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摘要:阿维拉霉素产生菌 SV微波诱变效应的研究发现:菌株 SV对微波敏感(微波处理 60s , SV 菌株存活率低于 10%), 菌落

形态变化大。微波诱变处理最佳作用方式为培养皿不加盖 、快速冰上冷却 ,最佳处理时间为 50s(其正突变率 25.3%)。通过微波

诱变处理 、阿维拉霉素推理筛选 , 最终获得一株稳定性良好 , 阿维拉霉素产量达到 21.5mg/ L ,较出发菌株提高 119.4%的突变株

SV-15。
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ABSTRACT:To investigate Mutagenic effects of Avilamycin-producing Strain induced by microwave irradiation.The experimental re-

sults indicated that the capacity of SV strain to microwave irradiation was sensitive(its survival rate was under 10% for 60s radiation).Not sealing

the culture dish and fast cooling it was the optimal irradiation mode of microwave , and 50 seconds was the optimal irradiation time of microwave

(positive mutation rate , 25.3%).To obtain high-yield avilamycin-producing strain , 50s microwave irradiation and screening of avilamycin-

rational mutant is used for the study on screening mutation.SV-15 mutants were obtained , and the mutant could produce 21.5mg/ L avilamycin ,

which was 2.194 times as much as the potency of original strain by flake fermentation.

Key words:Microwave;Avilamicin;Mutagenic effects

　　微波辐射属于一种低能电磁辐射 ,能刺激水 、蛋白质 、核

苷酸 、脂肪 、碳水化合物等极性分子快速震动[ 1] 。 生物效应的

频率范围在 300MHz ～ 300GHz , 现在一般多采用 2450MHz。在

2450MHz 频率作用下 ,水分子能在 1s 内 180°来回转动 24.5 亿

多次 ,强烈的震动和摩擦使得细胞内 DNA 分子氢键和碱基堆

集化学力受损 ,最终引起 DNA 分子结构变化导致菌株发生遗

传变异;而且微波所具有的传导作用和极强的穿透效应使细

胞壁内外的水分子产生剧烈震动和摩擦 ,改变了其通透性 , 更

易使细胞内代谢物分泌出来。这些生理生化方面的变化会使

得生物体产生一系列的突变效应[ 1] 。因此 , 微波被广泛用于

多个领域的诱变育种 ,如农作物育种 、禽兽育种和工业微生物

育种[ 2 , 3] 。

阿维拉霉素是由绿色产绿链霉菌(Streptomyce Viridochro-

mogenes)经过发酵而得。它属于正糖霉素族的寡糖类抗生

素 ,是一种特殊的蛋白质合成抑制剂[ 4] , 通过与细菌核糖体结

合来抑制蛋白质的合成 , 从而达到抑菌的目的。它主要抑制

革兰氏阳性菌 ,而对革兰氏阴性菌效果较差[ 5 , 6] 。阿维拉霉素

作为代谢终产物对其产生菌的调节作用可能有两个方面:一

是作为终产物对参与其合成的有关酶进行反馈调节;二是对

产生菌本身具有抑制 、杀死作用。因此 ,随着自身代谢终产物

耐受性的提高 , 产生菌合成阿维拉霉素的能力也将得到提

高[ 7] 。本研究采用微波对菌株 SV进行诱变 , 辅以阿维拉霉素

(自身代谢产物)推理筛选获得了一株稳定性良好的高产 SV-

15 突变株。
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1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株　出发菌株:绿色产绿链霉菌(Streptomyces Viri-

docbromogen)SV ,本研究室保存;敏感菌株:藤黄微球菌(Microc-

cus luteus)10209 ,中国工业微生物菌种保藏中心(保藏号为:CI-

CC10209)。

1.1.2　培养基　斜面培养基:高氏一号合成琼脂培养基[ 8] ;

平板分离培养基:高氏一号合成琼脂培养基[ 8] ;

种子培养基(g/ L):麦芽汁 10 、酵母浸粉 4、葡萄糖 4、CaCl2
0.1 , pH 7.2;

