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［摘　 要］ 　 以螺旋霉素链霉菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐｉｒａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ） ＳＰＭ－１４０７８ 菌株作为出发菌株，利用常

压室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变、紫外线（ＵＶ）诱变和亚硝基胍（ＮＴＧ）诱变的方法对菌株进行诱变处

理，比较 ３ 种方法的诱变效果，通过诱变筛选出 １ 株遗传稳定性好，且具有 Ｃｏ２＋和豆油耐受性、噬菌

体抗性的菌株 ＳＰＭＡＲ－１６０３，其发酵效价比出发菌株提高了 ２９４．９％，对螺旋霉素高效生产、品质提

升具有重要意义。
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ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ． Ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ａｎｄ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｔｈｅ ＳＰＭＡＲ － １６０３ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， Ｃｏ２＋ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｐｈａｇｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ． Ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ ＳＰＭＡＲ－１６０３ ｓｔｒａｉｎ ｈａｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ２９４．９％ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔ ｈａｄ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ； ｈｉｇｈ ｙｉｅｌｄ ｓｔｒａｉｎ； ｍｕｔａｔｉｏｎ； ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

　 　 螺旋霉素（Ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ，ＳＰＭ）是一种 １６ 元大环

内酯类广谱抗生素，主要由螺旋霉素链霉菌（Ｓｔｒｅｐ⁃
ｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐｉｒａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ）发酵产生，用于治疗革兰氏

阳性菌、部分革兰氏阴性菌、立克次氏体及大型病

毒所引起的耳、鼻、喉和呼吸道感染，对青霉素、新
霉素、四环素、链霉素等的耐受菌也具有显著的抑

制作用。 螺旋霉素在体内分布广泛且组织细胞内

浓度较高，不良反应和毒副作用明显低于红霉素

等，在国内外用途极其广泛，市场前景十分广

阔［１－３］。 经过多年的研究，目前国内螺旋霉素发酵

生产水平处于 ４０００ μｇ ／ ｍＬ 左右，不足国外生产水

平的 １ ／ ２，菌种的生产性能是主要制约因素之一。
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因此，为了提高国内螺旋霉素生产的竞争力，必须

对生产菌种进行选育。 螺旋霉素生产菌种选育主

要是利用物理、化学等因素诱导菌种产生突变，获
得突变菌株，从中筛选出稳定、高产的优良菌

株［４－７］。 酰基激酶和酰基 ＣｏＡ 合成酶是螺旋霉素

内酯环生物合成的关键酶，而 Ｃｏ２＋对酰基激酶和酰

基 ＣｏＡ 合成酶有较强的激活作用，通过选育耐受高

浓度 Ｃｏ２＋ 的突变株，可显著增加酰基激酶和酰基

ＣｏＡ 合成酶活力，进而提高螺旋霉素生产水平［８－９］。
本研究利用常压室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变、紫外

线（ＵＶ）诱变和亚硝基胍（ＮＴＧ）诱变的方法，结合

螺旋霉素发酵生产过程的调控机制，定向选育出具

有 Ｃｏ２＋、豆油耐受性、噬菌体抗性的高产稳定性菌

株，为进一步提高螺旋霉素的生产效率和产品品质

奠定一定基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料 　 出发菌株为螺旋霉素链霉菌 ＳＰＭ－

１４０７８ 菌株，由宁夏泰瑞制药股份有限公司技术中

心保存。 试剂均为国产分析纯；恒温大幅振荡摇床

（ ＨＱＬ１５０Ｃ， 武 汉 科 学 仪 器 厂 ）、 恒 温 培 养 箱

（ＬＨＰ１６０，江苏杰瑞尔电器有限公司）、ＡＲＴＰ 常压

室温等离子体生物育种机（ＡＲＴＰ－Ⅱ型，北京思清

源生物科技有限公司），分光光度计（ＢＥＣＫＭＡＮＤＵ
－６００）、高效液相色谱系统（Ｗａｔｅｓｒ）。
１．２　 培养基及培养条件　 斜面 ／分离培养基： 含葡

萄糖、黄豆饼粉、ＣａＣＯ３、ＭｇＳＯ４、ＮａＣｌ、玉米浆、琼
脂，纯水配制成 １０００ ｍＬ，ｐＨ 调为 ６．９，１２１ ℃灭菌

１５ ｍｉｎ，温度 ２８ ℃，相对湿度 ４０％，培养 ７ ｄ。
种子 培 养 基： 含 精 糊、 黄 豆 饼 粉、 ＮａＣｌ、

ＫＨ２ＰＯ４、玉米浆、ＣａＣＯ３、纯水配制成 １０００ ｍＬ，ＰＨ
调为 ６．９，１２１ ℃灭菌 １５ ｍｉｎ，培养温度 ２８ ℃，相对

湿度 ４０％，转速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，培养时间 ３０ ｈ。
发酵摇瓶培养基：含精糊、黄豆饼粉、玉米浆、

ＭｇＳＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、（ＮＨ４） ２ＳＯ４、酵母粉、ＣａＣＯ３、豆油，
纯水配制成 １０００ ｍＬ，ＰＨ 调为 ６．９，１２１ ℃灭菌１５ ｍｉｎ，
培养温度 ２８ ℃，相对湿度 ４０％，转速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，培养

时间 ６ ｄ。
发酵罐（５００ Ｌ）培养基：含淀粉、鱼粉、葡萄糖、

酵母粉、 ＮａＣｌ、 ＫＨ２ＰＯ４、 ＣａＣＯ３、 玉米浆、 ＭｇＳＯ４、
ＮＨ４ＮＯ３、豆油、正丙醇（发酵 ２４ ｈ 后加入），ｐＨ 调

为 ６．９，培养温度 ２８ ℃，相对湿度 ４０％，培养时间 ６ ｄ。
１．３　 方法

１．３．１　 孢子悬浮液的制备 　 按文献［１０］ 的方法，并
作适当改进。 利用接种环刮取成熟新鲜斜面孢子，
然后用 ５ ｍｌ ｐＨ ６．８６ 的无菌磷酸缓冲液冲洗，将洗

下的孢子液倒入装有 １０ 粒玻璃珠的 ５０ ｍＬ 三角锥

形瓶中，再反复冲洗 ２ 次，所得菌液全部倒入三角

锥形瓶，２８ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 震荡 ３０ ｍｉｎ，以脱脂棉过

滤，稀释至 １０－５ 备用。
１．３． ２ 　 常压室温等离子体 （ＡＲＴＰ ） 诱变 　 按文

献［６，１１］的方法，并作适当改进。 采用纯度为 ９９．
９９％的氦气作为 ＡＲＴＰ 的工作气体，处理功率 ８０
Ｗ，等离子体发生器出口与待处理样品之间的距离

为 ４ ｍｍ，气体流量 ９．０ Ｌ ／ ｍｉｎ。 将制备好的 ５０ μＬ
孢子悬液均匀涂布于不锈钢载片上，然后对其进行

照射处理，照射时间分别为 ０ ｓ（对照）、４０ ｓ、８０ ｓ、
１２０ ｓ、１６０ ｓ，用 ５０ μＬ ｐＨ ６．８６ 的无菌磷酸缓冲液

冲洗，将照射后的菌悬液洗脱至平板中，重复洗脱

３ 次，均匀涂布于平板，在 ２８ ℃培养箱中倒置培养

７ ｄ，统计致死率。
１．３．３　 紫外线（ＵＶ）诱变　 按文献［５，１０］ 的方法，并
作适当改进。 吸取 ３ ｍＬ 制备好的孢子悬浮液于带

磁力针的平皿内（直径 ９ ｃｍ），１５Ｗ 紫外灯（波长

２５３．７ ｎｍ）打开预热 ２５ ｍｉｎ，然后将盛有孢子悬液

的平皿放到磁力搅拌器上，距离紫外灯管 ３０ ｃｍ，然
后打开平皿盖，分别照射 ０ ｓ（对照）、１５ ｓ、３０ ｓ、
６０ ｓ、９０ ｓ，盖上平皿盖，整个诱变过程尽量在黑暗

环境下进行，防止光修复作用。 诱变结束后，在黑

暗中放置 １ ｈ，吸取处理过的孢子悬浮液，均匀涂布

于平板，在 ２８ ℃ 培养箱中倒置培养 ７ ｄ，统计致

死率。
１．３．４　 亚硝基胍（ＮＴＧ）诱变 　 按文献［１２］ 的方法，
并作适当改进。 吸取 ５ ｍＬ 孢子悬浮液于 ５０ ｍＬ 的

三角瓶中，加入 １５０ μＬ ＮＴＧ 溶液（浓度 １０ ｇ ／ Ｌ），放
置于 ２８ ℃，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床间分别震荡 ３０、６０、
９０、１２０、１８０、２４０ ｍｉｎ 诱变处理后菌液倒入 １０ ｍＬ

