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研究报告

常压室温等离子体-紫外复合诱变选育β-法尼烯高产菌株 
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摘  要：【背景】大肠杆菌(Escherichia coli)由于生长性能优良、遗传背景清楚、遗传操作手段成熟，

是合成 β-法尼烯的合适生产菌，但其合成 β-法尼烯的产量目前仍不能满足工业化生产的需求。【目

的】通过诱变筛选技术选育 β-法尼烯高产突变株。【方法】采用常压室温等离子体(atmospheric and 

room temperature plasma，ARTP)诱变技术和紫外线照射对出发菌株大肠杆菌 EC-16 进行复合诱变，并

以异戊烯焦磷酸耐受性为选择压力进行平板初筛，之后进行摇瓶复筛，最后进行发酵罐验证。通过连

续多代培养筛选到的高产突变菌株，观察其遗传稳定性。【结果】经复合诱变选育筛选出一株 β-法尼

烯高产突变株 E. coli HVK-9，其产量高达 22.1 g/L，相比出发菌株提高了 168.74%。【结论】采用

ARTP-紫外复合诱变，再结合异戊烯焦磷酸抗性筛选的集成方法，使得诱变菌株的正突变率大大提

高，可以有效地提高诱变菌株的 β-法尼烯产量。突变株 HVK-9 作为工业化发酵生产菌种具有较好

的遗传稳定性，为 β-法尼烯的工业化生产和应用奠定了良好的基础。 

关键词：β-法尼烯，常压室温等离子体(ARTP)，紫外线，异戊烯焦磷酸抗性筛选，复合诱变 
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Abstract: [Background] Due to excellent growth performances, clear genetic backgrounds and mature 
genetic manipulations, Escherichia coli typical strains are commonly selected for producing β-farnesene, 
but the yields of β-farnesene still cannot meet the needs of industrial production until now. [Objective] 
Combined mutagenesis breeding techniques were used to obtain β-farnesene producing strains with high 
yields. [Methods] Escherichia coli EC-16 was bred by combination mutation methods of atmospheric and 
room temperature plasma (ARTP) and ultraviolet (UV), through the first screening with isopentenyl 
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pyrophosphate (IPP) screening plate as selection pressure and the following second screening step with 
flask fermentation culture, finally subjected to fermentation tank verification. The genetic stability of the 
highly productive mutant strains was carefully comparatively tested by continuous multi-generation 
cultured. [Results] A mutant strain named E. coli HVK-9 was obtained and the yield of β-farnesene 
reached up to 22.1 g/L, which was 168.74% higher than that of the original strain. [Conclusion] The 
combinational mutations by virtue of ARTP-UV with isopentenyl pyrophosphate resistance screening 
model in this study can significantly improve the positive mutation rates, which can finally confirm the 
effectively increase with the yield of β-farnesene. The mutant strain HVK-9 has good genetic stability as 
an industrial fermentation strain, which lays a good foundation for the industrial production and 
application of β-farnesene. 

Keywords: β-farnesene, Atmospheric and room temperature plasma (ARTP), Ultraviole (UV), Isopentenyl 
pyrophosphate (IPP) resistance screening, Combined mutagenesis 

