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摘要!以红霉素生产菌红色链霉菌为研究对象!探讨了氯化锂%紫外%离子束
>

种不同诱变方式对红色链

霉菌的影响!根据后代的存活率和突变率选定合适的诱变条件(氯化锂的最优诱变浓度
+_)f

!紫外的

最优诱变时间
+)*Q

!离子束的最优诱变注量
)**a+*

+!

0.

Z)

!然后将
>

种方式结合起来进行复合诱变$

经复合诱变后筛选获得高产突变株
1*>+#A+A#A)B

!该菌株摇瓶效价达
#+)B

%

5

,

.@

!较出发菌株
1*>

提

高了
)*_>f

&经多次传代分离实验表明!该突变株遗传稳定性较好$
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!!

红霉素是
+C")

年问世的第
+

个由放线菌

产生的
+!

元环大环内酯类抗生素!抗菌谱与青

霉素相似!主要是对革兰氏阳性菌如金葡菌%溶

血性链球菌%肺炎球菌%白喉杆菌%炭疽杆菌及

梭形芽胞杆菌等有强大的抗菌作用)

+

*

$虽然现

今抗菌药物越来越多!红霉素在治疗领域仍占

有自己的地位$尤其是半合成红霉素衍生物的

开发成功如阿齐霉素%甲红霉素%地红霉素%罗

红霉素%氟红霉素等!使得大环内酯类抗生素在

未来的抗感染药物中所拥有的市场份额进一步

提升和扩大$

在几种可行易操作的诱变方法中!紫外诱

变可使
I(,

分子形成嘧啶二聚体!即两个相

邻的嘧啶共价连接&氯化锂诱变可导致
,:AKH

碱基对的转换或导致碱基的缺失&离子束诱变

是利用正电荷低能离子束注入生物体引起遗传

物质的可遗传性改变$离子束对生物体有能量

沉积%动量传递%粒子注入和电荷交换等
!

个原

初反应过程)

)

*

!生物体从而产生
I(,

分子断

裂%碱基缺失等物理损伤%自由基化学损伤等多

种生物学效应)

>

*

$复合诱变包括两种或多种诱

变剂的先后使用%同一种诱变剂的重复作用和

两种或多种诱变剂的同时使用$普遍认为)

!

*

!

复合诱变具有协同效应!两种或两种以上诱变剂

合理搭配进行复合诱变较单一诱变效果好$

本文将紫外
A

氯化锂
A

离子束结合起来对红

霉素生产菌'''红色链霉菌进行复合诱变$

>

!

材料与方法

>N>

!

菌种

红色链霉菌!实验室保存$

>N?

!

培养基

斜面,平板培养基(蛋白胨
+_*f

!玉米浆

+_*f

!淀 粉
+_*f

!硫 酸 铵
*_>f

!氯 化 钠

*_>f

!碳酸钙
*_)"f

!琼脂
+_"f

!

R

E B̂_"

$

氯化锂平板培养基(平板培养基加上一定

浓度的氯化锂$

种子培养基(淀粉
>_"f

!硫酸铵
*_#"f

!

氯化钠
*_"f

!蛋白胨
*_"f

!糊精
)_*f

!葡萄

糖
>_*f

!酵母粉
)_*f

!碳酸钙
*_?f

!硫酸镁

*_*"f

!磷酸氢二钾
*_*?f

!豆油
*_) .@

,

)".@

!

R

E B̂_"

$

发酵培养基(淀粉
>_*f

!硫酸铵
*_"f

!葡

萄糖
)_*f

!玉米浆
*_+f

!碳酸钙
*_Cf

!豆油

*_>.@

,

)".@

!

R

E B̂_"

$

>N@

!

培养条件

斜面,平板培养(用无菌操作将孢子悬浮液

接于斜面,平板培养基上!置
>#g

恒温室中培

养
B

#

#9

$

种子培养(在
)"*.@

三角瓶内装
"*.@

种子培养基!接种量为
+*f

!于
>> g

下培养

#);

!摇床转速为
))*4

,

./2

$

发酵培养(摇瓶为
"**.@

三角瓶!装液量

"*f

!接种量
+*f

!于
>>g

下培养
#9

!摇床转

速为
))*4

,

./2

$

>NA

!

