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摘 要 采用%&’(&激光对茯苓菌)*进行了!次照射诱变处理，选育到!株生长速率和产量均有较大提高的
二次激光诱变株)!+#$及)!+*。它们在,-.平板上培养"/，生长速率分别比原始菌株)*提高了*#+#0和

12+10。摇瓶发酵周期缩短了!/左右，摇瓶发酵3/后，它们的生物量最高，分别达到4*+#5／#$$67和48+8
5／#$$67，比原始菌株)*培养8/的最高生物量!"5／#$$67分别提高了2!+*0和38+#0。经传代培养分析，
诱变株的产量性状稳定。表明激光诱变是获得高产茯苓菌的有效途径。
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茯苓属担子菌纲真菌，是一种珍贵的药食两用

菌，它含有!’茯苓聚糖、茯苓酸、块苓酸等三萜类物质
和胆碱、卵磷脂、麦角甾醇、!’茯苓聚醇等多种活性
物质，具有益脾、促胃、祛湿、安神、生津等功能［#］，特

别是近年来的研究显示，茯苓中的多糖具有抗诱变、

抗肿瘤、增强免疫等活性［!］，因此其开发价值及应用

前景远大。但目前国内外茯苓菌的生产均采用传统

的野生或人工种植，此法生产周期长，同时受产地及

条件的限制，很难在短时间内大量地获得标准一致的

茯苓菌。液体发酵培养具有无比的优越性。虽然近

期有一些关于茯苓液体发酵条件初步研究的报

道［4，"］，但其液体培养周期仍然较长，生物量亦处于

低水平。因此采用高新技术，选育出生长速度快，产

量高的茯苓菌株具有重要的现实意义。

激光作为一种新的诱变剂，对生物体会产生热、

压力、光、电磁场等多种效应，是一种在微生物遗传育

种领域中极有应用前景的新型诱变因子［3，2］。低能

量的%&’(&激光具有促进细胞生长，提高产量，获得
遗传性能稳定突变株等优势，目前应用最为普

遍［2，8］。文中应用%&’(&激光对茯苓真菌辐射所产
生的诱变效应进行了初步的研究，并选育出!株生长
速度快，遗传性能稳定的高产株。

# 材料与方法

%&% 材 料

#+#+# 出发菌株
茯苓*号（,:;<=>:>:?9*）简称)*，由华中农业

大学菌种保藏中心提供。

#+#+! %&’(&激光器

南京激光仪器厂生产的%@9!#4型%&’(&激光
器，腔长#6，波长24!+1A6，光斑直径$+3>6。

#+#+4 培养基
斜面及平板培养基：,-.培养基［1］；液体摇瓶培

养基：,-.中除去琼脂。

%&’ 方 法

#+!+# 孢子悬浮液的制备
在出发菌株和一次诱变株斜面试管中注入无菌

生理盐水，振荡后用无菌脱脂棉过滤，制成浓度约为

#$8个／67的孢子悬液。

#+!+! %&’(&激光诱变

#+!+!+# 照射过程：将$+!67菌悬液置于已灭菌
的小指管中（$+1>6B8>6），分别在不同功率下照射

!$6<A及在适当功率下照射不同时间。

#+!+!+! 照射后处理：取照射后的菌液，用生理盐水
稀释成#$9#"#$92浓度，将#$9"、#$93、#$92三个稀
释度取$+#67涂平板，每个稀释度涂4个平板（同
样操作未经照射的对照菌液）。将涂好的平板于

!1C培养"/后，计数计算致死率，并通过测量各菌
落直径大小计算正变率，其中诱变株菌落直径大于原

菌株菌落直径的为正突变株，正变率为正突变菌落数

占总菌落数的比例。

#+!+!+4 初筛：挑取生长速度快、菌落大的正突变株

$+">6!小块于,-.平板上，!1C培养4/后，开始
连续测量菌落直径，直至菌落长满*>6的平板，以进
一步选出高速生长的正变株。

#+!+!+4 复筛：挑取部分初筛获得的正变株，经4
次传代培养后，切取$+3>6!方块!块于1$67液体
培养基中（!3$67三角烧瓶），在!1C、#3$;／6<A恒
温振荡培养，取培养不同时间的培养液用1$目铜筛
过滤，收集菌丝体用蒸馏水洗涤4次，"$$$;／6<A离
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心!"#$%，得菌丝体称鲜重。

