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重离子束在微生物诱变育种及生物能源开发中的应用*
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摘暋要:作为一种新型的辐射诱变源,重离子束在辐射诱变育种中的优越性已经显现。在此基础上

综述了重离子束用于微生物诱变育种的基本原理、独特优点、所取得的成果及研究进展,并对其在

新型生物能源开发中的潜力进行了展望。
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1暋引言

20世纪初,DeVries(1904)提出了辐射诱发突

变的利用,至今己有上百年的历史。多年来,传统

辐射育种手段主要是基于紫外线、X 射线、毭射线

和激光等常用的物理诱变源,由于这些诱变源的反

复利用,许多工业菌株都对其产生了耐受性[1]。辐

射诱变的机理一般被认为是基因重组或染色体发生

断裂而导致的基因突变或染色体畸变,具有不可控

制性、诱变谱狭窄和诱变能力低等缺点,因此传统

诱变源已展现出其局限性,若要开发新的具有较好

性能的实用突变体,则须寻找新的诱变源。

暋暋重离子辐照诱变育种技术的开展弥补了这一缺

点,为辐照育种研究注入了新的活力。重离子束特

别是低能碳、氮离子束对微生物与植物种子有很强

的致突变作用,将其应用于微生物及植物诱变育种

研究已取得了巨大的经济与社会效益[2,3]。

2暋重离子束辐照微生物诱变育种的理
论基础

2.1暋重离子束的特点及其在辐照育种中的优势

暋暋与传统的诱变源相比,重离子束具有以下重要

特点:(1)传能线密度(LET)大,能在生物介质中

产生高密度的电离、激发、能量和质量沉积,造成

生物介质的损伤,易于突变体的形成;(2)能量沉

积过程中,在其射程末端存在一个尖锐的能量损失

峰,即Bragg峰,使得生物样品的局部受损,这种

局部受损的位置可随离子能量的高低而变化,是选

择可控的,有利于宏观定点、定位诱变,实现定向

育种[4];(3)损伤后修复效应小,可产生大量的突

变且突变体稳定快;(4)相对生物学效应(RBE)高,
因此突变体的产生效率高且突变谱广。

暋暋重离子束与生物体相互作用时,在引起受体细

胞表面受损穿孔,细胞膜透性和跨膜电位改变的同

时,导致受体DNA 损伤,激活受体细胞的修复机

制,有利于外源基因主动进入受体细胞并与受体

DNA进行重组和整合[5],以提高外源基因导入率,
克服转基因沉默并延长表达时间。同时,重离子束

介导外源基因不必通过与载体重组这一中间环节,
而且可以转导大片段 DNA 甚至全 DNA ,这就简

化了步骤,可以缩短周期和降低成本[6]。

暋暋此外,重离子参数多样,采用不同质量数、电

荷数和不同能量的重离子束,对生物体系做不同方

式处理,可获得多种不同需求的突变体,有利于拓

宽突变谱,提高突变率,特别是在兰州重离子研究

装置(HIRFL)的冷却储存环(CSR)建成出束后,可

供选择的重离子及其能量的范围将更为广阔。

2.2暋重离子束诱变育种的基本原理及过程

暋暋重离子与生物体系相互作用是一个复杂的过

程。从离子注入到终点生物学效应,经历物理、化
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学和生物学3个阶段,从微观生物分子损伤到宏观

