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［摘　 要］ 　 为提高万古霉素（Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）发酵生产水平，选育出其发酵生产的优良菌株，以东方拟

无枝酸菌（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｏｒｉｅｒｔａｌｓｉｓ）菌株 Ｖ１８０６ 作为原始菌株，利用 ＥＭＳ （甲基磺酸乙酯）、ＵＶ（紫外

诱变）和 ＡＲＴＰ（常压室温等离子体诱变）等单一诱变、复合诱变的方法，选育出 １ 株遗传稳定性好、
且对万古霉素耐受性强的菌株 Ｖｕａ － １５，其中试发酵效价达到 ７８６３ ｍｇ ／ Ｌ，比原始菌株提高了

７４ ３％ 。 研究结果表明，复合诱变对东方拟无枝酸菌菌种选育的效果优于单一诱变，更易选育出符

合预期的优良菌株。 研究不仅对万古霉素工业化发酵生产具有重要意义，而且为其他产品发酵菌

种的选育提供了一定借鉴。
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　 　 万古霉素（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）属于糖肽类抗生素，由
ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ 等于 １９５６ 年从东方拟无枝酸菌（Ａｍｙｃｏ⁃
ｌａｔｏｐｓｉｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）的发酵液中分离得到，其分子结

构由糖基 α － ｏ － ｖａｎｃｏｓａｍｉｎｅ － β － ｏ － ｇｌｕｃｏｓｕｌ 和
肽基（中心七肽核）两部分组成，分子式为 Ｃ６６ Ｈ７５

Ｃｌ２ Ｎ９Ｏ［１ － ２］
２４ 。 万古霉素具有抗革兰氏阳性菌作用，

是金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）等引起严

重感染病症的首选药物，被誉为“人类对付顽固性

耐药菌株的最后一道防线”和“王牌抗生素”，在临

床上存在广泛的应用［３ － ５］。 万古霉素依靠工业化

发酵生产，而发酵生产受发酵菌株性能、发酵条件

（温度、ＰＨ 值、无机盐等）等多种因素的影响，其中

发酵菌株在发酵生产过程中起着至关重要的作用，
是保障发酵生产产量和质量的前提条件［６ － ８］。

目前，国内万古霉素发酵生产中普遍存在产率

不高、质量不稳定等问题，根本原因在于缺少优良

的发酵菌株［９ － １１］。 因此，亟待开展万古霉素发酵高

产菌株的选育研究。 阮丽军等［１２］ 通过 ＵＶ（紫外）
诱变，选育出一株效价、万古霉素抗性得到显著提

高的突变菌株 Ａ． ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ ６ － ２１。 陈代杰等［１３］ 运

用 ＵＶ 诱变、激光诱变、ＮＴＧ 诱变及其复合诱变，结
合卡那霉素、万古霉素和甘油抗性筛选，选育出生

产能力极大提高的高产突变株。 虽然万古霉素发

酵菌种选育已取得长足进 步， 发 酵 效 价 达 到

４０００ μｇ ／ Ｌ，但与发达国家约 １００００ μｇ ／ Ｌ 效价水平

还存在较大差距，菌株发酵特性还有待进一步提

升。 鉴于此，本研究以引进保存的产万古霉素的

（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）Ｖ － １８０６ 菌株作为原始菌

株，利用 ＥＭＳ （甲基磺酸乙酯）、ＵＶ 以及 ＡＲＴＰ（常
压室温等离子体诱变）、激光诱变及其复合诱变的

方法，对菌株进行诱变处理，选育出优良发酵菌株，
以期提升万古霉素发酵水平。 根据《中华人民共和

国农业农村部公告第 ２５０ 号》，万古霉素及其盐、酯
在食品动物中禁止使用，此研究亦可为其他产品发

酵菌种的选育提供借鉴。
１　 材　 料

１． １　 材料　 原始菌株为万古霉素的东方拟无枝酸

菌（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）菌株，由本实验室保藏。
试剂为国产和国外分析纯；恒温振荡摇床（武汉科

学仪器厂，编号：ＨＱＬ１５０Ｃ）、恒温恒湿培养箱（江苏

杰瑞尔电器有限公司，编号：ＬＨＰ１６０）、ＡＲＴＰ 等离

子体生物育种机（北京思清源生物科技有限公司，
编号： ＡＲＴＰ － Ⅱ 型）， 紫外分光光度计 （编号：
ＢＥＣＫＭＡＮＤＵ －６００）、高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｓｒ）。
１． ２ 　 培养基及培养条件 　 斜面和分离培养基

