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磁场条件下Fe2+对产聚唾液酸大肠杆菌的诱变选育
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合肥230031;3.淮南新能源研究中心,安徽 淮南232001)

  摘 要:以产聚唾液酸(polysialicacid,PSA)的大肠杆菌(Escherichiacoli)为出发菌株,在磁场条件下利用

Fe2+对该菌种进行多轮诱变选育,获得具有高产性能的诱变菌株,在5L发酵罐进行发酵验证.结果表明:在0.5T
磁场条件下,Fe2+的最佳诱变质量浓度为90mg·L-1;经过5轮诱变和选育,PSA的摇瓶发酵水平从1.09g·L-1

提高到2.24g·L-1;5L发酵罐发酵水平从4.79g·L-1提高到9.22g·L-1,产量提高了92%.
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聚唾液酸(polysialicacid)是N-乙酰神经氨酸(N-Acetyl-D-neuraminicacid,NeuAc)以α-2,8和(或)α-
2,9键连接的同聚物[1],是少数细菌的荚膜多糖的主要组分.1957年,Barry和Goebel首先在E.coliK235
中发现聚唾液酸[2],后来人们相继在大肠杆菌其他菌株中发现聚唾液酸,如K1,K92等.NeuAc是细胞信息

传递的第一接触位点[3],且其分子结构具有多样性,因此NeuAc参与细胞识别、信号转导、肿瘤发生、受精等

多个生理过程[4-8].此外,NeuAc能调节IgG的抗炎活性,增强婴幼儿免疫力,影响神经细胞的完整性、渗透

性及活性,促进婴儿大脑的发育[9-12].2016年2月,美国FDA通过了丹麦Glycom公司提交的N-乙酰神经

氨酸GRAS评估;2017年6月,欧盟食品安全委员会通过了丹麦Glycom公司提交的N-乙酰神经氨酸No-
velFood安全性评估;2017年5月31日国家卫计委审核并批准了乳木果油等10种原料作为新食品原料使

用,其中包含发酵来源的N-乙酰神经氨酸.目前NeuAc逐步开始应用于食品、化妆品及医药领域,NeuAc的

来源越来越受到人们的关注.
目前,利用大肠杆菌发酵生产聚唾液酸的发酵水平较低,约为5~6g·L-1[13-14],发酵生产成本较高,

限制了NeuAc的应用.本研究利用新型的菌种诱变技术对产PSA的大肠杆菌进行诱变改造,以提高菌种产

PSA的水平,以期实现产业化.近年来,磁场对生物体的作用引起科研人员的关注[15].2000年,Zmys'lonyM
等发现,7mT磁场与Fe2+共同作用会对小鼠淋巴细胞的DNA造成损伤[16].2003年,杨生玉等以 Norcar-
diasp.HD9611作为出发菌株,研究双向联合磁场处理在诱变育种中的増变作用,发现联合诱变处理后的

菌株比出发菌株酶活性提高了37.9%,据此推测,磁场可能弥补单一诱变因子多次诱变产生的“热点”饱和,
及DNA分子对某些因子的不亲和性,从而产生增变效应,提高突变率[17].本实验室对磁场作用下的Fe2+对

菌种诱变的研究,并设计了一种自动磁场诱变机[18].
本实验保藏有一株产聚唾液酸的菌株PSA-W286,该菌是E.coliK235通过紫外、化学诱变、离子束诱

变等手段处理后获得,PSA发酵水平相对于原始菌种有提高.本研究利用磁场和Fe2+的共同作用进一步提

高该菌种的产量水平,以期获得可以用于工业化的生产菌株.
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1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 菌 种

大肠杆菌PSA-W286,本实验室诱变选育获得并保藏,PSA的摇瓶发酵水平为1.09g·L-1,5L发酵罐

发酵水平为4.79g·L-1.菌种以甘油管保藏于-80℃冰箱,每1年传代一次.
1.1.2 主要仪器及试剂

台式离心机:AllegraX-30,BECKMAN;恒温恒湿摇床:ZWY-A211D,上海智城;超低温冰箱:Forma
900,ThermoFisher;5L玻璃发酵罐系统:5JG,上海保兴;紫外分光光度计:UV-1800,岛津;0.5特斯拉(T)
磁铁,市售,经中国科学院强磁场科学中心测定场强;FeCl2 国药集团.
1.1.3 培养基

