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庚基灵菌红素高产菌株Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072的常
压室温等离子体诱变(ARTP)选育*

苏志维,卢天梅,赵美婷,李艳梅,刘玉英,高程海**,刘永宏**

(广西中医药大学海洋药物研究院,
 

广西南宁 530200)

摘要:为了获得稳定高产庚基灵菌红素(Heptylprodigiosin,HPG)的优势突变菌株,利用常压室温等离子体

(Atmospheric
 

and
 

Room
 

Temperature
 

Plasma,ARTP)诱变处理海洋细菌Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072,
结合单菌落的颜色、形态及菌体生物量OD600 进行初筛,再依据突变菌株的庚基灵菌红素产量、生物量及比生

长速度,筛选出最佳突变菌株,并对其进行遗传稳定性测试。最终筛选得到一株高产庚基灵菌红素的突变菌株

B13,其庚基灵菌红素产量为748.91—756.27
 

μg/mL,比出发菌株(384.27
 

μg/mL)增加94.9%,且突变菌株

B13具有良好的遗传稳定性。本研究表明ARTP诱变可明显提高海洋细菌Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072
的庚基灵菌红素产量,且突变菌株的遗传稳定性较好。
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0 引言

  灵菌红素类色素是一类由微生物次级代谢所产

生的,具有3个吡咯环母核结构的天然红色素的总

称[1],根据其侧链烷基的长短及环化位置不同可分为

多种结构类似物,包括灵菌红素、庚基灵菌红素、十一

烷基灵菌红素、环烷基灵菌红素、间环丙菌素、链玉红

菌素B等[2]。灵菌红素是三吡咯类微生物色素的典

型代表,研究人员已分离到很多产灵菌红素类物质的

微生物,其中沙雷氏菌[3]、假单胞菌[4]、河氏菌[5]、弧
菌[6]等是主产灵菌红素的菌属。庚基灵菌红素是灵

菌红素的结构类似物,其区别仅在于吡咯C环的3
位烷基侧链被庚基取代。目前,仅有为数不多的菌株

如 Pseudovibrio
 

denitrificans[7]、P.magnesi-
orubra[8]和Vibrio

 

gazogenes[9]被报道可产庚基灵菌

红素,且产量极低,如主产灵菌红素的细菌P.mag-
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nesiorubra,其产生的庚基灵菌红素的比例仅占总代

谢物的1%[7]。现代药理研究发现,灵菌红素及其类

似物具有广泛的生物活性,在医药、化妆品、环境治

理、纺织染料等领域具有广阔的应用前景和市场

价值[1,2,1013]。

  目前针对产灵菌红素菌种诱变改良的方法较多,
包括利用紫外或微波技术处理的物理诱变法[4,14]、用

EMS处理的化学诱变法[5]和复合诱变法[15]等。张

德伟等[16]采用常压室温等离子体(Atmospheric
 

and
 

Room
 

Temperature
 

Plasma,ARTP)诱变筛选灵菌

红素生产菌突变株,使灵菌红素产量比诱变前提高

1.23倍。与其他诱变育种手段相比,利用ARTP进

行微生物诱变育种可造成DNA多样性损伤,且具有

操作简便、成本低、无有毒有害物质参与诱变过程、突
变率高等优点,并易获得遗传稳定性良好的突变

株[17]。目前尚未有关于使用 ARTP诱变筛选庚基

灵菌红素高产菌株的方法报道。前期研究发现一株

非致 病 性 的 海 洋 细 菌 Notoacmeibacter
 

sp.BGM-
RC2072(简称C9),其主要代谢产物为庚基灵菌红

素,对高温、紫外线照射具有较强的抗性[18]。为了使

海洋细菌C9能更高效、大量合成庚基灵菌红素,本
研究以C9为出发菌株,利用 ARTP进行诱变,并结

合遗传稳定性测试,筛选稳定高产庚基灵菌红素的菌

株,为庚基灵菌红素的生产发酵、现代药理研究提供

理论依据和技术借鉴。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

  酵母粉、麦芽提取粉、葡萄糖和琼脂(广州环凯微

生物科技有限公司),海盐(广东盐业集团有限公司),
甲醇、丙酮和盐酸(国药集团化学试剂有限公司)。

1.1.2 菌种

  海洋细菌C9来源于广西防城港怪石滩的海绵,
经16S

 

RNA测序鉴定为 Notoacmeibacter 属的一个

种,本实验室选育保藏,编号为BGMRC2072。

1.1.3 培养基

  改良ISP2液体培养基(1
 

L):酵母粉0.2%,麦
芽提取粉0.2%,葡萄糖0.2%,海盐3%,加水溶解

后121℃高压灭菌20
 

min。固体培养基在此基础上

添加1.3%琼脂。

1.1.4 主要仪器

  高压灭菌锅(日本 PHCbi,型号:MLS371L

PC),万分之一电子分析天平(广州梅特勒,型号:

