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放线菌犛犔５链霉素耐药突变菌株的分离、活性

筛选及发酵优化研究
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沈　玲，郭正彦，吴文君
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［摘　要］　【目的】为新型抗生素的开发研究提供有效途径。【方法】对放线菌ＳＬ５在链霉素不同浓度下的耐

药突变菌株进行分离和活性筛选，并采用单因素和正交试验对活性菌株进行发酵优化。【结果】从无活性放线菌ＳＬ

５的耐药菌株中得到１株活性突变菌株ｓｔｒ１４，室内生测结果表明，其发酵液对蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊）的抑菌

圈直径为１７．５ｍｍ。通过单因素和正交试验，确定该菌株的最佳摇瓶发酵培养基配方为：小米１０ｇ／Ｌ，葡萄糖２０

ｇ／Ｌ，酵母粉２ｇ／Ｌ，蛋白胨７ｇ／Ｌ，混合ＶＢ１．５ｍｇ／Ｌ，ＮａＣｌ２．５ｇ／Ｌ，ＣａＣＯ３２．０ｇ／Ｌ。最佳培养条件为：初始ｐＨ为

８．０，装液量７０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶），１８０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ。【结论】通过引入链霉素耐药性突变获得抑菌活性物质，是

创制新型抗生素的一条可行之路。
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生素抗药性问题的日益突出及市场需求的增加，开

发一个具有市场价值的抗生素变得愈加困难，成本

也不断增加，成为目前新药研发中的一个主要问题。

因此，有必要寻找一条开发新型抗生素的有效途径，

其热点之一就是从菌种的改良入手。目前，基因工

程育种和新型抗生素研究中最有效的一个手段，就

是利用抗生素耐药性突变进行工程菌种的改良以及

无活性菌株的诱导激活。这项技术最早由日本越智

幸三教授带领的研究小组提出［１］，其原理是利用能

够作用于核糖体的某些抗生素（如链霉素、庆大霉素

等），从而改变微生物核糖体的结构和功能，影响其

次生代谢产物［２３］。这项技术目前已经在许多工程

菌种的改良上获得了成功［４６］，而且在无活性菌株的

诱导激活方面也取得了重大成果。Ｓｈｉｍａ等
［１］对不

产生放线紫红素Ａｃｔ的变铅青链霉菌（犛狋狉犲狆狋狅犿狔

犮犲狊犾犻狏犻犱犪狀狊）进行链霉素抗性诱导，得到的突变株

ＴＫ２４能够合成大量的放线紫红素 Ａｃｔ。路福平

等［７］利用四环素等抗生素的抗性突变，使一株拟诺

卡氏放线菌产生了抗真菌活性。于志斌等［８］利用链

霉素诱导激活１株无活性放线菌产生了抑制肿瘤细

胞的新物质———ｂｉｓ（２Ｓｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）ｍａｌｅａｔｅ。由此

可见，引入链霉素耐药性突变可能激活放线菌的沉

默基因产生抗生素，或者通过促进抗生素的代谢或

加快其分泌出细胞外，从而提高抗生素的产量，这项

研究丰富了新抗生素的来源途径，为新型抗生素的

开发研究提供了一条可行之路。

原始菌株ＳＬ５是由西北农林科技大学农药研

究所从土壤中分离得到的１株放线菌，室内活性生

测表明其发酵液对蜡状芽胞杆菌无抑制活性。本研

究以ＳＬ５菌株为出发菌株，引入链霉素耐药性突变

和抑菌活性筛选，对活性菌株的发酵培养基和培养

条件优化进行初步研究，以期为新型抗生素的开发

研究提供有效途径，并为下一步抗生素的分离纯化

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　供试菌株　菌株：土壤放线菌ＳＬ５由西北

农林科技大学农药研究所分离得到。

抗生素：硫酸链霉素，Ｓｉｇｍａ产品，购自北京鼎

国生物技术有限责任公司。

供试菌种：蜡状芽孢杆菌１．１８４６（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲

狌狊），购自中国科学院普通微生物菌种保藏管理中心。

１．１．２　培养基　分离培养基（改良高氏培养基

ＭｏｄｉｆｉｅｄＧａｕｓｅＮｏ．１）：可溶性淀粉１０ｇ，蛋白胨１

ｇ，ＫＮＯ３３ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ２ｇ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＣａＣＯ３０．０２ｇ，琼脂

