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NTG对庆丰链霉菌诱发产生营养
缺陷型突变体的研究

赵人俊 张益桨 郑幼霞
（中国科学院上海植物生理研究所）

我们为了对庆丰链霉菌的遗传研究准备实

验材料，应用效果显著的化学诱变剂N一甲基一

N'一硝基-N一亚硝基狐 (NTG)，对庆丰链霉菌
进行诱变处理，筛选各种不同遗传标记的营养

缺陷型突变体，并分析了这些变种类型的分布

和突变机理。现将我们的研究结果报告如下：

材 料 与 方 法

（一）诱变出发菌株

1．庆丰链霉菌 M15 (Streptomyces qingfeng-

myceticus M15)，由野生型菌株经一系列诱变
处理得到的高产突变株。

2. Q-100，由野生型菌株经高温处理所得

到的丧失庆丰霉素生物合成能力的突变株。

（二）培养甚

1．完全培养基 （CM）和基本培养基（GA)

均参照以前的报道Ell，根据实验需要，另外添加

补充物。补充物的浓度参照 Sermontil'lo

2．富集摇瓶培养基 （MM)

MM-1培养基用于 M15菌株，葡萄糖10

克，(NHASO4 2克，KZHP04·3H20 1克，
MgS04·7H20 1克，NaCI 1克，CaC03 3克，

蒸馏水1,000毫升。pH7.2-7.40
MM-2培养基用于 Q-100菌株，甘油 12.5

克，天门冬酞胺1克，M9SO4·7H20 0.，克，
CuSq·5H20 1毫克，ZnS04·7H20 1毫克，

MnS04·H2O 1毫克，FeSO,·7H,0 10毫克，

NaCI 1克，KZHPO,·3H,O 1克，蒸馏水1,000

毫升o pH7.2-7.40

（三）NTG 诱变处理

将培养成熟的斜面抱子，用含0.05％吐温

80的生理盐水洗下，悬浮于装有玻璃珠的无菌

小三角瓶中，经旋转式摇床振荡30分钟，使抱

子均匀分散，然后用四层无菌纱布过滤，以除去

菌丝体及抱子团，即得抱子悬浮液，供诱变处理

使用。

称取 NTG晶体（瑞士产品），溶解在适量

的 Tris缓冲液 （pH9.0 )中，再用移液管加人

等量的抱子悬浮液，使其达到诱变处理所需要

的浓度，而后置于28℃培养室中的旋转式或往

复式摇床上振荡处理。将处理过的抱子悬浮液，

经适当稀释后涂布在补充有水解酪素,of吟嚓

咤混合物及各种维生素混合物的 cm 平板上。

未作诱变处理的抱子悬浮液，亦经适当稀释涂

布于 CM 平板上作为对照。28℃培养7天后，

检查菌落数，并计算致死率。同时，在 NTG处

理过的菌落中筛选营养缺陷型突变体。

（四）营养缺陷型突变体的性状鉴定

挑取经 NTG处理过的单菌，依次点种到

事先经过50℃温箱烘烤30分钟的 CM和GA

培养基平板上，每皿点种45个。28℃培养5-

7天后，选取在 GA平板上不生长、而 CM 平

板上能够正常生长的菌落，再点种在 CM 上制

成母平板，28℃培养后，用丝绒影印法复印到

分别补充有水解酪素、at吟嚓咤混合物和各种
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维生素混合物的 GA平板上。这样，就将突变

体分类成氨基酸缺陷型、us吟at-pDt缺陷型、维生

素缺陷型或其它。为了确定每一个突变体的营

养要求，我们采用了生长谱法〔81。应用这个方法

可以同时鉴定出单一缺陷或某一些双重缺陷的

突变体。

（五）过滤富集法

经过 NTG诱变处理的抱子悬浮液，离心，

倾去上清液，将抱子洗人富集摇瓶培养液中振

荡培养。待到肉眼能观察到菌丝体形成后，每

隔24小时过滤一次，除去生长的原养型菌丝

体，并将滤过液离心，抱子重新悬浮于新鲜培养

液中，以避免原养型菌丝体生长时所产生的代

谢物引起缺陷型抱子的萌发。 如此重复数次

后，涂布平板，按上法筛选突变体。

结 果 和 讨 论

（一）影响NTG诱变效果的因子

我们对 NTG诱发庆丰链霉菌 M15菌株

产生营养缺陷型突变进行了研究，表1结果表

明，随着 NTG浓度的增加及处理时间的延长，

突变率有相应的提高。处理时间60分钟，NTG
浓度为3.0毫克／毫升时，突变率为0.5％左右，

2.0毫克／毫升时只有0.1多左右，而1.0毫克／

毫升时，在试验过的54。个菌落中，没有检测到

突变体。pH则以9.0为宜（表2)。这是 NTG

表I NTG剂A及处理时间对诱变作用的影晌

剂 量
：毫克／毫升）

处理时间
（分）

致死率
（％）

试验菌
落数 突变体数 诱变率

（％）

3

3

2

2

1

60

30

60

30

60

99.79

96.54

98.90

90.09

96.83

2385

2173

1350

1215

540

10

5

2

0

0

0.416

0.230

0.146

0

0

表2 pH值对诱变作用的影晌

剂 量
（毫克／毫升）

处理时

间（分）pH值
致死率
（％）

试验菌
落数

突变
体数

I.，二＿一
诱 变 率

（％）

3

3

3

3

60

30

60

30

9.0

9.0

6.0

6.0

99.52

92.70

99.16

93.75

720

495

720

630

4

2

2

1

0.55

0．呼0

0.28

0.16

裹 3 培养时间对，翔效果的影晌

试验菌株 培养天数 试验菌
落 数

突变体数频率（％）效率（倍）

M 15') 0

3

4

5

720

883

405

180

4

19

37

8

0.55

2.17

9.13

4.44

3.9

16.6

8.0

Q-1002) 03)

