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［摘　 要］ 　 为进一步提高泰乐菌素的产量满足生产需求，从生产实践中选出一株优良菌株 Ｔ１９ －８０５，

利用多次引入抗生素的核糖体工程育种技术，选用的 ７ 种抗生素中有 ４ 种抗生素（林可霉素、硫链

丝菌素、链霉素与遗传霉素）对泰乐菌素产量有了大幅度提高。 经过三轮抗性筛选获得一株含 ４ 重

抗生素的高产突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９，泰乐菌素产量达到 １６５０７ μｇ ／ ｍＬ，将原始出发菌株 Ｔ１９ － ８０５（１２０００

μｇ ／ ｍＬ）提高了 ３７． ６％ ，该菌株连续培养 ５ 代，其化学效价基本稳定，具有较好的遗传稳定性。 结果

表明，利用核糖体工程育种方法能有效地提高泰乐菌素产量。
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　 　 泰乐菌素是一类大环类酯类抗生素，在弗氏链

霉菌中发现［１］。 泰乐菌素主要由泰乐菌素 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ 四个组分组成，其中泰乐菌素 Ａ 为主要组分，并
且生物活性最强［２］。 泰乐菌素 Ａ 的主体结构上有

三个脱氧糖苷配基性质决定了这类药物的药学动

力特性［３］。 泰乐菌素是一种用于畜禽的抗菌药物，
其抑菌机制是阻止肽酰基 ｔＲＮＡ 从 ｍＲＮＡ 的移位，
使氨酰基 ｔＲＮＡ 不能结合到原位点，使细菌蛋白质

合成受阻［４］。 泰乐菌素对畜禽有明显的促生长作

用，又不与人类产生交叉耐药性，在养殖业市场中

需求较大，因此应用空间较为广阔［５］。 在抗生素发

酵产业中，有三项重要工艺，即菌种选育、发酵工艺

与产品提纯工艺，其中菌种选育是源头工作，最为

主要。 核糖体工程育种技术主要作用于细胞的核

糖体与 ＲＮＡ 聚合酶，微生物次级代谢产物开始产

生时，反应中 ｐｐＧｐｐ（鸟苷 － ５′ －二磷酸 － ３′ － 二磷

酸）才有明显积累，抗生素的抗性突变可激活依赖

ｐｐＧｐｐ 积累来启动的菌体产生抗生素能力［６ － ７］。
核糖体对微生物次级代谢产物的合成有重要

的调控作用，使用核糖体工程技术筛选高产突变

株，其原理是利用作用于核糖体上的抗生素为药物

标记，使核糖体蛋白或 ｒＲＮＡ 发生定向突变导致蛋

白质合成能力的改变［８ － ９］。 这种靶向核糖体或

ＲＮＡ 聚合酶的自发抗药性突变改变了菌落形态而

引起发酵产量的改变［１０］。 刘华华等利用核糖体工

程技术将阿维拉霉素的产量提高了 １． ８ 倍［１１］。
Ｗａｎｇ 等用了 ７ 或 ８ 种药物的耐药性获得产生了大

量的聚酮类放线菌素抗生素，比野生型产生的水平

高出 １８０ 倍［１２］。 本文使用核糖体工程技术筛选泰

乐菌素高产突变株，在泰乐菌素高产菌的选育过程

中，采用递推的方式，从单一抗性突变株到多重抗

性突变株，使泰乐菌的产素能力有了很大的提高。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌种来源　 泰乐菌素产生菌株 Ｔ１９ － ８０５，
由宁夏泰瑞制药股份有限公司技术中心提供。
１． １． ２ 　 试剂　 链霉素、庆大霉素、夫西地酸、硫链

丝菌素、林可霉素、遗传霉素、巴龙霉素，以上抗生

素均购于 Ｓｉｇｍａ 公司。
１． １． ３　 培养基及培养条件　 斜面和分离平板培养

基（ｇ ／ Ｌ）：淀粉 ２． ５、蛋白胨 ２． ０、氯化镁 ０． ５、硫酸

亚铁 ０． １、硫酸锌 ０． １、琼脂 ２。 调节 ｐＨ 值为 ７． ０ ～
７． ２， 培养温度 ２８ ± １ ℃，培养湿度 ３５％ ～ ４５％ ，培
养周期 ９ ～ １５ ｄ。

