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摘要：为解决利迪链霉菌生产能力低的问题，以 !"#$%"&’()$* +(,-).* %& ’($)"*+,$- 为出发菌株，应用紫外和吖啶橙诱

变，结合抗生素的抗性筛选，得到稳定高产的 ! . +(,-).* %& ’($)"*+/-，发酵水平达到 *##("!012/，较出发菌株提高

了 34($5。
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利 迪 链 菌 素（&IJ;KICLMN<0<@，图 *）为 典 型 的

[;IJ?2<O ?O<N 类抗生素［*］，具有良好的抗细菌、抗肿

瘤、抗 =AT 蛋白酶活性。最新研究表明，利迪链菌

素是一个重要的 WF% 聚合酶抑制剂，相继在 U;LL 和

\CL U;LL 上有 ! 篇相关论文论及［$ ] ’］，引起了广泛关

注。本实验室从土壤中筛选得到利迪链霉菌变种

%& ’($)"*（!"#$%"&’()$* +(,-).* %& ’($)"*），但其生产

能力很低，直接影响进一步的研究。

本实验室曾以 ! . +(,-).* %& ’($)"* 为出发菌

株，经 8T 和 =F9$ 复合诱变，筛选 \AU 浓度的前体

物质丙酸钠、缬氨酸、葡萄糖的抗性突变株，得到了

!"#$%"&’()$* +(,-).* %& ’($)"*+,$-，提高菌种的生产

能力［)］。

在此基础上，以 !"#$%"&’()$* +(,-).* %& ’($)"*+
,$- 为出发菌株，通过紫外和吖啶橙诱变，并选用 )
种抗菌药：链霉素、红霉素、林可霉素、左氧氟沙星

和环丙沙星，以 \AU 浓度作为标记，筛选抗性基因

突变株，进一步改良菌株。

图 * 利迪链菌素的分子结构（包括 &IJ;KICLCL 和

[;IJ?2<O ?O<N 两部分）

@ 材料与方法

@A@ 菌种和培养基

菌种：利迪链霉菌 ,$- 作为出发菌株。

固体斜面培养基（01/）：淀粉 $"，葡萄糖 )，蛋白
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胨 !，"#$%&·’(!% )*+，,-./ )*+，玉米浆 !，琼脂 !)，

