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低能离子注入法选育透明质酸高产菌株
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摘   要：以一株兽疫链球菌(Streptococcus zooepidemicus) NN-7 为出发菌株，利用 30keV，剂量为 8 × 1014N+/cm2 氮

离子进行诱变，筛选获得溶血素和透明质酸酶双缺陷型突变菌株，经摇瓶发酵培养筛选获得一株透明质酸高产菌株

SH-9，透明质酸产量达 3.23g/L，相对分子质量达 2.12 × 106，相对于原始菌株，透明质酸产量及相对分子质量分

别提高了 104.4% 及 35.9%。6 代传代实验表明诱变后得到的高产透明质酸菌株具有较好的传代稳定性。低能离子注

入法可作为有效的诱变手段用于透明质酸高产菌株的选育。
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Abstract ：Streptococcus zooepidemicus NN-7 was subjected to mutagenesis by means of low energy ion implantation of 8×

1014 N+/cm2 dose at 30 keV. After culture in selective medium, the mutant strains with double deficiency of hemolysin and hyaluronic

acid-degrading enzyme were screened. Among these strains, a mutant strain capable of producing a high yield of hyaluronic acid

was selected and designated as SH-9. The strain still revealed excellent passage stability after six generations. The yield of

hyaluronic acid reached up to 3.23 g/L with determined relative molecular weight (Mr) of 2.12×106. Compared with the original

parent strain, the yield and molecular weight of hyaluronic acid derived from SH-9 were increased by 104.4%and 35.9%,

respectively.
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透明质酸(hyaluronic acid，HA)是由β-D- 葡萄糖醛

酸和 N- 乙酰基 -D- 氨基葡萄糖交替聚合而成的酸性黏多

糖，相对分子质量在 2 × 105～7 × 106 之间[1]。HA 独

特的线性分子结构和理化性质，使其具有良好的水溶

性、吸水性、生物黏附性、生物相溶性、生物降解

性，在工农业、食品与医药等领域极具应用潜力 [ 2 - 5 ]。

H A 广泛存在于脊椎动物的结缔组织如公鸡鸡冠、脐

带、眼睛的玻璃体液和皮肤中，同时也存在于链球菌

的荚膜中[2]。微生物发酵法是大量获得 HA 的主要途径，

目前筛选的 HA 合成菌大多是链球菌属的 A 群和 C 群，

均为β溶血型，产 HA 也产透明质酸酶，为克服原菌株

的不利因素，一般需进行育种处理才能获得溶血素和透

明质酸酶双缺陷的 HA 高产菌株[6]。诱变剂育种由于方

法简便、突变率高、成本低廉，而广泛用于 H A 合成

菌的育种中，采用的诱变剂主要有紫外线、6 0 C o 、

LiCl、硫酸二乙酯(DES)和亚硝基胍(NTG)等物理或化学

诱变剂[ 7 -9 ]。

近年来，离子注入技术逐渐从物质的表面修饰发展

成为一种新型的生物物理诱变手段，具有以较小的生理

损伤而得到较高的突变率、较广的突变谱的优点，在

优良菌株的筛选、诱变效率的提高以及离子束介导外源

基因的转入等方面发挥了重要的作用[10-12]。目前在 HA
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产生菌株的诱变育种中应用低能离子注入的方式还未见报

道。本实验以兽疫链球菌(Streptococcus zooepidemicus
NN-7)为出发菌株，采用 30keV 氮离子注入法进行诱变，

筛选 H A 高产菌株。

1 材料与方法

1.1 材料、培养基与仪器

兽疫链球菌(Streptococcus zooepidemicus NN-7)由南

京医科大学生物技术实验室保藏。

马丁肉汤培养基(g/L)：马丁肉汤 20、蛋白胨 5、
NaCl 3、NaHCO3 2、Na2HPO4 1、葡萄糖 10、琼脂

20， pH7.6；发酵培养基(g/L)：葡萄糖 30、胰蛋白胨

25、MgSO 4·7H 2O 10、MnSO 4 0 .6、K 2HPO 4 10、
KH2PO4 10、(NH4)2SO4 0.6，pH7.6；筛选培养基：血