种子培养基（ ｇ ／ Ｌ）：黄豆饼粉 ４、酵母抽提粉

２􀆰 ５、玉米浆 ３、碳酸钙 ４、豆油 ４。 调节 ｐＨ 值为

７． ６ ～ ７． ８， 培养温度 ２８ ± １ ℃，培养湿度 ３５％ ～
４５％ ，摇床转速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，培养周期 ４６ ～ ４８ ｈ。

发酵培养基（ ｇ ／ Ｌ）：玉米淀粉 １５、玉米蛋白粉

１５、棉籽蛋白粉 １３、甜菜碱盐酸盐 ０． ６２、磷酸氢二

铵 ０． ５、氯化钾 １． ２、氯化钠 １． １、碳酸钙 ２０、豆油

４５。 调节 ｐＨ 值为 ７． ６ ～ ７． ８，培养温度 ２８ ± １ ℃，
培养湿度为 ３５％ ～ ４５％ ，摇床转速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下，培养周期 ６ ～ ７ ｄ。
１． ２　 方法

１． ２． １　 单孢子悬液的制备　 取出发菌株 Ｔ１９ － ８０５
新鲜斜面孢子，放入带有玻璃珠的三角瓶中，加适

量的生理盐水，于 ２８ ℃， １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 １５ ～
２０ ｍｉｎ，使孢子充分分散，经脱脂棉过滤，制得单孢

子悬液，用血球计数板计数，控制孢子浓度为 １０８ ～
１０１０ｃｆｕ ／ ｍＬ 备用。
１． ２． ２ 　 抗生素最小抑制浓度（ＭＩＣ）的确定 　 取

１． ２． １项制备好的单孢子悬浮液 ０． １ ｍＬ 分别涂布

于含有不同浓度的 ７ 种抗生素（链霉素、庆大霉素、
夫西地酸、硫链丝菌素、林可霉素、遗传霉素、巴龙

霉素）分离平板上，以不含抗生素的培养基平板为

对照，２８ ± １ ℃培养 １５ ～ １８ ｄ。 观察并记录不同平

板上的菌落生长状况，未长菌落的抗生素最小浓度

即为抗生素对该菌的最小抑制浓度 （ Ｍｉｎｉｍｕｍ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＩＣ）。 并统计致死率与正

突变率。
致死率（％ ） ＝ （对照组菌落数 － 抗生素处理

后的菌落数） ／对照组菌落数 × １００％ ，正突变率

（％ ） ＝效价高于对照的正突变菌株数 ／所测菌株总

数 × １００％ 。
１． ２． ３　 单重抗药性突变株的选育　 挑取临界 ＭＩＣ
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的抗生素平板上长出的单菌落 ３０ 株，划在含同等

剂量抗生素的试管斜面中，２８ ± １ ℃培养 ９ ～ １５ ｄ。
将生长起来的斜面孢子用无菌接种铲刮取适量接

种于种子培养基，２８ ± １ ℃培养 ４６ ～ ４８ ｈ，以 １５％
的接种量转入发酵培养基（５００ ｍＬ 的三角瓶，装量

为 ４５ ｍＬ），２８ ± １ ℃培养周期 ６ ～ ７ ｄ，放瓶提取发

酵产物检测效价，筛选高产突变株保藏备用。
１． ２． ４　 双重抗药性突变株的筛选　 以 １． ２． ３ 项获

得的单重抗性高产突变菌株为出发菌株，按 １． ２． ２
项制备成孢子菌悬液，稀释后涂布在含两种临界浓

度抗生素平板上，２８ ± １ ℃培养 ９ ～ １５ ｄ，生长出的

菌落即为双重抗性突变株。 待菌落长成后挑取划

在含同等剂量的双重抗生素斜面上。 发酵摇瓶验

证筛选高产突变株保藏备用。
１． ２． ５　 多重抗药性突变株的筛选　 以 １． ２． ４ 项获

得的双重抗性高产突变菌株为出发菌株，按 １． ２． １
项制备成孢子菌悬液，稀释后涂布在含四重临界浓

度抗生素平板上，２８ ± １ ℃培养 ９ ～ １５ ｄ，生长出的

菌落即为四重抗性突变株。 待菌落长成后挑取划

在含同等剂量的四重抗生素斜面上。 发酵摇瓶验

证筛选高产突变株保藏备用。
１． ２． ６ 　 高产菌株遗传稳定性试验：将泰乐菌素高

产菌株连续培养 ５ 代，摇瓶发酵后测定泰乐菌素的

化学效价，验证其是否具有遗传稳定性。
２　 结果与分析

２． １　 抗生素最小抑制浓度的确定　 以不含抗生素

的空白平板上菌落数和菌落外观为对照，与含不同

抗生素浓度平板菌落进行对比，不同抗生素浓度对

出发菌株 Ｔ１９ － ８０５ 孢子最小抑制浓度的测定，结
果见表 １。

表 １　 不同抗生素的致死率和正突变率

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒａｔｅ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
抗生素 不同抗生素的致死率和正突变率