0( 自然，1 2 1)+3- 蒸汽灭菌 !) 456。

摇瓶种子培养基（#78）：淀粉 9)，葡萄糖 +，酵母

浸膏粉 !，蛋白胨 &，:!(3%& 1*+，"#$%&·’(!% )*+，

,-./ )*+，0( 自然，1 2 1)+3- 蒸汽灭菌 !) 456。

发酵培养基（#78）：淀粉 &)，葡萄糖 +，蛋白胨

!，:!(3%& 1*)，"#$%&·’(!% )*+，,-./ )*+，0( ;*+，

1 2 1)+3-蒸汽灭菌 !) 456。摇瓶及 ! 8 发酵罐的培

养均采用此配方。

培养条件：固体斜面接种后于 !<=培养 1)>，摇

瓶培养：铲 取 )*+?4! 培 养 好 的 斜 面 接 种 于 装 有

9)48培养液的 !+)48 三角瓶中，!!)@7456、!<=回转

式摇床发酵培养 A;B。

!8 发 酵 罐 的 培 养：接 种 量 1)C，通 气 比 为

!*)DD4，搅拌转速 +))@7456，0( ;*+ E ;*A，培养 A;B。

生物检定培养基（#78）：酵母浸膏粉 1，葡萄糖

+，硫酸铵 1，琼脂 !)。A) 48 培养皿中下层倒入

1+ 48培养基，上层为混有 1))!8 检定菌液的 ; 48
细菌培养基。

!"# 主要药品及试剂

链霉素、红霉素、林可霉素、左氧氟沙星、环丙

沙星和吖啶橙均为上海生工生物工程公司产品。

乙酸乙酯，分析纯，来自天津市标准科技有限公司。

甲醇，色谱纯，来自天津市康科德科技有限公司。

!"$ 分析方法

!"$"! (38. 测定利迪链菌素的含量：用于发酵液

中利迪链菌素的测定。流动相组成：甲醇 F水 F乙酸

铵 G ;+ F 9! F 9，每 次 注 射 样 品 量 为 + !8，流 速

)*+ 487456，于波长 99) 64、室温下测定。

!"$"# 发酵液的菌体干重测定及发酵滤液萃取：将

+) 48 发酵液于 &<)) @7456 离心 1+ 456，收集菌体用

蒸馏水洗涤 9 次，<)=干燥至恒重，称重得菌体干重

（>@H ?I// JI5#BK，L.M）。取 9) 48 上清液，加同体积

的乙酸乙酯萃取 9 次，合并有机相后加 1) 48 蒸馏

水洗涤，有机相经薄膜旋转蒸发器，在 ’;N3-，9)=
下浓缩至干，残留用甲醇 & 48 溶解，用作 (38. 测

定。

!"$"$ 杯碟法测定利迪链菌素的含量：枯草芽孢杆

菌作检定菌，在培养皿中倒入 1+ 48 普通细菌培养

基，待其凝固后再倒入 ; 48 混有枯草芽孢杆菌孢子

的细菌培养基，凝固后即得到细菌平板。取发酵液

离心（;)))@7456，&456）得到的上清液 1))!8，注入牛

津杯（直径为 ’*+ 44）中，于 9’=培养箱中培养 1;B
E 1<B 后，测量抑菌圈的直径，用于对比产物的生物

活性。

!"$"% 发 酵 液 中 还 原 糖 的 测 定：L,$ 比 色 法。

+)!8发酵滤液加 1*+ 48 L,$ 试剂，加水至 + 48，煮

沸 + 456，冷却后加水至 !+ 48，’!! 光栅分光光度计

于波长 +&) 64 处比色测定。还原糖浓度由下式计

算：! G " O #$，! 为还原糖浓度，$ 为吸光度，系

数 "、# 分别为 )*1&’<< 和 )*1A<9;。

!"% 实验方法

!"%"! 单孢子悬浮液的制备：用 9) 48 左右的生理

盐水洗涤培养好的菌体斜面，并用接种环轻轻将孢

子刮下。将洗涤液倒入装有玻璃珠的 !+) 48 无菌

三角瓶中，于摇床上 !!) @7456 振荡约 1) 456，将成

团孢子打散，并用脱脂棉过滤。适当稀释单孢子悬

液（1)’ 个748），然后将孢子悬浮液于 9)=下放置

!456，使孢子热活化，即可进行诱变处理。

筛选 程 序：前 体 物 质 "P. 的 确 定 ! QR 和

(,%! 诱变剂量的确定 ! 出发菌株的斜面培养 !
单孢子悬浮液的制备 ! 复合诱变处理 ! 平板培

养 ! 初筛、复筛 ! 传代至遗传稳定 ! (38. 测定

利迪链菌素 ! 代谢参数测定（! 8 发酵罐）。

!"%"# 复合诱变处理：紫外线主要通过胸腺嘧啶二

聚体的形成改变 L,S 分子结构。吖啶橙属于移码

突变诱变剂，能够插入 L,S 分子中两个相邻的碱基

之间，造成双螺旋一定程度的延长和部分解开，在

复制过程中，会使链上增加或缺失一个碱基，结果

引起增加或缺失位置之后全部遗传密码转录翻译

的错误，造成移码突变。本课题的复合诱变采用

QR 和吖啶橙。QR 照射时间仍定为 9 T。吖啶橙剂

量的确定：将浓度为 1)’ 个748 的孢子悬液分别涂

于以下吖啶橙浓度的固体平板：)!#748、)*!!#748、

)*+!#748、1!#748、!!#748、+!#748、1)!#748，培 养

A>，对菌落计数，选择致死率为 !+C时对应的吖啶

橙浓度。

!"%"$ + 种抗生素对 % U &’()*+, 最小抑菌浓度的测

定：将制备好的孢子悬液分别涂布于含不同浓度链

霉素、红霉素、林可霉素、左氧氟沙星和环丙沙星的

培养基平板，!<=培养 A>，观察记录未长菌落的各

抗生素最低作用浓度，即最小抑菌浓度（"P.）。
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!"#"# 抗生素抗性突变株的分离：将 !" 诱变的孢

