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亚硝基胍诱变处理氧化亚铁硫杆菌的育种研究

蒋金龙，贾建波
(淮阴工学院生物工程与化学工程系，江苏淮安223001)

摘要：对亚硝基胍(MN’陀)处理对数期氧化亚铁硫杆菌的诱变育种进行了研究，考察了不同浓

度诱变剂和不同诱变处理时间对诱变效应的影响，发现诱变后菌株的氧化活性在原先的基础上提

高了4倍。菌株经诱变剂处理后再冷却处理，可减少回复突变，使氧化活性再提高近一倍。
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目前，生物浸取技术在国外得到了广泛

应用，涉及范围已包括金、铜、铀等金属¨J，

通过浸出获得的金属产量也在不断增加，但

是在我国生物浸取技术工业化应用极少，大

多数的研究都还处在实验室阶段。其原因除

了我国的工矿企业投入不足，不够重视外，对

微生物冶金技术的基础研究也落后于国外。

在生物浸取技术中应用较多的菌种是氧化亚

剂[3叫1处理。目前化学诱变剂处理浸矿菌种

的报道甚少，本文采用超强诱变剂亚硝基胍

诱变处理处于对数期的氧化亚铁硫杆菌，从

诱变剂浓度、诱变时问、诱变后处理上进行了

研究，为获得高效浸矿菌株提供了一条有效

的途径。

1 化学诱变育种机理

铁硫杆菌，由于其生长速度比较缓慢，所以金 微生物的突变在自然条件下可自发迸

属浸出的速度慢，浸出周期长，从而影响了生 行，但是自发突变的突变率很低，获得符合要

物浸取技术的工业化应用。因此除了加强细 求的突变株的几率更低。因此人们往往通过

菌浸出工艺条件和浸出过程的研究外，还应 人工的物理化学因素作用来提高菌株的突变

加强其上游育种技术的研究，以获得高效浸 率，使具有有利性状的突变株筛选的可能性

矿菌株。微生物的育种技术主要有诱变育 大大增加。化学诱变剂主要是通过与核酸碱

种、杂交育种、原生质体融合、基因工程 基作用、作为碱基类似物或移码突变剂来干

等∞J。而其中诱变育种是目前应用最多也 扰DNA复制，使其遗传物质发生改变而突

最经济实用的育种方法。诱变育种可以采用 变。本文采用的诱变剂亚硝基胍(M吣)”o

物理方法如紫外诱变，也可以采用化学诱变 是一种能与核酸碱基作用的双功能烷化剂，
·ShShShSI■连已·是已d“S“是E．昱B—哩·妯埘EdE·皇E·是h是￡·是￡·昱h蔓h蔓已·昱巴·SE·蔓已·昱已·基已·置已·置曼·毫已·毫已·置E·毫巴d卫·勒埘“S巴．!【E·黝!|盅当·曼E

products，such as H2S04 concentration，actiVation temperature，actiVation time were optimized．At tlle

same time，山e optimal technological conditions for preparing activated clay were detennined．The

high—e伍cient activated clay having higher decolodzing mte(>98％)and higher lime actiVity(220

一250)is successfuUy pIDduced．
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可与DNA分子的许多部位发生作用，结果使

DNA分子增加了烷基侧链(烷化作用)，从而

改变了DNA分子结构，同时它还能在DNA

双链问形成共价键，这样就阻碍了在DNA复

制过程中双链的解开，引起突变。

2 实验部分

2．1 实验材料

菌种：氧化亚铁硫杆菌野生型菌株，从江

西德兴铜矿堆浸场酸性水中分离。

培养基：9K培养基，用1：1硫酸调至pH

=2．O。

化学诱变剂：l一甲基一N’一硝基一N一

亚硝基胍(MNTG)。

2．2实验仪器

超净工作台，生物显微镜(Ysloo)，振荡

培养箱(DHz—C)，冰箱，血球记数器，高压

灭菌锅(LDzx)，精密pH计(PHS一3C)，恒

温培养箱(DNP一9052)。

2．3实验方法

2．3．1出发菌株的筛选

取95mL9K培养基于250mL锥形瓶，接

种5mL氧化亚铁硫杆菌菌液(10 7一108个

T．f菌／mL)，置于振荡培养箱中30℃下振荡

培养，取对数期菌液作为诱变处理出发菌株。

2．3．2诱变处理及筛选

取某一浓度的亚硝基胍溶液1mL于锥

形瓶中加入9mL处于对数期的菌液，振荡一

定时间，然后加入90mL9K培养基终止诱变，

放人振荡培养箱中于30℃、1lOr／min下培

养，每隔一定时间取菌液分析测定。

2．3．3分析方法

菌液中Fe2+的浓度用重铬酸钾容量法

测定，氧化活性采用亚铁离子氧化法，细菌数

的测定采用血球记数器记数。

3 实验结果

3．1 不同浓度的诱变剂对诱变效应的影响

从一定浓度的亚硝基胍溶液中，分别取

1mL加入到9mL菌液中去，使其最终浓度分

别为50ug／mL、20ug／mL、15ug／mL、10ug／

mL、5u∥mL，振荡15min，用9K培养基大量

稀释至10倍，使诱变反应终止，细菌致死率

与诱变剂浓度的关系见图1。由图1可知，

诱变剂浓度越大，细菌致死率越高。在亚硝

基胍浓度为20ug／mL时，细菌死亡率为95．

2％。将稀释后的菌液振荡培养三代后，测定

菌液的氧化活性见图2。由图2可知亚硝基

胍浓度越大，获得的诱变菌氧化活性越大，在

浓度为20ug／mL时，细菌的氧化活性为

0．649／L·h，是未经诱变处理的菌株氧化活

性的4倍。
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图1 诱变剂浓度与致死率的关系
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图2诱变剂浓度对诱变效应的影响

