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摘要: 对 12C6+离子辐照诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203和原始菌株ZJAV-A-1的摇瓶发酵 pH值、

菌体浓度、碳源和氮源代谢进行了测定，研究了 12C6+辐照对阿维链霉菌的代谢效应。在发酵前期 (48

h)，原始菌株发酵液 pH值低于突变菌株；在发酵 96∼196 h，诱变高产菌株ZJAV-Y1-203繁殖快，生长

旺盛，N的利用率高；菌体浓度大于原始菌株的浓度，且发酵液的 pH稳定，菌体处于代谢相对更稳定

期；在发酵 144∼240 h，诱变高产菌株ZJAV-Y1-203对糖源消耗低于原始菌株ZJAV-A-1。这些结果表

明，12C6+离子辐照对阿维链霉菌代谢影响有利于阿维菌素合成。
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1 引言

阿维菌素 (avermectins，简称AVM)是由阿维链霉

菌(Streptomyces avermitilis)产生的一类十六元大环内

酯类抗生素，共由 8个组分组成,分别被命名为A1a，

A1b，A2a，A2b，B1a，B1b，B2a及B2b，该组化合

物被统称为阿维菌素[1]，其组分作用效果以B1组分最

佳，杀虫活性最高，而毒性最小。阿维菌素具有广泛

的抗寄生虫活性，且抗寄生虫机制独特，是迄今已发

现有效的杀昆虫剂、杀螨虫剂和杀寄生虫剂之一[2]。

20世纪 80年代，完成了阿维菌素的工业化生产，

并在阿维菌素的各个方面 (如分子结构、生物合成、

结构修饰、生物活性以及生产水平提高等) 都展开了

深入的研究，形成了一个重要的抗生素研究领域[3−4]。

阿维菌素主要存在于菌丝体中，很多因素影响其生

物合成，如碳源、氮源、菌体浓度、通气量、温度

和 pH值等。本文对 12C6+离子辐照诱变高产阿维链

霉菌株ZJAV -Y1-203和原始菌株ZJAV-A-1的摇瓶发

酵 pH值、菌体浓度、碳源和氮源代谢进行测定，并

研究 12C6+ 辐照对阿维链霉菌的代谢效应，以期掌

握 12C6+离子辐照诱变高产菌株代谢规律，为进一步

提高产量，并建立重离子诱变高产菌株发酵工艺路线

打下基础。

2 材料与方法

2.1 材料与仪器

(1)菌株

阿维链霉菌 (Streptomyces avermitilis) 原始菌

株ZJAV-A-1，摇瓶发酵单位 3 800 µg/mL；重离子

诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203，摇瓶发酵单

位 4 600 µg/mL。12C6+离子能量 80 MeV/u，剂量率 10

Gy/min，辐照剂量30，40，50，60和 70 Gy，贯穿照

射阿维链霉菌单孢子悬液。平板、斜面培养，摇瓶发

酵，以发酵液中B1a组分含量进行诱变高产分菌株筛

选 (中国科学院近代物理研究所生物物理室微生物实

验室辐照选育)。

(2)仪器与设备
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高效液相色谱仪 (美国瓦里安公司，型号Prostar

