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［摘　要］　以提高林可霉素的生产水平为目的，将林可霉素产生菌ＬＫ１５－０１２先用０．６％甲基磺酸乙

酯（ＥＭＳ）处理３ｈ，然后常压室温等离子体（ＡＲＴＰ－２００Ｗ）照射９０ｓ、最后紫外线（ＵＶ）照射５０ｓ。结果

表明：致死率为９８．５％，正突变率为７１．８％。最终获得２株高产突变株 ＬＫ１６－０３２和 ＬＫ１６－０４９，

摇瓶效价比出发菌株ＬＫ１５－０１２提高了４２．５０％和３５．２５％。将两株突变株分别通过１００Ｌ小试、

１０ｔ中试和６０ｔ大生产进行发酵验证，发酵效价明显高于生产菌株。采用ＥＭＳ－ＡＲＴＰ－ＵＶ三重复

合诱变明显提高了林可霉素的生产水平。
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　　林可霉素（Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ，简称ＬＫ）是首先被发现

的两个林可酰胺类抗生素中的一种，人们在１９６２

年从内布拉斯加州林肯市附近土壤中分离得到一

种链霉菌———林肯霉菌林肯变种所产生的抗生素，

并因此得名，林可霉素无交叉耐药性且本身毒性较

低，是临床上常用的抗生素之一［１－２］。林可霉素通

过抑制菌体中蛋白质的合成起作用，能够抗大多数

革兰氏阳性菌和少量厌氧的革兰氏阴性菌。其本

身的毒性较低，且不像其他的抗生素那样有交叉耐

药性，因此临床上被广泛用来治疗由革兰氏阳性菌
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引发的疾病。林可霉素和其下游的半合成产品被

统称为林可酰胺类抗生素。林可霉素的抑菌机制

是作用于敏感菌中核糖体，抑制肽基转移酶的活

性，从而阻止肽链的延长，抑制了细菌细胞中蛋白质

的合成。但在较高浓度的时候，也会对一些菌起到

杀死的作用。林可霉素的产量低，不能满足工业化

生产的需求［３］，因此，提高林可霉素的效价对于大生

产来说是必要的基础。随着科学技术的发展，基因

工程、杂交育种、原生质体融合等技术的运用也为工

业微生物发酵提供了坚实基础［４－５］，本文采用 ＥＭＳ

－ＡＲＴＰ－ＵＶ三重复合诱变法对林可霉素产生菌

ＬＫ１５－０１２进行诱变，通过初筛、复筛，ＨＰＬＣ法测定

林可霉素的含量，最终获得了２株高产突变株。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种　出发菌株 ＬＫ１５－０１２，由宁夏泰瑞

制药股份有限公司技术中心进行分离纯化获得。

１．１．２　培养基　分离／斜面培养基（％，Ｗ／Ｖ）：可

溶性淀粉２，黄豆饼粉（生）０．６、ＫＮＯ３２，ＮａＣｌ０．０６，

Ｋ２ＨＰＯ４０．０６，ＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ０．０６，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．００２，ｐＨ：７．０～７．５。种瓶培养基（％，Ｗ／Ｖ）：可溶

