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一株缬氨酸产生菌的激光诱变育种
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摘要 为提高缬氨酸产量，以一株产 L-缬氨酸的黄色短杆菌 (Brevibacterium flavum) BFS为出发菌株，通过 He-Ne激
光诱变育种，分别设置不同的诱变强度和时间，确定最佳诱变条件为照射功率 15 mW、照射时间 20 min。对发生正

突变的菌株进行 L-缬氨酸耐受性筛选，得到的突变菌株产酸量提高了 25.50%，并且该菌株可稳定遗传至少 10代。

激光诱变是一种安全有效的微生物育种技术，低剂量激光辐射更有利于菌株诱变效果的改善。
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Breeding of an L-Valine Producing Strain by Laser Mutation
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Abstract To improve the production of L-valine, the He-Ne laser is used for Brevibacterium flavum to induce

mutagenesis. The He-Ne laser with different power and duration is tested, and the best laser treatment condition

that the intensity and time of irradiation is 15 mW and 20 min, respectively is decided. The positive mutants are

selected directionally and stepwise on the agar plates containing extra L-valine of different concentrations, and

L-valine overproducing mutant is derived with production increased by 25.50%. The results show that the mutant

strain can keep steady properties for at least 10 generations. He-Ne laser is an effective technique for microbial

mutagenesis, and the He-Ne laser with low power is suitable for Brevibacterium flavum mutagenesis.
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1 引 言
L-缬氨酸是一种人体必需氨基酸，具有补充蛋白质的营养效果，主要应用于医药上配制复合氨基酸制

剂，特别是高支链氨基酸输液及口服液。最近，研究发现 L-缬氨酸也是一种免疫抗生素的重要中间体，市场

上需求量剧增。我国发酵生产规模及产酸水平与国际水平相比仍有一定差距，需对菌种及发酵工艺等环节

进行改良和优化。

目前，L-缬氨酸主要通过微生物发酵法生产，发酵法生产 L-缬氨酸已有数十年历史，其关键在于选育稳

定的高产菌株，通过物理诱变获得高产菌株是较为普遍的途径。王均成等 [1]以 L-缬氨酸 APV-5为原始菌株，

经硫酸二乙酯(DES)诱变处理，获得一株在高糖培养基中产酸质量浓度为 36.4 g/L的良好菌株。赵丽丽等 [2]以

黄色短杆菌 TV10为原始菌株，经原生质体紫外和 DES多次诱变处理，筛选出一株带有目的遗传标记的 L-缬
氨酸高产稳定性菌株，产酸质量浓度可达 50.71 g/L。相对于利用激光进行诱变育种，传统的理化因子诱变
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方法易损伤细胞活性 [3]，突变效率低，育种周期长 [4-5]，易造成细胞活性损伤致死、筛菌工作量大、菌种退化等

问题。而 He-Ne激光具有能量密度高、靶点小、单色性和方向性好的特点 [6]，激光诱变当代就可出现遗传性

突变，已经在抗生素育种中得到广泛的应用 [7-8]。本文利用 He-Ne激光对黄色短杆菌进行育种，并经过缬氨

酸耐受性筛选，得到耐受性好、产酸高、稳定性强的优良菌株。

2 材料与方法
2.1 菌 株

黄色短杆菌(Brevibacterium flavum)BFS，本菌种室保藏。

2.2 培养基

斜面培养基各成分及其质量分数分别为：葡萄糖 0.5%、牛肉膏 1.0%、酵母膏 0.3%、氯化钠 0.5%、蛋白胨

1.0%、琼脂 2.5%。pH值为 7.0±0.1，灭菌压力为 0.10 MPa，温度为 121 ℃，灭菌时间为 25 min。
种液培养基各成分及其质量分数分别为：葡萄糖 2.5%、玉米浆 4.0%、硫酸铵 0.5%、磷酸二氢钾 0.1%、硫

