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　60CoΧ射线对辅酶Q10产生菌
　三孢布拉氏霉的诱变选育
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　　[摘　要 ]　采用不同剂量的60CoΧ射线对辅酶Q 10产生菌——三孢布拉氏霉JSF4 菌株的孢子进行处理。结果表

明, 诱变剂量1. 5 kGy 对孢子的致死率为85% , 具有较好的诱变效果。经复筛, 分离得到了1 株F423 菌株, 其发酵平

均单位达 24. 766 m göL , 较出发菌株提高了 76% , 且该菌株遗传性状稳定。
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　　辅酶Q 10 (coenzym e Q 10, CoQ 10) 别名泛醌, 为脂

溶性醌类化合物, 在动植物和微生物细胞内可与线

粒体内膜相结合, 是呼吸链中重要的递氢体[1 ] , 具有

重要的生理和药理作用, 可用于治疗心脏疾病、坏血

病、高血压、十二指肠溃疡、胃溃疡、坏死性牙周炎及

病毒性肝炎等[2 ]。

制备辅酶Q 10多采用生物提取法、微生物发酵法

及化学合成法等[3 ] , 其中微生物发酵法在近几年发

展较快, 该法具有原料来源丰富、反应条件温和、产

品生物活性好等优点, 是最具发展潜力的生产方法。

目前, 国内采用发酵法生产辅酶Q 10的产量普遍较

低, 其原因在于菌种发酵能力较弱, 因此高产菌的选

育是发酵法生产辅酶Q 10面临的首要问题。采用三孢

布拉氏霉发酵制备辅酶Q 10的研究在国内外尚未见

报道, 本研究采用60CoΧ射线诱变三孢布拉氏霉

JSF4, 以期获得能提高辅酶Q 10产量的新菌种。

1　材料与方法

1. 1　菌　种

　　三孢布拉氏霉B lakeslea trisp ora JSF4, 由江苏

省微生物研究所提供。

1. 2　培养基

1. 2. 1　孢子斜面和平皿分离培养基　PDA 培养

基。

1. 2. 2　种子培养基　内含淀粉 40 göL , 葡萄糖 20

göL , 玉米浆 50 göL , KH 2PO 4 1 göL , M gSO 4 0. 1

göL ,V B 1 0. 01 göL , pH 6. 4。

1. 2. 3　发酵培养基　淀粉 20 göL , 黄豆饼粉 40

göL , 玉米浆 30 göL , KH 2PO 4 1 göL , M gSO 4 0. 1

göL ,V B 1 0. 01 göL , 大豆油2. 5 göL , pH 6. 7。

1. 3　60CoΧ射线诱变方法

1. 3. 1　单孢子悬液的制备　将三孢布拉氏霉接种

于PDA 斜面上, 27 ℃培养5 d, 待孢子成熟后, 用pH

6. 0 的磷酸缓冲液洗下孢子, 移入装有无菌玻璃珠

的三角瓶中, 振荡30 m in, 使孢子分散活化。用灭菌

脱脂棉过滤, 制备单孢子悬液, 并稀释至106ömL。

1. 3. 2　诱变处理　将制备好的单孢子悬液5 mL 放

入试管中, 用60CoΧ射线 (钴源为无锡市锡城辐照科

技有限公司提供) 照射, 剂量分别为 0. 8, 1. 5 和 2. 5

kGy。将诱变完毕的孢子悬液作一定梯度的稀释, 然

后分别涂布于平皿分离培养基上, 于 27 ℃下培养 4

～ 5 d 后, 进行单菌落的突变株筛选。

1. 4　突变株筛选

1. 4. 1　摇瓶初筛　将诱变后分离出的单菌落传代

于斜面培养基上进行扩大培养, 再分别接入种子培

养基 (装液量200 mL öL ) , 于27 ℃和210 röm in 条件

下振荡培养 42 h, 以体积分数 15% 的接种量转入发

酵培养基 (装液量80 mL öL ) 中, 再于27 ℃和220 rö

m in 条件下振荡培养72 h, 以发酵菌体中辅酶Q 10的

产量作为筛选标准。

1. 4. 2　复　筛　挑选一定量的初筛最佳菌种, 接种

于摇瓶中进行复筛, 复筛条件及方法同初筛。
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1. 5　菌体中辅酶Q 10的分离测定

从发酵液中过滤出菌丝体, 将其移入250 mL 平

底烧瓶中, 加入抗氧化剂、甲醇和少量蒸馏水混匀,

90 ℃回流 30 m in [4 ] , 迅速冷却, 用石油醚萃取 3 次,

合并萃取液进行减压浓缩。采用薄层层析分离浓缩

液中的辅酶Q 10, 并用紫外分光光度法[5 ]测定辅酶

Q 10的含量。

1. 6　遗传稳定性试验

将复筛得到的菌株连续传代 4 次, 每代均经摇

瓶发酵后测定辅酶Q 10的产量, 重复3 次。

2　结果与分析

2. 1　60CoΧ射线对三孢布拉氏霉孢子的致死效应

用不同剂量的60CoΧ射线处理三孢布拉氏霉孢

子, 其致死率随诱变剂量的加大而升高, 当诱变剂量

分别为 0, 0. 8, 1. 5 和 2. 5 kGy 时, 对三孢布拉氏霉

孢子的致死率分别为0, 68% , 85% 和95%。

2. 2　60CoΧ射线对诱变菌株辅酶Q 10产量的影响

将不同剂量60CoΧ射线辐射处理过的孢子稀释

成不同浓度, 分别涂布于平皿分离培养基上, 于 27

℃培养 4～ 5 d 后观察平板分离结果可知, 绝大部分

单菌落的形态无明显变化, 有少部分出现颜色深浅

不同及菌丝较出发菌株更稠密或更疏松的现象。从

各处理组合中分别挑取一定数量的单菌落进行摇瓶

初筛。以出发菌株JSF4 的辅酶Q 10产量作对照, 统计

不同剂量的诱变菌株对辅酶Q 10的合成能力, 制成辅

酶Q 10产量提高分布图 (图1)。由图1 可以看出, 用1.

