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摘　要：选取高低两个ＬＥＴ点（４０和６０ｋｅＶ／"ｍ），剂量点分别为５０，１００，２００，４００，６００Ｇｙ进行辐

照处理，研究了生防菌的存活率与突变率的关系，抑菌谱以及活性等。结果表明，在高ＬＥＴ条件

下，低剂量辐照就可以得到较多的突变体，并且ＢＪ１有较高的存活率和突变谱，有利于筛选优良的

正突变体。因此高ＬＥＴ较低ＬＥＴ有更为明显的辐射诱变效应。
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１　引言

重离子是一种致密的电离辐射，与传统的Ｘ射

线和γ射线相比，具有能量沉积密集、局部剂量大

和相对生物学效应高等特点［１，２］。当能量高于０．１

ＭｅＶ／ｕ的重离子通过介质时，主要与介质的核外电

子发生作用，造成电子碰撞阻止，这时将单位路程

上的能量损失率称为传能线密度（ＬＥＴ）。重离子束

在能量沉积过程中，其射程末端存在一个尖锐的能

量损失峰，即Ｂｒａｇｇ峰
［３］。ＬＥＴ值在很长一段行进

路程上相对较小，到最终骤然增大。因此离子能量

沉积的空间分布很有利于使生物体的局部系受到严

重影响。从生物体系总体来看，能有更多生物学效

应，同时还可以提高存活率，有利于获得更多突变

体。同时，这种受损的部位可以随离子能量的高低

而变化，是可以调控的和选择的，这有利于改变过

去传统的无方向性的随机诱变，提高育种效率。

我国自１９９４年报道了离子注入链霉菌的诱变

效应以来，在这一领域进行了深入的研究探讨。庆

大霉素产生菌绛红小单孢菌，红霉素产生菌，高产

壮观链霉菌等经不同重离子辐照后，经均筛选得到

了高产突变菌株［４—６］。利用Ｎ离子对天冬氨酸转氨

酶高产菌株［７］，米曲霉ＷＪ０５２１
［８］进行辐照诱变，得

到了酶活性提高的优良突变菌株。２０世纪８０年代甚

至更早，哺乳动物细胞的离子束辐射ＬＥＴ效应基础

研究就已在国外展开［９］。到了９０年代，日本开始探

索不同 能 量 的 离 子 束 辐 射 对 植 物 体 的ＬＥＴ效

应［１０—１２］，而在国内对于微生物的ＬＥＴ效应研究还

鲜有报道。

本文研究了生防菌ＢＪ１经Ｃ离子照射后的生防

效果的变化，分析了不同ＬＥＴ的Ｃ离子辐照对生防

菌ＢＪ１的诱变效应，为Ｃ离子辐照生防微生物进行诱

变育种提供基础数据，同时从生防菌的角度进行微

生物ＬＥＴ效应研究，探索生防菌生防效果随ＬＥＴ的

变化规律。

２　材料与方法

菌株　（１）实验菌：生防菌ＢＪ１；（２）指示菌：黄

瓜枯萎病菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿犳．狊狆．犮狌犮狌狀犲狉犻

狀狌犿）、棉 花 枯 萎 菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿犳．狊狆．

狏犪狊犻狀犳犲犮狋狌犿）、辣椒丝核病菌（犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻）；

（３）检测菌：黄瓜枯萎病菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

犳．狊狆．犮狌犮狌狀犲狉犻狀狌犿）。

培养基　ＰＤＡ培养基：用于检测菌培养和抑菌

活性测定；ＮＢ培养基：用于生防菌的培养，牛肉

胨３．０ｇ，蛋白胨５．０ｇ，葡萄糖２．５ｇ，琼脂１７ｇ，
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水１０００ｍｌ。