琼脂平板用于非溶血性菌株筛选，在马丁肉汤培养基中

加入 10% 脱纤维羊血；透明质酸平板用于透明质酸酶缺

陷型菌株筛选，在马丁肉汤培养基中加入 0.1% 的透明

质酸钠。

LZD900多功能离子注入机    核工业部西南物理研究院。

1.2 方法

1.2.1 诱变方法

无菌条件下挑取兽疫链球菌 NN-7 在生理盐水中悬

浮，制成菌悬液，稀释涂布于直径为 9 c m 的空平皿中

心，使菌液形成一薄层；无菌风干后采用不同剂量的氮

离子注入(能量 30keV)进行辐照；辐照后用无菌棉球洗擦

平皿菌层，将带菌棉球放入装有玻璃珠的无菌水试管中

振荡，逐级 10 倍稀释后涂布于血琼脂平板培养基培养。

                               诱变后活菌落数
致死率 /%=(1 －————————)× 100
                                  诱变前菌落数

1.2.2 初筛方法

血溶素缺陷型：原始菌株 N N - 7 经低能离子诱变

后，在血琼脂平板培养基上培养 48h，用无菌牙签挑取

无溶血性的菌落接种于马丁肉汤斜面培养基保存。

透明质酸酶缺陷型：血溶性缺陷型菌株经低能离子

诱变后(操作同 1.2.1 节)，将存活菌株接种到含透明质酸

钠的筛选培养基平板上，培养 16h 后喷洒 1% 十六烷基

吡啶溶液，用无菌牙签挑取长势好且无混浊圈的菌落接

种于马丁肉汤斜面培养基保存。

1.2.3 复筛方法

取初筛保藏的斜面，用接种环接一环菌于装有

50mL 液体发酵培养基的 25 0mL 三角瓶中，于 37℃、

250r/min 发酵培养 44h 后测定 HA 产量及相对分子质量。

1.3 指标测定方法

1.3.1 HA 含量的测定

将发酵液以 4000r/min 离心 20min，取上清液 1mL，
加入 2.5 倍体积无水乙醇，混匀后置 4℃冰箱中保存 1h，
离心收集沉淀，加入 5mL 蒸馏水稀释沉淀，采用 Bitter-
Muir 咔唑法测定 HA 的含量[13]。