210)；液相质谱联用仪 (安捷伦公司，型号 1100 LC-

MSD Trap)；分光光度计 (上海美谱达仪器，型号UV-

1100型)；旋转摇床机 (上海世平实验设备有限公司，

型号 SPH2311D )；酸度测试仪 (上海增骏实业有限公

司，型号 PB-10)；兰州重离子研究装置 (HIRFL)垂直

辐照生物终端；12C6+离子束。

(3)培养基和条件

1)分离和斜面培养

可溶性淀粉、氯化钠、硫酸铵、硫酸镁、碳酸钙、

磷酸氢二钾和琼脂，蒸馏水配制，pH值取自然值。沙

土管菌种、分离纯化后的菌种或斜面保藏菌种接种

于上述培养基，培养基配比参照文献 [4]报道的比例，

在 (28 ±0.6) °C和 40 %左右湿度条件下培养 6 d。

2)种子培养

淀粉、糊精、豆饼粉、花生饼粉、酵母粉、氯化

钴、豆油和酵母膏。自来水配制，pH 值调至 7.3±0.5

(培养基配比参照文献 [4]报道的比例)。将成熟斜面

上的孢子用无菌接种铲挖块接种于种子培养摇瓶中，

种子摇瓶装量为 40/250 mL。温度为 (28±0.6) °C，转

速为 220∼240 r/min，旋转式摇床上培养 28 h。

3)发酵培养

淀粉、黄豆饼粉、花生饼粉、酵母粉、磷酸氢二

钾和氯化钴等，自来水配制，pH值调至 7.5±0.5，培

养基配比参照文献 [4]报道的比例，接种量为 4%，装

量为 40/250 mL，温度为 (28±0.6) °C，转速为 242 ∼
252 r/min，旋转式摇床上培养 9 d。

(4)试剂

1) 3，5-二硝基水杨酸试剂 (DNS试剂)

取结晶苯酚 3.45 g溶于 7.75 mL氢氧化钠溶液中，

并用水稀释至 34.5 mL，在此溶液中加 3.45 g亚硫酸氢

钠，所得溶液为甲液；称取酒石酸钾钠 127.5 g置 150

mL 10%氢氧化钠溶液中，再加入 1% 3，5-二硝基水

杨酸溶液 440 mL，所得溶液为乙液；将甲、乙两溶液

混合即得黄色试剂，贮于棕色瓶中，在室温放置 7∼10

d后使用。

2)碱性过硫酸钾溶液

称取 20 g过硫酸钾 (分析纯)和7.5 g氢氧化钠(分

析纯)，溶于一次蒸馏水中，稀释至 500 mL。过硫酸

钾的溶解方式应采用自然室温溶解。过硫酸钾溶液配

制好后存放在聚乙烯瓶内，可贮存 7 d。

3)硝酸钾标准贮备液

称取 0.721 8 g经 105 ∼ 110 °C烘干 4 h的优级纯

硝酸钾溶于一次蒸馏水中，移至 1 000 mL容量瓶中定

容。此溶液每mL含 100 µg硝酸盐氮。加入 2 mL三氯

甲烷为保护剂，可稳定 180 d。

4)硝酸钾标准使用液

将贮备液用一次蒸馏水稀释 10倍而得。此溶液

每mL含 10 µg硝酸盐氮。

5)碘-碘化钾溶液

准确称取 5和 10 g碘化钾溶于 100 mL蒸馏水中

混匀。

6)相关试剂

1.0 mg/mL 葡萄糖标准溶液。 0.5%酚酞， 6

moL/L的盐酸溶液；10% 氢氧化钠溶液，6 moL/L氢

氧化钠溶液。

2.2 方法

(1)培养方法[5−7]

挑取丰满灰色孢子，转接到种子培养基中，

在 28.5 °C和 220 r/min 的摇床上培养 26 h后，按 4%

的接种量接种入 250 mL摇瓶中，在 28 °C下培养。

(2)发酵液中 pH值的测定

分别取培养 0， 48， 72， 96， 120， 144， 168，

192，216和 240 h发酵液测其 PH值，每组设 3个平

行对照。

(3)菌丝体浓度测定

取培养 0，48，72，96，120，144，168，192，

216和 240 h发酵液 1 mL，置离心管中，3 500 r/min离

心 15 min，弃上清。在烘箱中干燥，每 0.5 h测重一

次，直到恒重，测定菌体浓度。每一组设 3个平行对

照。

(4)发酵液中氨基氮的测定[8]