诱变及筛选方法

>NAN>

!

单孢子悬浮液制备
!

成熟的新鲜斜面

加无菌水
+*.@

!刮洗下培养好的新鲜斜面孢

子后倾于带有一定玻璃珠的
)"*.@

三角瓶内

振摇
)* ./2

"

)"*4

,

./2

#!取出过滤成菌悬

液)

"

*

!备用$

>NAN?

!

氯化锂处理
!

取
*_).@

菌悬液均匀

涂布于不同浓度"

*_>f

%

*_Bf

%

*_Cf

%

+_)f

%

+_"f

%

+_?f

#的氯化锂平板培养基上!同条件

下无氯化锂的平板培养基为对照样$

>NAN@

!

紫外诱变处理
!

取
*_).@

菌悬液均

匀涂布于生长平板培养基上!先开启
)* M

紫

外灯!预热
)*./2

!再将培养皿放在紫外灯下

>*0.

处!打开平皿盖!照射
>*

%

B*

%

C*

%

+)*

%

+"*

%

+?*Q

!同条件下不进行照射的为对照样$

>NANA

!

离子束诱变处理
!

取
*_+.@

菌悬液

均匀涂布于无菌平皿上!以无菌风吹干$镜检

无细胞重叠者进行离子注入$注入能量为

+*b3$

!注量"

a+*

+!

#为
"*

%

+**

%

+"*

%

)**

%

)"*

%

>**0.

Z)

!靶室真空度为
+*

Z>

8̀

$将平皿置于

靶台上!以
+*Q

脉冲式注入!间隔
"*Q

!以降低

温度效应的影响!靶室内放置不接受照射的对

照样$离子注入后!取出平皿!以
+.@

无菌水

洗脱!涂平板培养基$

>NANB

!

氯化锂
A

紫外
A

离子束复合诱变
!

将菌

悬液先涂布于含有一定浓度氯化锂的平板培养

基上!经紫外灯照射一定时间后进行培养!待其

成熟制作成菌悬液进行离子注入!注入后再将

其涂布于氯化锂平板培养基上&以相同的操作!

取未经氯化锂%紫外线%离子束处理的菌悬液稀

释涂布平板为对照样$

+?#

第
#

期
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!
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A
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>NANC

!

筛选方法
!

从培养成熟的平板菌落中

挑选正常型菌落接斜面!待生长成熟后按
+*f

接种量接入摇瓶进行培养$

>NANO

!

存活率和正突变率计算
!

菌株的存活

率为其诱变后在平板培养基上生长的菌落数与

同条件下未经诱变的对照菌株在平板培养基上

生长的菌落数的比值$正突变率为效价与对照

菌株相比提高在
"f

以上的菌株占全部被考察

菌株的比例$

>NB

!

分析方法

>NBN>

!R

E

测定
!

取摇瓶发酵液过滤后用上

海雷磁
R

E7A>L

型精密
R

E

计测量$

>NBN?

!

残糖测定
!

发酵液过滤后稀释一定倍

数!采用
7L,!*

型生物传感器进行测定$

>NBN@

!

产物液相测定
!

色谱柱!不锈钢柱"内

装填 料
@̀[7A7

!

+* 2.

!长
)"* ..

!内 径

!_B..

!

,

5

/&32-

#&流动相!乙腈与
*_*!.%&

,

@

(E

!

E

)

F̀

!

体积比为
+\)

混合液!

R

E^#_*

&

检测波长!

)+*2.

&柱温!室温&流速!

+_*.@

,

./2

&进样量!

+**

%

@

)

B

*

$

?

!

结果与讨论

?N>

!

氯化锂剂量确定

在经氯化锂处理后的每个剂量的平板中各

挑出
)*

个菌株进行摇瓶试验!考察氯化锂浓度

对红色链霉菌存活率和正突变率的影响!结果

如图
+

所示$在存活率逐渐下降的情况下!突

变率呈先上升后下降的趋势!当氯化锂浓度为

+_)f

时!红色链霉菌的存活率为
C*_+"f

!同

时正突变率最高!为
+B_))f

$因此!本实验确

定
+_)f

为最佳氯化锂诱变剂量$

图
+

!