β-法尼烯(β-farnesene)，又称 β-金合欢烯，是

一种由 3 个异戊二烯组成的链状倍半萜烯化合

物，在日化、农业、化工、能源和医药等领域有

着广泛应用。在日化行业，β-法尼烯可用于日化

香精配方中，要求用量控制在 20%以内[1]。在农

业领域，β-法尼烯在植物病虫害防治方面也起到

了非常重要的作用[2]；在化工领域，β-法尼烯用

作橡胶添加剂可赋予橡胶较高的塑性，防止橡胶

发生硬化，并且在低温下仍可使胶料保持优异的

柔韧性[3]；在能源领域，β-法尼烯是可替代石油、

柴油和混合型航空燃油的可再生烯烃[4]；在医药

领域，β-法尼烯是合成维生素 E 的前体物质异植

物醇的重要原料[5]。 

β-法尼烯的合成方法有化学合成法[6-7]和微生

物合成法[8-13]。微生物法合成 β-法尼烯相比化学法

具有反应条件温和、环境污染小、可再生等优势，

因此成为国内外的研究热点。目前，国内外研究者

主要利用对大肠杆菌和酵母等基因工程菌进行代

谢途径的改造来获得高产 β-法尼烯的基因工程菌。

例如，Zhu 等[9]利用酿酒酵母来源的甲羟戊酸途径

在体外重建了 β-法尼烯的生物催化合成体系，并

采用质谱分析技术监测了发酵过程中代谢产物的

含量变化，通过摇瓶发酵 96 h，β-法尼烯产量最

终可达 1.1 g/L。You 等[10]在研究中发现过表达异

戊烯基二磷酸异构酶 (IDI)和法尼基二磷酸合酶

(FDPS)可以降低发酵过程中异戊烯焦磷酸(IPP)的

积累，从而进一步提高 β-法尼烯的产量，其构建

的大肠杆菌基因工程菌在 7 L 发酵罐发酵 120 h，

β-法尼烯产量最高可达 8.74 g/L。Meadows 等[11]

通过在酵母代谢途径中引入新的底物代谢途径，

增强了菌株的氧化还原平衡，减少了与乙酰辅酶

A 生物合成有关的碳源和能量损失，将 β-法尼烯

的生产率提高至 2.24 g/(L·h)。综上可见，目前国

内外对 β-法尼烯生产菌的研究主要集中在基因工

程改造方面，使用诱变技术用于 β-法尼烯高产菌

株的选育鲜见报道。 

高产菌种的选育是企业降低发酵成本、提高产

品市场竞争力的有效手段之一[14-15]。传统菌种选育

方法有化学诱变剂(烷化剂、碱基类似物及亚硝酸

等)和物理诱变(紫外线、X 射线及快中子等)[16-18]。

然而，长期重复使用传统的诱变手段往往导致突变

效率低、突变谱窄和抗性饱和等难题[19-20]。常压室

温 等 离 子 体 (atmospheric and room temperature 

plasma，ARTP)诱变技术是近年发展起来的新诱变

技术，具有操作便捷、突变率高、安全性好等优点，

广泛应用于工业微生物诱变育种领域[21-24]。此方法

以氦气为工作气体的离子体源中富含多种活性能

量粒子，这些活性粒子能够对微生物的遗传物质造

成损伤，并诱发生物细胞启动 SOS 修复机制[25-26]。

本研究以产 β-法尼烯的 E. coli EC-16 为出发菌株，

通过采用 ARTP 诱变和紫外线诱变的复合诱变技

术，并利用 β-法尼烯代谢合成途径中的前体物质
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异戊烯焦磷酸(IPP)作为筛选压力，进一步提高突

