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高产细菌素植物乳杆菌的诱变选育研究
王 芳，陆文俊，杨 静，别小妹*

( 南京农业大学食品科技学院，江苏南京 210095)

收稿日期: 2016－06－13
作者简介:王芳( 1990－ ) ，女，在读硕士研究生，研究方向:发酵工程，E－mail: 2014108001@ njau.edu.cn。
* 通讯作者:别小妹( 1964－ ) ，女，博士，研究方向:食品微生物与生物技术，E－mail: bxm43@ njau.edu.cn。

摘 要:为获得细菌素高产菌株，以植物乳杆菌( Lactobacillus plantarum) JLA－9 为出发菌株，对其进行亚硝基胍( NTG)
诱变、常压室温等离子体( AＲTP) 诱变，以及基因组改组。结果表明，亚硝基胍诱变的最佳浓度为 4 mg /mL，经筛选得
到两株突变株 N4－26、N4－27，其抑菌效价分别为 2531.93、3057.32 IU /mL;常压室温等离子体诱变最佳时间为 10 s，经
筛选得到两株突变株 AＲTP10－37、AＲTP10－61，其抑菌效价分别为 2974.27、3261.62 IU /mL。将上述抑菌效价提高的菌
株经四轮基因组改组后，得到一株突变株 F4－2，其抑菌效价达到 7374.76 IU /mL，相对于原始菌株提高了 2.35 倍，且遗
传稳定性良好。研究表明理化诱变结合基因组改组的方式是快速获得理想菌株的有效方法。
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Abstract: In order to obtain a high－yield bacteriocin producing strain，Lactobacillus plantarum JLA－9 was used as the starting
stain and mutagenized with nitrosoguanidine( NTG) ，atmospheric and room temperature plasma( AＲTP) and genome shuffling.
The results showed that the optimal concentration of NTG was 4 mg /mL，and two mutants named N4 － 26，N4 － 27 were
obtained，the antibacterial titer of which were 2531.93 IU /mL，3057.32 IU /mL respectively. The optimal irradiation time of
AＲTP was 10 s，and two mutants named AＲTP10 － 37，AＲTP10 － 61 were obtained，the antibacterial titer of which were
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mutagenesis combined with genome shuffling was an effective method for obtaining ideal strains.
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细菌素是由核糖体合成的一些有生物活性的多

肽或蛋白质，对亲缘关系较近的微生物有较强的抑

制作用［1－2］，还有一些有广谱抑菌活性［3－7］。几乎所有
细菌都能产生细菌素［8－9］，因为其蛋白特性，可被蛋

白酶降解，因此被广泛研究。但从自然界分离得到
的菌株产细菌素能力较低，无法满足工业生产的需

要，通过传统理化诱变及复合诱变获得高产菌株的

研究较多［10］，但因其周期长、工作量大、诱变效率
低［11］，人们开始寻找其他更有效的方法。
基因组改组被誉为菌株改良技术和代谢工程中

的里程碑［12］，它是以原生质体融合的方式对亲本菌

株进行整个基因组的随机重组，以期获得目的性状

富集的菌株［13］。与传统诱变方法相比，基因组改组
更高效，更方便，不要求了解菌株的遗传背景、代谢
途径等，可以避开公众对基因修饰菌的反感［11，14－15］。

许多研究者先采用理化诱变方法获得性状提升的菌

株，再经过几轮的基因组改组获得理想菌株，为了提

高产物产量［15－18］，或为了提高菌株对不良环境耐

性［16－17］，或为了提高底物转化率［15，19－20］等等。实践证
明，通过传统理化诱变与基因组改组相结合的方式

改造菌株，是获得高产细菌素菌株的有效方式［18，21］。
前期研究中，已分离出一株产广谱细菌素的植

物乳杆菌，命名为 Lactobacillus plantarum JLA－9［22］。
本研究的目的是通过基因组改组提高该菌株的抑菌

能力，用于基因组改组的菌株是原始菌株经亚硝基

胍( NTG) 和常压室温等离子体( AＲTP) 诱变得到的，
以蜡样芽孢杆菌( AS 1.1846) 作为指示菌。本研究将
以 L.plantarum JLA－ 9 为原始菌株，通过亚硝基胍
( NTG) 和常压室温等离子体( AＲTP) 诱变得到细菌
素产量提高的菌株，并以此为亲本库进行基因组改
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组，获得抑菌能力显著提高的菌株，并测试其遗传稳

定性。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
植物乳杆菌( Lactobacillus plantarum) JLA－9 由

