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摘要：以植物乳杆菌犳犿犫１０为出发菌株，依次通过Ｃｏ
６０
γ射

线、低能氮离子束诱变、硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变、ＥＭＳ诱变等

手段对菌株进行单一和复合诱变改良，以期提高其抑菌活

性。结果表明，菌株犳犿犫１０对低能氮离子束注入和ＥＭＳ诱

变敏感，通过低能氮离子注入和ＥＭＳ化学诱变，获得一株抑

菌活性强、遗传特性稳定的正向突变菌株犳犿犫１０犣。通过测

定，发现菌株犳犿犫１０犣不仅保留了广谱抑菌活性，且抑菌活

性有不同程度的提高，对大肠杆菌的抑菌圈直径与出发菌株

相比提高了 ２３％，细菌素相对效价比原始菌株提高了

１．５倍，诱变效应明显。
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化学防腐剂的大量连续使用和抗生素滥用，会造成了一

系列严重后果：如医药资源浪费、环境污染等［１］；引起人和动

物的胃肠功能紊乱，肠道菌群失调［２］；微生物对药物抗生素

抗药性增强［３］；化学防腐剂通常存在致癌性、致畸性和易引

起食物中毒等诸多安全隐患［４］（而长期以来，食品工业都习

惯使用化学防腐剂［５］）。因而开发出广谱、高效、稳定、安全

的天然食品防腐剂是食品工业发展的必然趋势［６］。细菌素

是由某些细菌通过核糖体合成，对产生菌有近缘关系的菌株

具有抑制或杀灭作用的蛋白质或多肽类物质［７］。乳酸菌细

菌素不仅可以抑制或杀死一些病原菌和食物腐败菌，而且可

以改善肠道生态［８］。细菌素与化学防腐剂相比具有无毒副

作用、适用条件宽泛、在人体内能被蛋白酶降解无残留、能够

增加食品风味等优点，作为安全高效的新一代生物防腐剂得

到广泛关注［９］。本试验前期研究发现一株产广谱高效细菌

素的植物乳杆菌犳犿犫１０，其对大部分革兰氏阳性和阴性菌有

较强的抑菌作用，同时对串珠镰刀菌等部分霉菌和单增李斯

特菌等多种病原菌也表现出不同程度的抑制作用［１０］，具有

一定的开发价值。

通过遗传改良选育菌株，是提高其细菌素产量的关

键［１１］。在微生物诱变育种的研究方法中，常规的辐射诱变

仅利用能量的交换，如紫外诱变所得正突变较少；化学诱变

只考虑分子基团的交换；而离子注入同时具有能量沉积、动

量传递、质量沉积和电荷的中和与交换联合作用的诱变优

势，因而诱变谱更广、突变率更高［１２－１３］。普遍认为，复合诱

变具有协同效应，若合理搭配使用２种或２种以上诱变剂，

复合诱变相较单一诱变效果更好［１４］。对于复合诱变研究报

道较多，但因诱变方法灵活多样，包括不同诱变剂的先后使

用或同时使用甚至同一诱变剂的重复作用，采用低能氮离子

注入和ＥＭＳ化学诱变进行复合诱变提高植物乳杆菌细菌素

抑菌性能的研究目前尚无报道。

本研究拟以本实验室保存的植物乳杆菌犳犿犫１０为出发

菌株，对其进行物理、化学及复合诱变，通过测定诱变菌株对
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大肠杆菌的抑菌性能，以期获得细菌素效价较高且遗传稳定