性状的表现,其效应不断被放大。在此过程中离子

束将同生物细胞的电子和原子发生相互作用。起

初,入射离子的能量较高,主要同生物细胞中的分

子和原子发生非弹性碰撞,使生物分子发生电离或

激发,产生电离损伤[7];随着离子能量的不断损失,
当能量小于0.1MeV/u时,主要表现为与原子核

的弹性碰撞,导致原子移位,留下空位和断键;随

着入射离子的进一步前进,离子能量的传递、原子

的电离及入射离子的沉积,其与靶分子所交换的能

量急剧地被释放出来,由此形成一个电离密度相对

较高的能量损失峰,离子迅速慢化、沉积下来,与

生物碱基[8]、氨基酸[9]以及生物体组织中的某些成

分[10]发生反应,产生新的化合物;同时还引发生物

细胞表面的二次粒子和电子溅射,造成细胞表面的

穿孔效应,有利于后续离子对细胞的直接刻蚀,最

终导致DNA损伤和生物体变异[11,12]。重离子束对

生物体的作用是集动量传递[13]、能量及质量沉

积[14]、电荷中和与交换[15]于一体的联合作用。

2.3暋辐照剂量选择

暋暋经离子束辐照后,微生物群体的存活率随辐照

剂量的增加呈现先减小后增加又减小的马鞍型剂

量灢效应曲线,这是重离子所特有的质量沉积效应

的体现。并认为质量沉积产物对菌种的生长和修复

产生刺激效应[16,17],从而导致菌种的存活率在注

入剂量的一定范围上升,然后又下降,形成“马鞍

型暠曲线,并且菌种的修复出错使得其突变率大大

提高,尤以曲线峰值区域的突变率为高,为此选择

存活曲线峰值区域所对应的注入剂量为诱变育种的

最佳注入剂量。存活率与剂量的关系式如下[18]:

S=exp{-P [毩D +毬D2-毭D3exp(-kD)]},
(1)