·２·
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离心管， ６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，用５ ｍＬ
ｐＨ ６．８６ 的无菌磷酸缓冲液洗涤菌体，反复 ３ 次，然
后再加入 ５ ｍＬ ｐＨ ６．８６ 的无菌磷酸缓冲液将菌体

制备成菌悬液，取 １５０ μＬ 涂布平板，以未处理的孢

子悬浮液作为对照，在 ２８ ℃ 培养箱中倒置培养

７ ｄ，统计致死率。
１．３．５　 ＨＰＬＣ 测定　 按文献［１３］的方法，并作适当改

进。 首先过滤发酵液， 滤液经 １００００ ｒｐｍ 离心

１０ ｍｉｎ，取上清液，再经 ０．２２ μｍ 的水相滤膜过滤至

液相进样瓶中。 色谱柱为岛津 ｓｈｉｍ －ｐａｃｋ ＣＬＣ －

ＯＤＳ 柱，柱温室温，流动相为体积比 １：１ 的乙腈和

醋酸铵（０．１ ｍｏＬ ／ Ｌ），流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长

为 ２３２ ｎｍ，进样量为 １０ μＬ；待测效价 ＝ （标准品的

单位×待测样品的峰面积×待测样品的稀释倍数） ／
标准品的峰面积。
１．３．６　 致死率和正突变率　 每个处理 ３０ 皿，重复 ３
次，以未做诱变处理的孢子悬浮液作为对照，致死

率＝（对照处理平板菌落－诱变处理平板菌落） ／对
照处理平板菌落×１００％。 正突变率 ＝诱变处理后

效价高于对照 ５％的菌株数 ／诱变处理后菌株总数×

１００％。

１．３．７　 菌株遗传稳定性测定　 将筛选出的高产菌

株先进行斜面保存，产生孢子后用取少许孢子转入

另一斜面，此为一代，连续传代 ４ 次，采用摇瓶发酵

法测定每一代螺旋霉素效价，分析螺旋霉素链霉菌

的遗传稳定性。
１．３．８　 Ｃｏ２＋耐受性的检测 　 孢子悬液稀释后涂布

于含有 １．２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｏ２＋的平板上，于 ２８ °Ｃ 培养箱

倒置培养 ７ ｄ，检测菌株的 Ｃｏ２＋耐受性。
１．３．９　 噬菌体抗性的检测 　 按文献［１４］ 的方法，作
适当改进。 将孢子悬液稀释后涂布于含有噬菌体

的平板上，以不含噬菌体的平板为对照，于 ２８ ℃培

养箱倒置培养 ７ ｄ，检测菌株的噬菌体抗性。
１．３．１０　 豆油耐受性的检测　 将孢子悬液稀释后均

匀涂布在含有 ２．０％豆油的平板上，于 ２８ ℃培养箱

倒置培养 ７ ｄ，检测菌株的豆油耐受性。
２　 结果与分析

２．１　 出发菌株确定　 将原始菌株复壮培养后，有 ８
个单菌落的发酵效价较高，经平板划线分离并进行

三次转接后，结果发现编号 ＳＰＭ－１４０７８ 的菌株发

酵效价最高，为 ３５５１ μｇ ／ ｍＬ，且遗传性稳定，作为

出发菌株（图 １）。

图 １　 复壮菌株的效价及遗传稳定性

Ｆｉｇ １　 Ｐｏｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ

·３·
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２．２　 使用 ＡＲＴＰ 处理菌株 ＳＰＭ－１４０７８ 的诱变效果

ＳＰＭ－１４０７８ 菌株孢子悬液经 ＡＲＴＰ 照射处理 ４０、
８０、１２０、１６０ ｓ 后，分别涂板，每个处理涂 １０ 个板，
以未经照射处理的作为对照。 培养后，统计每板存

