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氟氏链霉菌离子束注入突变谱的分析

刘晓秋，张国青，钱世钧"

（中国科学院微生物研究所 传感器国家重点实验室 北京 <$$$;$）

摘 要：用低能 JK 离子束注入转谷氨酰胺酶产生菌氟氏链霉菌后，通过试验，初步确定了注入的效应曲线，获得了

一系列突变菌株。提取原始菌株和突变菌株的 LJ)，采用 M0N 反应分段扩增出转谷氨酰胺酶基因进行单链构象多

态性分析（//0M），并将特异性条带克隆测序进行基因突变型的鉴定，分析离子束注入引起链霉菌基因的基因突变

类型及特点。结果显示：碱基变异的类型包括转换、颠换和缺失。在检测到的 #! 个碱基突变中，主要是碱基的置

换（;"O&P），碱基缺失的比例比较小（<#O&P）。在碱基置换中，转换的频率（&;O4P）高于颠换的频率（#(O#P）。转

换主要以 0#5，)#Q 为主，颠换以 Q#5，0#Q 为主。此外构成 LJ) 的 ! 种碱基均可以被离子束辐照诱发变异，

其中胞嘧啶发生突变的频率较高。
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近年来低能离子束作为新的诱变源越来越受到

人们的重视。离子束注入对生物体的诱变效应已被

广泛证明。低能离子注入的生物效应要比其它的诱

变源如 1 射线、!射线、激光等复杂的多，因为它在

对生物体的作用过程中不仅有能量的传递而且还有

质量沉积和电荷交换。

低能离子注入不同的生物体后发现其可导致染

色体的畸变［<，#］，裸露的单链和双链质粒 LJ) 的断

裂［4，!］以及 S<4>* 质粒 LJ) 碱基的突变［&］等。也能

对高等生物体的基因组 LJ) 造成诱变损伤，如拟南

芥［%］。谢传晓等［"］对离子束注入引起大肠杆菌细胞

内碱基的诱变类型及特点进行了报道。本试验主要

是研究离子束注入氟氏链霉菌后引起细胞内碱基突

变的类型及特点。

聚合酶链反应2单链构象多态性分析（*H-T>6+9A6
FU9,@ +69FV,H@2A,@I-6 AV+9@W FH@XH+>9V,H@ *H-T>H+*U,A>A，
M0N2//0M）是由 Y+,V9 等［;］首先建立的。它的基本原

理为，经 M0N 扩增的目的片段在变性剂或低离子浓

度下经高温处理使之解链并保证在单链状态下，然

后在一定浓度的非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳，单

链 LJ) 迁移率主要取决于 LJ) 单链所形成的空间

构象。相同长度的单链 LJ)，因其顺序或单个碱基

差异，所形成的空间构象就会不同，其在凝胶中泳动

速度不同，从而显示出带型的差异，即多态性。该项

技术已成为一种快速、敏感、筛查已知突变位点，识

别未知突变的方法，并广泛应用于多态性的分析。

转谷氨酰胺酶是一种在工业生产中尤其是食品

工业中具有广泛应用的酶制剂。微生物来源尤其是

链霉菌来源的转谷氨酰胺酶受到了人们的广泛重

视。目前工业上应用的转谷氨酰胺酶主要是通过链

霉菌发酵生产获得，价格仍然较为昂贵。人们迫切

需要通过基因工程等方法能够提高转谷氨酰胺酶的

产量及质量。

本试验采用 M0N2//0M 初筛离子注入引起氟氏

链霉菌转谷氨酰胺酶基因的变化，再通过序列测定

确定碱基变化情况，以期揭示低能离子束对链霉菌

基因诱变效应及碱基突变的类型，有助于了解离子

束诱变的分子机理。同时希望找到影响转谷氨酰胺

酶活力的关键基因位点，为进一步的基因改造提供

依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和载体：氟氏链霉菌 !"#$%"&’()$* +#,-.,$
（本实验室保存）；大肠杆菌 /*)0$#.)0., )&1. ZS<$(，