重离子辐射　（１）取一环在ＮＢ斜面上活化好的

生防菌出发菌株，加入４０ｍｌＮＢ培养液在２８℃，

１２０ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｓ／ｍｉｎ培养１８ｈ，吸取１．５ｍｌ至一次

性培养皿中，将皿安装在辐照盘上，备用；（２）辐照

在中国科学院近代物理研究所重离子加速器研究装

置（ＨＩＲＦＬ）上进行，选取４０ｋｅＶ／"ｍ和６０ｋｅＶ／"ｍ

两个ＬＥＴ点，设定５个不同的剂量点，分别为５０，

１００，２００，４００，６００Ｇｙ。辐照完毕后，取下培养皿

将菌液转入无菌的小离心管中，加入３５０μｌ甘油，

放入－２０℃冰箱保存。

生防菌存活测定　用浓度梯度法进行测定。将

经过辐照处理过的菌液用无菌水进行稀释，然后取

不同浓度涂布于平板，室内培养９６ｈ，统计平板上

长出的菌落数，计算存活率。

每毫升菌落数＝（平板上的活菌落数×稀释倍

数／平板上加菌液的量ｍｌ）×１００

存活率＝（辐照处理平板上的活菌落数／未辐照

平板上的活菌落数）×１００％

生防菌抑菌活性测定　用ＰＤＡ平板对峙法进行

测定。将辐照处理过的生防菌活化后，取一环菌接

入４０ｍｌＮＢ培养液，２８℃，１２０ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｓ／ｍｉｎ培

养４８ｈ。按一定比例加入培养皿后，迅速倒入灭菌

后冷却至４５℃左右的ＮＢ培养基混匀，制成菌液稀

释浓度为２００μｌ／ｍｌ的平板，打成直径７ｍｍ的菌饼，

并等距离置于ＰＤＡ平板四周。将直径７ｍｍ指示菌

菌饼接入平板中央，以不接生防菌为对照（将指示

菌菌饼接于平板中央）。每处理重复三皿。２５℃恒

温箱中培养数天，待对照组菌落长至皿边缘时，十

字交叉法测量抑菌圈直径，计算突变菌株抑菌能力

的大小（犚值），犚＝（ＣＫ中菌落的半径－病原菌向

生防菌生长的长度）／ＣＫ中菌落的半径）×１００％。

３　结果与分析

３．１　存活率的犔犈犜效应

由图１可知，用不同ＬＥＴ离子辐照后，ＢＪ１的存

活率与剂量的关系也存在着典型的马鞍型变化，但

由于离子的能量不同也存在差异，表现为在相同的

剂量下，能量越低其能量沉积效应即ＬＥＴ越大，致

死率越高，ＬＥＴ为４０ｋｅＶ／"ｍ 时的Ｃ离子辐射半致

死剂 量（５０％ ｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ，ＬＤ５０）约 在 ４００—６００

Ｇｙ之间，而ＬＥＴ为６０ｋｅＶ／"ｍ的ＬＤ５０约在２００—４００

Ｇｙ之间。同时在剂量大于１００Ｇｙ的条件下，低

ＬＥＴ的存活曲线下降平滑，而高ＬＥＴ的存活曲线很

陡，随 着 剂 量 的 增 加 而 显 著 降 低。这 说 明 在

高ＬＥＴ的离子辐照条件下，需要较低的剂量即有可

能得到我们所需要的突变材料。

图１ 菌株ＢＪ１存活率的ＬＥＴ效应

３．２　 不同犔犈犜离子辐照犅犑１突变率统计　

不同ＬＥＴ时辐照的剂量均为５０，１００，２００，４００

和６００Ｇｙ，每个剂量点分别选取３５个单菌落进行抑

菌实验，结果以抑菌圈１４．００ｍｍ为标准。高于

１４．５为负突变；低于１３．５为正突变；１３．５—１４．５为

无变异菌株，结果见图２和图３。由图中可知，对

于ＬＥＴ为４０ｋｅＶ／"ｍ时的突变率（包括正负突变）在

图２ 菌株ＢＪ１存活和突变率的低ＬＥＴ效应

存活率为３９．６％时是最高的，其中正突变率达到了

２０％；ＬＥＴ为６０ｋｅＶ／"ｍ的存活率为３８％时，正负

突变最高，其中正突变率为２５．７％，比低ＬＥＴ的高

出了２８．５％。说明在存活率相当的条件下，高

ＬＥＴ离子辐照可以得到更高的总突变率和正突变

率，具有更为明显的辐射诱变效应。
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图３ 菌株ＢＪ１存活和突变率的高ＬＥＴ效应