活菌落数，计算致死率和正突变率、测定正突变菌

株的效价。 结果发现，随着 ＡＲＴＰ 处理时间增加，
菌体致死率显著升高，当处理时间为 １６０ ｓ 时，致死

率最高，达到 ９７．３％，处理时间为 １２０ ｓ 时，致死率

为 ８８．５％（表 １）。 结合已有的研究报道，确定处理

时间 １２０ ｓ 为适宜的诱变时间。 ＳＰＭ－１４０７８ 菌株

孢子悬液经 ＡＲＴＰ 处理 １２０ ｓ 后，涂布平板。 通过

琼脂柱法进行初筛，得到 １６ 株正突变株。 将正突

变株连续传代 ３ 次，用发酵摇瓶法进行复筛，得到

３ 株编号分别为 ＳＰＭＡＲ － １６０１、 ＳＰＭＡＲ － １６０２、
ＳＰＭＡＲ－１６０３ 的菌株，其效价分别为 １１０３７、９６２６、
１１２９１ μｇ ／ ｍＬ。

表 １　 ＡＲＴＰ 诱变结果分析

Ｔａｂ １　 Ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＲＴＰ

ＡＲＴＰ
处理时间 ／ ｓ 致死率 ／ ％ 正突变率 ／ ％

最高效价

／ （μｇ·ｍＬ－１）

４０ １０．６ｄ １４．６ｄ ５６６９

８０ ４５．８ｃ ２２．４ｃ ７９５３

１２０ ８８．５ｂ ３７．５ａ １１２９１

１６０ ９７．３ａ ２８．９ｂ ８６３３

　 同列数据上标不同字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．３　 使用 ＵＶ 处理菌株 ＳＰＭ－１４０７８ 的诱变效果　
ＳＰＭ－１４０７８ 菌株孢子悬液经 ＵＶ 照射 １５、３０、６０、
９０ ｓ后，分别涂板，每个处理涂 １０ 个板，以未经 ＵＶ
处理的作为对照。 培养后，统计每板存活菌落数，
计算致死率和正突变率、测定正突变菌株的效价。
结果发现，随着 ＵＶ 处理时间增加，菌体致死率显

著升高，当处理时间为 ９０ ｓ 时，致死率最高，达到

９１．４％，处理时间为 ６０ ｓ 时，致死率为 ７８． ６％（表
２）。 结合已有的研究报道，确定处理时间 ６０ ｓ 为适

宜的诱变时间。 ＳＰＭ－１４０７８ 菌株孢子悬液经 ＵＶ
处理 ６０ ｓ 后，涂布平板。 通过琼脂柱法进行初筛，
得到 ２２ 株正突变株。 将正突变株连续传代 ３ 次，
用发酵摇瓶法进行复筛，得到 ４ 株编号分别为

ＳＰＭＵ－ １６０１、 ＳＰＭＵ － １６０２、 ＳＰＭＵ － １６０３、 ＳＰＭＵ －

１６０４ 的菌株，其效价分别为 ９７７９、１０２８５、１０１５４、
９３７４ μｇ ／ ｍＬ。

表 ２　 ＵＶ 诱变结果分析

Ｔａｂ ２　 Ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＵＶ
ＵＶ

处理时间 ／ ｓ 致死率 ／ ％ 正突变率 ／ ％
最高效价

／ （μｇ·ｍＬ－１）

１５ ２５．１ｄ ９．３ｄ ８７０６

３０ ３８．５ｃ １５．８ｃ ９２３５

６０ ７８．６ｂ ４５．５ａ １０２８５

９０ ９１．４ａ ２６．６ｂ ３９１３

　 同列数据上标不同字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．４　 使用 ＮＴＧ 处理菌株 ＳＰＭ－１４０７８ 的诱变效果

　 ＳＰＭ－１４０７８ 菌株孢子悬液经 ＮＴＧ 处理 ３０、６０、
９０、１２０、１８０、２４０ ｍｉｎ 后，分别涂板，每个处理涂 １０
个板，以未经 ＮＴＧ 处理的作为对照。 培养后，统计

每板存活菌落数，计算致死率和正突变率，测定正

突变菌株的效价。 结果发现，随着 ＮＴＧ 处理时间

增加，菌体致死率显著升高，当处理时间为 ２４０ ｍｉｎ
时，致死率最高，达到 ９５．８％，处理时间为 １８０ ｍｉｎ
时，致死率为 ８０．４％。 结合已有的研究报道，确定

处理时间 １８０ ｍｉｎ 为适宜的诱变时间（表 ３）。 ＳＰＭ
－１４０７８ 菌株孢子悬液经 ＮＴＧ 处理 １８０ ｍｉｎ 后，稀
释涂布于平板上。 通过琼脂柱法进行初筛，得到 １９
株正突变株。 将上述 １９ 株正突变株连续传代 ３ 次