南京农业大学食品科学与技术学院酶工程实验室分

离保藏，已保存于中国普通微生物菌种保藏管理中

心( CGMCC No.10686 ) ; 指示菌蜡样芽孢杆菌( AS
1.1846) 来源于中国普通微生物菌种保藏中心;
MＲS、NA培养基、生理盐水 参考文献配制［10］; Nisin
标准品 抑菌效价 1000000 IU /g，Sigma公司。

SW－CJ－1FD 型单人单面净化工作台 苏州净
化设备有限公司; LDZX－50KBS 立式压力蒸汽灭菌
器 上海申安医疗器械厂; 隔水式电热恒温培养

箱 上海跃进医疗器械厂; Anke DL － 5 － B 离心
机 上海安亭科学仪器厂; UV－2450 紫外可见分光
光度计 SHIMADZU; DK－8D 型电热恒温水槽 上
海森信实验仪器有限公司; AＲTP诱变育种仪 无锡
源清天木生物科技有限公司; 数显游标卡尺 上海

恒量量具制造有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 Lactobacillus plantarum JLA－9 生长曲线测定
将于－20 ℃甘油管保存的 L.plantarum JLA－9 划线
接种于 MＲS固体培养基平板上，37 ℃培养 24 h。然
后将活化好的菌株接种于 MＲS 液体培养基中( 1%，
v /v) ，在 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24、26、
28、30、32、36、40、44、48 h 时间点取样，测定其 OD
值、pH。以培养时间为横坐标，OD 值、pH 分别为纵
坐标，绘制生长曲线。
1.2.2 Nisin效价标准曲线测定 通常情况下，细菌
素以 Nisin 效价标准曲线法测定其相对抑菌效价。
Nisin效价标准曲线建立方法如下［10］: 准确称取 0.10 g
Nisin溶于 10 mL 0.02 mol /L 的稀盐酸中，得到效价
为 10000 IU /mL的母液，通过稀释分别得到效价为
5000、2500、1000、500、250 IU /mL 的 Nisin 溶液。采
用牛津杯法做抑菌实验，以蜡样芽孢杆菌为指示菌，

绘制 Nisin效价对数值和抑菌圈直径之间的散点图，
添加趋势线，得到 Nisin 效价标准曲线为: Y =
0.2976X－1.6382，Ｒ2 = 0.9974，式中: Y代表 Nisin 效价
对数值; X代表抑菌圈直径，mm。
1.2.3 诱变方法 将培养至对数后期( 16 h) 的菌液
离心( 8000 r /min，10 min) ，弃上清液，用生理盐水洗
涤 2 次并重悬得到菌悬液( 108 CFU /mL) 。
1.2.3.1 亚硝基胍( NTG) 诱变 移取 1 mL菌悬液于
2 mL灭菌离心管中，加入亚硝基胍母液( 50 mg /mL)
使其终浓度为 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mg /mL。混匀
后 37 ℃水浴 20 min，处理完成后立即用无菌生理盐
水稀释至合适的梯度( 10 －5～10 －6 ) ，取 100 μL涂布于
MＲS固体培养基，于 37 ℃培养箱避光培养，以未经
亚硝基胍处理的菌悬液作为对照，培养 24 h 后菌落
计数［23］并计算致死率。挑取单菌落发酵( 37 ℃培养
箱静置培养 48 h) 并进行抑菌实验［24］，计算正突变
率。通过致死率和正突变率确定最佳的亚硝基胍诱

变浓度。多次在最佳亚硝基胍诱变浓度下诱变原始
菌株，通过初筛和复筛筛选抑菌效价明显提高的

菌株。
亚硝基胍母液( 50 mg /mL) : 称取 500 mg亚硝基

胍固体，溶于 10 mL丙酮，经 0.45 μL滤膜过滤待用。
1.2.3.2 常压室温等离子体( AＲTP) 诱变 将小铁片
在酒精灯上灼烧灭菌，置于灭过菌的培养皿中，待小

铁片冷却后取 10 μL 菌悬液均匀涂在其上，放入
AＲTP诱变育种仪进行处理。处理时间分别为 2、3、
5、10、12、15 s，处理相应时间后用生理盐水稀释至合
适的梯度( 10 －5～10 －6 ) ，取 100 μL涂布于 MＲS固体
培养基，于 37 ℃培养箱培养，以未经 AＲTP 诱变处
理的菌悬液作对照，培养 24 h后菌落计数并计算致
死率。挑取单菌落发酵并进行抑菌实验，计算正突
变率。通过致死率和正突变率确定最佳的 AＲTP
诱变时间。多次在最佳 AＲTP 诱变时间下诱变原
始菌株，通过初筛和复筛筛选抑菌效价明显提高的

