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常规诱变结合高通量筛选选育可利霉素高产菌株
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摘要:可利霉素是通过基因工程定向育种技术获得的新型大环内酯类抗生素ꎬ是国家一类新药ꎮ 【目的】为
满足工业化生产需要ꎬ其工程菌株的发酵水平有待提高ꎮ 【方法】多种常规诱变技术交替处理和高通量筛选

方法选育可利霉素高产菌株ꎬ处理方法包括原生质体紫外诱变、ＤＥＳ(硫酸二乙酯)诱变、紫外光复活诱变、缬
氨酸抗性筛选和正突变菌株的富集ꎮ 【结果】高产菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣４３ 的摇瓶生物效价比出发菌株

ＷＳＪ￣１￣７￣４９ 提高 ５６％ ꎬ５００Ｌ 中试发酵罐突变菌株效价较出发株高 ６１％ ꎮ 【结论】说明多轮常规诱变育种结

合高通量的筛选方法可以用于工业生产菌株的高效筛选ꎮ
关键词:可利霉素ꎬ诱变ꎬ高通量筛选ꎬ缬氨酸抗性
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　 　 可利霉素(原名必特螺旋霉素ꎬ生技霉素)是一

种新型的十六元大环内酯类抗生素ꎬ它是利用基因

工程技术将克隆自碳霉素产生菌的 ４′￣Ｏ￣异戊酰基

转移酶基因整合到螺旋霉素链霉菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ
ｓｐｉｒａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ) Ｆ￣２１ 的染色体上ꎬ构建出基因工程菌

ＷＳＪ￣１￣１９５ꎬ通过工程菌细胞内表达的 ４′￣Ｏ￣异戊酰

基转移酶催化ꎬ在螺旋霉素的 ４′￣Ｏ 位置上接入一系

列酰基形成的一族多组分酰化螺旋霉素[１]ꎮ 组分

中异戊酰螺旋霉素比螺旋霉素或其他酰化螺旋霉素

有更高的生物活性和稳定性ꎮ 可利霉素的三期临床

研究已经结束ꎬ正在向国家食品药品监督管理局申

报可利霉素新药证书和试生产批文ꎮ
过去十多年来基于工程菌 ＷＳＪ￣１￣１９５ 广泛开展

了可利霉素生产和组分优化的发酵过程[２] 和分离

纯化技术研究[３]ꎬ形成了一套完整的制备工艺路

线ꎬ但发酵水平仍然不高ꎬ与螺旋霉素发酵相比存在

明显差距ꎮ 选育高产菌株是进一步提高可利霉素发

酵水平的根本ꎮ 目前微生物育种技术已经从诱变、
推理、重组技术发展到代谢工程、系统生物学和异源

生物合成等方法ꎬ但传统诱变育种由于其诸多优势

仍然是工业生产菌株选育中的最常用的标准方法ꎬ
如方法简单易行ꎬ不需要运用分子生物学工具、不需

要代谢模型、不需要知道其遗传或生化背景ꎬ只需要

有效的突变库获得和精确的定向筛选就可以获得目

的表型ꎬ但其缺点是耗时和费力、随机性大、容易造

成优良特性菌株的漏筛ꎮ
Ｌａａｋｅｌ 等[４]报导在螺旋霉素发酵培养基中添加

缬氨酸可以促进其产量增加ꎮ 江维等[５] 对可利霉

素进行添加缬氨酸研究ꎬ发现在合成培养基中添加

后效价可以增加 ４５ ３％ ꎮ 添加缬氨酸可以促使胞
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内生成的丙酮酸转化为草酰乙酸ꎬ而草酰乙酸参与

