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新型常压室温等离子体（ARTP）快速诱变 

高产苏氨酸的突变株 
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摘要：本文采用新型常压室温等离子体（ARTP）生物诱变育种技术，基于 48 孔板高通量筛选获得一株 L-苏氨酸产量明显提高

的突变株（1905#）。相比较与出发菌株，在相同的发酵培养条件下，1905#突变株鲁棒性较好、生长速率加快，最佳温度（37℃）和

pH(7.2)基本一致，能耐受更低的 pH 值。孔板初筛结果表明苏氨酸浓度提高了 133.59%，并且对摇瓶发酵过程进行了研究，相比较与

出发菌株糖代谢速率加快，产酸强度提高，苏氨酸浓度提高了 99.6%。经 50 次传代，1905#突变株表现出很好的遗传稳定性，为产业

化水平的提高提供了坚实的理论基础和数据参考。 
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Abstract: To obtain mutants with high threonine productivity, atmospheric and room temperature plasmas (ARTP) mutation technique 

was used and combined with high throughput screening based on 48 well plates. Mutant 1905# was screened with high threoine productivity. 

Compared with original strain under the same fermentation conditions, the mutant 1905# showed better robustness and faster growth rate. The 

mutant showed similar optimum temperature (37 ℃) and pH (7.2) to the original strain, but it can tolerate lower pH. In the preliminary plate 

screening, the threonine concentration increased by 133.59%. For the flask fermentation process, the mutant 1905# showed higher glucose 

consumption and enhanced threonine productivity The threonine concentration by the mutant was increased by 99.6% compared with that by the 

original. The 1905# mutant showed high genetic stability after 50 subcultures, offering theoretical reference for further increasing threonine 

industrialization level 
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L-苏氨酸（简写 L-Thr）的化学名称为 α-氨基-β-

羟基丁酸，属于脂肪族氨基酸。苏氨酸有 4种异构体，

天然存在并对机体具有生理活性作用的是 L-苏氨酸
[1]。在人体和动物的 8 种必需氨基酸中，苏氨酸是仅

次于蛋氨酸、赖氨酸和色氨酸的第 4 种氨基酸[2]。目

前，苏氨酸在人体和动物的生长发育中发挥着较为重

要的作用，已被广泛应用于医疗、食品和饲料等行业 

收稿日期：2013-04-14 

基金项目：清华大学自主科研计划项目（2011Z01019） 

作者简介：李文峰，工程师，主要从事发酵工程方面的研究 

通讯作者：邢新会，教授 

[3~4]。L-苏氨酸的生产方法主要有蛋白质水解法、化学

合成法和生物发酵法。生物发酵法因其生产成本低、

节约资源、节能环保等优点成为 L-苏氨酸生产的首选

方法。 

由清华大学与北京思清源生物科技有限公司联合

自主研发的新型常压室温等离子体（ARTP）生物诱

变育种技术，由于其具有射流温度低（25~35 ℃），活

性粒子分布均匀，对人体和环境无危害，设备简单，

操作简易等优势[5~6]，已然成为生物诱变育种领域的一

个研究热点。SOS/Umu 试验结果表明，ARTP 具有独

特的基因损伤机制，通过降低细胞膜表面电势以增加
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通透性，活性粒子进入细胞对 DNA 产生损伤作用，