ML204T),DHG9246A电热鼓风干燥箱和SHP250
生化培养箱(上海精宏实验设备有限公司),可见分光

光度计(上海精科电子有限公司,型号:721G),常温

等离子诱变育种仪(无锡源清天木有限公司,型号:

APTRlls),台式高速离心机(立日本日),超净工作

台(苏州安泰空气技术有限公司,型号:SWCJ2F),
纯水机(四川优普超纯科技有限公司,型号:UPHll
JDZB),手动移液枪(艾本德国际贸易有限公司,型
号:Eppendorf100/1000型),恒温振荡器(苏州精骐

有限公司,型号:ISRDS3)。

1.2 方法

1.2.1 菌体干重及比生长速率测定

  结合Tu等[19]和Cao等[20]的方法,利用分光光

度法测定600
 

nm处的光密度值(OD600)及菌体干重

(CDW)来衡量菌体的生长情况。收集待测菌液加入

离心管中,10
 

000
 

r/min
 

快速离心5
 

min收集菌体,
弃上清,菌体用蒸馏水清洗3遍,100℃干燥至恒重。

  菌体的比生长速率μ=(lnWt-lnW0)/T,
其中,W0 和 Wt 分别代表进入对数生长期的菌体

OD600 初始值和最终值,T 代表培养时间(h)。

1.2.2 ARTP诱变处理方法

  (1)ARTP诱变致死曲线

  将菌种从-80℃超低温冰箱中取出,转接至改良

ISP2固体培养基平板上,28℃培养2—3
 

d后,挑取

单菌落转接至改良ISP2液体培养基中,于28℃、180
 

r/min培养30—40
 

h至对数生长期。收集 菌 液,

10
 

000
 

r/min
 

快速离心5
 

min,弃上清,用5%甘油生

理盐水重悬,分光光度计测量菌悬液OD600 为0.6—

0.8。取10
 

μL菌悬液至 ARTP诱变金属载片上进

行诱变,以99.99%
 

氦气作为工作气体(流量10
 

mL/

min),在电源功率115
 

W 的条件下分别诱变处理0,

10,20,30,40,50,60,70,80,90,105
 

s。诱变结束后

用5%甘油生理盐水稀释,分别取10-4、10-5 和10-6
 

3个浓度的菌液100
 

μL涂布于改良ISP2固体培养

基平板上,置于28℃培养2—3
 

d后记录每皿菌落数,
计算诱变致死率,绘制致死率曲线。

  致 死 率 (%)=
对照菌落数-诱变菌落数

对照菌落数 ×

100%。

  (2)诱变时间确定

  结合张德伟等[16]和Cao等[20]的方法,综合考虑

不同生长阶段的正负突变率及比生长速率,确定最佳
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诱变时间。若突变菌株的考察指标值(菌落形态、颜
色、OD600、比生长速率等)高于原始菌株视为正突变,
反之则视为负突变。

  正突变率(%)=
正突变菌株数
对照菌株数 ×100%。

1.2.3 突变菌株的筛选

  在最佳处理时间下诱变后,根据平板上菌落的生

长状况挑取生长大而丰满、色泽鲜艳、菌落直径较大

的单菌落,接种于装有50
 

mL
 

改良ISP2液体培养基

的250
 

mL三角瓶中,28℃、180
 

r/min
 

培养34
 

h。利

用分光光度法测定菌体的OD600 并观察菌体颜色、形
态进行初筛,再通过测定初筛突变菌株的庚基灵菌红

素含量进行复筛,最后将复筛得到的突变菌株接种发

酵,以菌体生物量为指标筛选优势突变菌株。

1.2.4 庚基灵菌红素的提取与检测

  取1
 

mL培养至34
 

h的菌体发酵液,加入9
 

mL
酸性甲醇(pH=3),震荡破壁,10

 