1)标准曲线的绘制

分别汲取 0，0.25，0.50，1.00，1.50，2.50，3.50，

4.00 mL硝酸钾标准使用溶液于 15 mL比色管中，用

一次蒸馏水稀释至 10 mL标线；加入 5 mL碱性过硫

酸钾溶液，塞紧磨口塞，用纱布或纱绳裹紧管塞，以

防迸溅；将比色管置于灭菌器中，在 122 °C下加热消

解 45 min，使比色管在过热水蒸气中加热 30 min；等

压力指针归零，打开放气阀排气，然后取出比色管并

冷却至室温，并加入 (1+9)盐酸 1 mL，用一次蒸馏水
http://www.npr.ac.cn
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稀释至 25 mL标线；在紫外分光光度计上，以一次蒸

馏水作参比，用 10 mm石英比色皿在 275 nm波长处

测定吸光度，然后用校正的吸光度绘制标准曲线。

2)样品中N的测定

1 mL发酵液含N量为 32 µg。取 1，1.5和 2 mL发

酵液 (使总N含量为 20∼80 µg)。按标准曲线绘制步骤

操作，按预先绘制的标准曲线查出相应的总N量，再

用 T N(mg/L) = (m/V )× 10−3公式计算总N含量，其

中：m为由校准曲线查得的含N量 (µg)；V为发酵液

体积 (mL)。

(5)发酵液中糖的测定[9]

1)葡萄糖标准曲线的制定

取无水葡萄糖置于 100 °C烘箱内干燥至恒重，

准确称取 100 mg葡萄糖于 100 mL容量瓶中配成 1

mg/mL葡萄糖标准溶液，然后按表 1要求加入试剂混

匀，沸水浴 5 min，冷却至室温，用蒸馏水定容至 25

mL摇匀，520 nm波长测吸光度。按所得结果做标准

曲线。

表 1 葡萄糖标准曲线样品制备步骤

管号 葡萄糖标准溶液 / mL 蒸馏水 / mL 溶液糖含量 / % DNS试剂 / mL

0 1 2.0 0 1.5

1 0.2 1.8 0.01 1.5

2 0.4 1.6 0.02 1.5

3 0.6 1.4 0.03 1.5

4 0.8 1.2 0.04 1.5

5 1.0 1.0 0.05 1.5

6 1.2 0.8 0.06 1.5

7 1.4 0.6 0.07 1.5

8 1.6 0.4 0.08 1.5

2)阿维菌素发酵液中总糖的水解

取发酵上清液 0.25 mL置于 50 mL容量瓶中，加 6

moL/L的盐酸溶液 5 mL，蒸馏水 10 mL，沸水浴 15

min。水解完毕，冷却至室温，后加酚酞指示剂 1滴，

以 6 moL/L氢氧化钠溶液中和至微红色，并定容至 50

mL。

3)阿维菌素发酵液中总糖的测定

取总糖水解液 2 mL 于 25 mL 容量瓶中，加

入DNS试剂 1.5 mL沸水浴 5 min，冷水冷却后定容，

以空白作对照测定 520 nm波长下的吸光度。根据预先

绘制的葡萄糖标准曲线计算葡萄糖质量浓度。

3 结果

3.1 发酵液中 pH值测定结果

诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203 与原始

菌株ZJAV-A-1在发酵 48，72，96，120，144，168，

192，216和 240 h发酵液 pH值的检测结果见图 1。在

发酵 0∼96 h原始菌株发酵液 pH值低于突变菌株，菌

体生长繁殖快，呼吸产生的CO2使发酵液中 pH值下

降，由发酵前 96 h pH值的变化，提示原始菌株比突

变菌株繁殖速度快，在此阶段原始菌株比突变高产菌

株生长旺盛；在发酵 96 h时，原始菌株与诱变高产菌

图 1 发酵液中 pH值随发酵时间变化

株发酵液 pH数值差异没有统计学意义 (5.96 vs 5.93

P > 0.05)。发酵 96 ∼ 216 h (产抗的关键阶段)，突变高

产菌液的 pH稳定在 6.5左右，原始菌株发酵液 pH值

在 168 h后升高到 6.92，达到一个峰值后再下降，说

明诱变高产菌株在产生阿维菌素期比原始菌株菌体浓

度稳定，代谢也处于相对稳定期。

3.2 发酵液中菌体浓度测定结果

诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203 与原始
http://www.npr.ac.cn
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菌株ZJAV-A-1在发酵 48，72，96，120，144，168，