的突变菌株，为后续研究提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

植物乳杆菌犳犿犫１０（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０）：

分离自福建漳州地区水果———凤梨，由南京农业大学酶工程

实验室保存；

大肠杆菌犈．犮狅犾犻：南京农业大学酶工程实验室保藏；

原始 菌 株 犳犿犫１０ 活 化 及 培 养：采 用 优 化 ＭＲＳ 培

养基［１０］；

大肠杆菌犈．犮狅犾犻活化及培养：采用ＮＡ培养基
［１５］；

Ｎｉｓｉｎ标准品：１０６ＩＵ／ｇ，分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司；

硫酸二乙酯：分析纯，上海凌峰化学试剂有限公司；

甲基磺酸乙酯：分析纯，上海谱振生物科技有限公司；

其它试剂均为国产分析纯。

１．２　试验方法

１．２．１　菌种的活化及诱变菌龄的选择　将原始菌株犳犿犫１０

活化传代稳定后，按１ｍＬ／１００ｍＬ的接种量将菌种接种于

ＭＲＳ液体培养基，３０℃静置培养３６ｈ，每隔２ｈ取样，测定

不同时间的犗犇６００值，以空白 ＭＲＳ液体培养基为对照，以时

间为横坐标，犗犇６００值为纵坐标绘制出发菌株犳犿犫１０的生长

曲线［１６］。

１．２．２　菌悬液的制备　菌体于 ＭＲＳ液体培养基中培养至对

数生长期后期，１×１０４ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀得菌体，

用１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ７．０，灭菌）制成菌悬液，再离心，

洗涤２次，稀释至１０８ＣＦＵ／ｍＬ，备用
［１７］。

１．２．３　物理诱变　

（１）６０Ｃｏγ射线诱变：取制备好的对数生长期菌悬液

０．１ｍＬ均匀涂布于９ｃｍ培养皿中央，置超净工作台中无菌

风吹干，分别以０．０，０．２，０．４，０．６，０．８，１．０，１．２，１．５ｋＧｙ的辐

照剂量进行６０Ｃｏγ射线处理，剂量率为０．０３４Ｇｙ／ｓ，以真空和

空气为对照。照射后用１ｍＬ生理盐水浸泡１０ｍｉｎ，充分洗

脱菌体，制成菌悬液，稀释至１０－３～１０－４，取０．１ｍＬ均匀涂

布于９ｃｍ培养皿中央，于３０℃培养２４ｈ后平板计数，计算

致死率及正突变率［１８］。试验于厦门市第一医院进行６０Ｃｏγ

射线辐射诱变。

（２）低能氮离子束注入及剂量选择：本试验所用的离子

束辐照设备由厦门大学能源研究院提供，取制备好的对数生

长期菌悬液０．１ｍＬ均匀涂布，无菌风吹干，采用１０ｋｅＶＮ＋

离子束处理，注入时间分别为０，５，１０，１５，２０，２５ｓ，以真空和

空气为对照。注入后用１ｍＬ生理盐水浸泡１０ｍｉｎ，充分洗

脱菌体，制成菌悬液，稀释至１０－３～１０－４，涂布计数，计算致

死率及正突变率［１９］。

１．２．４　化学诱变　

（１）硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变：用磷酸缓冲液（ｐＨ７．０）将

ＤＥＳ母液（１０％）配制成终浓度分别为 ０．００％（对照），

０．１０％，０．２０％，０．３５％，０．５０％，０．６５％，０．８０％，１．００％的诱变

剂，０．４５μｍ滤膜过滤，与菌悬液１１均匀混合，３０℃保温

４０ｍｉｎ，用硫代硫酸钠溶液（２５％）稀释至１０－３～１０－４，反应

体系为２ｍＬ。取稀释度为１０－４的菌液涂布计数，计算致死

率及正突变率。

（２）甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变：用磷酸缓冲液（ｐＨ７．０）

将１ｍｏｌ／ＬＥＭＳ母液配成终浓度分别为０．００（对照），０．１０，

０．２０，０．３５，０．５０，０．６５，０．８０，１．００ｍｏｌ／Ｌ的诱变剂，０．４５μｍ滤

膜过滤，与菌悬液１１均匀混合，３０℃保温３０ｍｉｎ，用无菌

生理盐水将菌液稀释至１０－３～１０
－４，后同１．２．４（１）。

１．２．５　第一轮复合诱变　以单一诱变所得高抑菌活性菌株

为出发菌株，以致死率和正突变率为指标确定第一轮复合诱

变条件，将所选条件考虑所有先后顺序进行组合，每一条件