变株正突变率，进行组合诱变筛选，以期最终获得

一株遗传性状稳定的 β-法尼烯高产突变株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种  

大肠杆菌基因工程菌 EC-16 (Escherichia coli 

EC-16)由本实验室保藏。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

酵母抽提物和胰蛋白胨均购自英国 Oxoid 公

司；琼脂粉、柠檬酸、柠檬酸铁胺、甘油、葡萄

糖均购自 Solarbio 公司；正十二烷为分析纯，购自

天津市科密欧化学试剂有限公司；其他常规试剂

均为国产分析纯，均购自国药集团化学试剂有限

公司；气相色谱所用试剂为色谱纯。 

诱变育种仪，无锡源清天木生物科技有限公

司；气相色谱系统 (GC)，氢火焰离子化检测器

(FID)，色谱柱为 HP-5 (30 m×0.32 mm×0.25 μm)石

英毛细管柱，Agilent Technologies 公司；722S 分光

光度计，上海精密科学仪器有限公司。 

1.1.3  培养基 

斜面培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母抽提物

5.0，NaCl 10.0，琼脂粉 15.0，pH 7.2。 

分离培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母抽提物

5.0，NaCl 10.0，异戊烯焦磷酸盐 0.000 9，琼脂粉

15.0，pH 7.2。 

1 000×微量元素储液(g/L)：(NH4)6 Mo7O2·4H2O 

3.7，ZnSO4·7H2O 2.9，H3BO4 24.7，CuSO4·5H2O 

2.5，MnCl2·4H2O 15.8。 

种子培养基(g/L)：柠檬酸 2.1，柠檬酸铁胺

0.3，酵母抽提物 5.0，甘油 20.0，MgSO4 1.5，

K2HPO4·3H2O 9.8，微量元素储液 0.1%，pH 6.5。 

发酵培养基(g/L)：柠檬酸 2.1，柠檬酸铁胺

0.3，酵母抽提物 5.0，甘油 20.0，葡萄糖 5.0，

MgSO4 1.5 ， K2HPO4·3H2O 9.8 ， 微 量 元 素 储 液    

1 mL，pH 6.5。 

1.2  方法 

1.2.1  制备菌悬液 

选取恒温培养箱内 37 °C 培养 2 d 的 E. coli 

EC-16 斜面菌苔，用 10 mL 无菌生理盐水将菌苔洗

下 ， 放 入 盛 有 玻 璃 珠 的 无 菌 锥 形 瓶 中 ， 置 于

30 °C、250 r/min 的振荡装置上振荡 10 min 使菌体

分散，制备菌悬液。将菌悬液 3 000 r/min 离心  

15 min，弃上清液。菌体用无菌生理盐水悬浮并

洗涤 2−3 次，采用细菌计数板计数，调整菌悬液浓

度约为 108 个/mL，备用。 

1.2.2  等离子体诱变 

取 20 μL 菌悬液涂布在无菌不锈钢载片上

(ARTP 仪专用配件)，严格按照 ARTP-M 型诱变育

种仪的操作流程，以氮气为工作气体，设定功率为

120 W，处理温度为室温，通气量为 10 SLPM 

(standard liters per minute)，等离子体发射源与样品

间的距离为 5 mm，处理时间分别设置为 20、25、

30、35、40、50、60 和 70 s。处理液用生理盐水

稀释 10 倍后涂布于斜面培养基上，未经 ARTP 诱

变处理的菌悬液涂布平板作为对照，然后置于

37 °C 培养箱中培养 2 d，最后采用菌落计数法计

算致死率。 

1.2.3  紫外线诱变 

取 3 mL 出发菌株 E. coli EC-16 的菌悬液加入

到直径 60 mm 带有磁力搅拌转子的无菌平皿中，

在搅拌状态下用紫外灯(功率 18 W，灯距 30 cm)分

别照射 20、30、40、50、60、80、100 和 120 s。

将经紫外线照射后的菌悬液用生理盐水稀释 10 倍

后涂布于斜面培养基上，未经紫外线处理的菌悬

液用生理盐水稀释 10 倍后涂布平板作为对照，然

后置于 37 °C 培养箱中避光培养 2 d，最后采用菌

落计数法计算致死率。 

1.2.4  复合诱变 

出发菌株 E. coli EC-16 菌悬液经紫外灯诱变处

理后，立即进行 ARTP 诱变处理。将经复合诱变处

理后的菌悬液用生理盐水稀释 10 倍后涂布于斜面

培养基上，未经复合诱变处理的菌悬液用生理盐



潘俊潼等: 常压室温等离子体-紫外复合诱变选育 β-法尼烯高产菌株 545 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

