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摘要!为确定一种高效%稳定的选育高产
XcQ

裂殖壶菌菌

株的方法$将出发菌株
+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9<'

进行甲基磺酸

乙酯"

-WE

#诱变和常压室温等离子体"

QDZ$

#复合诱变$并

将复合诱变方法与
%

种单因子诱变方法进行诱变效率%诱变

后高产株发酵特性及遗传稳定性比较!结果显示$该复合诱

变正突变率达到
<%9%B

$远高于
%

种单因子诱变方法&复合

诱变选育得到高产
XcQ

裂殖壶菌菌株$其
XcQ

生产能力

和
XcQ

含量分别达到
(9%

5

*

U

和
=<9%B

$比出发菌株分别

高
<;9)B

和
',9%B

&经过
;

代培养$其发酵指标稳定$遗传稳

定性优于单因子诱变获得的菌株!该复合诱变方法是选育

高产
XcQ

裂殖壶菌菌株的有效手段$也为其它产多不饱和

脂肪酸菌株的选育提供了参考!

关键词!裂殖壶菌&

XcQ

&诱变&常压室温等离子体"

QDZ$

#&

甲基磺酸乙酯"
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#&复合诱变
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随着世界范围内能源和资源的日益紧张'可再生能源与

资源的研究与开发已成为关注热点(近几年'各国纷纷开始

在微藻生物燃料和营养化学品领域谋求突破与发展"美国能

源部宣布将投资
'+&&

万美元用于藻类生物燃料与生物基产

品研究$欧盟也积极投资藻类研究'旨在示范从藻种选育+培

养条件优化+油脂提取+生物燃料生产等过程%

'

&

(微藻在食

品资源方面的利用涉及到裂殖壶菌'又称裂壶藻'是属于破

囊壶菌科的单细胞海洋微藻'在一定的培养条件下'裂殖壶

菌胞内油脂中二十二碳六烯酸!

XcQ

'

C

%%

"

)

#含量较高'是值

得研究和深度开发的生物合成
XcQ

的优质种源%

%

&

(

XcQ

为
%

*<

多不饱和脂肪酸'是一种重要的食品添加

剂(它是大脑和视网膜的重要组成成分'还具有抗癌+消炎+

,'



预防心血管疾病等诸多功能%

<̀ =

&

'其保健和医疗功效越来越

受到重视(与传统的深海鱼油生产
XcQ

的方式相比'裂殖

壶菌发酵生产
XcQ

具有培养简单+无季节波动+目的产物

含量比高+无污染+无鱼腥味+成本低+不影响海洋生态等优

点%

;

&

'裂殖壶菌发酵生产
XcQ

开始进入了工业化阶段%

)

&

(

近些年'不断见到优化裂殖壶菌发酵'提高
XcQ

产量

的研究报道'如发酵培养基优化%
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调控%

'&̀ ''

&

+溶氧调

控%

'%̀ '=

&

+补料策略优化%

';

&等'靠传统发酵策略提高
XcQ

的

发酵生产强度的余地越来越小(而借助遗传育种手段'培育

高产
XcQ

的裂殖壶菌变异株仍有一定的发展空间'这也是

发酵法提高
XcQ

生产强度的上游基础(

裂殖壶菌基因组约
<,WA

%

')

&

'且裂殖壶菌代谢体系中脂

肪酸合成途径复杂'既存在短链饱和脂肪酸的脂肪酸合酶

!
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6

/20K8
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#QE

#合成途径'又存在长链不饱和脂

肪酸的聚酮合酶!
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#的合成通路%
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(

尽管基因工程已普遍应用于微生物育种'并且在裂殖壶菌上

也有所研究%

'+̀ ',

&

'但考虑到裂殖壶菌复杂的遗传背景和尚

不十分明晰的
XcQ

合成途径'物理和化学诱变仍旧是可以

考虑的选择(

甲基磺酸乙酯!

-WE

#诱变为化学诱变'其作用机制是对

X?Q

上高密度的碱基进行烷化作用'形成转换型或置换型

突变%

%&

&

(目前
-WE

诱变在微生物育种以及农作物的优良

品种选育上广泛应用'并获得了不错的效果%

%'̀ %%

&

(常压室

温等离子体!

QDZ$

#是一种新型的诱变技术'它利用大气压

辉光放电'产生多种活性粒子'作用于
X?Q

上'引发基因突

变%

%<

&

'它具有操作简单+可控性强+诱变效果好的特点'已逐

步开始在科研与工业领域发挥重要作用%

%=

&

(由于单种诱变

方法往往会使菌种产生抗性'或得到的诱变菌株性能不够稳

定'在实际应用中往往采用
%

种或多种诱变方式相结合的方

法进行诱变'即复合诱变%

%;

&

(

裂殖壶菌具有多层的细胞壁结构保护着胞内物质%

%)

&

'

XcQ

的合成途径与代谢机制又十分复杂(以往针对裂殖壶

菌的育种手段往往采用单一的诱变方法'这会产生诱变效果

差+诱变效率低或诱变株性能不稳定+易退化等问题'如吕晓

义等%

%(

&仅仅利用)&

C:*

'

射线辐照诱变裂殖壶菌'获得的诱

变菌产量只有
;9);

5

*

U

$梁园梅等%

%+

&采用单一
T>

诱变育

种'获得的诱变株性能也没有突出的提升(欲获得性状良

好+遗传稳定的裂殖壶菌高产
XcQ

变异株'本研究将
-WE*

QDZ$

复合诱变方法应用于裂殖壶菌诱变育种'以期获得裂

殖壶菌高产
XcQ

诱变菌(

'

!

