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研究报告 

产氢红杆菌类胡萝卜素突变株的诱变和筛选 
赵  军  连建科  赵春贵  杨素萍*

(山西大学生命科学与技术学院  化学生物学与分子工程教育部重点实验室  太原 030006) 
 

 

摘  要: 用紫外线照射和氯化锂夹层平板培养法对产氢红杆菌(Rhodobacter sp. R7)进行复合诱变, 
分离获得了一株产氢效率提高的类胡萝卜素突变株 R726。该突变株在表观特征、光谱学特征、色

谱特征、生长和产氢性能等方面与出发菌株有明显不同, 但 16S rDNA 序列一致。R726 菌株有  
550 nm 类胡萝卜素特征性吸收峰, 类胡萝卜素组成上比出发菌株少一黄色类胡萝卜素组分, 生长

和产氢性能均高于出发菌株, 产氢效率比出发菌株提高了 33.3%, 类胡萝卜素含量比出发株提高

了 53.8%。 
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The Mutagenesis and Screening of Carotenoid Mutant  
in Hydrogen-producing Photosynthetic Bacteria 
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Ministry of Education, Shanxi University, Taiyuan  030006) 

Abstract: Mutagenesis and screening of hydrogen-producing photosynthetic bacteria, Rhodobacter sp. R7 
strain, was investigated by using the combination mutation of ultraviolet ray and LiCl and layer plating 
methods. A carotenoid mutant named R726 strain was obtained. The plate phenotype properties in carotenoid 
mutant were different from that of parent strains. Living cells spectra showed that absorption peak of 550 nm 
was appeared in carotenoid mutant, but not in parent strain. The absorption spectra of extraction of pigment 
further confirmed the difference of carotenoid composition between the mutant and parent strains. The result 
of TLC on silica gel plate showed that mutant has a lack of yellow carotenoid composition which occurs in 
parent strain. H2 productivity and biomass in carotenoid mutant was higher than that of parent strain. These 
results revealed that mutant has a modified carotenoid biosynthesis pathway.  
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在不产氧光合细菌中, 类胡萝卜素存在于光合
内膜的捕光色素蛋白复合体(LHⅡ)和反应中心色素
蛋白复合体(LHⅠ-RC)中。但类胡萝卜素的种类及相
对丰度因种而异, 在LHⅡ和LHⅠ-RC中也不相同。

近年来, 体外色素蛋白复合体重组以及对类胡萝卜
素缺陷、突变或抑制菌株研究结果进一步揭示出类

胡萝卜素组成与能量传递效率以及LHⅡ和LHⅠ- 
RC色素蛋白复合体功能发挥有密切关系 [1~4]。产氢
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研究也表明, 类胡萝卜色素组成和含量与光合放氢
活性有关[5], 但调控机制不十分清楚, 为此, 获得不
同类型的类胡萝卜素突变株, 是阐明类胡萝卜素调
控光合细菌产氢机制的关键所在。本实验室曾分别

采用紫外照射法、硫酸二乙酯和EMS方法诱变产氢
红杆菌 (Rhodobacter sp. R7), 但诱变效果不理想 , 
只有 2 mg/mL硫酸二乙酯处理菌悬液 10 min有一定
的诱变效果, 而用紫外线照射处理后再用不同浓度
氯化锂夹层平板培养(layer plating methods )获得了
理想诱变结果。通过对突变株和出发株表型特征、

类胡萝卜素组成和含量、产氢和生长性能以及 16S 
rDNA序列分析 , 确定获得了一株产氢效率提高的
类胡萝卜素突变株R726, 相关研究未见报道。对该
突变株的深入研究不仅为类胡萝卜素调控光合细菌

产氢机制的阐明提供了良好实验材料, 而且在绿色
清洁能源–氢能的开发利用以及天然类胡萝卜素开
发利用方面也具有重要应用价值。研究结果报道  
如下。 

1  材料与方法 

1.1  出发菌株 
产氢红杆菌R7菌株 (Rhodobacter sp.), 本实验

室分离保存[5]。 

1.2  培养基和培养条件[5]