不同氯化锂浓度下菌种的存活率和正突变率

P/

5

_+

!

7=4Y/Y8&48-3829.=-8-/%248-3

W/-;9/VV3432-0%2032-48-/%2Q%V@/H&

?N?

!

紫外剂量确定

在经紫外照射处理后的每个剂量的平板中

各挑出
)*

个菌株进行摇瓶试验!考察紫外辐照

时间对红色链霉菌存活率和正突变率的影响!

结果如图
)

所示$据文献报道)

!

*

!采用紫外线

诱变!一般致死率为
#*f

#

?*f

时!产生正突

变的几率较高!有利于突变株的进一步筛选$

由图
)

可见!紫外具有较强的杀菌能力!辐照

+)*Q

时!正突变率最高!达
)*_*"f

!同时存活

率仅
)+_?>f

!辐照
+?*Q

时几乎无菌存活$因

此!本实验确定
+)*Q

为最佳紫外诱变时间$

图
)

!

不同紫外照射时间下菌种的存活率和正突变率

P/

5

_)

!

7=4Y/Y8&48-3829.=-8-/%248-3

W/-;9/VV3432--/.3%VG$

?N@

!

离子束注量确定

在经离子束诱变后的每个注量的平板中各

挑出
)*

个菌株进行摇瓶试验!考察离子束注量

对红色链霉菌存活率和正突变率的影响!结果

如图
>

所示$对于
+*b3$

氮离子!离子注量小

时菌株的存活率较高!注量增大存活率呈下降

趋势!但在
)**a+*

+!

0.

Z)附近!存活率有短暂

回升!整个存活率曲线呈3马鞍形4!同时正突变

率也达
)?_#>f

$对于3马鞍型4曲线形成的原

因!宋道军等)

#

*认为当注量较小时!存活率下降

是能量沉积效应和动量传递效应综合作用的结

果$因小注量下低能
(

h 的直接作用可导致

I(,

的损伤!能量沉积所产生的大量自由基亦

会导致
I(,

和生物膜等其他生物大分子的损

伤!从而造成存活率下降$继续提高注量!大量

连续注入电荷的堆积会产生很强的库仑斥力!

这种库仑斥力能对被注入细胞形成一3保护屏

障4!阻碍后续注入离子对细胞的损伤!从而达

到对细胞的保护作用&且大量堆积的电荷可形

)?#

原子能科学技术
!!

第
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图
>

!

不同氮离子注量下菌种的存活率和正突变率

P/

5

_>

!

7=4Y/Y8&48-3829.=-8-/%248-3

W/-;9/VV3432-/%2V&=3203Q

成一弱电场!这种电场的刺激效应可激活菌体

内的各种酶!尤其是修复酶!从而提高了损伤修

复的效率!存活率又有所回升$当注量继续增

大时!能量沉积和动量传递所造成的
I(,

和

生物膜等其他生物大分子的严重损伤已超出其

所具有的修复能力!聚集于细胞表面的电荷产

生库仑爆炸!使细胞失去电荷屏蔽而使存活率

急剧下降$另外!在
)**a+*

+!

0.

Z)下!菌株的正

突变率最高!与其对应的存活率一致!因此!本试

验确定
)**a+*

+!

0.

Z)为最佳离子束诱变注量$

?NA

!

复合诱变对菌体的影响

按上述确定的诱变条件进行氯化锂
A

紫外
A

离子束复合诱变$取在最优条件下分别经氯化

锂%紫外%离子束与复合诱变的正突变菌株各

"*

株进行摇瓶发酵!结果列于表
+

$由表
+

可

见!复合诱变的存活率最低!但正突变率高达

!>_"*f

!效价提高幅度大的菌株所占比例最

高$在
>

种单一诱变方式中!氯化锂诱变的存

活率最高!但效价提高
+*f

以上的菌株比例不

高&紫外诱变的存活率最低!菌株提高幅度也不

大&经离子束诱变的菌株存活率虽不高!但正突

变率最高!且菌株产量提高幅度高于其他两种

诱变方式$可见!如果要使用单一诱变方式!可

选择用离子束进行诱变$由多次复合诱变筛选

到
+

株高产菌株!命名为
1*>+#A+A#A)B

$

?NB

!

