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  离子注入是 年代兴起的一种材料表面处理

技术≈ ∗  余增亮等人把离子注入这一高新技术率

先应用于作物品种改良和生物效应研究 取得了令

人注目的成果≈  但这一技术在环境生物方面的

研究与应用还很少见有报道≈  选育高效微生物

是环境微生物应用于生物修复的关键一环 一株降

解环境污染物的菌 一般均已经过数种常规物理化

学手段多次处理 其性能的进一步提高已非常困

难≈ 离子注入技术为微生物菌种选育提供了一种

新途径 其发现和建立对优良环境微生物的遗传育

种具有重要现实意义 本文以武汉大学环境生物实

验室分离纯化的降解蒽的鞘氨醇单胞菌 Σπηιν2

γοµ ονασ为材料 开展了离子注入诱变育

种的探索 首先对该菌进行离子注入  ≅  

剂量注入处理获得一株高效突变株 然后以此

菌株及其原生质体分别为出发菌 进行第二次 

离子注入诱变 得到了 株高效降解蒽突变株 

1  材料和方法

111  出发菌株及原生质体制备

鞘氨醇单胞菌 Σπηινγοµονασ取自武

汉大学环境生物实验室 培养于 ≤  培养基上 温度

 ε 1 ∗ 1 在起始浓度为 的蒽溶

液中 菌浓度为  ≅  个 ε 培养

的降解率为   原生质体的制备参见文献

≈ 自新鲜斜面取一环接种于 培养基中 

活化 ε  取一份以  的接种量

转接培养至对数生长期 制备原生质体 用高渗

培养液悬浮 加终浓度为  的无菌甘油置冰浴中

保存备用 

112  培养基

完全培养基 ≤   胰蛋白胨 酵母粉

蒽 ° 1 ° 1≤

蒸馏水定容至 固体培养基加  的

琼脂  ε 高压灭菌 

 培养基  蛋白胨 酵母粉 ≤
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蒸馏水 1 1 

微量元素溶液  ≤ ƒ≤ #

≤∏≤ #   ≤ #  

 # 蒸馏水定容至 

高渗培 养 基 ≥    ≤≤ 

≥ 蔗糖 1° # 

°# 蒸馏水定容至  

1 

 无机盐培养基    1  ≥# 

1 ≤≤ #   1 ƒ≥ #   1
°  1  °  1  ≥ #  

1  蒸馏水定容至 11 

蒽为唯一碳源的培养基  在上述无机盐培

养基中加入不同量的溶于 2二甲基甲酰胺

⁄ ƒ的蒽溶液每 Λ⁄ ƒ 含 蒽 配成

蒽悬液 

复壮培养基  培养基加入 葡

萄糖 

113  方法

样品的制备  自新鲜斜面取一环鞘氨醇单胞

菌 于含有 培养液大试管中  ε 

活化 然后以  接种量转接培养 并制备原生

质体 取转接培养 的菌悬液及原生质体菌悬液经

适当稀释后取 Λ均匀涂布于无菌空白平皿中心 

在显微镜下观察无相互重叠的细胞为宜 在超净台上

自然干燥后立即用于 离子注入 

离子注入处理  在郑州大学离子束生物

诱变研究中心离子注入机上进行 能量为 ∂ 剂

量为 对照 ! ≅  ! ≅  ! ≅  ! ≅  !