丙二酰 ＣｏＡ 和甲基丙二酰 ＣｏＡ 的合成ꎬ提供了内酯

环合成所需要的三碳前体ꎮ 缬氨酸是可利霉素产生

菌的一种初级代谢产物ꎬ在细胞内受反馈抑制作用ꎬ
我们设计了缬氨酸抗性筛选实验ꎬ通过筛选缬氨酸

抗性菌株来提高效价ꎮ
菌种高通量筛选技术的出现弥补了常规育种的

不足ꎬ高通量筛选与常规诱变相结合ꎬ特别适用于以

提高次级代谢产物产量为目标的工业生产菌株选育

研究ꎮ 因为次级代谢产物合成产量性状属于数量性

状ꎬ受多基因决定ꎬ再加上代谢网络的复杂性和多节

点特性ꎬ决定了诱变后的正突变频率相当低ꎬ而且一

次突变难有大幅度提高ꎬ只有经多轮处理后才能逐

步积累高产性状ꎮ 因此ꎬ常规诱变育种方法必需要

有大规模筛选数量作保证ꎬ甚至为了尽可能减少漏

筛现象发生ꎬ要将所有诱变后的样品进行“毫无保

留”的彻底筛选ꎮ 基于上述考虑ꎬ本文设计了多种

常规方法交替诱变ꎬ结合高通量筛选技术、缬氨酸抗

性模型以及富集正突变株的方法ꎬ对可利霉素工业

生产菌开展了大规模筛选研究ꎬ最终获得了满意的

工业生产菌株ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 菌种、培养基和培养方法:出发菌株可利霉素

基因工程菌 ＷＳＪ￣１￣７ 为含异戊酰基转移酶基因的整

合 型 的 螺 旋 霉 素 链 霉 菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｓｐｉｒａｍｙｃｅｔｉｃｕｓ)ꎮ 培养基:斜面培养基ꎬ种子培养基ꎬ
发酵培养基ꎬ按文献[５]配置ꎻ培养方法按文献[２]ꎮ
１ １ １　 主要试剂和仪器:黄豆饼粉来自于沈阳抗生

素厂ꎬ淀粉来自河北康欣药业ꎬ鱼粉来自于浙江正

大ꎬ缬氨酸ꎬ溶菌酶来自于上海源聚生物科技有限公

司ꎮ 微量培养中用到的 ４８ 孔板ꎬ板盖ꎬ９６ 孔板购于

上海甘薇生物科技有限公司ꎬ孔板离心机为上海安

亭科学仪器厂ꎬ孔板培养摇床购于上海离心机械研

究所有限公司ꎬＴｈｅｒｍｏ ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 酶标仪购于

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＦＵＳ￣５００Ｌ 发酵罐为上海国

强生化工程设备有限公司ꎮ
１ ２　 缬氨酸抗性菌株筛选

１ ２ １　 缬氨酸抗性浓度确定:在分离平皿中分别添

加浓度为 ０、０ ０１％ 、０ ０５％ 、０ １％ 、０ ５％ 、１％ 和

２％的缬氨酸ꎬ计算不同浓度缬氨酸对可利霉素产生

菌的致死率ꎬ确定缬氨酸致死浓度ꎮ
１ ２ ２　 缬氨酸抗性菌株筛选:将诱变后的菌悬液涂

到添加致死浓度的缬氨酸分离平皿上ꎬ待单菌落长

出来后进行筛选ꎬ挑选效价较高ꎬ形态正常的菌落作

为下步出发菌株ꎮ
１ ３　 诱变方法

１ ３ １　 原生质体紫外诱变:用溶菌酶处理菌丝体ꎬ
过滤得到原生质体ꎮ 将制备得到的原生质体调整到

１０００ 个 / ｍＬꎬ在紫外灯下照射后稀释涂在再生平板

上ꎮ
１ ３ ２　 硫酸二乙酯(ＤＥＳ)诱变:斜面菌体刮下打

碎后过滤ꎬ加入等体积的 １０％ 的 ＤＥＳꎬ摇床上震荡

处理后稀释涂在分离平板上ꎮ
１ ３ ３　 紫外光复活诱变:紫外灯照射 ３０ ｓ 后光复

活 ３０ ｓꎬ交替多次ꎮ
１ ４　 正突变株富集方法

将新鲜菌悬液进行紫外光复活诱变ꎮ 把诱变后

的菌悬液用无菌水稀释后的菌悬液接种到种子液中

培养ꎬ２８℃培养 ３ｄ 后(因接种量较低ꎬ所以种子培

养延长 １ 天时间)ꎬ接种到发酵板中ꎬ其中每个孔中

装 １ ５ ｍＬ 发酵培养基ꎬ发酵板放在摇床上 ３０℃ꎬ
２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ４ ｄꎮ 将培养好的发酵孔板于孔板离