1.3.2 HA 相对分子质量的测定

以 0.2mol/L NaCl 溶液为参比液，采用毛细管内径

0.6mm 的乌氏黏度计于 25℃测定 HA 溶液的黏度，并计

算其特性黏度值，再根据公式[η]=3.6 × 10-4Mr0.78(式中：

[η]为特性黏度；M r 为相对分子质量)计算出 HA 的相对

分子质量 [ 1 4 ]。

2 结果与分析

2.1 离子注入剂量的选择

采用不同氮离子剂量诱变处理兽疫链球菌 N N - 7，
方法如 1.2.1 节所述，考察氮离子注入剂量与供试菌株致

死率的关系，结果如图 1 所示。

从图 1 可以看出，随着 N + 注入剂量的增加，兽疫

链球菌 N N - 7 的存活率曲线呈先减小后增大再减小的

“马鞍型”剂量 - 效应曲线，这是离子注入诱变所特有

的诱变效应的重要表现，与一般电离辐射造成的“指

数型”剂量 - 效应曲线不同。这是因为低剂量离子只对

细胞表面进行损伤和刻蚀，随着注入剂量的增加，能

量沉积所产生的大量自由基致使 DNA 和生物膜等其他大

分子损伤，从而造成存活率急剧下降，但当剂量增加

至一定阈值时，注入细胞的库仑力形成一个“保护屏

障”并由此激活细胞内的修复机制和修复酶，使得存

活率回升，但随着剂量继续增加，细胞损伤加剧，从

而使得存活率再次下降[10-12]。

不同剂量 N+ 注入辐照对菌株突变率和正突变率的影

响如表 1 所示。随着剂量的增加，菌株的突变率和正突

变率也随之增加，当注入剂量为 8 × 1014N+/cm2 时，菌

株的正突变率最高，超过此剂量后，菌株突变率继续

增加，但正突变率呈下降趋势。现代育种理论认为：

图 1  N+ 注入辐照兽疫链球菌 NN-7 的存活率曲线

Fig.1  Relationship between survival rate and N+ implantation dose
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被诱变的微生物致死率在 75% 左右时产量性状的正突变

率较高，在更高的致死率条件下，突变率虽可能较高，

但负突变率较之正突变率高很多，不利于正突变菌株的

筛选[15]。因此根据图 1 和表 1 结果，选择剂量为 8 × 1014

N+/cm2 作为 HA 产生菌的离子注入剂量，实验证明该注

入剂量在诱变过程中较为有效。

2.2 离子注入后 HA 产生菌突变株的筛选

结果见表 2。经离子注入诱变后比较原始菌株和诱变菌

株的菌落形态，突变株 S-7 于血琼脂平板培养基培养无

明显的溶血圈出现(图 2)，且发酵合成的 HA 产量和相对

分子质量均有较大提高，故确定 S-7 菌株作为下一轮注

入诱变的出发菌株。

以 S-7 菌株为出发菌株再次进行注入诱变，系列稀

释后涂布于透明质酸平板培养基上，从中筛选出透明质

酸酶缺陷型突变菌株 17 株，并对其进行摇瓶发酵实验进

行复筛，发酵后测定 HA 产量及相对分子质量，部分结

果见表 3 。

对照出发菌株 S-7，由表 3 可知，经氮离子注入诱

变、透明质酸平板培养基筛选及摇瓶发酵后，有少数

菌发生了负突变，不过正突变的菌株占绝大多数，其

中 SH-9 菌株 HA 产量最高为 3.23g/L，比原始菌株 NN-7
提高了 104.4%，相对分子质量为 2.12 × 106，比原始菌

株 NN-7 提高了 35.9%。

2.3 高产菌株 SH-9 的遗传稳定性

对 SH-9 菌株连续传代 6 次，每次均涂布于血琼脂

平板培养基上培养，并分别进行摇瓶发酵后检测 HA 产

量及相对分子质量，结果如表 4 所示。实验证明 6 次传

代后突变株都无溶血圈。从传代结果可以看出，该高

项目
                         N+ 注入剂量 /(1014N+/cm2)

2 4 6 8 10 12 14
突变率 /% 20.5 ± 2.1 44.2 ± 2.7 55.8 ± 3.6 64.3 ± 3.7 71.1 ± 4.1 75.2 ± 3.9 72.6 ± 4.3

正突变率 /% 8.7 ± 1.6 13.6 ± 1.2 18.9 ± 2.3 24.5 ± 1.8 20.3 ± 1.5 12.7 ± 1.1 9.1 ± 1.6

表 1  N + 注入辐照对菌株突变率及正突变率的影响

Table 1   Effect of N+ implantation on mutation rate and positive mutation rate

菌株 HA产量 /(g/L) 相对分子质量(×106) 菌株 HA产量 /(g/L) 相对分子质量(×106)
原始菌株(NN-7) 1.58 ± 0.21 1.56 ± 0.29 S-11 1.57 ± 0.23 1.62 ± 0.24

