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. 引言
冠菌素!9"#"(5&.(:"EFG#是一种非特异性宿主的植物毒

素"它可以诱导植物组织缺绿$肥大或抑制植物根的伸长% 许
多丁香假单胞菌属的一些致病变种能够产生冠菌素"这些细
菌是大豆十字花科及番茄的病原菌 _SMR‘% 冠菌素与植物生长调
节物质脱落酸$茉莉酸具有类似的功能"而且活性是后两者
的数千倍"可作为后两者&较为昂贵"生产上很难推广#的替代
品_aMSU‘%冠菌素属纯天然品"生产上应用不会对环境造成污染"
是一种环境友好型生物调节剂% 冠菌素可以调节植物细胞和
组织防御相关的次生代谢物的积累和抗逆相关基因的表

达 _bDSS‘"因此"冠菌素有望作为一种非常有价值的工具应用于
农业植物抗逆胁迫中% 目前对于冠菌素的研究一直停留在实
验室阶段"其原因是纯化得到冠菌素非常困难"只有个别实
验室为了研究需要"纯化了少量样品% 目前制约冠菌素产业
化的重要因素是缺少高产的优良菌株%
冠菌素由一个来自异亮氨酸的冠烷酸 &E"#"(5C’9 c9.Z"

E[c#和一个聚酮结构的冠菌酸&E"#"(5A59.9 c9.Z"Edc#以酰
氨键连结而成"Edc 和 E[c的产量较低 _SDSeMSR‘% 由于化学合成
冠菌素步骤繁多"成本较高"因此有必要研究冠菌素发酵高
产菌株 _bDSa‘%
本研究利用紫外$ 亚硝基胍结合诱变选育冠菌素高产菌

株"得到高产突变体"并对其进行致病性检测"以期在获得冠
菌素高产的同时不会引起严重病害%

/ 材料与方法
010 菌种和质粒
丁香假单胞菌大豆致病变种 &., /#%&4(’ 1H? 4"#5%&’(#

QPRSTU$冠菌素标准样品均由美国 E?f? I:(Z:# 教授惠赠%

冠菌素是一种能够引起大豆叶片黄萎病的致病因子! 它作为茉莉酸类物质的结构类似物在植物抵抗各种环境胁迫中起着重

要作用! 但是目前冠菌素产量比较低"这就限制了冠菌素生理作用的广泛研究! 本试验通过紫外#亚硝基胍结合诱变选育冠菌素高

产突变体"得到的突变体冠菌素产量是出发菌株的 012 倍"命名为 3402! 该菌株在 02!下发酵生产冠菌素"产量大幅度提高"发酵
周期明显缩短!

冠菌素$丁香假单胞菌大豆致病变种$紫外4亚硝基胍$诱变5选育
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!"# 培养条件
丁香假单胞菌生长培养基为 !"#$%&!发酵培养基为 ’()!

培养温度为 *+!#,-&"所用抗生素卡那霉素终浓度为 $. !/012
!"$ 制备细菌悬浮液
将出发菌株丁香假单胞菌大豆致病变种 3"4$+. 接种于

具有卡那霉素抗性的 !" 固体培养基上 !5+!培养 4+ 6 左
右"挑单菌落接种于 !" 液体培养基!在 5+. 70189 条件下振
荡培养至 :; 值达到 .<- 左右"离心!弃去上清液!将所得菌
体用磷酸缓冲液 #=’ -<.$ 冲洗 4>? 遍悬浮菌体! 使浓度为
,.%",.- @AB012%
!"% 诱变处理
!"%"! 紫外线!&’"诱变
一切操作均在红光下或避光进行% 紫外灯的功率为 ,? #!

照射距离为 C. @1%将 C 12菌液和磁力搅拌棒放入直径为 D
@1的无菌培养皿中!搅拌照射时间为 ,. E%
!"%"# 亚硝基胍!()*"诱变
在通风橱内用少量丙酮将亚硝基胍助溶后!加磷酸缓冲

溶液#=’ -<.&!其比例为 DF,’缓冲溶液 D 12!GH" 丙酮溶液 ,
12&!GH" 母液浓度 , 1/012!保存于棕色瓶中% 将悬浮菌液
和 GH" 溶液反应% 该反应进行正交处理! 处理时间分别为
?!,.!*.!C. 189!GH" 处理最终浓度分别为 .<,!.<.?!.<.,
1/012!共设有 D 个处理%
!"%"$ 终止反应
用 * 12柠檬酸缓冲液#=’ ?<%&稀释反应液终止反应后!洗

涤 *"C次!离心!沉淀!用等体积液体 !"培养基重新悬浮!涂布
到 !"固体培养基上%每个处理稀释 ,.I,!,.I5!,.IC!,.I?!,.I-共 ?
个梯度!每个梯度作 5 个重复涂平板!在 5+!条件下培养 ?"
,. J! 将长出的单菌落转接到新的 !" 固体培养基上! 再在
5+!条件下培养 54>C% 6% 挑选 5 ... 个单菌落进行初筛%
!"+ 筛选方法
!"+"! 平板划线预筛
从分离平板挑取生长快且形态明显变异的菌落划线接