192，216和 240 h 菌体浓度测定结果见图 2。在发

酵 0∼96 h，诱变高产菌株的菌体浓度低于原始菌

株，前期发酵液菌体浓度较高，会使发酵液黏稠，菌

丝结球小而多，降低溶氧水平，并对最终的摇瓶效价

产生影响；在发酵 144∼216 h，诱变高产菌株的菌体

浓度高于原始菌株，可生成较多代谢产物——阿维菌

素，与发酵液 pH值随时间变化反应的菌体生长趋势

一致。随着菌体的自溶，突变菌株与原始菌株的菌浓

最终达到一个较低的水平。

图 2 发酵液中菌体浓度随发酵时间变化

3.3 发酵液中氨基氮的测定

(1)标准曲线

根据 2.2节中 (4)标准曲线制备步骤，在 275 nm

测定各样品管的OD值，结果见图 3，线性回归方

程 y = 0.0573X +0.034，R2 = 0.9763。

图 3 发酵液中氮含量标准曲线

(2)发酵液中氨基氮的测定结果

诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203 与原始

菌株ZJAV-A-1在发酵 48，72，96，120，144，168，

192，216和 240 h发酵液中氨基氮的测定结果见图 4。

在发酵 0∼96 h，诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203

与原始菌株ZJAV-A-1在N利用变化没有差异；在发

酵 96∼196 h，ZJAV-Y1-203菌株在此阶段菌体繁殖快，

生长旺盛，N的利用率高，使发酵液中氨基氮的含量

低于ZJAV-A-1；发酵 192∼240 h，随着发酵时间延长，

菌体浓度增加，菌体生长速度减慢，菌体自溶增强，

ZJAV-Y1-203发酵液中菌体浓度大于ZJAV-A-1，自溶

的菌体数量大于ZJAV-A-1，使ZJAV-Y1-203发酵液中

氨基氮的含量高于ZJAV-A-1菌株。阿维菌素增长速

度最快阶段 (发酵 96∼192 h)，ZJAV-Y1-203发酵液中

氨基氮的浓度低于ZJAV-A-1，发酵液中的 [NH4+]对

阿维菌素的合成有抑制作用，[NH4+]减少可以减弱

对阿维菌素合成的抑制作用。

图 4 发酵液中氨基氮的浓度随发酵时间变化

3.4 发酵液中总糖的测定

(1)标准曲线

根据 2.2节中 (5)标准曲线制备步骤，在 520 nm

测定各样品管的OD值，结果见图 5，其线性回归方程

图 5 发酵液中糖含量标准曲线

为 y=0.679 3X+0.010 8，R2=0.998 6。

(2)发酵液中总糖的测定结果
http://www.npr.ac.cn
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诱变高产阿维链霉菌株ZJAV-Y1-203 与原始

菌株ZJAV-A-1在发酵 48，72，96，120，144，168，

192，216和 240 h发酵液中总糖的测定，结果见图 6。

图 6 发酵液中总糖的浓度随发酵时间变化

从图 6可以看出，在发酵起始总糖含量迅速下降，

ZJAV-A-1发酵液中糖含量下降速度比ZJAV-Y1-203

的快，到第 4天时下降速度逐渐减慢，同文献 [10]