（ｇ ／ Ｌ）：葡萄糖 ５，麦芽提取物 １，酵母提取物 １，琼
脂 ２０， ｐＨ ６． ０，２６ ℃，培养 １０ ｄ［７］。

种瓶培养基（ｇ ／ Ｌ）：淀粉 １０，葡萄糖 １０，蛋白胨 ５，
酵母粉 ３，氯化钠 ２，碳酸钙 ２， ｐＨ７． ０，斜面挖块接

种于种子培养基中，２５０ ｍＬ 的三角瓶装量 ４０ ｍＬ，
置于 ２６ ℃摇床，２２０ ｒｐｍ 振荡培养 ２６ ｈ［６］。 发酵瓶

培养基（Ｍ ／ Ｖ）：黄豆饼粉 ３％ ，玉米浆 ３％ ，葡萄糖

６％ ，硫酸铵 ０． １％ ，磷酸氢二钾 ０． １％ ，碳酸钙 ０．
４％ ，ｐＨ 自然，装量为 ５００ ｍＬ 锥形瓶装量８０ ｍＬ，２６
℃，２２０ ｒｐｍ 振荡培养［９］。

中试（５００ Ｌ）培养基（ｇ ／ Ｌ）：淀粉 ２０，蔗糖 ５３，
玉米浆 ９８，酵母粉 １０，硫酸铵 ４，磷酸二氢钾 １，氯
化钙 ２，碳酸钙 ０． ５，纯水 １ Ｌ，ｐＨ 自然，培养温度

２６ ℃，培养湿度 ３６％ ，培养时间 ７ ｄ［１０］。
２　 方　 法

２． １　 孢子液的制备 　 参考文献［１４］ 的方法。 取成

熟斜面孢子，用 ４． ５ ｍＬ 无菌水冲洗，将冲洗的孢子

液用研磨器研磨，然后将菌液用滤纸过滤，离心管

收集滤液，稀释至 １ × １０ － ６浓度备用。
２． ２　 菌株诱变方法

２． ２． １　 甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变　 取 ２０ ｍＬ 的孢

子液于灭菌三角瓶（５０ ｍＬ）中，加入 ＥＭＳ （终浓度

０． ２％ ），放在摇床上振荡培养，诱变处理时间分别

为 １、２、４、６、８、１０ ｈ，然后将孢子液均匀涂布于分离

培养基上，以未经 ＥＭＳ 处理的孢子液作为对照，于
２６ ℃培养箱培养 １０ ｄ。
２． ２． ２　 紫外线（ＵＶ）诱变　 取 ２ ｍＬ 制备好的孢子

液放入置有圆形磁片的培养皿中（直径为 ９ ｃｍ），
打开预热 １５ Ｗ 紫外灯（波长 ２５３． ７ ｎｍ）３０ ｍｉｎ，将
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离紫外灯管置于培养皿垂直高度 ３５ ｃｍ 处，然后打

开皿盖，分别采用照射 ０ ｓ（对照）、２０ ｓ、４０ ｓ、６０ ｓ、
８０ ｓ、１００ ｓ 进行处理，盖上皿盖，诱变处理过程在黑

暗条件下进行。 诱变结束后，再将培养皿在黑暗处

条件下放置 ２ ｈ，然后吸取孢子液，均匀涂布于分离

培养基上，同时取未经诱变的孢子悬液作为对照，
于 ２６ ℃培养箱中培养 １０ ｄ，统计致死率。
２． ２． ３　 常压室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变　 ＡＲＴＰ 的

工作气体为纯度为 ９９． ９９％ 的氦气，处理功率为

８０ Ｗ，等离子体发生器待处理样品与出口之间的距

离为 ４ ｍｍ，气体的流量 ９． ０ Ｌ ／ ｍｉｎ。 将准备好的

５０ μＬ孢子液均匀涂布于载片上，然后进行照射，照
射的时间分别为 ０ ｓ （对照）、５０ ｓ、１００ ｓ、１５０ ｓ、
２００ ｓ、２５０ ｓ，用 ５０ μＬ 无菌水冲洗，将照射后的菌

