
!"卷#期

$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
’()*!"+(*#
,-).

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

收稿日期：!///0%&0%1，修回日期：$%%%0%20%$。

基金项目：安徽省地方攻关项目支持（310&$$0$$0%!）。

离子注入花生四烯酸产生菌诱变选育
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摘 要 利用离子束注入生物技术对花生四烯酸产生菌（3(*/#%*%,,++,4#$+）进行诱变高产菌筛选。筛选到高产菌

4#/0+!3，该菌每升培养液可得生物量2%53%6（约#7的含水量），干菌体油脂含量为$1537，其中花生四烯酸的含量

占总脂的#152&7。2%8和$1%8发酵罐发酵试验，该高产菌的花生四烯酸得率为#5%6／8。
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花生四烯酸（:;<=>?@(A?=<=?@，::，=$%：#；A0"，

1，3，!!，!#0二十碳四烯酸），属A0"系列的多不饱和

脂肪酸（B().C<D-;<DE@F<DD.<=?@，BGH:），是人体最

重要、含量最丰富的I$%BGH:。它主要存在于器

官、肌肉和血液组织中，与磷脂结合成结构脂类起着

重要作用。而且花生四烯酸还是许多二十烯酸衍生

物（J?=(C<A(?@）的直接前体，如前列腺素J$（BKJ$）、

前列环素（BK4$）、血栓素:$（LM:$）和白三烯等。

这些二十烯酸衍生物对细胞和机体的生理代谢活动

具有重要的调节作用。花生四烯酸的传统来源是鱼

油、血液、内脏等，但含量极低。"%年代起，国外许

多学者开始研究微生物发酵法生产花生四烯酸，目

前，日本、英国等已有花生四烯酸的发酵产品问世。

而国内华南理工大学、曲阜师范大学等［!!$］单位也

已开展这方面的研究，但尚未见有产品问市。本文

报道利用离子束生物技术对原花生四烯酸产生菌进

行诱变改良，筛选得到一株花生四烯酸高产菌及该

高产菌2%8、$1%8发酵罐试验结果。

! 材料与方法

!"! 菌株

花生四烯酸产生菌（N(;D?E;E))<<)O?A<）+&，本室

保存。

!"# 培养工艺

!"#"! 培养基配方：斜面培养基：马铃薯浸出液

$%7、琼脂$5%7、%5!NB<灭菌!1!$%P?A。发酵

培养基：葡萄糖、酵母膏、花生饼粉、淀粉、蛋白胨等，

1%%P8三角瓶$%%P8装量，%5!NB<灭菌$%P?A。

!"$ 离子注入

!"$"! 1%QE’离子注入机，本所离子束生物工程中

心自行研制生产。

!"$"# 注 入 方 式：纯 种 斜 面 制 取 孢 子 悬 液，取

%5$P8孢子悬液于无菌空平皿，制成菌斑，于注入机

靶室进行注入，采用脉冲式注入方式。注入完成后，

将菌斑用无菌水洗脱，稀释涂平皿，进行单菌落筛选。

!"$"$ 筛选：选单菌落转接斜面，接摇瓶发酵。

!"% 分析方法

!"%"! 生物量：培养好的菌体用$层纱布过滤，蒸

馏水洗2次，于"%R下烘干，称干重（含水量在#7
以下）。

!"%"# 菌体油脂含量采用索氏提取法。

!"%"$ 花生四烯酸含量测定：气相色谱法（!%%$型

气相色谱仪，上海分析仪器厂生产）。取%526样品

置于1P8容量瓶中"加入%51P()／8S9T0甲醇溶

液!P8，"%R水浴2%P?A，其间经常震荡"加入三氯

化硼0甲醇溶液!P8（!U$5／5），"%R水浴2%P?A，

其间充分震荡"加入!P8石油醚，充分震荡"加入

饱和食盐水"取最上层上清液（石油醚层）进样。色

谱仪器工作条件为：VKJ0B!%毛细管柱，柱长1%P，

内径%5$1PP。



测定条件：柱温!""#，以$#／%&’程序升温至

!$"#，气化室温度!("#，检测室温度!("#。

!"# 发酵罐

(")机械搅拌式发酵罐（无锡轻工大学研制生

产）。!*")气升式发酵罐（江苏理工大学生物工程

研究所研制生产）。

!"$ 干菌体油脂中脂肪酸组成分析

样品送卫生部食品检测中心（中国农业大学食

品学院）进行脂肪酸成分及含量检测。

% 结果与讨论

%"! 注入离子能量和剂量的选择

注入离子选用常用的+,，其注入离子能量、剂

量与致死率的关系见表-。

表! &’注入能量、剂量与致死率的关系
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就现代育种理论认为［(］：当被诱变的微生物致