发酵培养基(g/ L):葡萄糖 20 、酵母浸粉 16 、缬氨酸 2.3 ,

CaCl2 0.11pH 7.2;

敏感菌活化培养基:营养琼脂;

生物检测培养基(g/ L), 上层:酵母膏 3、蛋白胨 10 、牛肉膏

5、葡萄糖 10、氯化钠 5 、琼脂 10 , pH 7.2;下层:素琼脂 20。

以上培养基灭菌条件:121℃, 15～ 20min。

1.2　方法

1.2.1　分析方法　阿维拉霉素含量采用 HPLC 法[ 9] 。

1.2.2　单孢子悬液制备　将新鲜斜面孢子用适量生理盐水

洗下 ,转移到有玻璃珠的无菌三角瓶中振荡打散 , 用无菌脱脂

棉过滤 ,调整孢子浓度为 108个/mL。

1.2.3　微波诱变处理　取制备好的单孢子悬液 5mL于培养

皿内 ,放入家用微波炉(微波源为 2450MHz , 850W)中 , 中等强

度辐射。辐射分四种方式:培养皿加盖不冷却;加盖冷却;不

加盖冷却;不加盖不冷却 。加盖不冷却及不加盖不冷却 , 辐射

时间分别为 10、20、30 、40、50 、60、80、100 、120s ,各取 0.1mL适当

稀释涂布。加盖冷却及不加盖冷却 , 辐射 10s , 冰上快速冷却

10s再辐射 ,辐射时间累计分别为 10 、20 、30 、40 、50 、60 、80 、100 、

120s。各取 0.1mL适当稀释涂布。 37℃培养 4d。
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1.2.4　出发菌株阿维拉霉素最小抑制浓度测定　将制备好

