

30min, 再放置于- 20� 预冻 2h。然后用真空冷冻干燥机冷冻

干燥 24 小时。真空封口后置 4� 保藏。

1. 2. 4� 存活率的测定: 置 4 � 保藏 48小时后, 用 1mL 灭菌 9K

基本盐( ph2. 0)将冻干菌重悬, 室温放置 2h, 用血球计数板计

数,存活率( % ) = 冻干后活菌数/冻干前活菌数� 100%。

2 � 结果与分析

表 2 � 正交设计数据及结果

Table 2� the original values and experimental result of orthogonal experiment

实验号
A

甘油

B

海藻糖

C

蔗糖

D

牛血清蛋白

指标一

存活率( % )

实验 1 5% 10% 6% 5% 56

实验 2 5% 15% 12% 10% 73

实验 3 5% 20% 18% 15% 49

实验 4 10% 10% 12% 15% 26

实验 5 10% 15% 18% 5% 47

实验 6 10% 20% 6% 10% 31

实验 7 15% 10% 18% 10% 47

实验 8 15% 15% 6% 15% 41

实验 9 15% 20% 12% 5% 30

空白 0 0 0 0 2

均值K1 59. 333 43. 000 42. 667 44. 333

均值K2 34. 667 53. 667 43. 000 50. 333

均值K3 39. 333 36. 667 47. 667 38. 667

极差 R 24. 666 17. 000 5. 000 11. 666

T= 399

2. 1� 直观分析

从表 2的试验结果可以直接看出: 甘油 5%、海藻糖 15%、

蔗糖 18%、牛血清蛋白 10% (即A1B2C3D2)为最佳保护剂组合。

2. 2� 因素指标分析

2. 2. 1 � 因素指标图

甘油、海藻糖、蔗糖、牛血清蛋白四种因素在不同水平层

面上对 A. f 菌冷冻干燥后的指标 (存活率) 有着不同的影响

(图 1)。

图 1 � 因素与指标关系趋势图

Figure 1 � Trendline of relationship between factors and responses

从表 1和图 1 可以看出: ( 1) 甘油为 10%时, CMS 菌株存

活率低于甘油为 5% 和 15%时, 而且甘油为 5%时指标值最

大,达到 59. 333。 ( 2) 海藻糖 10%、15% 和 20% 三个水平中

15%最合适。( 3) CMS 的存活率随保护剂中蔗糖的含量的提高

而提高, 18%为最佳。( 4)牛血清蛋白含量为 10%时为最佳,

此时菌株的存活率高于其他水平的存活率。

2. 2. 2� 四种因素对存活率影响的主次顺序

极差 R是同一列三个水平的最大值与最小值之差, 极差

大的意味着该因素对测定指标的影响大, 通常是主要影响因

素;极差小, 则意味着该因素的影响程度小, 是次要影响因素。

依据表 2 中极差的大小, 四种因素对存活率影响的主次顺序

依次为:甘油> 海藻糖> 牛血清蛋白> 蔗糖。

2. 3 � 方差分析

由于实验所设计的正交表各列均饱和, 且因素蔗糖的极

差和偏差平方和明显偏小, 所以选用蔗糖的偏差平方和作为

误差平方和,蔗糖偏差平方和对应的自由度作为误差平方和

的自由度。
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表 3 � 冻干保护剂方差分析表

Table 3� The results of variance analysis

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 F F0. 10 F0. 05 显著性

甘油 1030. 222 2 515. 111 21. 972 9 19 * *

海藻糖 442. 889 2 221. 4445 9. 445 9 19 *

蔗糖 46. 889 2 23. 4445 1. 000 9 19 NS

牛血清蛋白 204. 222 2 102. 111 4. 355 9 19 NS

误差 46. 89 2 515. 11

� � F0. 10< F< F0. 05时,对应因素为显著因素,记为*

F< F0. 10时,对应因素为非显著因素,记为 NS

F> F0. 05时,对应因素为高度显著因素,记为* *

* When F0. 10< F< F0. 05, correspondence factor is a significant one.

NSWhen F< F0. 10, correspondence factor isn� t a significant one.

* * When F> F0. 05, correspondence factor is a highly signif icant one.

� � 方差分析结果显示, 甘油对菌株 CMS 冷冻干燥存活率的

影响高度显著;海藻糖对菌株 CMS 冷冻干燥存活率的影响显

著;蔗糖和牛血清蛋白对菌株 CMS 冷冻干燥存活率的影响不

显著。

2. 4 � 最优化结果的验证

对经优化得出的冷冻干燥保护剂的最佳配比进行验证,

计算存活率,从表4 结果可知:

表 4 � 冷冻干燥保护剂的效果验证

Table 4 � Validat ion of the optimization of Freeze- drying Cryoprotectants

保护剂 冷冻干燥前菌浓度(个/ mL) 冷冻干燥后菌浓度(个/mL) 存活率( % )