后，用发酵摇瓶法进行复筛，得到 ３ 株编号为 ＳＰＭＮ
－１６０１、ＳＰＭＮ－１６０２、ＳＰＭＮ－１６０３ 的优良菌株，其发

酵效价分别为 １２３６１、９６６１、１００４６ μｇ ／ ｍＬ。

表 ３　 ＮＴＧ 诱变结果分析

Ｔａｂ ３　 Ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＴＧ
ＮＴＧ

处理时间 ／ ｍｉｎ 致死率 ／ ％ 正突变率 ／ ％
最高效价

／ （μｇ·ｍＬ－１）

３０ １７．２ｆ １３．３ｆ ６４３５

６０ ２４．５ｅ １７．５ｅ ６７３４

９０ ３１．３ｄ ２４．５ｄ ７５４２

１２０ ３８．３ｃ ２８．１ｂ ７９６２

１８０ ８０．４ｂ ４２．４ａ １２３６１

２４０ ９５．８ａ ２０．５ｃ ８８９１

　 同列数据上标不同字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
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２．５　 优良菌株遗传稳定性检测　 对不同诱变方法

获得优良菌种进行进一步复筛，测定其遗传稳定

性，结果发现，菌株 ＳＰＭＡＲ－１６０１、ＳＰＭＡＲ－１６０３、
ＳＰＭＵ－１６０２、ＳＰＭＮ－１６０３ 遗传稳定性好（图 ２）。

图 ２　 优良菌种遗传稳定性分析

Ｆｉｇ ２　 Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ

２．６　 优良菌株 Ｃｏ２＋耐受性的检测　 将菌株 ＳＰＭＡＲ
－１６０１、ＳＰＭＡＲ－１６０３、ＳＰＭＵ－１６０２、ＳＰＭＮ－１６０３ 的

菌株孢子悬液稀释 １０－５，然后分别涂布于含有

１．２ ｍｍｏＬ ／ Ｌ Ｃｏ２＋的培养基平板上，培养后，观察菌

落的生长情况，结果发现，ＳＰＭＡＲ－ １６０３、ＳＰＭＵ－

１６０２、ＳＰＭＮ－１６０３ 菌株的生长情况好，而 ＳＰＭＡＲ－

１６０１ 菌株的生长情况一般 （表 ４）。 结果表明，
ＳＰＭＡＲ－１６０３、ＳＰＭＵ－１６０２、ＳＰＭＮ－１６０３ 具有较好

的 Ｃｏ２＋耐受性。
表 ４　 优良菌株 Ｃｏ２＋耐受性检测

Ｔａｂ ４　 Ｃｏ２＋ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株号 菌落生长情况

ＳＰＭＡＲ－１６０１ ＋＋

ＳＰＭＡＲ－１６０３ ＋＋＋

ＳＰＭＵ－１６０２ ＋＋＋

ＳＰＭＮ－１６０３ ＋＋＋

　 ＋＋＋表示菌落生长好，＋＋表示菌落生长一般

２．７　 优良菌株噬菌体抗性的检测　 将菌株 ＳＰＭＡＲ
－１６０３、ＳＰＭＵ－１６０２、ＳＰＭＮ－１６０３ 的菌株孢子悬液

稀释 １０－５，然后分别涂布于含有噬菌体的培养基

平板上，培养后，观察菌落的生长情况，结果发现，
ＳＰＭＡＲ－ １６０３、 ＳＰＭＮ － １６０３ 菌株的生长情况好，
ＳＰＭＵ－１６０２ 菌株的生长情况一般（表 ５）。 结果表

