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摘  要: 在明确链霉素对农抗 TS99 产生菌 Streptomyces fungicidicus YH04 孢子的致死浓度为 
1.2 μg/mL 的基础上, 以链霉素致死浓度为选择压力, 采用不同剂量的紫外线照射对菌株孢子进行

诱变处理, 获得了大量的链霉素抗性基因突变株, 进而从中筛选到发酵效价较出发菌株提高 60％
以上, 且遗传稳定性良好的高产菌株 Streptomyces fungicidicus YH9407。 
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Abstract: Streptomycin-resistant mutants were obtained from original strains YH04 treated by UV (253 nm, 
30 W, 45 s or 60 s) under the selection pressure of resistance to streptomycin (the lethal concentration is  
1.2 μg/mL). Streptomyces Strain YH9407 with high antibiotic yield and genetic stability was obtained from 
streptomycin-resistant mutants. The yield of antibiotic TS99 is more than 60% higher than that of the origi-
nal strain. 
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选育效价高、稳定性好的优良菌株是抗生素筛

选过程中的基础工作之一。随着遗传学、分子生物

学的发展, 人们对抗生素生物合成途径及代谢调控

机制了解的不断深入, 可以根据已知的或可能的生

物途径、代谢调控机制和目的产物分子结构来设计

筛选方法, 以获得能大量形成目的产物的高产突变

菌株。目前, 我国大多数农用抗生素高产菌株都是

通过这种途径获得的[1−6]。对于抗生素工业化生产来

说, 现代育种技术能加快育种速度, 提高菌种的生

产能力, 简化生产工艺, 降低成本。但是, 在新型抗

生素筛选的初期, 研究者对生产菌株的遗传背景和

生化代谢途径缺乏足够的认识, 传统的育种方法则

更为实用。YH04 是由沈阳农业大学植物病理研究

室筛选的、产生新型四烯大环内酯类农用抗生素

TS99 的杀真菌链霉菌(Streptomyces fungicidicus)菌

株, 目前已完成了对该菌的分类鉴定、发酵条件优
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化、代谢产物的分离纯化、理化性质及活性物质结

构测定等研究工作[7,8]。本试验以YH04为出发菌株, 

用链霉素抗性突变作为筛选模型, 在含链霉素致死

浓度的平板培养基上, 经紫外线诱变获得突变菌株, 

有效地富集了正突变菌株, 获得了农用抗生素TS99

生产菌高产菌株。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
1.1.1  菌株：出发菌株杀真菌链霉菌 YH04(Strepto- 

myces fungicidicus YH04)和指示菌辣椒炭疽病菌

(Colletotrichum capsici)均由沈阳农业大学植物病理

学研究室分离、保存。 

1.1.2  培养基：斜面和平板培养基(％)：麸皮 2.5, 

可溶性淀粉 3.5, 葡萄糖 1.7, NaCl 0.125, MgSO4  

0.125, K2HPO4 0.125, FeSO4 0.00125, KNO3 0.25, 琼

脂 1.8, pH 7.2; 发酵培养基(％)：花生饼粉 2.5, 淀

粉 5.0, 酵母粉 0.8, 葡萄糖 0.02, (NH4)2SO4 0.08, 

CaCO3 0.32, NaCl 0.2, pH 7.0~7.2; PDA培养基(％)：

马铃薯 20, 葡萄糖 2, 琼脂 1.8。 
1.2  试验方法 
1.2.1  TS99 粗提液的制备：发酵液用 5倍体积的无
水乙醇处理后, 静置 30 min, 过滤, 滤液经减压浓
缩后, 硅胶柱层析得到 TS99粗提液。 
1.2.2  抑菌活性的测定：将供试病原菌制成大约 

