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【摘要】
:

本文综述了国内外微生物诱变育种领域的研究新进展
,

对生物学效应及诱

变微生物的机理进行了总结
,

并从物理诱变
、

化学诱变及复合诱变三个方面对微生物诱

变育种的研究进展进行了概述
。
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目前
,

微生物在解决人类的粮食
、

能源
、

健康
、

资源和环境保护等问题中正显露出

越来越重要且不可替代的独特作用
。

微生物育种的目的就是要人为地使某些代谢产物朝

人们所希望的方向加以引导
,

或者促使细胞内发生基因的重新组合优化遗传性状
,

获得

所需要的高产
、

优质和低能的菌种
。

为达到这一目的
,

必须对微生物作诱变处理
。

本文

对微生物诱变育种的物理
、

化学及复合方法进行了综述
。

l 物理诱变

物理诱变有紫外线
、

激光
、

微波
、

X 射线
、

Y 射线
、
以
射线

、

p 射线和快中子等
,

其

中对微生物诱变效果较好
、

应用较广泛的有紫外线
、

微波
、

x 射线和 Y射线
。

1
.

1 紫外线

紫外诱变技术是诱变优良菌株的常规育种方法
。

由于其设备简单
,

诱变效率高
,

操

作安全简便等特点而被广泛应用
。

D N A 和 R NA 的嚓吟和喀咙有很强的紫外光吸收能

力
,

最大的吸收峰在 260 nm
。

紫外辐射能作用于 DN A
,

因此在 260 n m 的紫外辐射是最

有效的致死剂
。

紫外线被吸收后引起突变的原因
,

一般认为是
:

有的是 D N A 与蛋白质交

联【
’]

,

有的是胞嚓陡与尿嚓咙之间的水合作用
,

有的是 D NA 分子内或分子间发生交联反

应
,

如使 D NA 分子中相邻的喀陡碱基形成嚓咤二聚体
,

二聚体的出现会减弱双键间氢键

的作用
,

并引起双链结构扭曲变形
,

阻碍碱基间的正常配对
,

从而有可能引起突变或死

亡
,

同时二聚体的形成还会妨碍双链的解开
,

因而影响 DN A 的正常复制和转录
,

从而使

子代 D N A 形成缺 口
,

碱基错误插入该缺口
,

造成新链的碱基序列与母链不同而引起突
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变
。

紫外辐射还可以引起转换
、

颠换
、

移码突变或缺失等[2]
。

其中形成喀咤二聚体是产生

突变的主要原因
,

啼咙二聚体不仅可以由单链上相邻的两个胸腺哦陡反应后形成
,

也可

以由双链相应的两个胸腺嚓陡之间产生
。

此外
,

紫外诱变在核酸中往往造成比较单一的

损伤
,

所以在 D N A 的损伤与修复研究中也有一定的意义[31
。

1
.

2 微波

微波作为一种高频电磁波
,

能刺激水
、

蛋白质
、

核普酸
、

脂肪和碳水化合物等极性

分子快速震动
。

在 245 OMH z
频率作用下

,

水分子能在 ls 内来回震动 24
.

5 x 108 次
。

这种

震动能引起摩擦
,

因此可以使得单抱子悬液内 D NA 分子间强烈摩擦
,

抱内 D NA 分子氢

键和碱基堆积化学力受损
,

使得 DN A 结构发生变化
,

从而发生遗传变异
;
微波具有传导

作用和极强的穿透力
,

在引起细胞壁分子间强烈震动和摩擦时
,

改变其通透性
,

使细胞

内含物迅速向胞外渗透 [#]
。

在试验中
,

究竟是微波辐射直接作用于微生物 D N A 引起变

异
,

还是其穿透力使细胞壁通透性增加
,

导致核质变换而引起突变
,

目前尚不明了
,

有

待进一步研究
。

一般认为诱变致死率只与诱变剂量有关
,

而在微波诱变发现中抱子悬液水浴辐照处

理 180 5 致死率达 95 %以上[5]
,

由此认为致死率不仅受辐照剂量的影响
,

而且受瞬时强烈

热效应的影响
,

直接辐射处理时
,

微波引起分子间强烈震动和摩擦产生热能
,

导致微生

物在未接受到足够损伤造成突变的照射量之前
,

由于蛋白质变性
,

酶失活
,

抱子死亡
,

致死率增大
。

这种瞬时强烈热效应的影响以被一些实验证明
。

l
.