种子培养基(g·L-1):蛋白胨10,酵母浸膏粉5,氯化钠10,pH7.0.
摇瓶发酵培养基(g·L-1):山梨醇50,蛋白胨6,酵母浸膏2,三水磷酸氢二钾20,七水硫酸镁1,氯化铵

2,初始pH7.5.
初筛培养基(g·L-1):山梨醇3,蛋白胨6,酵母浸膏2,三水磷酸氢二钾20,七水硫酸镁1,琼脂粉20,

1%溴百里酚蓝指示剂2~3滴,pH7.5.
发酵罐培养基(g·L-1):山梨醇30,蛋白胨1,三水磷酸氢二钾5,七水硫酸镁1,氯化铵6,pH6.4.

1.2 方 法

1.2.1 菌悬液制备[19-20]

将斜面培养24h的菌种接种到装有50mL种子培养基的250mL三角瓶中,37℃,200r/min,培养

12h.取对数生长期的培养液0.5mL接种到装有50mL种子培养基的250mL三角瓶中,37℃,200r/min,
培养6h.培养液在无菌条件下10000r/min离心10min收集菌体,用相同体积无菌生理盐水洗涤2~3次,
制得到菌悬液.
1.2.2 磁场条件下的Fe2+诱变

将磁场强度为0.5T的磁铁放入空盒中固定,再将24孔板细胞培养板固定在磁场上,选择在磁铁正上

方的孔,每孔加入1mL待诱变的菌悬液(根据实验设计加入不同质量浓度的FeCl2 溶液).将整个装置固定

在恒温培养摇床上,转速50r/min,37℃培养3h.
1.2.3 初 筛

将1.2.2处理的菌悬液10000r/min,离心10min,用无菌生理盐水洗涤1次.将洗涤后的菌悬液适当稀

释,涂布初筛培养基,37℃培养24h后根据变色圈的大小筛选合适的菌株接种一级种子培养基.
1.2.4 复 筛

从培养24h的初筛菌种平板上,挑取单菌落,经过一级种子、二级种子培养,接种到装有50mL发酵培

养基的250mL三角瓶中,37℃,250r/min,培养72h,检测发酵液中的聚唾液酸的含量.
1.2.5 聚唾液酸测定

间苯二酚-盐酸法[21].
1.2.6 菌体干重测定

取10mL发酵液,10000r/min离心5min,去离子水洗2次,倒去清液,105℃干燥至恒重.
1.2.7 致死率测定

致死率=(A-B)/A,其中A=诱变前活菌数(CFU·mL-1)、B=诱变后活菌数(CFU·mL-1).
1.2.8 正突变率

诱变后菌悬液适当稀释后,涂布于初筛平板,培养24h.测量初筛平板上菌落的变色圈直径大小,计算菌

株正突变率,正突变率的计算公式如下:
正突变率=C/D.
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其中:C=不同Fe2+质量浓度下变色圈直径比出发菌株大10%的菌落数;D=不同Fe2+质量浓度下所

挑取的总样本菌落数.
1.2.9 一级种子的培养

从培养24h的初筛菌种平板上,挑取单菌落,接种到装有50mL种子培养基的250mL三角瓶中,

200r/min,37℃陪养过夜.
1.2.10 二级种子的培养

一级种子按1%的接种量接到装有50mL种子培养基的250mL三角瓶中,200r/min,37℃培养6h.
1.2.11 摇瓶发酵

二级种子按5%接种量接到装有50mL种子培养基的250mL三角瓶中,250r/min,37℃发酵72h.
1.2.12 发酵罐发酵

5L发酵罐装液量为3L,二级种子按5%接种量接种,发酵温度37℃,初始通气量1vvm,初始转速

200r/min,发酵后根据调整转速及通气维持DO高于30%.发酵底料中加入1mL泡敌抑制泡沫产生.发酵

过程用氨水维持pH6.4,底料碳源耗完后,以2.5g·L-1·h-1山梨醇补料至发酵结束,发酵时间72h.