≅  ! ≅  ! ≅  注入靶室的真空

度为  °脉冲剂量为 ##  每个

脉冲剂量注入时间 1注入完毕 原生质体用

Λ 无菌 ≥   将其洗脱 培养于 ≥   液

中 转接培养 的菌悬液用复壮培养液洗脱并培养

于 复壮培养液中分 批加入 分别为  和

间隔 加入一批后温和转动试管混匀 

 ε 培养 然后涂平板 对照组作相

同处理 

离子注入菌株对蒽的降解效果测定  离

子注入完毕 经上述处理后 自新鲜斜面换取生长良

好的单个菌落在 培养基中活化 取活化菌液

投加到起始浓度为 的蒽溶液中 使菌浓度

为  ≅  个 ε 培养 按文献

≈进行降解率的测定 

 离子注入菌株存活率的测定  涂布的

平板以每皿长出 左右的菌落为宜  ε 培养

后对菌落进行计数统计 以未经处理的出发菌

株为对照 按文献≈进行存活率的测定 

2  结果与分析

211  离子注入过程中真空对微生物存活率的影响

离子注入后的一段时间内 微生物的生物效应

是不明显的 须经一到数天的潜伏期后才变得明

显≈ 延迟出现的现象表明 离子注入微生物的生

物效应存在一个或几个过程 使/分子辐射损伤0扩

大 直至产生终点生物效应≈  首先检测真空对

菌体存活的影响 结果表明 真空对菌种的致死率在

  ∗  之间 存在于真空的时间越长菌种的死

亡率越高 但短时处理变化不显著 在离子注入过程

中可以忽略其真空效应 

212  离子注入对鞘氨醇单胞菌存活能力和降解

活性的影响

以真空下未进行离子注入的一组为对照 离子

注入处理鞘氨醇单胞菌  实验结果见表  

经 ∂ 注入的降解蒽菌的存活率与入射

剂量呈一定的相关性 从表中可以看出 离子注入后

的菌株存活率具有随注入剂量的增大先减小 但到

达一定剂量时又增大 然后再减小的趋势 这与余增

        表 1  第 1 次离子注入 Σπηινγοµονασσπ .的诱变效果

×   ∏ ∏ 

组别 注入剂量 #  活菌浓度 个#  存活率   降解率   降解率提高幅度   最高耐蒽浓度# 

对照   ≅     

  ≅  1 ≅  1 1 1 

  ≅   ≅  1 1 1 

  ≅   ≅  1 1 1 

  ≅   ≅   1 1 

  ≅   ≅  1 1 1 

  ≅   ≅  1  1 

  ≅   ≅  1  1 

期 环   境   科   学



亮≈ 的研究相一致 鞘氨醇单胞菌 经一次

诱变后 降解活性未见显著增加 但耐蒽浓度却随不

同注入剂量有不同程度的增加 尤其在曲线的峰值

区域  ≅ 剂量注入诱变 耐蒽浓度可达 

而出发菌耐蒽浓度仅 即降蒽菌经离子

注入后对蒽的毒性耐受能力增强 但诱变后降解活

性提高不显著 

213  离子注入鞘氨醇单胞菌亲本株和原生质体

的 次诱变效应

鉴于离子注入对鞘氨醇单胞菌诱变后出现的上

述特性 进行了第 次离子注入诱变 以第 次离子

注入  ≅ 诱变所得菌株 同时也将其制备成原生

质体 分别为出发菌株进行第 次离子注入诱变 诱

变结果见表 和表  从表可知 亲本菌株和原生质

体经第  次  离子注入诱变后 在起始浓度为

的蒽溶液中 使投加的菌浓度为  ≅ 个

 ε 培养 蒽降解率分别达到

  !  分别提高了 1  !1  突变率分

别为   ∗   !  ∗   耐蒽浓度分别达到

!

实验结果表明 经过先后 批离子注入处理实

验 出发菌株经 次离子注入诱变后可获得存活能

力与降解活性都较高的菌株 在第一次离子注入的

基础上 进行原生质体形态的离子注入也是行之有

效的诱变方法 但注入剂量需适中 至少低于正常形

态菌  ∗ 个数量级 从突变株对蒽的降解率 !降解

率提高幅以及耐受性方面来看 原生质体诱变效果

略好于出发菌原形态的诱变效果 这是原生质体以

其独特的特性获得的较好育种效果≈ 结果还表

明 连续 次的离子注入诱变 明显提高了降解蒽菌

的存活能力与降解活性 尤其是第 次的离子注入

诱变效果极其显著 这主要与离子注入伴随有质量

沉积 !动量传递效应有关 并且突变株有一个进化和

适应过程≈ 

表 2  离子注入对鞘氨醇单胞菌亲本菌株的 2 次诱变效果

×  ∞ ∏  

组别
诱变剂量

# 

存活率

 

最高耐蒽浓度

# 

耐高浓度蒽

菌株数株

降解率

 

降解率提

高率 

正突变突

变株数 

负突变突

变株数 

不突变突

变株数 

对照   

  ≅  1    1   

  ≅  1    1 1 1 1
  ≅  1    1 1 1 

表 3  离子注入对鞘氨醇单胞菌原生质体的 2 次诱变效果

×  ∞ 

组别
诱变剂量

# 

存活率

 

最高耐蒽浓度

# 

耐高浓度蒽

菌株数株

降解率

 