１４ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ＶＢ 混合液（含 ＶＢ
１
、ＶＢ

２
、

ＶＢ
３
、ＶＢ

６
、肌醇和对氨基苯甲酸各０．５ｍｇ／ｍＬ）１

ｍＬ，ｐＨ７．２。

发酵培养基：①种子发酵培养基：每升蒸馏水

含小米１０ｇ，葡萄糖１０ｇ，蛋白胨３ｇ，ＮａＣｌ２．５ｇ，

ＣａＣＯ３２ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１．０ｇ，自然ｐＨ；②基础发

酵培养基：每升蒸馏水含小米１０ｇ，葡萄糖１２ｇ，蛋

白胨３ｇ，ＮａＣｌ２．５ｇ，ＣａＣＯ３２ｇ，ｐＨ７．０。

活性测定培养基：牛肉膏蛋白胨培养基。

１．２　放线菌孢子悬浮液的制备

取新鲜培养的放线菌斜面一支，加入５ｍＬ无

菌生理盐水（１０ｇ／Ｌ）反复冲洗，制成孢子悬浮液。

在涡旋仪上混匀，再经无菌擦镜纸过滤后，收集单孢

子悬液，镜检并调整单孢子的浓度约为１０６ｍＬ－１。

１．３　链霉素耐药突变菌株的分离

准确称取一定量的链霉素粉末加入到融化的分

离培养基中，迅速混匀制成链霉素质量浓度分别为

１５，２０，２５μｇ／ｍＬ的培养基平板。取少量ＳＬ５放线

菌孢子悬浮液涂布于含有不同质量浓度链霉素的培

养基平板上，２８℃培养５～７ｄ，根据菌落特征挑取

单菌落纯化并于－４℃保存
［９］。

１．４　链霉素耐药突变菌株发酵液的制备

将纯化后的耐药菌株，打成直径为０．６ｃｍ的菌

饼，按照质量分数１０％接种量接入到４０ｍＬ种子发

酵培养基中（２５０ｍＬ三角瓶），２８℃、１７０ｒ／ｍｉｎ条

件下培养过夜。再以质量分数１０％的接种量接入

到基础发酵培养基中，相同条件下振荡培养５～７ｄ，

过滤发酵液。

１．５　抗菌活性的测定

采用管碟法［１０１１］，测定原始菌株和耐药菌株发

酵液对供试细菌的抑制活性。底层培养基采用质量

分数２％琼脂培养基，上层培养基采用混入供试细

菌的牛肉膏蛋白胨培养基，制成双层平板。将无菌

牛津杯轻轻放在平板上，杯中加入发酵液０．２ｍＬ，

置于３７℃恒温箱中培养，１２ｈ后测量抑菌圈直径。

１．６　链霉素耐药突变菌株发酵培养基的筛选

１．６．１　不同氮源对发酵液抑菌活性的影响
［１２］
　在

无氮源的基础发酵培养基中，分别用黄豆饼粉、玉米

粉、蛋白胨、酵母粉、豆粕、鱼粉、棉籽饼、（ＮＨ４）２ＳＯ４、

ＫＮＯ３为替代氮源，以有效含氮量０．５ｇ／Ｌ为准，计算

各氮源的添加量，以基础发酵培养基作为对照（ＣＫ）。
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抑菌活性测定方法同１．５。

１．６．２　不同碳源对发酵液抑菌活性的影响　在以

酵母粉和蛋白胨为氮源、除去小米和葡萄糖的基础

发酵培养基中，分别用葡萄糖、蔗糖、小米浸汁、可溶

性淀粉、玉米粉、麸皮、米糠为替代碳源，添加量为质

量分数２％，以基础发酵培养基为对照（ＣＫ），抑菌

活性测定方法同１．５。

１．６．３　添加无机元素和混合 ＶＢ 对发酵液抑菌活

性的影响　确定以小米为碳源、酵母粉和蛋白胨为

氮源的基础培养基中，分别以化合物Ｋ２ＨＰＯ４、Ｍｇ

ＳＯ４、ＦｅＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、ＺｎＳＯ４、ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ和混合