*Q=S5 为 M+H>6I9 公司产品。

!"!"# 培养基：最适培养基每升含多聚蛋白胨 #$I，
甘油 <&I，细菌培养用酵母提取物 #O&I，.#[MY! <I，



!"#$% &’("，玉米浆 &"，)* +’(。

!"!"# 试剂和仪器：,-. 提取试剂盒购于天根生化

生物有限公司。氮离子注入装置由中国科学院等离

子体物理研究所自行研制。该注入装置由离子源、

聚焦系统、质量分析、加速系统、真空系统、靶室和测

控系统等基本部分构成。工作原理为：由离子源产

生等离子体，其中的离子经引出系统引出，进入质量

分析器选择，然后在加速系统中获得能量后，即可进

行样品注入。其中真空系统是获得束线的基本保

障，聚焦系统是为控制束线而设置的。

!"$ 离子注入前样品的处理

从平板上挑取单菌落，接种到含有 (/01 最适

培养 基 的 2(/01 三 角 瓶 中，3/4 培 养 356 后，取

2/01 生长良好的菌液转移到灭好菌的 2(/01 含有

玻璃珠及 2/01 无菌水的三角瓶中，274、2//890:;震

荡培养 3/0:;。用纱布过滤，分别取滤液 &//!1 于不

同无菌平皿中涂布均匀，无菌风干。

!"# 离子注入处理

在离子注入机上，对氟氏链霉菌进行 -< 注入。

注入靶室的真空密度为 &/= 3 >?。注入能量 &/@AB 的

氮离子，注入剂量分别为 2’5 C &/&% :D;9E02，(’2 C
&/&% :D;9E02，+’7 C &/&% :D;9E02，&’/% C &/&( :D;9E02，&’3
C &/&( :D;9E02，&’(5 C &/&( :D;9E02，2’/7 C &/&3 :D;9E02。

统一设置真空处理为对照。

!"% 离子注入后的培养

离子注入后立即于超净工作台上在每个平板上

分别加入 &01 的无菌水刮洗平板。进行适当的稀

释后，取相同体积的稀释液涂布在最适培养基琼脂

平皿上，在 274培养 2F 后，长出单菌落，计数并计

算出相对存活率，存活率 G 各处理计量的单菌落数9
真空未接受离子注入处理计量的菌落数。

!"& 聚 合 酶 链 反 应’单 链 构 象 多 态 分 析（()*’
++)(）

!"&"! 引物设计：按氟氏链霉菌的转谷氨酰胺酶基

因序列（基因登录号为 ,H%32/27）分段设计引物（由

赛 百 盛 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成 ）：>?I：(JK
LMNNMLN.LN.L.NNNK3J；>?O：(JKLN.LNL..LLNM
.NN.K3J；>PI：(JKN.NL.NLN.N.N..LLK3J；>PO：(JK
MLL.NNNLLMMNMML.K3J； >EI： (JKNMN.MNMNNLLM
LL.MK3J；>EO：(JKNLMMNN.NM.N.ML.LLNK3J；>FI：