材料与方法
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!

材料与仪器
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材料与试剂

菌 株"裂 殖 壶 菌 !
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#'美国菌种保藏中心$

脂肪酸"标准品'美国
E0

5

./

公司$

正己烷"

c$UC

级'美国
#083@M

公司$

其他试剂"分析纯'国药集团化学试剂有限公司(

'9'9%

!

主要仪器设备

离心机"

<V';

型'德国
E0

5

./

公司$

分光光度计"

Z)

新世纪型'北京普禧通用仪器有限

公司$

QDZ$

诱变仪"

QDZ$*FFF

型'北京思清源生物科技有限

公司$

气相色谱仪"

!C*%&'&

型'日本岛津公司(
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培养基
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_

固体培养基"葡萄糖
;

5
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U

+胰蛋白胨
'

5

*

U

+酵

母粉
'

5

*

U

+琼脂
%&

5

*

U

+海水晶
'(9;

5

*

U

'

'%'\

灭菌

%&.04

$

种子培养基"葡萄糖
<&

5

*

U

+胰蛋白胨
'&
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+酵母粉
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+海水晶
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+
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+
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'
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灭菌
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$

发酵培养基"葡萄糖
'&&

5

*

U

+胰蛋白胨
;9)
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*

U

+谷氨酸

钠
%&

5

*

U

+磷酸二氢钾
%9;

5

*

U

+硫酸镁
(9%

5

*

U

+硫酸钠

'%9+

5

*

U

+氯化钙
&9=

5

*

U

+海水晶
'(9;
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+
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>
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灭菌
%&.04

$
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缓冲液!

N

c(9%

#"用双蒸水分别溶解

%=9&&

5

磷酸二氢钠和
%+9<,

5

磷酸氢二钠至
'&&&.U

'然后

混合
%+&.U

磷酸二氢钠溶液和
(%&.U

磷酸氢二钠溶液'

'%'\

灭菌
%&.04

'备用$

-WE

溶液"取
;.U-WE

原液'加入到
';.U

预冷的乙

醇溶液中'加盖并轻轻转动试管混合均匀(

'9%

!

方法

'9%9'

!

裂殖壶菌诱变菌株制备

!

'

#菌悬液制备"将裂殖壶菌接种于装有
;&.U

种子培

养基的
%;&.U

摇瓶中'

%+\

+

%&&M

*

.04

培养
%K

(取
'.U

培养液
<&&&M

*

.04

离心
;.04

收集菌体'用
$]E

缓冲液洗

涤
%

次后稀释至
-I

;=&

为
&9)

&

&9(

!以
$]E

缓冲液为参比

管#(

!

%

#

-WE

诱变株制备"在
'&.U

菌悬液中加入
=&&

#

U

-WE

溶液'轻轻摇匀后置于摇床'

%+\

+

%&&M
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.04

条件下分

别处理
&

'

'&

'

%&

'

<&

'

=&

'

;&

'

)&.04

!

&.04

为对照组#'取出后

用
;B

硫代硫酸钠溶液洗涤
%

&

<

次终止反应'细胞用
$]E

缓冲液悬浮后吸取
'&&

#

U

均匀涂布于固体培养基平皿上'

置于
<&\

避光培养
=K

(

!

<

#

QDZ$

诱变株制备"吸取
%&

#

U

菌悬液'均匀涂抹在

灭过菌的载物铁片上'将铁片置于
QDZ$

诱变仪载物台上'

用高纯氦气等离子体诱变分别处理
&

!对照组#'

;

'

'&

'

';

'

%&

'

%;8

'诱变参数为"电源功率
'&&e

'氦气流量
'&U

*

.04

'照

射距离
%..

(

QDZ$

诱变处理后'将铁片转移至装有
'.U

$]E

缓冲液的
-$

管中'震荡洗脱菌体(吸取
'&&

#

U

菌体悬

浮液均匀涂布于固体培养基平皿上'置于
<&\

避光培养
=K

(

!

=

#

-WE*QDZ$

复合诱变菌制备"将
-WE

诱变处理

=&.04

后制备的诱变菌悬液吸取
'&&

#

U

均匀涂布于固体培

养基平皿上'置于
<&\

避光培养
=K

(混合平皿上长出的单

菌落'并挑取一环'接种于装有
;&.U

种子培养基的
%;&.U

摇瓶中'按
'9%9'

!

'

#制备菌悬液'然后按
'9%9'

!

<

#经
QDZ$

照

&%

基础研究
!