2 结果和讨论

2.1 Fe2+质量浓度对大肠杆菌致死率的影响

将大肠杆菌PSA-W286放置于0.5T磁场强度中,菌悬液中加入不同质量浓度Fe2+诱变处理后,适当

稀释分别涂布于初筛平板培养基上进行培养,每个质量浓度下随机挑选10块平板进行致死率统计.结果显

示在0.5T磁场强度下,Fe2+质量浓度与致死率有明显的剂量效应关系.随着Fe2+质量浓度的提高,菌体的

致死率也随着升高,当 Fe2+ 质量浓度为30mg·L-1时,大肠杆菌致死率为69.3%;Fe2+ 质量浓度为

120mg·L-1时,大肠杆菌致死率为97.4%;Fe2+ 质量浓度为180mg·L-1时,大肠杆菌致死率为99.2%
(图1).
2.2 Fe2+质量浓度对大肠杆菌产PSA正突变率的影响

将大肠杆菌PSA-W286放置于0.5T磁场强度中,菌悬液中加入不同质量浓度Fe2+诱变处理后,适当

稀释分别涂布于初筛平板培养基上进行培养,每个质量浓度下随机挑选10块平板进行正突变率计数统计.
结果显示,当Fe2+质量浓度为90mg·L-1时,正突变率为12.5%;当Fe2+质量浓度为180mg·L-1时,正突

变率为2.3%.本研究选择90mg·L-1的Fe2+质量浓度作为诱变浓度,致死率为88.4%(图2).
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2.3 高产菌株筛选

2.3.1 初 筛

挑取2.2实验中各平板变色圈最大的前

300个单菌落,用于下一轮复筛实验.
2.3.2 第一轮复筛

将2.3.1中挑取的300个单菌落分别接一

级种子、二级种子,然后 进 行 摇 瓶 发 酵 培 养

72h,检测PSA产量.与出发菌种相比,产量提

高30%以上有1株菌,提高20%~30%有5株

菌,提高10%~20%有72株菌,PSA产量下降

的有35株菌;其中90-42号菌株PSA产量提

高34.1%,提高幅度最大,说明磁场与Fe2+ 联

合诱变效果显著(表1).选取PSA产量最高的

前10株菌进行第二轮复筛.

表1 第一轮复筛10株高产菌的摇瓶发酵产量

菌株编号 PSA单位产量/(g·L-1) 提高/%

CK 1.09 0.0

60-35 1.34 22.9

60-36 1.28 17.4

90-2 1.28 17.4

90-42 1.46 33.9

90-89 1.33 22.0

120-12 1.33 22.0

120-39 1.39 27.5

120-42 1.29 18.3

180-2 1.27 16.5

180-9 1.32 21.1

2.3.3 第二轮复筛

将2.3.2中挑取的10株菌分别接一级种、
二级种子,再进行摇瓶培养72h,检测PSA产

量,其中有三株菌产量提高20%以上(表2),选
取该三株菌进行遗传稳定性试验.
2.3.4 传代稳定性

经过初筛复筛获得的突 变 株60-35、

表2 第二轮复筛3株高产菌发酵产量

菌株编号 PSA单位产量/(g·L-1) 提高/%

CK 1.11±0.06 0.0

60-35 1.36±0.06 22.5

90-42 1.47±0.07 32.4

120-39 1.41±0.04 27.0

90-42、120-39,每传代2次进行摇瓶发酵实验,检测PSA产量,观察遗传稳定性.结果显示,该3株突变株

遗传性能均较稳定(表3).选择产量最高的90-42菌株作为下一轮诱变的出发菌株.
表3 遗传稳定性结果(g·L-1)

菌株编号 第2代 第4代 第6代 第8代 第10代

60-35 1.35 1.42 1.41 1.33 1.32

90-42 1.49 1.415 1.52 1.42 1.43

120-39 1.37 1.44 1.43 1.41 1.35

2.4 菌株的多轮诱变选育

以90-42菌株作为第二轮诱变出发菌株,0.5T磁场下Fe2+质量浓度90mg·L-1,进行诱变、初筛(每
轮初筛选取300株)、复筛、遗传稳定性验证,选择PSA摇瓶产量提高10%的菌株进行下一轮诱变出发菌株.
经过5轮诱变后,得到菌种5-45,PSA产量达到2.24g·L-1;第4轮开始,产量提高幅度降低(表4).