1.3  菌悬液制备  
定时取样 , 在 UV-2102PC分光光度计上于  

660 nm处测定细胞悬液的吸光度值 , 当OD660为

1.2~1.4时离心收集菌体细胞, 0.1 mol /L磷酸缓冲液
(pH 7.0)洗涤 2次, 制备的菌悬液放入装有玻璃珠的
无菌三角瓶振荡均匀。 

1.4  紫外线和氯化锂复合诱变  
吸取 1.3菌悬液 10 mL于无菌平皿中, 设置照射

距离为 5 cm、10 cm、15 cm和 20 cm, 在 30 W紫外
灯下分别照射 5 min、10 min、15 min和 20 min, 同
时设置未经照射处理的对照组。取上述菌悬液进行

梯度稀释 , 取 10−6~10−9四个稀释度分别涂布含

0.1%、0.3%、0.6%、1.0%、1.2%和 1.5% LiCl的平
板进行夹层培养。培养条件为 30℃~32℃, 光照强度
为 2000l ux~3000l ux。待菌落长出后, 计算致死率。
每个处理均作 3次重复。 

1.5  细胞生物量和类胡萝卜素特征性吸收峰测定 
离心收集菌体 , 用生理盐水洗涤后 , 悬浮于

60%的蔗糖溶液中, 于 UV-2102PC 分光光度计上扫
描, 以波长(nm)为横坐标, 吸光度(OD)为纵坐标作

图, 确定类胡萝卜素特征性吸收峰, 并以 660 nm的
吸光度(OD)表示细胞生物量。  

1.6  类胡萝卜素的提取纯化与分离 
因研磨能加速细胞破碎有利于细胞中的物质进

入提取液, 故菌体细胞在加入丙酮－甲醇(V/V 7 2)∶

提取液后, 在冰浴下用组织匀浆器对菌体细胞进行
了研磨处理(改进的方法)。取上清 60℃减压蒸馏。
将提取物按 1 5(mg/m∶ L)加入乙醚溶解, 再加入等
体积的 10%KOH–甲醇溶液充分振荡后加入 5%NaCl
促进分层, 反复萃取 3次, 合并萃取液, 60℃减压蒸
馏, 得到的类胡萝卜素纯品。将之溶解乙醚进行硅
胶 G薄板层析。 

1.7  类胡萝卜素含量分析[6]

1.8  产氢装置和氢含量的测定[5, 7] 

2  结果 

2.1  紫外线-氯化锂复合诱变 
当紫外线照射距离为 10 cm、15 cm和 20 cm时, 

诱变致死率很低, 只有 5 cm有明显致死效应, 故选
定照射距离为 5 cm进行了不同照射时间的处理。结
果表明, 照射时间为 20 min时致死作用明显。将紫
外线处理后的菌悬液进行梯度稀释, 涂布在含有不
同浓度的氯化锂平板中进行夹层培养。结果表明 , 
氯化锂浓度为 1％时诱变效果最好, 致死率为 78.2%, 
复合诱变平板上长出不同颜色的菌落。 

2.2  突变株表型特征 
紫外线-氯化锂复合诱变平板上出现血红色、粉

色、暗红色、黄绿色四种颜色的菌落。分别挑取不

同颜色的单菌落划平板, 并转入液体培养基光照厌
氧培养。结果只有暗红色菌落的菌株(编号 R726)在
固体平板上和液体培养基中都能够旺盛生长, 而其
它颜色菌落的菌株生长很缓慢。R726菌株细胞形态
大小与出发株基本一致, 单细胞卵圆形, 0.8 μm×1.1 μm。
但菌落特征与出发株不同 , R726 菌株菌落直径约
2~3 mm、暗红色、光滑湿润、粘稠、边缘整齐、易
挑取、圆形凸起; 而出发株直径约 0.1 mm、土红色、
干燥、不易挑取、质地均匀、圆形凸起。光合细菌

中, 菌体细胞所呈现的颜色主要是由类胡萝卜素的
含量和组分所决定, 突变株和出发株菌落有明显不
同, 初步认为 R726菌株是色素突变株。 

2.3  突变株和出发菌株生长和产氢性能比较 
从图 1 可以看出 , 当接种起始OD660相同时 , 

R726菌株比出发株生长潜伏期短, 菌体细胞得率也
高。图 2 结果表明, 与出发菌株相比, R726 突变株
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产氢能力有明显提高, 产氢最大得率为 380 mL/g, 
比出发菌株提高 33.3％。 