酸镁 0.05%、碳酸钙 1.0%。pH值为 7.0±0.1，灭菌压力为 0.10 MPa，温度为 121 ℃，灭菌时间为 30 min。
发酵培养基各成分及其质量分数分别为：葡萄糖 16.0%、玉米浆 2.0%、硫酸铵 4.5%、磷酸二氢钾 0.1%、硫酸

镁 0.05%、碳酸钙 4.0%。pH 值为 7.0±0.1，灭菌压力为 0.06~0.08 MPa，温度为 110 ℃，湿热灭菌时间为 20 min。
2.3 黄色短杆菌 BFS的生长曲线及生物量与产酸的相关性 [9]

将菌株以 5%(质量分数)的接种量转接到种液培养基中培养，每隔 2 h取样测定发酵液在 562 nm波长下

的吸光度(A562)，根据时间和吸光度绘制生长曲线。

将菌株在平板培养基上进行稀释涂布培养，挑取 50个单菌落，接入发酵培养基中，温度为 (30±1) ℃，转

速为 270 r/min，振荡培养 60 h，检测发酵液生物量和产酸值。平行进行 5次实验，分别统计 A562在 0.55~0.65、
0.66~0.75、0.76~0.85范围内的产酸平均值，以 A562值为变量，使用 SPSS软件计算生物量和产酸的相关性。

2.4 激光诱变

2.4.1 菌悬液的制备

将 BFS接入制备好的种液培养基中，培养 12 h后，4000 r/min 离心 5 min，弃上清，菌体沉淀用无菌生理

盐水制备成浓度为 107~108 counts/mL的菌悬液。

2.4.2 激光照射

取 0.2 mL菌悬液于无菌玻璃小试管 (1.0 cm×9.0 cm)中，小试管置于激光束正下方 20 cm处，按照射时间

为 5、10、15、20 min，照射强度为 5、10、15、20、25、30 mW 进行组合诱变，未经照射的原始菌液作为空白对

照。吸取 0.1 mL菌液进行稀释涂布，每个稀释度做 3个平行样，进行菌落计数，并计算诱变致死率为：致死率

(%)=(对照组菌落数－诱变所得菌落数)/对照组菌落数×100% 。

2.5 突变筛选

2.5.1 平板初筛

激光诱变处理的菌悬液涂布在斜面培养基上，于 (30±1) ℃培养 20 h后，挑取生长较快、表面光滑、边缘整

齐的单菌落接种至斜面培养基。

2.5.2 正突变筛选

将初筛到的菌株接入种液培养基，根据 2.3节统计结果，以同等条件下的原始菌株为对照，考察菌株生

长量，测得同等条件下生长量高于对照组的菌株作为正突变菌株进行下一步筛选。

2.5.3 摇瓶筛选

将培养好的斜面接入发酵培养基中(500 mL三角瓶装培养液 50 mL)，于(30±1) ℃、270 r/min发酵 60 h，发酵

结束后，称重，并检测产酸浓度，以发酵产酸浓度为筛选指标，高于空白对照 20%以上的菌株作为目的菌株。

2.6 耐受性筛选

选择产酸高的正突变菌株接种至斜面培养基，并转接于添加 1%(质量分数)L-缬氨酸的种液培养基中，

以未经激光照射的同等培养条件下的原始菌株为对照，于 270 r/min、(30±1) ℃培养 12 h，检测生长量，选择生

长量高于原始菌株 20%的菌株进行 1.5% L-缬氨酸耐受性筛选，并依次进行 2.0%、2.5%、3.0%的 L-缬氨酸耐
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受性筛选，最终将得到的高耐受性菌株进行摇瓶发酵实验，检测产酸浓度，得到高产菌株。

