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［摘　要］　为了选育出泰乐菌素高产菌株，以弗氏链霉菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｆｒａｄｉａｅ）ＴＬ－１５０２８菌株作

为出发菌株，利用化学诱变、物理诱变以及复合诱变的方法对菌株进行诱变处理，比较不同诱变方

法的诱变效果，通过诱变筛选出１株遗传稳定性好、且具有泰乐菌素和豆油抗性的菌株 ＴＬＥＵ－

１５０３，其发酵效价比出发菌株提高了３６．５％，达到１４１２４μｇ／ｍＬ，对泰乐菌素高效生产、品质提升具

有重要意义。
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　　泰乐菌素（Ｔｙｌｏｓｉｎ）是一种１６元大环内酯类禽

畜专用抗生素，主要由弗氏链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｆｒａ

ｄｉａｅ）产生，可有效抑制革兰氏阳性菌、某些革兰氏

阴性球菌、支原体、分枝杆菌、螺旋体及原虫等微生

物的生长，对猪流行性肺炎、鸡败血症等多种常见

疾病有着独特的疗效［１－３］。同时，泰乐菌素还可以

促进禽畜生长，提高饲料利用率，缩短饲养周期，提

高经济效益［４］。泰乐菌素高效、低残留、不易产生

耐药性，被广泛用作兽药和饲料添加剂，也是国家

规划重点发展的兽药产品［５－７］。但是，目前国内泰
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乐菌素基础与应用研究方面较弱，特别是生产菌种

的效价远不及国外水平，严重阻碍了泰乐菌素产量

和品质的提升。开展泰乐菌素高产菌株的选育是

提高泰乐菌素产量的关键、也是优化产品竞争力的

当务之急。鉴于此，本研究利用化学诱变、物理诱

变及两者结合的方法对菌株进行诱变处理，定向选

育出具有泰乐菌素、豆油抗性的高产稳定性菌株，

为进一步提高泰乐菌素的产量和品质奠定一定

基础。

１　材料和方法

１．１　材料

出发菌为弗氏链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｆｒａｄｉａｅ）ＴＬ

－１５０２８菌株，由宁夏泰瑞制药有限公司技术中心

保存。所用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）、分光光度计

（ＢＥＣＫＭＡＮＤＵ －６００）、高 效 液 相 色 谱 系 统

（Ｗａｔｅｓｒ）。

１．２　方法

１．２．１　诱变前准备

１．２．１．１　培养基配制

试管斜面与平皿培养基：含玉米淀粉，

ＮＨ４ＮＯ３，Ｋ２ＨＰＯ４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ＮａＣｌ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，琼脂。种子摇瓶培养基：含豆饼粉，精油，酵

母粉，玉米浆，重质ＣａＣＯ３。发酵摇瓶培养基：含鱼

粉，玉米淀粉，精油，甜菜碱盐酸盐，Ｋ２ＨＰＯ４，ＮｉＳＯ４
·６Ｈ２Ｏ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，轻质 ＣａＣＯ３，ＫＣｌ，ＮａＣｌ。