液洗脱倒入平皿中，反复洗脱 ４ 次，均匀涂布在平

皿中，同时取未经诱变的孢子悬液作为对照，在
２６ ℃培养箱中培养 １０ ｄ，统计致死率。
２． ２． ４　 激光（Ｌａｓｅｒ）诱变　 将 ０． ５ ｍＬ 的孢子悬液

倒入专用玻璃小瓶（内有磁力搅拌转子），然后用波

长 ５３２ ｎｍ、５０ ｍｊ ／ ｐｕｌｓｅ ／ ｓ 的 ＹＧＡ 倍频脉冲激光仪

照射各小瓶，照射次数分别为 ２００、４００、６００、８００、
１０００。 对不同照射次数的悬液梯度稀释后涂布平

板，同时取未经诱变的孢子悬液作为对照，在 ２６ ℃
培养箱中培养 １０ ｄ，统计致死率。
２． ２． ５　 ＥＭＳ ＋ ＵＶ 诱变　 取 ２０ ｍＬ 的孢子液于灭

菌三角瓶（５０ ｍＬ）中，加入 ＥＭＳ （终浓度 ０． ２％ ），
放在摇床上振荡培养，诱变处理 ６ ｈ，然后从中取

２ ｍＬ制备好的孢子液放入置有圆形磁片的培养皿

中（直径为 ９ ｃｍ），打开预热 １５ Ｗ 紫外灯（波长

２５３． ７ ｎｍ）３０ ｍｉｎ，将离紫外灯管置于培养皿垂直

高度 ３５ ｃｍ 处，然后打开皿盖，照射 ８０ ｓ，盖上皿

盖，诱变处理过程在黑暗条件下进行。 诱变结束

后，再将培养皿在黑暗处条件下放置 ２ ｈ，然后吸取

孢子液，均匀涂布于分离培养基上，同时取未经诱

变的孢子悬液作为对照，于 ２６ ℃ 培养箱中培养

１０ ｄ，统计分析致死率。
２． ２． ６　 ＵＶ ＋ Ｌａｓｅｒ 诱变　 取 ２ ｍＬ 制备好的孢子

液放入置有圆形磁片的培养皿中（直径为 ９ ｃｍ），

打开预热 １５ Ｗ 紫外灯（波长 ２５３． ７ ｎｍ）３０ ｍｉｎ，将
离紫外灯管置于培养皿垂直高度 ３５ ｃｍ 处，然后打

开皿盖，照射 ８０ ｓ，盖上皿盖，诱变处理过程在黑暗

条件下进行。 诱变结束后，再将培养皿在黑暗处条

件下放置 ２ ｈ，然后吸取 ０． ５ ｍＬ 的孢子悬液倒入专

用玻璃小瓶 （内有磁力搅拌转子），然后用波长

５３２ ｎｍ、５０ ｍｊ ／ ｐｕｌｓｅ ／ ｓ 的 ＹＧＡ 倍频脉冲激光仪照

射各小瓶，照射次数 １０００，同时取未经诱变的孢子

悬液作为对照，在 ２６ ℃培养箱中培养 １０ ｄ，统计致

死率。
２． ２． ７　 ＵＶ ＋ ＡＲＴＰ 诱变　 取 ２ ｍＬ 制备好的孢子

液放入置有圆形磁片的培养皿中（直径为 ９ ｃｍ），
打开预热 １５ Ｗ 紫外灯（波长 ２５３． ７ ｎｍ）３０ ｍｉｎ，将
离紫外灯管置于培养皿垂直高度 ３５ ｃｍ 处，然后打