死率在C"F!C*F左右时，产量性状的正突变率往

往很高，而更高的致死率下，虽然突变率可能较高，

但负变率往往很高，而正变率却很低。因此，我们多

选择-"95:，(?-"-$+,／@%!作为该菌的离子注入

参数，实践证明较为有效。

%"% 离子注入<<产生菌初筛结果

工业微生物诱变育种两大关键因素：一是诱变

工具，二是优化的筛选工艺。本研究所利用的低能

离子注入与传统的诱变源如G射线、"射线及化学

诱变剂等相比，离子注入除有能量沉积外，还有动量

传递、质量沉积及电荷交换等效应［$!A］，将不同离

子（H,、+,、I0,等）注入细胞，通过电、能、质的共

同作用，不仅可影响细胞的生理生化功能，更重要的

是还可使细胞中的染色体畸变，;+I链发生断裂，

所以离子注入诱变是一种集物理和化学诱变特性于

一身的综合诱变方法。

产量性状往往是微效多基因调控的数量性状，

因此，我们将初筛摇瓶高于对照!"F的菌种作为下

一轮注入诱变的出发菌。经过反复的菌种纯化和注

入交替进行，共初筛摇瓶*-D只，最终筛选到一株高

产 菌J$DK+-E。较 出 发 菌 +C 的 II 产 率 提 高 了

A!>(AF，且传代稳定。筛选流程如下：

原始菌种+C!分离纯化!发酵工艺优化!离

子注入!高产菌分离纯化!!!离子注入，分离纯

化交替进行!高产菌发酵工艺优化!传代实验。

II产生菌离子注入诱变筛选结果见表!。

表% <<高产菌筛选结果
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%"@ <<高产菌ABC?&!D生长曲线制作

取!支生长良好、孢子丰富的茄子瓶，加入无菌

生理盐水，轻轻刮下，倒入含玻璃珠的三角瓶，于

!""0／%&’摇床震荡-*%&’，取孢子悬液(%)接种

于*""%)三角 瓶，!""%)装 瓶 量，于!E#、!""0／

%&’摇床培养，每!$Q取样两瓶，测定残糖、生物量、

油脂含量及II含量，结果见图-。

图- II高产菌J$DK+-E生长曲线

S&7B- T0<U4Q@/015<VIIQ&7QK8&53N=402&’J$DK+-E

从图-可以看出，E>"F的起始糖，使菌体生长

起步较慢，如果是$F的起始糖，则菌体将较快进入
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对数生长期，这在!"#实验罐上得以证明，另外，$%
以后，菌体生长趋于平稳，对糖的消耗能力减弱。生

物量与油脂总量几乎是同步发展，并随发酵时间的

延长有所降低，&&的积累相对推迟’!!%，约于("
!((%达到最高。同时对高产菌的发酵工艺进行了

优化（另报）。

!"# $$高产菌发酵干菌体各脂肪酸组成及甘油

三酯立体结构分析

富含&&的干菌体送交中国农业大学卫生部食

品检测中心检测（)*#+法），结果见表!。

表% 干菌体各脂肪酸组成

&’()*% +’,,-’./0.12314*4,15(/12’66
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据检测，干菌体中不饱和脂肪酸约98@995，各

脂肪酸在甘油三酯中的分布见表6。

表# 甘油三酯中脂肪酸的分布
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由表可知，花生四烯酸主要分布在A3;(位置，

占总花生四烯酸含量的6:@9:5。由于胰脂酶主要

水解甘油三酯(，!位的脂肪酸，形成的游离脂肪酸

及’;单脂肪酸酰甘油酯在细胞内重新脂化，结合到

细胞膜上，作为脂肪酸的库。通过对富含&&干菌

体脂质中甘油三酯中脂肪酸分布的研究，结合膳食

脂肪代谢理论认为，该干菌体不仅具有&&含量丰

富，从而具有调节生物体内脂质代谢的功能，而且具

有对生物体内花生四烯酸库没有影响的特点，从而

不会引起生物体内3;!／3;$或";亚麻酸／花生四烯

酸等代谢的不平衡。

!"; $$高产菌%<=和!;<=发酵罐实验结果

!";"> !"#发酵罐实验结果：成熟斜面制孢子悬浮

液，接种子瓶，种子培养基成分为：!5葡萄糖、(@’5
蛋白胨、"@?5酵母膏，B)8@"，’"">／C13，’8D培养

$"=，约8只种子瓶于超净台并瓶于’只("""C#的

无菌三角瓶，供火圈接种。

!"#不锈钢机械搅拌发酵罐，配制发酵培养基

($#，配方为(@’5蛋白胨、"@?5酵母膏、(@"5花生

粉、’"C#泡敌，底糖浓度考察了65、$5，其中$5
底糖浓度又分两种方式，一是一次投糖，二是起始投

糖65，余下’5的糖在发酵的第三天、第五天补入。

一次性投糖则第三天、第五天补同体积无菌水。

结果发现，分批补糖的罐批前期菌体生长快，经

过补糖，中后期生长代谢旺盛，生物量、油脂、&&含

量均 达 到 摇 瓶 水 平，在 第("天，&& 得 率 达 到

6@?!E／#。

!";"! ’?"#气升式发酵罐实验：采取二级发酵，种

子罐’?#，装液量为(6#，培养68=接入’?"#发酵

罐，配 方 同 小 试 发 酵 培 养 基，唯 泡 敌 数 量 加 至

(""C#，罐压"@"8F*-，通气量8"""#／=，起始糖浓

度65，分批补糖至总糖$5。其中第三罐批较为成

功，发 酵 时 间((%，生 物 量 为’8@9E／#，油 脂 为

("@’E／#，&&为6@?:E／#，基本与小试及摇瓶水平

相当。

% 讨 论

本研究通过对本室保存的&&产生菌进行离子

注入诱变筛选，得到一株&&高产菌G6:;H(8，其花生

四烯酸 的 得 率 摇 瓶、小 试 和’?"#中 试 均 可 达 到

6@?E／#。据国外专利（:$(:’""’@?）文献报道，&&
得率最高可达’@’8E／#，该高产菌&&得率提高近(
倍。

该高产菌经过了小试和’?"#中试，为工业化

发酵生产花生四烯酸打下良好的基础。另外，通过

干菌体甘油三酯立体结构的测定得知，&&主要分

布于A3;(，A3;!位置，对进一步研究干菌体中&&
在人体中的代谢调控等机理，有着重要意义。
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