链霉素 ／ （μｇ·ｍＬ － １） １． ０ １． ４ １． ８ ２． ２ ２． ６ ３． ０

致死率 ／ ％ ７５． ５ ± １． ６ ８３． ６ ± ２． ４ ９３． ３ ± １． ４ ９８． ０ ± ３． １ １００ １００

正突变率 ／ ％ １５． ５ ± １． ６ ２１． ６ ± ２． ４ ２５． １ ± １． ８ ２７． ３ ± ２． ７ ０ ０

庆大霉素 ／ （μｇ·ｍＬ － １） １． ２ １． ６ ２． ０ ２． ４ ２． ８ ３． ２

致死率 ／ ％ ６０． ５ ± １． ９ ７３． ５ ± ２． ３ ８５． ５ ± ２． ５ ９４． ９ ± １． ８ １００ １００

正突变率 ／ ％ １４． ９ ± １． ６ ２２． ３ ± ２． ４ ２４． ５ ± ２． ４ ２３． ６ ± ２． １ ０ ０

夫西地酸 ／ （μｇ·ｍＬ － １） １． ５ １． ８ ２． １ ２． ４ ２． ７ ３． ０

致死率 ／ ％ ６５． ４ ± ２． ２ ７６． ６ ± ２． ４ ８９． １ ± １． ８ ９７． ４ ± ２． ６ １００ １００

正突变率 ／ ％ １３． ７ ± ２． ７ １９． ３ ± ２． ４ ２３． ４ ± ３． ４ ２４． ２ ± １． ５ ０ ０

硫链丝菌素 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ０． １５ ０． ２０ ０． ２５ ０． ３０ ０． ３５ ０． ４０

致死率 ／ ％ ７７． ７ ± １． ７ ８３． ６ ± ２． １ ９１． ３ ± １． ９ ９８． ２ ± ２． ３ １００ １００

正突变率 ／ ％ １６． ５ ± １． ８ ２３． ４ ± ２． ０ ２７． １ ± １． ０ ２８． ３ ± ２． ２ ０ ０

林可霉素 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ２． ０ ２． ５ ３． ０ ３． ５ ４． ０ ４． ５

致死率 ／ ％ ５５． ５ ± １． ７ ６５． ３ ± ２． ４ ８４． ９ ± ３． ４ ９４． ６ ± ２． ５ １００ １００

正突变率 ／ ％ １６． ３ ± １． ２ ２０． ６ ± ２． ６ ２４． １ ± １． １ ２８． ５ ± ２． ３ ０ ０

遗传霉素 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ０． ０５ ０． １０ ０． １５ ０． ２０ ０． ２５ ０． ３０

致死率 ／ ％ ６８． ４ ± １． ６ ７５． ２ ± ２． ４ ８７． ０ ± １． ８ ９６． ４ ± １． ９ １００ １００

正突变率 ／ ％ １５． ５ ± １． ６ １８． ６ ± ２． ４ ２３． ５ ± １． ８ ２６． １ ± １． ９ ０ ０

巴龙霉素 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ０． １０ ０． ２０ ０． ３０ ０． ４０ ０． ５０ ０． ６０

致死率 ／ ％ ５８． ３ ± １． ９ ６９． ２ ± ２． ４ ８７． ９ ± １． ３ ９７． ０ ± ２． ２ １００ １００

正突变率 ／ ％ １４． ４ ± ３． １ １８． ３ ± ４． ４ ２１． ３ ± ３． ７ ２４． ６ ± ３． ８ ０ ０
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　 　 由表 １ 结果可知，几种抗生素对泰乐菌株都有

