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重离子束对北里链霉菌的诱变效应*
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摘暋要:考察不同剂量重离子束对北里链霉菌的致死及诱变效应,可确定最有利于筛选高产菌株的

重离子束辐照剂量。利用不同剂量的重离子束辐照北里链霉菌孢子,统计了存活率、致死率、正负

突变率。结果发现,在5Gy重离子辐照时北里链霉菌出现较高致死率,其后随剂量升高,致死率

变化较平缓。各辐照剂量下正负突变率相比较,40Gy时正突变率最高,负突变率相对较低,存活

率为0.92%。因此确定40Gy是对北里链霉菌高产菌株筛选最有利的辐照剂量。
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1暋引言

吉它霉素(kitasamycin)又名柱晶白霉素(leu灢
comycin),是从北里链霉菌(Streptomyceskitasa灢
toensis)中分离出来的十六元大环内酯类广谱抗生

素,其抗菌谱与红霉素相似,对革兰氏阳性菌和阴

性菌、立克次氏体、螺旋体和大型病毒等均有较强

的抑制作用[1]。因为对部分大环内酯类耐药菌(如

耐青霉素 G、红霉素、氯霉素及四环素等的金黄色

葡萄球菌)也有效,所以公认吉它霉素的疗效优于

红霉素[2-3],且不会引起肝功能障碍,细胞形成耐

药也比较慢,目前广泛应用于医药和兽药行业。

利用重离子束辐照诱变植物、微生物,进行品

种改良,已有几十年的发展历史了,技术逐渐成熟

稳定[4-5]。针对具体的微生物菌种,在诱变筛选初

期,首先要考量该菌种对重离子束的能量、剂量等

因素的敏感性。本研究利用兰州重离子加速器提供

的中能12C6+ 重离子束对吉他霉素生产菌北里链霉

菌进行了梯度辐照实验,考察不同剂量重离子束对

北里链霉菌的致死及诱变效应,并讨论了重离子辐

照北里链霉菌最佳剂量的选择策略。

2暋材料与方法

2.1暋菌种

北里链霉菌菌种由中国科学院近代物理研究所

生物物理研究室提供。检测菌枯草芽孢杆菌63501
购自中国兽医药品监察所。

2.2暋培养基

北里链霉菌固体培养基:可溶性淀粉、酵母浸

膏、KH2PO4、MgSO4和琼脂。枯草芽孢杆菌孢子

悬液及检测培养基平板的制备均参照《中国兽药典》

2000版[6]。

2.3暋重离子辐照诱变及存活率统计

取培养7d的成熟北里链霉菌斜面,用10ml
无菌水洗下孢子,加玻璃珠震荡1h后4层无菌纱

布过滤制成单孢子悬液。将悬液移入直径30mm
的小皿中,以能量为100MeV/u、传能线密度LET
=28.12keV/毺m 的12C6+ 重离子束对北里链霉菌

进行了辐照诱变。照射剂量设计为0,5,10,20,

40,60,80和100Gy。将受辐照的单孢子悬液梯度

稀释后均匀涂布于北里链霉菌平板培养基上,培养

5d待单菌落比较饱满又不是太大时统计菌落数。
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2.4暋抑菌实验及正负突变统计