降解率提

高率 

正突变突

变株数 

负突变突

变株数 

不突变突

变株数 

对照   

  ≅  1    1 1  1
  ≅  1    1   

  ≅  1    1   

214  鞘氨醇单胞菌亲本菌株和突变株的生长状况

比较

鞘氨醇单胞菌活化 后 按  接种量接种

于含有 蒽的 ≤  培养液中 每间隔 测

其 ⁄值 按文献≈所述绘制生长曲线如图 所

示 从图 可以看出 鞘氨醇单胞菌经 离子注入

诱变后 其对数生长期从 提前为 启动 生长期

提前 增殖速度快 对菌株诱变前后进行平板菌落大

小比较 如图 所示 从图中可以看出 离子注入的

出发菌只能生长于蒽含量为 的无机盐培

养基 第 次离子注入后获得菌株可以生长于蒽含

量为 的无机盐培养基 第 次离子注入所

获得菌株为出发菌 将其制备成原生质体进行第 

次离子注入诱变 获得菌株可以生长于蒽含量为

的无机盐培养基 菌落明显比诱变前长得

大 表明由于蒽的不断降解 逐渐消除了高浓度蒽对

蒽降解的抑制作用 从而使鞘氨醇单胞菌突变株耐

受蒽和利用蒽的能力增强 

215  突变菌株降解蒽性状的遗传稳定性检测

经初筛挑取注入剂量为  ≅   和 

≅  的离子注入突变菌各 株 蒽初始

浓度为 其降解率分别为   !  进行

遗传稳定性检测 将获得的 株较高降解率的突变

菌株 经繁殖转移 代后 再测定降解率 结果有 

株的降解率下降   株保持第 代的降解率 如

表 所示 这 株菌2 2的降解率

分别为     以这 株菌为出发菌进行耐蒽

性研究 结果表明 在蒽选择压力条件下的存活能力

 环   境   科   学 卷



明显增强 耐蒽浓度可达 

图 1  诱变前后生长情况比较

ƒ  × √22

1 未经离子注入的出发菌在蒽含量为 的无机盐培养

基培养   1 经一次离子注入诱变的菌株在蒽含量为 

的无机盐培养基培养  ≤1 离子注入 的诱变

菌株在蒽含量为 的无机盐培养基培养 

图 2  鞘氨醇单胞菌诱变前后在无机盐培养基生长情况比较

ƒ  × .  

∏22

表 4  离子注入鞘氨醇单胞菌的遗传稳定性检测

×  ∞¬  Σπηινγοµ ονασ

 

菌株

离子注入剂量# 

 ≅   ≅ 

2 2 2 2 2 2
第一代降解率       

代后的降解率       

繁殖转移  代后耐

受蒽浓度#   

3  讨论

将离子注入这一新技术作为微生物诱变育种手

段应用于环境生物工程中 进行降解蒽菌的选育研

究 取得了的较好诱变效果 有如下问题需要进一步

探索 

次的 离子注入诱变效果明显优于 次离

子注入诱变效果 说明伴随有质量沉积 !动量传递效应

的离子注入处理 突变株有一个进化和适应过程 

原生体离子注入诱变总变异率达   ∗

1  其中正变率达   ∗ 1  这可能是原

生质体扩大了离子束作用对象 离子束对降解蒽菌

的诱变发挥了更大的作用 

离子注入变异菌株性状能稳定遗传 筛选的

优良菌株进行诱变前后生长曲线比较 诱变后 对数

生长期从 提前为 增殖速度快 且菌落明显比

诱变前长得大 表明鞘氨醇单胞菌经 离子注入

后耐受蒽和利用蒽的能力大大增强 这为其在环境

生物修复工程中的实际应用奠定了基础 

研究中发现 经 次诱变后所得突变株的耐

蒽浓度的提高与蒽降解活性的提高呈现一定的相关

性 但其中的机理还有待进一步研究证明 

研究表明 离子注入生物体具有质量沉积和能

量沉积双重效应 离子与生物大分子相互作用的分

子机理及途径还有待于进一步阐明 但作为不同于

传统的一种崭新的生物工程技术 它可用于植物 !动

物及微生物的品种改良 !转基因工程及生命起源的

研究 其应用前景十分广阔 离子注入是一种很有潜

力的微生物诱变选育新方法 

致谢 本研究中离子注入操作由郑州大学离子

束生物诱变育种研究中心李宗伟老师协助完成 谨
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