性淀粉２，黄豆饼粉（生）２，葡萄糖１，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．２，

ＣａＣＯ３０．５，ｐＨ：７．０。发酵培养基（％，Ｗ／Ｖ）：黄豆饼

粉（生）３，葡萄糖１０，玉米浆０．３、（ＮＨ４）２ＳＯ４０．８，

ＮａＣｌ０．６，Ｋ２ＨＰＯ４０．０２，ＮａＮＯ３０．８，ＣａＣＯ３０．８，

ｐＨ：７．０。

１．１．３　试剂　 甲基酸酸乙酯（分析纯），硝酸钠

（分析纯），硫酸镁（分析纯），葡萄糖（分析纯），氯

化钠（分析纯），硝酸钾（分析纯），磷酸二氢钾（分

析纯），磷酸氢二钾（分析纯），十水合四硼酸钠（分

析纯），甲醇（色谱纯）。

１．１．４　设备　ＡＲＴＰ诱变系统ＡＲＴＰ－Ⅱ－０２６，北

京思清源生物科技有限公司；ＢＳＣ－１５００ⅡＡ２－Ｘ

生物安全柜，济南鑫贝西生物技术有限公司；

ＣＲ２１ＧⅢ高速冷冻离心机，日立 ＨＩＴＡＣＨＩ；ＤＨＺ－

２００１Ｂ全温度振荡培养箱，太仓市华美生化仪器

厂；ＬＣ－２０ＡＴ型高效液相色谱仪，日本岛津公司；

Ｃ１８色谱柱４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ；ＸＤＷ２５／９６型

旋转摇瓶机，乐山长征制药机械有限公司；净化工

作台，无锡市荣丰净化空调设备厂；ＸＤＷ２５／１６０摇

瓶机，乐山长征制药机械有限责任公司；ＰＨＳ－３Ｃ

酸度计，上海精密科学仪器有限公司；ＢＳＡ３２０２Ｓ－

ＣＷ型电子天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公

司；ＤＨＺ－２００１Ｂ恒温恒湿培养箱，上海博讯实业

有限公司医疗设备厂；ＢＣ－１１８Ｆ、ＤＷ－８６Ｌ２８６冰

箱，青岛海尔电器有限公司；ＳＰ－４００型冰箱，沈阳

市伟民医疗器械有限公司；紫外诱变箱和７８－１型

磁力搅拌器，江苏省金坛市荣华仪器制造有限公

司；低速离心机，上海安亭科学仪器厂；１０μＬ、

５０μＬ、１００μＬ、１ｍＬ和５ｍＬ移液枪，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司；ＳＰＸ－２５０Ｂ型生化培养箱，上海申光仪器仪表

有限公司。

１．２　方法

１．２．１　林可霉素单孢子悬浮液的制备　取林可霉

素产生菌菌种斜面（ＬＫ１５－０１２），加入０．８５％的生

理盐水１５ｍＬ，洗脱斜面，将洗脱液移入组织研磨

器中，充分研磨，将研磨后的孢子悬浮液过滤至已

灭过菌的带盖小瓶中待用。

１．２．２　甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）处理　取５ｍＬ孢子

悬浮液置于三角瓶中，加入２０μＬ０．５％的ＥＭＳ，在

摇床上振荡，分别取不同时间的处理液，稀释，按

１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５和 １０－６梯度进行稀释

涂双碟，于温度２９～３１℃、相对湿度１５％ ～２５％的

环境下倒置培养８ｄ，得到 ＥＭＳ诱变后的单菌落，

计算致死率和正变率。

１．２．３　常压室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变　吸取孢

子悬浮液２０μＬ，加到无菌芯片上（每五个芯片为

一组），将ＡＲＴＰ功率调至２００Ｗ，将加有孢子悬浮

液的芯片置于ＡＲＴＰ诱变系统中，设定不同照射时

间，将照射后的芯片放入试管中，加生理盐水振荡，

稀释，按１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５和１０－６梯度进

行稀释涂双碟［６］，于温度２９～３１℃、相对湿度１５％

～２５％的环境下倒置培养８ｄ，得到 ＡＲＴＰ诱变后

的单菌落，计算致死率和正变率。

１．２．４　紫外线（ＵＶ）诱变　吸取５ｍＬ孢子悬浮

液，放入Φ６０含搅拌子的双碟中，置于磁力搅拌器
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上，开动搅拌，在避光条件下用１５Ｗ紫外灯距离