2.7 分析方法

生长量：吸取样品菌液 0.20 mL，用 0.20 mol/L稀盐酸稀释 50倍，摇匀，以稀盐酸作为空白，检测 562 nm
波长下的吸光度。

还原糖：采用 SBA-40C多功能谷氨酸-葡萄糖分析仪测定。

染色方法：草酸铵结晶紫染色。

缬氨酸：采用纸层析洗脱法测定 [10]。

2.8 主要仪器

He-Ne激光器(功率为 0~30 mW，波长为 632.8 nm)，国雄光电。

3 结果与分析
3.1 黄色短杆菌 BFS的生长曲线

按 2.3节所述方法绘制 BFS的生长曲线，如图 1所示，其中 12 h为菌株 A562值变化最大的时段，说明菌株

已进入对数生长期，此时生长最为旺盛，胞内酶系活性最强，因此选择照射时间为 12 h的菌体作为 He-Ne激
光诱变的研究对象。

图 1 黄色短杆菌 BFS的生长曲线

Fig.1 Growth curve of Brevibacterium flavum BFS
按 2.3节所述方法进行 5组平行实验，统计 A562在 0.55~0.65、0.66~0.75、0.76~0.85范围内的产酸平均值，

结果如表 1所示。

表 1 不同生长量(A562)的产酸水平统计

Table 1 L-valine production under different biomass (A562)

No.
1
2
3
4
5

A562

0.55~0.65

Average production
of L-valine /(g·L-1)

28.72
29.05
26.02
27.94
27.03

A562

0.66~0.75

Average production
of L-valine /(g·L-1)

28.05
29.90
29.65
28.95
30.93

A562

0.76~0.85

Average production
of L-valine /(g·L-1)

29.75
31.35
28.70
30.85
32.08

从表 1可以看出，整体范围内，随着生长量 A562的增加，平均产酸呈现递增的趋势，运用 SPSS进行方差分

析，统计生长量与产酸之间的相关性是否显著，分析结果如表 2所示。

表 2 方差分析结果

Table 2 Variance analysis results

Inter-class
Intra-class

Total

Sum of square
18.583
19.274
37.857

Degree of freedom
2
12
14

Mean square
9.292
1.606

F

5.785
P

0.017
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根据方差齐性检验结果，由于显著性 P=0.769，大于 0.05，方差齐性相等，进一步进行方差分析。由表 2方

差分析结果可以看出，显著性 P=0.017，小于 0.05，由此得到产酸量受生长量的影响显著，两者存在正相关性。

3.2 激光诱变结果

按照射时间为 5、10、15、20 min，照射强度为 5、10、15、20、25 、30 mW 进行组合诱变后 [11]，诱变致死率没

有呈现出规律性，如表 3所示，其中激光强度为 5 mW时，随着照射时间的延长，致死率变化不大，均在 25%以

下，而在 10、15、20、25 mW 光强度下，致死率随着照射时间的延长而升高。据此可以看出，低强度激光照射

有利于保持菌体活性，有利于筛选出正突变率较高的菌株，需进一步设计实验验证。用不同的光强度照

射 5 min产生的致死率随机性较大，推测是由于 5 min的时间过短，导致操作误差较大，稳定性较差，所以验

证实验中舍去该条件。

表 3 He-Ne激光诱变对菌株致死率的影响

Table 3 Effect of He-Ne laser on lethal rate
Laser condition
/(min×mW)

5×5
10×5
15×5
20×5
5×10
10×10
15×10
20×10

Lethal rate /%
<1
<1
22
24
7
32
37
52

Laser condition
/(min×mW)

5×15
10×15
15×15
20×15
5×20
10×20
15×20
20×20

Lethal rate /%
13
42
68
72
17
59
71
83

Laser condition
/(min×mW)

5×25
10×25
15×25
20×25
5×30
10×30
15×30
20×30

Lethal rate /%
63
87
92
100
65
100
100
100

一般认为致死率在 70%~80%之间诱变效果最好 [2]，根据第一次诱变结果，选择激光强度为 15 mW 和

20 mW，分别照射 10、15、20 min，计算致死率，并进行正突变筛选，结果如图 2所示。当照射强度为 15 mW，

照射时间为 20 min时，菌株的致死率为 71%，与第一次实验结果基本一致，此时正突变率为 41% 。照射强度

为 20 mW，照射时间为 10 min时，正突变率普遍较低，最高仅为 23%。据此，确定最佳诱变条件是照射强度

为 15 mW，照射时间为 20 min。

图 2 不同激光强度下诱变时间对致死率和正突变率的影响。 (a) 15 mW; (b) 20 mW
Fig.2 Effect of irradiation intensity on lethal rate and positive mutation rate. (a) 15 mW; (b) 20 mW