开皿盖，照射 ８０ ｓ，盖上皿盖，诱变处理过程在黑暗

条件下进行。 诱变结束后，再将培养皿在黑暗处条

件下放置 ２ ｈ，然后从中将取 ５０ μＬ 孢子液均匀涂

布于载片上，然后进行照射，照射的时间分别为 ０ ｓ
（对照）、５０ ｓ、１００ ｓ、１５０ ｓ、２００ ｓ、２５０ ｓ，用 ５０ μＬ 无

菌水冲洗，将照射后的菌液洗脱倒入平皿中，反复

洗脱 ４ 次，均匀涂布在平皿中，同时取未经诱变的

孢子悬液作为对照，在 ２６ ℃培养箱中培养 １０ ｄ，统
计致死率。
２． ３　 致死率和正突变率　 每个诱变处理 ３６ 孔培

养皿，重复 ３ 次，以未经诱变处理的孢子液为对照，
致死率等于（对照处理平皿菌落 － 诱变处理平皿菌

落） ／对照处理平皿菌落 × １００％ ；正突变率等于诱

变处理效价高于对照 ６％ 的菌株数 ／诱变处理的菌

株总数 × １００％ 。 利用 ＳＰＳＳ＿２１． ０ 软件（独立样本

Ｔ 检验）进行统计分析。
２． ４　 菌株遗传稳定性测定 　 参考文献［６］ 的方法，
将选育出的高产菌株以斜面形式保存，产生孢子后

取少许孢子转入另一斜面，此为一代，连续传代 ３
次，使用摇瓶检测法测定每一代菌株的万古霉素效

价，分析其遗传的稳定性。
２． ５　 菌株万古霉素抗性测定　 孢子悬液稀释后涂

布于含有 ５０００、１００００、１５０００ ｍｇ ／ Ｌ 万古霉素的平

板上，于 ２９ ℃培养箱倒置培养 １８ ｄ，检测菌株的万

·１２·
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古霉素抗性。
２． ６　 Ｃｕ２ ＋ 浓度对发酵效价的影响　 在摇瓶发酵过

程中，向培养基中分别添加 １０、２０、３０、４０、５０ ｍｇ ／ Ｌ
的 ＣｕＳＯ４ ·５Ｈ２Ｏ 或 ＣａＣｌ２，分析不同浓度 Ｃｕ２ ＋ 、

Ｃａ２ ＋ 对菌株发酵效价的影响。
２． ７　 ＨＰＬＣ 测定　 定量吸取发酵液，加入 ７ 倍体积

的无水乙醇，充分振荡 ０． ５ ｈ，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，过滤，取上清液，利用 ＨＰＬＣ 测定效价。
ＨＰＬＣ 测 定的条件：色 谱 柱 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ － Ｃ １８
（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）；流动相：甲醇 ∶ ０． １％ 醋酸

（８０∶ ３０ ）； 检测的波长为 ２５０ ｎｍ； 柱子温度为

４０ ℃。 ＭＰＡ 对照品为 Ｓｉｇｍａ 公司的产品［８］。
３　 结果与分析

３． １　 原始菌株的复壮筛选　 将引进保存的 １２ 株

菌株进行复壮，经过传代 ３ 次，结果发现编号 Ｖ －
１８０６ 菌株发酵效价最高，为 ４４０２ ｍｇ ／ Ｌ，而且菌株

的遗传稳定性较好，作为后续诱变处理的原始菌株

（表 １）。

表 １　 原始菌株的效价及遗传稳定性

Ｔａｂ １　 Ｐｏｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
代数及效价（ｍｇ ／ Ｌ）

第一代 第二代 第三代

Ｖ －１８０１ ４２１０ ３５８８ ３５４３
Ｖ － １８０２ ３２３５ ３２７７ ２９３６
Ｖ － １８０３ ３０４１ ２４６９ ２１４７
Ｖ － １８０４ ３３１５ ２６６７ ２５３１
Ｖ － １８０５ ４３８０ ２９６７ ２０９０
Ｖ － １８０６ ４４５８ ４３２０ ４４０２
Ｖ － １８０７ ３９８４ ３８５３ ３９６４
Ｖ － １８０８ ４０２９ ３６７５ ３８３１
Ｖ － １８０９ ３４２８ ２９６６ ３０５９
Ｖ － １８１０ ４５６９ ３４６０ ３４３１
Ｖ － １８１１ ４３２９ ４１５３ ３９９５
Ｖ － １８１２ ４４２８ ４３７５ ４０３３