ＰＨ调至７．２，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，备用。

１．２．１．２　培养条件

在黑暗、温度 ２９℃、相对湿度 ４０％条件下培

养，试管斜面培养９ｄ，平皿培养１８ｄ，种子摇瓶转

速２２０ｒｐｍ、培养４８ｈ，发酵摇瓶转速２２０ｒｐｍ、培养

６ｄ。

１．２．１．３　菌种复壮

取保藏的斜面试管，倒入６ｍＬ无菌生理盐水，

用接种环刮取培养物表面的孢子，使其悬浮，再用

脱脂棉过滤，将滤液倒入离心管中，５０００ｒ／ｍｉｎ离

心２ｍｉｎ，弃上清液，然后加入５ｍＬ生理盐水，用移

液器反复吸打沉淀物，倒入三角锥形瓶（型号为

１００ｍＬ，瓶中装有１５粒玻璃珠）中，再用５ｍＬ生

理盐水冲洗离心管 ２次，一并倒入锥形瓶，２９°Ｃ，

２２０ｒ／ｍｉｎ震荡１５ｍｉｎ，过滤得到孢子悬浮液。将

孢子悬浮液用稀释至 １×１０－４，每个平板加入

２００μＬ孢子悬浮液，涂布均匀，培养后挑取单菌落，

先进行抑菌圈初筛，然后摇瓶复筛。

１．２．２　诱变方法

１．２．２．１　紫外（ＵＶ）诱变处理

参照张明明等［８］的方法，并做了一定改进。诱

变处理时间分别为０ｓ（对照）、１５ｓ、３０ｓ、６０ｓ、９０ｓ。

诱变结束后，在黑暗中放置１ｈ，吸取孢子悬浮液，

梯度稀释，涂布平板，在 ２９℃培养箱中倒置培养

１８ｄ。

１．２．２．２　甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变处理　参照徐

红梅等［９］的方法，并做了一定改进。诱变处理时间

分别为１ｈ、２ｈ、３ｈ、４ｈ、５ｈ，吸取诱变后的孢子悬

浮液梯度稀释，涂布平板，于２９°Ｃ培养箱倒置培养

１８ｄ。

１．２．２．３　ＬｉＣｌ＋ＵＶ复合诱变处理　吸取５ｍＬ孢

子悬浮液置于５０ｍＬ三角瓶内，加入１％的 ＬｉＣｌ，放

置在摇床间振荡４ｈ，然后经 ＵＶ诱变处理６０ｓ，梯

度稀释，涂布平板，于２９°Ｃ培养箱倒置培养１８ｄ。

１．２．２．４　ＥＭＳ＋ＵＶ复合诱变处理　吸取５ｍＬ孢

子悬浮液于５０ｍＬ三角瓶中，加入１５μＬＥＭＳ，放

置于２９°Ｃ，２２０ｒ／ｍｉｎ摇床间震荡４ｈ，然后经 ＵＶ

诱变处理６０ｓ，梯度稀释，涂布平板，于２９°Ｃ培养

箱倒置培养１８ｄ。

１．２．３　性能检测

１．２．３．１　泰乐菌素效价测定　参照 Ｃｈｏｉ等［１０］的

方法，并做了一定改进。采用 ＨＰＬＣ法，色谱柱为

ＯＤＳ柱，流动相为０．８５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠、４０％乙腈溶

液，用ｌｍｏｌ／Ｌ的盐酸调 ｐＨ至２．５，流速为１ｍＬ／

ｍｉｎ，检测波长为２９０ｎｍ；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。

１．２．３．２　致死率和正突变率　每个处理３０皿，重
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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％。