%&'+

年第
%

期



射诱变
';8

'获得
-WE*QDZ$

复合诱变菌(其中对照组

-WE

处理时间
&.04

'

QDZ$

照射时间
&8

(

'9%9%

!

致死率+突变率计算

!

'

#致死率计算"各诱变试验中'对对照组和诱变组固

体培养基平皿上长出的菌落进行计数(按式!

'

#计算致

死率(

?

0

h

1

&

`1

B

1

&

Y'&&B

' !

'

#

式中"

?

0

)))致死率'

B

$

1

&

)))对照组菌落数$

1

B

)))诱变组菌落数(

!

%

#突变率计算"各诱变试验中'选取致死率为
+&B

&

,&B

的处理时间作为最终诱变时间(在该诱变时间下对裂

殖壶菌进行诱变处理'平板培养
=K

后各组随机挑选
;&

株

菌'摇瓶培养
'%&3

后测
XcQ

产量'记产量高于原始菌株

'&B

的诱变株为正突变株'产量低于原始菌株
'&B

的诱变株

为负突变株'并按式!

%

#计算突变率(

?

B

h?

F

_?

1

h

1

F

_1

1

;&

Y'&&B

' !

%

#

式中"

?

B

)))突变率'

B

$

?

F

)))正突变率'

B

$

?

1

)))负突变率'

B

$

1

F

)))正突变株菌株数$

1

1

)))负突变株菌株数(

'9%9<

!

分析方法

!

'

#生物量测定"各诱变株摇瓶培养
'%&3

后'取
;.U

发酵液于离心管中'

+&&&M

*

.04

离心
';.04

'用双蒸水洗涤

离心
%

次'冷冻干燥后称重计算生物量(

!

%

#含油量测定"采用磷酸香草醛法%

%,

&

(

!

<

#脂肪酸含量测定"采用气相色谱法%

''

&

(

各诱变组选取
;

株
XcQ

产量最高的菌株'其发酵平均

水平作为该诱变方法下得到的高产菌的发酵水平(

%

!

结果与分析
%9'

!

诱变剂量的确定

%

种诱变方法对裂殖壶菌的致死效应见图
'

(裂殖壶菌

菌体的致死率与
-WE

处理时间存在明显的正相关效应'当

-WE

处理时间为
=&.04

时'致死率达到
+(B

(因此'选取

=&.04

作为
-WE

处理的诱变剂量(

裂殖壶菌菌体的致死率随着
QDZ$

照射时间的延长而

显著增加(当照射时间在
';8

以上时'致死率曲线趋于平

缓'可能是细胞
EbE

修复机制的激活'突变率开始增加%

<&

&

(

此时'裂殖壶菌的致死率达到
+&B

以上(因此'选取
';8

作

为
QDZ$

照射的诱变剂量(

!!

从图
'

可以看出'对裂殖壶菌诱变的化学处理中'致死

率对应于处理时间'形成较为平缓的上升曲线'而物理诱变

中'致死率对应于照射时间则显得陡峭'说明准确掌控照射

时间点非常重要(

图
'

!

%

种诱变方法对裂殖壶菌的致死效应

#0

5

IM@'

!

U@G3/1@JJ@2G8:J%.IG/

5

@4@808J/2G:M8G:

+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9<'

"

)h<

#

%9%

!

-WE

"

QDZ$

和
-WE*QDZ$

处理突变率的对比

分别使用
-WE

+

QDZ$

和
-WE*QDZ$

复合诱变
<

种诱

变方法对裂殖壶菌进行诱变处理'并对诱变株进行摇瓶培养

后测
XcQ

产量'统计正+负突变率'结果见图
%

(

<

种诱变方

法对裂殖壶菌的诱变效果呈现出一定的差异性(比较
%

种

单因子诱变方法'裂殖壶菌突变率相差不大'介于
=&B

与

=;B

之间'但是在
QDZ$

突变株中'正突变株的数量占到约

)&B

'远高于负突变株$而在
-WE

突变株中'正+负突变株数

量相当(

-WE*QDZ$

复合诱变后'突变率达到
;;9(B

'明显

高于
%

种单因子诱变(其中正突变率达到
<%9%B

'远远高于

负突变率(

!!

对裂殖壶菌而言'

<

种突变方法形成的突变率截然不

同(表观上分析'推测
-WE*QDZ$

复合诱变造成了更丰富

的突变位点'因此回复突变的频率远远低于单因子诱变(

图
%

!

<

种诱变方法对裂殖壶菌诱变处理的突变率

#0

5

IM@%

!

WIG/G0:4M/G@:J<.IG/

5

@4@808J/2G:M8G:

+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9<'

"

)h<

#

'%

第
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%
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!

!

等"

-WE*QDZ$

复合诱变选育高产
XcQ

裂殖壶菌
!



%9<

!

