
黑龙江农业科学２０２１（２）：６１６５
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ

ｈｔｔｐ：／／ｈｌｊｎｙｋｘ．ｈａａｓｅｐ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．１１９４２／ｊ．ｉｓｓｎ１００２２７６７．２０２１．０２．００６１

吕苗苗，杨光耀，田平雅，等．阿维菌素生产菌的复合诱变［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０２１（２）：６１６５．

阿维菌素生产菌的复合诱变

吕苗苗，杨光耀，田平雅，张会萍，牛　春，张　萍

（宁夏泰瑞制药股份有限公司，宁夏 银川７５０１０１）

摘要：为筛选阿维菌素高产菌株，提高阿维链霉菌的发酵单位，降低生产成本，本试验主要采用紫外诱变结合

不同类型抗生素的双重筛选方法对出发菌株ＡＷ８进行诱变选育。结果表明：共筛选出具有链霉素单抗高产

菌株１６株，正突变率为１０．７％；筛选出具有利福平单抗高产菌株２７株，正突变率为１４．２％；筛选出具有链霉

素和利福平双抗高产菌株６株，正突变率为５％；经遗传稳定性验证，获得１株具有链霉素和利福平双抗高产

稳产菌株Ｒ４，比单一抗性菌株 Ｗ７的效价高８．５３％，比出发菌株ＡＷ８的效价高２０．９２％。该方法是一种便

捷有效的选育方式。
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　　 阿 维 菌 素 （Ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ）是 由 阿 维 链 霉