种于基础培养基平板上!培养 4+ 6!转接于小瓶发酵初筛%
!"+"# 小瓶发酵初筛
预筛所得菌株接种于试管! 在 C 12 种子培养基上培养

54 6!转接于装有发酵培养基的 5?. 12 三角瓶培养!在 ,+!(

5+. 70189 条件下振荡培养 - J!重复接种 C瓶) 微量提取冠菌
素!用色谱淋洗剂甲醇溶解!采用高效液相色谱法 #,-&测定冠菌

素含量*

!"+"$ 大瓶复发酵复筛
用初筛出的高产株菌在种子培养基上培养 !5+!+5+.

70189 条件下培养 4+ $!得到种子液%将种子液按 5K接种量转
接于发酵培养基的 ?.. 12 三角瓶中!$+!(5+. 70189 条件下
培养 - J% 重复接种 C瓶!大量提取冠菌素%
!", 冠菌素样品的提取及测定
冠菌素的提取采用微量提取法#$-&%取 .<- 12发酵液于离心

管中!$4 ... /离心 C 189后取上清液 .<? 12到新的离心管中%

然后加入 5? !2 D 1LM02的 ’)M和 .<? 12的乙酸乙酯!振荡 $.
E后!静置 5 189!再取 .<4 12乙酸乙酯相到新的离心管中% 重
复上述步骤 5>C次后! 在 ??!下水浴吹干或者自然风干后!溶
解于 5?. !2色谱级甲醇中!置于I5.!冰箱备用%
冠菌素含量的测定采用 ’32)法#5&%高效液相色谱流动相

由 .<.?K的三氟乙酸,=’ 5<D&和乙腈按 $%D的比例配制成*待
测样品在检测波长 5.+ 91!速度 5 120189!进样量 5? !2!每
个样品在保留 $. 189的条件下进行*根据冠菌素纯品保留时
间确定提取液中是否含有冠菌素!并通过与冠菌素标准品峰
面积比较确定冠菌素的含量*

!"- 可溶性蛋白质检测
通过 $?K的 (;(I3N(" 分析突变体和野生型的蛋白质分

布* 将原菌种和突变体接种于 !"和 ’()的培养液中,用装量
为 5.. 12的三角瓶装 ,.. 12培养液& 分别在 ,+!和 5+!下
培养! 将 :;值达到 .<4的发酵液以 ,5 ... 70189离心 5. 189!
将沉淀物用 5? 11LM02的 H78E缓冲液洗涤 5遍! 然后悬浮于 5
12的蛋白提取液,=’ %<+!.<.% 11LM02 H78E!,.K甘油!5K (;(!
?K巯基乙醇 M和 .<..,K溴酚蓝&!上样量为 5. !2#,+&*

!". 统计学方法
实验结果用 (N( +<.软件统计分析差异显著性!!!.<.?*

# 结果与分析
#"! ()*最佳诱变条件的确定
利用 GH"处理菌液时间分别为 ?(,.(5.(C. 189! 不同剂

量的 GH"! 使其作用的最终浓度分别为 .<.,(.<.?(.<, 1/012!
设计正交试验!所得致死率如表 ,所示*

结果表明!浓度为 .<M 1/012!处理 5. 189 时的致死率是
-D<,-&!可作为诱变处理的最佳作用条件*

#"# 高效液相测定冠菌素产量
将利用上述提取方法得到的冠菌素粗提物进行高效液

相色谱法检测* 检测冠菌素标准样品表明!冠菌素停滞时间
在 -<% 189 左右"从冠菌素粗提物提取 ):O!在 -<% 189 时也
有比较明显的波峰出现! 证明得到的粗提物即为冠菌素!命
名为 !I,+,图 ,&*
#"$ 突变株 /0!.的冠菌素产量及稳定性分析
诱变处理后得到的高产突变菌株 !I,+!经多次继代后!

表 ! 不同 ()* 处理剂量#时间下的细菌致死率!1"
)2345 ! )65 457624879 :275 ;< =8<<5:5>7 78?5 2>=

@;>@5>7:278;> 7:5275= 39 ()*

时间0189
浓度0,1/-12I,&

.<., .<.? .<,
?
,.
5.
C.

,?<5,
5+<?%
4,<C+
%.<D%

,+<CC
C5<,%
4-<,+
%5<?4

C-<%D
?-<C?
-D<,-
+D<,C
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图 ! 突变株 "#$% 和野生型 &’!(%) 可溶性蛋白分析
*+,- ! ./01203 45/63+7 8998: /; <16876 "#(%

87= >+0= 6:43 &’!(%)
注! !"标准蛋白质#泳道 """#!下培养的 $%&’()#泳道 *"*(!下
培养的 !+"(#泳道 ,"’(!下培养的 !+’(#泳道 -"*(!下培养
的 $%-’()

./0123 !3 !456157 8491 "3 $%-"() :5/;9 40 ’(!7 8491 *3 !+’( :5/;9
40 *(! 7 8491 ,3 <=0490 !+’( :5/;9 40 ’(! 7 8491 -3 $%-’()
:5/;9 40 *(!