(JKLNMLL..N.MN..NNLK3J； >FO： (JKN..LL.LL
LNM.NMLNK3J； >AI： (JK.NNMMNNNML..MMMLK3J；
>AO：(JKML.LNNLL.NLLMMNK3J。

!"&"$ 基因组 ,-. 的提取及聚合酶链反应：基因

组 ,-. 提取按 QA:RA8 等［S］的方法并与试剂盒的方

法结合起来。取 &01 菌液，&////890:; 离心 &0:; 收

集菌体；用溶菌酶缓冲液（/’30DT91 蔗糖，2(00DT91
)*7’/ M8:RK*LT，2(00DT91 )*7’/ U,M.）洗涤菌体两

次，离心，弃上清；加入 2(/!的溶菌酶缓冲液，充分

混匀，加入 (/!1 溶菌酶（(/0"901），3+4条件下作

用 &6；&////890:; 离心 &/0:;，收集沉淀；加入 2//!1
的 N. 溶 液，充 分 混 匀；加 入 2/!1 蛋 白 酶 Q

（2/0"901），作用 20:;；加入 22/!1 NV 溶液，+/4条

件下作用 &/0:;；加入 22/!1 无水乙醇，充分混匀，此

时出现少量沉淀；把白色沉淀和溶液一并加入离心

柱中，&2///890:; 离心 3/R，弃液体；加入 (//!1 去蛋

白缓冲液，&2///890:; 离心 3/R，弃液体；加入 +//!1
漂洗 缓 冲 液，&2///890:; 离 心 3/R，弃 液 体；加 入

(//!1 漂洗缓冲液，&2///890:; 离心 3/R，弃液体；把离

心柱在 &2///890:; 条件下离心 20:;，除去多余的液

体；把离心柱放于一个新的 A))A;FD8W 管中，加入 S/!1
洗脱缓冲液，室温放置 (0:;，&2///890:; 条件下离心

20:;；把离心下来的液体再次放入离心柱中，放置

20:;，&2///890:; 离心 20:;，得到的液体为 ,-. 溶液。

以原始菌株和诱变菌株的 ,-. 为模板，进行

>LO 反应，分别以 >?I（ >PI，>EI，>FI，>AI）和 >?O
（>PO，>EO，>FO，>AO）为上下游引物，以提取的基

因组 ,-. 为模板进行 >LO 反应。反应条件：S%4
(0:;；S%4 3/R，(74 3/R，+24 3/R，循环 3( 次。反应

产物采用 7X非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定。

!"&"# 单链构象多态性分析（##L>）：取 >LO 产物

与上样缓冲液（S/X甲酰胺，/’(X二甲苯青，/’(X
溴酚蓝，2/00DT91 )* 7’/ U,M.）混匀，沸水浴 70:;，

立即K 2/4冰浴 30:;，取混合物上样。电泳条件：中

性非变性聚丙烯酰胺凝胶，垂直电泳槽，/’( C MVU
电泳缓冲液，&/4下 &3Y9E0 恒压电泳，银染显色。

染色方法如下：将胶浸入 &/X 乙醇固定 50:;，&X
*-$3 氧化 30:;，双蒸水漂洗 2 次，每次 &0:;，/’&X

."-$3 染色 &/ Z &(0:;。双蒸水快速漂洗 & 次。用

2’(X无水碳酸钠和 /’/2X 甲醛水溶液进行显影。

显影至条带清晰，双蒸水漂洗 & 次，时间 &0:;。加入

&/X冰乙酸终止显色 20:;，双蒸水漂洗 20:;。

!", 测序分析

回收在 ##L> 中发现单链构象改变的 >LO 产

物，利用 MK. 配对连接到 )NU!M 载体，测序工作由

上海基康生物技术有限公司完成。

552 1[\ ]:?DK^:_ !" #$ ‘ 9%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（2//+）%+（2）