高产诱变株的关键发酵指标类比

从
<

种诱变方法获得的诱变株当中各挑选
;

株
XcQ

产

量最高的菌株'其发酵平均水平作为该诱变方法下得到的

XcQ

高产菌株的发酵水平'结果见表
'

+

%

(从表
'

可知'与

出发菌株相比'

<

种
XcQ

高产菌株的生物量无明显的变化'

而在含油量上'均有不同程度的提高'其中
-WE

诱变高产株

含油量提升略高于
QDZ$

诱变的'而复合诱变高产株含油量

最高'达到
;'B

(如表
%

所示'

-WE

诱变高产株的
XcQ

较

出发菌株无明显变化'而
QDZ$

诱变高产株和复合诱变高产

株
XcQ

含量均得到了提升'分别约为
=&B

和
=<B

(基于上

述变化'最终
<

种诱变菌的
XcQ

产量均得到了一定程度的

提升'其中
-WE*QDZ$

复合诱变高产株的产量达到了

(9%

5

*

U

'提升了近
<)B

'效果最明显(

!!

<

种
XcQ

高产菌株的脂肪酸组成与出发菌株具有明显

的差异'见表
%

(

-WE

诱变高产株的主要
#QE

产物'如

C

'=

$

&

和
C

')

$

&

略有增加'主要
$VE

产物二十二碳五烯酸

!

X$Q

#出现下降现象$而
QDZ$

和复合诱变高产株的
#QE

产物和
$VE

产物变化与
-WE

诱变高产株正好相反'如复合

诱变高产株的
#QE

产物由原始菌株的
=%9<B

下降到
<+9)B

'

而
$VE

产物由原始菌株的
==9,B

上升到
;;9%B

(

表
'

!

不同高产
XcQ

裂殖壶菌诱变株发酵性能分析a

Z/A1@'

!

Q4/1

6

808:JJ@M.@4G/G0:4

N

@MJ:M./42@8:4K0JJ@M@4G

30

5

3XcQ

6

0@1K+A:3K(A:

6

<?3.B .IG/4G8

$

)h<

%

菌株
生物量*

!

5

/

U

`'

#

含油量*

B

XcQ

产量*

!

5

/

U

`'

#

L <)9='g'9<) =;9;'g%9&+ ;9%+g&9<;

.

-WE

<(9&'g'9%+ =+9=;g%9;+ ;9(=g&9<<

.

QDZ$

<)9+%g'9;; =(9,=g%9)( )9%+g&9%+

.

-Q

<)9++g'9%( ;'9';g%9&( (9')g&9<&

!

a

!

L

"原始菌株$

.

-WE

"

-WE

诱变菌株$

.

QDZ$

"

QDZ$

诱变菌株$

.

-Q

"

-WE*QDZ$

复合诱变菌株(

表
%

!

不同高产
XcQ

裂殖壶菌诱变株脂肪酸组成a

Z/A1@%

!

#/GG

6

/20K82:.

N

:80G0:4:JK0JJ@M@4G30

5

3XcQ

6

0@1K+A:3K(A:

6

<?3.B .IG/4G8

$

)h<

%

B

菌株
C

'=

"

&

C

')

"

&

C

')

"

'

C

'+

"

&

C

'+

"

'

X$Q XcQ

其它脂肪酸
#QE

产物
$VE

产物

L ';9;<g&9=,%;9%=g&9(& &9;;g&9', &9<=g&9') &9);g&9&( +9(<g&9;= <)9%&g'9&,'%9()g&9);=%9<'g%9;; ==9,<g'9+&

.

-WE

'(9((g&9)=%)9++g&9+' '9<(g&9%, '9&+g&9<& &9(;g&9&+ (9(,g&9=( <)9=&g'9&, (9,)g&9%+=(9+;g<9&% =%9',g'9))

.

QDZ$

';9'<g&9<+%=9&&g&9)& &9=,g&9%< &9;<g&9%% &9=<g&9&='<9((g&9++ =&9=<g'9%; ;9%%g&9%<=&9;+g%9<( ;=9%&g%9%;

.

-Q

'<9';g&9='%<9,)g&9(& &9<)g&9'; &9(=g&9%' &9<=g&9&<'%9&<g&9(+ =<9';g'9'= )9%(g&9<;<+9;;g%9<; ;;9'+g%9%&

!

a

!

L

"原始菌株$

.

-WE

"

-WE

诱变菌株$

.

QDZ$

"

QDZ$

诱变菌株$

.

-Q

"

-WE*QDZ$

复合诱变菌株(

%9=

!

高产诱变株遗传稳定性

将
<

种诱变方法获得的高产
XcQ

诱变株进行连续传代

培养'考察其遗传的稳定性'结果见图
<

(经过
;

代的传代培

养'

-WE

诱变高产株和
QDZ$

诱变高产株的发酵指标都出

现了一定程度的退化'而复合诱变高产株的发酵指标保持相

对稳定'其
XcQ

含量为
=%9%B

&

=<9<B

'

XcQ

产量为
(9&

&

(9%

5

*

U

'与一代菌无明显差异'遗传稳定性良好(

%9;

!