一定的抑制作用，不同抗生素对其抑制的最小浓度

不同。 随着抗生素浓度的不断增加，菌株在筛选平

板上的单菌落数逐渐减少，菌落外观也逐渐变化，
在抗生素浓度较小时对菌落形态影响较小，菌落

大、边缘整齐、孢子白润丰富；第二次增加一个梯度

的抗生素浓度平板上的菌落稍小、孢子较干、菌落

成典型的馒头型、边缘整齐；第三次增加一个梯度

的抗生素浓度菌落较小，挑取时发现是一层不易划

碎的结皮；第四次加大抗生素浓度，平板上的菌落

很少，而且都是基质，没有白孢子形成。 第五次与

第六次加大抗生素浓度时，平板上都没有单菌落形

成，全部死亡。 所以链霉素、庆大霉素、夫西地酸、
硫链丝菌素、林可霉素、遗传霉素与巴龙霉素的最

小抑制浓度分别为 ２． ６、２． ８、２． ７、０． ３５、４． ０、０． ２５、
０． ５ μｇ ／ ｍＬ。 正突变率分别约为 ２７． ３％ 、２３． ６％ 、
２４． ２％ 、２８． ３％ 、２８． ５％ 、２６． １％与 ２４． ６％ 。 从正突

变率分析不同抗生素对泰乐菌株产生效果由高到

弱的顺序依次为林可霉素、硫链丝菌素、链霉素、遗
传霉素、巴龙霉素、夫西地酸与庆大霉素。
２． ２　 单重抗性突变株筛选结果　 在临近最小抑制

浓度的每种抗生素平板上挑取单菌落划在含同等

浓度的抗生素试管斜面上，７ 种抗生素每种挑取 ３０
株，共 ２１０ 株，斜面孢子培养至成熟。 经发酵摇瓶

验证，结果见图 １。

图 １　 不同抗生素突变株的筛选结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ － ｙｉｅｌｄ ｍｕｔａｎｔｓ ｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

　 　 由图 １ 可知，２１０ 株中有 ３ 株菌的效价达到

１３０００ μｇ ／ ｍＬ 以上，分别是林可霉素、硫链丝菌素与

链霉素的单重抗性突变株，菌株号及效价分别为

Ｔｌｉｎ －３０（１３２５６ μｇ ／ ｍＬ）、Ｔｔｓｐ － ２４（１３１１８ μｇ ／ ｍＬ）、
Ｔｓｔｒ － １５ （ １３０７７ μｇ ／ ｍＬ ）。 其 中 Ｔｌｉｎ － ３０
（１３２５６ μｇ ／ ｍＬ）效价最高，将出发菌株 Ｔ１９ － ８０５
（１２０００ μｇ ／ ｍＬ）提高了 １０． ５％ 。 以 Ｔｌｉｎ － ３０ 为菌

源进行双重抗生素选育。
２． ３　 双重抗生素突变株筛选结果　 以 Ｔｌｉｎ － ３０ 为

出发菌株，分离在含林可霉素与硫链丝菌素最小抑

制浓度的双重抗生素平板上，等菌落长成后挑取单

菌落 ３０ 株进行验证，结果见图 ２。

图 ２　 双重抗生素突变株的筛选结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ － ｙｉｅｌｄ

ｍｕｔａｎｔｓ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

　 　 由图 ２ 可知，含林可霉素与硫链丝菌素双重抗

生素突变株中有 ３ 株菌的效价达到 １４０００ μｇ ／ ｍＬ
以上，其中 Ｔｌｔ － ５２（１４８８５ μｇ ／ ｍＬ）效价最高，将单

重抗生素标记菌株 Ｔｌｉｎ － ３０（１３２５６ μｇ ／ ｍＬ）提高了

１２． ３％ ，将原始出发菌株 Ｔ１９ － ８０５（１２０００ μｇ ／ ｍＬ）
提高了 ２４． ０％ 。 所以选菌株 Ｔｌｔ － ５２ 进行多重抗生

素突变株的筛选。
２． ４　 多重抗生素抗性突变株的筛选　 随着抗生素

种类不断增加，筛选获得的突变株耐药性逐渐增

强，所以本轮筛选同时多增加了两种抗生素，按正

突变率由高到低顺序选用链霉素与遗传霉素两种

抗生素，结果见图 ３。 随着不同抗生素的逐级添加，
抗性突变株的效价也逐步增高，结果见图 ４。

由图 ３ 可知，在含四种抗生素的突变株中有 １
株菌的效价明显高于其他菌株，菌种号为 Ｔｌｔｓｇ － ６９，
效价达到 １６１８５ μｇ ／ ｍＬ。 由图 ４ 可知，原始出发菌