３． ２　 菌株诱变及筛选

３． ２． １ 　 ＥＭＳ 诱变 　 Ｖ － １８０６ 菌株经 ＥＭＳ 诱变处

理，结果发现随着处理时间的增加，菌体致死率呈

现升高的趋势，处理时间为 １ ｈ 时， 致死率为

２４ ７％ ，正突变率为 ５． ６％ ；处理时间为 ２ ｈ 时，致

死率为 ３７． ２％ ，正突变率为 ６． ３％ ；处理时间为 ４ ｈ
时，致死率为 ６８． ５％，正突变率为 １３ ７％；处理时间

为 ６ ｈ 时，致死率为 ７８． ５％，正突变率为 １９． ６％；处
理时间为 ８ ｈ 时，致死率为 ８８ ５％，正突变率为

１４ ７％；处理时间为 １０ ｈ 时，致死率为 ９６． ４％，正突

变率为 １６． ３％ （图 １）。 综合考虑，确定诱变处理适

宜时间为 ６ ｈ。 采用 ＥＭＳ 诱变处理 ６ ｈ，初筛出 ２２ 株

正突变菌株，经摇瓶效价检测复筛，得到 ３ 株效价显

著升高的菌株（编号为 Ｖｅ － １、Ｖｅ － １８、Ｖｅ － ２１），其
效价分别为 ４９５６、５１４５、５１７４ ｍｇ ／ Ｌ。

图 １　 ＥＭＳ 诱变不同处理时间的致死率和正突变率

Ｆｉｇ １　 Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ＥＭＳ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

３． ２． ２　 ＵＶ 诱变　 Ｖ － １８０６ 菌株经 ＵＶ 诱变处理，
结果发现随着处理时间的增加，菌体致死率呈现升

高的趋势，处理时间为 ２０ ｓ 时，致死率为 １０． ９％ ，
正突变率为 ２． ３％ ；处理时间为 ４０ ｓ 时，致死率为

２２． ３％ ，正突变率为 ５． ８％ ；处理时间为 ６０ ｓ 时，致
死率为 ５８． ５％ ，正突变率为 １７． ９％ ；处理时间为

８０ ｓ时，致死率为 ８５． ８％ ，正突变率为 ２０． ６％ ；处理

时间为 １００ ｓ 时，致死率为 ９３． １ ％ ，正突变率为

１９ ２％ （图 ２）。 综合考虑，确定诱变处理适宜时间

为 ８０ ｓ。 采用 ＥＭＳ 诱变处理 ８０ ｓ，初筛出 １５ 株正

突变菌株，经摇瓶效价检测复筛，得到 ２ 株效价显

著升高的菌株（编号为 Ｖｕ － ５、Ｖｕ － １３），其效价分

别为 ５２５６、５５３３ ｍｇ ／ Ｌ。
３． ２． ３ 　 ＡＲＴＰ 诱变 　 Ｖ － １８０６ 菌株经 ＡＲＴＰ 诱变

处理，结果发现随着处理时间的增加，菌体致死率

呈现升高的趋势，处理时间为 ５０ ｓ 时，致死率为

·２２·
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图 ２　 ＵＶ 诱变不同处理时间的致死率和正突变率

Ｆｉｇ ２　 Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ＵＶ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

８ １％ ，正突变率为 ３２． ４％ ；处理时间为 １００ ｓ 时，
致死率为 ３２． ４％ ，正突变率为 １２． ７％ ；处理时间为

１５０ ｓ 时，致死率为 ５８． ７％ ，正突变率为 １２． ９％ ；处
理时间为 ２００ ｓ 时，致死率为 ８８． ６％ ，正突变率为

２０． ３％ ；处理时间为 ２５０ ｓ 时，致死率为 ９０． ４ ％ ，正
突变率为 １６． ５％ （图 ３）。 综合考虑，确定诱变处理

适宜时间为 ２００ ｓ。 采用 ＡＲＴＰ 诱变处理 ２００ ｓ，初
筛出 １６ 株正突变菌株，经摇瓶效价检测复筛，得到

２ 株效价显著升高的菌株（编号为 Ｖａ － １０、Ｖａ －
１２），其效价分别为 ４８５６、５４２４ ｍｇ ／ Ｌ。

图 ３　 ＡＲＴＰ 诱变不同处理时间的致死率和正突变率

Ｆｉｇ ３　 Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ＡＲＴＰ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

３． ２． ４　 Ｌａｓｅｒ 诱变 　 Ｖ － １８０６ 菌株经激光诱变处

理，结果发现随着照射次数的增加，菌体致死率呈现

升高的趋势，照射次数为 ２００ 时，致死率为 １４ ５％，
正突变率为 ３． １％；照射次数 ４００ 时，致死率为 ２３．
６％，正突变率为 ７． ７％；照射次数为 ６００ 时，致死率

