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摘　要：为提高破乳性能，以一株生物破乳剂产生菌ＢａｃｉｌｌｕｓｍｏｊａｖｅｎｓｉｓＸＨ１为出发菌株，进行紫外和亚硝基
胍复合诱变处理，经过筛选分离和连续传代得到一株遗传稳定性较好的高效生物破乳剂产生菌突变株ＸＮ５．
在碳源为１０ｇ／Ｌ葡萄糖和４％ （体积分数）液体石蜡的混合碳源、氮源为４０ｇ／ＬＮＨ４Ｃｌ与１０ｇ／Ｌ酵母膏
的混合氮源、温度３０℃、初始ｐＨ＝６５、摇床转数为１４０ｒ／ｍｉｎ的培养条件下，培养２４ｈ后，突变菌株的１２ｈ
和２４ｈ破乳率分别为９４１７％和９８６７％，比原始菌株ＸＨ１提高了６４８１％和１５１２％．
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　　生物破乳剂的高效性和环保性是化学破乳剂 无法比拟的．在原油脱水、油污分离、含油废水处
理等领域开发、应用前景十分广阔［１－６］．目前，生
物破乳剂仍处于实验室研发阶段，无法进行大规

模应用，其中野生型生物破乳剂产生菌的破乳能

力和破乳活性物质产量较低成为主要限制因素之

一．因此，采用人工诱变或生物改造方法对野生型
的生物破乳剂产生菌进行改造，提高生物破乳剂

的产率及活性，对生物破乳剂的工程化应用具有

重要意义．
以人工诱变基因突变为基础的诱变育种方

法，如利用物理 （紫外辐射、微波）和化学 （亚硝



基胍、亚硝酸等）诱变获得突变体，已成为发酵工

业中获得优良高产菌株的主要途径，也是研究微

生物生理代谢机制的主流方法［７－８］．传统的诱变
育种多采用单一的诱变方法，盲目性和随机性较

大，且随着诱变次数的增多，菌种的耐受性增强，

诱变效率下降．因此，使用多种诱变方法，通过协
同作用进行复合诱变成为诱变育种的一个重要趋

势．为提高生物破乳菌的破乳能力，对生物破乳剂
产生菌 ＢａｃｉｌｌｕｓｍｏｊａｖｅｎｓｉｓＸＨ１进行复合诱变育
种研究，筛选高效的破乳剂产生菌突变株，为工业

生产提供优质的菌种资源．

１　实　验
１１　实验材料
１１．１　出发菌株

生物破乳剂产生菌株 ＸＨ１分离自大庆油田
受石油污染的土壤，经生理生化及 １６ＳｒＤＮＡ鉴
定为芽孢杆菌属莫海威芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ），由本实验室保藏．
１１２　培养基及模型乳状液的配制

筛选培养基：ＮＨ４Ｃｌ４０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４４０ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４６０ｇ，ＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ０２ｇ，微量元素溶液
１ｍＬ，液体石蜡４％ （体积分数），去离子水１Ｌ，
于１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ．

发酵培养基：ＮＨ４Ｃｌ４０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４４０ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４６０ｇ，ＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ０２ｇ，微量元素溶液
１ｍＬ，液体石蜡４％ （体积分数），酵母膏１０ｇ，
葡萄糖１００ｇ，去离子水 １Ｌ，于 １１２℃下灭菌
２０ｍｉｎ，葡萄糖单独灭菌．培养条件：ＸＨ１菌株种
子液置于３０℃、１４０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养．

平板培养基：牛肉膏 ５０ｇ，蛋白胨 １００ｇ，
ＮａＣｌ５０ｇ，琼脂粉２００ｇ，葡萄糖５０ｇ，去离子
水 １Ｌ，ｐＨ＝７０，于１１２℃下灭菌２０ｍｉｎ．

模型乳状液的配制方法见文献［９］．
１１３　实验仪器和设备

紫外－可见分光光度计：北京普析通用仪器
有限公司 Ｔ６新世纪；低温高速离心机：ＳＩＧＭＡ
２１６ＰＸ型；乳化剪切机：ＦＬＵＫＯａｗｄｅｌＦ６／１０．
１２　实验方法
１２１　诱变方法

１）紫外诱变．对数期的ＸＨ１菌株离心１０ｍｉｎ
（５ｋｒ／ｍｉｎ）收集菌体制成菌悬液，用生理盐水洗
涤悬浮后的菌悬液放于直距３０ｃｍ、２０Ｗ紫外灯
下照射一定时间后，在红灯下稀释适当倍数，取

