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摘要  利用了低能 N+注入产色氨酸酶大肠杆菌 Escherichia coli 进行诱变选育。首先进行了离子注入条件及参

数的探索，确立了以 15 %甘油作为保护剂，N+注入能量 10 keV，剂量 13×1014 cm-2的离子注入参数。反复筛

选和连续突变后，获得高产色氨酸酶大肠杆菌，和出发菌株相比，其生物量和色氨酸酶活性均有所提高。经

过发酵规模逐步扩大和酶促反应体系放大，菌体生物量可达 8.2 gww · L
-1，其酶法催化合成 L-色氨酸的产量高

达 110 g · L-1。该菌继代培养遗传性能稳定，可操作性强，有很好的工业化前景。 
关键词  离子注入，L-色氨酸，大肠杆菌，育种 

中图分类号  Q517, Q939.97, TQ92 
 
作为一种新型的生物诱变手段，离子注入技术

以其独特的诱变机理和显著的生物学效应受到关

注，被广泛地应用于植物、微生物育种和转基因[1-5]。

其中，低能离子束对微生物有很强的致突变作用，

已被成功应用于微生物诱变育种研究，取得巨大的

经济和社会效益。实践证明，离子束作用于微生物

集能量沉积、动量传递、质量沉积及电荷交换等效

应，同时还具有高传能线密度（LET）值、集束性

好、射程可控、能量和质量沉积区域集中等特点，

因此在损伤轻的情况下，突变率高、突变谱广[6]。 

L-色氨酸（L-Trp）是芳香族必需氨基酸之一，

广泛应用于医药、食品和饲料等行业，由于市场需

求大，L-Trp 合成方法研究一直是氨基酸行业的一

个热点课题，之前很多学者为了提高菌株的色氨酸

合成能力，采用传统诱变方法，选用大肠杆菌

(Escherichia coli)、枯草杆菌（Bacillus subtilis）、

谷氨酸棒状杆菌（Corynedacterium）等不同微生物

进行研究[7,8]，但由于色氨酸代谢调控的复杂性，色

氨酸产量达不到工业化生产的要求。当前，利用色

氨酸酶 Tryptophanase（EC4.1.99.1）[9,10]的酶促转化

法是业内认可的生产 L-Trp 的有效方法[11,12]。色氨

酸酶以磷酸吡哆醛 5-PLP 为辅酶，正常情况下可催

化 L-Trp 的降解（reaction1，2）。而在存在一定浓

度的吲哚时，色氨酸酶则可以催化合成 L-Trp 的反

应（reaction 3）。 
L-Tryptophan+H2O→pyruvate （ 丙 酮 酸 ）

+NH3+indole（吲哚）（reaction1）；L-Serine（L-丝

氨酸）+H2O→pyruvate+NH3（reaction2）；L-Serine + 

indole→L-Tryptophan+H2O（reaction 3）。 
本研究以吲哚和 L-Ser 为底物合成 L-Trp，由于

出发菌株的色氨酸酶活性比较低，通过以离子束诱

变源对产色氨酸酶大肠杆菌进行诱变改良，探索离

子束注入工艺和注入参数，以及建立有效的突变体

筛选方法，筛选到一株色氨酸酶高产菌株，在一定

的底物浓度条件下，其酶法合成色氨酸的产量达到

110 g · L-1。 

1 材料与方法 

1.1 供试菌株及培养基 

实验菌株为产色氨酸酶大肠杆菌 Escherichia 

coli B1t7-A，ATCC 27553。采用 LB 培养基：蛋白胨

10 g · L-1，酵母提取物 5 g · L-1，NaCl 10 g · L-1，pH 7.0，

37 ℃培养 22~48 h。 

1.2 N+
注入诱变及筛选 

1.2.1 样品处理  将生长良好的平板上 E. coli 适量

菌体收集到 15 %无菌甘油溶液中，稀释成不同倍数

的菌悬液。取 0.1 mL 均匀涂布于无菌平板上，无菌

风干。取镜检无细胞重叠者进行 N+离子注入。 
1.2.2 离子注入  离子注入机：50 keV 离子注入机，

由中国科学院离子束生物工程学重点实验室自行研

制。用 N+注入，注入能量设置为在 10 keV，15 keV

能量下，注入剂量（1~25）×1014 cm-2，靶室真空度
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为 10-3Pa。将平皿置于水冷靶台上，以 5 s 脉冲式注