为 ５５． ６％，正突变率为 ８． ９％；照射次数 ８００ 时，致死

率为 ６８． ６％，正突变率为 １５． ３％；照射次数为 １０００
时，致死率为 ８８． ４ ％，正突变率为 １６ ５％；（图 ４）。
综合考虑，确定诱变照射次数为 １０００ 次。 采用 ＡＲ⁃
ＴＰ 诱变处理 １０００ 次，初筛出 １８ 株正突变菌株，经摇

瓶效价检测复筛，得到 ３ 株效价显著升高的菌株（编
号为 Ｖｌ － ４、Ｖｌ － １３、Ｖｌ － １７），其效价分别为 ５０４４、
５４３８、５１０３ ｍｇ ／ Ｌ。

图 ４　 Ｌａｓｅｒ 诱变不同处理时间的致死率和正突变率

Ｆｉｇ ４　 Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

Ｌａｓｅｒ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

３． ２． ５　 ＥＭＳ ＋ ＵＶ 诱变 　 Ｖ － １８０６ 菌株经 ＥＭＳ ＋
ＵＶ 复合诱变处理，菌体致死率为 ９１． ４％ ，正突变

率为 １３． ６％ 。 通过初筛出 １３ 株正突变菌株，经摇

瓶效价检测复筛，得到 ２ 株效价显著升高的菌株

（编号为 Ｖｅｕ － ４、Ｖｅｕ － １２），其效价分别为 ５５６２、
５６２１ ｍｇ ／ Ｌ。
３． ２． ６　 ＵＶ ＋ Ｌａｓｅｒ 诱变 　 Ｖ － １８０６ 菌株经 ＵＶ ＋
Ｌａｓｅｒ 复合诱变处理，菌体致死率为 ９２． ９％ ，正突变

率为 ８． ６％ 。 通过初筛出 １１ 株正突变菌株，经摇瓶

效价检测复筛，得到 １ 株效价显著升高的菌株（编
号为 Ｖｕｌ － ４），其效价为 ５６８４ ｍｇ ／ Ｌ。
３． ２． ７ 　 ＵＶ ＋ ＡＲＴＰ 诱变 　 Ｖ － １８０６ 菌株经 ＵＶ ＋
Ｌａｓｅｒ复合诱变处理，菌体致死率为 ８９． ７％，正突变率

为１４． ２％。 通过初筛出１７ 株正突变菌株，经摇瓶效价

检测复筛，得到 ２ 株效价显著升高的菌株（编号为

Ｖｕａ －４、Ｖｕａ －１５），其效价分别为 ５７４２、５７５１ ｍｇ ／ Ｌ。
比较分析不同诱变方法的诱变效果，结果发

现，复合诱变的致死率显著高于单一诱变，而正突

变率低于单一诱变，但其筛选出的正突变菌株的最

高效价显著高于单一诱变。

·３２·
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表 ２　 不同诱变方法诱变效果的比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ

诱变方法 处理方式 致死率 ／ ％ 正突变率 ／ ％ 最高效价
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＥＭＳ ６ ｈ ７８． ５ ｅ １９． ６ ｂ ５１７４ ｅ

ＵＶ ８０ ｓ ８５． ８ ｄ ２０． ６ ａ ５５３３ ｃ

ＡＲＴＰ ２００ ｓ ８８． ６ ｃ ２０． ３ ａ ５４２４ ｄ

Ｌａｓｅｒ １０００ 次 ８８． ４ ｃ １６． ５ ｃ ５４３８ ｄ

ＥＭＳ ＋ ＵＶ ６ ｈ ＋ ８０ ｓ ９１． ４ ｂ １３． ６％ ｅ ５６２１ｂ

ＵＶ ＋ Ｌａｓｅｒ ８０ ｓ ＋ １０００ 次 ９２． ９ ａ ８． ６％ ｆ ５６８４ ｂ

ＵＶ ＋ ＡＲＴＰ ８０ ｓ ＋ ２００ ｓ ９１． ７ ｂ １４． ２％ ｄ ５７５１ ａ

　 同列数据上标字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。

３． ３　 选育菌株遗传稳定性的检测　 对获得的优良

菌株的遗传稳定性及生长特性进行检测，结果发现

菌株 Ｖｅ － ２１、Ｖｕ － １３、Ｖａ － １２、Ｖｅｕ － ４、Ｖｕａ － ４、
Ｖｕａ － １５ 的遗传稳定性较好（表 ３）。 而且 Ｖｅ － ２１、
Ｖｅｕ － ４、Ｖｕａ － ４、Ｖｕａ － １５ 菌落直径明显增大，呈白