的孢子悬液分别涂布于含有不同浓度阿维拉霉素的培养基平

板上 , 37℃培养 3 ～ 5d , 记录平板上未长菌落的阿维拉霉素最

低抑制浓度(MIC),即确定为阿维拉霉素对该菌的最小抑制浓

度(MIC)。

1.2.5　初筛　琼脂柱法:用φ8 打孔器打出若干单菌落 , 对其

进行敏感菌检测 , 利用抗生素效价测量仪测量抑菌圈直径。

以琼脂柱抑菌圈直径大小作为初筛标准。

1.2.6　复筛　摇瓶发酵复筛:选取抑菌圈直径较大的菌落进

行摇瓶发酵 ,发酵结果采用 HPLC 法测定阿维拉霉素产量。

1.2.7　发酵方法

1.2.7.1　摇瓶种子培养　用适量无菌水洗下斜面孢子 , 充分

振荡 ,制备成孢子悬浮液 , 计数并调整孢子悬浮液的孢子浓度

为 108个/mL。吸取适量孢子悬浮液于装有 30mL种子培养基

的 250mL三角瓶中 , 28℃, 180r/min振荡培养至对数生长期。

1.2.7.2　摇瓶发酵　将摇瓶种子培养液以 2%的接种量转接

到装液量为 50mL的 250mL三角瓶中 , 28℃、180r/min 回转式摇

床发酵 72h。

2　结果与分析

2.1　微波诱变对 SV 菌株存活率的影响

取制备好的单孢子悬液 5mL于培养皿内 , 放入家用微波

炉中 ,根据试验设计进行中等强度辐射。计算其存活率 , 绘制

存活率曲线如图 1。

图 1　微波诱变对 SV菌株存活率的影响

Fig.1　The survival rate of SV strain by microwave

从图 1 可以看出 , 加盖不冷却及不加盖不冷却的微波辐

射 ,在微波辐射 20s 后 , 菌株全部死亡 , 其主要原因是由于微

波辐射的热效应使孢子悬液的温度快速升高 , 高温使孢子迅

速死亡。两种辐射方式对菌株存活率影响基本上没有差别 ,

其主要原因不加盖的散热速率远远低于其温度升高速率。加

盖冷却及不加盖冷却两种辐射方式的菌株存活率曲线基本一

致 ,其菌株存活率均随着辐射时间的延长而降低 , 微波辐射时

间为 120s 时 ,其存活率均趋近于零。菌株存活率逐渐降低的

原因是微波效应有热效应和非热效应 , 非热效应也有致死作

用 ,虽然我们通过冰上快速降温尽可能减少其热效应 , 但是也

不可能完全消除热效应的影响 , 微波辐射的非热效应及极少

部分热效应的累积使菌株逐渐死亡 , 造成其存活率逐渐下降。

10s 短时间不加盖散热远远低于冰上热交换降低热效应作用

是造成两种辐射方式菌株存活率曲线基本一致的原因。

2.2　微波诱变对SV 菌株突变率及正突变率的影响

根据 2.1 可知 , 在SV 菌株微波诱变中主要是利用其非热

效应。虽然不加盖散热作用与冰上冷却相比微不足道 ,但是 ,

为了尽可能降低其热效应 , 我们选择微波辐射方式为不加盖 、

冷却。采用琼脂柱法检测每个辐射时间下的菌落抑菌圈变化

情况 ,规定抑菌圈直径高于对照株(SV)1%的突变株称为正突

变 ,小于 1%的为负突变 , ±1%之间的为未突变。试验结果图

2。

图 2　微波诱变对 SV 菌株突变率及正突变率的影响

Fig.2　Mutaion rate &positive mutation rate SV strain by the mircrowave

图 2 可知 ,随着微波辐射时间的增加 , 菌株突变率随之增

加;在辐射时间低于 50s 时 , 其正突变率随着辐射时间的增加

而增加 ,辐射时间在 50s 时 , 菌株的正突变率到达最高(25.

3%), 此时菌株存活率为 20.7%(图 1)。辐射时间超过 50s 以

后 ,菌株的突变率继续增加 , 但其正突变率呈现降低的趋势。

分析原因 ,可能是由于短时间辐射对菌株造成生理生化效应

不足以引起菌株大量的突变 , 且容易发生回复突变 , 而长时间

的辐射 ,由于微波的非热效应和极少部分的热效应的累积引

起较剧烈的生理生化效应使 DNA及生物膜等生物大分子的损

伤严重 ,从而导致较高的突变率和低的正变率。微波辐射时

间为 50s 左右时 ,非热效应和极少部分的热效应的累积引起的

生理生化效应比较温和 , DNA 的损伤不很严重 , 所以菌株的

正突变率较高的。

2.3　微波辐射对SV 菌株菌落形态的影响

微波诱变阿维拉霉素产生菌形态变异高于自然分离情

况 ,出现多种变异形态。 ①单菌落边缘不整齐 、绿色孢子 、表

面孢子稀少;②单菌落全部为绿色孢子 , 无白边 、菌落扁平 、表

面孢子稀少;③圆形凸起 、单菌落全部为绿色孢子 , 无白边 、表

面孢子稀少;④草帽型 , 凸起部分为绿色 , 边缘白色 、表面孢子

稀少;⑤草帽型 、全部为绿色孢子 、表面孢子稀少;⑥菌落扁

平 ,表面出现油滴状 , 灰色;⑦同心圆 、全部为白色孢子 、表面

孢子丰富;⑧同心圆 、中间为绿色孢子 、边缘为白色孢子 、表面

孢子稀少;⑨同心圆 、全部为绿色孢子 、表面孢子稀少;⑩圆形

菌丝凸起 ,没有孢子。

2.4　高产菌株的筛选

2.4.1　阿维拉霉素对 SV 菌株孢子致死浓度测定　分别取浓

度为 108 个/ mL的孢子悬浮液 0.1 涂布于含有不同浓度的阿

维拉霉素培养皿中 ,结果见表 1。由表 1 可知 , 阿维拉霉素对

SV 菌株孢子最小致死浓度(MIC)为 150μg/mL。
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表 1　阿维拉霉素对 SV 菌株孢子致死浓度测定

Table 1　 the SV strain MIC of avilamycin

阿维拉霉素(μg/mL)