子悬液分别涂布于含 #$% 浓度的链霉素、红霉素、

林可霉素、左氧氟沙星、环丙沙星及 & 种抗生素组

合的培养基平板上，所有培养基平板含选定的吖啶

橙浓度，’()培养 *+，生长出的菌落即为抗性突变

株。在自发突变条件下，即孢子悬液不经 !" 和吖

啶橙复合诱变处理，其它操作跟诱变条件一样，筛

选抗性突变株。

$ 结果与讨论

$"! % 种抗生素对出发菌株的最小抑制浓度

所选抗生素对利迪链霉菌 ,’( 的最小抑菌浓

度是在固体培养基上 ’()培养 *+ 检测。#$% 的实

验结果分别为：链霉素：-.!/012，红霉素：’!/012，

林可霉素：3&.!/012，左氧氟沙星：4!/012，环丙沙

星：(!/012。& 种抗生素组合的最小抑菌浓度测

定：均以各抗生素的 #$% 浓度进行组合检测，结果

.5’ 倍的组合浓度为最小抑菌浓度（.5’ 6 #$%）。

出发菌株对红霉素、左氧氟沙星、环丙沙星较敏感，

对林可霉素的敏感性差得多，对组合浓度则相当敏

感。

$"$ 吖啶橙对出发菌株 &$’ 生长的影响

将孢子悬液分别涂于不同吖啶橙浓度的培养

基平板，培养 *+，对菌落计数，结果如表 3。考虑到

复合诱变会增加致死率，本次实验选择致死率为

’.7左右，对应的吖啶橙浓度为 .5-!/012。

表 ! 吖啶橙对出发菌株生长的影响

处理剂量（!/012） . .5’ .5& 3 & 3.

菌落数（个） ’. 3( 3- 33 ( -

致死率（7） . 3. -& 8& 4. (&

$"( 单个和组合链霉素、红霉素、林可霉素、左氧氟

沙星、环丙沙星抗性突变对利迪链菌素生物合成的

影响

本实验考查在复合诱变处理和自发突变两种

条件下抗性突变株的筛选，进一步对比 & 种药品单

个及其组合的 #$% 浓度的筛选效果。

$"("! 自发突变条件下 & 种药品单个和组合的抗

性筛选：制备好的单孢子悬液不经诱变处理，分别

涂布于含 3 6 #$%、’ 6 #$%、8 6 #$% 浓度的链霉

素、红霉素、林可霉素、左氧氟沙星、环丙沙星，以及

.53’ 6 #$%、.534 6 #$%、.5’ 6 #$%、3 6 #$% 组合

浓度的培养基平板，’()培养 *+。结果如表 ’ 所

示，单个抗生素的 ’ 6 #$%、8 6 #$% 浓度及组合 .5’
6 #$%、3 6 #$% 浓度下没有突变株，3 6 #$% 浓度

的链霉素、红霉素、环丙沙星也没有突变株。在含

3&.!/012 林可霉素的筛选平板上有 - 个突变株，在

含 4!/012 左氧氟沙星的筛选平板上有 ’ 个突变

株，在含 (!/012 环丙沙星的筛选平板上有 ’ 个突

变株，.534 6 #$% 组合浓度有 4 个突变株，.53’ 6
#$% 组合浓度有 ’’ 个突变株。从实验结果来看，超

过 3 6 #$% 浓度极难有突变株生长，即使 3 6 #$%
浓度下突变株也极少。所挑选的 -& 个突变株经传

代复筛，仅有 8 个正突变株，正向突变率为 33587，

产量最高为左氧氟沙星抗性突变株，*4 9 摇瓶发酵

单位为 3.85-!/012，比出发菌株提高了 3&547。

表 $ 自发突变条件下的抗生素抗性筛选

组别 #$% 浓度 挑选菌落数 正突变株 单株最大增幅

链霉素 -.!/012 . . .

红霉素 ’!/012 . . .

林可霉素 3&.!/012 - . .

左氧氟沙星 4!/012 ’ 3 3&547

环丙沙星 (!/012 ’ . .

3 6 组合 3 6 . . .

.5’ 6 组合 .5’ 6 . . .

.534 6 组合 .534 6 4 3 8547

.53’ 6 组合 .53’ 6 ’’ ’ 335-7

$"("$ 复合诱变条件下 & 种抗生素单个和组合的

抗性筛选：单孢子悬液经 !" 照射 - :，所涂的培养

基平板均含 .5-!/012 吖啶橙，其它跟自发突变条

件的操作一样，涂布的平板于 ’()培养 *+。结果如

表 - 所示，正突变株最多、单株发酵水平增幅最大

的均为林可霉素抗性突变株，相对较高的 8 个菌株

分别提高 *45’7、445*7、8;5’7、-35-7，其中产量

最高的菌株为 2(，经传代至遗传稳定后，*4 9 摇瓶

培养，最高发酵单位为 3;;5.!/012，比出发菌 株

,’( 的 *.5’!/012 提高了 *45’7，增幅显著。

跟自发突变相比，复合诱变处理可明显提高菌

株的突变几率，有更多的菌落生长，正向突变率也

有提高，达 3&5.7，尤其是林可霉素筛选得到的正

向突变率高达 -45.7。目前关于抗生素抗性突变

株的筛选报道，既有诱变处理的［4］，也有自发突变筛

选的［;，(］，但均没有对比两种条件下的筛选效果，从
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本实验的结果分析，复合诱变处理的正向突变率更