!&’&( 遗传稳定性分析
将所选诱变株连续转接)代，摇瓶发酵，测定其

生物量大小，观察其遗传稳定性能。

’ 结果与讨论

!"# 一次激光照射诱变结果
低功率的*+,-+激光可诱发生物体染色体畸变，

造成.-/分子的损伤与改变，从而造成细胞遗传物质
结构的改变［0］。在一定条件下，微生物受激光辐射产

生的生长刺激作用与激光的辐射强度有密切关系，在

某一辐射强度处会有一最佳生长刺激作用，强度继续

增加，则微生物生长刺激作用会受破坏，甚至出现生长

抑制和致死效率，不同照射功率和剂量对茯苓12菌株
致死率和正变率的影响分别见表!和表’。
表# 不同照射功率下$%的致死率和正变率#）

（照射时间为!&’()）

功率／#3 4 0 ) 5 2
致死率／6 ’’&! ’5&4 (5&7 4(&7 0)&0
正变率／6 ’4&’ (!&4 7!&( !4&! 2&7

!）总菌数平均为!!（根据实验结果!"84的稀释度较合理，计数等
操作方便），表’同。

由表!可知，孢子致死率随照射功率的增加而增
大，但5#3和2#3高功率致死率增加的幅度明显高
于低功率，而照射功率低的正变率普遍比照射功率高

时高。在本实验条件下，)#3功率对茯苓菌丝体生长
刺激作用最明显，照射后的正变率最高，达7!&(6，在
以下的激光照射处理过程中，固定照射功率为)#3。
表! 不同照射剂量下$%的致死率和正变率

剂量／#$% 4 !" !4 ’" ’4 ("
致死率／6 !(&’ ’0&( (’&7 (2&( 77&0 07&)
正变率／6 !7&( ’!&! (’&4 7"&’ 7(&4 ’4&4

由表’看出，随照射剂量的增加致死率也随之增
大，照射’4#$%时的正变率最高，为最佳的诱变剂量。
从上述不同照射剂量的处理批量中挑选4"株比

对照生长块、菌落大的正变株，分别接取"&79#’小
菌块于:./平板（每株接(个平行），’5;培养(<
后，开始连续测菌落直径，从中选出!4株具有明显生
长优势的正变株，记录结果见表(。
表* +,-.,激光一次照射对茯苓菌生长速率的影响 /’

菌株号
(<菌落
直径

7<菌落
直径

4<菌落
直径

0<菌落
直径

1!（4#$%） ’&4! (&)’ 4&7( )&4!
1’（!"#$%） ’&7( (&5! 4&07 )&0(
1(（!4#$%） ’&54 7&!! 4&20 5&!0
17（!4#$%） ’&)’ (&20 4&44 )&07
14（’"#$%） (&!( 7&74 0&7) 5&)!
10（’"#$%） ’&20 7&"7 4&)’ )&54
1)（’"#$%） (&’) 7&(( 0&’( 5&(0
15（’4#$%） (&(4 7&)’ 0&52 —

12（’4#$%） ’&55 (&24 4&0’ )&5’
1!"（’4#$%） (&"2 7&’0 0&!4 5&’0
1!!（’4#$%） (&!’ 7&’’ 0&(7 5&7)
1!’（’4#$%） ’&25 7&!( 4&2) )&2(
1!(（’4#$%） (&70 7&25 )&!5 —

1!7（("#$%） (&"! 7&!( 0&"2 5&’7
1!4（("#$%） ’&5( 7&"7 4&54 )&2(
12（对照） ’&’4 (&7) 4&"! 0&)’
注：表内数据为(次平均值，“—”表示菌丝已长满平板，以下均