108 cfu/mL的孢子悬液, 按照体积比为 5％的比例混

入 45℃左右的PDA培养基中 ,  混匀后迅速到入 

15 cm×20 cm的方形培养皿中, 待培养基凝固后将

灭菌的直径为 6 mm的牛津杯等距离均匀摆放(为了

避免边缘效应, 外围牛津杯距边缘 3 cm 左右)在平

板上, 每个牛津杯中加入 100 μL 除菌的发酵液或

TS99粗提液, 置于 28℃恒温培养箱中培养 3 d~4 d, 

用游标卡尺准确测量抑菌圈的直径。每一处理重复

3次, 取平均值。 

1.2.3  紫外诱变：由斜面培养物制成孢子悬浮液 , 

取 5 mL于灭菌的培养皿中, 置于波长为 254 nm, 功

率为 30 W的紫外灯下 30 cm处, 照射一定时间进行

诱变。 
1.2.4  链霉素对Streptomyces fungicidicus YH04 致

死浓度的测定：将Streptomyces fungicidicus YH04的

孢子制成每毫升含 106个孢子的悬浮液, 稀释 100倍

后涂布于含有不同浓度链霉素的平板上, 在 28℃培

养箱中培养 3 d~7 d, 观察菌落生长情况, 并记录未

长出菌落的链霉素最低作用浓度, 即为链霉素对出

发菌株的致死浓度。 

1.2.5  链霉素突变株高产菌株的筛选：将含链霉  
素致死浓度平板上的突变菌落分别接种在高氏斜面

上, 28℃培养 7 d后, 接种到液体培养基中, 摇瓶发
酵, 检测发酵液的抑菌效果。经初筛和复筛后, 抑菌
效果较出发菌株提高 60％的菌株转接至高氏斜面
(此为F1), 从F1代斜面转接高氏斜面后, F1置冰箱保

存, 斜面试管在同样条件下培养 7 d后为F2代, 如此
方式转接至F5代, 然后分别将F1、F2、F3、F4、F5代

斜面同时各转接至高氏茄子瓶斜面扩大培养 7d, 铲
块(大小相同的菌块)接种到种子培养基中培养 48 h后, 
以接种量 1 0％接种至发酵培养基中 ,  2 8℃、 
160 r/min摇瓶发酵 60 h, 检测发酵液中活性组分的
抑菌效果, 筛选出发酵效价高、遗传稳定性良好的
目的菌株。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 YH04 的紫外诱变 
试验结果表明 , 紫外线能有效地引起菌株

YH04 产生突变, 不同处理时间所产生的突变存在
明显的差异(见表 1)。出发菌株经紫外线照射处理后, 
在 28℃条件下培养 3 d 即可观察到菌落形成, 孢子
及孢子丝的表观形态和颜色与出发菌株基本一致。

培养 5 d~7 d后, 可挑取突变菌落传代。从诱变剂量
与菌株突变率的关系来看, 处理 30 s 时, 虽然突变
率很高, 但负突变率远远高于正突变率, 筛选的工
作量很大; 处理 45 s时, 致死突变率为 95.7％, 正突
变率较高, 容易筛选到高产菌株; 处理时间超过 60 s时, 
致死突变率达 98％以上, 但相对正突变率较低。综合
考虑筛选工作量和筛选效率, 以紫外线照射 45 s或
60 s为最佳处理。 

2.2  紫外诱变后菌落形态的变化 
在培养过程中, 出发菌株出现 4 种菌落形态。

紫外诱变处理 30 s 后, 菌落形态与出发菌株一致, 
无特殊或其它菌落类型出现。紫外诱变处理 45 s后, 
除产生这 4 种形态的菌落外, 还出现一种突起、光
滑或者略有皱褶、中央呈半月形裂口的菌落(E), 其
出现的频率与 A 型菌落相当, 明显高于其它 3 种类
型。见图 1。 
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表 1  不同紫外诱变剂量下 YHO4 的突变率和致死率 
Table 1  Mutate rate and death incidence under different ultraviolet dosages 

处理时间 Time of UV treatment (s) 
结果 Results 

30 45 60 75 90 

致死率(％) 
Death rate(％) 

87.6 95.7 98.2 99.5 99.8 

正突变率(％) 
Positive mutate rate(％) 

1.8 1.9 0.62 0.07 0.03 

负突变率(％) 
Negative mutate rate(％) 

10.6 2.4 1.18 0.43 0.17 

突变率(％) 
Mutate rate(％) 

12.4 4.3 1.80 0.50 0.20 

 

表 2  不同链霉素浓度对出发菌株的致死率 
Table 2  Death rate of strain YH04 under different concentrations of streptomycin 

链霉素浓度 (μg/mL) 
Concentration of streptomycin 

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

孢子数(×106) 
Amount of spores 

256 131 96 30 11 0.5 0 

致死率(％) 
Death rate 

0 48.6 62.5 88.3 95.6 99.8 100 

 

 
 

图 1  紫外诱变后菌株 YH04 的菌落形态 
Fig. 1  Colonial morphology of Streptomyces strain YH04 
treated by UV 
 

