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摘 要：离子注入技术是 $%世纪 ’%年代兴起的一种综合诱变技术，其应用于生物工程已取得了丰硕成果，但在霉
酚酸产生菌的诱变育种中的应用还未见报道。短密青霉菌（!"#$%$&&$’( )*"+$%,(-.%/’(）G7#&是从土壤中分离得到的
GH2产生菌 I7""1经过紫外线、微波等诱变处理得到的。为获得霉酚酸的高产工业菌株，进一步对该菌株进行了离
子注入诱变处理。用 &#J/K氮离子分 #个剂量进行处理，结果显示，随离子注入剂量增加，存活率呈现较明显的下
降7上升7下降的“马鞍型”变化趋势。在剂量为 &!% L $M" L &%&1 <-?N O +:$ 时，菌株变异率及正变率均最高，分别达到

’’M)P和 "1M!P。用 QHRS定量测定发酵液中霉酚酸的含量，筛选到产霉酚酸能力提高 1%M&P的突变株 G7&"1。经
过连续传代试验，其遗传性状稳定。对发酵条件的优化结果显示最佳种龄为 $!>；用正交试验方法对发酵培养基中
的碳、氮源进行优化，得到较优配方。突变株 G7&"1在最优发酵条件下，霉酚酸摇瓶发酵单位可达 $’&)!@T:R。野
生菌株 I7""1的 GH2产量为 &11!@T:R，经过 #代诱变育种及发酵条件优化，产量提高了 $%M$倍。
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霉酚酸（:V+-A>/?-6<+ ;+<E，GH2）最初是由青霉菌分离得
到的 有 机 化 合 物，其 $7乙 基 酯 类 衍 生 物 霉 酚 酸 酯
（:V+-A>/?-6;,/ :-W/,<6，GGI）作为第 1代免疫抑制剂，于 &))’
年 &%月获得 I42批准上市，主要用于肾脏、肝脏及心脏移植
术后器官排斥的预防。霉酚酸酯在体内快速水解为霉酚酸，

可高效、选择性、非竞争性、可逆性地抑制次黄嘌呤单核苷酸

脱氢酶，抑制 5 细胞、X 细胞中嘌呤的经典合成途径，还通过
直接抑制 X细胞增殖来抑制抗体形成［&］，发挥免疫抑制作
用。据美国专利［$］对短密青霉组菌种进行诱变育种，得到

GH2高产菌种。摇瓶振荡培养，发酵单位 $M1:@T:R；静置培
养，发酵单位 1M":@T:R。据世界专利［1］应用亚硝基胍对青
霉菌属的菌株进行诱变处理，得到 GH2高产菌种。摇瓶振
荡培养，发酵单位 1M&:@T:R。Y;E>DJ>;?等报道，在固态发酵
（YYI）中，霉酚酸产量可达到 1$’":@TJ@麸皮［!］。秦泰田等报
道经紫外线诱变和自然分离纯化，在 &%R发酵罐上 GH2产
量可以达到 &"%%!@T:R

［#］。

离子注入技术是 $%世纪 ’%年代兴起的一种综合诱变
技术，其效应除了有能量传递以外，还有生物质量沉积及电

荷交换等，具有损伤轻，突变率高，突变谱广等特点，其应用

于生物工程已取得了丰硕成果［" ( ’］。

本文报道利用低能离子注入技术，对本实验室自行筛选

得到的霉酚酸产生菌（!"#$%$&&$’( )*"+$%,(-.%/’(）进行诱变育
种，获得遗传稳定的高产突变株。并使用正交试验等方法对

突变株进行优化发酵条件研究的试验结果。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：霉酚酸产生菌（!"#$%$&&$’( )*"+$%,(-.%/’(）G7#&。
本室自土壤中分离的野生型菌块，经几代诱变育种得到。