ＶＢ（成分同１．１．２）代表 Ｐ
５＋、Ｍｇ

２＋、Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋、

Ｍｎ２＋等无机离子和Ｂ族维生素添加到培养基中，每

种元素化合物的添加量为质量分数０．０１％，以基础

发酵培养基对照（ＣＫ）。振荡培养７ｄ，抑菌活性测

定方法同１．５。

１．６．４　营养成分最适浓度的正交试验　选择４因

素３水平的Ｌ９（３
４）正交表（表１），对发酵培养基中

的主要物质葡萄糖、酵母粉、蛋白胨、混合 ＶＢ 进行

正交试验，确定其适宜浓度，试验重复３次，取３次

发酵液抑菌活性的平均值作为试验结果，进行方差

分析，确定最佳发酵配方。

表１　链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４发酵培养基营养成分最适浓度Ｌ９（３
４）正交试验的因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３
４）ｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｎｕｔｒｉｅｎｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ
葡萄糖／（ｇ·Ｌ－１）

Ｇｌｕｃｏｓｅ

Ｂ
酵母粉／（ｇ·Ｌ－１）

Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

Ｃ
蛋白胨／（ｇ·Ｌ－１）

Ｐｅｐｔｏｎｅ

Ｄ
混合ＶＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＶｉｔａｍｉｎｓＢ

１ １０ １ ３ ０．５

２ １５ ２ ５ １．０

３ ２０ ３ ７ １．５

１．７　链霉素耐药突变菌株发酵培养条件的优化

在确定发酵培养基配方后，进行条件优化［１３］。

①发酵时间：将装液量为４０ｍＬ、ｐＨ为７．０的发酵

液，置于１７０ｒ／ｍｉｎ的摇床分别培养３，４，５，６，７，８，

９，１０ｄ后，测定抑菌活性，方法同１．５（下同）。②初

始ｐＨ值：将４０ｍＬ发酵液的初始ｐＨ值分别调至

３．０，４．０，５．０，６．０，７．０，８．０，９．０，１０．０，置于１７０

ｒ／ｍｉｎ摇床培养７ｄ后测定抑菌活性。③转速：将４０

ｍＬ、ｐＨ为８．０的发酵液，分别置于９０，１１０，１３０，

１５０，１７０，１９０，２１０ｒ／ｍｉｍ摇床培养７ｄ后，测定抑菌

活性。④装液量：２５０ｍＬ三角瓶分别装入３０，５０，

７０，９０，１１０ ，１３０和１５０ｍＬ 发酵培养基（ｐＨ 为

８．０），接种活性菌株后于２５～２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件

下振荡培养７ｄ，测定抑菌活性。

２　结果与分析

２．１　链霉素耐药突变菌株的分离和活性筛选

在链霉素质量浓度分别为１５，２０，２５μｇ／ｍＬ的

分离平板上，共分离得到４７株耐药菌株。以蜡状芽

孢杆菌为指示菌，对其发酵产物进行抗菌活性筛选。

原始菌株ＳＬ５对供试细菌无抑制活性，而其中的１

株ｓｔｒ１４具有较高的抑菌活性，其发酵液对蜡状芽

孢杆菌的抑菌圈直径为１７．５ｍｍ（图１）。

图１　ｓｔｒ１４菌株（左）和ＳＬ５菌株（右）

发酵液对蜡状芽胞杆菌的抑制活性

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆ

ｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４（ｌｅｆｔ）ａｎｄＳＬ５（ｒｉｇｈｔ）ａｇａｉｎｓｔ犅．犮犲狉犲狌狊

图２　原始菌株ＳＬ５（Ａ）与链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４（Ｂ）

在改良高氏培养基上的形态特征

Ｆｉｇ．２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｔｒａｉｎＳＬ５（Ａ）ａｎｄｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｕｔａｎｔｓｔｒ１４（Ｂ）ｏｎｍｏｄｉｆｉｅｄＧａｕｓｅＮｏ．１ｍｅｄｉｕｍ