菌（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犪狏犲狉犿犻狋犻犾犻狊）产生的一组结构相

似的十六元环大环内酯类抗生素。最初由日本学

者大村智和美国默克公司研究组在日本静冈土壤

中发现并分离，经鉴定其为一个新种，并且发现其

发酵液对动物寄生虫及多种农业害虫有极强的消

灭效果［１］。阿维菌素的天然发酵产物共有８个组

分：Ａ１ａ、Ａ１ｂ、Ａ２ａ、Ａ２ｂ、Ｂ１ａ、Ｂ１ｂ、Ｂ２ａ和Ｂ２ｂ。

其中Ｂ１ａ组分的杀虫活性最高，毒性最小
［２］。阿

维菌素作为一种绿色生物农药，由于其作用机制

与一般杀虫剂不同，对常用农药产生耐药性和抗

药性的害虫具有良好的防治效果。而其衍生产品

伊维菌素还可降低河盲症和淋巴丝虫病的发病

率，同时还能有效对抗其他寄生虫病，治疗效果显

著，具有良好的应用价值和广阔的市场前景。然

而我国阿维菌素原料药的生产存在能耗高、污染

大、发酵产量低等问题［３］，严重影响企业的生产发

展。因此，筛选阿维菌素高产菌株，提高阿维链霉

菌的发酵单位，降低生产成本，成为急需解决的

问题。

在阿维链霉菌的菌种选育中，传统的诱变筛

选方法是对菌株进行各种物理或化学诱变剂的处

理，再定向筛选产量提高的菌株。其中包括常压

室温等离子体（ＡＲＴＰ）、Ｎ＋离子注入、紫外线、γ

射线等物理诱变以及溴化乙锭（ＥＢ）、甲基磺酸乙

酯（ＥＭＳ）、ＬｉＣｌ等化学诱变。其中，紫外诱变可

使ＤＮＡ分子形成嘧啶二聚体，引起碱基转换、颠

换、移码突变或缺失等，因此，能够快速获得多种

突变株。而在分子育种中有关于抗生素产生菌抗

性基因与抗生素合成的结构基因、调控基因紧密

连锁，从而容易发生共突变的理论［４］，采用抗生素

抗性筛选能够直接影响微生物生产抗生素的调控

系统，在微生物获得耐药性的同时，其核糖体结构

可能发生某种改变，这些改变可直接提高抗生素

生产菌的生产能力。因此，利用抗生素生产菌产

抗能力与其抗性突变之间的相关性进行筛选，可

以在很大程度上减少抗生素高产菌筛选的盲目性

和不确定性，极大地提高目标菌株的筛选效率。

Ｓｉｄｄｉｑｕｅ等
［５］在紫外诱变高产菌 ＤＳＭ４１４４５５

ＵＶ４５（ｍ）３基础上又利用人工神经网络和响应

面法分别对培养条件中的ＮａＣｌ、ＫＣｌ和ｐＨ进行

优化，对酵母粉、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ以及培养温度进

行优化，Ｂ１ｂ组分产量提高３７．９和５０．０倍。田萍

萍等［３］使用 ＡＲＴＰ诱变技术结合平板抗性筛选

法，高通量筛选出的高产阿维菌素菌株产量提高

２７％。罗林根等
［６］通过核糖体工程技术，采用链

霉素对须糖多孢菌（犛犪犮犮犺犪狉狅狆狅犾狔狊狆狅狉犪狆狅犵狅狀犪）

进行抗性选育，筛选获得一株高产丁烯基多杀菌

素突变菌株Ｓ１３，突变株气生菌丝显著增厚，产孢

速率与孢子丰满度得到明显提高。Ｘｉｅ等
［７］证实

通过引入利福平抗性，可显著提高犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

狆狉狅狋犲犵犲狀狊Ｐｆ５的次级代谢产物的产量。Ｏｃｈｉ

等［８１８］通过对犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犮狅犲犾犻犮狅犾狅狉Ａ３（２）菌

株连续引入链霉素、庆大霉素和利福平抗性突变，

最终将放线紫红素产量比出发菌株提升了４８倍。
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本试验主要采用紫外诱变结合不同类型抗生