高产菌株分离稳定性考察

将高产菌株
1*>+#A+A#A)B

作为出发菌株!

分离
>

代!进行产量测定!考察其分离稳定性!

结果示于图
!

$由图
!

可见!每代的产量提高

幅度均呈下降趋势!但第
>

代产生回复性趋势$

结果表明!经
>

代分离后!菌体不但稳定性增

强!而且产量也有稳定性提高$

表
>

!

诱变结果

P(;)$>

!

8$<")+./#"+(+&.2

诱变条件 存活率,
f

正突变

率,
f

效价提高
+*f

以上的菌株数

+_)f

氯化锂
C*_+" +B_"* B

+)*Q

紫外辐照
)*_*" )+_** ++

)**a+*

+!

0.

Z)离子束
)#_*) )?_#> +#

复合诱变
+"_B+ !>_"* ))

图
!

!

菌体的效价提高范围

P/

5

_!

!

J20438Q/2

5

482

5

3%V;/

5

;A

R

4%9=0/2

5

Q-48/2-/-34

8

'''负变率&

U

'''

*

#

"f

&

0

'''

"f

#

+*f

&

9

'''

+*f

#

+"f

&

3

'''

+"f

#

)*f

&

V

'''

)*f

#

)"f

&

5

'''

)"f

#

>*f

&

;

'''

>*f

以上

?NC

!

高产菌株遗传稳定性考察

将出发菌株和高产菌株
1*>+#A+A#A)B

各

传代
"

次!每代
>

个平行样!发酵完进行产量测

定!取
>

个样的平均值!考察高产菌株遗传稳定

性!结果列于表
)

!其中
P+

#

P"

分别表示第
+

至第
"

代$由表
)

可知!高产菌株
1*>+#A+A#A

)B

经传代
"

次后!效价略有下降!

P)

虽下降幅

度较大!但
P>

效价回复性提高!然后逐渐稳

定$平均效价达
#*C>

%

5

,

.@

$

表
?

!

高产菌株的遗传稳定性考察结果

P(;)$?

!

M25$%&+(2'$<+(;&)&+

-

./5&

4

56

7

%.,"'&2

4

<+%(&2

项目
效价,"

%

5

.

.@

Z+

#

出发菌株
1*>+#A+A#A)B

P+ "C)> #+)B

P) "?+B #*+!

P> "C>? #*C?

P! B**B #+!)

P" "C!# #*"B

"

"C)B

# "

#*C>

#

!!

注(括号内为平均效价

>?#

第
#

期
!!

虞
!

龙等(氯化锂
A

紫外
A

离子束复合诱变红霉素高产菌株研究



@

!

结论

以上实验结果表明!不同诱变方式对红色

链霉菌产生了不同的生物效应!单独使用一种

诱变方式可获得突变菌株!但几率很低$某一

菌株长期使用诱变剂后!会对诱变剂产生3钝化

效应4$因此!目前在实验中多采用几种诱变剂

复合处理%交叉使用的方法进行菌种选育$相

关资料)

?

*也表明!复合诱变较单诱变剂处理后

的效果好!通常是物理诱变复合化学诱变$在

诱变育种中!诱变剂的选择较为重要!选择较合

适的诱变剂会大幅减少工作量$

由表
+

可看出!复合诱变能在很大程度上

获得高产菌株!紫外和离子束诱变过的菌株经

氯化锂作用!其提高的抗生素效价能够保持稳

定!这可能与氯化锂能够抑制菌体的自我修复

有关$经紫外和离子束诱变过的存活孢子经氯

化锂作用!有3提高突变5易出误差6修复4的作

用)

C

*

!即氯化锂可稳定紫外和离子束所引起的

遗传物质的改变$但不是所有的诱变剂都对所

选的菌株产生相同的诱变效应!菌株本身对不

同的诱变剂的抵抗能力不同$在这
>

种诱变方

式中!对红色链霉菌而言!离子束作为单因素诱

变效果最好"图
>

#$总之!本实验结果证实了

在红色链霉菌育种中!复合诱变优于单因素诱

变!筛选到目的菌株的概率相对较大$

本文研究了利用氯化锂%紫外和离子束复

合诱变选育红霉素生产菌'''红色链霉菌!比

较了
>

种诱变方式的不同诱变结果!由此确定

氯化锂的最优诱变浓度为
+_)f

!紫外的最优

诱变时间为
+)*Q

!离子束的最优诱变注量为

)**a+*

+!