３０ｃｍ照射不同时间［７］，将照射后的孢子悬浮液稀

释，按１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５和１０－６梯度进行

稀释涂双碟，于温度 ２９～３１℃、相对湿度 １５％ ～

２５％的环境下培养８ｄ，得到 ＵＶ诱变后的单菌落，

计算致死率和正变率。

１．２．５　ＥＭＳ－ＡＲＴＰ－ＵＶ三重复合诱变处理　按

１．２．１项方法制备单孢子悬浮液，吸取孢子悬浮液

１０ｍＬ至三角瓶中，加３ｍＬ０．５％的ＥＭＳ溶液处理

３ｈ。吸取ＥＭＳ处理过的孢子悬浮液２０μＬ加到无

菌芯片上。将芯片置于ＡＲＴＰ－２００Ｗ照射９０ｓ，将

照射后的芯片放入无菌试管中，加无菌生理盐水洗

脱照射的芯片，充分振摇后，吸取孢子悬浮液５ｍＬ

放入含Φ６０搅拌子的双碟中，置于磁力搅拌器上，

开动搅拌，在避光条件下，用 １５Ｗ 紫外灯距离

３０ｃｍ照射２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０ｓ。照射完毕后

将诱变后的菌悬液按 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５

和１０－６梯度进行稀释涂双碟，于温度２９～３１℃、相

对湿度１５％～２５％的环境下倒置培养８ｄ，计算致

死率和正变率。

１．２．６　出发菌株的选择　用生产斜面进行分离纯

化，经筛选选择 ＬＫ１５－０１２为出发菌株，含量为

４１８２Ｕ／ｍＬ。

１．２．７　单菌落筛选

１．２．７．１　挑选单菌落　在无菌条件下挑取培养成

熟的单菌落接种至试管斜面上，共挑取 １１０支斜

面，于温度２９～３１℃、相对湿度１５％～２５％培养。

１．２．７．２　初筛　将培养好的试管斜面接入一级发

酵瓶，一支斜面接一个发酵瓶，于温度２９～３１℃、相

对湿度１５％～２５％的条件下进行摇瓶培养，培养结

束后放瓶测定含量。

１．２．７．３　复筛　根据初筛结果挑取８个含量高的

一级摇
#

进行复筛，复筛采用二级发酵，一支斜面

接一个种子瓶，于温度２９～３１℃、相对湿度１５％ ～

２５％的条件下进行摇瓶培养，培养结束后接发酵

瓶，一瓶种子瓶接三瓶发酵瓶，于温度２９～３１℃、相

对湿度１５％～２５％的条件下进行摇瓶培养，培养结

束后放瓶测定含量。

１．２．８　稳定性考察　对筛选出的２个单菌落同时

进行传代，连续传五代，待斜面培养成熟后进行含

量测定。

１．２．９　保藏方法　将诱变筛选出的２个单菌落进

行分离纯化，用沙土管和低温管保藏法保藏，以备

发酵生产使用。

１．２．１０　ＨＰＬＣ测定　取摇瓶发酵液１０ｍＬ，转入

１０ｍＬ离心管中，于１００００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上

清液０．５ｍＬ转入另一支 １０ｍＬ离心管中，加入

４．５ｍＬ硼砂－甲醇溶液，摇匀后于３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液用孔径０．２２μｍ水相针式滤膜过

滤，取过滤液１０μＬ进液相色谱柱，峰面积为林可

霉素含量（Ｕ／ｍＬ）。

２　结果与分析

２．１　对ＬＫ１５－０１２出发菌株诱变处理结果

２．１．１　甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）处理　如表１所示。
表１　ＥＭＳ诱变的致死率和正突变率

处理时间／ｈ 致死率／％ 正变率／％
１ ７５．３３ ２１．７
２ ８５．８９ ３８．６
３ ９１．０８ ４０．２
４ ９５．８２ ４２．３
５ ９８．９２ ４８．４
６ １００ －

从结果看，当 ＥＭＳ处理时间达到６ｈ时，菌体
致死率为１００％。考虑后续的 ＡＲＴＰ诱变和 ＵＶ诱
变，需要选择 ＥＭＳ处理时间不宜过长，保留一定的
菌体存活量，可顺利进行下一步实验操作。为此选

择ＥＭＳ处理３ｈ为宜。
２．１．２　常压室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变处理　结
果见表２和图１。可以看出，ＡＲＴＰ照射时间越长，
致死率和正变率越高，考虑后期 ＵＶ照射，最后选
择ＡＲＴＰ照射９０ｓ为处理时间。
２．１．３　紫外线（ＵＶ）诱变处理　如图２和表３所示。

表２　ＡＲＴＰ诱变的致死率和正突变率
处理时间／ｓ 致死率／％ 正变率／％
６０ ６８．４ ３０．１
７０ ７８．６ ３７．５
８０ ８５．４ ４８．６
９０ ９１．８ ５６．８
１００ ９６．５ ５２．４
１１０ ９９．５ ６０．２
１２０ １００ －
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图１　ＡＲＴＰ诱变致死曲线

图２　ＵＶ诱变致死曲线

由结果可知，紫外线照射时间越长，致死率和

正变率也越高，综合前期对孢子悬浮液进行 ＥＭＳ
和ＡＲＴＰ的处理，最后对其进行的处理时间不宜过
长，所以选择照射时间为５０ｓ为宜。
２．１．４　ＥＭＳ、ＡＲＴＰ和 ＵＶ三种方式组合的处理　
结果如表４所示。

表３　ＵＶ诱变的致死率和正突变率
处理时间／ｓ 致死率／％ 正变率／％
３０ ８８．４ ３０．１
４０ ９４．５ ３１．５
５０ ９６．５ ３８．６
６０ ９７．８ ４２．６
７０ ９９．１ ４５．８
８０ ９９．６ ５１．７
９０ １００ －