２．２　原始菌株ＳＬ５与链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４

的形态特征

原始菌株ＳＬ５和链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４

在改良高氏培养基上的菌落形态如图２所示。由图

２可知，原始菌株ＳＬ５在固体培养基平板上的气生

菌丝茂盛，为乳白色，基内菌丝浅黄色。链霉素耐药

突变菌株ｓｔｒ１４的气生菌丝稀少，为浅黄褐色，基

内菌丝浅黄色，与原始菌株ＳＬ５有明显差异。从生
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长周期看，链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４的产孢量

少，生长缓慢。

２．３　链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４发酵培养基的优

化

２．３．１　不同氮源对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的

影响　从表２可以看出，在供试的９种氮源中，以酵

母粉为氮源时，ｓｔｒ１４发酵液的抑菌活性最好，抑菌

圈直径为１７．０ｍｍ；以玉米粉、蛋白胨、（ＮＨ４）２ＳＯ４

为氮源时，ｓｔｒ１４发酵液的抑菌活性次之；而培养基

中含有其他氮源时，ｓｔｒ１４发酵液均无抑菌活性。

表明酵母粉中的某些氨基酸和微量元素可能对发酵

液中活性成分的产生起促进作用，既提供氮源又能

促进菌丝生长。从减少发酵污染和缩短周期等方面

考虑，选择酵母粉和蛋白胨作为复合氮源。

表２　不同氮源对链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆａｃｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

氮源

Ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅ

抑菌圈直径／ｍｍ
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

氮源

Ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅ

抑菌圈直径／ｍｍ
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

黄豆饼粉Ｓｏｙｂｅａｎｃａｋｅｐｏｗｄｅｒ ０ 鱼粉Ｆｉｓｈｍｅａｌ ０

玉米粉 Ｍａｉｚｅｍｅａｌ １０．５ 棉籽饼Ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｃａｋｅ ０

蛋白胨Ｐｅｐｔｏｎｅ １０．０ （ＮＨ４）２ＳＯ４ １１．０

酵母粉Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ １７．０ ＫＮＯ３ ０

豆粕Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ ０ ＣＫ １０．５

２．３．２　不同碳源对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的

影响　由图３可见，在供试的７种碳源中，ｓｔｒ１４发

酵液的抑菌活性依次是玉米粉＞小米浸汁＞麸皮＞

葡萄糖、可溶性淀粉、米糠＞蔗糖，其中分别以蔗糖

和葡萄糖为碳源时，发酵液的抑菌活性均较低，说明

菌株ｓｔｒ１４对有机碳源的需求较无机碳源更重要。

从发酵周期来看，以玉米粉为碳源时，发酵周期较

长，发酵培养基也容易污染和混浊，因此选用小米作

为有机碳源，以速效碳源葡萄糖为补充，有利于发酵

液中菌丝体的形成和活性物质的代谢。

２．３．３　添加无机元素和混合ＶＢ 对菌株ｓｔｒ１４发

酵液抑菌活性的影响　由图４可见，在分别添加有

混合ＶＢ、Ｐ
５＋的发酵液中，ｓｔｒ１４菌体生物量增加，

抑菌活性均明显提高，说明添加一定量的 ＶＢ 混合

物或者Ｐ５＋ 有利于活性物质的代谢。添加Ｚｎ２＋、

Ｍｇ
２＋对ｓｔｒ１４发酵液的抑菌活性基本没有影响，

而添加Ｆｅ２＋和 Ｍｎ２＋反而不利于ｓｔｒ１４菌丝体的

生长，发酵液抑菌活性均明显降低。这说明Ｂ族维

生素对菌株ｓｔｒ１４生长代谢具有促进作用。

图３　不同碳源对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的影响

Ａ．葡萄糖；Ｂ．蔗糖；Ｃ．小米浸汁；Ｄ．可溶性淀粉；

Ｅ．玉米粉；Ｆ．麸皮；Ｇ．米糠

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎ

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

Ａ．Ｇｌｕｃｏｓｅ；Ｂ．Ｓｕｃｒｏｓｅ；Ｃ．Ｍｉｌｌｅｔ；Ｄ．Ｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈ；