３．３　 生防效果的犔犈犜效应

表１和表２列出了辐照发生防菌ＢＪ１对３种病原菌

的抑菌活性。由表可以看出，不同ＬＥＴ辐照后，生

防菌ＢＪ１的抑菌效果有比较大的差别。高ＬＥＴ辐照

后，抑菌谱较广，它对３种病原菌的抑菌活性均有不

同程度的提高，其中又以对犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

犳．狊狆．狏犪狊犻狀犳犲犮狋狌犿的抑菌效果最好，最高的活性提

高到了２６％，并且在４００Ｇｙ时，３种病原菌的抑菌

活性提高都达到了最大的幅度；相对于高ＬＥＴ离

子，低ＬＥＴ辐照后的抑菌活性变化较大，它仅对两

种病原菌具有抑菌活性，并且提高幅度最大的也只

有２％，同时抑菌活性提高时的剂量也都在６００Ｇｙ。

对于犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻反而失去了抑菌活性。

表１　犔犈犜为６０犽犲犞／"犿时的生防菌犅犑１对３种病原菌的抑菌活性

剂量／Ｇｙ

黄瓜枯萎病菌２

菌落半径／ｃｍ 犚（％）

棉花枯萎菌３

菌落半径／ｃｍ 犚（％）

辣椒丝核病菌４

菌落半径／ｃｍ 犚（％）

０ １．４ ３８ １．６７ ５ １．９ ５３

１００ １．４ ３８ １．７ ３ ２．２ ４５

２００ １．５７ ３０ １．６３ ７ １．８ ５５

４００ １．３ ４２ １．３ ２６ １．８ ５５

６００ ２．５３ － ２．５ － ４．０ －

ＣＫ ２．２５ １．７５ ４．０

表２　犔犈犜为４０犽犲犞／"犿时的生防菌犅犑１对３种病原菌的抑菌活性

剂量／Ｇｙ

黄瓜枯萎病菌２

菌落半径／ｃｍ 犚（％）

棉花枯萎菌３

菌落半径／ｃｍ 犚（％）

辣椒丝核病菌４

菌落半径／ｃｍ 犚（％）

０ １．４ ３８ １．６７ ５ １．９ ５３

１００ １．８９ １６ １．７ ３ ２．４ ４０

２００ １．６７ ２９ １．６８ ４ ２．８ ３０

４００ １．４ ３８ １．７１ ２ ３．１ ２３

６００ １．３７ ３９ １．６３ ７ ３．８ －

ＣＫ ２．２５ １．７５ ４．０

　　　　　犚＝（ＣＫ中菌落的半径－病原菌向生防菌生长的长度）／ＣＫ中菌落的半径×１００％。

４　讨论

重离子辐照与其它电离辐射一样，对ＤＮＡ的损

伤有直接效应和间接效应两种途径。ＤＮＡ链受到辐

照的一个严重的生物学后果是链断裂。链断裂包

括ＤＮＡ单链断裂（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，简称ＳＳＢ）和

双链断裂（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，简称 ＤＳＢ），各

类ＤＮＡ损伤中ＤＳＢ是致死损伤的关键
［１３，１４］。有报

道证实，高ＬＥＴ辐照能够诱发ＤＮＡ高的ＤＳＢ并导致

错修复［１５］。荧光原位杂交也证明高ＬＥＴ辐照将产

生染色体结构的复杂重组，而低ＬＥＴ辐照只有在剂

量很高时产生染色体的结构改变。辐射诱导遗传物

质的变化，将影响微生物的生长和抑菌能力。在本

实验中生防菌ＢＪ１经不同的ＬＥＴ离子辐照后，其存

活以及各种生防效果参数均有比较大的变化，尤其

是在抑菌谱上，高ＬＥＴ辐照后的抑菌谱不但较

低ＬＥＴ的广，而且抑菌活性较对照也有较大提高；

对于高ＬＥＴ，在存活率较高的条件下，低剂量就可

得到较多的突变体，有利于筛选优良的正突变体。

近年来，国内外对重离子束辐照微生物诱变育

种的研究和应用日趋加快，采用不同ＬＥＴ的重离子

对微生物进行诱变也成了这个领域的研究热点，我

们的实验可为此提供一些基础数据和理论参考。
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［３］ ＷｅｉＺｅｎｇｑｕａｎ．Ａｃｔａ Ｌａｓｅｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｓｉｎｉｃａ，２００３，１２（５）：

３２１（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

（卫增泉．激光生物学报，２００３，１２（５）：３２１．）

［４］ ＸｉｅＨｏｎｇｍｅｉ，ＷｅｉＺｈｅｎｇｑｕａｎ，ＬｉＷｅｎｊｉａｎ，犲狋犪犾．Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，１９９８，２３（６）：４６２（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

（颉红梅，卫增泉，李文建等．中国抗生素杂志，１９９８，２３（６）：

４６２．）

［５］ ＺｈａｏＨｏｎｇｙｉｎｇ，ＬｉＹａｎ．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｉａｎｊｉｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙ，２００１，１７（１）：１４（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

（赵洪英，李彦．天津理工学院学报，２００１，１７（１）：１４．）

［６］ ＸｉａｎｇＤｉ，ＬｉＪｉｏｎｇ，ＹａｏＪｉａｎｍｉｎｇ，犲狋犪犾．ＡｃｔａＬａｓｅｒＢｉｏｌｏｇｙ

Ｓｉｎｉａ，２００２，１１（４）：２７６．

［７］ ＹａｎｇＬｉｆｅｎｇ，ＹｕＬｏｎｇ，ＺｈａｎｇＮｉｎｇ．Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆ Ｂｉｏｅｎｇｉ