高，突变株的生产能力提高幅度更大。

表 ! 可以看出，组合条件下正向突变率相当

低，可能是多重作用易引发负向突变，就如诱变剂

量越大，正变率越低。而部分文献推荐多重抗生素

组合［"，#］，从本实验结果中得不到支持，多重抗生素

组合可能更有利于负向突变，如阻断突变株的筛

选。

实验中观察到一个明显的现象，林可霉素抗性

突变株的表型发生了很大变化，突变株菌落重复出

现 ! 种颜色：黄色、黑色、灰白色。而已有的研究发

现，林可霉素抗性突变位点有 ! 个［$］，本实验中林可

霉素抗性突变株表现出的 ! 种颜色进一步验证了

这一研究。反之，不同表型的抗性突变株又可用于

突变位点及抗性基因的研究。

表 ! "# 和吖啶橙复合诱变条件下的抗生素抗性筛选

%&’ 浓度 挑选菌落数 正突变株 单株最大增幅

链霉素 () * ()+,-

红霉素 () ! *,+(-

林可霉素 *) $ $,+*-

左氧氟沙星 (, * ./+)-

环丙沙星 () ( ()+,-

( 0 组合 / / /

/+* 0 组合 ) / /

/+(, 0 组合 (( * $+)-

/+(* 0 组合 !( ( .+,-

$%& 高产菌株 ’( 的代谢产物分析

生产能力最高的菌株是林可霉素抗性突变株

1#，摇 瓶 发 酵 水 平 提 高 了 $,+*-，培 养 $,2 达

(""+/!3451。残糖浓度、菌体浓度、67 等代谢参数

的变化趋势与出发菌株 8*# 没有明显差异（数据未

显示）。为分析突变株增加部分的代谢产物，1# 与

出发菌株的摇瓶发酵液经萃取后分别进行 781’ 测

定，如图 * 所示，1# 与出发菌株的 781’ 峰形非常相

似，主峰的保留时间分别为 ,+$,!59: 和 "+///59:，

说明突变株 1# 产量的提高就是利迪链菌素增加的

结果。

为进一步分析林可霉素抗性突变株 1# 的代谢

产物变化情况，发酵液萃取物进行了 1’4;<&=%< 分

析。如图 ! 所示，1’4%< 总离子流谱中有一主峰，另

外，在 !)+)#59: 和 .(+!! 59: 还有两个小峰，为分析

这些峰对应产物的分子质量，对总离子流谱的 /59:
> #/ 59: 进行全扫描，对应的 ;<&=%< 谱显示，主要

代谢产物对应的分子离子为 !4 " ,//+!［%=7］?，正

好就是利迪链菌素的分子质量（,// @），其它代谢产

物的相对吸收度都很小，对应含量很低。所有这些

说明 1# 代谢产物的提高就是目的产物利迪链菌

素。

图 * 高产菌株 1#（A）和出发菌株 8*#（B）
发酵液萃取物的 781’ 谱图对比

! 结论

（(）本实验采用 ) 种抗菌药最小抑菌浓度作为

标记，筛选出大量抗性基因突变株，其中生产能力

最高的菌株是利用林可霉素筛选得到的抗性突变

株 1#，摇瓶发酵单位为 (""+/!3451，比出发菌株

8*# 提高了 $,+*-。结果证明了利用抗药性突变株

选育获得高产菌株的可行性。

（*）实验结果对比显示，复合诱变处理比自发

突变条件下的抗性筛选效果好得多，复合诱变处理

可明 显 提 高 菌 株 的 突 变 几 率，正 向 突 变 率 高

（()+/-）。尤其是利用林可霉素筛选得到的正向突

变率高达 !,+/-，且多数突变株的产量增幅较大。
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图 ! 菌株 "# 代谢产物的 "$% &’ 总离子流谱（(）及

全扫描（) * #) +,-）对应的 .’/0&’ 谱（1）

（!）2 种抗生素组合的条件下不论高浓度还是

低浓度，正向突变率均较低（#3)4），而单个抗生素

条件下得到的正向突变率高达 56374。因此，单孢

子悬液经复合诱变处理，再进行单个抗生素抗性突

变株的筛选，可快速、有效地提高菌株的生产能力。
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稿件规范化与标准化

论文中有关正、斜体的约定

物种的学名：菌株的属名、种名（包括亚种、变种）用拉丁文斜体。属的首字母大写，其余小写，属以上用

拉丁文正体。病毒一律用正体，首字母大写。

限制性内切酶：前三个字母用斜体，后面的字母和编码正体平排，例如：0#):/、1+(M/、2,’/、%#/!^/ 等。

氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 ! 个字母表示时，仅第一个字母大写，其余小写，正体。碱基缩写为

大写正体。

基因符号用小写斜体，蛋白质符号首字母大写，用正体。
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