诱变方法对裂殖壶菌诱变机理

由
<

种诱变方法对裂殖壶菌的诱变结果分析可知'

-WE

产生的诱变效果弱于
QDZ$

'而复合诱变的效果最好(

-WE

具有烷化
X?Q

碱基的机理'可引发嘌呤和嘧啶转换%

%%

&

(在

本试验中'

-WE

诱变高产株的含油量高于出发菌株'但

XcQ

占总脂肪酸的相对含量与出发菌相比相差不大'说明

其脂肪酸合成能力得到了提升'但
XcQ

合成的特定代谢途

径并未增强(

QDZ$

诱变为新型的诱变育种方法'它集合了质量+能

量和电荷等损伤因素'产生不同的
X?Q

损伤机制'遗传多样

性更丰富%

<'

&

(

T.I*G@8G

显示
QDZ$

对基因的损伤能力远

高于
T>

和常规化学诱变方法%

<%

&

(

QDZ$

辐射的高活性粒

子温度接近室温'不会对菌体产生热致死效应(在本试验

中'将
QDZ$

诱变技术应用于裂殖壶菌选育高产
XcQ

菌

株'取得了良好的效果'正突变率远远高于负突变率(通过

发酵数据和脂肪酸组成的分析可以发现'

QDZ$

高产株的含

油量和
XcQ

产量明显提升'而且脂肪酸组成中
$VE

产物也

有了相应的提升'说明诱变株在合成脂肪酸前体物质的相关

合成基因和
$VE

途径的特定基因都有可能发生了变异(

考虑到裂殖壶菌复杂的脂肪酸合成途径'单点或少数几

个点的诱变往往不能对
XcQ

的产量产生显著+稳定的改

变(将化学诱变和物理诱变相结合'对裂殖壶菌进行
-WE*

QDZ$

复合诱变'诱变机制更多样'突变位点更丰富'获得

XcQ

高产菌的概率也更大(通过
-WE*QDZ$

复合诱变得

到的高产菌株'

XcQ

产量达到
(9%

5

*

U

(李慧玲等%

<<

&采用

X-E*T>

复合诱变结合丙二酸+碘乙酸联合筛选'得到诱变

菌株
d?&&'

'其
XcQ

产量为
;9;

5

*

U

$许永等%

<=

&采用紫外诱

变和喹禾灵筛选的方法'筛得的菌株
bTC&&(

'其
XcQ

产量

为
'9%

5

*

U

$袁军等%

<;

&通过
QDZ$

诱变与强氧化剂施压筛选

得到的菌种
X<%

'其
XcQ

产量达到
(9<

5

*

U

(通过本试验的

诱变方法筛选得到的高产诱变菌株'在未使用任何筛选试剂

的情况下'已获得较高
XcQ

产量(该产量与近期报道的相

同菌种+相同发酵规模的数据相比'已十分具有竞争力

!表
<

#(后期经过合适的筛选方法和发酵培养优化后'有望

进一步提高
XcQ

生产能力(

%%
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!
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%
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不同破囊壶菌
XcQ

产量和
XcQ

含量比较
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高产诱变株传代次数对发酵指标的影响
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结论
将

-WE*QDZ$

复合诱变的方法应用于裂殖壶菌诱变选

育高产
XcQ

菌株'并对复合诱变获得的
XcQ

高产菌株与

单因子诱变高产菌株进行比较分析得出'

-WE*QDZ$

复合

诱变高产菌株无论在
XcQ

产量还是在遗传稳定性上'都优

于单因子诱变(再加上后期的理性筛选技术及定向施压培

养的应用'有望进一步提高裂殖壶菌合成
XcQ

的产率'继

而提高工业化生产
XcQ

的效能(

参考文献

%

'

&中国科学院
9

能源科技领域发展观察%

W

&

9

北京"科学出版社'

%&')

"

<&<*<';9

%

%

&

D-?UI*

i

04

5

'

ET?d0/:*./4

'

"Fd0/:*

i

I4

'

@G/19-43/42@.@4G

:JK:2:8/3@R/@4:02/20K8

6

4G3@808A

6

./40

N

I1/G0:4:J/4G0:R0K/4G

2/

N

/20G

6

/4K

N

M@O@4G0:4:J:R0K/G0O@K/./

5

@04+A:3K(A:

6

<?3.B

8

N

%

"

&

9]0:M@8:IM2@Z@234:1:

56

'

%&'(

'

%%<

"

'='*'=+9

%

<

&

Xk-UFE-bX

'

>-UbZZF#9b.@

5

/*<J/GG

6

/20K8/4K2/42@M2@11

2

6

G:G:R020G

6

"

0.

N

102/G0:48J:M.I1G0*G/M

5

@G@K2/42@MG3@M/

N6

%

"

&

9"

C104W@K

'

%&')

'

;

!

%

#"

';*=<9

%

=

&

cQXU-SV]

'

]QT-D"

'

WFU!DQW ? e9Z3@:01*M023/1*

5

/+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9/8/K0@G/M

6

8:IM2@:JK:2:8/3@R/@4:02/20K

0.

N

M:O@883/

N

@K082M0.04/G0:41@/M404

5

/88:20/G@K L0G3O08I/1

N

M:2@8804

5

04/2/404@.:K@1:J8@4@82@42@

%

"

&

9$M:8G/

5

1/4K048

'

U@IP:GM0@4@8

'

/4K-88@4G0/1#/GG

6

Q20K8

'

%&'(

'

''+

"

'&*'+9

%

;

&

"FQ?! SI@

'

#Q? V04

5

*L/0

'

eb?! D87*

6

@I4

5

'

@G/19#/GG

6

/20K2:.