!"!"# 培养基："斜面培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（H42）北
京双旋微生物培养基制品厂。#种子培养基：每升含淀粉
&%@，葡萄糖 &%@，蛋白胨 #@，酵母粉 1@，氯化钠 $@，碳酸钙 $@，
自来水 &R，AQ8M%。$发酵培养基：每升含淀粉 $%@，葡萄糖
&%@，蛋白胨 &%@，酵母粉 &#@，氯化钠 $@，碳酸钙 $@，AQ8M%。
!"!"$ 主要试剂和仪器："霉酚酸标准品（GV+-A>/?-6<+
;+<E）购自 Y<@:;公司。#离子注入机为中科院等离子体物
理研究所研制。$QHRS检测仪器：Z;,/0N；泵：#&#（双泵）；检
测器：))"H24；进样器：88$#<；色谱柱：[0-:;N<6 *4Y S&’%!M"
L $#%::。
!"# 菌体的培养方法
!"#"! 斜面培养：1%\，! ( 8E。平板培养同斜面培养。
!"#"# 种子培养：斜面挖块接种于种子培养基中，$#%:R的
三角瓶装量 !% :R，置于 1%\摇床，$$%0T:<? 振荡培养 $’ >。
!"#"$ 发酵培养：$#%:R 三角瓶中装入 !%:R 的发酵培养
基，并将培养好的种子液按 #P的比例接种到发酵培养基
中，置于 1%\摇床，$$%0T:<? 振荡培养 !E。
!"$ 低能离子注入方法

8 ( &% :R生理盐水洗下生长好的新鲜斜面的孢子，用



无菌滤纸过滤得到无菌丝体的孢子悬液，取稀释 !"倍的孢
子悬液 "#!$%均匀涂布于无菌平皿，风干后进行离子注入。
用 !&’()氮离子，*#+ , !"!- ./01 2 3$* 剂量率，分 *" ,，+" ,，
!"" ,，!4" ,，!5" ,等 &个剂量进行处理。注入后的样品用
!$%无菌生理盐水洗涤，将洗脱液稀释到 !"6 ! 7 !"6 &，后取

"#!$%涂布于平板上，培养后挑取单菌落进行初筛，复筛。
变异率为摇瓶单位低于出发菌株 8"9和摇瓶单位高于出发
菌株 !!"9的菌株比例。正变率为摇瓶单位高于出发菌株
!!"9的菌株比例。
!"# 分析方法
发酵液中霉酚酸的定量测定：发酵液用等体积的乙醇浸

泡 4:，离心 !"""";<$.0，! 7 *$.0。取上清液用 =>%?测定霉酚
酸含 量。洗 脱 条 件：@(A= B =*A（ - B 4 )<)）（ "#49

?=-?AA=）。流速：!$%<$.0。检测波长：*&"0$。

$ 结果和讨论

$"! 菌种诱变谱系
野生型菌株 CD++-的 @>E产量为 !--!F<$%，经紫外线、微

波等诱变育种筛选到菌株 @D&!，其 @>E产量达 !8&!!F<$%，又
经 GH注入诱变育种，@>E产量达到 *&-5!F<$%（图 !）。

图 % &’()图谱
C.FI- =>%? 3:;/$JK/F;J$I E：LKJ0MJ;M /N @>E；O：LK;J.0 @D&!；?：LK;J.0 @D!+-#

图 ! 短密青霉菌 *+,,%诱变谱系
C.FI ! P(0(JQ/FR /N $SKJ0K 1K;J.01 M(;.T(M N;/$ !"#$%$&&$’(

)*"+$%,(-.%/’( CD++- I

$"$ 低能离子诱变

设定菌株 @D&!抽真空时的存活率为 !""9。随离子注

入剂量增加，存活率呈现较明显的先降后升再降的“马鞍型”

变化趋势，如图 *DE所示，这与吕树娟等人在氧化葡萄糖酸

杆菌中的诱变结果类似，这种特有的“马鞍型”变化被认为是

能量、动量作用下的损伤效应和质量、电荷作用下的保护和

刺激综合作用的结果［8］。在本实验中，平台期的剂量只有

!4" , *#+ , !"!- ./01 2 3$*，可能是由于各注入剂量之间差别较

大。在该平台期菌株的变异率及正变率均最高，分别达到

55#89和 +-#49，这在我们对该菌株的多代、多方法的诱变

育种中，是效果较显著的（图 *DO）。

图 $ -.辐照的存活效应（/）和变异效应（0）
C.FI * LS;T.TJQ N;J3K./0（E） J0M TJ;.JK./0 N;J3K./0（ O） /N ! I