水稀释 10 倍后涂布于斜面培养基上作为对照，然

后置于 37 °C 培养箱中避光培养 2 d，最后采用菌

落计数法计算致死率。 

1.2.5  异戊烯焦磷酸的平板抗性筛选 

用无菌生理盐水将出发菌株 E. coli EC-16 的斜

面菌苔洗下制成菌悬液，用无菌生理盐水将其稀

释至 10–5−10–7 稀释度，分别取 0.1 mL 菌悬液依次

涂布于含 0、0.3、0.6、0.9、1.2、1.5、1.8 和    

2.1 mg/L 异戊烯焦磷酸的固体培养基上，然后置于

37 °C 培养箱中培养 2 d，最后观察菌株生长情况。 

1.2.6  筛选方法 

(1) 平板初筛：将经过 ARTP-紫外复合诱变处

理的菌悬液用生理盐水稀释后涂布于含有一定量

的异戊烯焦磷酸分离筛选培养基上，置于 37 °C 培

养箱中避光培养 3 d。挑取平板上最先生长出的单

菌落接种于斜面培养基上，37 °C 培养 2 d。 

(2) 摇瓶复筛：选取生长良好的斜面，用接种

铲刮取 1−2 cm2 的菌苔接种于种子培养基中，

37 °C、220 r/min 摇床培养 12 h，取 5 mL 培养菌液

接种于 100 mL 的发酵培养基中，37 °C、220 r/min

振荡培养至 OD600 为 0.6−0.8 时，加入终浓度为  

0.1 mmol/L 的 IPTG 诱导表达。随后加入正十二

烷作为 β-法尼烯的萃取剂，萃取剂的用量要达到

体积分数为 20%。设定培养温度为 30 °C，发酵

72 h 后测定 β-法尼烯的含量，然后挑选出发酵产

物含量高的突变株接种于斜面培养基上，37 °C

培养 2 d。 

(3) 发酵罐验证：选取生长良好的斜面，用接

种铲刮取 1−2 cm2 的菌苔接种于种子培养基，

37 °C、220 r/min 摇床培养 18 h，然后按照 8%的接

种量接种于 15 L 发酵罐中，设置发酵工艺参数分

别为：发酵温度为 30 °C，初始转速 250 r/min，根

据溶氧变化逐步调整至 500 r/min，通气量 1:1，发

酵 96 h，最后测定 β-法尼烯的含量。 

1.2.7  分析方法 

(1) 诱变菌株的致死率(%)=(未诱变平板菌落

数–诱变后平板菌落数)/未诱变平板菌落数×100。 

(2) 以诱变菌株的发酵单位为标准计算突变

率，以β-法尼烯的发酵产量提高 20%以上的突变株

定义为正突变株，正突变率(%)=正突变菌落数/分

离培养基平板总菌落数×100。 

(3) 分析样品的制备：发酵结束后，取一定体

积的发酵液，用稀硫酸调节发酵液的 pH，随后向

发酵液中加入阳离子型高分子改性絮凝剂至终浓

度为 0.01 g/L，250 r/min 搅拌 3−5 min，于室温条

件下静置 1 h，静置分层，然后 3 000 r/min 离心   

5 min 取上层有机相。 

(4) β-法尼烯检测方法：取经过预处理后发酵

液的有机相，采用 GC 外标法进行 β-法尼烯的含

量测定。气相色谱条件：起始柱温 80 °C，保留  

1 min，然后以 10 °C/min 升至 250 °C，保留 1 min，

进样口温度 250 °C，压力 0.1 MPa，设定恒流模

式，进样量 1 μL，柱流量 1 mL/min，样品注入分

流比 25:1 (体积比)，检测器(FID)温度 260 °C，以

氮气作为载气。 

2  结果与分析 

2.1  等离子体诱变剂量的确定 

对出发菌株 E. coli EC-16 进行了 ARTP 诱变

后，绘制了致死率和正突变率曲线，结果如图 1

所示。诱变处理时间，即等离子体的诱变剂量和致

死率之间存在正相关性，随着处理时间的延长，菌

株的致死率明显升高。当诱变处理时间为 30 s 时，

致死率为 75.04%；当诱变处理时间达到 40 s 时，

致死率为 92.14%；当诱变处理时间延长至 60 s 以

后，致死率接近 100%。有研究表明，对于高产菌

株 诱 变 的 处 理 剂 量 所 导 致 的 致 死 率 控 制 在

70%−90%时，正突变率最高[27-28]，但是考虑到突

变具有随机性和不确定性，其致死率和正突变率之

间的作用机制尚有待研究，因此选取致死率在

50%−95%之间的 4 个诱变时间点测定其正突变率。

结果如图 1 所示，当诱变处理时间为 30 s 时致死

率为 75.04%，此时正突变率最高为 13.41%。根据

致死率和正突变率曲线，综合考虑复合诱变后能够 



546 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 1  ARTP诱变对菌株致死率和正突变率的影响(n=3) 
Figure 1  Effects of ARTP treatment on lethality rate and 
positive mutagenesis rate (n=3) 
 