Ailamycin(μg/mL)
50 80 100 120 130 140 150 160 170 180

菌落生长情况

The growth of strain
++++ +++ +++ ++ + + - - - -

　　注:+为有菌落生长 , -为无菌落生长 Note:+Growth , -Not growth

2.4.2　高产菌株的筛选　在最佳辐射时间下(50s)下进行微

波诱变处理 ,适当稀释涂布于含阿维拉霉素高氏培养基平板

上 ,挑选菌落形态不同菌株的 1800 株阿维拉霉素菌落转入另

一不含阿维拉霉素的高氏培养基中 ,待菌落长成后 , 进行琼脂

柱初筛。选取抑菌圈直径大 9.0mm 的 20 株高产菌进行复筛 ,

取三次试验的平均值 , 结果如表 2。

表 2　高产突变株复筛结果

Table 2　the results of mutation second screening

菌株

Stain

发酵产量(mg/L)

Fermentation yield

相对产量(%)

Rate

菌株

Stain

发酵产量(mg/ L)

Fermentat ion yield

相对产量(%)

Rate

SV 9.8 100 SV-10 19.4 198.0

SV-1 20.3 207.1 SV-11 16.8 171.4

SV-2 16.8 171.4 SV-12 17.1 174.5

SV-3 17.8 181.6 SV-13 21.8 222.4

SV-4 19.3 196.9 SV-14 16.9 172.4

SV-5 19.2 195.9 SV-15 21.5 219.4

SV-6 20.4 208.2 SV-16 19.3 196.9

SV-7 17.3 176.5 SV-17 20.0 204.1

SV-8 16.9 172.4 SV-18 18.2 185.7

SV-9 20.4 208.2 SV-19 17.6 179.6

SV-20 18.7 190.8

2.4.3　高产菌株的稳定性试验

根据 2.4.2 试验结果 , 我们选择阿维拉霉素产量在 20.

0mg/L以上的 5 菌株 , 用群体传代的方法考察其的斜面稳定

性 ,进行反复传代 5 代。取三次试验的平均值 ,结果如表 3。
表 3　菌株 SV稳定性实验结果

Table 3　the experimental result s of SV strain stability

代数

Generation

阿维拉霉素产量(mg/ L)

Avilamycin yield(mg/ L)

SV-1 SV-6 SV-9 SV-13 SV-15

1 20.3 20.4 20.4 21.8 21.5

2 20.5 19.7 20.2 19.8 21.8

3 19.8 16.4 19.8 18.3 20.8

4 20.1 15.5 20.1 15.9 21.1

5 19.7 13.1 20.0 14.7 19.9

由表3 可知 ,在上述 5 株具高产突变株中 ,突变株 SV-1 、

SV-9 及SV-15 连续移种 5 代斜面后 , 高产性能遗传特征稳

定 ,阿维拉霉素产量分别稳定在 19.7 ～ 20.5mg/ L、19.8 ～ 20.

4mg/ L及 19.9 ～ 21.8mg/L 范围内。而 SV-6 及 SV-13 传代

生产性能不稳定稳定 , 随着传代次数增加 ,其产量下降迅速 ,

生产上不可行。

3　结论

微波诱变对 SV菌株存活率的影响研究发现 , 在进行微波

诱变处理时 ,主要是利用其非热效应。

最佳辐射时间(50s)下进行微波辐射诱变处理 , 阿维拉霉

素推理筛选 ,最终获得一株稳定性良好 , 阿维拉霉素产量高达

21.5mg/ L ,较出发菌株提高 119.4%的突变株 SV-15。

微波诱变技术和阿维拉霉素推理筛选法成功应用于阿维

拉霉素产生菌的选育中。 在微波进行诱变的基础上 , 阿维拉

霉素推理筛选方法大幅度地浓缩了突变型 ,在很大程度上克

服了诱变随机筛选的不定向性 , 提高了菌种选育的工作效率。

实践证明 ,微波处理是一种行之有效的菌种诱变方法。
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