１．２．３．３　菌株遗传稳定性测定　将高产菌株进行

斜面保存，并连续传代 ３次，采用摇瓶发酵法测定

每一代菌株泰乐菌素效价，分析遗传稳定性。

１．２．３．４　菌株泰乐菌素抗性的检测　孢子悬液稀

释后涂布于含有１５０００μｇ／ｍＬ泰乐菌素的平板上，

于２９°Ｃ培养箱倒置培养１８ｄ，检测菌株的泰乐菌

素抗性。

１．２．３．５　菌株豆油抗性的检测　将孢子悬液稀释

后涂布于含有４％豆油的平板上，以不含豆油的平

板为对照，于２９℃培养箱倒置培养１８ｄ，检测菌株

的豆油抗性。发酵液中豆油残量的测定具体参照

徐红梅［９］的方法进行。

２　结果与分析

２．１　不同诱变方法诱变影响的比较　原始菌株复

壮培养后，选取编号ＴＬ－１５０２８的菌株为原始出发

菌株，分别采用 ＵＶ、ＥＭＳ、ＬｉＣｌ＋ＵＶ、ＥＭＳ＋ＵＶ诱

变方法进行诱变处理。结果发现，采用 ＵＶ诱变，

随着处理时间增加，菌体致死率、正突变率显著升

高，９０ｓ的致死率最高，达到８９．１％；６０ｓ的致死率

为６８．３％，正突变率与９０ｓ无显著差异，且效价最

高（见表１）。采用 ＵＶ处理６０ｓ，利用琼脂柱法进

行初筛，得到１１株正突变株，通过发酵摇瓶法复筛

后，得到２株编号为 ＴＬＵ－１５０１、ＴＬＵ－１５０２的菌

株，其效价分别为１２８５４、１２９７３μｇ／ｍＬ。

采用ＥＭＳ诱变，随着处理时间增加，菌体致死

率、正突变率显著升高，５ｈ的致死率最高，达到

９３．７％；４ｈ的致死率为６６．１％，正突变率与５ｈ无

显著差异，且效价最高（见表１）。采用 ＥＭＳ处理

４ｈ，得到１株编号为ＴＬＥ－１５０１的优良菌株，其发

酵效价为１２７６７μｇ／ｍＬ。

采用 ＬｉＣｌ＋ＵＶ复合诱变，得到 ２３株正突变

株，复筛后获得 ２株编号为 ＴＬＬＵ－１５０１、ＴＬＬＵ－

１５０２的优良菌株，其发酵效价分别为 １３１６２Ｌ、

１２２３６μｇ／ｍＬ。采用 ＥＭＳ＋ＵＶ复合诱变，得到３４

株正突变株，复筛后获得３株编号为ＴＬＥＵ－１５０１、

ＴＬＥＵ－１５０２、ＴＬＥＵ－１５０３的优良菌株，其发酵效

价分别为１３４２７、ｌ３８７３、１４１２４μｇ／ｍＬ。

表１　不同诱变方法诱变影响的比较
诱变方法 处理时间 致死率（％） 正突变率（％） 最高效价（μｇ／ｍＬ）

对照 －－ －－ －－ １０３４７

ＵＶ

１５ｓ １７．４ｄ ２４．３ｃ １１０４６

３０ｓ ３５．３ｃ ３４．７ｂ １０９５３

６０ｓ ６８．３ｂ ４７．４ａ １２９７３

９０ｓ ８９．１ａ ４７．６ａ １０９３３

ＥＭＳ

１ｈ １１．６ｅ １３．３ｄ １２０７７

２ｈ １９．３ｄ １７．５ｃ １１４７３

３ｈ ２８．３ｃ ２８．１ｂ １２１６２

４ｈ ６６．１ｂ ４６．９ａ １２７６７

５ｈ ９３．７ａ ４７．１ａ １１８９１

ＬｉＣｌ＋ＵＶ （ＬｉＣｌ４ｈ）＋（ＵＶ６０ｓ） ７９．３ ５０．２ １３１６２

ＥＭＳ＋ＵＶ （ＥＭＳ４ｈ）＋（ＵＶ６０ｓ） ７２．７ ５６．７ １４１２４

注：同一诱变方法中同列数据上标字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　不同诱变方法所选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 ＴＬＵ－１５０２、
ＴＬＬＵ－１５０２、ＴＬＥＵ－１５０３遗传稳定性好（见表２）。
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表２　优良菌种遗传稳定性分析

菌种种类
代数及效价（μｇ／ｍＬ）

第一代 第二代 第三代

ＴＬＵ－１５０１ １２８５４ １１５４１ １０９５４

ＴＬＵ－１５０２ １２９７３ １２６７２ １２７３２

ＴＬＥ－１５０１ １２７６７ １１４９５ ９８１６

ＴＬＬＵ－１５０１ １３１６２ １１２４２ ９１５１

ＴＬＬＵ－１５０２ １２２３６ １１９６６ １２１５３

ＴＬＥＵ－１５０１ １３４２７ １１１１４ ９８３６

ＴＬＥＵ－１５０２ ｌ３８７３ １０７３５ ８９６４

ＴＬＥＵ－１５０３ １４１２４ １３９７３ １４１０４

２．３　优良菌株泰乐菌素抗性检测　将菌株 ＴＬＵ－
１５０２、ＴＬＬＵ－１５０２、ＴＬＥＵ－１５０３的菌株孢子悬液
稀释为１×１０－４，然后分别涂布于含有１５０００μｇ／
ｍＬ泰乐菌素的培养基平板上，培养后，观察菌落的
生长情况，结果发现，ＴＬＵ－１５０２和 ＴＬＥＵ－１５０３
菌株的生长情况好，而 ＴＬＬＵ－１５０２生长情况一般
（见表３）。结果表明，ＴＬＬＵ－１５０２、ＴＬＥＵ－１５０３具
有较好的泰乐菌素抗性。

表３　泰乐菌素对菌株生长的影响

菌株种类 菌落生长情况

ＴＬＵ－１５０２ ＋＋

ＴＬＬＵ－１５０２ ＋＋＋

ＴＬＥＵ－１５０３ ＋＋＋

注：＋＋＋表示菌落生长好，＋＋表示菌落生长一般。

２．４　优良菌株豆油抗性检测　将菌株 ＴＬＵ－
１５０２、ＴＬＬＵ－１５０２、ＴＬＥＵ－１５０３的菌株孢子悬液
稀释为１×１０－４，然后分别涂布于含有４．０％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

