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阿佛曼链霉菌的12C离子辐照效应及高产菌株选育*
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摘暋要:选用12C6+ 离子辐照诱变阿维菌素B1a产生菌ZJAV灢A1,研究其诱变效应。实验结果表明,
12C6+ 离子辐照剂量50Gy时致死率97%,正突变率最高可达到34.2%。通过12C6+ 离子诱变处理,
结合平板培养基及斜面培养基的正突变菌株筛选,最终获得一株稳定性良好,阿维菌素B1a组分

产量稳定在4460—4588毺g/ml之间,较出发菌株提高11.1%—14.7%的突变株ZJAV灢Y1灢203。
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1暋引言

阿维 菌 素 (Avermectins)为 阿 佛 曼 链 霉 菌

(Streptomycesavermitilis)生长代谢产物,是一种

强力、高效、广谱抗寄生虫药物。它是至今发现的

最有效的杀寄生虫剂、杀螨剂和杀昆虫剂之一[1],
与传统农、兽药相比,具有高效、广谱、适口性好、
有效期长、不易产生抗药性、易降解、无残留等特

点,且不易产生耐药性,与其他杀虫药无交叉抗性;
在土壤中降解快、光解迅速;对作物安全,不易产

生药害;被认为是一种最有应用前途的农用抗生素

之一。经结构鉴定,它具有驱虫活性的物质,是一

组结构相似的16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[2]。其中,小a组分 A1a,A2a,B1a和B2a是

4个大量组份,含量在80%以上,其余4个小b组

份为少量组份,含量在20%以下,其组分作用效果

以B1组分最佳,杀虫活性最高,而毒性最小。B1中

B1a的活性又远远高于B1b,所以阿维菌素效价主

要指B1a的含量。目前,影响其发展的主要原因是

其生产菌种发酵效价提升缓慢,甚至长期得不到突

破性进展[3]。

近几年来,沈阳药科大学生物技术与生物制药

实验室采用NTG、DES、紫外线、Co60、毭射线、5灢
氟尿嘧啶等诱变手段对阿维链霉菌的原始菌株进行

了多次诱变处理,产量有了明显提高[4]。任超等[5]

用紫外线(UV)、诱变剂氯化锂(LiCl)、亚硝基胍

(NTG)并结合甲硫氨酸(Met)诱导等手段,使B1a
显著提高,达到2533.6毺g/ml。但总体来看,菌种

效价远不能满足工业生产 B1a含量在4000毺g/ml
以上的需要,需开辟新的诱变选育方法。

重离子束辐照诱变是一种独特的物理诱变方

法。重离子束具有参数多样、LET 大和 RBE高等

特性,利用它可提高突变率、拓宽突变谱和缩短育

种周期,成为近年来辐射育种的一种新方法。本文

采用12C6+ 离子束对阿佛曼链霉菌进行辐照诱变处

理,进行平板培养基及斜面培养基的正突变菌株筛

选,有效地获得B1a组分显著提高的菌株两株。经

HPLC测定,B1a组分摇瓶发酵单位较出发菌株提

高30%。

2暋材料与方法

2.1暋菌种

阿佛 曼 链 霉 菌 (Streptomycesavermitilis)

ZJAV灢A1。
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2.2暋仪器及试剂

美国瓦里安公司Prostar210型高效液相色谱

仪;旋转摇瓶机,型号 SPH灢311D;离心机 Anke
TDL8;pH 计PHS灢3C型,上海雷磁仪器厂;电子

精密天平FA20040.1mg无水甲醇(分析纯),无水

甲醇(HPLC纯);在兰州重离子研究装置(HIRFL)
垂直辐射生物终端用12C6+ 进行辐照。

2.3暋培养基和培养条件

2.3.1暋斜面、平板培养基及培养条件

可溶性淀粉、氯化钠、硫酸铵、硫酸镁、碳酸

钙、磷酸氢二钾、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,参照(培养基配比参照参考

文献[3]),于(28暲0.6)曟,40%左右湿度条件下

培养6d。

2.3.2暋种子培养基及培养条件

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暲
0.5(培养基配比参照参考文献[3])。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40ml/250ml摇瓶,于(28暲0.6)

曟的温度下在220—240rotations/min旋转式摇床

上培养28h。

2.3.3暋发酵培养基及培养条件

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暲
0.5,培养基配比参照参考文献[3],接种量为4%,
装量为40ml/250ml,于(28暲0.6)曟的温度下在

242—252rotations/min旋转式摇床上培养9d。阿

维菌素的摇瓶发酵采用二级发酵。

2.4暋诱变和筛选方法

2.4.1暋12C6+离子诱变处理

取28曟恒温恒湿培养7d的阿佛曼链霉菌新

鲜斜面6支,每支加无菌蒸馏水5ml,刮下孢子,
移入装有玻璃珠的三角摇瓶中置摇床上振荡 15
min,打散孢子。吸取单孢子悬液2ml,加入5ml
无菌的培养皿中,用12C6+ 离子照射。设定照射剂量

