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深黄被孢霉高产花生四烯酸菌株的紫外诱变原生质体育种

于长青，李丽娜
（黑龙江八一农垦大学食品学院，大庆 #1EE#"）

摘要：【目的】为了获得一株生长活力较强，产花生四烯酸能力强的菌株。【方法】我们以干菌重、微生物油脂

产量和花生四烯酸产量为评价指标，采用紫外线诱变原生质体的方法。我们利用单因素实验确定了紫外线

诱变剂量，并采用气相色谱分析了花生四烯酸含量。【结果】试验结果表明：紫外灯功率 ,- K，照射距离 E-
@?，照射时间 !- <，其致死率为 L"M3N。【结论】经过诱变及菌种筛选所获得高产菌株 OPD#,! 的生物量为

E1M3 Q4R，微生物油脂含量为 #"M, Q4R，花生四烯酸含量为 !ML, Q4R，花生四烯酸产量比出发菌株 S/EME!#- 提

高 3L1 N，并且遗传性能稳定。
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花生四烯酸（S*’@6>T:(>@ ’@>T，SS 或 SUS）是 3，

%，##，#!D二十碳四烯酸，作为人体的一种重要多不

饱和脂肪酸［#］，在维持细胞膜的结构与功能方面具

有重要的作用，是人体前列腺素合成的重要前体物

质，具有广泛的生物活性和重要的营养作用［,］，已经

在保健食品、化妆品、医药等领域得到广泛应用［E］。

SUS 的传统来源是动物肝脏、猪肾上腺、血液、

鱼油和蛋黄等［!］，但动物组织中的 SUS 含量很低，

约为 -M,N，并且受来源和季节的限制。研究人员

发现低等真菌［3］，特别是被孢霉属真菌含有大量的

SUS，利用微生物制取 SUS 既可以降低成本，又可

以提高 SUS 的产量，弥补动、植物资源的不足，有利

于 SUS 大量地被使用，得道了国内外研究人员的广

泛关注［1］。

霉菌能生产高比例的不饱和脂肪酸，油脂含量

超过 ,3N 的霉菌约有 1! 种，开发潜力很大，能产

SUS 的霉菌一般在低等真菌中存在［L］。真菌在自

然界分布广且易培养，野生菌株产花生四烯酸的能

力很低，因此要利用诱变育种和遗传工程等方法培

育出高产菌株［% $ #E］。孢子对诱变剂较为迟钝，获得

的突变株大部分是负突变株，且长时间使用同一种

诱变剂处理，孢子对诱变条件会产生一定抗性［#!］，

而原生质体一般由对数生长期细胞制得，活力较强，

对环境和诱变剂较为敏感，破壁和再生过程中又淘

汰了大量弱势菌株，能再生的菌株不论初级代谢与

次级代谢过程均较活跃，正突变菌株比例大［#3］。我

们已经对深黄被孢霉 S/EME!#- 进行了紫外线诱变

和微波诱变，但由于孢子的细胞壁较厚，影响了诱变

剂的作用效果［#1］。原生质体作为单个脱壁的细胞，

可以在高渗透压溶液中处于悬浮状态，同时原生质

体具有细胞的全能性及细胞壁再生的能力，是一种

良好的诱变材料［#L $ #%］。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种：深 黄 被 孢 霉（ %(’#&.’.**$ &/$).**&-$
S<EME!#-），购自中国科学院北京微生物研究所；