其对基因的损伤效果要明显高于 NQO、UV 和 DES

等传统诱变方式[7]。研究结果表明，阿维链霉菌、发

孢甲基变菌、酶母菌等微生物通过 ARTP 诱变，突变

速度快、突变库多样性大，并成功地筛选获得高产突

变株[8~9]。因此，ARTP 为食品发酵工业提供了一种获

得安全性高的优良菌种的可靠方法。 

目前，尚未有关于使用常压室温等离子体

（ARTP）诱变筛选 L-苏氨酸高产菌株的突变菌方法

报道。本研究以本公司的 L-苏氨酸生产菌株

-Escherichia coli THR6 作为出发菌株，利用 ARTP 对

菌株进行诱变，筛选得到一株苏氨酸产率高、糖消耗

速率快的突变株（1905#），为 L-苏氨酸的工业化生产

提供了获得优良菌种的方法。 

1  材料和方法 

1.1  仪器和药品 

药品：苏氨酸标准品（由广东肇庆星湖生物科技

股份有限公司提供），FMOC-Cl（Sigma 公司），硼酸、

盐酸、醋酸、醋酸钠、氯化钠、碳酸钙，国药集团化

学试剂有限公司；葡萄糖，西陇化工股份有限公司；

酵母抽提物（OXOID，England）；蛋白胨，OXOID，

England；乙腈、甲醇，天津四友公司，色谱纯。 

仪器：孔板摇床（HTS-T008），上海甘薇生物科

技有限公司；超净台（HDL 哈东联）；离心机

（KUBOTA5922），日本制造；pH 计（520Aplus，

Thermo Orion）；可见分光光度计（722S型），上海精

密科学仪器有限公司；自动化工作站（YT-CJ-2ND，

北京亚泰科隆），高效液相色谱， LC-20AT ，

SHIMADZU，日本；Agilent HC-C18(2)色谱柱（安捷

伦公司），ARTP 生物育种机，北京思清源生物科技有

限公司，北京。 

1.2  菌种和培养基 

菌种：由广东肇庆星湖生物科技股份有限公司技

术中心提供，产苏氨酸基因工程菌 Escherichia coli 

THR6。 

种子培养基（g/L）：酶母粉 5，蛋白胨 10，氯化

钠 5，NaOH调 pH 7.2，在 37 ℃、180 r/min 条件下培

养 8h。固体培养基：在种子培养基基础上加入 20 g/L

琼脂粉。以上培养基均在 121 ℃灭菌 15 min。 

发酵培养基（g/L）：葡萄糖 100，硫酸铵 25，磷

酸二氢钾 2，硫酸镁0.4，硫酸锰 0.01，桔水 1，玉米

浆膏 3，碳酸钙 40，NaOH调 pH=7.2。葡萄糖单独分

消，均为 118 ℃灭菌15 min。在 37 ℃、250 r/min 条

件下培养 60 h。 

1.3  ARTP诱变操作 

本研究利用 ARTP 对产苏氨酸基因工程菌进行诱

变，以99.99%氦气作为工作气体，在电源功率为 115 

W、工作气流量为 10 L/min、等离子体发射源与样品

之间距离为 2 mm、样品量为 10 µL（培养 3~4 h的菌

液），操作温度在 23.0~35.0 ℃的条件下进行诱变的突

变效率最高。为了寻找最佳的诱变处理时间，首先分

别考察了照射时间为 0.5 min、1 min、1.5 min、2 min、

2.5 min、3 min 时的细菌致死率。对处理过的样品在

适当的稀释度下涂板，通过 CFU来计算其致死率（下

式），并获得致死曲线[9]。 

致死率按如下公式计算： 

%100(%) 



U

TU
Lethality  

注：其中 U 为不经过诱变处理对照菌的总菌落数，T 为经

诱变处理后对应的总菌落数。 

1.4  高通量筛选方法 

培养细菌 3~4 h（OD~0.4~0.6）到达对数生长中

期，取10 μL菌液点在载片上 ARTP 诱变处理 1.5 min，

将载片放入已装1 mL新鲜培养基的离心管进行复苏，

混匀，稀释到一定倍数，取 100 μL稀释菌液涂布平板，

37 ℃培养 12~24 h，平板长出 20~40 个单菌落。按照

上述诱变操作程序，平行诱变10 块载片并涂板。根据

菌落生长的大小、圆整和丰度，随机挑选单菌落进行

高通量筛选，本研究的高通量筛选模型除结合使用了

自动化工作站，其它筛选过程同郑明英等[9]，提高了

筛选效率与获得高产率突变菌的概率。 

1.5  分析检测方法 

1.5.1  pH 值的测定 
使用 pH计精密测定。 

1.5.2  细胞生长的测定 

用盐酸除去发酵培养液中的碳酸钙，稀释到一定

倍数，用 722S 型可见分光光度计在 562 nm波长处测

定吸光度。 

1.5.3  L-苏氨酸的测定 
高通量筛选采用茚三酮显色法检测[10]，摇瓶复筛

时则用 FMOC-Cl 柱前衍生高效液相检测方法[11]。还

原糖的测定：采用3, 5-二硝基水杨酸法[12]。 

1.6  数据统计 
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本实验除致死率和孔板培养实验外均做 3 个平