3.3 筛选目的菌株

将平板筛选得到的 7株突变株进行摇瓶发酵实验，每株菌平行接 3个摇瓶，以原始菌株作为空白对照，

270 r/min、(30±1) ℃振荡培养 60 h，检测发酵产酸，结果如表 4所示。

由表 4可知，共有 6株突变菌株在平均产酸、干燥失水产酸和糖酸转化率上比原始菌株高，且 3项指标保

持一致的相关性，BFS5产酸最高，比原始菌株高 21.42%。BFS2和 BFS3虽然平均产酸较高，但是存在发酵蒸

发量大的问题，导致其糖酸转化率只有 22.8%，原因在于菌种生长过于旺盛且菌体量大，进入产酸期后，衰老

过快，导致产酸不高。综合两项指标，BFS5在产酸和底物利用率方面均比原始菌株提高较多，选择该菌株作

为目的菌株。
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表 4 突变菌株与原始菌株产酸的比较

Table 4 L-valine production of mutated strains and initial strain
Strain

Average production of L-valine /(g·L-1)
Average production of L-valine
concerning water loss /(g·L-1)

Conversion rate /%

BFS1
32.63
31.90
20.50

BFS2
37.14
32.52
21.84

BFS3
33.85
28.20
17.92

BFS4
36.55
35.25
22.70

BFS5
38.25
37.60
23.72

BFS6
36.90
34.92
22.15

BFS7
36.72
35.55
22.82

Initial strain
31.50
29.85
18.80

将培养了 12 h后处于对数期的 BFS5突变菌株和原始菌株在 100倍油镜下进行比较，如图 3所示，两菌

株菌型较大，呈八字状态，栅形分布，是对数期的典型形态，但突变菌株 BFS5菌型明显较原始菌株粗壮，这

可能和菌株发生了突变有关，和产酸结果也有一定的相关性。

图 3 (a) 突变菌株 BFS5和(b) 原始菌株菌体细胞形态对比

Fig.3 Cellular morphologies of (a) mutated strain BFS5 and (b) initial strain
3.4 菌株耐受性筛选

3.4.1 L-缬氨酸耐受性筛选结果

在缬氨酸合成途径中的第一个限速酶—乙酰乳酸合成酶受缬氨酸的反馈抑制 [12]，L-缬氨酸作为发酵产

物，在发酵液中积累到一定浓度时，会抑制菌株的生长代谢及缬氨酸的合成。据此可通过提高黄色短杆菌

耐受性使得菌株在高 L-缬氨酸浓度下保持活性，从而降低反馈抑制作用，提高缬氨酸的积累。

将 BFS5首先接入添加有 1.0% L-缬氨酸的种液培养基中培养，以原始菌株作为空白对照，考察菌种生

长情况，突变菌株生长量基本一致，选择生长量高于平均值最多的一株再接种于添加有 1.5% L-缬氨酸的种

液中培养，依次在 2.0%、2.5%、3.0% L-缬氨酸添加量的种液中进行筛选，以获得高耐受性的突变菌株，突变

菌株和原始菌株的生长量对比如图 4所示。

图 4 突变菌株耐受性实验

Fig.4 Effect of extra L-valine concentration on biomass
由图 4可知，L-缬氨酸添加量在 1.5%以下时，突变菌株与原始菌株生长情况基本一致，均在基本生长

