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摘暋要:选用12C6+ 离子束对阿维链霉菌诱变选育高产菌株与原始菌株进行辐照诱变,研究其累进

辐照效应。实验结果表明,在辐照剂量为10Gy时,原始菌株比诱变高产菌株存活率高,抗辐射能

力强;辐照剂量高于30Gy时,诱变高产菌株比原始菌株存活率高,抗辐射能力强。原始菌株正突

变率最高的辐照剂量为50Gy,致死率99.43%,正突变率最高,达34.2%;对诱变高产菌株辐照

剂量为30Gy,致死率94.97%,正突变率最高,达23.5% 。累进辐照效应降低了最佳辐照剂量。
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1暋引言

阿维链霉菌是1975年由日本北里研究所从日

本静冈县伊东市河奈的一个土壤样品中分离到的。

1976年,经美国 Merck公司进一步鉴定,发现该菌

为链霉菌属的一个新种,并定名 为 阿 维 链 霉 菌

(Streptomycesavermitilis)[1],其发酵产物定名为

阿维菌素(Avermectins,简称 AVM)。阿维菌素是

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[2],在农药中的地位类似人抗生素中的青霉素。
其共有8个组分,分别为 A1a,A1b,A2a,A2b,
B1a,B1b,B2a和B2b,其中B1a的活性最高和杀

虫活性最强,而毒性最小,所以阿维菌素效价主要

指B1a的含量。目前,对菌种改良主要集中在提高

B1a的含量[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、60Co、毭射线和

52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)和亚硝

基胍(NTG)并结合甲硫氨酸(Met)诱导等手段,使

B1a明显提高,达到2533.6毺g/mL 。中国科学院

近代物理研究所首次采用12C6+ 离子束对阿维链霉

菌进行辐照诱变选育,使B1a含量显著提高[6]。王

曙阳等[7-11]利用12C+6离子束诱变方法,通过平板

培养基及斜面培养基的正突变菌株筛选,发酵培养

基和技术条件参数优化等,获得发酵效价大于5200

毺g/mL的高产菌株2株,B1a组分摇瓶发酵单位较

出发菌株(4000毺g/mL)提高了30%。
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。中国

科学院近代物理研究所生物物理研究室利用重离子

束在高产庆大霉素[12]、耐酒精酵母[13]、高效价阿

维链霉菌诱变选育取得一些结果[7],肯定了重离子

束在微生物育种中的有效作用[14]。本文采用12C6+

离子束对阿维链霉菌诱变选育出的高产菌株(诱变

菌株)与原始菌株辐照诱变,进行重离子累进辐照

效应研究。

2暋材料与方法

2.1暋菌种

阿维链霉菌(Streptomycesavermitilis)原始
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菌株 ZJAV灢A灢1,诱变高产阿维链霉菌株 ZJAV灢
Y1灢203,摇瓶发酵单位4600毺g/mL(由中国科学院

近代物理研究所生物物理室微生物实验室辐照选

育)。

2.2暋仪器与设备实验条件

旋转摇床机(上海世平实验设备有限公司,型

号SPH2311D);无菌细胞培养皿(上海斯坦福生物

科技发展有限公司,规格35mm暳10mm);高效

液相色谱仪(美国瓦里安公司,型号Prostar210);
光学显微镜(上海光学仪器六厂,型号 XSP灢8CA);
兰州重离子加速器国家实验室兰州重离子研究装置

(HIRFL)垂直辐照生物终端;12C6+ 离子束。

2.3暋12C6+离子束辐照诱变处理[7-8]

取28曟恒温恒湿培养7d的阿维链霉菌原始

(ZJAV灢A灢1)和诱变菌株(ZJAV灢Y1灢203)的新鲜斜

面7支,每支加无菌蒸馏水8mL,刮下孢子移入装

有玻璃珠的三角摇瓶中,置于(28暲0.6)曟、220~
240rotations/min旋转式摇床上培养3h,打散孢

子,孢子刚开始萌发。吸取单孢子悬液2.5mL,加

入5mL无菌的培养皿中,用12C6+ 离子束照射,设

定的照射剂量为10,30,40,45,50和70Gy。每一

剂量设3个平行对照。将12C6+ 照辐后的孢子悬液作

10倍梯度稀释,准确吸取一个样品的孢子悬液0.1
mL,倒在制好的分离平板培养基上,(28暲0.6)曟
培养7d,计数。存活率(%)=12C6+ 辐照处理的菌

落数/未辐照对照菌落数暳100%。

2.4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

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,培养26h
后观察其瓶菌丝体生长情况。选菌丝体生长良好的

种子瓶,按4%的接种量接发酵瓶,对原始菌株、辐

照菌株及累进辐照菌株液体培养基中菌丝体进行形

态学观察。256h后发酵培养结束,经提取,并用

HPLC色谱法检测发酵液中B1a的含量。以辐照后

B1a组分含量高于辐照前菌株B1a含量5%的为正

突变,低于5%的为负突变。正突变率(%)=正突

变菌落数/12C6+ 辐照后总菌落数暳100%。

3暋实验结果

3.1暋12C6+离子束辐照诱变处理结果[15]