4

6

791

1293

225

3

61

0

0.38

4.71

0

12.4

U

1) NTG剂量3毫克／毫升，处理1小时，PH9.0;
2) NTG剂量 3毫克／毫升，处理0.5小时，PH9.0;
3) NTG 3毫克／毫升，处理1小时，PH9.0o

表4 NTG 诱发的营养缺陷类型的分布

营养缺陷型类别｛M15
1突变体数

IQ-100
1突变体数一“计

氨基酸缺陷型

组氨酸

亮氨酸

赖氨酸

甲硫氨酸

脯氨酸

其 他

嗓吟呛吮缺陷型

维生素缺陷型

｝62
！ ‘，
｝ ， 一
｛ ＿6 一
！ 16 ｝
｛ ＿6 ｝
14 ｝
13

1

1，‘
｝ “
｝ 3
｛ 3
一 7
｛ 3

3

23

1

83

17

8

9

23

9

17

36

2

在碱性条件下，形成重氮甲烷 (diazomethane,

CH2NZ)，对DNA起烷化作用〔3]所致。·
（二）过滤富集法

我们对 M15和 Q-100两个菌株经NTG

处理后，应用过滤富集法收到了满意的效果。表

3说明它对于提高筛选营养缺陷型突变体的效

率是一种行之有效的方法。M15菌株由未经富

集培养的0.55务，提高到经过4天富集培养的

9.13 ，提高效率16.6倍；Q-100菌株由原来

的0.38多，提高到4.71多，经过4天的富集培

养，提高效率12.4倍。诱变处理后经过富集培

养，达到了一次诱变处理可以得到较多的营养

缺陷型突变体，并且所得突变体的品种类型也

由于挑得突变体的机率增加，而相应地增多。

（三）NTG诱发的营养缺陷类型的分布
以 NTG处理庆丰链霉菌所得到的营养缺

陷型突变体，经过生长谱法鉴定，已经判明性状

的有121株，其中由M15菌株诱变获得76株，
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由 Q-100菌株诱变获得45株（表4)。它们大

部分为氨基酸缺陷型，占68.6界，其余为漂吟嚓

锭缺陷型（占29.8摇）和维生素缺陷型（占1.6多）

在氨基酸缺陷型中，甲硫氨酸及组氨酸缺陷型

的比例较高，似乎 NTG对于这两个基因位点

的作用有一定的专一性，表现出类似于“热点”

的现象。，，，。

NTG一次处理所诱发的营养缺陷型突变，

大多数为单一缺陷，同时我们也鉴别出少量双

重缺陷突变体。如同时需要补充甲硫氨酸、苏

氨酸 (Mth-）或异亮氨酸，撷氨酸（(Ilv )，这说

明 NTG可以一次引起两个基因位点的突变，

也可能是NTG诱发的点突变阻断了这两对氨

基酸代谢途径分叉点共同前体的合成。

（四）NTG诱发的突变为染色体点突变

为了测定 NTG对庆丰链霉菌诱发的缺陷

型突变是否为点突变，我们随意挑选了一些缺

陷突变体来测定自发回复突变率，结果如表5

所示。一般回复突变频率范围在10-7-10-10之
间。由此我们相信，所测定的那些突变体的营

养缺陷是点突变的结果。 而A201 (Ilv-）及
A249 (Mth-）回复突变频率的数据表明，这两

个氨基酸双重缺陷突变体，不论选择那一个缺

陷标记的回复，都只能出现原养型回复突变体。

我们推测，这两个双缺突变体，很可能是 NTG

诱发的点突变分别阻断了异亮氨酸一撷氨酸、苏

氨酸一甲硫氨酸这两对氨基酸代谢途径分叉点

共同前体合成的缘故[4,6,710

表5 营养缺陷型突变体的自发回复突变率

菌株号 出发
菌株

缺陷

标记
试验抱子数 自发回复

菌落数
回复突变率

A54

A69

A82

A177

A201

A249

A289

A544

Q-100

Q-100

Q-100

M 15

M 15

M 15

M 15

Q-100

M et-

U ra-

C ys-

Tbr-

[ 1v-

M th

Tyr-

Pro

2.0火107

6.8K10'

3.1只108

2.2火109

4.5火108

4.5丫108

I．1丫109

1.1丫109

1.3丫IOIO

1.9只108

6

夕

16

267

Ile 40

Val 60

Met 2

Thr 3

9

53
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