分别为30,40,50,60和70Gy。每一剂量设3个

平行对照样品。然后将孢子悬液作10倍梯度稀释,
准确吸取一个样品的孢子悬液0.2ml,倒在制好的

分离平板培养基上,在(28曟暲0.6)曟下培养7d,

计算致死率,筛选正突变株。以未辐照处理的做对

照。

2.4.2暋B1a组分的定向筛选

将12C6+ 离子处理的单孢子悬液10倍稀释,取

其10-4倍的稀释液涂布于分离平板上,在(28暲0.
6)曟下培养7d后,观察菌落形态、大小变化及产

孢子量多少。随机挑取单菌落移接至斜面培养基

上,在28曟下培养7d,然后接种于种子瓶,观察

培养26h种子瓶菌丝体生长情况。最后以摇瓶的发

酵效价为依据,挑选高B1a组分菌株。对筛选出高

B1a菌株传代培养测效价,进行稳定性研究。

2.5暋阿佛曼链霉菌株B1a组分生产能力的测定

2.5.1暋B1a组分的提取

取发酵液3 ml于离心管中,4000rotations/

min离心15min,弃上清。加入甲醇至9ml,于旋

涡式混合器上振荡1h,4000rotations/min离心15
min,取上清液稀释10倍,0.22毺m 样品滤膜过滤

器过滤、待测。

2.5.2暋HPLC灢UV法B1a组分测定

采用C18反相柱,柱长250mm,内径4.6mm
不锈钢柱,十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂,颗粒

大小约5毺m,流动相为无水甲醇和水(85暶15),流

速1ml/min,进样量20ml(样品管20ml),检测波

长245nm,AVMB1a和AVMB1b的分离度大于1.5。
准确吸 取 20 ml 样 品 进 样,根 据 样 品、对 照 品

AVMB1a的峰面积,以及样品的稀释倍数计算发酵

液 AVMB1a含量。

3暋结果

3.1暋出发菌株B1a组分生产能力[6]

以ZJAV灢A1作为出发菌株进行自然分离,随

机挑取60个单菌落传斜面,培养好后上摇瓶发酵,
用 HPLC法测定各菌株B1a组分的含量(见表1)。

表1暋出发菌株 ZJAV灢A1自然分离后B1a效价

B1a效价/(毺g/ml) 菌株数

4200-4500 2

3800-4200 30

3000-3800 25

2000-3000 3
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出发菌株 ZJAV灢A1经过自然分离后 B1a效价在

4000毺g/ml以上的菌株在总菌株中占54%,表明

50%以上的菌种能够保持原出发菌株的B1a效价。

3.2暋12C6+离子辐照诱变处理结果

按2.4.1 所述的12C6+ 离子辐照诱变处理方

法 ,计算出存活其致死率(见表2)。由表2可知,

表2暋12C6+ 离子穿透诱变处理结果*

辐照剂量/Gy 致死率(%) B1a含量正突变率(%)

30 21 8
40 67.7 11.1
50 97 34.2
60 99 27

70 99.5 8

* 正突变率指辐照后 B1a组分高于出发菌株的菌落与辐

照后总菌落比值。

12C6+ 离子辐照剂量50Gy时致死率97%,正突变

率最高达到34.2%。

3.3暋突变株与出发菌株的菌落形态比较

在12C6+ 离子最佳辐照剂量(50Gy)下进行辐照

处理的单孢子与出发菌株的单孢子悬液适当稀释

后,分别涂布于平板培养基上,培养6d后观察单

菌落形态和菌落表面孢子量,记录结果见表3。除

以前观察到的3种形态:(1)光秃型(不产抗)、(2)
馒头型(产抗能力较差)、(3)草帽型(产抗能力最

好)外,还出现一种新的菌落形态,突起菌落有交叉

十字裂痕,称十字型(见图1)。从表3可知辐照组

比对照组菌落形态、各类型比例有很大变化。如菌

落直径,辐照组比对照组平均增大0.5mm(游标卡

尺测定),菌落产孢子量也比对照组多。

表3暋 12C6+ 离子辐照诱变菌株与出发菌株菌落形态比较

菌株 出发菌株(ZJAV灢A1) 诱变菌株(ZJAV灢Y1)