)*"+$%,(-.%/’( JNK(; GH ./0 .$UQJ0KJK./0I

$"% 产物的鉴定

采用 =>%?对发酵液进行测定，结果显示（图 -）诱变后

的菌株 @D!+-的霉酚酸产量增加，没有增加其它杂峰。

$"# 突变株传代稳定性研究

对 @D!+-菌株连续传代 &次，分别进行发酵培养，测得

霉酚酸产量的结果见表 !。可看出传代 &次后，@D!+-菌株

生产能力保持稳定。这与报道的离子注入诱变后，菌株获得

的优良性状可稳定遗传［!"］一致。

表 ! 1+!,%遗传稳定性
VJWQ( ! P(0(K.3 1KJW.Q.KR /N @D!+-

P(0(;JK./01 X.(QM /N @>E<（!F<$%） ?/$UJ;.1/0 /N R.(QM1<9

C!
C*
C-
C4
C&

*&4Y
*&!4
*&55
*+!+
*&8&

!""
85#Y
!"!#+
!"*#Y
!"!#8

$"2 发酵条件的优化研究

$"2"! 接种龄的确定：在菌株次级代谢产物的发酵中，接种
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龄会对发酵结果产生较大的影响。菌丝量随种子培养时间

的延长而增加，但是，当菌丝繁殖到一定程度后，随养分耗竭

及代谢产物积累，菌丝量不再增加而是趋于老化。通常，接

种龄以菌丝处于生长旺盛的对数生长期为宜。为考察接种

龄对霉酚酸发酵单位的影响，取不同种龄的种子液接入发酵

瓶，并测定种子液的菌浓，经发酵后，测定霉酚酸产量。以种

龄 !"#的种子为对照，结果见表 !。根据实验结果，确定最佳

种龄为 !$#。

表 ! 种龄对霉酚酸产量的影响
%&’() ! *++),- .+ /))0 12.3-# -45) .6 74)(0 .+ 89:

;))0 12.3-#
-45)<#

=4.5&//
<（><>?）

@4)(0 .+ 89:
<（!1<5A）

B.5C&24/.6 .+
74)(0/<?

DE
!F
!$
!"
G!

DH
!G
!"
!H
!H

DHGI
!GFG
!EHJ
!I!G
!D$J

JEKJ
HDKG
DFEKH
DFF
"IKD

!"#"! 发酵培养基配方优化：为提高霉酚酸产量，对发酵培

养基中的碳源、氮源进行正交优化，结果见表 G。从 L值分

析结果可知，影响霉酚酸发酵单位的各因素的主次顺序为：

淀粉、蛋白胨、酵母粉、葡萄糖。经过对正交实验结果的验

证，确定了最佳培养基配比为：淀粉 !KI?，葡萄糖 DKI?，蛋

白胨 FK"?，酵母粉 !KF?。

表 $ %&（$’）正交实验结果
%&’() G L)/M(- .+ .2-#.1.6&( 0)/416

N.O
P&,-.2/

;-&2,# Q(M,./) 9)C-.6) @)&/- )R-2&,-
@4)(0 .+ 89:
<（!1<5A）

D !? FKI? FK"? DKI? !$H!

! !? DKF? DKF? !KF? !I$I

G !? DKI? DK!? !KI? !I!J

$ !KI? FKI? DKF? !KI? !JEG

I !KI? DKF? DK!? DKI? !$E!

E !KI? DKI? FK"? !KF? !"DH

J G? FKI? DK!? !KF? !G"G

" G? DKF? FK"? !KI? !IG!

H G? DKI? DKF? DKI? !$$I

SD JIE$ JEG" J"$G JGHH

S! "F$$ JIGH JJIG JJ$J

SG JGEF JJHD JGJ! J"!!

L E"$ !I! $JD $!G

88P是目前临床上广泛应用的新一代免疫抑制剂。作

为 88P的前体，89:产生菌的诱变育种是许多人关注的热
点。但是在 89:诱变育种中应用离子注入方法的研究还未

见报道。我们的研究结果表明，离子注入处理 89:产生菌，

可获得遗传稳定的高产突变株，结合其发酵条件优化，可提

高89:产量 $$KI?。我们从土壤中分离得到的89:产生菌

PTEEG经过 I代包括离子注入等方法的诱变育种及发酵条件

优化，产量从初始的 DGG!1<5A 提高至 !"DH!1<5A。提高了

!FK!倍，显示了该菌株的高产潜力。并且该菌株发酵产物组

分比较单一，发酵液经乙酸乙酯初步提取，提取物中霉酚酸

的含量可达到 "F?，给分离纯化带来了极大的便利，大大减

少了纯化成本。该菌株经进一步优化已经在华北制药集团

用于霉酚酸的产业化生产，取得了可观的经济效益。
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