S-4 1.62 ± 0.26 1.61 ± 0.27 S-13 2.17 ± 0.42 1.73 ± 0.28
S-6 1.27 ± 0.18 1.55 ± 0.20 S-16 1.82 ± 0.25 1.78 ± 0.36
S-7 2.41 ± 0.36 1.86 ± 0.33 S-19 2.32 ± 0.39 1.64 ± 0.31
S-9 1.73 ± 0.25 1.34 ± 0.15 S-23 1.47 ± 0.17 1.52 ± 0.21

S-10 1.93 ± 0.31 1.74 ± 0.26 S-25 2.07 ± 0.39 1.82 ± 0.231

表 2 经 N + 诱变后溶血素酶缺陷型突变株的筛选结果

Table 2   Screening results of hemolysin-degrading enzyme deficient mutant strains induced by N+ implantation

菌株 HA产量 /(g/L) 相对分子质量(×106) 菌株 HA产量 /(g/L) 相对分子质量(×106)
S-7 2.41 ± 0.36 1.86 ± 0.31 SH-1 2.93 ± 0.49 1.95 ± 0.35

SH-2 1.92 ± 0.31 1.61 ± 0.28 SH-11 2.57 ± 0.31 1.82 ± 0.39
SH-3 2.57 ± 0.41 1.55 ± 0.23 SH-12 3.17 ± 0.57 1.93 ± 0.28
SH-5 2.84 ± 0.44 1.91 ± 0.39 SH-14 2.82 ± 0.38 2.10 ± 0.42
SH-8 2.79 ± 0.36 1.83 ± 0.36 SH-15 2.92 ± 0.35 2.06 ± 0.34
SH-9 3.23 ± 0.51 2.12 ± 0.41 SH-17 2.47 ± 0.25 1.97 ± 0.31

表 3 经 N + 诱变后透明质酸酶缺陷型突变株的筛选结果

Table 3   Screening results of hyaluronic acid-degrading enzyme deficient mutant strains induced by N+ implantation

菌株经离子注入后，涂布于血琼脂平板培养基上，

从中筛选出溶血素缺陷型突变菌株 25 株，并对其进行摇

瓶发酵实验进行复筛，发酵后测定 HA 产量及相对分子

质量，11 株 HA 产量及相对分子质量较高的菌株的实验

图 2 突变株 S-7 与原始菌株的菌落形态对比

Fig.2   Colony morphology of mutant strain (S-7) and original strain
(blank)

S-7 原始菌株
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传代次数 HA产量 /(g/L) 相对分子质量(×106)
1 3.26 ± 0.46 2.13 ± 0.31
2 3.31 ± 0.55 2.17 ± 0.38
3 3.22 ± 0.41 2.21 ± 0.44
4 3.27 ± 0.59 2.08 ± 0.35
5 3.29 ± 0.36 2.15 ± 0.41
6 3.24 ± 0.47 2.14 ± 0.39

表 4  SH-9 菌株传代后 HA 产量及相对分子质量的变化

Table 4   The yield and relative molecular weight of hyaluronic acid
produced by cultured SH-9 strain

产 HA 菌株的遗传性能稳定，是一株适合 HA 生产要求

的菌株。

3 结  论

本实验采用低能氮离子注入的方法用于 HA 合成菌

株的诱变选育，结果表明，不同注入剂量与菌株的死

亡率存在一定的关系，随着注入剂量的增加，菌株致

死率也随之增大，在剂量为 8 × 1014N+/cm2 时菌株致死

率达到 76%，且在血琼脂平板培养基和透明质酸平板培

养基上的正突变率也较高；在经 N+ 离子注入诱变后，筛

选获得一株溶血素和透明质酸酶双缺陷型突变株 SH-9；经

摇瓶发酵，突变株 SH-9 合成的 HA 产量达 3.23g/L，比

原始菌株的合成水平提高了 104.4%，HA 相对分子质

量为 2 .12 × 10 6，比原始菌株提高了 35 .9%，因而低

能氮离子注入的方法可作为有效手段用于 HA 高产菌株

的诱变选育。
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