心机中离心力 １６１０ × ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ上清测可利霉

素效价ꎮ
正突变株筛选途径:诱变后菌液→接入孔板种

子液中→转发酵的同时将种子液接入固体培养基孔

板上→酶标仪分析发酵液效价→挑选效价高的菌

株ꎮ
１ ５　 高通量深孔板筛选

１ ５ １　 高通量深孔板筛选过程:将分离平皿上长好

的单菌落接种到 ４８ 孔板中培养(种子板)ꎬ每块板

可以筛选 ４８ 个菌落ꎬ种子板培养两天后接发酵板

(考察生产力)ꎬ接发酵板的同时接斜面板(保种)ꎮ
培养好的发酵板离心取上层发酵液ꎬ在 ９６ 孔板中用

比浊法原理测定效价ꎮ 每块发酵板选 ４ 株左右菌株

传二代斜面ꎬ共 １００ 株左右ꎬ利用摇瓶进行复筛ꎮ
采用的筛选方法是:自然分离→平皿单菌落→

接入孔板种子液中→转发酵的同时将种子液接入固

体培养基孔板上→酶标仪分析发酵液效价→挑选效

价高的种子传二代试管斜面→用摇瓶进行复筛实

验ꎮ
１ ５ ２　 可利霉素高通量深孔板筛选操作方法:将分

９５７
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离平皿上的单菌落用竹针挑入孔板中ꎬ其中每个孔

中装 １ ｍＬ 种子培养基ꎬ在摇床上 ３０℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培

养 ４８ ｈꎬ用六通道移液枪每个孔中取 １５０ μＬ 接种到

发酵板中ꎬ其中每个孔中装 １ ５ ｍＬ 发酵培养基ꎬ同
时取 ５０ μＬ 到斜面板上ꎮ 发酵板放在摇床上 ３０℃ꎬ
２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ４ ｄꎬ斜面板放在培养箱中 ３７℃培养

１０ ｄꎮ
１ ５ ３　 深孔板筛选可利霉素菌株效价的检测方法:
根据比浊法原理制作标准曲线ꎮ 取可利霉素的标准

品适量ꎬ精密称定ꎬ用乙醇溶解再用灭菌水制成

５００Ｕ / ｍＬ 的溶液ꎮ 用去离子水稀释为 ２０、１６、１２、
１０、８ 和 ４ Ｕ / ｍＬ 的溶液ꎮ 取 ３０ μＬ 标准品加入 ２７０
μＬ 细菌培养基中ꎬ此培养基已接入 １０％ 枯草杆菌

菌悬液ꎬ使标准品最终浓度分别为 ０ ４、０ ８、１ ０、
１ ２和 ２ ０ Ｕ / ｍＬꎮ ９６ 深孔板 ３７℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ４
ｈ 后 ６３０ ｎｍ 测定吸光值ꎮ 以剂量浓度 (Ｃ) 的对数

为横坐标ꎬ吸光度(Ａ)为纵坐标ꎬ绘制标准曲线ꎮ
样品检测:将培养好的发酵孔板于孔板离心机

中离心力 １６１０ × ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 将上清稀释十倍ꎮ
取 ３０ μＬ 稀释后上清加入检测培养基中ꎬ９６ 深孔板

３７℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ４ ｈ 后 ６３０ ｎｍ 测定吸光值ꎮ 根

据吸光值计算可利霉素效价ꎮ
１ ６　 发酵罐中试

新鲜斜面接入种子培养基中ꎬ装量为 ５０ ｍＬ /
５００ ｍＬ 摇瓶ꎬ２８℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ４８ ｈ 后合并种子