明，ＳＰＭＡＲ－１６０３、ＳＰＭＮ－１６０３ 具有较好的噬菌体

抗性。
表 ５　 优良菌株噬菌体抗性的检测

Ｔａｂ ５　 Ｐｈａｇｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株号 菌落生长情况

ＳＰＭＡＲ－１６０３ ＋＋＋

ＳＰＭＵ－１６０２ ＋＋

ＳＰＭＮ－１６０３ ＋＋＋

　 ＋＋＋表示菌落生长好，＋＋表示菌落生长一般

２．８　 优良菌株豆油抗性检测 　 将菌株 ＳＰＭＡＲ－

１６０３、ＳＰＭＮ－１６０３ 的菌株孢子悬液稀释为 １×１０－５，
然后分别涂布于含有 ２．０％豆油的平板上，以不含

豆油的平板为对照。 培养后，观察菌落的生长情

况，结果发现，含豆油的培养基上 ＳＰＭＡＲ－ １６０３、
ＳＰＭＮ－１６０３ 的菌落比不含豆油的培养基上的菌落

明显大，且未见孢子（表 ６）。 结果表明，ＳＰＭＡＲ－

１６０３、ＳＰＭＮ－１６０３ 菌株均具有较好的豆油抗性。

·５·
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表 ６　 豆油对优良菌株生长的影响

Ｔａｂ ６　 Ｐｈａｇｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株号
培养基种类及菌落生长情况

含豆油的培养基 不含豆油的培养基

ＳＰＭＡＲ－１６０３ 菌落饱满无孢子 菌落饱满，白色孢子

ＳＰＭＮ－１６０３ 菌落饱满无孢子 菌落饱满，白色孢子

２．９　 优良菌株发酵特性分析　 将选育出的优良菌

株 ＳＰＭＡＲ－１６０３、ＳＰＭＮ－１６０３ 以及原始菌株 ＳＰＭ－

１４０７８ 进行发酵罐发酵，发酵后，分别测定效价、组
分、菌丝浓度、残糖量、残油量，结果发现，ＳＰＭＡＲ－

１６０３ 菌种发酵液中效价和菌丝浓度最高、残糖和

残油量最低（表 ７）。

表 ７　 优良菌株发酵特性分析

Ｔａｂ ７　 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株号
效价

／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＳＰＭⅠ

／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＳＰＭⅡ

／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＳＰＭⅢ

／ （μｇ·ｍＬ－１）
菌丝浓度 ／ ％ 残糖量 ／ ％ 残油量 ／ ％

ＳＰＭＡＲ－１６０３ １００７４ ２４４８ ３１４４ ４４８２ ３５ ０．５３ ０．４７

ＳＰＭＮ－１６０３ ８９７７ １４５１ ２４８６ ４０４０ ３２ ０．７６ ０．５４

ＳＰＭ－１４０７８ ３４１５ ８２１ １０６４ １５３０ ２８ １．０８ １．０７

３　 讨论与小结

菌种对螺旋霉素发酵生产起着关键性作用，刘
守强等［５］、周德龙等［６］、王建国［７］ 等分别采用 ＵＶ、
ＡＲＴＰ、ＮＴＧ 诱变方法，对螺旋霉素发酵菌种进行了

诱变选育，所选育出菌株的效价均有大幅提高，其
中周德龙等［６］ 利用 ＡＲＴＰ 诱变方法选育出菌株的

效价提高幅度最大。 本研究运用 ＡＲＴＰ、ＵＶ、ＮＴＧ
三种诱变方法，分别对螺旋霉素链霉菌进行诱变处

理，结果表明这三种方法均可诱导菌株产生有效的

突变，其中 ＡＲＴＰ 诱变效果最佳。 这与上述三位研

究者的研究结论相一致。
酰基激酶和酰基 ＣｏＡ 合成酶是螺旋霉素生物

合成过程中的限速酶，短链脂肪酸可诱导这两个酶

的合成。 发酵液中的豆油一方面可以满足菌体的

生长，更重要的是豆油被菌体分解产生乙酸、丙酸、
丁酸等短链脂肪酸，这些短链脂肪酸可促进酰基激

酶和酰基 ＣｏＡ 合成酶的合成，从而促进螺旋霉素的

生物合成，有利于提高其产量。 Ｃｏ２＋可增强酰基激

酶和酰基 ＣｏＡ 合成酶的活性，在发酵液中添加 Ｃｏ２＋

可激发这两个酶的活性，促进螺旋霉素的生物合

成，也有利于提高其产量。 本研究筛选出的优良菌

株 ＳＰＭＡＲ－１６０３ 具有较好豆油耐受性和 Ｃｏ２＋耐受

性，这很可能是其效价得以大幅度提高的主要原

因。 螺旋霉素发酵生产易受噬菌体污染的影响，选
育噬菌体抗性的菌株是防治噬菌体污染行之有效

的办法。 本研究筛选出的优良菌株 ＳＰＭＡＲ－１６０３
具有较好的噬菌体抗性，可有效抑制发酵生产过程

中噬菌体的污染，有助于提高生产效率。 有关

ＳＰＭＡＲ－１６０３ 的生产试验正在进行之中，菌株的优

良特性在规模化生产中的实际表现还有待进一步

验证。
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