获得足够数量的单菌落数量，本实验复合诱变采用

的 ARTP 诱变处理时间选取 30 s。 

2.2  紫外诱变剂量的确定 

对出发菌株 E. coli EC-16 进行了紫外诱变后，

绘制了致死率和正突变率曲线，结果如图 2 所示。

诱变处理时间，即紫外线的诱变剂量跟致死率之间

也存在正相关性，随着处理时间的延长，菌株的致

死率明显升高。当照射时间为 40 s 时，致死率为

43.55%；当照射时间为 50 s 时，致死率为 70.46%；

当照射时间为 60 s 时，致死率为 85.58%；当照射

时间延长至 100 s 以后，致死率可达 100%。研究

表明，紫外线的处理剂量使微生物的致死率在

70%−90%之间时正突变率较高[27-28]。因此选择致

死率在 40%−95%之间的 4 个时间点进行了正突变

率测定，结果表明，当紫外线照射时间为 50 s 时

致死率为 70.46%，此时正突变率最高为 11.88%。

综合考虑复合诱变后获得足够的菌株数量，本实验

复合诱变的紫外线照射时间选取 50 s。 

2.3  复合诱变的致死率 

对出发菌株 E. coli EC-16 的菌悬液进行紫外线

照射 50 s 后，再进行 ARTP 诱变处理 30 s，复合诱

变处理后的致死率为 94.71%。由于 ARTP 和紫外

线对 DNA 分子进行诱变的作用原理不同，因此引

起的突变位点也就不同，ARTP-紫外复合诱变不仅

可以弥补单因子诱变出现的热点饱和[29]，还可以

弥补 DNA 分子对单因子诱变的不亲和性而产生无

增变效应[30]，进而大大提高诱变的效果。 

2.4  异戊烯焦磷酸对菌株生长的影响 

虽然菌种通过 ARTP-紫外复合诱变发生了突

变，但是突变率相对于整体而言仍处于较低水平，

并且突变体中大部分是负突变或无义突变，如果想

得到产量提高的正突变菌种，就需要进行大量的筛

选工作。为了解决筛选工作量大、正突变率低的问

题，以 β-法尼烯代谢合成途径中的前体物质异戊

烯焦磷酸为筛选压力，对 E. coli EC-16 的突变菌株

进行筛选，将不同剂量的异戊烯焦磷酸加入到分离

培养基平板中，观察菌株对不同浓度异戊烯焦磷酸

的耐受情况，平板中菌株的生长情况如图 3 所示。

根据图 3 计算了不同质量浓度的异戊烯焦磷酸对

菌株致死率的影响，结果如表 1 所示。 

 

 
 

图 2  紫外诱变对菌株致死率和正突变率的影响(n=3) 
Figure 2  Effects of UV treatment on lethality rate and 
positive mutagenesis rate (n=3) 

 

 
 

图 3  不同质量浓度的异戊烯焦磷酸对菌株生长的影响 
Figure 3  Effects of different concentrations of IPP on the 
growth of strains 



潘俊潼等: 常压室温等离子体-紫外复合诱变选育 β-法尼烯高产菌株 547 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  不同质量浓度的异戊烯焦磷酸对菌株致死率的影

响(n=3) 
Table 1  Effects of different concentrations of IPP on 
lethality rate (n=3) 
异戊烯焦磷酸浓度 

IPP (mg/L) 

致死率 

Lethality rate (%) 