三株菌种的菌落比不含豆油的培养基上的菌落明

显大，且未见孢子（见表４）。结果表明，这３个菌
株均具有较好的豆油抗性。

表４　豆油对菌株生长的影响

菌株种类
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

ＴＬＵ－１５０２ 菌落饱满无孢子 菌落饱满，白色孢子

ＴＬＬＵ－１５０２ 菌落饱满无孢子 菌落饱满，白色孢子

ＴＬＥＵ－１５０３ 菌落饱满无孢子 菌落饱满，白色孢子

２．５　优良菌株发酵组分的分析　将菌株选育出的
优良菌株ＴＬＬＵ－１５０２、ＴＬＥＵ－１５０３以及原始菌株
ＴＬ－１５０２８进行摇瓶发酵（培养液中豆油含量 ４０
ｇ／Ｌ），发酵后，分别测定它们生产泰乐菌素４种主
要组分的效价以及发酵液中的残油量，结果发现，

ＴＬＥＵ－１５０３菌种生产的泰乐菌素中Ａ组分明显高
于对照，而 Ｃ组分低于对照（见表 ５）。ＴＬＥＵ－
１５０３发酵液中的残油量最低，说明 ＴＬＥＵ－１５０３对
豆油的利用效率最高（见表６）。

表５　发酵液中泰乐菌素组分的比较

菌株种类
泰乐菌素组分种类及效价（μｇ／ｍＬ）

Ａ组分 Ｂ组分 Ｃ组分 Ｄ组分

ＴＬ－１５０２８ ６１４２ １７８ ３４７６ ４５７

ＴＬＬＵ－１５０２ ７７５３ ４９１ ３４２４ ５８５

ＴＬＥＵ－１５０３ ９３４４ ８６９ ２９５７ ９５４

表６　发酵液中残油量的比较
菌株种类 残油量（ｇ／Ｌ）

原始菌株 ６．８３

ＴＬＵ－１５０２ ５．１４

ＴＬＥＵ－１５０３ ４．０２

３　讨　论
采用ＵＶ和ＥＭＳ单一诱变，处理时间是关键，

时间过短（处理时间３０ｓ），诱变的正突变率较低，
时间过长（处理时间９０ｓ），致死率过高，均不利于
后期的筛选。因此，在综合考虑致死率、正突变率、

突变菌株效价的前提下，以６０ｓ作为ＵＶ适宜的诱
变处理时间。同样，在 ＥＭＳ诱变处理时，也是综合
考虑上述指标后，以 ４ｈ作为适宜的诱变处理时
间。ＵＶ诱变的机理是使菌体内同链 ＤＮＡ形成胸
腺嘧啶二聚体，阻止碱基正常配对，进而引起突变，

但ＵＶ突变易产生光修复。ＥＭＳ是一种化学诱变
剂，可使菌体内ＤＮＡ的鸟嘌呤烷基化，导致碱基错
配，进而引起突变。采用 ＵＶ和 ＥＭＳ单一诱变，对
弗氏链霉菌诱变效果可能有限，往往不及复合诱

变［２］。相比单一诱变而言，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。本文所采用的

ＬｉＣｌ＋ＵＶ、ＥＭＳ＋ＵＶ两种复合诱变方法，其诱变效
果较单一诱变更佳，其中，ＥＭＳ＋ＵＶ诱变效果最
佳，这与徐红梅等［９］的结论一致。同时，本文对诱
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变得到优良菌株进行了泰乐菌素抗性、豆油抗性的

定向筛选，使其更符合实际生产的要求。

相对出发菌株而言，ＴＬＥＵ－１５０３的发酵组分
中泰乐菌素Ａ含量明显提升，Ｃ含量有较大幅度的
下降，有利于泰乐菌素品质的提升，这与甘士喜等

的研究结论相符［１１］。同时，ＴＬＥＵ－１５０３还具有较
好的泰乐菌素抗性和豆油抗性，这样既可以避免发

酵生产过程中不断积累的泰乐菌素的反馈抑制作

用；还可以充分利用发酵液中的豆油，有助于提高

生产效率。ＴＬＥＵ－１５０３发酵组分中泰乐菌素Ａ含
量明显提升，Ｃ含量大幅下降，这一现象可能是由
两方面的因素造成的，首先可能是由于 ＴＬＥＵ－
１５０３生产泰乐菌素的效率增加了，其次可能是由于
催化组分Ｃ向组分Ａ转化的大菌素 Ｃ甲基转移酶
活性提高了［９，１１］。弗氏链霉菌发酵生产过程中常

以豆油作为碳源，豆油在被利用时，菌体必须具备

较高活性的脂肪酶，ＴＬＥＵ－１５０３具有较高的豆油
利用效率，这表明其菌体的脂肪酶活性较高［１２］。

有关ＴＬＥＵ－１５０３菌株大菌素 Ｃ甲基转移酶活性
和脂肪酶活性变化研究还有待于进一步深入。
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