按单一诱变步骤进行，具体见２．６．１。

１．２．６　第二轮复合诱变　以第一轮复合诱变筛选所得高抑

菌活性菌株为出发菌株，以致死率和正突变率为指标确定第

二轮复合诱变条件，步骤同第一轮复合诱变。

１．２．７　突变株的筛选及遗传稳定性分析　采用打孔扩散法

测定突变株抑菌圈大小［２０］，选取抑菌活性较大的正突变株

传代１０次，选择第２，４，６，８，１０代诱变株进行液体发酵培

养，每代３次平行，以原始菌株犳犿犫１０为对照，采用牛津杯

法检测其抑菌活性大小，检验诱变株的遗传稳定性。

１．２．８　致死率及正突变率人测定　致死率（ｆａｔａｌｉｔｙｒａｔｅ）及

正突 变 率 （ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ）分 别 按 式 （１）和 （２）

计算［２１］：

犔＝ １－
犛

犛狅（ ）×１００％ ， （１）

犘 ＝
犕狀

犛狅
×１００％ ， （２）

式中：

犔———致死率，％；

犘———正突变率，％；

犛ｏ———对照菌落数，即未经诱变处理的单菌落数，

ＣＦＵ／ｍＬ；

犛———诱变处理后单菌落数，ＣＦＵ／ｍＬ；

犕狀———正突变株数，即抑菌圈直径犇 与菌落直径犱 比

值显著高于原始菌株的突变株总数（狀＜０．０５），ＣＦＵ／ｍＬ。

１．２．９　细菌素效价标准曲线的测定　利用 Ｎｉｓｉｎ标品和样

品抑菌圈直径、效价间比例关系进行换算：取０．０１ｇＮｉｓｉｎ标

品溶于１０ｍＬ的０．０２ｍｏｌ／Ｌ稀盐酸中，配成浓度为４×

１０３ＩＵ／ｍＬ，再用０．０２ｍｏｌ／Ｌ的稀盐酸分别稀释成浓度为

２×１０３，１×１０３，５００，２５０，１００，５０ＩＵ／ｍＬ的溶液；采用牛津

杯法测定Ｎｉｓｉｎ标品对浓度为１０６ＣＦＵ／ｍＬ的大肠杆菌的抑

菌圈直径（ｍｍ）；绘制Ｎｉｓｉｎ效价的对数ｌｇ（ｄ）值（横坐标）和

抑菌圈直径（纵坐标）关系的标准曲线［２２］。

２　结果与分析
２．１　诱变菌龄选择

原始菌株犳犿犫１０生长曲线见图１。由图１可知，０～５ｈ

为延滞期，６～１５ｈ为对数期，１５～２２ｈ为稳定期，２６ｈ以后

开始衰落。选择对数期后期１４ｈ为诱变出发菌株的培养

时间。
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图１　原始菌株犳犿犫１０生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆ犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０

２．２　细菌素效价标准曲线的测定

以Ｎｉｓｉｎ溶液为标准，制备细菌素效价标准曲线，抑菌圈

直径与Ｎｉｓｉｎ效价对数值ｌｇ（犱）之间的线性关系见图２。

图２　Ｎｉｓｉｎ效价标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＮｉｓｉｎｔｉｔｅｒ

２．３　物理诱变方法的选择

２．３．１　
６０Ｃｏγ射线诱变剂量的确定　不同

６０Ｃｏγ射线剂量对

原始菌株犳犿犫１０致死率、突变率和抑菌活性的影响见图３。

　　由图３可知，随着６０Ｃｏγ射线注入剂量的增加，原始菌株

犳犿犫１０致死率呈现增大趋势，而正突变率在注入剂量

０．８ｋＧｙ时达到最大，为５９．５％，最大抑菌圈直径也达最大

（１９．７ｍｍ），此时致死率高达８２．８％。但高剂量高强度的致

死率下，负突变率往往较大，诱变效果不佳，故不采用此

方法。

２．３．２　低能Ｎ
＋离子束注入时间的选择　低能Ｎ

＋离子束注

入对原始菌株犳犿犫１０致死率、突变率和抑菌活性的影响见

图４。

图３　
６０Ｃｏγ射线剂量对菌株犳犿犫１０诱变效应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ
６０Ｃｏγｅｘｐｏｓｕｒｅｄｏｓｅｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０

图４　离子注入时间对菌株犳犿犫１０诱变效应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｏｎｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０