０１ｍＬ涂平板３０℃光培养，计平板菌落数，计算
致死率，绘制致死曲线并挑出菌落形态差异明显

的突变菌落继代培养．
２）１甲基３硝基１亚硝基胍（ＮＴＧ）诱变．

对数期的ＸＨ１菌株离心１０ｍｉｎ（５ｋｒ／ｍｉｎ）收集
菌体制成菌悬液，用 ｐＨ７０的００５ｍｏｌ／Ｌ的磷
酸缓冲液配制一定质量浓度的ＮＴＧ溶液，取１ｍＬ
菌悬液加入９ｍＬｐＨ７０的００５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓
冲液充分混合，于３７℃下震荡培养３０ｍｉｎ后，取
２ｍＬ加入１０ｍＬ００７ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４液中止，稀
释后取０１ｍＬ涂平板，３０℃，计平板菌落数，计
算致死率，绘制致死曲线．
１２２　致死率的计算及菌株初筛

致死率／％＝［（对照１ｍＬ菌液中的活菌数－
处理后１ｍＬ菌液中的活菌数）／对照１ｍＬ菌液中
的活菌液］×１００．

紫外诱变以８０％左右的致死率确定诱变时
间，ＮＴＧ诱变以７０％～８０％左右的致死率确定诱
变时间后，在平板上随机挑取直径较大的单菌落

进行初筛．
１２３　复筛及破乳剂产生菌破乳性能的测定

复筛时选取初筛中发生正突变的菌株，采用

液态发酵，测定每株菌株发酵液的破乳能力，并测

试其连续传代后的破乳能力，考察突变体的遗传

稳定性．原始菌株和突变体的破乳率和生物量的
测定方法见文献［９］．

２　结果与分析
２１　紫外线辐射后突变株的选择

通过不同紫外线辐照时间对出发菌株 ＸＨ１
的致死率和正突变率的双重影响来确定最佳紫外

辐射强度，通过比较突变株与出发菌株破乳率的

高低来计算正变率，结果见图１．随紫外线照射时
间的增加，细菌死亡率也逐渐增加，当紫外辐照时

间达 ２ｍｉｎ时，出发菌株 ＸＨ１的死亡率为
８３１３％，这时细菌的正突变率相对最大为
２７５７％，因此，确定紫外线最佳辐射时间为
２ｍｉｎ．紫外线诱变筛选突变菌株的过程见文献
［１０］，随机挑取直径较大的单菌落放入发酵培养
基中培养２４ｈ，测试其破乳能力，初选出８株正突
变菌株 （表１所示），经过连续传代后测其破乳能
力，考察突变体的遗传稳定性．大多数突变菌株
显示出不稳定的破乳性能遗传特性，破乳能力都

有所下降．综合对比后筛选出４株破乳能力相对
稳定的突变株，分别命名为 ＸＶ２、ＸＶ７、ＸＶ１５和
ＸＶ２６．其中，ＸＶ２的１２ｈ和２４ｈ的破乳率分别比
原始菌株 ＸＨ１高出４２４％和１２４％，因此选择
其为下一轮诱变的出发菌株．
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图１　紫外辐照时间对ＸＨ１致死率和正突变率的影响
表１　紫外诱变筛选突变菌株破乳能力的传代稳定性