色“褶皱”状（表 ３、表 ４、图 ５）。
表 ３　 优良菌种遗传稳定性分析

Ｔａｂ ３　 Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
代数及效价（ｍｇ ／ Ｌ）

第一代 第二代 第三代

Ｖｅ － １ ４９５６ ３５８７ ３７４４

Ｖｅ － １８ ５１５４ ４０８９ ４０３９

Ｖｅ － ２１ ５１７４ ５３２１ ５１６７

Ｖｕ － ５ ５２５６ ４２６４ ４２０４

Ｖｕ － １３ ５５３３ ５４７９ ５４６６

Ｖａ － １０ ４８５６ ３３７２ ３３６９

Ｖａ － １２ ５４２４ ５４６５ ５３７５

Ｖｌ － ４ ５０４４ ３６５４ ３０８８

Ｖｌ － １３ ５４３８ ３６６２ ３４５５

Ｖｌ － １７ ５１０３ ４６５４ ３６９９

Ｖｅｕ － ４ ５５６２ ５６２２ ５５４４

Ｖｅｕ － １２ ５６２１ ３８７４ ２９３３

Ｖｕｌ － ４ ５６８４ ２９６６ ２７０２

Ｖｕａ － ４ ５７４２ ５５９８ ５６２７

Ｖｕａ － １５ ５７５１ ５７９９ ６０１１

表 ４　 优良菌种生长特性分析

Ｔａｂ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ

ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株编号 菌落形态 菌落直径（ｍｍ） 菌落中心颜色

Ｖ －１８０６ 扁平 ５． １ 灰白色

Ｖｅ － ２１ 白色，褶皱状 ６． ４ 白色

Ｖｕ － １３ 扁平 ４． ９ 灰白色

Ｖａ － １２ 扁平 ５． ３ 灰白色

Ｖｅｕ － ４ 白色，褶皱状 ６． ６ 白色

Ｖｕａ － ４ 白色，褶皱状 ６． ８ 白色

Ｖｕａ － １５ 白色，褶皱状 ６． ３ 白色

图 ５　 万古霉素优良菌种菌落形态

Ｆｉｇ ５　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｙｉｅｌｄ

３． ４　 选育菌株万古霉素抗性检测 　 对菌株 Ｖｅ －
２１、Ｖｕ － １３、Ｖａ － １２、Ｖｅｕ － ４、Ｖｕａ － ４、Ｖｕａ － １５ 的

万古霉素进行检测，结果发现，与原始菌株相比，
Ｖｅ － ２１、Ｖｅｕ － ４、Ｖｕａ － １５ 菌株在含万古霉素浓度

５０００、１００００、１５０００ ｍｇ ／ Ｌ 的培养基上均能较好生

长，表明这三株菌株具有较好的万古霉素抗性

（表 ５）。
３． ５　 Ｃｕ２ ＋ 对菌株发酵效价的影响　 在摇瓶发酵过

程 中， 向 培 养 基 中 分 别 添 加 不 同 浓 度 的

ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，结果发现 Ｖｅ － ２１、Ｖｅｕ － ４、Ｖｕａ － １５
菌株在发酵效价均有所提高，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ 浓度为

·４２·
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４０ ｍｇ ／ Ｌ 时，这三株菌株发酵效价增加最大（表 ６）。
表 ５　 菌种万古霉素耐受性检测

Ｔａｂ ５　 Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎ

万古霉
素浓度
（ｍｇ ／ Ｌ）

菌株的编号及其菌落形态

Ｖ －
１８０６

Ｖｅ －
２１

Ｖｕ －
１３

Ｖａ －
１２

Ｖｅｕ －
４

Ｖｕａ －
４

Ｖｕａ －
１５

５０００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１００００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