将不同形态的菌落各挑选 20 个, 斜面培养后, 
摇瓶发酵并检测发酵液效价(以抑菌圈直径表示), 
结果表明, 诱变前后, 菌落形态与抗生素产生能力
并没有相关性, 提示该菌株表型基因的突变并不影
响产生抗生素基因的表达和调控, 而微生物自然突
变常常导致其形态特征如菌落大小和形态、可溶性

色素等变化。考虑到 A 型菌落出现的频率较高, 生
长迅速 , 产孢较其它类型早而且丰富 , 因此 , 在紫
外诱变或推理选育时选取 A型菌落。 

2.3  链霉素对 YH04 的致死浓度测定 
结果表明, 出发菌株对链霉素非常敏感, 当链

霉素浓度为 0.6 μg/mL 时, 菌落生长受到很大影响, 

表现为生长缓慢, 并出现一些畸形、半秃或全秃的

菌落 ; 用定量的无菌水洗下每个平板的所有孢子 ,  

光学显微镜下计数(至少重复 3 次), 当链霉素浓度

为 1.0 μg/mL时, 致死率为 99.8％; 当链霉素浓度为

1.2 μg/mL时, 致死率为 100％(见表 2)。 

2.4  链霉素抗性(Strr)突变株的筛选 
结果表明(见表 3), 在紫外照射时间分别为 45 s

和 60 s时, 1.2 μg/mL的链霉素对于孢子的致死率不

同, 即紫外诱变对链霉素抗性的突变率有一定的影

响。经紫外诱变处理后, 产生了对链霉素具有一定

抗性的菌株, 这些菌株在含有链霉素致死浓度的平

板上能正常生长, 因此, 相对于单纯链霉素抗性突变

来说其突变率大幅度提高, 有效地淘汰了野生型, 富

集了突变型菌株, 从而提高了菌种选育的工作效率。 
 

表 3  不同紫外线剂量在不同培养基上的致死率 
Table 3  Death rate on different plates under  

different ultraviolet dosages 

紫外诱变时间(s)
Time of UV 

链霉素浓度(μg/mL) 
Concentration of  

streptomycin 

致死率 
(％) 

Death rate 

0 96.5 
45 

1.2 98.7 

0 98 
60 

1.2 99.9 

 
2.5  Strr突变株的摇瓶发酵初筛结果 

从紫外线照射时间分别为 45 s和 60 s及含链霉
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素浓度 1.2 μg/mL的平板上各挑取 150个单菌落, 共
计 300 个菌落转接斜面培养后, 摇瓶发酵后测定发
酵液的效价(以抑菌圈直径表示), 突变株产量分布
频率如图 2 所示。由此可见, 经紫外线照射后其链
霉素抗性突变株具有很高的正突变率, 其中 45 s组
的正突变率略高于 60 s组。从相对效价比出发菌株
提高 30％以上的菌株中挑选 200株 A型菌落形态的
菌株作为初筛入选菌株, 再次连续 3 批摇瓶发酵。
测定结果表明, 有 9 株突变株的发酵效果稳定且发
酵效价始终较其它菌株高。进一步分析比较后得知, 
这 9株突变株中有 7株来自 45 s+Str处理组, 说明先
将出发菌株在紫外线下照射 45 s后, 再通过链霉素
抗性突变筛选, 可以有效地富集正突变株。 

2.6  高产菌株的复筛 
将初筛中较理想的 9 株进行摇瓶发酵复筛。结

果表明(见表 4), 9 株突变株均比出发菌株效价(以
TS99 粗提物的抑菌圈直径表示)提高 40％以上, 其
中, 菌株 YH9407 摇瓶发酵水平较出发菌株提高了 

 
 

图 2  突变株产量分布 
Fig. 2  Productivity distribution of mutants 

 

60％以上。 

2.7  高产菌株 YH9407 的遗传稳定性 

用连续传代的方法考察了菌株YH9407 的遗传

稳定性, 经过多次传代后,  F2、F3、F4、F5各代菌株

相对发酵效价(相对于F1)分别为 102％、101％、99.8

％和 100％(见表 5)。由此可见, 突变株YH9407连续

转接 5 代后, 其产生抗生素能力和高产性能的遗传

特征稳定。 

 

表 4  高产菌株的复筛结果 
Table 4  Results of high-production strains re-screened from mutants 

抑菌圈直径(mm)Diameter of inhibition zone 菌株 
Strains 1 2 3 4 5 

平均值*  

Average value 
相对效价 

Relative potency (%)