3 X 射线及 Y 射线等

X 射线和 Y射线都是高能电磁波
,

具有很强的穿透能力
,

只要强度适当可以使生物分

子发生电离
,

从而使生物体遭受破坏性损伤
,

直接或间接地改变 D N A 结构
。

其直接效应

是脱氧核酸的碱基发生氧化
,

或脱氧核糖的化学键和糖一磷酸相连接的化学健
,

DN A 的

单链或双链键断裂
。

间接效应是电离辐射使水或有机分子产生自由基
,

这些自由基与细

胞中的溶质分子起作用
,

发生化学变化
,

作用于 D N A 分子而引起缺失和损伤
。

亚细胞结

构损伤引起酶的释放
,

代谢方向性和协调性的破坏促使原初损伤进一步扩展 [6]
。

此外
,

电

离辐射还能引起染色体畸变
,

发生染色体断裂
,

形成染色体结构的缺失
、

易位和倒位

等
。

2 化学诱变

在微生物诱变中
,

有诱变作用的化学物质很多
,

主要有烷化剂
、

亚硝基肌
、

硫酸二

乙醋
、

氮芥盐酸盐
、

5一嗅脉喀咤等
,

这些化学诱变剂对细胞都具有强烈的毒性
,

一般不

能被微生物所利用
,

作用后使微生物发生变异而起到诱变育种的作用
。

化学诱变剂往往

具有专一性
,

一种诱变剂对基因的某部位发生作用
,

对其余部位则影响很少
。

由于突变

·
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多为基因突变
,

并且主要是碱基的改变
,

其中尤以转换为多数
,

因此各种具有诱发作用

的化学物质和碱基接触时能起化学反应
,

然后通过 D NA 的复制使碱基发生改变
。

化学诱

变剂对 D NA 分子的这种特异效应
,

不仅有利于控制诱变育种
,

并且可以用于揭示突变过

程遗传物质的变化及研究诱变与致癌的关系
。

2
.

1 烷化剂

烷化剂是最有效
,

也是用得最广泛的化学诱变剂之一
。

依靠 N T G 诱发的突变主要是

G C
一

AT 转换
,

另外还有小范围切除
、

移码突变及 G C 对的缺失Ivl
。

在自然条件下烷化剂容

易分解
,

而在酸性 (PH S. 5) 条件下会产生 HNOZ
。

虽然 HNO :
本身就是诱变剂

,

但在

N T G 有活性时 (PH 6一9 )
,

它却无诱变效果
。

在碱性条件下
,

N T G 会形成重氮甲烷

(CH ZN Z )
,

它是引起致死和突变的主要原因
。

它的效应很可能是 CH ZN : 对 DN A 的烷化

作用弓}起的[z].