１５０００ － ＋ － － ＋ － ＋

　 ＋ ＋ ＋ 表示菌落生长非常好， ＋ ＋ 表示菌落生长的较好， ＋ 表示
菌落生长的一般， － 表示未见菌落生长。

表 ６　 Ｃｕ２ ＋ 对发酵效价的影响

Ｔａｂ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｕ２ ＋ ｏｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｃｙ

ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ 浓度
菌株的编号及效价（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｖｅ － ２１ Ｖｅｕ － ４ Ｖｕａ － １５

０ ５２４０ ｄ ５４８５ ｄ ５９８６ ｅ

１０ ５３３６ ｃ ５５８９ ｄ ６１７７ ｄ

２０ ５７４１ ｂ ５８６６ ｃ ６４５８ ｃ

３０ ５８１５ ｂ ６０１４ ｂ ６８２４ ｂ

４０ ６４７７ ａ ６９４２ ａ ７１６５ ａ

５０ ５３２２ ｃ ５７８８ ｃ ６５３４ ｃ

　 同列数据上标字母表示差异显著（ｐ ＜ ０． ０５）。

３． ６　 菌株 ＳＡ －２ 中试发酵性能的检测　 以原始菌

株 Ｓ －２２５ 为对照，对菌株 Ｖｅ － ２１、Ｖｅｕ － ４、Ｖｕａ － １５
的中试发酵性能检测进行，结果发现菌株 Ｖｕａ － １５
的效价最高，为 ７８６３ ｍｇ ／ Ｌ，较出发菌株 Ｖ － １８０６
的效价 ４５１２ ｍｇ ／ Ｌ，提高了 ７４． ３％ ；而且显著高于

Ｖｅ － ２１、Ｖｅｕ － ４ 的效价。 Ｖｕａ － １５ 的发酵液菌丝

呈现“舒展网密”，表明其具有较好的发酵生长性能

（表 ７）。
表 ７　 菌株中试性能检测

Ｔａｂ ７　 Ｐｉｌｏｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ
菌株编号 发酵效价（ｍｇ ／ Ｌ） 菌丝形态

Ｖ －１８０６ ４４０２ ｄ 舒展网稀

Ｖｅ － ２１ ６８８５ ｃ 舒展网状

Ｖｅｕ － ４ ７２４４ ｂ 舒展网状

Ｖｕａ － １５ ７８６３ａ 舒展网密

　 同列数据上标字母表示差异显著（ｐ ＜ ０． ０５）。

４　 讨论与结论

诱变技术是选育万古霉素优良发酵菌种的主

要途径，但目前仅见 ＵＶ 诱变、激光诱变相关报

道［１２ － １３］。 本研究采用 ＥＭＳ、ＵＶ、ＡＲＴＰ、Ｌａｓｅｒ 单一诱

变，以及 ＥＭＳ ＋ ＵＶ、ＵＶ ＋ Ｌａｓｅｒ、ＵＶ ＋ ＡＲＴＰ 复合诱

变的方法，选育出了优良东方拟无枝酸菌菌株 Ｖｕａ
－ １５，极大的提高了菌株发酵效价。 就选育效果而

言，复合诱变选育的菌株性能明显高于单一诱变，
这与陈代杰等［１３］研究结果类似。 其可能的原因是

复合诱变产生的突变更多，正突变率更高，其对应

的表型可能更丰富，更容易选育出符合预期的优良

菌株［１５］。
东方拟无枝酸菌菌株在发酵过程中易受万古

霉素的反馈抑制，因此万古霉素的抗性是其关键选

育指标。 Ｖｕａ － １５ 具有较强的万古霉素抗性，适应

发酵过程中万古霉素的积累浓度。 同时，Ｃｕ２ ＋ 等无

机盐离子可以有效的提升东方拟无枝酸菌菌株的

万古霉素发酵效价［１６］。 本研究对 Ｃｕ２ ＋ 的浓度进行

了筛选，确定了 ４０ ｍｇ ／ Ｌ 为适宜的添加浓度，这与

陈代杰等［１３］、彭哲［１６］ 的研究结论较一致。 研究对

菌株 Ｖｕａ － １５ 的中试发酵性能进行了初步评价，表
明 Ｖｕａ － １５ 具有较好的生产应用潜能，后续还需对

该菌株的性能开展深入研究，以期为其他产品发酵

菌种的选育提供参考。
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