3．2不同诱变处理时间对诱变效应的影响

诱变剂亚硝基胍浓度分别为20ug／mL、

15ug／mL、10ug／mL、5ug／IIlL，处理17min，培

养三代后测定菌液的氧化活性，与处理

15min的结果比较，得图3。

从图3中可以看出在亚硝基胍浓度为
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图3诱变处理时间对诱变效应的影响

20ug／mL时，随着处理时间的增加，细菌的致

死率增大，获得的菌液氧化活性很低。而亚

硝基胍浓度为15ug／mL时，处理17min获得

的菌液氧化活性最大。由此可以看出诱变效

应不仅与诱变剂浓度有关，还与处理的时间

有关，需综合考虑来确定合理的处理时间和

诱变剂浓度。

3．3诱变后冷却处理对诱变效应的影响

T．门萄经冷却处理后可以减少暗修复、

重组修复、SOS修复系统的作用MJ，故可以提

高正突变效果。将经浓度为20ug／mL的亚

硝基胍处理15min后的菌液稀释终止诱变，

再置于4℃冰箱放置12h后进行培养，三代

后测定菌液的氧化活性，将结果与同批诱变

处理但未经冷却的菌液氧化活性比较，得表

l。从表1中可以看出经冷却处理后，由于减

少了回复突变，增加了正突变效果，细菌的氧

化活性比未处理的提高了近一倍。

表l 诱变后冷却处理对诱变效应的影响

4 讨论与分析

1．虽然亚硝基胍在近中性的环境下诱变

效果最好，在酸性条件下会分解，产生有害的

有机物，抑制T·门菌的生长，使诱变效果降

低，但是由于T．厂菌生长于酸性环境中，本文

为方便起见，处理时溶液为微酸性，终止反应

为加人大量9K培养基。从实验数据看，通

过诱变处理后，菌液的氧化活性大大提高，繁

殖时间大大缩短。

2．亚硝基胍的诱变效果与其浓度和诱变

时间有关，诱变剂浓度越高致死率越高，在较

高的致死率，即亚硝基胍浓度为20ug／mL

时，所得的诱变菌菌液氧化活性比原始菌提

高4倍。这说明在较高的致死率下，有较好

的正突变效果。同时随着处理时间的增加，

致死率相应提高，此时在略低的浓度(15ug／

mL)下，得到的菌液氧化活性最大，但在较高

浓度(20ug／mL)下，最后得到的菌液氧化活

性却非常低。所以在诱变处理时这两种因素

需综合考虑，以求获得最大的诱变效果。

3．一些异养菌经过冷却处理可以减少回

复突变，T．，菌经冷却处理也有这种效果。

在本文中经冷却处理后得到的细菌菌液氧化

活性比未处理的提高了近一倍。

4．诱变处理后如何采取有效的筛选方法

获得高效、遗传稳定的诱变菌是菌种选育成

功的关键。由于T．厂菌在固体培养基上生长

缓慢，其最佳生长条件为pH=2．0—3．5，其

他细菌很难在此条件下生长，同时由于采用

化学诱变剂，尽管大量稀释但还是对细菌的

生长产生了一些不利的影响，所以采用摇瓶

培养法来筛选突变菌，产生正突变的细菌生

长旺盛，氧化活性高，在培养的过程中逐渐占

优势，这点在实验中已得到证实。然后再采

用平板分离法根据细菌的特性如菌落大小和

出现快慢进行分离。通常，先出现的菌落或

大菌落的活性较大。

5．选择适合T．厂菌分离的固体培养基也

很重要。普通琼脂做凝固剂得到的固体培养

基，由于对自养的T．厂菌有抑制作用，很难得

到菌落，在实验中仅在菌液稀释程度为10。

的涂布平板上出现了红棕色菌落，且难以分

离。日产Agar和琼脂糖效果较好，可以在稀

释度较大的菌液平板上产生单一菌落，适合

分离。
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几种锆类化合物添加剂对硬硅钙石形貌的影响

陈淑祥，倪文，江翰，董文辉
(北京科技大学土木与环境工程学院，北京100083)

摘要：考察了几种锆类化合物添加剂对硬硅钙石形貌的影响。实验结果表明：锆英石和氧化

锆作为添加剂时，硬硅钙石结晶不好，纤维结合紧密，形成了密实、团聚的硬硅钙石二次粒子，此结

构倾向于制备高强度绝热制品；使用氧氯化锆作为添加剂所制备的硬硅钙石结晶良好，所生成的

硬硅钙石二次粒子具中空结构，此种结构易于形成超轻绝热制品。

关键词：硬硅钙石；添加剂；锆类化合物
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硬硅钙石(6CaO·6SiO：·H：O)型硅酸 料‘1订1。目前制备硬硅钙石型硅酸钙主要利

钙材料由于具有容重小、导热系数低、使用温 用动态水热法。影响硬硅钙石的形成因素有

度高等优点被广泛应用于工业保温隔热材 很多，例如压力、温度、保温时间、原料品种、
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Ferroo嫡da璐Mutagenized丽th NTG
JIANG Jin—long，Jn Jiall．bo

(Huaiyin Institute of Technology，Huai缸，Ji肌gsu，China)

Abstract：The article studied on mutagenic breeding of 7IhiobaciUus fb舢xidans in 109aritllmic
growth phase witll MNTG． ne effects of di虢rent concentrations of mutagen aIld di＆rent muta-

genized times on lilutagenesis were studied．It was found t}lat tlle oxidizing actiVity 0f tlle s廿ains after

mutagenesis was increased about 4 times．The strains mutagenized were re酗gerated．7Ihis disposal

could decrease reVersion aIld impIDVe it§oxidizing actiVity about one time·
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