!"!"# 培养基及溶液：!斜面培养基、种子培养基



和产脂培养基请见参考文献［!］；原生质体再生培养

基：含 "# $%&’ 的 ()* 培养基。!混合酶溶液请见

参考文献［+,］。"缓冲溶液：请见参考文献［+,］。

!"!"# 主要试剂和仪器：蜗牛酶和纤维素酶，购自

哈尔滨 无 限 峰 试 剂 公 司；*-* 标 准 品，购 自 美 国

./01% 公司。电子显微镜（2.(34&* 型，上海光学仪

器一厂）；电热恒温培养箱（)-(35674 型，上海森信

实验仪器有限公司）；净化工作台（8&$3+"96，哈尔滨

东联电子技术开发有限公司）恒温振荡器（:;<3)
型，哈尔滨东联电子技术开发有限公司）；手提式高

压消毒器（=>23476，山东医疗器械厂）；+6 ? 发酵罐

（=8@.+6&，镇江东方生物工程设备技术公司）；气相

色谱（=&5566，上海科创色谱仪器有限公司）。

!"$ 培养方法

()* 斜面培养、摇瓶种子培养和摇瓶产脂培养：

请见参考文献［!］。

!"# 孢子悬液的制备

取 ! 1? 无菌水洗下孢子，用无菌脱脂棉过滤除去

菌丝，将孢子悬浮于无菌水中，快速混匀器震荡 ! 1/A，

使形成单孢子悬液浓度为 +67 BCDE1?。取 + 1? 此菌液

稀释 +6倍，震荡混匀，制成 +6F BCDE1?，供诱变。

!"% 原生质体的制备

将新鲜的孢子悬浮液镜鉴无污染后，用无菌脱

脂棉过滤除去菌丝，制成孢子悬浮液，取 4 1? 孢子

悬浮液到 +6 1? 离心管中，加入 4 1?#3巯基乙醇，

47G下前处理 + H，加入 ! 1? 缓冲溶液洗涤 4 次。

加入适量的混合酶溶液，在适当的温度下，酶解一定

的时间。酶解结束时，加入 ! 1? 缓冲溶液终止酶解

反应，混匀，离心（"66 I 0，+6 1/A），去上清液，加! 1?
缓冲溶液洗涤 4 次，离心（"66 I 0，+6 1/AE次）。去上

清液，加 + 1? 缓冲溶液稀释，涂平板，计算原生质体

生成率和再生率。

生成率 J（* K 8）E* I +66#
再生率 J（& K 8）E（* K 8）I +66#
*：为酶解前菌体稀释液在普通 ()* 培养基上

的菌落数

8：为原生质体稀释液在普通 ()* 培养基上长

出的菌落数

&：对原生质体稀释液在高渗 ()* 培养基上长

出的菌落数

!"& 紫外线诱变深黄被孢霉原生质体

取原生质体悬液（浓度为 +6F BCDE1?）! 1? 于直

径为 56 11 的平板中，开启紫外灯，预热 46 1/A，开

启磁力搅拌器，打开平皿盖，用 46 L 紫外灯照射，

照射距离 "6 B1，照射一段时间后，把菌液转到无菌

试管中，6G培养 + H M 4 H，47G避光培养 F N，挑取单

菌落，以待筛选。

!"’ 气相色谱分析花生四烯酸含量

样品的处理方法：取微生物油脂 4! 10 于容量

瓶，加入 +#硫酸3甲醇混合液 ! 1?，于 F6G水浴中

加热 4 H，然后加入 ! 1? 正己烷清洗一次，合并上清

液，放入 +6 1? 离心管中，加入少量的无水 $%4.O,

去除水分，静置 , H 进样。

气相色谱条件［+5］：色谱柱为弹性石英毛细管柱

PP*(（"6 1 I 6Q"4 11 I 6Q! D1）。

!"( ’!) * 发酵罐实验

=8@.+6& 型发酵罐：+6 ? 发酵罐装 7 ? 产脂培

养基，接 种 量 为 +6#，培 养 温 度 为 47G，转 速 为

+76 RE1/A，自然 S:，发酵时间为 F N。

!"+ 遗传稳定性实验

用菌体连续传代的方法考察原生质体再生诱变

后筛选到的 *-* 高产菌株的遗传稳定性。将该菌

株制备孢子悬浮液，涂布于 ()* 培养基平板，47G
培养 F N 后随机挑取 " 个单菌落，每代做 " 个平行

样，每传一代测定 *-* 产量，连续传 9 代。

$ 结果和分析

$"! 紫外线诱变剂量对原生质体致死率的影响

图 ! 紫外线诱变剂量对原生质体致死率的影响
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我们已采用二次回归正交旋转组合试验方案对