素的双重筛选方法对生产菌株ＡＷ８进行改造，

先筛选出单抗高产菌株，在此基础之上进行双抗

筛选，最终获得高产稳产的突变株，为生产阿维菌

素提供支持。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种　阿维菌素ＡＷ８（来自宁夏泰益欣

生物科技有限公司）。

１．１．２　培养基　分离培养基：葡萄糖、蛋白胨、酵

母膏、琼脂条；斜面培养基：牛肉膏、葡萄糖、磷酸

氢二钾、琼脂条；种子瓶培养基：玉米淀粉、花生饼

粉、黄豆饼粉、酵母膏；发酵培养基：玉米淀粉、黄

豆饼粉、硫酸铵、轻质碳酸钙、钼酸钠、氯化钴、硫

酸锰。１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

１．１．３　试剂及设备　链霉素和利福平（大连美仑

生物有限公司）；ＢＳＡ３２０２ＳＣＷ 型电子天平（赛

多利斯科学仪器有限公司）；ＰＨＳ３Ｃ酸度计（上

海精密科学仪器有限公司）；ＸＤＷ２５／９６型旋转

摇瓶机（乐山长征制药机械有限公司）；超净工作

台（无锡市荣丰净化空调设备厂）；ＤＨＺ２００１Ｂ恒

温恒湿培养箱（上海博讯实业有限公司医疗设备

厂）；ＡＳ３１２０Ａ型超声波清洗机（天津奥特赛恩斯

仪器有限公司）；ＬＣ２０ＡＴ型高效液相色谱仪（日

本岛津公司）；Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ）（日本岛津公司）。

１．２　方法

１．２．１　单孢子悬液的制备　取一支制备好的斜

面，用铲子挑取适量放于装有玻璃珠的三角瓶中，

均匀打碎，再用４层纱布过滤至离心管中，血球计

数板计数，制成１０５个·ｍＬ１的单孢子悬液。

１．２．２　最小抑菌浓度的确定　分别制备含链霉

素１．５，２．５，３．５，４．５和５．５μｇ·ｍＬ
１的单一抗性培

养基和含利福平０．５，１．０，１．５，２．０和２．５μｇ·ｍＬ
１

的单一抗性培养基，空孵１ｄ，取制备好的单孢子悬

液１００μＬ，均匀涂布于培养皿中，置于２８℃培养箱

培养７ｄ，定期观察并统计单菌落形态与数量。

１．２．３　紫外诱变致死率曲线的绘制　取１００μＬ

单孢子悬液均匀涂布于培养皿中，置于超净工作

台１５Ｗ 紫外灯下３０ｃｍ处，在黑暗条件下紫外

照射１０，２０，３０，４０，５０，６０，７０和８０ｓ，每个处理

３个平行，于２８℃培养箱黑暗条件下培养７ｄ，培

养结束后观察并记录菌落形态与致死率。

１．２．４　链霉素抗性突变株的复合选育　紫外诱

变结合链霉素抗性突变株的筛选。制备含１．０×

ＭＩＣ、２．０×ＭＩＣ……７．０×ＭＩＣ浓度的链霉素抗

性培养基备用，取１００μＬ单孢子悬液均匀涂布于

培养皿中，在超净工作台上进行黑暗环境下紫外

线照射，每个处理３个平行，置于培养箱中，２８℃

黑暗培养７ｄ。挑取不同形态的单抗突变株于斜

面培养基中２８℃培养，制备成单菌落斜面。

链霉素抗性突变株的摇瓶复筛及遗传稳定性

验证。取单抗突变株，用接种铲刮取适量孢子，接

种子瓶，２８℃摇床发酵培养４８ｈ后转接发酵瓶，

２６４ｈ后放瓶。取发酵液１ｍＬ加入９ｍＬ甲醇，

混合均匀后超声３０ｍｉｎ，用滤纸过滤后经 ＨＰＬＣ

检测。取摇瓶效价高的链霉素单抗突变株，刮取

适量，制成孢子悬液，均匀涂布在新制备的斜面

上，连续４次，经摇瓶发酵验证，筛选具有遗传稳

定性高的菌株。

１．２．５　利福平抗性突变株的复合选育　紫外诱

变结合利福平抗性突变株的筛选方法同１．２．４；

利福平抗性突变株的摇瓶复筛及遗传稳定性验证

方法同１．２．４。

１．２．６　链霉素和利福平双抗突变株的选育　对

获得的单抗高产菌株进行２次不同抗性的筛选，

最终获得同时具备链霉素和利福平双抗的突

变株。