将各剂量重离子束辐照后的北里链霉菌孢子悬

液稀释涂平板,培养3d后,长出单菌落。将单菌

落打成琼脂块,放在空培养皿中在恒温恒湿的温室

内28曟培养3d。将琼脂块摆放在含0.5%枯草孢

子悬液的检测平板上,36曟培养箱内培养17h后

用游标卡尺测抑菌圈直径。受照菌株中抑菌圈直径

高于对照株抑菌圈直径最大值记为正突变,低于对

照株抑菌圈直径最小值的记为负突变。并以此为标

准统计正负突变率。

3暋实验结果

3.1暋重离子辐照剂量对北里链霉菌存活率的影响

实验结果显示(图1),北里链霉菌对重离子束

辐照较为敏感,在5Gy辐照时即表现出较高的死

亡率(达91.36%),其后随剂量升高,死亡率变化

较平缓。存活率的变化与死亡率相对应,在5Gy辐

照时存活率降至8.64%,其后随辐照剂量升高,存

活率缓慢降低。

图1 不同剂量重离子辐照下北里链霉菌的存活率和致死率

3.2暋重离子辐照剂量对北里链霉菌正负突变影响

受辐照的北里链霉菌形成的单菌落在检测平板

上形成抑菌圈,各处理的抑菌圈直径平均值没有和

辐照剂量形成显著的相关关系(图2)。但对照组抑

菌圈直径的标准差较小,而受辐照各组均表现出较

大的标准差。这说明,北里链霉菌在受重离子辐照

后其产抗能力存在较对照组高的变异性。而各剂量

组的平均产抗水平与对照组的平均水平无显著差

异。
各受辐照处理组均表现出较高的负突变率(图

3),以20Gy处理组负突变率最高。正突变率以40
Gy处理组最高,达到24.6%,其余几个处理正突

变率均很低,在5,80和100Gy处理组,甚至没有

得到正突变菌落。

图2 不同剂量重离子辐照后北里链霉菌单菌落的抑菌圈直

径

图3 各剂量重离子辐照后北里链霉菌的正负突变率

3.3暋重离子束辐照诱变北里链霉菌的剂量选择

重离子诱变北里链霉菌的最佳剂量选择,要综

合考虑存活率、正负突变率三方面因素确定最佳辐

射 剂量。存活率过高,则加大了筛选的工作量,存活

图4 各剂量重离子辐照后对存活率、正负突变率的综合影

响

率过低则样本量不够;正突变率过低则筛选得到高

产正突变株的可能性降低,所以正突变率越高越
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好;负突变率高则在加大工作量的同时降低了工作

效率,所以负突变率越低越好。综合三方面因素,
我们选择这样的辐照剂量:在这个剂量或剂量范围

内,存活率较低同时正突变率高而负突变率低。按

照这个策略,从图4可见,本实验中40Gy是所需

要的最佳辐照诱变剂量。在该剂量条件下,正突变

率最高,而负突变率较低,存活率为0.92%。

4暋讨论

在对紫外线、X射线及乙烯亚胺等诱变效应的

研究中发现[7],正向突变多出现在偏低剂量,而负

向突变较多出现在偏高剂量。在本实验中,重离子

束为诱变剂,没有出现类似的规律,但很明显的是,
正向突变在极高剂量和极低剂量都为0,负向突变

则在各剂量组都大量存在。这种现象是否由重离子

束的特殊性引起的,还有待于进一步实验研究。另

外,实验是以抑菌效果为检验标准,所以结果只代

表吉他霉素产量方面的变异,而不涉及其他性状

(比如,形态变异和颜色变异等)。有研究表明[7],
辐照剂量越高,形态变异率越大。这提示我们在设

计辐照实验时,应该综合考虑剂量对实验对象及性

状指标方面的影响。
在利用重离子束对微生物进行诱变育种的实际

应用中,不可避免的要涉及到具体的重离子束的参

数选择问题。选择合适的重离子参数,不仅能够提

高筛选效率、尽快得到目的突变株,还能在最大程

度上避免重离子加速器的资源浪费。对最适诱变剂

量的选择目前没有统一标准,比较一致的观点是,
既能增加变异幅度及突变频度又能促使变异向正突

变范围移动的剂量就是合适的剂量[7-8]。针对不同

的菌种,最适诱变手段及相应的最适剂量会有很大

差异。
选择对诱变筛选最有效的重离子束参数时需要

综合考虑不同辐照条件下菌种的存活率、正负突变

率的差异。如前所述,存活率的高低决定了筛选的

工作量,正负突变率则不仅影响到筛选的工作量,
更能决定得到高产正突变株的几率。因此,利用不

同重离子参数辐照菌种的孢子悬液,通过综合考察

存活率、正负突变率3个参数,选择使菌种的孢子

存活率较低、正突变率相对高而负突变率相对低的

重离子束参数进行辐照是最高效的辐照策略。
虽然不同诱变手段对基因组诱发突变存在某些

突变热点,针对具体遗传性状的改变仍是随机的。
为了改变某一菌株的某种性状,选用什么诱变手

段,及如何选择诱变剂量,尚无规律可循,须在实

际工作中不断摸索和积累经验,根据高产突变株出

现的频率来具体选择合适的诱变手段及合适的诱变

剂量。
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MutationEffectofStreptomyceskitasatoensisafter
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Abstract:Todefinetheoptimumdoseofheavyionbeamsforselectinghighproductivestrains,weshould
studymortalityandmutationeffectsofStreptomyceskitasatoensisirradiatedbyheavyionbeamsindiffe灢
rentdoses.Inthisresearch,sporesofStreptomyceskitasatoensiswereirradiatedbyheavyionbeamswith
differentdoses.Andsurvivalrate,mortalityrate,positivemutationandnegativemutationwereanalyzed
statistically.Theresultsshowedthathighmortalityrateappearedfrom5Gyandthenthemortalityrate
curvebecamegently.Comparedthepositiveandnegativemutationsindifferentdoses,highestpositive
mutationwasobtainedin40Gy,whilethenegativemutationwaslowerinthisdose,andthesurvivalrate
was0.92%.SowedefinedthatoptimumdoseofheavyionsradiationforStreptomyceskitasatoensisselec灢
tionwas40Gyinthisexperiment.

Keywords:heavyion;dose;mutation;Streptomyceskitasatoensis

·812· 原 子 核 物 理 评 论 第28卷暋

* Receiveddate:25Aug.2010;Reviseddate:2Nov.2010

暋暋* Foundationitem:TechnologiesR&DProgrammeofChengguanDistrictLanzhou(08灢3灢5)

暋暋# Correspondingauthor:LiWen灢jian,E灢mail:wjli@impcas.ac.cn