式中,S 为微生物群体的存活率(%),D 为辐照剂

量(Gy),其他符号参见参考文献[18]。

暋暋大量的研究表明,在群体生物学上重离子束诱

变引起的遗传变异效率在10%—20%[19],并以存

活率在25%—30%时正突变率为高[20]。

3暋重离子束辐照微生物诱变育种的研

究进展

暋暋自1994年报道了离子注入链霉菌的诱变效应

以来,我国在这一领域的成果不断。尤其是以中国

科学院等离子体物理研究所和中国科学院近代物理

研究所为首的科研人员,就离子束对微生物体的诱

变机理及其生物效应进行了深入的研究探讨,将其

应用于工业菌种的改良上,取得了理想的成果。

暋暋在抗生素药物方面,颉红梅等[21]用40Ar14+ 离

子辐照庆大霉素产生菌绛红小单孢菌,所得突变株

的正变率为 69.1%,效价从 1150 mg/l提高到

3580mg/l;陈暋宇等[22]用40—60keV、剂量1暳
1011—5暳1014ions/cm2的 N+ 离子注入红霉素产生

菌,经筛选得到了高产突变菌株,摇瓶发酵后表明

其产量提高了20%;赵洪英等[23]用30keV,剂量

1.0暳1015—5.0暳1016ions/cm2的 N+ 离子注入庆

大霉素产生菌成熟孢子后,经筛选得到高产抗生素

突 变 菌 株, 摇 瓶 发 酵 表 明 其 产 抗 力 提 高 了

27.39%;向暋砥等[24]用离子注入选育高产壮观链

霉菌,初步实验结果其效价较出 发 菌 株 提 高 了

102.3%。

暋暋在酶制剂方面,杨立峰等[25]利用 N+ 离子注入

天冬氨酸转氨酶高产菌株进行诱变选育,在20keV
和15暳1014ions/cm2的注入条件下,得到一株酶高

产菌株,其转化苯丙氨酸的产量达17.10g/l,比出

发菌株提高23.76%,且遗传稳定性较好;吴庆勋

等[26]通过 N+ 离子注入米曲霉 WJ0521,筛选得到

两株氨肽酶活力提高了30%的高产菌株 M60灢5灢13
和 M80灢10灢7,经多次传代实验表明两菌株遗传稳定

性良好,对 M80灢10灢7 的发酵条件初步优化后,进

一步使产酶水平提高了77.5%。

暋暋重离子辐照诱变微生物菌种改良在色素[27]、油

脂[28]和多糖的生产中取得了比较理想的效果。尤其

值得一提的是,袁成凌等[29]利用低能重离子对花生

四烯酸(AA)产生菌进行诱变筛选,得到一株花生

四烯酸高产菌株,其中,菌体油脂含量达33.8%,

AA含量占菌体油脂总含量的52.36%,比对照组

提高了126.2%,是美国专利水平的2.5倍。

4暋以重离子束微生物诱变育种为依托

的生物能源开发

暋暋生物能源即以生物质为前体,通过一定生物、
化学手段对其进行加工转换,而得到的新型二次能

源,其主要形式有生物柴油和燃料乙醇。生物能源

作为一种新型的可再生资源,在增加能源供给的同
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时,以其污染小、利用率高、再生性强的特点,备

受人们的青睐。

暋暋近年来科学家发现,一些产油微生物也能合成

油脂,其脂肪酸组成和一般植物油相近,以C16和

C18系脂肪酸为主,如油酸、棕榈酸、亚油酸和硬

脂酸,这些脂肪酸经转酯化即可得柴油。另外,最

新研究表明,有些微生物油脂发酵能高效利用纤维

素和半纤维素水解得到的所有碳水化合物,包括五

碳糖和六碳糖[32],实现“全糖转化利用暠。这为微生

物生物柴油的生产提供了坚实的理论依据。受中国

科学院“西部之光暠人才培养项目、中国科学院近代

物理研究所所长基金项目等的资助,中国科学院近

代物理研究所生物物理课题组在该领域开展了一些

探索性的研究工作:主要是以重离子辐照微生物诱

变育种技术为依托,利用 HIRFL产生的重离子束

进行产能微生物菌种的改良,筛选油脂含量高和原

料利用谱广的超级产油菌株,以用于微生物油脂生

产,并通过转酯化生产生物柴油的探索性工作。

暋暋此外,在燃料乙醇的产业化研发方面,中国科

学院近代物理研究所与“白银中科天添生物科技有

限公司暠合作,利用重离子辐照微生物育种技术培

育出了耐高温、耐酒精的酒精发酵新菌种;同时开

展的甜高粱燃料乙醇联产产业化研发项目也取得了

实质性的进展。通过重离子辐照诱变育种对甜高粱

进行品种改良,筛选出了4个优良品系,使其含糖

量大幅度提高,达24%以上。通过甜高粱榨汁,利

用培育出的耐受性酒精酵母新菌种直接发酵,生产

燃料乙醇,得到9%以上的酒份,使发酵时间大大

缩短,仅为粮食(如玉米)生产燃料乙醇发酵时间的

1/4。这项工艺对推广燃料乙醇,节约能源、提高设

备利用率和降低建设资金具有重要的现实意义。

暋暋随着世界石油资源的日益紧缺,多渠道多角度

地思考与开发环境污染小、能源利用率高的新型能

源已迫在眉睫。微生物资源丰富、原料来源广泛、
可塑性强,若能充分发挥重离子束在微生物诱变育

种上的优越性,并以此为依托,结合细胞融合、基

因重组等基因工程、代谢工程的方法对微生物菌种

进行改良,将在开发新型生物能源、改善环境、解

决能源危机方面,发挥巨大的作用。
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ApplicationofHeavyIonBeamstoMicrobialMutationBreeding
andExploitationofBiologicalEnergy*

LIRen灢min1,2,1),WANGJu灢fang1,LIWen灢jian1

(1InstituteofModernPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China;

2GraduateSchoolofChineseAcademyofSciences,Beijing100049,China)

Abstract:Asanewradiationsource,heavyionbeamshavedemonstratedtheoutstandingadvantagein
mutationbreeding.Basedonthisbackground,thebasicprincipalanduniquepeculiarityofheavyion
beams,theachievementandtheprogressintheresearchofmicrobialmutationbreedingarereviewedin
thepaper.Thepotentialapplicationofheavyionbeamstonewbiologicalenergyisalsoprospected.
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