N

:80G0:4/4K8

H

I/1@4@2:4G@4G:JG3@./M04@.02M:/1

5

/

+A:3K(A:

6

<?3.B ./4

5

M:O@0

%

"

&

9":IM4/1:JQ

5

M02I1GIM/1/4K#::K

C3@.08GM

6

'

%&&=

'

;%

!

;

#"

'',)*'%&&9

%

)

&

cQT>-DWQU-Q

'

VT?-D"

'

DbE-?fe-F!]

'

@G/19#/GG

6

/20K

N

M:KI2G0:404+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9

"

F4O:1O@.@4G:J/

N

:1

6

I4*

8/GIM/G@KJ/GG

6

/20K8

6

4G3/8@/4K/G

6N

@FJ/GG

6

/20K8

6

4G3/8@

%

"

&

9

U0

N

0K8

'

%&&)

'

='

!

+

#"

(<,*(=(9

%

(

&

!QT?ZU#

'

]-!!EC]

'

!-bD!cFbT!-9]/2G@M020K/1/2*

G0:4:JG3@M@/2G0O@8

N

@20@8

N

M:KI2@KA

65

/8*K0823/M

5

@4:4G3@M./1

N

1/8.//G/G.:8

N

3@M02

N

M@88IM@

"

QM@O0@L

%

"

&

9F@@@ZM/48/2G0:48

:4$1/8./E20@42@

'

%&&)

'

<=

!

=

#"

'%;(*'%),9

%

+

&

D-?UI*

i

04

5

'

ET?U0*4/

'

fcTQ?!d0/:*

6

/4

'

@G/19D@

5

I1/*

G0:4:JK:2:8/3@R/@4:02/20K

N

M:KI2G0:4A

6

+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9

"

@JJ@2G:J40GM:

5

@4/KK0G0:4

%

"

&

9]0:

N

M:2@88/4K]0:8

6

8G@.8-4

5

0*

4@@M04

5

'

%&'=

'

<(

!

;

#"

+);*+(%9

%

,

&

EF?!cX

'

]QDDbeC"

'

$TDFW

'

@G/19C:.A04/G0:4:J2/120*

I./4K./

5

4@80I.0:48

N

M@O@4G88IA8GM/G@0430A0G0:4/4K

N

M:*

.:G@8A0:./88/4K10

N

0K

N

M:KI2G0:404G3M/I8G:23

6

GM0K8I4K@M

30

5

3@M

5

1

6

2@M:1 2:42@4GM/G0:4

%

"

&

9Q1

5

/1 D@8@/M23*]0:./88

]0:JI@18/4K]0:

N

M:KI2G8

'

%&')

'

';

"

%&%*%&,9

<%

第
<=

卷第
%

期 赵
!

!

等"

-WE*QDZ$

复合诱变选育高产
XcQ

裂殖壶菌
!



%

'&

&

!Q?TfQ-

'

Q?X-DEb? Q"

'

DQZU-X!- C9c0

5

3*2@11*

K@480G

6

2I1G0O/G0:4:J+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

904/4/..:40I.

*

N

c*

/IR:8G/GJ@K*A/G238

6

8G@.

%

"

&

9]0:G@234:1:

56

U@GG@M8

'

%&&+

'

<&

!

,

#"

';;,*';)=9

%

''

&

fcQb]@4

'

UFS/*J@0

'

W]F#FU-WX

'

@G/19F.

N

M:O@.@4G:J

K:2:8/3@R/@4:02/20KJ@M.@4G/G0:4JM:. +A:3K(A:

6

<?3.B 8

N

9

Q]*)'&A

6

8G/

5

@K

N

c2:4GM:1A/8@K:42@11.:M

N

3:1:

5

02/123/4*

5

@8

%

"

&

9-4

5

04@@M04

5

04U0J@E20@42@8

'

%&'(

'

'(

!

,

#"

,+'*,++9

%

'%

&

CcQ?!!I0*J/4

5

'

eT"I/4

'

"FQ?!CI0*3:4

5

'

@G/19Z3@M@*

1/G0:4830

N

:J:R

65

@4I

N

G/P@M/G@/4KP

!

U

#

/L0G3M3@:1:

5

02/1

N

M:

N

@MG0@80430

5

32@11K@480G

6

2I1G0O/G0:4:JK:2:8/3@R/@4:02

/20KA

6

+A:3K(A:

6

<?3.B 8

N

9E<'

%

"

&

9]0:M@8:IM2@Z@234:1:

56

'

%&'=

'

';%

"

%<=*%=&9

%

'<

&

U-eFEV X

'

cTQ?! e@0*J@4

5

'

fc-?! d0/:*3I0

'

@G/19

Z:R02:1:

5

02/1@O/1I/G0:4:J/M/230K:402/20K

!

QDQ

#

*M023:01/4K

K2:8/3@R/@4:02/20K

!