表４　不同方式组合处理的致死率和正突变率
诱变方式组合 致死率／％ 正变率／％

ＥＭＳ／３ｈ＋ＡＲＴＰ９０ｓ ９３．８ ５３．７
ＥＭＳ／３ｈ＋ＵＶ５０ｓ ９１．４ ４８．３
ＡＲＴＰ９０ｓ＋ＵＶ５０ｓ ９６．９ ６０．５

ＥＭＳ／３ｈ＋ＡＲＴＰ９０ｓ＋ＵＶ５０ｓ ９８．５ ７１．８

从以上数据可知，ＥＭＳ、ＡＲＴＰ和 ＵＶ的三重复
合处理后，其致死率达到９８．５％，正变率７１．８％，
高于其他任何组合方式以及各种方式单独处理，所

以选择三重复合诱变有其独特的优势。

２．１．５　对高产突变株进行稳定性验证　如表５、表
６和表７所示。

表５　初筛结果
编号 摇瓶效价／（Ｕ·ｍＬ－１） 提高率／％

ＬＫ１６－０３２ ６００５ ４１．９０
ＬＫ１６－０４９ ５７８４ ３６．６７

对照（ＬＫ１５－０１２） ４２３２ －

表６　复筛结果
编号 复筛一／（Ｕ·ｍＬ－１） 复筛二／（Ｕ·ｍＬ－１） 复筛三／（Ｕ·ｍＬ－１） 平均／（Ｕ·ｍＬ－１） 提高率／％

ＬＫ１６－０３２ ５８３５ ５７４６ ５９３１ ５８３７ ４２．５０
ＬＫ１６－０４９ ５５１４ ５６７３ ５４３２ ５５４０ ３５．２５
ＬＫ１５－０１２ ４０８４ ４１３３ ４０７２ ４０９６ －

表７　稳定性验证
传代数 ＬＫ１６－０３２的相对效价／％ ＬＫ１６－０４９的相对效价／％
１ １００ １００
２ ９７．６ ９８．１
３ ９３．５ ９６．５
４ ９０．７ ９４．７
５ ８５．４ ９２．３

　　从复筛结果可知，两株高产突变株相对于初筛
效价比较稳定，从传代结果可以得出菌株 ＬＫ１６－
０４９的稳定性比 ＬＫ１６－０３２高。总体诱变效果对
比，在传代５次后，相对于其他诱变方法，菌株的传
代稳定性比较高。

２．１．６　将高产突变株ＬＫ１６－０３２和ＬＫ１６－０４９通

过１００Ｌ小试罐、１０ｔ中试罐和６０ｔ发酵罐验证　
如图３、图４和图５所示。将高产突变菌株分别通
过１００Ｌ小试、１０ｔ中试和６０ｔ大生产进行发酵验
证（图３～图５），高产突变株 ＬＫ１５－０３２比生产菌
株分别提高 １７．３％、１５．４％和 ５．７％；ＬＫ１５－０４９
比生产菌株分别提高了１５．７％、１４．２％和４．９％。
两支高产突变株在各级发酵罐上的产率和稳定性

较好。

３　讨论和小结
目前国内在菌种选育方面，李红德［８］经紫外线

（ＵＶ）处理林可霉素，其平均效价比自然分离株相
对能力只提高了２％，单一的诱变方式效果不明显。
而曹书祥等［９］采用硫酸二乙酯（ＤＥＳ）和紫外线
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图３　１００Ｌ小试罐

图４　１０ｔ中试罐

图５　６０ｔ发酵罐

（ＵＶ）对林可霉素进行了二重复合诱变，筛选的菌
株产量比出发菌株高２９．６％。朱立元等［１０］用紫外

线（ＵＶ）、氯化锂（ＬｉＣｌ）和甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）三
重复合诱变处理林可霉素，其摇瓶的产量比出发菌

株高２５％。多种诱变方式的组合可以明显提高菌
种诱变的概率。

本文主要采用 ＥＭＳ－ＡＲＴＰ－ＵＶ三重复合诱
变，尤其是应用了现在最新的诱变系统－常压室温

等离子体（ＡＲＴＰ），常压低温等离子体中的高浓度
活性粒子能够作用于微生物的遗传物质，使其在短

时间内产生致畸突变，相比传统的离子束注入、放

射线诱变和化学诱变的效率更高。通过实验证明

应用ＥＭＳ－ＡＲＴＰ－ＵＶ诱变效果显著，最终获得了
２株稳定性较好的 ＬＫ１６－０３２和 ＬＫ１６－０４９高产
突变株，摇瓶效价比对照高４２．５％和３５．２５％。而
且在后期的小试罐、中试罐和发酵大生产上放罐效

价明显高于生产菌株，两支高产突变株在各级发酵

罐上的产率和稳定性较好，明显提高了林可霉素的

生产水平。
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