菌种

破乳率／％

第１代

１２ｈ ２４ｈ

第５代

１２ｈ ２４ｈ

第１０代

１２ｈ ２４ｈ

ＸＨ１ ５７１４ ８５７１ ５５７１ ８４７７ ５５１４ ８３６７

ＸＶ２ ８１３７ ９６３４ ７７１９ ９２１７ ７２７７ ９１３７

ＸＶ７ ７８４３ ９３１６ ７４１９ ８９７８ ６９７１ ８６１４

ＸＶ１１ ７０１６ ９０３７ ６６４３ ８７１４ ６３３７ ８５３７

ＸＶ１２ ７２２８ ９０１６ ６５１４ ８６６７ ６２２７ ８３５９

ＸＶ１５ ７５６７ ９１８９ ７１１９ ８８６７ ６８５８ ８６２７

ＸＶ１９ ６９５９ ８８２８ ６６１９ ８５１４ ６３３７ ８１８７

ＸＶ２２ ７０５３ ８９７９ ６４１７ ８３３７ ５９２６ ７９１９

ＸＶ２６ ７５６７ ９１４４ ７０１４ ８７１５ ６８８９ ８５２５

２２　紫外线与 ＮＴＧ复合诱变高效生物破乳剂
产生菌突变株的选择

２２１　ＮＴＧ最佳处理剂量的选择
超诱变剂亚硝基胍 （ＮＴＧ）能使细胞发生一

次或多次突变，在复制叉附近１个基因突变能诱
发附近位置的基因陆续连锁突变［１１－１２］．以经过紫
外辐射筛选出的 ＸＶ２为初发菌株，经 ＮＴＧ质量
浓度分别为２０、４０、６０、８０、１００ｍｇ／Ｌ处理２０ｍｉｎ
后，其致死率和正突变率结果见图２．随着ＮＴＧ质
量浓度的增加，菌体死亡率也随之增加．当 ＮＴＧ
质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ时，菌株 ＸＶ２的死亡率达
７３６４％，正突变率为 ２１４７％，菌体的死亡率较
高而且可以保障较高的正突变率，因此，确定

ＮＴＧ的最佳处理质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ．
２２．２　紫外线与ＮＴＧ复合处理突变株的选择

将经ＮＴＧ处理后的菌株 ＸＶ２的菌悬液接种
到筛选培养基中，置于摇床转数为１４０ｒ／ｍｉｎ的
培养条件下，３０℃培养３～５ｄ后，将菌液梯度稀
释后，均匀涂布于平板培养基中，随机挑取直径较

大的单菌落放入发酵培养基中培养２４ｈ，测试破
乳能力．在大量的突变体中筛选出３株破乳能力
明显高于 ＸＶ２的突变菌株，分别命名为 ＸＮ５、

ＸＮ１７和ＸＮ２３．经过连续的传代进行遗传稳定性
考察，结果显示 ＸＮ５的破乳能力比较稳定，见表
２．ＸＮ５的１２ｈ和２４ｈ破乳率分别为９４１７％和
９８６７％，比其出发菌株ＸＶ２分别提高了１５７３％
和２４２％，比原始菌株 ＸＨ１提高了 ６４８１％和
１５１２％．
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图２　ＮＴＧ质量浓度对ＸＶ２致死率和正突变率的影响
表２　紫外与ＮＴＧ复合诱变筛选突变菌株

破乳能力的传代稳定性

菌种

破乳率／％

第１代

１２ｈ ２４ｈ

第５代

１２ｈ ２４ｈ

第１０代

１２ｈ ２４ｈ

ＸＨ１ ５７１４ ８５７１ ５５７１ ８４７７ ５５１４ ８３６７

ＸＮ５ ９４１７ ９８６７ ９２２６ ９７１４ ９１１７ ９３２６

ＸＮ１７ ９０８９ ９７１７ ８８２６ ９４７４ ８４１９ ９０２３

ＸＮ２３ ９１１６ ９７１７ ８９１４ ９５１６ ８４６７ ９０７７

ＸＶ２ ８１３７ ９６３４ ７７１９ ９２１７ ７２７７ ９１３７

２３　复合诱变后的菌株 ＸＮ５与原始菌株 ＸＨ１
破乳性能的对比

在碳源为葡萄糖１０ｇ／Ｌ和液体石蜡的混合
碳源，其中液体石蜡投加量为４％ （质量分数），
氮源为ＮＨ４Ｃｌ４０ｇ／Ｌ与酵母膏的混合氮源，其
中酵母膏投加量为 １０ｇ／Ｌ，温度 ３０℃，初始
ｐＨ＝６５，摇床转数为１４０ｒ／ｍｉｎ的培养条件下，
探讨了突变体 ＸＮ５和原始菌株 ＸＨ１生长曲线的
对比和不同培养时间破乳率的变化 （图 ３、４所
示）．通过对比发现突变株和原始菌株的生长曲
线没有明显区别，都在１４～２６ｈ时处于对数生长
期，２６ｈ以后进入了稳定期和衰亡期，但是单位
体积发酵液中的生物量，突变菌株与原始菌株相