入，间隔 55 s。取出平皿，以 1 mL 无菌水反复冲

脱，稀释适当倍数（适合平板计数的稀释度），涂布

于 LB 培养基，37 ℃培养 22~48 h，用于单菌落的

挑选及存活率、突变率的计算。 

1.2.3 离子束诱变后突变体筛选  将上述诱变后的

菌悬液以筛选到的适当稀释倍数稀释后，于 37 ℃培

养 48 h，待菌落完全长成，根据其生长速度及形态

特征等特点，分别挑取不同类型的菌落，纯化后以

LB 培养基 37 ℃摇瓶培养 24 h，检查色氨酸酶活性，

计算正负突变率。初步筛选到的发生正突变的菌株

进行色氨酸酶活性检查，选取高色氨酸酶活性的突

变株进行下一轮的诱变和筛选。 
1.2.4 酶法合成 L-色氨酸的反应  将收集到的菌体

制备成粗酶液，按以下方法固定化：10 %聚乙烯醇

PVA（1750±50）（含 1 %海藻酸钠）：粗酶液（含湿

菌 16 g/100 mL）（V  V）=1  1 混匀。将混合物逐

滴滴入含 2 %氯化钙（以 Na2CO3 调至 pH 6.5）的饱

和硼酸中制成小球状。固定化 4h 后洗净，再投入固

定化酶促反应体系中，包括：吲哚 8 %，D，L-丝氨

酸 16 %，5-PLP 5 mg，pH 7.0，37 ℃振荡反应 24 h。

每次反应结束后将固定化小球回收，冲洗干净后再

投入下一批次反应中。固定化酶促反应体系从

100 mL→250 mL→1L 逐级放大，考察该菌株稳定

性。L-色氨酸的检测方法为纸层析法结合紫外分光

光度法[13]。 

1.3 分析方法 

1.3.1 生物量测定  采用菌体湿重法，接种量 5 %，

37 ℃培养 24 h 后，取培养好的菌体发酵液，

4000 r/min 离心 20 min，称取湿重（gww · L-1）。 
1.3.2 色氨酸酶活性检查  按 Wood 等[14]提出的酶

活测定方法改进后进行。酶的一个活力单位（U）

定义为：在一定反应条件下，37 ℃、10 min 催化形

成 0.01 mol 吲哚所需要的酶量。 
1.3.3 存活率的计算  存活率是通过 N+注入前后大

肠杆菌活菌计数来测定的。在制备注入平皿的同时，

同样方法制备对照平皿。对照平皿和样品平皿其他

所有步骤同步进行，风干，靶室抽真空，样品平皿

接受 N+注入而对照平皿不接受离子注入，离子注入

完成后以同等体积无菌水冲洗，稀释同等倍数涂平

皿，进行菌落计数，计算存活率。 

2 结果与讨论 

2.1 注入离子能量和剂量的选择 

离子束诱变育种经验表明，N+注入在诱变育种

中效果较好。分析 N+作为 DNA 碱基的一种极其重

要的组成元素，使得 DNA 复制时碱基错配几率增

大[15]。因此，本实验选用 N+作为注入离子。由于在

能量为 15 keV 的离子辐照下，大肠杆菌致死率偏高

（≥96%），选择适合细菌诱变育种的能量 10 keV

下以不同剂量进行离子注入，注入剂量和存活率的

关系见图 1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Survival fraction of E.coli by N+ ion implantation 

现代育种理论认为[16]，被诱变的微生物存活率

在 20 %~30 %左右时，产量性状的正常突变率比较

高，而在更低的存活率时，虽然突变率更高，但负

突变率增加，正突变率却降低。图 1 表明，在能量

10 keV，剂量 0~20×1014 cm-2 的离子注入下，E.coli

存活率表现出了先突降后略升再降的变化，不同于

紫外线或者其他辐射产生的“直线型”，这个结果

与文献[1]、[3]报道结果类似。将存活率为 25 %±5 %

所对应的离子注入参数 10 keV，13×1014 cm-2 作为

该菌株后续诱变育种的离子注入参数。 

2.2 能量 10 keV，剂量 13×1014 cm-2 的离子注入

对 E.coli 生物量的影响 

酶法合成 L-Trp 的色氨酸酶直接来源于菌体，

生物量的大小直接决定了酶的生产效率，是整个酶

促反应工艺中的关键步骤。为了考察 N+注入对该菌

株的生物量的诱变效果，在诱变前后分别随机记录

53 批次发酵菌体生物量（gww · L-1），从图 2 的菌体

生物量分布直方图，我们可以直观看出两组分布均

趋向正态分布。 
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Fig.2  Histogram plot with normal distribution overlay of yield of strains  
a: Yield of strains of natural division, b: Yield of strains after N+ implanted 