原生质体制备条件进行了优化，得到最佳制备条件

为：酶浓度为 ,#（混合酶在孢子悬浮液中的浓度），

酶解温度为 "6G，酶解时间为 FQ! H。因此本实验采

用此条件按照 +Q, 论述的方法制备原生质体，将得

到的原生质体按照 +Q! 论述的方法进行紫外线诱变

原生质体。任何诱变剂都同时具有致死和诱变的双
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重效应，因此需要测定深黄被孢霉的原生质体经紫

外照射后的致死率曲线，确定最佳的诱变时间，测得

其紫外照射后的致死率曲线，结果如图 ! 所示。

如图 ! 可以看出，原生质体的致死率随着紫外

线照射时间的增加而逐渐增加，当紫外线照射时间

为 "# $ 时，致死率为 %&’()，现代育种理论认为，当

诱变的微生物致死率在 %() * +#)时，产量性状正

突变率较高［+］，而更高的致死率下，虽然突变率可能

较高，但负突变率往往很高，而正突变率却很低。因

此本研究选择紫外线照射时间为 "# $，实验证明较

为有效。与紫外线诱变深黄被孢霉孢子相比较，在

相同的诱变条件下，致死率达到 %() * +#)时，照

射时间节约 "# $，说明孢子细胞壁对诱变剂的作用

效果具有一定的影响。

!"! 紫外线诱变原生质体结果

本研究选择的紫外线诱变剂量为：用 ,# - 紫

外灯照射，照射距离 .# /0，照射时间 "# $。初筛时

挑选大菌落，且孢子丰富的菌落。共筛选出 ,## 株

菌进行种子培养与产脂培养，测定生物量和总油脂

含量，将两个指标均高的发酵液进行气相色谱分析，

测定微生物油脂中花生四烯酸含量，选出 !# 株 121
产量最高的菌株，筛选结果如图 ,。

图 ! 紫外线诱变原生质体结果

3456, 789 :9$;<= >? ;<=:@A4><9= 0;=@=4>B6

根据图 , 数据比较分析，其中突变株 CDE!," 的

生物量为 .F’( 5GH，微生物油脂含量为 !&’, 5GH，

121 含 量 为 "’%, 5GH，121 产 量 比 出 发 菌 株

1I.’."!# 提高 (%F )。突变株 CDE!," 与之前所做

的紫外线诱变深黄被孢霉孢子得到的突变株 D+#$,E
!#& 相比较，微生物油脂含量提高了 !,#)，121 产

量提高了 ,#!)，说明紫外诱变深黄被孢霉原生质

体选育 121 高产菌株的方法是可行的，诱变效果是

显著的。

!"# $% & 发酵罐实验结果

如表 ! 所示，经 !# H 发酵罐发酵，突变株 CDE
!," 的干菌重、微生物油脂产量和 121 产量分别比

原始菌株提高了 ,&!)、.!")和 (#F)。

表 $ $% & 发酵罐发酵实验结果

7@J<9 ! 789 :9$;<= >? ?9:09B=@=4>B

I=:@4B$ K4>0@$$G（5GH） C49<L >? <4M4LG（5GH） C49<L >? 121G（5GH）

1I.’."!# !!’&% (’"+ #’+,

CDE!," ."’+. !%’, "’!(

但是，!# H 发酵罐实验结果却没有达到三角瓶

发酵的效果。其原因有可能如下：（!）被孢霉产生的

油脂在细胞内积累，三角瓶发酵时，发酵液中装有玻

璃珠，起到打碎细胞的作用。在 !# H 发酵罐发酵过

程中，尝试用此方法来破碎细胞，但没有得到预期效

果；（,）三角瓶发酵的培养基组分不能适应大规模生

产；（.）!# H 发酵罐发酵时接种量过小；（"）!# H 发酵

罐发酵过程，菌体生长速度大于三角瓶发酵，消耗培

养基的速度也随之加快，因此在发酵后期，影响了

121 的合成。尽管如此，但就 121 产量上看已经基

本达到国内工业生产水平。

!"’ 高产菌株的遗传稳定性实验

通过紫外线诱变原生质体所得的 121 高产菌

株 CDE!," 与原始菌株进行继代遗传稳定性实验的

比较研究。每传一代进行 121 含量测定，结果显示

（图 .），121 产量与传代前菌株相比无显著差异，结

果表明该菌株的遗传性能较稳定，未发生原位回复