2. 2 亚硝基肌

亚硝基肌的作用方式主要是诱发 G C一AT 的转换
,

它能氧化脱去 A
、

G 和 C 的氨

基
,

使 A ” HX (次黄嘿吟)
,

C~ U (尿嚓陡 )
,

G ~ X (黄嚓吟)
。

由于所形成的新碱基改

变了原来碱基的性质
,

再复制时就会引起 A: T ~ G: C 的转换
,

G: C一A: T 的转换而造成突

变
。

它除有较强的诱变作用外
,

还能诱发邻近位置基因的并发突变
,

而且特别容易诱发

D N A 复制叉附近的基因突变
,

随着复制叉的移动
,

它的作用位置也随着移动[8]
。

总之
,

化学诱变剂在微生物育种中的应用较多
,

有的诱变效果也较为理想
。

但因其

对人体的致畸致癌作用
,

实际应用中也受到一定的限制
。

3 复合诱变

复合因子处理是指两种或两种以上的诱变因子诱发菌体突变
。

各种诱变因子的作用

机制不一样
,

主要是 DN A 分子上的不同基因位点对各种诱变剂吸收阴值有较大差异
,

即

不同诱变剂对基因作用位点有一定的专一性
,

有的甚至具有特异性
,

因此多因子复合处

理
,

可以取长补短
,

动摇 D NA 分子上多种基因的遗传稳定性
,

能导致较大的突变
,

得到

更多的突变类型
。

3
.

1 空间诱变

空间诱变育种
,

就是将航天高技术与传统的物理化学诱变及分子技术等相结合的综

合的新的育种技术
。

经特殊的空间环境条件作用
,

引起生物体的染色体畸变
,

进而导致

生物体遗传变异
。

空间环境的主要特征为微重力
、

空间辐射
、

超真空和超净环境等[91
。

3
.

1
.

1 微重力

在卫星近地面空间条件下
,

各种物体都处于微重力状态
。

当外界微重力信号被细胞

膜表面受体分子识别后
,

可以通过调节真核细菌细胞质膜上 C a 2+ 传递转化系统
,

或者经

·
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过磷酸肌醇信使系统把刺激信号传递给细胞内贮钙体
,

引起贮钙体内 Ca 2+ 的释放
,

使细

胞质内 Ca 2+ 浓度发生改变
,

从而影响与一些钙受体蛋白的结合
,

其中最重要的是 C a Z+
-

CaM (钙调节蛋白)
。

CaZ
+ 、

CaZ气C aM 能调节细胞体内蛋白质的磷酸化和脱磷酸化作用
。

因此
,

它在细胞分裂期微管的组装与去组装
、

染色体移动
、

微丝的构建
、

光合系统的激

活等方面起着重要作用
,

从而影响细胞分裂
、

细胞运动
、

细胞间信息传递
、

光合作用和

生长发育等生理生化过程
。

在微重力条件下
,

可见激素分布
、

细胞结构
、

c a Z+
、

M g 2+ 与细

胞膜结合状态的明显变化
,

并且出现细胞核畸变
、

分裂紊乱
、

浓缩染色体增加
、

核小体

减少
,

说明微重力引起遗传物质的改变
。

有人认为
,

这些可能是地面微生物菌种繁殖时

间延长的原因[’o
一

’3 ]
。

3
.

1
.

2 太空辐射

太空辐射的主要来源有三个方面 [9] :

地球磁场捕获高能粒子产生的俘获带辐射
、

太阳

外突发性事件产生的银河宇宙射线 (G CR ) 及太阳爆发产生的太阳粒子 (SPE ) 事件
。

俘

获带主要由质子 (内区 ) 及电子 (外层带) 组成
。

G C R 中 98 %是质子及更重的离子
,

只

有 2% 是电子和正电子
:
在重的部分中

,

质子占 87 %
,

氦离子占 12 %
,

其他重离子占

l%
。

G C R 粒子的能量范围可以从 0
.