! 结果

!"# 筛选标准的建立

对离子注入后的菌株进行筛选时，人为规定转

谷氨酰胺酶活力高于对照 !"#的突变株称为正突

变，而低于 !"#的菌株称为负突变，在 $ !"#之间

作为未突变。

!"! 离子束辐照效应曲线

将不同注入剂量的菌膜洗脱后在平板培养基上

作存活率比较，得到离子束辐照效应曲线（图 !）。

它的存活曲线呈现出特异的双峰。

图 # #$%&’ 能量不同剂量下的存活率

%&’( ! )*+ ,-./&/01 .02+ 34 !"#$%"&’()$* +#,-.,$ 5&2* /0.&3-, 67

&8910:2+; ;3,+ &: !"<+= +:+.’>(

!"( )*+,--*) 检测结果

提取突变菌株和原始菌株的 ?6@，以 ?6@ 为

模板，分别以 A0%，A0B；AC%，ACB；AD%，ADB；A;%，

A;B；A+%，A+B 为引物进行 AEB 反应，分段扩增得到

转谷氨酰胺酶基因。AEB 产物进行 FFEA 分析（图 G）。

图 ! )*+,--*) 筛选碱基变异突变体

%&’(G FD.++: 2*+ 8-20:2, C> AEBHFFEA( I0:+ !，D3:2.31；I0:+ G，J，K，

L，!K &, 2*+ 8-20:2, 5&2*3-2 C0,+ D*0:’+ 3: 2*+ )M0,+ ’+:+；I0:+ N，O，P，

!"，!!，!G，!J，!N，!O，!L，!P，G" &, 2*+ 8-20:2, 5&2* C0,+ D*0:’+ 3: 2*+

)M0,+ ’+:+(

!". 测序分析结果

!"."# 离子束注入引起的碱基变异和氨基酸序列

的改变：经过上述方法发现单链构象发生改变的

AEB 产物，回收连接到 9MQR) 载体进行测序。其造

成的基因碱基变异和氨基酸序列的改变如表 ! 所

示，其中 !O，O"，K"，G"J，GJP，O"! 号突变体的酶活较

原始菌株高，但存在回复突变的现象。

表 # 离子束注入造成 /012& 基因碱基的变异和

相应的氨基酸序列的改变

)0C1+ ! R-202&3:, &;+:2&4&+; &: 2.0:,’1-208&:0,+ ’+:+

042+. .0;&02&3: 34 67 &3:
63( 34 8-20:2, E3;3: 0:; 08&:3 0D&; D*0:’+

!O LGO PSJ

EME—E@E，E@ @—EE@

@.’HT&,， M1:HA.3

O" !G !!O LJK

M@E—M@) E@M—)@M E ;+1+2&3:

@,9—@,9 M1:—F29

K" JOJ

M@E—MME

@,9—M1>

!J !KP

KG @MM—MMM，@ME—@M)，

@.’—M1> @.’—@.’

!OO JJK

@)E—@))

U1+—U1+

G"J KLN

E ;+1+2&3:

GJS L

M@E—)@E

@,9—)>.

GJP !；G

E)MHMEM

I+-—@10

NSO J， L!N， LGJ， PSL

E)M—E)) @M@—@MM EEM—EE@ E 缺失

I+-—I+- @.’—@.’ A.3—A.3

O"! !G !!O KP" L"S LJN

M@E—M@) E@M—)@M MME—MMM @@M—@@@ MEE—MME

@,9—@,9 M1:—F29 M1>—M1> I>,—I>, @10—M1>

O"G !!L

E@M—E@)

)*.—)*.

!!J" GJO

@@@—M@@

I>,—M1-

!"."! 离子束注入氟氏链霉菌后造成碱基突变的

类型及特点：转谷氨酰胺酶产生菌在 67 辐射后，通

过 AEBHFFEA 筛选得到的 !G 个碱基变异样品中，通

过测序验证共检测出 GN 个碱基的变异。碱基变异

的类型包括转换、颠换和缺失，未检测到碱基的插入

和重复。在检测到的 GN 个碱基突变中，主要是碱基

LKG刘晓秋等：氟氏链霉菌离子束注入突变谱的分析 ( V微生物学报（G""L）NL（G）



的置换（!"#$%），碱基缺失的比例比较小（&’#$%）。

在碱基置换中，转换的频率（$!#(%）高于颠换的频

率（’)#’%）。转换主要以 *!+，,!- 为主，颠换以

-!+，*!- 为主。此外构成 ./, 的 0 种碱基均可

以被离子束辐照诱发变异。胞嘧啶发生突变的频率

要 高 一 些（ 占 $1%），其 次 为 -（ ’$%） 和 ,
（’1#!%），+（0#’%）的突变率最低（表 ’）。

表 ! 离子束注入诱发转谷氨酰胺酶基因突变的类型及特点

+2345 ’ +65 7895 2:; <62=2<75=>?7>< @A BC727>@:? >: 7=2:?D4C72B>:2?5

D5:5 2A75= =2;>27>@: 38 /E >@:

+895 @A BC727>@: /CB35= @A @<<C==5:<5 F=5GC5:<8H%
I2?5 JC3?7>7C7>@: ’& !"#$

+=2:?>7>@: &0 $!#(
,!- 0 &K#"
-!, ( &’#$
* !+ K ’$
+ !* & 0#’