株 Ｔ１９ － ８０５ 经林可霉素单重抗生素突变，逐级

增加硫链丝菌素、链霉素与遗传霉素，高产突变株
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图 ３　 四重抗生素突变株的筛选结果

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ － ｙｉｅｌｄ ｍｕｔａｎｔｓ ｂｙ

ｑｕａｄｒｕｐｌｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

图 ４　 出发菌株 Ｔ１９ －８０５ 逐级增加抗生素时

泰乐菌素产量不断增长

Ｆｉｇ ４　 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ

ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｒｕｇ － ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ Ｔ１９ －８０５， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ａ

ｈｉｇｈ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ

的效价不断增加。 突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９（１６１８５ μｇ ／ ｍＬ）
将单重抗生素标记菌株 Ｔｌｉｎ － ３０（１３２５６ μｇ ／ ｍＬ）
提高了 ２２ ． １％ ，将双重抗生素标记菌株 Ｔｌｔ － ５２
（１４８８５ μｇ ／ ｍＬ）提高了 ８ ． ７％ ，将原始出发菌株

Ｔ１９ － ８０５（１２０００ μｇ ／ ｍＬ）提高了 ３４ ． ９％ 。
２． ５　 高产突变株的遗传稳定性分析 　 将筛选

到的高产菌株在斜面上连续培养 ４ 代，各代菌

种经行摇瓶发酵培养测其化学效价，结果见

表 ２。
表 ２　 Ｔｌｔｓｇ －６９ 菌株遗传稳定性实验

Ｔａｂ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｓｔｒａｉｎ Ｔｌｔｓｇ －６９

菌株编号
化学效价

／ （μｇ·ｍＬ －１）

各代斜面的相对稳定率 ／ ％

Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ４

Ｔｌｔｓｇ － ６９ １６１８５ １００ １００． １ ９９． ９ ９９． ８ ９９． ５

　 　 由表 ２ 结果可知，突变株 Ｔｌｐｓｇ － ６９ 前四代的

化学效价基本稳定，具有较好的遗传稳定性，第五

代开始稳定性较差，为了保证生产质量，一般选取

前两代斜面使用。
２． ６　 高产突变株与出发菌株的菌丝形态比较　 种

子液的菌丝用美兰染色，用光学显微镜，在 １００ 倍

的油镜下观察，结果见图 ５。

图 ５　 出发菌株 Ｔ１９ －８０５ 与四重抗性突变株 Ｔｌｐｓｇ －６９ 在种子液中指数增长时期的菌丝形态特征

Ｆｉｇ ５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ Ｔ１９ －８０５ ａｎｄ ｑｕａｄｒｕｐｌｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ Ｔｌｐｓｇ －６９

ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ
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　 　 由图 ５ 可知，将突变株与出发菌株同时培养，
观察指数生长期种子液（发酵罐所需的最佳种子

液）的菌丝形态，四重抗性突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的菌丝

较粗、圆润、着色深、舒展，网织稍疏松但不紧密，末
端菌丝伸展有力，芽枝较长连成网织，菌丝网成大

垛生长。 出发菌株 Ｔ１９ － ８０５ 的菌丝较弯曲、稍细，
末端菌丝舒展程度差，菌丝芽多较短。 所以，四重

抗性突变株的菌丝特征明显优于原始出发菌株的

菌丝，菌丝形态的改善是发酵产量明显提高的有力

保障。
２． ７　 豆油加量对泰乐菌素发酵产量的影响　 在实

验过程中，发现高产稳定突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的发酵

液中豆油的利用率较差，发酵结束后发酵液中含有

较多的油脂，而原始菌株发酵液对豆油利用较充

分。 所以，推断突变株对豆油的消耗较低（图 ６）。

图 ６　 豆油加量对泰乐菌素发酵产量的影响

Ｆｉｇ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ

ｏｉｌ ｏｎ ｔｙｌｏｓｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　 　 由图 ６ 可知，豆油加量对发酵产量影响较为明

显，随着豆油加量不断增大，发酵产量先升高后降

低。 豆油的加量为 ３０ ｇ ／ Ｌ 时突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的产

量最高为 １６５０７ μｇ ／ ｍＬ，而豆油的加量为 ４５ ｇ ／ Ｌ 时

出发菌株 Ｔ１９ － ８０５ 的产量最高为 １２０００ μｇ ／ ｍＬ。
所以突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的发酵液中豆油最适加量为