A 1B2C3D2 1. 2� 109 1. 13� 109 94%

不加保护剂 1. 2� 109 2. 4� 107 2%

� � 以A1B2C3D2(即甘油 5%、海藻糖15%、蔗糖 18%、牛血清

蛋白 10% )为嗜酸氧化亚铁硫杆菌冷冻干燥保护剂 ,进行冷冻

干燥保藏,其存活率可达 94%。

3 � 讨论

嗜酸氧化亚铁硫杆菌作为一种极端环境微生物, 具有独

特的生理结构,对低 pH、低营养的环境已经非常适应, 这使得

常规的冷冻干燥效果不好, 选用合适的保护剂可以使得冷冻

干燥后存活率得到极大的提高[13- 14]。冷冻干燥常用的保护

剂有脱脂乳、海藻糖、葡聚糖、蔗糖和牛血清蛋白[ 15]。但是, 它

们之中没有一种可以广泛适用于任何微生物的冷冻干燥的保

护剂,通常都是根据不同冻干对象, 选择不同的配比组合。

正交试验设计方法可以高效、全面、低工作量地考察多个

因素的不同水平对指标的影响, 通过极少的试验次数得出最

佳的水平组合[ 16]。并确定四种因素对存活率影响的主次顺

序,优化了冷冻干燥保藏嗜酸氧化亚铁硫杆菌的保护剂的配

方。通过验证实验,嗜酸氧化亚铁硫杆菌 CMS 冷冻干燥后的

存活率达 94% ,相比未加保护剂直接冷冻干燥的对照的存活

率( 2% )高了 47倍。

冷冻干燥现将高浓度的微生物细胞迅速冷冻至- 20� ,

再用真空泵减压升华冷冻悬浮液中的水分。保护剂可改变细

胞冷冻干燥时的物理、化学环境, 减轻或免除在冷冻初期因形

成冰晶而造成的损害, 提高存活率[ 14]。不同保护剂(因素)对

嗜酸氧化亚铁硫杆菌冷冻干燥后的存活率影响不同, 因素指

标分析、极差分析和方差分析均表明其主次顺序依次为: 甘油

> 海藻糖> 牛血清蛋白> 蔗糖。甘油作为低温保藏常用保护

剂[ 9, 11, 15, 13] ,在嗜酸氧化亚铁硫杆菌冷冻干燥保护剂中的含量

显著影响其存活率, 当含量为 5%时, 效果最好。David Cleland

等人报道用蔗糖/牛血清蛋白作为冻干保护剂对嗜酸氧化亚

铁硫杆菌冷冻干燥后的存活率达 81% [ 8] , 而我们用最优化结

果A1B2C3D2(即甘油5%、海藻糖 15%、蔗糖18%、牛血清蛋白

10% )为嗜酸氧化亚铁硫杆菌冷冻干燥保护剂, 进行冷冻干燥

保藏,其存活率可达94%。

据Anchordoguy TJ 等人的研究[ 15,17- 19]表明, 海藻糖非常

适合作为保护剂, 并能达到理想的保护效果。本试验也表明

当海藻糖含量为 15% 时有较高的存活率,而太多 ( 10% )或太

少( 20%)均使得存活率降低。

4 � 结论

通过正交试验, 冷冻干燥嗜酸氧化亚铁硫杆菌的保护剂

的最优化组合为甘油 5%、海藻糖 15%、蔗糖 18%、牛血清蛋

白 10%。经过验证, 该组合的保护剂可使冷冻干燥嗜酸氧化

亚铁硫杆菌的存活率达到 94%。
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前列腺癌细胞株中, 外源性的 PGE2 可使 COX - 2 抑制剂

NS2398 引起的 VEGF 表达的下调发生逆转[ 8]。COX - 2 的催

化产物 PGE2可以通过依赖 PGE2的途径诱导 MMP- 2和 MMP

- 9生成[ 9]。Callejas NA 等[ 10]也发现在肝细胞中 COX- 2 上

调MMP- 2, MMP- 9 表达, COX- 2 在诱导肝细胞分泌有活性

的MMPs中发挥了重要作用。大量的 MMP- 9 的分解基底膜

和细胞外基质,有利于成纤维细胞及内皮细胞等迁移并在其

中生长,促进形成新生血管。因此, 可以推断 COX- 2 不仅通

过促进MMP- 9 合成增加以降解细胞外基质和基底膜, 促进

肿瘤的侵袭和转移, 还可以直接促进肿瘤组织中新生血管的

形成,增强了肿瘤的侵袭能力和转移能力。本试验利用免疫

组化法在蛋白水平检测 PESV对 COX- 2和 MMP- 9在前列腺

癌细胞中的表达影响,结果发现, 与对照组相比, COX- 2、MMP

- 9 表达均下调, 且差异有统计学意义( P< 0. 05) ; 进一步用 Rt

- PCR法在mRNA 水平检测PESV对MMP- 9 在前列腺癌细胞

中表达影响, 结果亦发现其表达下调,与对照组比较, 其差异

有统计学意义( P< 0. 05)。本研究结果充分证实了 PESV 不仅

可以直接抑制 COX- 2的表达, 还可以间接抑制MMP- 9 的表

达,具有抑制肿瘤侵袭、转移和抗血管生成的双重作用。因

此,可以预见具有 COX- 2 抑制剂样作用的蝎毒多肽提取物

( PESV)在抗肿瘤转移的治疗中,将具有良好的应用前景。
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