表4 五轮诱变选育结果

诱变轮数 菌株 PSA单位产量/(g·L-1) 逐级提高比率/%

0 CK 1.09±0.06 0.0

1 90-42 1.46±0.08 33.9

2 2-34 1.61±0.07 10.3

3 3-17 1.92±0.16 19.3

4 4-19 2.14±0.11 11.5

5 5-45 2.24±0.18 4.7

2.5 发酵罐验证

将出发菌种PSA-W286及5-45两株菌分别接一级种子、二级种子,然后接种于5L发酵罐进行发酵.
接种量5%,发酵温度37℃ ,初始通气量1vvm,初始转速200r/min,发酵过程调整搅拌转速及通气量维持
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DO高于30%.发酵底料中加入1mL泡敌抑制泡沫产生.发酵过程用氨水维持pH6.4,底料碳源耗完后,以

2.5g·L-1·h-1山梨醇补料至发酵结束,发酵时间72h.结果显示,PSA-W286及5-45两株菌5L罐发酵

水平分别为4.79和9.22g·L-1,生物量OD600分别为118.7和130.3.PSA产量提高幅度为92%,明显高

于生物量提高幅度,略低于摇瓶发酵水平PSA产量提高幅度.

3 结 论

Fe2+在磁场条件下,对大肠杆菌具有明显的生物学效应.本研究在0.5T磁场条件下,90mg·L-1的

Fe2+,对大肠杆菌PSA-286进行了5轮诱变和选育,菌种的摇瓶发酵水平和发酵罐发酵水平均有大幅度的

提升,并且诱变菌种的遗传稳定性良好.5L发酵罐最终产量9.22g·L-1,高于文献[13-14]报道的5~
6g·L-1水平.本研究为大肠杆菌高产PSA的选育提供了新的诱变思路,选育的高产菌株具有工业化生产

的潜力,为发酵生产聚唾液酸的产业化提供了可供选择的途径.高产菌株的选育是企业的核心竞争力,是企

业永恒的课题,后续需要对高产菌株5-45进行继续诱变选育.因为磁场能弥补单一诱变因子多次诱变产生

的“热点”饱和,故可利用磁场诱变技术与离子束诱变育种等技术交替运用,提高突变率,选育出更高产PSA
的菌株.
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TitleScreeningofhigh-yieldpolysialicacidproducingEscherichiacoli
mutantsinducedbymagneticfieldcombinedwithFe2+

WuJinyong1,2,ChenXiangsong2,3,YuanLixia2,ZhuWeiwei2,SunLijie2,LiJun3,GaoLanlan2,YaoJianming1,2,3

(1.UniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing100049,China;2.HefeiinstitutesofPhysicalScience,

ChineseAcademyofSciences,Hefei230031,China;3.HuainanNewEnergyResearchCenter,Huainan,232001,China)

  Abstract:CompoundmutagenesisusingmagneticfieldandFe2+ wascarriedoutseveralroundstogainahigh-yielding
Escherichiacolistrainofpolysialicacid(PSA)fermentationandthehigh-yieldingstrainwasverifiedin5Lfermentor.There-
sultsshowedthattheoptimalFe2+ionconcentrationwas90mg·L-1inthecompoundmutagenesisusingmagneticfieldof
0.5T.TheconcentrationofPSAinshakingflaskfermentationincreasedfrom1.09g·L-1to2.24g·L-1afterfiveroundsof
mutagesis,whiletheconcentrationofPSAin5Lfermentorfermentationraisedfrom4.79g·L-1to9.22g·L-1,increasedby
92%.Therefore,thecompoundmutagenesisofmagneticfieldandFe2+showedobviouseffectonEscherichiacoliofPSAfer-
mentation.

Keywords:polysialicacid;magneticfield;Fe2+;compoundmutagensis
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