行，采用 Minitab 软件进行数据统计，计算标准偏差。 

2  结果与分析 

2.1  ARTP致死率曲线测定 

按照方法 1.3 对产苏氨酸工程菌的 ARTP 致死率

曲线进行了测定，如图1 所示。 

 
图 1 苏氨酸生产菌的 ARTP 致死率曲线 

Fig.1 The lethal rate of threonine-producing bacterium by 

ARTP 

由图 1 可知，ARTP 对苏氨酸生产菌具有很强的

致死效应，按方法 1.5.3 对菌体的致死率进行了计算，

ARTP 处理 1 min 时，其致死率达到了 99.3%。把致死

率控制在 99%以上，可能有利于提高获得生存能力和

产苏氨酸能力增强突变菌株的概率，由此本研究将诱

变处理时间定为 1.5 min。 

2.2  突变菌株的筛选 

 
图 2 出发菌株和 20 个突变菌培养 48h 的苏氨酸产量 

Fig.2 The threonine production by the 20 mutants and original 

strain after 48h fermentation 

在长出单菌落的平板上，根据菌落生长的大小、

圆整和丰度，随机共挑取了 200 个单菌落进行培养和

发酵筛选。筛选结果表明，有 127 个菌株与出发菌株

相比，产酸水平具有较大差异，选取其中 20株孔板产

酸有明显差异的与出发菌株进行比较，如图 2 所示。

在这些突变菌株中，发现一株在相同的发酵培养条件

下产酸能力特别好的突变菌，在孔板培养中，苏氨酸

产量达到 30.6 g/L，相比较与出发菌株，其苏氨酸产

量提高了 133.59%。对从 B5 孔筛选得到的该突变株

命名为 1905#菌。 

2.3  突变菌生物学特性研究 

对获得的这株 1905#突变株进行生物学特性研究

实验，通过与出发菌株比较菌体形态、生长曲线、pH

和温度范围，结果如图3 所示。 

  

  

 
图 3 (a)出发菌株与1905#突变菌菌体形态、(b)生长曲线、(c)

不同 pH 条件下的的生长情况及(d)生长温度范围的比较 

Fig.3 (a) The morphology, (b) typical growth curves, (c) growth 

performance at different pH and (d) growth performance at 

different temperatures of the original strain and the mutant 

1905# 

注：a1：24 h 左为出发菌株；a2：右为 1905#突变菌株。 

由图 3a 可以看出，突变菌的显微形态具有微小差

异，相比较与出发菌株，形态较长且粗，着色较深。

图 3b 中出发菌与突变菌的生长趋势基本一致，都能快

速进入对数生长期，只是突变菌比出发菌要长得稍快。

通过研究两株菌的生长 pH 范围，发现突变菌和出发

菌在 pH 5~10下均能生长，两者最适生长 pH一样，

但突变菌对酸的耐受性更强些。由图 3d 可知，突变菌

与出发菌的最适生长温度是37 ℃。 

2.4  突变菌的发酵特性研究 

为了研究突变菌株 1905#在摇瓶发酵中的培养特

性，以出发菌作为对照，在相同的条件下培养 60 h。
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在整个发酵过程，在不同时间点检测菌体生长情况。

从 30 h开始，每隔 6 h 检测突变菌与出发菌的产苏氨

酸及消耗葡萄糖的情况，结果如图 4 所示。 

 
图 4 突变菌 1905#及出发菌的摇瓶发酵过程 

Fig.4 The time course fermentation of mutant and original 

strain 

由图 4 可知，突变株 1905#与出发菌株在整个摇

瓶发酵过程的生长趋势基本一致，都表现出很短的停

滞期，可迅速进入对数生长期，约在20 h 到达稳定期。

但突变菌的生长速率明显比出发菌要快，且菌体的最

高生长 OD 比出发菌要高出 2.1 左右，约提高了

15.77%。从葡萄糖消耗及产苏氨酸的情况来看，在相

同的培养条件下，突变菌的葡萄糖消耗速率明显比出

发菌要快，苏氨酸产量和产率比出发菌要高。摇瓶发

酵经过 60 h，突变菌可积累苏氨酸50.9 g/L（5.09%），

比原始菌提高了 99.6%。 

2.5  突变菌遗传稳定性研究 

为了研究突变株 1905#的遗传稳定性，首先在固

体培养基平板上活化细菌，再转移到液体培养基进行

一级培养，连续传代培养50 次，分析比较突变菌生产

苏氨酸能力的遗传稳定性，结果如图5 所示。 

 
图 5 1905#突变株遗传稳定性 

Fig.5 The inherit stability of 1905# mutant 

由图 5 所示，1905#突变株的遗传稳定性很好，苏

氨酸产量稳定。 

 

3  结论 

3.1  本研究采用 ARTP 快速诱变和高通量筛选苏氨

酸生产菌突变株的育种新技术，获得了一株苏氨酸产

量明显提高的突变菌株，摇瓶产酸达到 50.6 g/L，与

出发菌相比，提高了 99.6%。在摇瓶发酵相同的培养

条件下，发现该突变菌株比出发菌能够更加快速地消

耗培养基中的葡萄糖，在相同的发酵周期内生产更多

的苏氨酸。通过传代培养，苏氨酸产量能稳定维持在

高水平，表明经 ARTP 诱变获得的这株突变菌的遗传

稳定性高。 

3.2  对于获得的这株突变菌，还要进一步开展以下工

作：1）本文的实验结果均是在摇瓶条件下得到的，由

于摇瓶培养过程中营养、溶氧和 pH等条件不能调控，

接下来需要通过发酵罐培养对突变菌生产苏氨酸的过

程和发酵特性进行分析，并进一步优化其发酵条件，

为中试和生产提供基础；2）对突变菌进行基因测序，

与出发菌进行比对分析，研究突变菌的突变机理及苏

氨酸产量提高的原因。 
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