000
 

r/min
 

快速离

心5
 

min,至菌体基本无色,取上清液稀释至合适浓

度后,用分光光度计检测536
 

nm处的吸光值。庚基

灵菌红素含量的计算公式为

  庚基灵菌红素含量(μg/mL)=(19.076×
OD536+0.800)×D×V,
其中,D 为色素浸提液的稀释倍数,V 为发酵液的体

积(mL)。

1.2.5 突变菌株的稳定性

  将复筛得的突变菌株接种于改良ISP2固体培养

基上,连续培养10代,再分别转接到改良ISP2液体

培养基中发酵培养,并测定10代菌种的庚基灵菌红

素产量,考察突变菌株的遗传稳定性。

2 结果与分析

2.1 ARTP诱变致死曲线

  如图1所示,致死率随着诱变时间的增加而增

大,当处理时间延长到40
 

s后,ARTP诱变导致的菌

株致死率上升缓慢;当处理时间延长到50
 

s后,菌株

的致死率达90%以上且趋于平缓;诱变时间大于60
 

s后致死率小幅度回落。现代育种研究表明,致死率

达到90%以上时,菌株正突变概率大大增加[21]。但

由于在只知致死率大小的情况下,无法判断50,60,

70
 

s中哪个处理时间点造成正突变的概率最大,因此

还需结合这3个时间段的正负突变率来综合考虑最

终选择的诱变处理时间。
2.2 最佳突变时间

  选择菌体生长初始期、对数生长期及稳定期3个

阶段综合考察菌体突变情况,结果如图2所示,当处

理50
 

s时,对数生长期的正突变率最高,但初始期的

正突变率较低;当处理70
 

s时,初始期的正突变率最

高,但对数生长期的正突变率最低;只有处理时间为

60
 

s时,初始期、稳定期、对数生长期的正负突变率都

较均衡。经综合考虑,最终选择60
 

s作为突变处理

时间。

图1 ARTP诱变致死率曲线

Fig.1 Fatality
 

rate
 

curve
 

of
 

ARTP
 

mutagenesis

图2 不同处理时间的正负突变率

  Fig.2 Positive
 

and
 

negative
 

mutation
 

rates
 

at
 

different
 

treatment
 

time

2.3 突变菌株筛选

  A、B两组出发菌株经ARTP平行诱变处理60
 

s
后,根据菌落生长情况挑取生长大而丰满,色泽鲜艳

的菌落,接种发酵后测定菌液OD600,并观察菌体颜

色深浅,初筛得到35株OD600 高于出发菌株且发酵

颜色较深的突变株,测定其庚基灵菌红素含量进行复

筛,结果如图3所示。根据文献[20],选择与出发菌

株相比产量增加20%以上的菌株作为正突变筛选范

围,可以看出庚基灵菌红素产量超过20%的菌株有

A6、A7、A10、A11、A13、B4、B5、B6、B10、B13 共

10株。

  将上述筛选的10株突变菌株接种发酵,以生物

量为指标筛选优势突变菌株,如图4a所示,大多数突

变菌株在稳定期OD600 与比生长速率无较大差别,而
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A11和B10这两株突变菌株在稳定期OD600 和比生

长速率明显低于其他平行突变菌株,生长稳定性欠

佳。结合突变菌株菌体生物量(图4b),除了突变菌

株A10的菌体生物量显著性高于出发菌株及其他突

变菌株外,其余的菌株菌体生物量无较大差别,其中

B5、B13这2株突变菌株略高于出发菌株。综合菌落

形态、庚基灵菌红素产量和菌体生物量等因素,最终

选择B5、B13这2株突变菌株进行下一轮的遗传稳

定性复筛。

图3 突变菌株的庚基灵菌红素产量

Fig.3 Heptylprodigiosin
 

production
 

of
 

mutant
 

strain

**表示突变菌株A10菌体生物量显著高于其他水平突变株

  **indicats
 

that
 

the
 

biomass
 

of
 

mutant
 

A10
 

is
 

signifi-

cantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

other
 

mutant
 

strains

  图4 突变菌株的稳定期OD600、比生长速率(a)和生物

量(b)

  Fig.4 Specific
 

growth
 

rate
 

(a)
 

and
 

biomass
 

(b)
 

of
 

mu-

tant
 

strain

2.4 突变菌株的稳定性

  突变菌株B5在传代3代后菌株的庚基灵菌红

素产量开始下降(图5a),推测突变菌株B5的遗传不

稳定;而突变菌株B13的庚基灵菌红素产量相对稳

定在748.91—756.27
 

μg/mL,没有随着传代数的增

加而下降(图5b),所以最终确定突变菌株B13为最

佳突变菌株。

图5 B5和B13的遗传稳定性

Fig.5 Genetic
 

stability
 

of
 

B5
 

and
 

B13

3 讨论

  海洋细菌 Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072代

谢过程中主要累积庚基灵菌红素,尽管生物合成途径

未明确,但课题组前期研究发现庚基灵菌红素在对数
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生长期前期产量极低,培养16—32
 

h菌体进入稳定

期后开始大量合成,并于接种后40
 

h达到最大值,约
为(384.27±13.25)