双抗突变株的摇瓶复筛及遗传稳定性验证方

法同１．２．４。

２　结果与分析

２．１　最小抑菌浓度的确定

由表１可知，随着抗生素浓度的增加，菌株数

量明显呈递减趋势，说明这２种抗生素对阿维链

霉菌具有明显的抑制效果，属于有效抗生素。菌

落颜色及菌落形态也有了明显的变化，且菌落生

长出现延迟效应（图１）。菌落颜色由灰色转变为

灰白色或者米白色，菌落形态由褶皱的饱满的圆

形菌落转变为褶皱凸起的不饱满的或者褶皱凸起

的“太阳状”的不饱满或者饱满的菌落。由于孢子

生长是受基因调控的，这说明菌株在抗生素的作

用下发生了自发突变。同时，确定了链霉素的最

小抑菌浓度为３．５μｇ·ｍＬ
１；利福平的最小抑菌

浓度为１．５μｇ·ｍＬ
１。
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图１　单菌落的生长情况

表１　在不同抗生素浓度作用下菌落生长情况及抑菌率

处理 浓度／（μｇ·ｍＬ
１） 菌落数／个 抑菌率／％

链霉素浓度 １．５ ４１ ６２．０４

２．５ ４ ９６．３０

３．５ ０ １００．００

４．５ ０ １００．００

５．５ ０ １００．００

利福平 ０．５ １５ ８４．２１

１．０ １２ ８７．３７

１．５ ０ １００．００

２．０ ０ １００．００

２．５ ０ １００．００

２．２　紫外诱变致死率曲线的绘制

由图２可知，阿维链霉菌的致死率与紫外照

射时间有很大的关系。随着紫外照射时间的增

加，阿维链霉菌的致死率逐步递增。紫外照射

１０ｓ时阿维链霉菌致死率达到５７．１％；紫外照射

２０ｓ时致死率达到７５．１％；紫外照射３０ｓ时致死

率达到８０％；紫外照射５０ｓ时致死率达到９２％。

经紫外诱变处理后的菌株正突变较多地出现在偏

低的剂量，而负突变则较多地出现在偏高剂量。

因此，在紫外诱变时常常采用致死率为７０％～

８０％的相对剂量，故在本实验中选用紫外诱变时

间为２０ｓ。

图２　不同紫外照射时间对阿维链霉菌的致死曲线

２．３　单一抗性突变株的筛选

在紫外诱变结合抗性筛选条件下，选择合适

的抗生素浓度范围，提升正突变效率。经过３次

分离培养，根据菌落生长情况，确定了链霉素筛选

浓度条件为１．０～５．０×ＭＩＣ，利福平筛选浓度条

件为１．０～５．０×ＭＩＣ。挑取单菌落于斜面培养

基中，培养９ｄ后选取长势良好的斜面进行摇瓶

验证，共筛选链霉素单一抗性突变株１５０株，筛选

利福平单一抗性突变株１９０株。

经过摇瓶验证，筛选出链霉素高产菌株

１６株，正突变率为１０．７％，筛选出利福平高产菌

株２７株，正突变率为１４．２％。由表２可知，其中

链霉素高产菌株高于对照（出发菌株 ＡＷ８：

６０５１Ｕ·ｍＬ１）５％以上的有５株，利福平高产菌

株高于对照５％以上的有８株。

表２　单抗高产菌株摇瓶验证

链霉素

高产菌

效价／

（Ｕ·ｍＬ１）

效价增

长率／％

利福平

高产菌

效价／

（Ｕ·ｍＬ１）

效价增

长率／％

Ａ１ ６７９８ １２．３５ Ｗ１ ６３７９ ５．４３

Ａ２ ６６６２ １０．０９ Ｗ２ ６９３６ １４．６３

Ａ３ ６６０８ ９．２１ Ｗ３ ６６４１ ９．７６

Ａ４ ６５８６ ８．８５ Ｗ４ ６４３２ ６．２９

Ａ５ ６３８６ ５．５４ Ｗ５ ６４９３ ７．３１

# # # Ｗ６ ６４４７ ６．５４

# # # Ｗ７ ６８４２ １３．０７

# # # Ｗ８ ６６０４ ９．１３

２．４　单一抗性突变株的稳定性验证

选取Ａ１、Ａ２、Ｗ２和 Ｗ７共４株高产菌连续

传５代进行稳定性验证（图３）。其中 Ａ１和 Ａ２

的５代效价均出现骤减现象，说明其稳定性较差，

在传代培养过程中菌株容易出现退化，不适合生

产需要；Ｗ２的５代效价衰减速度低，但相较 Ｗ７