高产性能比较稳定!重复多次!产量可达 () <:>8!其产量变
异系数为 )?),(!经方差分析!其产量与对照相比!差异显著!
是目前报道最高产量"-) <:>8#的 *倍@"AB"图 *$%

?-! 突变株 "@(% 与出发菌株 &’!(%) 细胞生长和 4A 值
变化

突变株 !+’(在接种后第 - 天! 其 CDE))值达到最大!而
且冠菌素产量也达到最大! 而出发菌株在接种后大约 A F 左
右 CDE))值&冠菌素产量才达到最大% 发酵工艺研究表明!冠
菌素提取的最适时间为 GH 值下降到一定值回升后的第 ’
天!此时冠菌素产量最大!!+’( 的生长周期较出发菌株明显
缩短! 而且该突变株 GH 值的变化周期也较出发菌株明显提
前!所以该突变体在节约能源方面具有重要意义"图 ,$%
?BC 特异蛋白分析
通过 ’IJ的 KDKL$MK% 分析突变株 !N’( 和野生型

$%-’()的蛋白分布! 发现突变株 !N’(在种子培养基和发酵
培养基上培养时都有一条分子量大约为 ,I 6D4 的蛋白特异
带!而且无论在种子培养基还是在发酵培养基中!突变株的一
些非特异蛋白带的表达都明显增强% O? $? P=FF1等@’QB推测!冠菌
素在 ’(!时产量最大是由于一些与冠菌素合成有关的蛋白酶
类在 ’(!下稳定性最强且表达增强!故该突变体对于冠菌素的
合成机制及其作用特性的研究将会起到重要作用"图 -$%

D 讨论
微生物菌株诱变的方法有很多!包括物理&化学方法!以

及随着微生物学&生化遗传学的发展!出现了转化&转导&原
生质体融合& 代谢调控和基因工程等较为定向的育种方法%
由于冠菌素的具体合成机制尚不清楚!因此还不可能采用定
向诱变等方式来进行诱变!只能根据经典的微生物育种方法

图 ( 高效液相色谱检测冠菌素产量
*+,B ( A&EF GH5/<86/,58< /; 9687=85=

!8" 标准样品

I8J .KL
!2" 野生型 &’ !$%M
I2N >+0=@6:43 &’ !(%M

!G" 突变体 "@(%FOP
QGN FOP /; "@(%

图 ? 突变株 "@(% 及出发菌株 &’!(%) 冠菌素产量
*+,- ? F/5/786+73 :+30= /; <16876 9658+7 "@(% 87=

/5+,+780 9658+7 &’!(%)

I8N OLR))

I2N 4A

图 D 突变株 "@(% 与出发菌株 &’!(%)OLR))值

和 4A 值变化
*+,- D F300 ,5/>6H 87= <3=+8 4A /; "@(% 87= &’!(%)
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来选育冠菌素的工业生产菌株! 物理诱变主要包括紫外线"
电磁辐射和中子"!射线"! 射线"中子以及 "射线等等! 化学
诱变剂主要指某些亚硝酸盐"烷化剂"碱基类似物"抗生素等
化学药物! 其中#紫外线是一种最常用的物理诱变因素#它的
主要作用是使 "#$ 双链之间或同一条链上 % 个相邻的胸腺
嘧啶形成二聚体#阻碍双链的分开"复制和碱基的正常配对#
从而引起突变 &%’(! )*+ 是一种有效的化学诱变剂#在碱性时

)*, 能形成重氮甲烷#烷化 -)$ 而使基因突变#诱发突变的
频率比自发突变的频率高很多 &%./%%(! 而复合处理可扩大突变
的位点范围#增大获得正突变株的可能性 &%0/%1(!

! 结论
.$ 通过筛选最佳紫外照射时间和 )*+ 处理时间以及浓

度# 最终筛选得到丁香假单胞菌大豆致病变种 2+1.3’ 最佳
时间与浓度的组合# 得到的突变株 4/.3 经多次传代后高产
性能比较稳定#不仅在形态"颜色上与出发菌株有明显差异#
而且生长周期较出发菌株有明显缩短#对于工业化生产冠菌
素起着重要的作用!

%$ 本研究结果显示# 该突变的 567 产量达到 3’ 89:;#
是出发菌株的 .<3 倍左右#且多次重复实验显示#该突变体的
高产性能稳定%生长曲线测定显示#该突变体的生长周期较
野生型明显缩短! 从节能方面来说#该突变体的得到具有重
要意义!

0$ 特异蛋白分析显示# 突变体中有分子量大约 0= >"?
的蛋白特异带# 这说明该突变体确实发生了未知的基因变
异#并且引起蛋白表达的特异!
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