 

mg/L,且这类灵菌红素对高温、
紫外线照射具有较强的抗性[18],因此提高海洋细菌

Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072的庚基灵菌红素

生产能力具有重要的研究意义。利用ARTP诱变技

术得到的突变菌株存在正突变和负突变,为了快速高

效地筛选到有利的菌株,结合菌株生长形态和生物量

(OD600)进行快速初筛。金玮玥等[22]通过测定OD600

并观察菌株颜色深浅进行初筛,最终结合实验筛选到

一株高产类胡萝卜素的菌株。Cao等[20]综合考虑菌

体密度、比生长速率、菌体干重、脂肪酸产率等最终获

得一株总脂肪酸含量明显提高的突变株,该方法显著

提高ARTP诱变突变株的筛选效率。本研究通过观

察单菌落的形态及颜色,结合细菌生物量OD600 进行

初筛,得到35株突变株,再通过测定初筛菌株的庚基

灵菌红素的产量,获得10株庚基灵菌红素产量高于

出发菌株产量20%的突变株,最后以生物量为指标

筛选优势突变菌。结果表明突变菌株的菌体生物量

和庚基灵菌红素产量均高于出发菌株,进一步证明通

过菌体生物量、单菌落个体大小及菌体颜色深浅能够

提示菌株发生了正突变。

  为了更好地发酵生产庚基灵菌红素,下一步还需

对突变菌株开展培养条件优化、发酵罐发酵培养等,
并对突变菌株进行全基因测序分析,明确庚基灵菌红

素的生物合成分子调控机理,为实现庚基灵菌红素的

产业化生产奠定基础。

4 结论

  本实验以海洋细菌 Notoacmeibacter
 

sp.BGM-
RC2072为出发菌株,利用常压室温等离子体(AR-
TP)进行诱变,得到一株高产庚基灵菌红素的突变菌

株B13,其庚基灵菌红素产量为748.91
 

μg/mL,而出

发菌株为384.27
 

μg/mL,突变菌株B13比原始菌株

的庚基灵菌红素产量增加了94.9%,且突变菌株

B13具有良好的遗传稳定性。
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Screening
 

of
 

Highproductionheptylprodigiosin
 

Strain
 

from
 

No-
toacmeibacter

 

sp.BGMRC2072
 

by
 

ARTP

SU
 

Zhiwei,LU
 

Tianmei,ZHAO
 

Meiting,LI
 

Yanmei,LIU
 

Yuying,GAO
 

Chenghai,
LIU

 

Yonghong
(Institute

 

of
 

Marine
 

Drugs,Guangxi
 

University
 

of
 

Chinese
 

Medicine,Nanning,Guangxi,530200,China)

Abstract:In
 

order
 

to
 

obtain
 

a
 

superior
 

mutant
 

strain
 

which
 

could
 

steadily
 

produce
 

highyielding
 

heptylprodigi-
osin,the

 

marine
 

bacteria
 

Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072,were
 

mutagenized
 

by
 

Atmospheric
 

and
 

Room
 

Temperature
 

Plasma
 

(ARTP).Combining
 

the
 

color,shape
 

and
 

biomass
 

OD600
 of

 

a
 

single
 

colony
 

for
 

prelimi-
nary

 

screening,then
 

according
 

to
 

the
 

heptyl
 

prodigin
 

yield,biomass
 

and
 

specific
 

growth
 

rate
 

of
 

the
 

mutant
 

strain,the
 

best
 

mutant
 

strain
 

was
 

screened
 

out
 

and
 

tested
 

for
 

genetic
 

stability.In
 

the
 

final
 

screening,a
 

mutant
 

strain
 

B13
 

with
 

high
 

production
 

of
 

heptylprodigiosin
 

was
 

obtained.The
 

production
 

of
 

heptylprodigiosin
 

was
 

748.91-756.27
 

μg/mL,which
 

was
 

94.9%
 

higher
 

than
 

the
 

original
 

strain
 

(384.27
 

μg/mL),and
 

the
 

mutant
 

strain
 

B13
 

has
 

good
 

genetic
 

stability.This
 

study
 

shows
 

that
 

ARTP
 

mutagenesis
 

can
 

significantly
 

increase
 

the
 

heptylprodigiosin
 

production
 

of
 

marine
 

bacterium
 

Notoacmeibacter
 

sp.BGMRC2072,and
 

the
 

genetic
 

stability
 

of
 

the
 

mutant
 

strain
 

is
 

better.
Key

 

words:heptylprodigiosin
 

(HPG),atmospheric
 

room
 

temperature
 

plasma,selection
 

by
 

mutation,spectro-
photometry,screening

 

and
 

identification
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