量，即 A562=0.6以上，其中突变菌株比原始菌株高 20%左右。L-缬氨酸添加量为 2.0%时，两者生长情况区别

明显，原始菌株生长量下降约 20%，而突变菌株维持正常生长量 0.6左右，L-缬氨酸添加量增加到 2.5%时，原

始菌株基本无生长量，突变菌株生长量明显降低，说明此浓度下菌株生长受到抑制，该浓度也是菌株的耐受

阈值，而 L-缬氨酸添加量达到 3.0%时，两者均无生长量也证实了这一点。
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3.4.2 L-缬氨酸高产菌株

将筛选得到的两株目的突变株 BFS5-1 和 BFS5-2 进行摇瓶发酵实验，每株做 3 个平行样，270 r/min、
(30±1) ℃培养 60 h，其缬氨酸的产量明显高于原始菌株。检测差异显著性，总次数 N为 9，总自由度为 8(菌株

间 2+重复间 6)，实测 F值为 1210，大于同自由度 5%时的 F值(5.14)，可以判断各菌株间有显著差异。

两株突变株中，BFS5-1菌株产 L-缬氨酸的量最高，平均产酸质量浓度可达 39.95 g/L，相比同条件下原

始菌株提高了 25.50%。可见通过诱变筛选、耐受性实验能够得到 L-缬氨酸高产菌株。

3.5 突变菌株稳定性考察实验

在菌株传代培养时，诱变菌株的性状往往不稳定，为了验证得到的突变株的遗传性状是否稳定，将筛选

得到的 BFS5-1与原始菌株进行了继代遗传稳定性实验，共转接 10代，根据原始菌株的传代产酸情况，10代

以内区别基本不大，故选择 1代菌株作为空白对照，此 10代高产菌株和原始菌株检测结果如表 5所示。

表 5 高产菌株发酵产酸稳定性实验

Table 5 Production stability of mutant strain
Strain

Average production of L-valine /(g·L-1)
Average production of L-valine
concerning water loss /(g·L-1)

Conversion rate /%
Strain

Average production of L-valine /(g·L-1)
Average production of L-valine
concerning water loss /(g·L-1)

Conversion rate /%

BFS5-1-1
38.75
37.90
24.05

BFS5-1-7
39.70
39.00
24.60

BFS5-1-2
39.14
38.52
24.24
BFS5-1-8

39.63
38.90
24.46

BFS5-1-3
37.95
37.32
24.00
BFS5-1-9

40.14
39.52
24.88

BFS5-1-4
38.55
37.95
24.05

BFS5-1-10
39.85
39.20
24.62

BFS5-1-5
40.25
39.72
25.00

Initial strain
32.15
30.95
20.08

BFS5-1-6
38.90
37.92
24.10

由表 5可知，传代至第 10代时，最高产酸出现在第 5代，比原始菌株高 25.19%，糖酸转化率比原始菌株

高 24.50%，第 3代产酸最低，也比原始菌株高 18.04%，且从 10代菌株的 3项指标比较来看，高产菌株并没有

因为传代而发生菌种退化和产酸能力下降的情况，产酸量、干燥失水产酸量、糖酸转化率三者相关性一致，

据此推断是由于低能量的激光诱变产生的遗传性能稳定性增强作用。

4 结 论
激光作为一种新型诱变途径，可以通过诱发生物体产生热、压力、光、电磁场等多种效应而获得诱变菌

株 [13]，已经广泛应用于微生物遗传育种研究中，工业化生产中利用诱变菌株也已取得了显著的经济效益 [14-15]。

采用 He-Ne 激光器，对产缬氨酸的黄色短杆菌进行诱变，结果显示菌株激光诱变的最佳条件是照射强度为

15 mW，照射时间为 20 min，诱变后菌株产酸提高了 25.50%，说明低剂量激光辐射更有利于菌株诱变效果的

提高，推测这可能是由于激活了菌体合成基因、增加菌体数或者激活了菌体产生某种酶的能力 [16]，从而提高

了产酸活性。研究表明，诱变后菌株的产酸能力可以稳定遗传至少 10代，说明 He-Ne激光诱变的菌株稳定

性较好。
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