ｎｅｅｒｉｎｇ，２００５，（１）：１６（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

（杨立峰，虞龙，张宁．化学与生物工程，２００５，（１）：１６．）

［８］ ＷｕＱｉｎｇｘｕｎ，ＧｕＨａｉｘｉａｎ，ＺｈａｏＧｕａｎｇａｏ．ＦｏｏｄａｎｄＦｅｒｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，２００６，３２（１）：１５（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）．

（吴庆勋，谷海先，赵光鳌．食品与发酵工业，２００６，３２（１）：

１５．）

［９］ ＫｉｅｆｅｒＪ．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＲａｄｉａｔｉｏｎＢｉｏｌｏｇｙ，１９８５，４８：

８７３．

［１０］ＴａｎａｋａＡ，ＳｈｉｋａｚｏｎｏＮ，ＹｏｋｏｔａＹ．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆ

ＲａｄｉａｔｉｏｎＢｉｏｌｏｇｙ，１９９７ａ，７２：１２１．

［１１］ＴａｎａｋａＡ，ＴａｎｏＳ，ＣｈａｎｔｅｓＴ．Ｇｅｎｅｓ＆ ＧｅｎｅｔｉｃＳｙｓｔｅｍｓ，

１９９７ｂ，７２：１４１．

［１２］ＨａｓｅＹ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＭ，ＩｎｏｕｅＭ．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＲａ

ｄｉａｔｉｏｎＢｉｏｌｏｇｙ，２００２，７８：７９９．

［１３］ＦｒａｎｋｅｎｂｅｒｇＤ，ＦｒａｎｋｅｎｂｅｒｇＳｃｈｗａｇｅｒＭ，ＢｌｏｃｈｅｒＤ．Ｒａｄｉａ

ｔｉｏｎＲｅｓｅａｒｃｈ，１９８１，８８（３）：５２４．

［１４］ＦｒａｎｋｅｎｂｅｒｇＳｃｈｗａｇｅｒＭ，ＦｒａｎｋｅｎｂｅｒｇＤ．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒ

ｎａｌｏｆＲａｄｉａｔｉｏｎＢｉｏｌｏｇｙ，１９９０，５８（４）：５６９．

［１５］ＢｒｅｎｎｅｒＤＪ，ＷａｒｄＪＦ．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＲａｄｉａｔｉｏｎＢｉ

ｏｌｏｇｙ，１９９２，６１：７３７．
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ＭＡＳｈｕａｎｇ
１，２，ＬＩＷｅｎｊｉａｎ

１，＃，ＷＡＮＧＪｕｆａｎｇ
１，ＺＨＯＵＬｉｂｉｎ１，ＹＵＬｉｘｉａ１，

ＤＯＮＧＸｉｃｕｎ１
，２，ＬＵＤｏｎｇ

１，２，ＬＩＵＪｉｎｇ
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（１犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犕狅犱犲狉狀犘犺狔狊犻犮狊，犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，犔犪狀狕犺狅狌７３００００，犆犺犻狀犪；

２犌狉犪犱狌犪狋犲犛犮犺狅狅犾狅犳犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵１０００４９，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｎｅａｒｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ（ＬＥＴ）ｏｆ１２Ｃ６＋ｉｏｎＢｅａｍｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎ
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ａｎｄｈｉｇｈｅｒｓｕｒｖｉｖａｌｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈＬＥＴ（６０ｋｅＶ／"ｍ）ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｓａｔｌｏｗｅｒｄｏｓｅ，ｗｈｉｃｈｗａｓｕｓｅ

ｆｕｌｔｏｓｃｒｅｅｎｇｏｏｄｐｏｓｉｔｉｖｅｍｕｔａｔｉｏｎｓ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓａｂｏｖｅ，ｉｔｃｏｕｌｄｂｅｃｏｎｃｌｕｄｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ｏｆｈｉｇｈＬＥＴ（６０ｋｅＶ／"ｍ）ｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｍｕｔａｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｔｈａｎｔｈａｔｏｆｌｏｗＬＥＴ（４０ｋｅＶ／"ｍ）．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌｉｎｅａｒｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ；１２Ｃ６＋ｉｏｎｂｅａｍ；ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＢＪ１；ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；ｍｕｔａｇｅｎｉｃ

ｅｆｆｅｃｔ

·１７１·　第２期 马爽等：不同ＬＥＴＣ离子对生防菌ＢＪ１的辐射诱变效应

 犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：７Ｎｏｖ．２００８；犚犲狏犻狊犲犱犱犪狋犲：１０Ｄｅｃ．２００８

　　 犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ＷｅｓｔｅｒｎＬｉｇｈｔＴａｌｅｎｔｓＴｒａｉｎｉｎｇＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ（Ｏ６０６１８０ＸＢＯ）

　　＃ 犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＬｉＷｅｎｊｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｗｊｌｉ＠ｉｍｐｃａｓ．ａｃ．ｃｎ