菌株。
1.2.3.3 基因组改组 原生质体制备、灭活与融合:
将理化诱变得到的优良菌株培养至对数生长后期，

离心收集菌体，用原生质体缓冲液洗涤两次并重悬。
向重悬菌液中加入溶菌酶溶液( 50 mg /mL，20 μL) ，
并于 37 ℃水浴中处理 10 min，处理完毕后立即离心
( 4000 r /min，15 min) 去除酶液，并用原生质体缓冲
液洗涤两次并重悬，得到原生质体液。将原生质体
液分别采用紫外灭活( 紫外照射距离为 30 cm，照射
时间为 210 s) 和热灭活( 58 ℃水浴中处理 50 min) 方
法进行灭活。取等量经紫外灭活和热灭活得到的原
生质体液混合，离心去上清，重悬于一定量原生质体

缓冲液中，加入 9 倍原生质体缓冲液体积的促融剂
PEG6000，体积分数为 40%，37 ℃水浴 6 min，结束后
立即用原生质体缓冲液稀释，离心重悬于原生质体

缓冲液中。将融合后的原生质体溶液稀释一定倍
数，涂于再生平板，37 ℃培养得到融合菌落。将融合
后的原生质体溶液稀释到 10 －3～10 －4，涂于再生平板，

37 ℃ 培养 48 h 得到融合菌落。基因组改组: 将
NTG、AＲTP诱变得到的菌株进行原生质体融合，将
得到的融合子发酵进行抑菌实验，选择抑菌效价高

的作为第一轮改组菌株 F1。将 F1 再次进行原生质
体制备、灭活、融合，筛选抑菌效价高的菌株作为第
二轮改组菌株 F2，以此类推。
溶菌酶溶液( 50 mg /mL) : 1 g 溶菌酶( 索莱宝)

溶于 5 mL原生质体缓冲液，0.22 μL 水相滤膜过滤
除菌，－20 ℃冰箱保存。
原生质体缓冲液配制: Tris － HCl 1.21 g，蔗糖

171.14 g，MgCl2·6H2O 4.07 g，双蒸水 1 L，pH6.8，
115 ℃，20 min灭菌备用。
再生培养基配制: 在 MＲS培养基基础上，不加吐

温 － 80，另 加 入 明 胶 2.5%，25 mmol /L MgCl2，
25 mmol /L CaCl2，0.5 mol /L蔗糖，1.7%琼脂，115 ℃，
30 min灭菌备用。
1.2.4 致死率与正突变率的计算 致死率( % ) =
( 未处理平板菌落数－处理平板菌落数) /未处理平板
菌落数 × 100
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正突变率( % ) =抑菌效价提高菌落数 /用于测
定效价菌落数 × 100
1.2.5 细菌素高产菌株筛选
1.2.5.1 初筛 挑取单菌落用 2 mL离心管进行发酵
( 37 ℃培养箱静置培养 48 h) ，采用打孔法［10］进行抑
菌实验，初步筛选出抑菌活性较好的菌株。
1.2.5.2 复筛 将初筛得到的菌株用三角瓶发酵，采
用牛津杯法［10］进行抑菌实验，筛选得到抑菌相对效

价明显提高的菌株，用甘油管于－20 ℃保藏。
1.2.6 细菌素高产菌株遗传稳定性测试 将复筛得
到的抑菌效价最高的菌株连续传代 5 次，于 37 ℃发
酵培养 48 h后测定其相对抑菌效价变化。
1.3 数据处理
所有数据都做三组平行实验，结果以平均值 ±

标准差表示( SD) 。数据采用 Excel进行分析。

2 结果与分析
2.1 Lactobacillus plantarum JLA－9 生长曲线测定

L.plantarum JLA－9 接种后，在 0～2 h 处于延滞
期，生长缓慢，OD值无明显变化; 在 2 h之后，菌株生
长进入对数期，菌体密度迅速增加，pH 迅速降低;
16 h之后，菌株生长进入稳定期，OD值与 pH均维持
稳定状态，发酵产物开始积累。菌株在对数生长期
对诱变剂较敏感，且生长状态比较同步，为了保障一

定的菌体量，因此选择对数生长后期进行诱变处理。
对于菌株 L.plantarum JLA－9，选择 16 h 作为进行理
化诱变和原生质体制备的菌株培养时间。

图 1 Lactobacillus plantarum JLA－9 生长曲线
Fig.1 The growth curve of Lactobacillus plantarum JLA－9

2.2 亚硝基胍( NTG)诱变
选用终浓度为 1.0～6.0 mg /mL 的亚硝基胍对原

始菌株进行诱变处理，涂布培养后结果如图 2 所示。
从图 2 中可以看出，随着亚硝基胍浓度的增加，乳酸
菌致 死 率 不 断 提 高，当 亚 硝 基 胍 浓 度 达 到