比有所提高．培养时间在１４～２４ｈ时，突变株和
原始菌株都具有较高的破乳活性，而且突变菌株

的破乳能力明显优于原始菌株，突变菌株的破乳

速率也明显高于原始菌株，当培养时间为 ２０ｈ
时，突变菌株 １２ｈ的破乳率比原始菌株提高了
６４８１％．
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图３　突变体ＸＮ５和原始菌株ＸＨ１的生长曲线对比
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图４　突变体ＸＮ５和原始菌株ＸＨ１不同
培养时间破乳率对比

３　结　论
１）紫外和亚硝基胍具有很好的协同作用，利

用二者复合处理诱变对象，使诱变产生的突变体

后代遗传基础比较复杂，在世代分离选择中通过

优良基因的重组和累加，可获得较高的正突变率，

是生物破乳剂产生菌诱变育种的一种好方法．
２）生物破乳剂产生菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ

ＸＨ１在采用紫外和亚硝基胍（ＮＴＧ）复合诱变后
筛选出了一株遗传特性稳定、破乳性能更高的突

变体ＸＮ５．突变株 ＸＮ５的１２ｈ和２４ｈ破乳率分
别为９４１７％和９８６７％，比原始菌株 ＸＨ１提高
了６４８１％和１５１２％．

　　３）在最佳培养条件下，突变菌株 ＸＮ５和出
发菌株ＸＨ１的生长曲线基本一致；在不同的培养
时间下，突变菌株的１２ｈ和２４ｈ破乳率比原始菌
株ＸＨ１分别提高了３５９１％ ～３８５３％和１０６％
～１３９５％．

参考文献：

［１］ＮＡＤＡＲＡＪＡＨＮ，ＳＩＮＧＨＡ，ＷＡＲＤＯＰ．Ｄｅｅｍｕｌｓｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎｏｆｐｅｔｒｏｌｅｕｍｏｉｌｅｍｕｌｓｉｏｎｂｙａｍｉｘｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｓｓＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，３７（１０）：
１１３５－１１４１．

［２］ＭＡＤＨＵＳＷＥＴＡＤ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｅｅｍｕｌｓｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆａｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅ
ｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００１，７９（１）：１５－２２．

［３］ＮＡＤＡＲＡＪＡＨＮ，ＳＩＮＧＨＡ，ＷＡＲＤＯＰ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ
ａｍｉｘｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒｄｅｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｗａｔｅｒ－
ｉｎ－ｐｅｔｒｏｌｅｕｍｏｉｌｅｍｕｌｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００２，１８（５）：４３５－４４０．

［４］ＮＩＳＨＩＭＡＫＩＦ，ＴＡＫＡＨＡＳＨＩＮ，ＴＳＵＣＨＩＤＡＴ，ｅｔａｌ．
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｓｆｏｒｂｒｅａｋｉｎｇ
ａｎｅｍｕｌｓｉｏｎ：ＵＳ，５９８９８９２［Ｐ］．１９９９－１１－２３．

［５］ＤＡＳＭ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｅｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉ
ｔｉｅｓｏｆａｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ，２００１，７９（１）：１５－２２．

［６］方云，夏咏梅．生物表面活性剂［Ｍ］．北京，中国轻
工业出版社，１９９２．

［７］侯红萍，杜文娟．微波诱变筛选高产纤维素酶菌株
［Ｊ］．中国酿造，２００８（２４）：４４－４６．

［８］兰时乐，李立恒，王晶，等．微波诱变结合化学诱变选
育纤维素酶高产菌的研究［Ｊ］．微生物学杂志，２００７，
２７（１）：２２－２５．

［９］侯宁，马放，李大鹏．高效破乳菌的破乳效能及活性
成分［Ｊ］．石油学报（石油加工），２００９，２５（３）：４３５－
４４１．

［１０］ＺＡＫＯＵＲＲＡ．Ｓｉｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｂｙｅｒｒｏｒｄｉ
ｒｅｃｔｅｄＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９８２，２９５：７０８－
７１０．

［１１］施巧琴．工业微生物育种学［Ｍ］．北京：科学出版社，
２００３．

［１２］郑国香，任南琪，李永峰，等．三种化学诱变剂对产氢
细菌 Ｅｔｈａｎｏｌｉｇｅｎｅｎｓｓｐ．ＺＧＸ４的诱变效应［Ｊ］．太阳
能学报，２００８，２９（１）：６１－６４．

（编辑　刘　彤）

·７２·第６期 刘畅，等：复合诱变选育高效生物破乳剂产生菌及其特性