CK(YH04) 18.3 17.8 18.5 18.6 18.0 18.24±0.336   F 100 

YH2404 25.6 26.1 26.5 26.8 25.3 26.06±0.619  DE 143 
YH4605 26.7 26.3 26.8 27.0 26.1 26.58±0.370 CDE 146 
YH5405 25.8 26.2 26.5 26.8 25.5 26.16±0.523  DE 143 
YH5408 26.8 27.5 27.4 28.0 27.0 27.34±0.467  BC 150 
YH5602 25.3 25.8 26.0 26.4 25.3 25.76±0.472   E 141 
YH8403 27.6 28.0 27.9 28.5 27.0 27.80±0.552   B 152 
YH9405 26.8 27.5 26.2 26.5 26.6 26.72±0.487  CD 147 
YH9407 29.6 29.4 29.7 29.8 29.3 29.56±0.207   A 162 

YH9408 28.7 27.5 27.8 28.2 27.2 27.88±0.589   B 153 

*经 SAS统计软件 Duncan多重比较, 显著水平 P=0.0001. 

 

表 5  YH9407 的遗传稳定性试验结果 
Table 5  Genetic stability of strain YH9407 

世代(Generations) 
结果(Results) 

F1 F2 F3 F4 F5 

29.7 30.5 29.6 29.5 29.7 
29.8 30.3 30.0 29.8 29.9 

抑菌圈直径 (mm) 
Diameter of inhibition zone 

29.3 29.8 30.1 29.2 29.5 
平均值(mm) Average value 29.6 30.2 29.9 29.5 29.7 

相对值(%) Relative value 100 102 101 99.8 100 
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3  讨论 

在抗生素产生菌的菌种选育过程中, 面临的首
要问题是巨大的筛选工作, 因此, 建立每个菌种简
单而又能反映最终效价高低的初筛方法是非常重要

的。本研究在明确链霉素对 Streptomyces fungicidicus 
YH04的致死浓度为 1.2 μg/mL的前提下, 结合菌株
的表型变异, 采用不同剂量的紫外线照射对菌株孢
子进行诱变处理, 然后将诱变处理后的孢子涂布在
含链霉素致死浓度的高氏平板培养基上, 获得了大
量的链霉素抗性基因突变株, 进而从中筛选到发酵
效价较出发菌株提高 60％以上, 且遗传稳定性良好
的高产菌株 Streptomyces fungicidicus YH9407, 表明
以链霉素抗性基因突变作为农用抗生素 TS99 产生
菌的半理性筛选模型是十分有效的。 

尽管链霉素抗性突变与抗生素合成基因突变相

关联这一现象早已被人们所认识, 并由此建立了许
多非常实用的抗生素产生菌半理性或理性推理选育

模型, 但是, 迄今人们对其相关联的机理尚不明确。
据报道, 在链霉菌野生型菌株中引入链霉素抗性基
因突变能极大地提高其抗生素合成能力[9,10]。本研究

结果表明, Streptomyces fungicidicus YH04的链霉素
抗性突变株在紫外线诱变时具有很高的正突变率 , 
表明该菌株对以核糖体为定向作用靶位的链霉素抗

性突变与其抗生素合成能力突变具有正相关, 但是
与其表型变异无关。该研究结果对我们今后采用分子

生物学技术手段进行菌种改良具有重要的参考价值。 
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稿件书写规范 
 

论文中计量单位的表示方法 
 

为执行国务院发布的《关于在我国统一实行法定计量单位的命令》的规定, 计量单位和单位符号按国家技术监督
局发布的《量和单位》GB3100-3102-93执行。单位符号均用英文小写(正体), 不允许随便对单位符号进行修饰。现将本
刊常用计量单位和符号介绍如下, 希望作者参照执行。 

时间: 年用 a; 日用 d; 小时用 h; 分钟用 min; 秒用 s等表示。 
溶液浓度: 用 mol/L, 不用 M (克分子浓度)和 N(当量浓度)等非许用单位表示。 
旋转速度: 用 r/min, 不用 rpm。 
蒸汽压力: 用 Pa或 kPa、MPa 表示。 
光密度: 用 OD(斜体)表示。 
生物大分子的分子量: 蛋白质用 D或 kD, 核酸用 bp或 kb表示。 
图表中数值的物理量和单位: .物理量符号采用斜体, 单位用正体并用括号括起, 例如: t(h) (表示时间, 单位是小

时)。带数值的计量单位: 计量单位不能省略, 例如: 20 cm×0.3 cm, 不能写成 20×0.3 cm; 3℃~5℃不可写成 3~5℃; 
3%~6%不可写成 3~6%等。 
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