0.0 0.00 

0.3 3.88 

0.6 51.29 

0.9 82.97 

1.2 93.10 

1.5 98.06 

1.8 99.35 

2.1 100.00 

 
从图 3 中可以看出，异戊烯焦磷酸能够抑制出

发 菌 株 E. coli EC-16 的 生 长 。 在 低 质 量 浓 度     

(0.3 mg/L)时，抑制作用不明显，此时致死率只有

3.88% (表 1)。当异戊烯焦磷酸的质量浓度达到 

0.6 mg/L 时，菌落数明显减少，生长受到明显的

抑制，此时致死率为 51.29%；当异戊烯焦磷酸的

质量浓度达到 1.5 mg/L 时，此时致死率达到

98.06%，菌落数大幅度减少；若继续增大异戊烯

焦磷酸的浓度至 2.1 mg/L 时，菌株致死率达到

100%，菌株全部停止生长。因此选取在分离培养

基平板中添加 0.9 mg/L 的异戊烯焦磷酸作为分离

培养基的筛选模型，根据表 1 数据，在该浓度下

菌株的致死率为 82.97%，该致死剂量既保证了平

板中菌株的生长量，又能够维持平板中一定的筛

选压力，便于筛选。 

2.5  等离子体-紫外复合诱变选育结果 

取紫外线照射 50 s 和 ARTP 诱变处理 30 s 的

复合诱变后菌悬液，经 0.9 mg/L 的异戊烯焦磷酸

平板初筛。经过 5 轮筛选，最终挑选 30 个突变菌

株进行了摇瓶复筛，β-法尼烯的产量如图 4 所示。

结果表明：经过 ARTP-紫外复合诱变，配合异戊

烯焦磷酸分离平板的理性化初筛，突变菌株的正突

变率达到了 43.30%，分别筛选出 3 株高产菌株

HVK-9、HVK-16 和 HVK-18，β-法尼烯的产量依

次为 2.46、1.84 和 2.11 g/L，相比出发菌株的 β-

法尼烯产量(0.98 g/L)分别提高了 151.02%、87.76%

和 115.31%。 

 

 
 
图 4  复合诱变突变株 β-法尼烯产量(n=3) 
Figure 4  β-farnesene production of the mutants on ARTP-UV treatment (n=3) 
注：图中横线标明的是 β-法尼烯的产量相对于出发菌株 E. coli EC-16 提高 20%的对应处. 

Note: The solid line indicated the position where β-farnesene production were increased by 20% compared to the original strain E. coli 
EC-16. 
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2.6  发酵罐验证 

将出发菌株 E. coli EC-16 和摇瓶筛选得到的 

3 株突变菌株进行了发酵罐高密度发酵，设定发酵

温度为 30 °C，初始转速 250 r/min，通气量 1:1，

发酵过程中取样，稀释适当倍数后测定 OD600，并

对培养时间作图绘制生长曲线，对照菌为出发菌株

E. coli EC-16。如图 5 所示，3 株突变菌株在对数

期的菌体长势均比出发菌株 E. coli EC-16 要高，但

最终菌体密度比较接近。3 株突变菌株相比出发菌

株更快地到达稳定期，从而更有利于菌体进行次级

代谢反应。发酵 96 h 后采用 GC 测定 β-法尼烯的

含量，如图 6 所示，最终突变株 HVK-9 的 β-法尼

烯最高产量达到 22.1 g/L，相比出发菌株提高了

168.74%。 

2.7  突变高产菌株遗传稳定性分析 

为了检测突变株的遗传稳定性，将突变菌株

HVK-9 在 LB 斜面培养基中传代培养 8 代，并将各

代斜面菌种经种子培养基活化后进行摇瓶发酵培

养，37 °C、220 r/min 培养 72 h，摇瓶发酵结束后

检测 β-法尼烯的产量，实验结果见表 2。结果表明，

突变菌株 HVK-9 连续传代 8 代，β-法尼烯产量基

本稳定，最高下降 4.47%，说明复合诱变产生的突

变菌株 HVK-9 具有良好的遗传稳定性。 
 

 
 

图 5  高密度发酵过程中出发菌株 E. coli EC-16 和突变

株 HVK-9、HVK-16、HVK-18 的生长曲线 
Figure 5  The growth curve of original strain E. coli EC-16 
and mutants strains HVK-9, HVK-16, HVK-18 during high 
density fermentation 

 
 
图 6  发酵 96 h 后出发菌株 E. coli EC-16 和突变株

HVK-9、HVK-16、HVK-18 的 β-法尼烯产量  
Figure 6  β-farnesene production in original strain E. coli 
EC-16 and mutant strains HVK-9, HVK-16, HVK-18 after 
96 h fermentation 