突变等情况。同时进一步证明原生质体再生诱变育

种的可行性。

!"( 气相色谱实验结果

本研究所采用的毛细管气相色谱程序升温条

件，可以将饱和与不饱和长链脂肪酸甲酯分开。检

测出的脂肪酸结果如图 " 所示，1 图为 121 标准品

气相色谱分析图，根据标准品浓度，121 的保留时

间为 !%’((" 04B，与相关资料的报道一致。图中有 .
个峰的原因是标准品纯度不够高且甲脂化不彻底

F" N8@B5O4B5 C; 9= @< 6 G!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（,##&）"&（!）
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图 ! "#$%&’ 遗传稳定性实验结果

!"#$% &’& (")*+, -. &,%/%012 34+ 567180 93:"4# ;))4 <=-<3#3>)+ .-=

,"? #)4)=3>"-4,$

图 ’ 微生物油脂气相色谱分析结果

!"#$0 @9) #3, A9=-B3>-#=3<9"A 343*(,", =),C*> -. B"A=-;), -*)"4$ &：

,>34+3=+ <=)<3=3>"-4；D：BC>34> ,>=3"4 567180 $

（对照空白样也显示 8 个峰）。目前不饱和脂肪酸甲

脂化的最好方法是使用 D!%，但是 D!% 有巨毒，为了

避免对实验室及实验人员造成污染与伤害，本实验

没有选择此种方法。D 图为高产菌株 567180 的气

相色谱分析图，根据标准品中 &’& 的保留时间，D
图中 && 的保留时间为 1E/F2% B"4，与标准品的保留

时间相差 2/20G B"4，小于 HI，符合误差要求，实验

误差产生的原因是进样后启动程序的速度不一样。

高产菌株 567180 经发酵后获得的微生物油脂中

&’& 的含量为 80/FI，另外还含有丰富的其他多不

饱和脂肪酸。

! 结论

菌种是发酵工业的关键，只有具备了良好的菌

种基础，才能通过改进发酵工艺和设备得到理想的

发酵产品［82］。目前工业生产上应用的优良菌种，绝

大多数都是经过诱变处理后的高产菌株。从 8222
年开始，中科院等离子体物理研究所和华中科技大

学生命科学技术学院的袁成凌、姚建铭、周蓬蓬、余

龙江等人以高山被孢霉为出发菌株采用不同诱变方

法进行诱变育种，获得多株 &’& 高产菌株，&’& 产

量最高达到 E/0% #JK［L，11，18，10］。822H 年王啸、邱树毅

等人对深黄被孢霉（&M%/8EG%）进行复合诱变获得突

变株 NOP2%12，&’& 产量为 2/E% #JK［H］。本文通过对

深黄被孢霉原生质体制备条件的优化，得到了深黄

被孢霉原生质体制备的最佳条件为：酶浓度为 0I，

酶解温度为 %2Q，酶解时间为 E/H 9。用此方法制备

原生质体，使其在适当的紫外线诱变剂量（紫外灯功

率 82 R，照射距离 %2 AB，照射时间 02 ,）作用下，经

过初筛和复筛获得的突变株 567180，其生物量为

%F/H #JK，微生物油脂含量为 1G/8 #JK，&’& 含量为

0/E8 #JK，&’& 产 量 比 出 发 菌 株 &M%/%012 提 高

HEFI，并且该菌株遗传性能稳定。因此，可以证明

紫外线诱变原生质体微生物育种的可行性，同时也

说明了深黄被孢霉 &M%/%012 具有较强的生产 &’&
的能力。今后，我们准备采用分子生物学法对突变

株 567180 进行鉴定，同时进行种子培养基和产脂培

养基成分的优化，这样有望进一步提高 &’& 产量。

由于 12 K 发酵罐实验结果没有三角瓶实验结果好，

我们还要对培养基及培养条件进行优化。如果采用

多种诱变剂进行处理，可以防止诱变效应的饱和，进

一步提高 &’& 产量。我们还可以将此法运用到工

业菌株（N$ 3*<"43）上，以便进一步提高 &’& 产量。
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