进而对两组数据进行正态分布的吻合度检验。

统计量为 
 

 

式中，O 为各区间的实际观测频数，E 为各区间的

理论频数。E＝n·P，P 为各区间正态曲线下包含的

面积，n 为子样容量。子样容量 n，平均数 x ，标准

差 s，自由度 v 均列于表 1，表 2 基部。将各区间 

 

 

 的 2
o 计算列于表 1 ， 2 。查

2 分布表，

)3(2
05.0 =7.81473， )4(2

05.0 =9.48773，分别大于表

1 的
2 =2.673 和表 2 的

2 =2.579，故认为在 0.05

显著水平上实际与正态分布的拟合程度差异不显

著，证明诱变前后菌体的生物量分布均符合正态分

布 N（6.29，0.5512）和 N（6.40，0.7612），而不是

随机无序分布。 

Table 1 2 test of natural division strain 

Biomass section O (Observation frequency) 
E (E＝n • P)          

(Theoretic frequency) E

EO 2)(   

4.5~5.0 2 5.088 1.874 

5.0~5.5 3 3.535 0.081 

5.5~6.0 11 11.750 0.048 

6.0~6.5 17 18.55 0.130 

6.5~7.0 16 13.430 0.492 

7.0~7.5 4 4.463 0.048 

Note: n=53, x =6.29, s=0.551, v= 6-2-1=3, x2 =2.673 
     

Table 2 2 test of ion implanted strain 

Biomass section O (observation frequency) 
E (E＝n • P) 

(theoretic frequency) E

EO 2)(   

4.5~5.0 2 1.104 0.727 

5.0~5.5 5 4.564 0.042 

5.5~6.0 9 9.674 0.047 

6.0~6.5 10 13.260 0.801 

6.5~7.0 15 12.377 0.556 

7.0~7.5 8 8.534 0.033 

7.5~8.0 4 2.951 0.373 

Note: n=53, x =6.40, s=0.761, v=7-2-1=4, x2=2.579 
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2.3 离子注入诱变对酶法合成色氨酸的产色氨酸

酶大肠杆菌的影响 

色氨酸酶活性的高低决定单位生物量的酶促催

化效果，在 2.2 节的基础上，分别进行各个生物量

区间的 30±3 株突变体的色氨酸酶活性检测，图 3

反应了在不同生物量区间内色氨酸酶活性的差异，

发现在发生生物量性状正突变相对集中的 7.5~8.2

（gww·L-1）的区间内，色氨酸酶活性基本能保持和

其他生物量区间同等水平，则确定在后续筛选中着

重挑取这一区间的菌落进行复筛。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  Activity of TPase of strains with N+ implantation 