相同。

由表(可看出，12经一次激光照射后，所选的!4
株诱变株在:./平板上的生长速度均有较大提高，
照射时间在’"!’4#$%时更易获得速生菌株，照射

’4#$%后，选出的1!(培养4<后菌落直径达)&!5
9#，比对照12的4&"!9#增大了7(&(6。
从表(中挑选5株培养0<，菌落直径在59#以

上的正变株，经(代培养后，做摇瓶培养，7<后连续
测生物量，结果如表7。

表0 一次诱变株摇瓶培养的生物量 1／#&&’2
菌株号 12（对照） 1( 14 1) 15 1!" 1!! 1!( 1!7

7<生物量鲜重 !7&2 ’"&2 ’(&7 ’’&( ’(&( ’!&! ’!&0 ’0&! ’!&(
4<生物量鲜重 ’"&! ’(&5 ’)&2 ’0&’ ’5&7 ’4&2 ’0&4 ("&0 ’0&7
0<生物量鲜重 ’(&7 ’4&! ’5&) ’)&0 ’2&’ ’0&0 ’)&5 (!&’ ’)&!

由表7可知，所选的一次诱变株摇瓶发酵的生物
量均高于对照菌，发酵周期也比对照短，摇瓶第4<
的生物量基本达到平衡。其中1!(号菌的生物量最
高，在摇瓶第0<达到(!&’=／!""#>，比对照的

’(&7=／!""#>增加了((&(6，以1!(号菌（定名为

12/）作为出发菌株进行二次激光诱变，以进一步提

高其产率。

!"! 二次激光照射诱变结果
在)#3功率下对12/菌株分别照射!"#$%、!4

#$%、’"#$%、’4#$%和("#$%，按同样的筛选方法，最
终选出!4株平板生长速率明显强于12/菌株的二
次诱变株。由表4看出，所选的!4株二次诱变株在

食品与发酵工业 1??./-.1@AB@-C/CD?-D-.EFCAD@F
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平板上的生长速度都有进一步的提高，但提高的幅度

要小于第!次诱变，照射时间在!"#$%时更易获得
速生菌株，培养&’后，照射!"#$%的()*!+和()*,
菌落直径分别达-*-./#和-*")/#，比一次诱变株

(,0的"*+)/#增大了1)*,2和),*,2，比原始菌
株(,的1*&,/#增大了,!*!2和3-*32。
从表"中挑选.株培养"’菌落直径在3/#以

上的正变株，经1代培养后，做摇瓶培养，1’后连续
测生物量，结果如表-所示。
由表-可看出，二次诱变株摇瓶发酵的生物量均

高于一次诱变株(,0，摇瓶发酵周期也有所缩短，摇
瓶至第&’，生物量基本达到平衡。其中()*!+和

()*,号菌的生物量最高，摇瓶至第"’分别达到

13*.4／!++#5和1.*14／!++#5。以 ()*!+和

()*,号菌作为)次激光照射获得的最佳诱变株，对
它们的遗传稳定性能作进一步分析。

!"# 诱变株遗传稳定性实验
将)次诱变获得的生长性能较好的)株诱变株

连续.次传代后，分别进行摇瓶发酵"’，测生物量，
结果如表.所示。
表$ %&’(&激光二次照射对茯苓菌生长速率的影响 )*
菌株号 1’菌落直径 &’菌落直径 "’菌落直径

(, )*). 1*&, "*!!
(,0 1*&1 "*+) .*!"

()*!（!+#$%） 1*", "*". .*3&
()*)（!+#$%） 1*-3 "*&1 .*-1
()*1（!+#$%） 1*3. "*,3 3*"&
()*&（!+#$%） 1*-! "*&! .*""
()*"（!"#$%） 1*.- "*.! .*3.
()*-（!"#$%） &*+1 -*1! 3*.,
()*.（!"#$%） 1*-) "*,- 3*1-
()*3（!"#$%） 1*." -*+" 3*&3
()*,（!"#$%） 1*,, -*") —

()*!+（!"#$%） &*!" -*-. —

()*!!（)+#$%） 1*-! "*"1 .*.3
()*!)（)+#$%） &*+) -*), 3*-)
()*!1（)"#$%） 1*-1 "*". .*-.
()*!&（)"#$%） 1*". "*&3 .*&,
()*!"（1+#$%） 1*-3 "*-! .*.!

表+ 二次诱变株摇瓶培养生物量 ,／-..*/
菌株号 (, (,0 ()*1 ()*- ()*. ()*3 ()*, ()*!+ ()*!)