根据2.3 节所述,12C6+ 离子束辐照诱变处理

方法,计算出存活菌落数及其致死率(见表1)。由

表1可知:12C6+ 离子束辐照剂量10Gy时,原始菌

株ZJAV灢A灢1的存活率为26.94%,高于突变菌株

ZJAV灢Y1灢203存活率20.45%;而辐照剂量大于30
Gy时,突变菌株ZJAV灢Y1灢203存活率(5.03%)高
于原始菌株ZJAV灢A灢1(3.44%)。出现这种原因的

可能是在低剂量时12C6+ 离子的能量沉积所产生的

大量自由基导致DNA和生物膜等其它生物大分子

的损伤,原始菌株初次接受辐照刺激,对辐照损伤

刺激敏感,引起的机体损伤修复反应阈值低;诱变

菌株已接受过辐照刺激,对再次辐照刺激反应敏感

性减 低,机 体 对 辐 照 损 伤 修 复 反 应 阈 值 升 高。

在10Gy时,原始菌株所产生的“保护屏障暠、“修

表1暋12C6+ 离子束穿透诱变处理结果*

辐照剂量

/Gy

样本数

(n)

原始菌株ZJAV2灢A灢1

菌落数(个) 存活率(%) 致死率(%)

突变菌株ZJAV灢Y1灢203

菌落数(个) 存活率(%) 致死率(%)

0 3 1800暲424.26 100 0 1100暲284.84 100 0

10 3 485暲21.21 26.94 73.06 225暲21.21 20.45 79.55

30 3 62暲7.07 3.44 96.36 55.33暲13.31 5.03 94.97

40 3 45.6暲13.43 2.53 97.47 42.50暲8.19 3.86 96.14

45 3 20.33暲8.50 1.23 98.77 15.33暲5.13 1.39 98.61

50 3 10.33暲1.15 0.57 99.43 14.00暲4.00 1.27 98.73

70 3 10.00暲2.82 0.56 99.44 7.00暲2,60 0.65 99.55

暋暋暋暋暋*暋致死率=(1-辐照后生长的菌落数/未经照射生长的菌落数)暳100%。
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复作用暠强于诱变菌株,其存活率高于诱变菌株。随

着离子剂量的增加,诱变菌株所产生的“保护屏障暠
和“修复作用暠增强,对再次辐照刺激的耐受性增

强,所以在辐照剂量大于30Gy时,辐照菌株存活

率高于原始菌株。

3.2暋12C6+离子束辐照后对B1a正突变率的影响

将ZJAV灢A灢1和ZJAV灢Y1灢203不同12C6+ 剂量

辐照孢子悬液,适当稀释后分别涂布于平板培养基

上进行培养,每一辐照剂量随机挑选典型草帽型单

菌落30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,菌株发

酵单位比对照提高5%的菌株为正突变,计算不同

辐照剂量下正突变率。原始菌株在辐照剂量为50
Gy时,正突变率最高,可达到34.2%;诱变菌株

在辐照剂量为30Gy,正突变率最高,为23.5%。累

进辐照效应使B1a组分正突变率最佳的辐照剂量降

低(见图1)。

图1 辐照剂量与正突变率关系

4暋讨论

通过对12C6+ 离子辐照和累进辐照阿维菌素产

生菌阿维链霉菌诱变效应的研究发现,12C6+ 离子

辐照诱变菌株已接受过辐照刺激,对辐照刺激反应

敏感性减低,机体对辐照损伤修复反应阈值升高,
在10Gy时原始菌株所产生的“保护屏障暠和“修复

作用暠强于诱变菌株,其存活率高于诱变菌株。诱变

菌株已接受过12C6+ 离子辐照刺激,对辐照刺激有

耐受性,抗辐照刺激能力增强,所以在辐照剂量大

于30Gy时,诱变菌株存活率高于原始菌株。

原始菌株最佳辐照剂量为50Gy,正突变率最

高可达到34.2%;诱变高产菌株最佳辐照剂量为

30Gy,正突变率最高为23.5% 。累进辐照效应使

最佳辐照剂量降低。出现这种原因的可能是诱变菌

株已接受离子辐照刺激,能量沉积,菌株处于较高

能量水平,接受较低能量刺激即可引起菌株突变,
所以累进辐照效应使最佳辐照剂量降低。
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MutagenicEffectofStreptomycesAvermitilisProgressivity
IrradiatedbyIonBeamof12C6+*
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LIWen灢jian1,LIANGJian灢ping1,LIUJing1,MAXiao灢qi1

(1.InstituteofModernPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China;
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Abstract:Mutageniceffectonthemutanthigh灢producingstrainZJAV灢Y1灢203andtheoriginalstrain
ZJAV灢A1irradiatedbyionbeamof12C6+ havebeeninvestigated.Theexperimentalresultsindicatedthat
theoriginalstrainhashighersurvivalrateandstrongerresistancetoradiationthanmutanthigh灢producing
Strainatdoseof10Gy.Themutanthigh灢producingstrainhashighersurvivalrateandstrongerresistance
toradiationthantheoriginalstrainatthedosehigherthan30Gy.Thelethalitywas97%andthehighest
rateoforthomutationwas34.2%,whenZJAV灢A1wasirradiatedby50Gy12C6+ beam.Thelethalitywas
94.97%andthehighestrateoforthomutationwas23.5% whenZJAV灢Y1灢203wasirradiatedby30Gy
12C6+beam.Thebestradiationdoseisdecreasedbyprogressivityirradiation.

Keywords:irradiationmutagenesis;progressivityirradiation;effect;survivalrate;rateoforthomutation
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