３０ ｇ ／ Ｌ，对豆油消耗减少了 ３３． ３％ ，这样就降低了

原材料的成本。 最终突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 产量达到

１６５０７ μｇ ／ ｍＬ，将原始出发菌株 Ｔ１９ － ８０５ （１２０００
μｇ ／ ｍＬ）提高了 ３７． ６％ ，具有很好的工业化生产

价值。
３　 小结与讨论

本研究共选用了 ７ 种已报道对链霉菌突变有

效的抗生素，分别是链霉素、庆大霉素、夫西地酸、
硫链丝菌素、林可霉素、遗传霉素与巴龙霉素。 这 ７
种抗生素对泰乐菌株都有一定的抑制作用。 最小

抑制浓度分别为 ２． ６、２． ８、２． ７、０． ３５、４． ０、０． ２５、
０． ５ μｇ ／ ｍＬ。 正突变率分别约为 ２７． ３％ 、２３． ６％ 、
２４． ２％ 、２８． ３％ 、２８． ５％ 、２６． １％ 、２４． ６％ 。 从正突

变率分析对泰乐菌株产量有明显提高作用的抗生

素有 ４ 种，分别为林可霉素、硫链丝菌素、链霉素、
遗传霉素。

在单重抗生素突变株中共挑选了 ２１０ 株菌，以
其中 １ 株高产突变株 Ｔｌｉｎ － ３０（１３２５６ μｇ ／ ｍＬ）为出

发菌株进行双重抗生素抗性突变株的筛选，获得双

重抗生素高产突变株 Ｔｌｔ － ５２（１４８８５ μｇ ／ ｍＬ），再以

其进行四重抗生素突变株的筛选，在含四种抗生素

的突变株筛选中获得 １ 株高产突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９，效
价达到 １６１８５ μｇ ／ ｍＬ， 将单重抗生素标记菌株

Ｔｌｉｎ － ３０（１３２５６ μｇ ／ ｍＬ）提高了 ２２． １％ ，将双重抗

生素标记菌株 Ｔｌｔｓ － ５２ （１４８８５ μｇ ／ ｍＬ） 提高了

８􀆰 ７％ ，将原始出发菌株 Ｔ１９ － ８０５（１２０００ μｇ ／ ｍＬ）
提高了 ３４． ９％ 。 突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 前四代的化学效

价基本稳定，具有较好的遗传稳定性。 从种子液指

数生长期的菌丝形态特征分析，四重抗性突变株

Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的菌丝明显好于原始出发菌株的菌丝，种
子液菌丝形态的改善是发酵产量明显提高的有力

保障。
豆油加量对发酵产量影响较为明显，随着豆油

加量不断增大，发酵产量先升高后降低。 豆油的加

量为 ３０ ｇ ／ Ｌ 时突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的产量最高为

１６５０７ μｇ ／ ｍＬ，而豆油的加量为 ４５ ｇ ／ Ｌ 时出发菌株

Ｔ１９ － ８０５ 的产量最高为 １２０００ μｇ ／ ｍＬ。 所以突变

株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 的发酵液中豆油最适加量为 ３０ ｇ ／ Ｌ，对
豆油消耗降低了 ３３． ３％，这样就降低了原材料的成

本。 最终突变株 Ｔｌｔｓｇ － ６９ 产量达到 １６５０７ μｇ ／ ｍＬ，
将原始出发菌株 Ｔ１９ － ８０５（１２０００ μｇ ／ ｍＬ）提高了

３７． ６％ ，所以利用核糖体工程育种方法有效的提高

泰乐素产量。
微生物次级代谢的调控基因可能被激活，提高

次级代谢产物的合成能力，是一种遗传性改变［１３］。

·７６·
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研究发现，抗性突变是由于编码核糖体蛋白 Ｓ１２ 的

ｒｐｓＬ 基因或其它基因发生突变导致核糖体或核糖

体蛋白发生改变而产生［１４］。 井冈霉素［１５］，去甲基

万古霉素［１６］利用带链霉素抗性标记均筛到产素较

高的菌株。 核糖体工程育种技术需要的时间、成本

较少，在菌株改良方面应用较为简便。 虽然本文应

用核糖体工程技术选用了几种抗生素处理泰乐菌

素产生菌株，经过大量发酵摇瓶筛选出高产突变菌

株，但对于编码核糖体蛋白的基因、突变位点的研

究较少，有关的诱导机制需继续加强学习研究。
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