XcQ

#

*M023:01

%

"

&

9#::K/4KC3@.02/1

Z:R02:1:

56

'

%&')

'

,)

"

'<<*'==9

%

'=

&

[TU0/4

5

'

"Fd0/:*

i

I4

'

D-?UI*

i

04

5

'

@G/19-43/42@.@4G:J

K:2:8/3@R/@4:02/20K

N

M:KI2G0:4A

6

+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

9I804

5

/

GL:*8G/

5

@:R

65

@48I

NN

1

6

2:4GM:18GM/G@

56

A/8@K :4 :R

65

@4

GM/48J@M2:@JJ020@4G

%

"

&

9U@GG@M804Q

NN

10@KW02M:A0:1:

56

'

%&''

'

;%

!

'

#"

%%*%(9

%

';

&

cTQ?!Z04

5

*

6

@4

'

UTe@4*23/4

5

'

CcTF*.04

5

9QJ@M.@4G/*

G0:48GM/G@

56

J:M

N

M:KI204

5

K:2:8/3@R/@4:02/20K04QIM/4G0:*

23

6

GM0I.'3B%A3).BED%'/4K042M@/804

5

C%%

"

)

N

M:

N

:MG0:4804

G:G/1J/GG

6

/20K

%

"

&

9]0:M@8:IM2@Z@234:1:

56

'

%&'%

'

'%<

"

+*'=9

%

')

&

"Fd0/:*

i

I4

'

Wb V/0*

H

0/4

5

'

D-?UI*

i

04

5

'

@G/19!@4:.@8@*

H

I@42@:J+A:3K(A:

6

<?3.B 8

N

9CCZCC W%&,&;,

'

/4@JJ@2G0O@

N

M:KI2@M:JK:2:8/3@R/@4:02/20K*M02310

N

0K8

%

"

&

9!@4:.@Q4*

4:I42

'

XbF

"

'&9''%+

*

5

@4:.@Q9&&+',*';9

%

'(

&

W-Zf"!

'

Db-EEU-D$

'

#QCCFbZZFX

'

@G/19$M:KI2G0:4

:J

N

:1

6

I48/GIM/G@KJ/GG

6

/20K8A

6N

:1

6

P@G0K@8

6

4G3/8@804A:G3

N

M:P/M

6

:G@8/4K@IP/M

6

:G@8

%

"

&

9E20@42@

'

%&&'

'

%,<

!

;;%+

#"

%,&*%,<9

%

'+

&

D-?UI*

i

04

5

'

fcTQ?! d0/:*

6

/4

'

Cc-?E3@4

5

*1/4

'

@G/19

F4GM:KI2G0:4:J:.@

5

/*<K@8/GIM/8@:AO0:I81

6

23/4

5

@KG3@J/GG

6

/20K

N

M:J01@/4K8G@M:12:4G@4G:J+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

%

"

&

9":IM4/1

:JQ

5

M02I1GIM/1/4K#::KC3@.08GM

6

'

%&';

'

)<

!

==

#"

,((&*

,(()9

%

',

&

SQ?"04*J@0

'

Cc-?!DI*A04

'

UF?d0/4

5

*730

'

@G/19bO@M@R*

N

M@880:4:J/2@G

6

1*C:Q8

6

4G3@G/8@042M@/8@KG3@A0:./88/4K

J/GG

6

/20K

N

M:

N

:MG0:404.02M:/1

5

/+A:3K(A:

6

<?3.B

%

"

&

9Q

NN

10@K

W02M:A0:1:

56

/4K]0:G@234:1:

56

'

%&'<

'

,(

!

;

#"

',<<*',<,9

%

%&

&崔清志'刘晓虹'陈惠明
9-WE

诱变技术研究进展%

"

&

9

湖南农

业科学'

%&'<

!

;

#"

(*,

'

'<9

%

%'

&敬樊'王亮明'武军'等
9

利用甲基磺酸乙酯!

-WE

#诱导小麦
*

华山新麦草染色体易位的研究%

"

&

9

农业生物技术学报'

%&';

!

;

#"

;)'*;(&9

%

%%

&降云峰'刘永忠'李万星'等
9

甲基磺酸乙酯诱变技术在大豆育

种上的应用%

"

&

9

园艺与种苗'

%&'%

!

)

#"

'%*';9

%

%<

&

fcQ?! dI@

'

fcQ?! d0/:*J@0

'

UFc@*

N

04

5

'

@G/19QG.:8*

N

3@M02/4K M::. G@.

N

@M/GIM@

N

1/8./

!

QDZ$

#

/8/ 4@L

N

:L@MJI1.IG/

5

@4@808G::1

%

"

&

9Q

NN

10@K W02M:A0:1:

56

/4K]0:*

G@234:1:

56

'

%&'=

'

,+

!

'%

#"

;<+(*;<,)9

%

%=

&张雪'张晓菲'王立言'等
9

常压室温等离子体生物诱变育种及

其应用研究进展%

"

&

9

化工学报'

%&'=

!

(

#"

%)()*%)+=9

%

%;

&任少雄'王丹
9

植物理化复合诱变育种技术研究进展%

"

&

9

安徽

农业科学'

%&&,

!