　　由图４可知，随着１０ｋｅＶ的 Ｎ＋注入时间的增长，原始

菌株犳犿犫１０致死率经过２次先高后低的波动，这与很多研

究［２３－２４］结果一致，被认为是能量、动量作用下的损伤效应和

质量、电荷作用下的保护和刺激综合作用所致。在注入１０ｓ

时致死率陡然升至８５．８％，随后下降，注入２０ｓ时又升至

９４．８％，可能是大量连续注入的电荷弱电场阻碍离子对生物

体的损伤，同时刺激菌体生长发育［２５］。正突变率在 Ｎ＋注入

１０ｓ时达到最大７１．５％，同时呈正相关的诱变株最大抑菌圈

直径为最大，为２２．１３ｍｍ。综合考虑，Ｎ＋离子注入时间采

用１０ｓ。

２．４　化学诱变方法选择

２．４．１　硫酸二乙酯浓度的确定　由图５可知，随ＤＥＳ浓度

升高，原始菌株犳犿犫１０致死率呈现正相关的上升趋势，这与

姜丽艳等［２６］的研究结果一致；正突变率呈先升后降的规律，

在ＤＥＳ浓度为０．６５％时正突变率达到最大，诱变株最大抑

菌圈直径与正突变率呈正相关，最高达１９．９９ｍｍ；同时可看

出，此诱变条件下以负突变为主，且最大抑菌圈直径仅比原

始菌株的抑菌圈（１８．３７ｍｍ）提高了８．８２％，可见诱变效果不

明显，故不采用此方法。

２．４．２　ＥＭＳ浓度的确定　较低的ＥＭＳ浓度就可以导致大

部分菌体死亡，如图６所示，在ＥＭＳ浓度达到０．２ｍｏｌ／Ｌ时

原始菌株犳犿犫１０致死率便超过了８０％，之后缓慢升高直至

平衡，为最易产生突变的致死率范围。正突变率在ＥＭＳ浓

图５　ＤＥＳ浓度对菌株犳犿犫１０诱变效应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＥＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０
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图６　ＥＭＳ浓度对菌株犳犿犫１０诱变效应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＭＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０