2.4 高产菌株的选育 

从离子注入后产生的大量的突变体中，如何筛

选正向突变体，是离子束育种的关键。而产量形状

往往是多基因调控的数量形状。根据上述实验结果，

设计了如下的选育方案，前几次诱变筛选中，挑取

生长较快，较大菌落作为复筛对象，这个步骤首先

保证了菌株高的生物量及其良好的生长能力，有利

于进一步筛选其中高酶活突变体。然后以添加不同

浓度吲哚的培养基进行两次平板筛选。这样，将可

筛突变体的数量大大降低后，再进行酶活检测。经

过 3 轮连续诱变和筛选后，最终得到相对高产菌株

W-T32。生物量可达 8.2 gww·L-1，酶法合成 L-Trp 的

产量高达110.5 g·L-1，较出发菌株分别提高了32.3 %

和 69.2 %（见表 3）。 

Table 3  Comparison between W-T32 and original strain 

Strains Biomass 
/gww • L

-1 
Tryptophanase/U Production of 

L-Trp / g • L-1 

E.coli 
B1t7-A

6.2±0.15 9.15±0.06 65.3±0.20 

W-T32 8.2±0.15 13.8±0.05 110.5±0.20 

2.5 固定化酶促反应体系放大实验结果 

以 W-T32 为发酵菌株首先进行发酵体积的放

大，500mL 三角瓶→5L 发酵罐→50L 发酵罐进行菌

体发酵培养，发现随着发酵体积的增大，菌体浓度

达到同等 OD 值的发酵时间有所缩短（见图 4），除

了接种量的偶然因素外，猜想离子束诱变改变了菌

株的好氧性，另外发酵罐发酵可能提高了发酵放大

工艺指标容量传质系数 KLa，发酵效率提高，能耗

降低，有利于工业化生产。固定化酶促反应体系从

25 mL→250 mL→1L 逐级放大的实验结果同样具

有类似现象，随着反应体系的增大，达到同等产物

浓度的酶促反应时间缩短（见图 4），推测反应体系

各成分的传质系数随着反应体积放大得到提高。菌

体的发酵和固定化酶促放大实验均显示了菌株

W-T32 具有良好的工业化前景。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  The results of enlarged experiment 
a: Enlarged experiment of fermentation, b: Enlarged experiment of enzymatic reaction 
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以 W-T32 为发酵菌株首先进行发酵体积的放

大，500 mL 三角瓶→5 L 发酵罐→50 L 发酵罐进行

菌体发酵培养，发现随着发酵体积的增大，菌体浓

度达到同等 OD 值的发酵时间有所缩短（见图 4），

除了接种量的偶然因素外，猜想离子束诱变改变了

菌株的好氧性，另外发酵罐发酵可能提高了发酵放

大工艺指标容量传质系数 KLa，发酵效率提高，能

耗降低，有利于工业化生产。固定化酶促反应体系

从 25 mL→250 mL→1L 逐级放大的实验结果同样

具有类似现象，随着反应体系的增大，达到同等产

物浓度的酶促反应时间缩短（见图 4），推测反应体

系各成分的传质系数随着反应体积放大得到提高。

菌体的发酵和固定化酶促放大实验均显示了菌株

W-T32 具有良好的工业化前景。 

3 结论 

产色氨酸酶大肠杆菌的氮离子注入中，随着注

入剂量的增加，菌体的存活率显著降低，但却存在

菌体存活率先降后略升再降的曲线变化，有别于其

他辐照所产生的存活剂量关系，反映了离子束这种

特异的诱变源具有的独特的诱变效果。通过在能量

10 keV，剂量 13×1014 cm-2 参数下对产色氨酸酶大

肠杆菌进行连续、多级诱变筛选，得到一株酶法合

成 L-Trp 的高产菌。该菌株的生物量对比出发菌株

大大提高，菌体产率可达 8.2 gww · L-1，同时其酶法

合成色氨酸的量高达 110 g·L-1，比出发菌株分别提

高了 32.3 %和 69.2 %。实验中发现，离子注入后，

后代菌株生物量离散程度明显高于自然分离，提示

离子注入对微生物具有显著的诱变作用。以该菌株

为产业化试验菌株进行了逐级放大实验，随着菌体

发酵体积放大，生物量有所提高，发酵时间显著缩

短，并且继代遗传稳定。将逐级放大获得的菌体制

备成固定化色氨酸酶，酶促反应体系相应放大，

L-Trp 产量均能维持比较高的水平，表明其催化活

性保持稳定。该菌株在产 L-Trp 的生产中体现出了

耗能低，操作简单粗放等特点，具备了工业微生物

的基本条件，进行中试放大实验后，有望在国产 L-

色氨酸行业中得到应用，实现其产业化价值。 
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Breeding of tryptophanase-producing Escherichia coli by use of  

N+ ion beam implantation 

PANG Min  YAO Jianming 

(Institute of Plasma Physics, Chinese Academy of Sciences, Hefei 230031, China) 

ABSTRACT  In this paper, the mutation breeding on Escherichia coli producing tryptophanase was studied after 

low energy N+ ion beam implantation. Parameters in the N+ ion beam implantation were firstly determined. It has 

been indicated that a high mutation rate of E.coli could be obtained by N+ implantation with 10 keV and 13×1014 

N+/cm2 when glycerin at 15 % concentration used as protector. After continuous mutagenicity a high-yield tryptopha-

nase-producing strain has been screened out and both of its biomass and enzymatic activity are higher than the previ-

ous levels respectively. The results of scale-up production show that the biomass could be reach 8.2 gww ·L
-1 and 110 g 

L-tryptophan could be formed in the volume of 1L enzymatic reaction system. In addition, the characteristics of its 

stable descend ability and easy operation make it a promising strain for industrialization. 

KEYWORDS  Ion implantation, L-tryptophan, Escherichia coli, Breeding 
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