3 G eV /u 到 2 G e V /u
,

其中一半剂量来自能量超过 850

G eV 厄 的离子
。

SPE 是由于太阳磁暴引起太阳爆发
,

而发射大量的带电粒子
,

如质子
、

氦

核及更重的离子
,

这些粒子的能量范围约为 10 一 15 M eV[ ’4, ”]
。

许多实验证明
,

空间诱变与地面辐射处理发生的变异情况有许多类似之处
。

辐射敏

化剂预处理能增加生物损伤
。

有人提出重粒子作用模型
:

当单个重粒子穿过生物体时
,

会形成大量能量沉积
,

引起被打击机体的有效损伤
。

如果这种粒子停留在生物体内
,

则

损伤更大
。

D N A 和生物膜是核膜是射线作用的靶子
。

D N A 结构的损伤主要有单
、

双链断

裂
,

碱基和糖的损伤
,

DN A 与 DN A
、

D NA 与蛋白质交联等
;
其中单

、

双链断裂较多

见
。

富含胸腺啥咙的区域最易受到破坏
。

常见的膜损伤有膜结构的改变
、

膜结合酶活性

和膜受体功能降低
,

D N A 膜复合体的解离
,

膜内外电解质平衡的破坏及能量供应的障碍

等
。

D NA 断裂或其他损伤会引起细胞的一系列修复活动
。

若损伤未被修复或被错误修

复
,

就会表现出遗传变异[‘“
,

’7 ]
。

3
.

1
.

3 其他诱变因素

实际上
,

空中搭载材料是处于近地空间各诱变因素的复合在作用之中的
,

包括宇宙

射线
、

高真空
、

超真空
、

卫星发射与着路时强震动及其他未知因素
。

其中微重力和空间

辐射是主要的诱变因素
,

并倾向于微重力通过提高生物对诱变剂的敏感性和抑制 D N A 损

伤的修复
,

加剧生物损伤并提高变异率
。

3
.

2 离子注入

·
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离子注入技法是利用离子注入设备生产高能离子束 (4 0
一

60 ke v ) 并注入生物体引起

遗传物质的永久改变
。

离子注入诱变育种的特点
,

表明了其是一种物理效应
、

化学效

应
,

是集化学诱变
、

物理诱变为一体的综合诱变方法【’8]
。

但是生物效应是个连续变化的

过程
,

很难截然分开
,

离子注入的同时向受照射机体内输入能量
、

离子和电荷
,

其原初

过程极为复杂且有特异性【‘9 ]
。

离子注入对生物体的作用是集动量传递
、

能量
、

质量沉积和电荷的中和与交换于一

体的联合作用的观点[20
一

23]
。

其中
,

能量沉积起到主要的作用
。

能量沉积指注入的离子与

生物体大分子发生一系列碰撞并逐步失去能量
,

而生物大分子逐步获得能量进而发生键

断裂
、

原子被击出位
、

生物大分子留下断键或缺陷的过程
;
质量沉积指注入的离子与生

物大分子形成新的分子
;
动量传递会在分子中产生级联损伤

; 电荷交换会引起生物分子

电子转移造成损伤
,

从而使生物体产生死亡
、

自由基间接损伤
、

染色体重复
、

易位
、

倒

位或使 D N A 分子断裂
、

碱基缺失等多种生物学效应队271
。

3
.

3 激光

激光是一种光量子流
,

又称光微粒
。

其生物学的效应是光
、

电
、

热
、

压力和磁效应

的综合作用[28 ]
。

上述效应累积
,

使细胞 DN A 分子吸收
、

聚积能量并进行能量再分配
,

使

细胞 D NA 处于一种易于突变的状态
,

继而发生一系列的诸如断键
、

聚合
、

交联等物理和

化学变化
,

导致 DN A 分子结构的改变即 D N A 分子的损伤和突变
,

最终引起突变株生物

学属性变化[29 】
。

如果是控制某种代谢途径的酶系基因水平上的改变
,

则有可能增加某一特

定代谢产物的积累130 ]
。

相对于传统的紫外诱变手段
,

激光诱变具有高效
、

稳定
、

高选择

性
、

回复突变率低
、

定向变异率高
、

辐射损伤轻
、

当代变异
、

无污染等优点
,

并且激光还

可促使作物增产
、

提高植物的光合效率
、

根尖有丝分裂频率等生物效应发生
,

而逐渐受

到研究人员的关注
。
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