4 mg /mL时，致死率达到 75.5%，正突变率相对较
高，为 16.7%，因此选取 4 mg /mL为最佳亚硝基胍诱
变浓度。在此条件下进行诱变，经筛选得到 8 株抑
菌活性提高的菌株( 见图 3) ，其中两株抑菌活性提高
较大的菌株 N4 － 26、N4 － 27，其抑菌效价分别为
2531.93、3057.32 IU /mL，相对于原始菌株分别提高
了 14.94%、38.79%。

2.3 常压室温等离子体( AＲTP)诱变
选用 AＲTP诱变处理时间分别为 2、3、5、10、12、

15 s 对原始菌株进行诱变处理，涂布培养后结果如

图 2 NTG诱变致死率与正突变率曲线
Fig.2 The fatality rate curve and positive mutation

rate curve of NTG mutagenesis

图 3 Lactobacillus plantarum JLA－9 原始菌株
与 NTG诱变突变菌株相对效价的比较

Fig.3 Comparison of the wild－type and mutant strains of
Lactobacillus plantarum JLA－9 with NTG for relative potency

图 4 所示。从图 4 中可以看出，随着处理时间的增
加，乳酸菌致死率不断提高，当处理时间为 10 s时致
死率为 87.8%。此时菌株发生正向突变的概率为
34.375%，因此选择 10 s 作为 AＲTP 最佳诱变时间。
在此条件下进行诱变，经筛选得到 8 株抑菌活性提
高的菌株( 见图 5) ，其中两株抑菌活性提高较大的菌
株 AＲTP10 － 37、AＲTP10 － 61，其抑菌效价分别为
2974.27、3261.62 IU /mL，相对于原始菌株分别提高
了 35.02%、48.06%。

图 4 AＲTP诱变致死率与正突变率曲线
Fig.4 The fatality rate curve and positive mutation

rate curve of AＲTP mutagenesis

2.4 基因组改组
以 NTG、AＲTP诱变获得的四株抑菌效价相对较

高的菌株 N4－26、N4－27、AＲTP10－37、AＲTP10－61
为出发菌株进行基因组改组。经第一轮基因组改组，
筛选到四株抑菌效价高的菌株，其中 F1－23 效价为
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图 5 Lactobacillus plantarum JLA－9 原始菌株
与 AＲTP诱变突变菌株相对效价的比较

Fig.5 Comparison of the wild－type and mutant strains of
Lactobacillus plantarum JLA－9 with AＲTP for relative potency

2895.45 IU /mL，相对于原始菌株提高了 31.44% ; 经第
二轮基因组改组，筛选到效价最高的菌株为F2－4，其
效价为 4026.17 IU /mL，相对于原始菌株提高了
82.77% ; 以此类推，经过四轮基因组改组，筛到一株抑
菌效价最高的菌株 F4－2，其效价达到7374.76 IU /mL，
相对于原始菌株提高了 2.35倍( 见图 6) 。

图 6 Lactobacillus plantarum JLA－9 原始菌株
与突变菌株相对效价的比较

Fig.6 Comparison of the wild－type and mutant strains of
Lactobacillus plantarum JLA－9 for relative potency

2.5 细菌素高产菌株遗传稳定性测试
为观察筛选到的细菌素高产菌株 F4－2 的遗传

稳定性，将其连续传代 5 次，以蜡样芽孢杆菌为指示
菌，测定其相对抑菌效价变化。从图 7 可以看出，菌
种传代 5 次以后抑菌效价无显著差异( p ＜ 0.05 ) ，说
明该菌有较好的遗传稳定性，可作为后续应用研究

的出发菌株。

图 7 F4－2 遗传稳定性
Fig.7 Genetic stability of F4－2 after five generation
注: 不同小写字母表示差异显著( p ＜ 0.05) 。

3 结论
采用 NTG、AＲTP 两种理化方式对植物乳杆菌

JLA－9 ( 抑菌效价为 2202.84 IU /mL) 进行诱变，以期
获得高产细菌素菌株。以致死率和正突变率为指
标，发现 NTG浓度为 4 mg /mL、AＲTP处理时间为 10
s时，两种诱变方式均能获得较好的诱变效果。经过
筛选，得到 4 株效价有所提高的菌株，分别为 N4－
26、N4－27、AＲTP10－37、AＲTP10－61，其抑菌效价分
别为 2531.93、3057.32、2974.27、3261.62 IU /mL。将
上述 4 株菌株进行基因组改组，经 4 次改组后，获得
一株抑菌效价明显提高的菌株 F4－2，其效价达到
7374.76 IU /mL，相较于原始菌株，其效价提高了 2.35
倍。实践证明，理化诱变结合基因组改组的方式是
快速获得理想菌株的有效方法。
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