Ｅ．Ｍａｉｚｅｍｅａｌ；Ｆ．Ｗｈｅａｔｂｒａｎ；Ｇ．Ｒｉｃｅｂｒａｎ

图４　添加无机元素和混合ＶＢ 对菌株ｓｔｒ１４

发酵液抑菌活性的影响

Ａ．Ｐ５＋；Ｂ．Ｍｇ２＋；Ｃ．Ｆｅ２＋；Ｄ．Ｚｎ２＋；Ｅ．Ｍｎ２＋；Ｆ．ＶＢ

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉｘｉｎｏｒｇａｎｉｃｅｌｅｍｅｎｔｓａｎｄＶＢｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

２．３．４　营养成分最适浓度的正交试验结果　从表

３可以看出，４个因素对菌株ｓｔｒ１４的发酵液抑菌

活性的影响程度依次为混合 ＶＢ＞酵母粉＞蛋白

胨＞葡萄糖，确定的最佳发酵组合为 Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３，即

最佳发酵营养成分为：葡萄糖２０ｇ／Ｌ，酵母粉２

ｇ／Ｌ，蛋白胨７ｇ／Ｌ和混合ＶＢ１．５ｍｇ／Ｌ。由表４可

知，混合ＶＢ 和酵母粉对菌株ｓｔｒ１４发酵液的抑菌

活性影响分别达到极显著和显著水平。说明酵母粉

可以作为氮源和水溶性Ｂ族维生素的来源，也说明

菌株ｓｔｒ１４的发酵需要Ｂ族维生素的参与。
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表３　链霉素耐药性突变菌株ｓｔｒ１４发酵培养基营养成分最适浓度的Ｌ９（３
４）正交试验结果

Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３
４）ｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｎｕｔｒｉｅｎｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

试验编号

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｎｕｍｂｅｒ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ
葡萄糖／（ｇ·Ｌ－１）

Ｇｌｕｃｏｓｅ

Ｂ
酵母粉／（ｇ·Ｌ－１）

Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

Ｃ
蛋白胨／（ｇ·Ｌ－１）

Ｐｅｐｔｏｎｅ

Ｄ
混合ＶＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＶｉｔａｍｉｎｓＢ

抑菌圈直径／ｍｍ
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

１ １０ １ ３ ０．５ １０．０

２ １０ ２ ５ １．０ １５．５

３ １０ ３ ７ １．５ １７．５

４ １５ １ ５ １．５ １５．５

５ １５ ２ ７ ０．５ １３．０

６ １５ ３ ３ １．０ １４．３

７ ２０ １ ７ １．０ １４．５

８ ２０ ２ ３ １．５ １６．５

９ ２０ ３ ５ ０．５ １３．０

犓１ １４．３３３ １３．３３３ １３．６００ １２．０００

犓２ １４．２６７ １５．０００ １４．６６７ １４．７６７

犓３ １４．６６７ １４．９３３ １５．０００ １６．５００

犚犻 ０．４００ １．６６７ １．４００ ４．５００

表４　链霉素耐药性突变菌株ｓｔｒ１４培养基营养成分的Ｌ９（３
４）正交试验方差分析结果

Ｔａｂｌｅ４　ＶａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３
４）ｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｎｕｔｒｉｅｎｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

因素

Ｆａｃｔｏｒ

偏差平方和

犛犛

自由度

犱犳
犉 犉０．０５ 犉０．０１

显著水平

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｅｖｅｌ

葡萄糖Ｇｌｕｃｏｓｅ ０．２７６ ２ １．０００ １９．０００ ９９．００ 不显著Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

酵母粉Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ ５．３４２ ２ １９．３５５ １９．０００ ９９．００ 显著Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

蛋白胨Ｐｅｐｔｏｎｅ ３．２０９ ２ １１．６２７ １９．０００ ９９．００ 不显著Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

混合ＶＢＶｉｔａｍｉｎｓＢ ３０．９０９ ２ １１１．９８９ １９．０００ ９９．００ 极显著Ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