度为０．２ｍｏｌ／Ｌ时达到最大，为６１．２％，最大抑菌圈直径也在

此浓度下最大，达到２２．３５ｍｍ。综合考虑，选用ＥＭＳ诱变

剂浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ。

２．５　初筛结果

优良诱变菌株：通过单一诱变多次复筛，共筛得１５８株

抑菌圈直径增长≥１５％的正突变株，作为第一轮复合诱变的

出发菌。

　　最佳诱变条件：通过单一诱变发现，６０Ｃｏγ射线诱变、硫

酸二乙酯诱变的正突变率较低，且抑菌活性提高较小，诱变

效果不佳；而低能Ｎ＋离子束注入、ＥＭＳ诱变条件下，菌株正

突变率高达７１．５％（ＥＭＳ诱变条件下仅为６１．２％：正突变率

在Ｎ＋ 注入１０ｓ时达到最大值７１．５％），最大抑菌圈直径

２２．３５ｍｍ比原始菌株的抑菌圈（１８．３７ｍｍ）提高了２１．６７％，

故选择ＥＭＳ诱变剂０．２ｍｏｌ／Ｌ、低能Ｎ＋离子束注入１０ｓ，作

为第一轮复合诱变条件。

２．６　复合诱变

２．６．１　第一轮复合诱变结果　以初筛所得１５８株菌为出发

菌株，采取两种方式进行第一轮复合诱变：① 先进行低能

Ｎ＋离子束注入１０ｓ，从中挑取抑菌圈较大的菌株再进行

ＥＭＳ诱变；② 先进行ＥＭＳ诱变再进行低能Ｎ＋离子束注入

诱变。获得５株抑菌活性较原始菌株有较大提高的菌株，抑

菌圈直径和菌株命名见表１。

比较抑菌圈直径，发现突变株Ｄ９２的抑菌活性最大，为

２２．５１ｍｍ，较原始菌株犳犿犫１０的抑菌圈直径（１８．３７ｍｍ）提

高了２２．５４％。

另发现，低能Ｎ＋离子束注入１０ｓ和 ＥＭＳ诱变先后顺

序对诱变结果没有太大影响。

表１　第一轮复合诱变筛选结果


Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔｃｏｍｐｏｓｉｔｅｍｕｔａｔｉｏｎ ｍｍ

突变菌株　 原始菌犳犿犫１０ Ｃ２１ Ｃ８４ Ｃ１６７ Ｄ９２ Ｄ１１３

抑菌圈直径 １８．３７±０．１５ａ ２２．１５±０．１９ｂ ２２．４３±０．１９ｂ ２２．３２±０．２０ｂ ２２．５１±０．１５ｂ ２２．２０±０．１５ｂ

　　　　　同行不同字母表示在０．０５水平差异显著。

２．６．２　第二轮复合诱变结果　经第二轮复合诱变，获得１株

抑菌圈直径为２２．６０ｍｍ 的菌株，较原始菌株抑菌圈直径

（１８．３７ｍｍ）提高了２３％，并命名为犳犿犫１０Ｚ。同时也发现，

经第二轮复合诱变，大部分诱变株抑菌活性提高幅度较小，

有的甚至出现负突变，故第二轮复合诱变意义不大。

２．６．３　复合诱变后菌株相对效价　将抑菌圈直径代入回归

方程狔＝１０．７７９狓－１３．５６８，得到突变株犳犿犫１０Ｚ的细菌素

相对效价，为２２６４．６４ＩＵ／ｍＬ，与原始菌株犳犿犫１０细菌素相

对效价（９１８．３３ＩＵ／ｍＬ）相比，提高了１．５倍。

２．７　遗传稳定性试验

突变株犳犿犫１０Ｚ的遗传稳定性考察结果见表２。由表２

可知，其抑菌活性在传代试验中表现稳定，可以作为进一步

研究的试验菌。

表２　突变株犳犿犫１０犣遗传稳定性

Ｔａｂｌｅ２　Ｇｅｎｅｔｉｃｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔａｒｇｅｔｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ犳犿犫１０犣

ａｆｔｅｒ１０ｐａｓｓａｇｅｓ ＩＵ／ｍＬ

菌株
遗传稳定性

Ｆ２ Ｆ４ Ｆ６ Ｆ８ Ｆ１０

原始菌株犳犿犫１０ ９１８．３３ ９１９．７２ ９２１．４３ ９２０．１８ ９２０．３５

突变株犳犿犫１０犣 ２２６４．６４２２６３．６７２２６４．２５２２６４．７３２２６５．０１

２．８　复合诱变后菌株抑菌范围测定

对复合诱变菌株犳犿犫１０犣 抑菌范围进行测定，发现菌

株犳犿犫１０犣对大部分Ｇ－和Ｇ＋菌、串珠镰刀菌、禾谷镰孢

菌等部分霉菌及单增李斯特菌、鼠伤寒和猪霍乱沙门氏菌等

多种病原菌的抑制作用都有不同程度的提高（见表３）。

表３　复合诱变菌株犳犿犫１０犣抑菌范围


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒａｎｇｅｏｆｔａｒｇｅｔｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ犳犿犫１０犣 ｍｍ

菌株
抑菌圈直径

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 串珠镰刀菌 禾谷镰孢菌 单增李斯特菌 鼠伤寒沙门氏菌

原始菌株犳犿犫１０ １８．３７±０．１５ａ １９．５８±０．１０ａ １８．６３±０．１５ａ ２５．６７±０．１９ａ ２０．１８±０．１５ａ ２５．６７±０．１６ａ

突变株犳犿犫１０犣 ２２．３５±０．１５ｃ ２３．４３±０．１１ｃ ２５．９８±０．１８ｃ ２６．７８±０．１５ｃ ２５．９８±０．１７ｃ ２９．６３±０．１２ｃ

　　　　同行不同字母表示在０．０５水平差异显著。
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图７　复合诱变菌株犳犿犫１０犣的部分抑菌图

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｐａｒｔｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿犳犿犫１０犣

３　结论
（１）对原始菌株犳犿犫１０依次通过１０ｋｅＶＮ

＋离子束注

入１０ｓ、０．２ｍｏｌ／ＬＥＭＳ诱变剂单一诱变及两轮复合诱变筛

选，最终得到了一株细菌素相对效价比原始菌株提高了１．５

倍的突变株犳犿犫１０犣，经遗传稳定性试验证明其遗传性状稳

定，利用Ｎ＋离子束注入和ＥＭＳ诱变剂复合诱变，对植物乳

杆菌犳犿犫１０进行改造是一种可行有效的手段。

（２）植物乳杆菌犳犿犫１０犣 所产细菌素不仅对大部分革

兰氏阳性和阴性菌、部分霉菌和大多数致病菌有较强的抑制

作用，同时作为食品添加剂具有安全、可靠等优点，在食品工

业应用中有良好的发展前景。

（３）工业诱变育种的方法灵活多样，由于条件和精力有

限，本研究前期只探讨了部分物理诱变和化学诱变因子，今

后将继续对该菌的诱变改良研究，同时渗入生物诱变，以期

为细菌素的工业化生产提供试验依据。
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