而言效价偏低，Ｗ７的５代效价虽出现降低，但幅

度不大，且平均高于出发菌株１０％以上。

３６



　　　　　黑　龙　江　农　业　科　学 ２期

图３　单抗高产菌株的稳定性验证

２．５　双抗突变株的筛选

制备含有１．０×ＭＩＣ、２．０×ＭＩＣ……７．０×

ＭＩＣ浓度的链霉素和利福平的抗性培养皿备用，

以利福平高产菌株 Ｗ７为出发菌株，以链霉素为

筛选标记进行双抗筛选。由表３可知，经摇瓶筛

选获得６株效价增加的突变株，正突变率为５％。

表３　双抗高产菌株摇瓶验证

菌株编号 效价／（Ｕ·ｍＬ１） 效价增长率／％

Ｗ７ ６７４２ 

Ｒ１ ７１４４ ５．９６

Ｒ２ ６９３６ ２．８８

Ｒ３ ６９０６ ２．４３

Ｒ４ ７３１７ ８．５３

Ｒ５ ７２７８ ７．９５

Ｒ６ ６９４５ ３．０１

２．６　双抗突变株的稳定性验证

选取Ｒ１、Ｒ４和Ｒ５共３株高产菌连续传５代

进行稳定性验证（图４）。其中Ｒ１的５代效价出

现骤减现象，说明其稳定性较差，不适合生产需

要；Ｒ４和Ｒ５的５代效价均出现缓慢下降，但是

Ｒ４的效价均高于Ｒ５，且高于单抗菌株 Ｗ７的效

价５％以上（８．５３％），比出发菌株 ＡＷ８的效价

高２０．９２％。

图４　双抗高产菌株的稳定性验证

３　讨论
在诱变育种中，单纯的利用紫外诱变或者抗

性选育对菌种的改造存在一定的局限性，而将两

者结合起来，可以快速高效的获得目标突变株，因

此，这种复合选育技术更贴近实际生产、适应企业

生产的需求。Ｚｈｕ等
［１９］通过 ＵＶ诱变结合核糖

体工程技术对黄病毒链霉菌ＳＢ９０２６（犛狋狉犲狆狋狅犿狔

犮犲狊犳犾犪狏狅狏犻狉犻犱犻狊ＳＢ９０２６）进行改造，成功获得了

一株犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犳犾犪狏狅狏犻狉犻犱犻狊Ｇ４Ｆ１２的高产

菌株，其６脱氧博来霉素Ｚ的发酵产量比原来提

高了７倍。李芹等
［２０］基于抗性筛选的育种方法，

首先，通过筛选低浓度链霉素（１～５ＭＩＣ）抗性突

变株，将 ＭＺ１８的εＰＬ的摇瓶产量从１．６ｇ·Ｌ
１

提高到２．４３ｇ·Ｌ
１；随后，再次提升菌株的链霉素

耐受性（５～１０ＭＩＣ），进一步增强菌株的εＰＬ合

成能力；最后，获得一株高产突变菌ＳＳ１９，其ε

ＰＬ产量和单位菌体合成能力分别为３．１３ｇ·Ｌ
１

和０．５８ｇ·ｇ
１，较出发菌 ＭＺ１８分别提高了

９５．６３％和１３７．６１％，通过逐步引入高浓度链霉

素抗性的筛选方法可有效提升小白链霉菌的ε

ＰＬ产量。刘华华等
［２１］通过核糖体工程技术成功

筛选获得一株耐链霉素抗性的阿维拉霉素高产突

变菌株犛．狏犻狉犻犱狅犮犺狉狅犿狅犵犲狀犲狊ｇｓ７７５４。本研究

通过紫外诱变结合链霉素、利福平抗性筛选的育

种方法，首先在利福平（安莎霉素类抗生素）抗性

条件下筛选出一株具有利福平单抗菌株 Ｗ７，摇

瓶效价提高１０％，在此基础上，再利用链霉素（氨

基糖苷类抗生素）进行筛选，获得一株具有链霉素

和利福平双抗高产稳产菌株Ｒ４，比单一抗性菌株

Ｗ７的效价高５％以上，比出发菌株ＡＷ８的效价

高２０％以上。由此可见，同一类型的抗生素在不

同浓度下对菌株的作用不同，适当提高浓度可以

提升其代谢能力；而利用不同类型的抗生素对阿

维链霉菌菌株进行筛选，也可以提高其产抗水平。

４　结论
本试验通过紫外诱变结合不同类型抗生素双

重筛选，获得一株具有链霉素和利福平双抗高产

稳产菌株 Ｒ４，比单一抗性菌株 Ｗ７的效价高

８．５３％，比出发菌株 ＡＷ８的效价高２０．９２％。

因此，该方法是一种便捷有效的选育方式。
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