报道变化趋势一致。在发酵 72∼120 h，诱变高产菌

株ZJAV-Y1-203与原始菌株ZJAV-A-1在糖的利用方面

变化没有差异 (见表 2)，在发酵 144∼240 h，诱变高产

表 2 发酵液中总糖含量测定结果∗

发酵时间 / h ZJAV-A-1 ZJAV-Y1-203

0 0.30±0.03 0.30±0.03

48 0.27±0.18 0.29±0.01

72 0.25±0.041 0.26±0.18

96 0.23±0.02 0.24±0.04

120 0.22±0.16 0.23±0.03

144 0.20±0.01 0.22±0.02*

168 0.17±0.09 0.19±0.01*

192 0.12±0.00 0.15±0.00*

216 0.11±0.12 0.13±0.01*

240 0.09±0.01 0.13±0.01**

*与原始菌株ZJAV-A-1相比，* P < 0.05有差异，** P < 0.01

有显著差异。

菌株ZJAV-Y1-203对糖源消耗低于原始菌株ZJAV-A-

1，减弱了诱变高产菌株发酵后期含糖量降低对阿维

菌素合成抑制作用。这表明发酵前期菌体初级代谢

会影响到后期的次级代谢，ZJAV-A-1初级代谢过强导

致前期总糖消耗速率过快，后期可利用的糖浓度降

低[11]。

4 结论

在发酵前期 (48 h)，原始菌株ZJAV-A-1对糖消

耗速度快于诱变高产菌株ZJAV-Y1-203，导致培养

液中酸性物质的积累 (如乙酸、A-酮戊二酸)，原始

菌株发酵液 pH值低于突变菌株。在发酵 96∼196 h，

ZJAV-Y1-203菌株在此阶段菌体繁殖快，生长旺盛，

氮的利用率高于ZJAV-A-1，发酵液中氨基氮的浓度低

于ZJAV-A-1，可以减少 [NH4+]对阿维菌素的合成的

抑制作用；诱变高产菌株的菌体浓度大于原始菌株，

突变高产菌株发酵液的 pH稳定，ZJAV-Y1-203菌体处

于代谢相对更稳定期，从而相对延长阿维菌素合成

期，提高发酵单位；在发酵 144∼240 h，诱变高产菌

株ZJAV-Y1-203对糖源消耗低于原始菌株ZJAV-A-1，

减弱诱变高产菌株发酵后期因含糖量降低对阿维菌素

合成的抑制作用。阿维链霉菌诱变高产菌株代谢变化

有利于阿维菌素合成。
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Metabolic Effect of Streptomyces Avermitilis Irradiated
by Ion Beam of 12C6+++

WANG Shuyang1, 1)，BO Yongheng2，WANG Lihua3，CHE Jihong1，LI Wenjian1，LIANG Jianping1，LIU Jing1

( 1. Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;

2. Gansu Agriculture University, Lanzhou 730070, China;

3. Northwest University For Nationalities, Lanzhou 730000，China )

Abstract: pH value, mycelium concentration, carbon source and nitrogen metabolism in flask fermentation of the

mutant high-producing strain ZJAV-Y1-203 and the original strain ZJAV-A1 have been investigated, in order to show the

metabolic effect of avermitilis irradiated by ion beam of 12C6+. In early stage (48 h) of the fermentation, pH value of the

original fermentation was lower than that of the mutant strains. In 96∼196 h of fermentation, the nitrogen utilization in the

strains ZJAV-Y1-203 was higher than that in the original strains, its reproductive was fast, and its growing was vigorous.

The mycelium concentration of ZJAV-Y1-203 was greater than the original strain, and the pH value of fermentation

were stable, so its metabolism was relatively more stable. In 144∼240 h of fermentation, the strain ZJAV-Y1-203 on

sugar consumption was less than the original strains. The effect of 12C6+ ion irradiation on metabolism of Streptomyces

avermitilis is conducive to the synthesis of avermectin.

Key words: pH value; concentration of mycelium; sugar content; nitrogen content; effect of metabolic
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