误差Ｅｒｒｏｒ ０．２８ ２

２．４　链霉素耐药性突变菌株ｓｔｒ１４发酵条件的优化

在发酵培养基成分确定的情况下，对菌株ｓｔｒ

１４的发酵条件进行优化。结果（图５～８）表明，发酵

液在初始ｐＨ 为８．０，装液量７０ｍＬ（２５０ｍＬ三角

瓶），１８０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ的条件下培养，其抑菌活性

最高，达到１８．５ｍｍ。

图５　不同发酵时间对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

图６　不同初始ｐＨ对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

图７　不同转速对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．７Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｐｅｅｄｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４

图８　不同装液量对菌株ｓｔｒ１４发酵液抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｒ１４
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３　结论与讨论

本研究对ＳＬ５菌株引入了链霉素耐药性突变，

并对筛选得到的１株活性菌株ｓｔｒ１４的发酵条件

进行优化，抑菌活性测定结果表明，链霉素耐药突变

菌株ｓｔｒ１４发酵液对蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲

狌狊）具有抑菌活性，其抑菌圈直径为１７．５ｍｍ。根据

单因素和正交试验，确定菌株ｓｔｒ１４的最佳摇瓶发

酵培养基配方为：小米１０ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，酵母

粉２ｇ／Ｌ，蛋白胨７ｇ／Ｌ，混合 ＶＢ１．５ｍｇ／Ｌ，ＮａＣｌ

２．５ｇ／Ｌ，ＣａＣＯ３２．０ｇ／Ｌ。最佳培养条件为：初始

ｐＨ值８．０，装液量７０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶），１８０

ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ。

本研究发现，引入链霉素耐药性突变对菌株的

表型影响较大。主要表现在：原始菌株ＳＬ５的菌丝

茂盛，气生菌丝为乳白色；而链霉素耐药突变菌株

ｓｔｒ１４则表现出菌丝颜色变化、气生菌丝稀少、孢子

量少、生长速率延缓等特征。可见，链霉素耐药突变

菌株ｓｔｒ１４在形态和菌落特征上发生了较大变异。

这与相关文献中对链霉素耐药突变菌株的描述一

致［１］。在生产实践中，菌种形态变异与产量变异有

一定的相关性，形态剧烈变化的突变菌株往往是负

突变并引起产量降低，而形态产生细微变化的突变

菌株多为正突变且产量增加。但是也有例外，如蒽

环类抗生素别洛霉素（ｂｅｒｏｍｙｃｉｎ）产生菌球团链霉

菌 （犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犾狅犿犮狉狅犾狌狊）以 及 道 诺 霉 素

（ｄａｕｎｏｍｙｃｉｎ，ＤＮＭ）产生菌淡蓝浅红链霉菌（犛．犮狅

犲狉狌犾犲狅狉狌犫犻犱狌狊）的不产孢光秃型菌株，最高增产抗生

素分别达２００倍和４０倍
［１１］。本研究中链霉素耐药

突变菌株ｓｔｒ１４，在形态上发生了不利于培养和发

酵的变异，产生了抑菌活性。由此可见，这类形态上

的负突变，对于微生物育种研究是不可忽视的。

本研究在发酵培养基的优化试验中发现，链霉

素耐药活性菌株ｓｔｒ１４在发酵过程中，对Ｂ族维生

素显示出特别的需求，而且对氮源物质的要求较高。

与原始菌株ＳＬ５相比，链霉素耐药突变菌株ｓｔｒ１４

可能发生了营养缺陷，其生长和抗生素的合成可能

需要某种微量元素的参与，结合培养特征和发酵条

件的研究结果来看，这种微量元素可能是Ｂ族维生

素。目前尚不能确定菌株ｓｔｒ１４所产生的活性物

质是否只与Ｂ族维生素有关，亦或只与其中的某一

种维生素有关。因此，还需要在后续试验中进一步

研究。

发酵优化是分离抗生素和产业化的前期基础，

也是抗生素工艺研究的一个重要组成部分。本试验

根据菌株ｓｔｒ１４的特殊营养需求，在发酵培养基中

添加了混合Ｂ族维生素，从而大大促进了活性物质

的产生。可见，采取将微生物的生物学特征和发酵

优化相结合的方法，不仅可以更加有效地提高发酵

产物的效价，而且还可以与已知抗生素的类别进行

比较，对发现新型抗生素或新型先导化合物具有重

要的意义。
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