 

 
 

图 1  R726菌株和出发株生长曲线 
Fig. 1  Growth curve of R726 mutant and parent strain 
 

 
 

图 2  R726菌株和出发株产氢曲线 
Fig. 2  H2 yield of R726 mutant and parent strain 

 
2.4  突变株类胡萝卜素含量 

取 5 g菌体提取色素并根据公式 C=10DVf/2500
计算, R726菌株类胡萝卜素得率为 5.52 mg/g湿菌体, 
比出发株提高了 53.8%。 

2.5  突变株类胡萝卜素定性 
光吸收特性和色谱行为是类胡萝卜素定性的 

重要依据。比较 R726 菌株和出发株活细胞吸收光 
谱(图 3), 结果表明, 二者均含有 426 nm、456 nm  
和 486 nm类胡萝卜素特征性吸收峰, 但 R726菌株
还含有一个 550 nm 类胡萝卜素吸收峰, 而出发株 
则无。 

光合色素提取液吸收光谱 (图 4)进一步表明 , 
R726菌株和出发株在 550 nm处类胡萝卜素吸收峰
存在差异。 

TLC 以快速、灵敏、简便、准确等特点被广泛
应用于类胡萝卜素分离。硅胶 G薄板层析结果表明
(图 5), 出发菌株有 9 种组分, 自上而下顺序依次是
黄色→橘红→红色→橘红→紫色→红色→紫色→蓝

色→绿色。与出发株相比, R726突变株明显缺乏第
一条黄色带, 此外, 在出发株第 3 和第 4 条带之   

间, 突变株比出发株多一条橘黄条带, 其余则相同。
这表明 R726 菌株是类胡萝卜素途径发生改变的突  
变株。 

 

 
 

图 3  R726菌株和出发株活细胞吸收光谱 
Fig. 3  Living cells spectra of R726 and parent strain  
1: parent strain ; 2: R726 mutant 
 

 
 

图 4  R726菌株和出发株色素提取液吸收光谱 
Fig. 4  Extraction spectra of R726 and parent strain 
1: parent strain; 2: R726 mutant 

 

 
 

图 5  R726菌株(左)和出发菌株(右)TCL 
Fig. 5  TLC of R726 (left) and parent strain (right) 
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2.6  突变株 16S rDNA 序列分析 
经形态学、菌落特征、光谱学和薄层层析分析, 

R726菌株类胡萝卜素组成发生了明显变化。为进一
步确定 R726 菌株是经出发株突变而来, 又进行了
16S rDNA序列分析, 结果表明二者序列一致。 

3  讨论 

复合诱变被认为是一种较好诱变方法, 常呈现
一定的协同效应。紫外线对原核生物而言是一种比

较好的诱变剂, 它直接作用于DNA导致变异。氯化
锂是一种碱金属卤化物, 它与紫外线在诱变过程中
具有协同作用。Vasilyeva曾采用紫外诱变方法获得
了产氢效率提高的Rhodobacter sphaeroides突变株, 
产氢能力提高的原因是光捕获色素蛋白复合体比例

发生了变化, 但详细突变机制未能阐明  [8]。为扩大

突变范围, 本文采用紫外线照射处理—氯化锂夹层
平板培养方法对产氢红杆菌进行了诱变, 获得了理
想诱变结果。突变株R726和出发株在菌落特征有明
显不同; 活细胞吸收光谱、光合色素提取液吸收光
谱和TLC层析结果表明, R726 菌株类胡萝卜素合成
代谢途径发生了变化 , 比出发株缺少一黄色组分 ; 
16S rDNA序列分析表明突变株和出发株序列一致, 
由此可确定R726 菌株是产氢红杆菌(Rhodobacter 
sp.R7)突变株, 且是一株产氢能力提高且类胡萝卜
素代谢途径发生改变的突变株。产氢效率的提高 , 
有可能是突变后的类胡萝卜素提高了能量传递效率, 

进而提高了产氢效率, 其详细的突变位点和机制以
及产氢效率提高机制有待于进一步深入研究。 
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