%&

#"

,<=;*,<=,9

%

%)

&

XQDU-Se W

'

$bDZ-DX

'

#TUU-DWE9C@11L/112:.

N

:*

80G0:4/4K8

6

4G3@808O0/!:1

5

0*K0M@2G@K82/1@J:M./G0:404G3@

./M04@@I2/M

6

:G@

'

+A:3K(A:

6

<?3.B/

55

M@

5

/GI.

'

L0G3/4:G@:4

Z3M/I8G:23

6

GM0I.8

N

%

"

&

9QM230O#lMW0PM:A0:1:

5

0@

'

',(<

'

,&

!

%

#"

+,*'&)9

%

%(

&吕小义'付杰'尹佳'等
9

高产
XcQ

裂壶藻突变株的选育%

"

&

9

中国酿造'

%&';

!

=

#"

'&)*'&,9

%

%+

&梁园梅'刘瑛'李晶晶'等
9

高产
XcQ

破囊壶菌
".?%)<3(A:

6

&

<?3.B8

N

9$VT

(

Ee(

诱变株的筛选%

"

&

9

微生物学通报'

%&')

!

%

#"

=;(*=)=9

%

%,

&罗玮'顾秋亚'钟湘南'等
9'

种快速检测微藻油脂的新方法

%

"

&

9

食品与发酵工业'

%&'=

!

'%

#"

');*')+9

%

<&

&

#T"0@

'

Cc-?Z/:

'

UT c/:

'

@G/19-43/42@.@4G:JK:2:8/*

3@R/@4:02/20K

N

M:KI2G0:4 A

6

1:L*@4@M

56

0:4 0.

N

1/4G/G0:4

2:I

N

1@KL0G382M@@404

5

.@G3:KA/8@K:4EIK/4A1/2P]8G/0404

5

04+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

%

"

&

9]0:M@8:IM2@Z@234:1:

56

'

%&')

'

%%'

"

=&;*=''9

%

<'

&

UFc@*

N

04

5

'

eQ?!f30*A04

'

!-?/4

'

@G/19EGIK0@8:4G3@

N

3

6

802/123/M/2G@M08G028:JG3@M/K0:*JM@

H

I@42

6

/G.:8

N

3@M02*

N

M@8*

8IM@

5

1:LK0823/M

5

@

N

1/8./8J:MG3@

5

@4:.@.IG/G0:4:J.@G3

6

*

1:804I8<?3A:(;

E

(?3.B

%

"

&

9F@@@ ZM/48/2G0:48 :4 $1/8./

E20@42@

'

%&'%

'

=&

!

''

#"

%+;<*%+)&9

%

<%

&

bXQS

'

?QVQWTDQE

'

bVFF

'

@G/19-O/1I/G0:4:JG3@4@L

8

6

8G@.

!

I.I*G@8G

#

J:MG3@K@G@2G0:4:J@4O0M:4.@4G/1.IG/

5

@48

/4K2/M204:

5

@48

%

"

&

9WIG/G0:4 D@8@/M23

'

',+;

'

'=(

!

;

#"

%',*%%,9

%

<<

&李慧玲'刘永梅
9

诱变选育高产
XcQ

裂殖壶菌突变株%

"

&

9

食

品科技'

%&';

!

,

#"

'%*')9

%

<=

&许永'臧晓南'徐涤'等
9

裂殖壶菌诱变筛选的研究%

"

&

9

中国海

洋大学学报"自然科学版'

%&'%

!

'%

#"

;=*;+9

%

<;

&袁军'赵
!

'孙梦玉'等
9

常压室温等离子体!

QDZ$

#诱变快速

选育高产
XcQ

的裂殖壶菌突变株%

"

&

9

生物技术通报'

%&';

!

'&

#"

',,*%&=9

%

<)

&

Cc-? e@0

'

fcbT $@4

5

*

N

@4

5

'

fcT SI/4*.04

'

@G/19F.*

N

M:O@.@4G04G3@K:2:8/3@R/@4:02/20K

N

M:KI2G0:4:J+A:3K&

(A:

6

<?3.B8

N

9E&;)A

6

M@

N

1/2@.@4G:J8@/8/1G

%

"

&

9]0:

N

M:2@88

/4K]0:8

6

8G@.8-4

5

04@@M04

5

'

%&')

'

<,

!

%

#"

<';*<%'9

%

<(

&

CcQ?!!I0*J/4

5

'

!Qb?0*80

'

ZFQ?!I0*L@0

'

@G/19F.

N

M:O@*

.@4G :J K:2:8/3@R/@4:02 /20K

N

M:KI2G0:4 :4

5

1

6

2@M:1 A

6

+A:3K(A:

6

<?3.B8

N

E<'L0G32:48G/4G1

6

30

5

3:R

65

@4GM/48J@M

2:@JJ020@4G

%

"

&

9]0:M@8:IM2@Z@234:1:

56

'

%&'<

'

'=%

"

=&&*=&)9

=%

基础研究
!

%&'+

年第
%

期