 
表 2  HVK-9 的遗传稳定性测定(n=3，平均值±标准差) 
Table 2  Genetic stability experiment of HVK-9 (n=3, 
mean±SD) 
传代培养次数 

Generation 

β-法尼烯产量 

β-farnesene 
production (g/L) 

β-法尼烯产量下降比率 

Decline ratio of β-farnesene 
production (%) 

0 2.46±0.08 − 

1 2.51±0.12 − 

2 2.44±0.09 0.81 

3 2.48±0.10 − 

4 2.41±0.11 2.03 

5 2.43±0.08 1.22 

6 2.39±0.07 2.85 

7 2.35±0.13 4.47 

8 2.36±0.08 4.07 

注：−：在传代过程中 β-法尼烯的产量没有下降. 

Note: −: The production of β-farnene did not decrease during  
generation cultured. 
 

3  讨论与结论 

长期以来，诱变育种一直是提升发酵工程菌株

产量最行之有效的方法之一，并且随着工业生物技

术的进步正在不断地快速发展。ARTP 诱变作为一

种新兴的诱变方法，操作简单，安全性好，并且突

变具有多样性，可以快速有效地获得细菌[31]、微

藻[32]、真菌[33]、酵母[34]等典型微生物的高效突变
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株，尤其适用于代谢网络复杂的微生物[35-37]，在一

定程度上弥补了传统诱变方法的缺陷。本研究采用

ARTP-UV 复合诱变技术结合异戊烯焦磷酸抗性筛

选模型，对 β-法尼烯生产菌 E. coli EC-16 进行了

诱变，降低了诱变选育的随机性，大大提高了筛选

效率。研究结果表明，采用 ARTP 诱变 30 s 和紫

外线照射 50 s 进行复合诱变，再结合异戊烯焦磷

酸 抗 性 筛 选 ， 最 终 突 变 菌 株 的 正 突 变 率 可 达

43.30%。在该复合诱变筛选条件下，选育出了一

株 β-法尼烯高产突变菌株 HVK-9，该突变株在发

酵 罐 中 放 大 培 养 后 β- 法 尼 烯 的 发 酵 单 位 达 到  

22.1 g/L，比出发菌株提高了 168.74%，并且通过  

8 次连续传代仍具有良好的遗传稳定性。因此，突

变株 HVK-9 有望成为工业化 β-法尼烯发酵生产的

优良菌种。 

目前，国内外提高 β-法尼烯产量的方法更多

地关注于基因重组及基因的异源表达研究，鲜有使

用诱变技术选育 β-法尼烯高产菌株的报道。本研

究采用的紫外诱变是最常用的传统诱变方法之一，

其诱变原理是使 DNA 分子形成嘧啶二聚体，减弱

双链间氢键的作用，引起双链结构扭曲变形，阻碍

碱基间的正常配对；另外，二聚体还会妨碍双链的

解开，因而影响 DNA 的复制和转录，引起生物体

的突变或死亡[18]。ARTP 诱变作为一种新兴的诱变

方法具有明显的优越性，其诱变产生的等离子体富

含各种化学活性粒子，能够对菌株细胞造成遗传物

质的损伤、引起细胞膜通透性和蛋白质结构的改变

等，细胞启动 SOS 修复机制，在修复过程中产生

种类丰富的错配位点，最终获得大量稳定遗传的突

变株[25-26]。所以，ARTP-UV 复合诱变能够将紫外

诱变和 ARTP 诱变两者优势互补，充分发挥各自的

优点。因此，与基因工程育种相比，ARTP-UV 复

合诱变育种具有操作简单、突变率较高、突变谱广、

遗传性状稳定等优势。然而，基于 ARTP-UV 复合

诱变的技术平台，其配套的高通量筛选和检测方法

才能真正体现出 ARTP-UV 复合诱变的核心优势。

毫无疑问这将是我们下一步的重点研究方向。综上

所述，本研究表明将 ARTP-紫外复合诱变和异戊

烯焦磷酸平板抗性筛选相结合，可以有效提高高产

β-法尼烯突变株选育的效率，该复合诱变育种技术

可为其他次级代谢产物的高产菌株选育提供良好

的借鉴。 
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