+=2:?L5=?>@: " ’)#’
,!* & 0#’
*!- ( &’#$
-!+ ( &’#$

I2?5 ;5457>@:
M * ( &’#$
+@724 ’0 &11

" 讨论

离子注入技术是 ’1 世纪 !1 年代兴起的一种材

料表面处理技术。离子束诱变常用的离子为 /E ，

NE ，,=E 。普遍认为 /E 的诱变效率最高，NE 次之，

,=E 的诱变效率最低。因为 / 为组成 ./, 碱基的

重要元素之一，/E 离子注入不仅可以直接引起碱基

分子结构的变化，还可以参与细胞的重组和修复，产

生的诱变突变较多，因此常用于微生物和植物诱变

育种。所以本试验采用 /E 离子注入。

本试验中离子束辐照效应曲线呈现特异的双

峰，这种特异的存活曲线图不同于紫外线和!O射线

等其它射线辐照生物有机体后呈现“肩型”或“直线

型”的存活剂量关系。与曾报道过的离子束诱变典

型的“马鞍型”曲线也不完全相同［&1，&&］。但人们在用

离子束诱变黑曲霉过程中出现过类似曲线［&’］。尽

管“双峰曲线”与“马鞍型”曲线不同，但是它能够反

映离子束这种特异的诱变源所具有的独特的诱变效

果，即出现反常损伤，这也进一步证实离子束在诱变

机理上不同于其它的辐射诱变源［&’］。离子束注入

针对不同生物体所起的作用有所不同，关于其具体

机制有待进一步的实验阐明。

本文主要分析离子束注入氟氏链霉菌后引起转

谷氨酰胺酶酶活及相应基因水平的变化。首先用

P*QOJJ*P 方法初筛离子束注入引起转谷氨酰胺酶

基因碱基变化的突变体，进一步通过测序确定突变

的碱基，分析了离子束注入引起氟氏链霉菌基因突

变的类型及特点。碱基变异的类型包括转换、颠换、

缺失等。在检测到的 ’0 个碱基突变中，主要是碱基

的置换（!"#$%），碱基缺失的比例比较小（&’#$%）。

在碱基置换中，转换的频率（$!#(%）高于颠换的频

率（’)#’%）。此外构成 ./, 的 0 种碱基均可以被

离子束辐照诱发变异，胞嘧啶发生突变的频率要高

一些。与杨建波等［$］体外诱变 R&(B9 质粒 ./, 碱

基突变的结果类似，但也有不同，主要是颠换类型及

比例不同。本试验发生缺失的比例高，而且碱基缺

失的类型也不同。通过分析突变位点周边的序列，

并没有发现突变热点。

胞嘧啶第四位上的碳发生脱氨作用可转化成尿

嘧啶类化合物，并和腺嘌呤错配，从而在下一轮的复

制中发生 *O+ 转换。如果被辐照的 ./, 是双链结

构，与胞嘧啶对应的鸟嘌呤可在理化因素的诱导下

转变成 !O羟基鸟嘌呤，顺式的 !O羟基鸟嘌呤能够和

鸟嘌呤错配，最终发生 *O- 颠换。,O- 的转换是因

为腺嘌呤脱氨基后形成的次黄嘌呤（N）和胞嘧啶错

配的结果。这种转换在传统的电离辐射对 ./, 的

直接诱变中出现较少。由于离子束诱变相对于传统

的电离辐射（"射线，!射线）或非电离辐射（紫外

线）能够比较有效的诱发 *O+，,O- 转换。这和离子

束直接诱变 ./, 的情况类似［$］。由于 *O+，,O- 转

换都是有基团脱落引起的，再次佐证了离子束辐照

引起 ./, 诱变损伤的重要形式为基团的脱落。

由于离子束是一种荷能的带电粒子，除了具有

能量的沉积作用外，还表现有质量的沉积、掺杂以及

电荷的交换［&(］。这些作用的结合，将有可能使生物

靶分子（如 ./,）产生链的断裂，基团的脱落或与注

入的离子发生新的键合取代和置换，从而造成多种

多样的碱基损伤和修饰。SC 等［&0］在研究离子束辐

照酪氨酸分子所造成的损伤时发现，注入氮离子发

现有取代酪氨酸分子中的 T *N—并形成杂环化合

物的现象，这给离子束对生物靶分子的掺杂和修饰

提供了一个佐证。总之离子束诱发碱基变异的机理

很复杂，还有很多不明之处。

离子束注入具有突变率高，突变谱广的优点，容

易获得酶活力高的突变菌株。但是回复突变比较普

遍，要筛选到稳定的突变株需要的工作量也是巨大

的。我们通过 P*QOJJ*P 和测序反应相结合，在分

!K’ UVW X>2@OG>C !" #$ Y H%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（’11"）0"（’）



析离子束注入引起链霉菌基因突变的类型和特点的

同时，了解了一些转谷氨酰胺酶酶活力高的突变体

其相应的碱基的变化，为后续采用分子生物学的手

段如基因定点突变等方法改造基因、提高酶活力、得

到稳定突变株提供了依据。
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