1’生物量鲜重 !+*! !3*! )&*& )-*1 )1*1 )1*! )-*3 )3*, )&*,
&’生物量鲜重 !&*3 )"*, 1!*3 1"*1 1)*! 1!*1 1"*, 1.*! 1)*.
"’生物量鲜重 )+*1 1+*! 11*! 1-*! 11*) 1)*, 1.*1 13*. 1&*&

表0 两次诱变株传代的实验结果

传代次数 ! ) 1 & " - .
()*!+生物量／4·（!++#5）6! 13*& 13*3 1.*3 1.*" 13*) 1.*, 1.*.
()*,生物量／4·（!++#5）6! 1.*) 1-*. 1.*" 1.*! 1.*. 1.*) 1.*&

由表.可见，二次诱变菌株传代培养后，摇瓶生
物量稳定，表明所选育的()*!+和()*,诱变株具有
良好的遗传稳定性。

!"1 诱变株与原始菌株发酵特性的比较
根据筛选与稳定性分析结果，确定()*!+、()*,

为最佳诱变株，将此)菌与原始菌株(,的发酵特性
进行比较，结果见图!。

图! 各菌株发酵时间与生物量之间关系

由图!看出，原始菌株(,摇瓶培养至-!.’，生
物量基本稳定，最高达到)&4／!++#5，而诱变株

()*!+和()*,摇瓶培养至&!"’，生物量就基本稳
定，最高分别达到1,*!4／!++#5和1.*.4／!++
#5，比原始菌株(,的最高生物量)&4／!++#5分别
提高了-)*,2和".*!2。可见诱变株的生长速度和
生物量比原始菌株都有较大提高。

1 结 论

原始菌株(,经.#7功率激光依次照射)"#$%
和!"#$%诱变处理后，获得了)株生长速度和产量
均有较大提高的二次激光诱变株()*!+和()*,。它
们在890平板上培养&’，生长速率分别比原始菌株

(,提高了,!*!2和3-*32，摇瓶发酵周期也缩短了

)’左右，摇瓶培养"’后，它们的生物量最高，分别
达到1,*!4／!++#5和1.*.4／!++#5，比原始菌株
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!"培养#$的最高生物量%&’／())*+分别提高了

,%-".和/#-(.。经传代培养分析，诱变株的产量
性状稳定。这表明01231激光对茯苓菌的诱发突变
作用显著，是获得速生高产茯苓菌株的有效途径，且

其诱变株具有良好的遗传稳定性。
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目前，我国食品的包装以塑料袋为主，其中存在的安全隐患危及消费者的健康。聚氯乙烯塑料袋因在制作过程中

加入增塑剂而产生毒性；塑料制品中由于加入含硬脂酸铅的稳定剂，容易造成人体积蓄性铅中毒，从而危害消费者健

康。

在食品包装中，塑料薄膜、纸、金属等包装材料占总成分的#).，粘合剂占().，包装印刷时，油墨及其他物质占

%).。按传统工艺制造的食品包装物不可避免地掺杂苯、甲苯等有害溶剂，虽然其决大多数都在制造中挥发了，但少量溶剂会
残留在复合膜之间，随着时间推移而渗入食品中，使食品变质、变味。据了解，在欧美，软包装的粘合剂已经逐渐转向水性或无

溶剂产品，而醇溶油墨取代甲苯油墨也在欧美、韩国成为主要的发展趋势。在相应的法规方面，美国以及欧盟都在相关法律中

明确规定了用于食品或药品包装的粘合剂和油墨类型，只要是法规中没有提到的化学品，一律禁用。虽然我国食品卫生法已经

实行多年，但对包装材料的生产、加工和使用缺乏有效的管理，市场上很多食品包装材料难以符合国家对食品安全、卫生和环保

方面的要求，在一定程度上对我国食品包装行业形成贸易壁垒，制约了我国食品的出口。

基于食品包装安全存在的问题，国家相关部门的管理尤为重要。目前我国已制定了7)多项基本涵盖食品包装类产品的所
有种类的国家标准。鉴于我国食品包装行业的现状和我国食品出口贸易的迫切要求，目前中国标准认证中心联合相关检测机

构和企业，制定了食品及容器类产品安全环保认证的技术要求和实施规则，经国家认监委备案，将于%))/年"月("日正式实
施。但该认证不是国家强制性认证，在执行方面会受到一定的制约，而这种制约将对食品包装安全管理提出新的要求。
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