0.

Z)

$再将
>

种最优诱变条件组

合!用复合诱变方法筛选到
+

株高产菌株

1*>+#A+A#A)B

$与出发菌株相比!高产突变菌

株发酵生产红霉素的能力从
"C)>

%

5

,

.@

提

高到
#+)B

%

5

,

.@

!且遗传性能稳定!为实现红

霉素的产业化生产提供了保证$另外!该方法

可快速有效地获得较理想的抗生素高产稳产优

良菌株!拓宽了它在制药生物工程中的应用前

景!为今后微生物诱变选育打下了坚实的基础$

参考文献!

)

+

*

!

朱明珍
'

红霉素
>"

年(产生菌及其发酵)

<

*

'

中

国抗生素杂志!

+C?#

!

+)

"

B

#(

!B>A!#*'

DEG T/2

5

d;32'14

6

-;4%.

6

0/2>"

6

384Q

(

4̀%A

9=034829V34.32-8-/%2

)

<

*

'H;/23Q3<%=428&%V

,2-/U/%-/0Q

!

+C?#

!

+)

"

B

#(

!B>A!#*

"

/2H;/23Q3

#

'

)

)

*

!

7E,FH@

!

M,(KOe

!

NGD@'̀ ;%Q

R

;8-3

43&38Q3V4%. (

h

/%2Q/4489/8-39"iAHT̀ 2=0&3%A

-/93829/-Qb/23-/0Q

)

<

*

'[89/8-/%2 ;̀

6

Q/0Q829

H;3./Q-4

6

!

+CC#

!

B

"

"*

#(

"B+A"B"'

)

>

*

!

虞龙!张宁
'

离子注入微生物诱变育种的研究与

应用进展)

<

*

'

微生物学杂志!

)**"

!

)"

"

)

#(

?*A?>'

NG@%2

5

!

DE,(K (/2

5

',9Y8203/243Q3840;

8298

RR

&/08-/%2%V./04%U/8&.=-8-/%2U4339/2

5

U

6

/%2/.

R

&82-8-/%2

)

<

*

'<%=428&%V T/04%U/%&%

56

!

)**"

!

)"

"

)

#(

?*A?>

"

/2H;/23Q3

#

'

)

!

*

!

郭继平!马莺
'

紫外诱变选育米曲霉高产蛋白酶

菌株)

<

*

'

微生物学通报!

)**#

!

>!

"

)

#(

)!BA)"*'

KGF</

R

/2

5

!

T, N/2

5

'L4339/2

5

>#

=

"%

6

+11,#

-%

0

<$"Q-48/2W/-;;/

5

;

R

4%-38Q380-/Y/-

6

U

6

=&A

-48Y/%&3-/29=039 .=-8-/%2

)

<

*

'T/04%U/%&%

56

!

)**#

!

>!

"

)

#(

)!BA)"*

"

/2H;/23Q3

#

'

)

"

*

!

王啸!邱树毅!何腊平
'G$

!

@/H&

复合诱变深黄

被孢霉选育多不饱和脂肪酸高产菌株)

<

*

'

食品

科学!

)**!

!

)"

"

!

#(

"*A")'

M,(KO/8%

!

eJG7;=

6

/

!

E1@8

R

/2

5

'704332A

/2

5

%V8;/

5

;

R

%&

6

=2Q8-=48-39V8--

6

80/9

6

/3&9W/-;

@-%*+"%"11$+#$P"11+)$ .=-8-39U

6

G$829@/H&

)

<

*

'P%%970/

!

)**!

!

)"

"

!

#(

"*A")

"

/2H;/23Q3

#

'

)

B

*

!

张立军
'

红霉素含量的
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