5 kGy 剂量的60CoΧ射线处理时, 诱变菌株的辅酶

Q 10平均产量提高幅度明显高于其他剂量处理, 表明

用该剂量诱变三孢布拉氏霉的正突变率最高。

从各诱变组合中挑辅酶Q 10产量较高的菌株, 经

多次摇瓶复筛确认, 其产量高于对照菌株 50% 的突

变菌株见表1。由表1 可知, F423 菌株的辅酶Q 10产量

最高, 达到 24. 766 m göL , 较出发菌株JSF4 的产量

14. 048 m göL 提高了76. 30%。

图 1　经60CoΧ射线诱变的三孢布拉氏霉菌株辅酶Q 10产量的提高幅度分布

F ig. 1　D istribu tion of the imp rovem ent of B lakeslea trisp ora m utan tsπCoQ 10 p roduction by　60CoΧ radia t ion

表 1　辅酶Q 10产量较高的三孢布拉氏霉诱变菌株的复筛结果

T able 1　R esu lts of re2screen ing yield fo r B lakeslea trisp ora m utan ts

菌株编号
Strain

复筛结果ö(m g·L - 1)
Resu lt of re2screen ing yield

1 2 3

平均ö(m g·L - 1)
A verage

较JSF4 提高比例ö%
Imp rovem ent

F423 24. 838 24. 259 25. 200 24. 766 76. 30

F429 23. 967 23. 878 24. 532 24. 127 71. 74

F4256 23. 006 23. 797 22. 538 23. 114 64. 54

F428 21. 692 21. 120 22. 321 21. 711 54. 55

F4217 21. 173 21. 390 21. 743 21. 435 52. 58

F4216 21. 440 20. 923 21. 679 21. 347 51. 96

JSF4 14. 039 14. 354 13. 750 14. 048
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2. 3　F423 菌株的遗传稳定性试验

将F423 菌株接种于PDA 斜面并连续传代4 次,

每代分别摇瓶发酵后测定其辅酶Q 10产量, 结果见表

2。表2 表明, F423 菌株各代的辅酶Q 10产量差别不很

明显, 证明经60CoΧ射线诱变获得的突变菌株的性状

能稳定遗传。
表 2　F423 菌株的遗传稳定性试验结果

T able 2　R esu lts of genetic stab ility of F423 m göL

重复
Experim en t

传代次数 Passage

1 2 3 4

1 24. 838 23. 976 22. 930 24. 893

2 24. 259 24. 210 23. 896 23. 755

3 25. 200 25. 010 25. 350 23. 663

平均A verage 24. 766 24. 399 24. 059 24. 104

3　讨　论

发酵法生产辅酶Q 10大都采用细菌 (如脱氮副球

菌、类球红细菌、放射型根瘤菌等)、酵母 (如黄色隐

球酵母、热带假丝酵母属等) 或霉菌, 国内有关辅酶

Q 10高产菌选育的研究报道较少。潘春梅等[6 ]采用

UV 和N T G 对放射型根瘤菌进行复合诱变, 其辅酶

Q 10 产量提高了 37% ; 刘克衫等[7 ]用N T G 对根癌土

壤杆菌进行诱变, 辅酶Q 10产量提高了26% , 达15. 46

m göL ; 本研究采用60CoΧ射线对三孢布拉氏霉进行

诱变, 筛选得到 1 株突变菌株F423, 其辅酶Q 10产量

较出发菌株提高了 76% , 发酵平均单位达24. 766

m göL。
三孢布拉氏霉为单细胞多核丝状真菌, 每个孢

子中含有4～ 5 个细胞核, 给高产菌种的筛选带来极

大困难。本研究采用 1. 5 kGy 的60CoΧ射线进行诱

变, 取得了较满意的诱变效果, 且突变株遗传性状稳

定。这可能是高能量的60CoΧ射线诱变使三孢布拉

氏霉的多核体细胞发生了单核化[8 ] , 因此提高了筛

选几率。

本试验结果表明, 对丝状真菌来说, 菌丝稠密的

单菌落具有较好的辅酶Q 10合成能力, 这方面的结果

还未见报道, 其原因有待于进一步探讨。
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Stud ies on the screen ing of m u tan t of B lakeslea trisp ora on

CoQ 10 induced by　60CoΧ rad ia t ion
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Abstract: T he spo re su spen sion of B lakeslea trisp ora w as trea ted w ith differen t do sages of　60 Co

irrad ia t ion. T he study show ed that w hen 1. 5 kGy m u tagen ic do sage w as p rovided, 85% of the spo res d ied,

resu lt ing in a good m u tagen ic effect. By re2screen ing, a m u tan t F423 w as ob ta ined. Compared w ith the

paren t st ra in, its p roduct ion of CoQ 10 reached 24. 766 m göL , and the increase ra te w as 76% , and its genet ic

character w as stab le.

Key words:　60CoΧ rad ia t ion; coenzym e Q 10; B lakeslea trisp ora
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