菌落形态 草帽型75%,光滑型20%,馒头型5% 草帽型65%,光滑型20%,十字型15%

直径 2.5暲0.32mm 3暲0.38mm

孢子颜色 灰白色,菌落底部发黄 淡灰色

产孢子量 一般 较大

图112C6+ 离子辐照后ZJAV灢A1菌株菌落形态观察结果

3.4暋高产菌株筛选

随机挑选十字型单菌落和草帽型菌落各40个

传斜面斜面长好后进行摇瓶发酵,以 HPLC法测定

各菌株,B1a组分的生产能力见表4。经辐照处理

后,草帽型菌落直径明显增大,平均增大为 0.5
nm,孢子颜色由灰白色变为淡灰色,菌落底部黄色

消失,并且产抗能力强,最大正突变率达到25%。
突变的十字型产抗能力明显低于草帽型,约为出发

菌种的B1a效价的75%。

挑取辐照处理过典型草帽型孢子丰富的菌落

360个,传斜面360支,接发酵摇瓶种子瓶240瓶,
转接发酵瓶240瓶,通过11d的发酵培养,提取,

B1a含量测试,筛选出发酵效价5200毺g/ml以上的

菌株2株(ZJAV灢Y1灢203,ZJAV灢Y1灢148),发酵效

价比原始菌种效价(4000毺g/ml)提高了30%。

3.5暋高产菌株的稳定性研究

将12C6+ 离子辐照方法获得的突变菌株ZJAV灢
Y1灢203(5329毺g/ml),ZJAV灢Y1灢148(5269毺g/ml)
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通过斜面传代得到各代子斜面后进行摇瓶发酵,测

定各代菌株产B1a组分含量的稳定性。F1—F3代阿

维菌素中 B1a效价见表5。ZJAV灢Y1灢203的 F1的

B1a效 价 为 4990毺g/ml,效 价 降 低 了 4.03%。

ZJAV灢Y1灢203的 F2的B1a效价为4588毺g/ml,效

价降 低 了 8.06%,F3 的 效 价 降 低 了2.7%。而

ZJAV灢Y1灢148传三代B1a产量下降迅速,生产上不

可行。突变株经ZJAV灢Y1灢203三次传代后,B1a效

价虽有所下降,但在第二和第四代生产性能相对稳

定,其B1a的效价在工业生产中处领先水平。

表4暋十字型和草帽型菌落B1a效价比较结果

菌落形态 B1a效价/(毺g/ml) 菌株数

十字型 450—1000 4

1000—2000 4

2000—3000 8

3000—3500 14

3500—4500 10

草帽型 450—1000 2

1000—2000 4

2000—3000 2

3000—3500 6

3500—4500 14

4500—5300 12

表5暋突变株 ZJAV灢Y1灢203和ZJAV灢

Y1灢148遗传稳定性试验

代数
B1a效价/(毺Mg/ml)

ZJAV灢Y1灢203 ZJAV灢Y1灢148

F1 4990 4021

F2 4588 3362

F3 4460 3020

F4 4475 3096

4暋 结论

12C6+ 离子辐照阿维菌素产生菌阿佛曼链霉菌

诱变效应的研究发现,在最佳辐照剂量(50Gy)下
进行诱变处理,B1a含量正突变率达34.2%,高于

任超[5]等报道的紫外线、LiCl复合诱变阿佛曼链霉

菌B1a正突变率31.2%的结果。实践证明,12C6+

离子辐照技术能够应用于阿佛曼链霉菌高产菌株的

诱变选育。
阿维菌素产生菌的菌落特征很不稳定,存在严

重的自然分化现象。有光秃型、馒头型、草帽型,
辐照后菌落形态出现十字型。通过产抗能力比较,
辐照后草帽型菌落孢子丰富、产抗能力强。十字型

菌落产抗能力较差。因此诱变处理后应从平板培养

基上挑取典型草帽型产抗能力强的淡灰色孢子进行

发酵培养。
通过12C6+ 离子辐照处理,平板培养基及斜面

培养基的正突变菌株筛选,最终获得一株稳定性良

好ZJAV-Y1-203菌株,其产阿维菌素B1a组分

产量稳定在4588—4460毺g/ml之间,较出发菌株

提高11.1%—14.7%,将会在实际应用中产生较大

经济效益。
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ResearchonMutationBreedingofHigh灢producingStrainsfrom
StreptomycesAvermitilisIrradiatedbyIonBeamof12C6+ *

WANGShu灢yang1,1),CHEJi灢hong1,LIWen灢jian1,LIUJing1,CAOYun灢fei2,

BOYong灢heng2,MAXiao灢qi1,LIANGJian灢ping1

(1InstituteofModenPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China;

2GansuAgricultureUniversity,Lanzhou730070,China)

Abstract:MutageniceffectonavermectinB1aproducingstrainsofZJAV灢A1byionbeamof12C6+ has
beeninvestigated.Theexperimentalresultsindicatedthatthelethalitywas97%andthehighestrateofor灢
thomutationwas34.2%,whenZJAV灢A1wasirradiatedbyionbeamof50Gy12C6+ .Afterthemutagene灢
sisprocessingbyionbeamof12C6+ andthescreeningoforthomutationstrainsbyusingplatingmediums
andslantcultures,themutantZJAV灢Y1灢203wasobtainedwiththeavermectinB1ayieldof4588—4460

毺g/ml.Comparedwiththeoriginalstrain,thetiterwasimproved11.1%—14.7%.
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