液ꎬ接 ３ Ｌ 种子到 ７０ Ｌ 种子培养基中ꎬ在 １００ Ｌ 自控

发酵罐里培养ꎬ控制温度为 ２８℃ꎬｐＨ 自然ꎬ搅拌转

速为 ３５０ ｒ / ｍｉｎꎮ 培养 ４８ ｈ 后接入 ３００ Ｌ 发酵培养

基中ꎬ在 ５００ Ｌ 自控发酵罐中培养ꎬ从 １６ ｈ 开始测定

效价和过程代谢数据ꎮ

２　 结果

２ １　 缬氨酸抗性高产菌株诱变筛选总流程图

出发菌株 ＷＳＪ￣１￣７ 筛选流程图见图 １ꎮ
出发菌株通过紫外诱变先获得缬氨酸抗性菌株

ＷＳＪ￣１￣７￣４９ꎬ缬氨酸抗性株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９ 进行原生质

体紫外诱变后ꎬ筛选得到菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３ꎬ再进

行硫酸二乙酯诱变ꎬ筛选得到菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣
８２ꎮ

菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２ 在紫外光复活诱变后

进行微量培养ꎬ将优势菌株富集ꎬ然后将每一个微孔

中的培养液当成一个菌株ꎬ进行高通量筛选ꎬ复筛得

到菌 株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ꎬ 从 理 论 上 讲 菌 株

ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ 为混合菌株ꎬ将其进行自然分

离ꎬ最后筛选得到高产菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８￣
４３ꎬ该菌株生产代谢稳定ꎬ满足工业生产需要ꎮ

图 １. 菌株诱变筛选流程图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｆｌｏｗ￣ｃｈａｒｔ ｏｆ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎ.

２ ２　 可利霉素缬氨酸抗性生产菌株的诱变和高通

量深孔板筛选

２ ２ １　 缬氨酸抗性浓度实验:在分离平皿中添加不

同浓度的缬氨酸ꎬ计算可利霉素产生菌的致死率ꎮ
如表 １ 所示ꎬ在 １％缬氨酸的培养基上ꎬ可利霉素产

生菌的致死率 ８２ ２％ ꎬ在含 ２％缬氨酸的培养基上ꎬ
可利霉素产生菌的致死率为 ９７ ２％ ꎬ可以确定缬氨

酸致死浓度为 ２％ ꎮ

表 １. 不同浓度缬氨酸对可利霉素产生菌的致死率

Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｆａｔａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｋｅｌｉｍｙｃｉｎ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｌｉｎｅ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ / ％ Ｃｆｍ∗１００ Ｆａｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅ / ％
０ １８０
０ ０１ １５７ １２ ８
０ ０５ １１２ ３７ ８
０ １ ９６ ４６ ７
０ ５ ６７ ６２ ８
１ ３２ ８２ ２
２ ５ ９７ ２

　 　 以可利霉素基因工程菌 ＷＳＪ￣１￣７ 为出发株ꎬ紫
外诱变 ６０ｓ 后涂在缬氨酸浓度为 ２％ 的抗性平皿

０６７
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上ꎬ筛选到抗性株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９ꎬ其生长特性和外观与

出发株接近ꎮ
２ ２ ２　 可利霉素高产菌株多轮诱变筛选:紫外诱变

得到的抗性菌株很容易产生回复突变ꎬ我们继续通

过原生质体紫外诱变和硫酸二乙酯(ＤＥＳ)诱变方

法ꎬ进行多轮诱变筛选ꎬ得到性状稳定的缬氨酸抗性

菌株ꎮ
(１)原生质体紫外诱变和菌株筛选:没有了细

胞壁的原生质体会对诱变剂更加敏感ꎬ常规的原生

质体再生也会产生突变株ꎮ 将缬氨酸抗性株 ＷＳＪ￣
１￣７￣４９ 进行原生质体紫外诱变后ꎬ在含缬氨酸 ２％
的抗性平板上培养ꎬ初筛抗性菌株 ２００ 株ꎬ从中挑选

５０ 株进行复筛ꎬ再从 ５０ 株中选出 ４ 株ꎬ其中 ＷＳＪ￣１￣
７￣４９￣１３３ 作为第二次出发菌株ꎮ

(２)硫酸二乙酯(ＤＥＳ)诱变和菌株筛选:ＤＥＳ
处理时间为 ３０ ｍｉｎ 进行诱变实验ꎮ ＤＥＳ 诱变初筛

菌株 ２００ 株ꎬ从中挑选 ５０ 株进行复筛ꎬ再从 ５０ 株中

选出 ４ 株ꎬ其中 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２ 作为下次出发菌

株ꎮ
２ ３　 紫外光复活诱变后缬氨酸抗性菌株富集筛选

和高通量筛选实验

２ ３ １　 缬氨酸抗性菌株富集和筛选:在富集培养过

程中ꎬ可观察到种子液逐渐变得浑浊ꎬ说明菌丝开始

生长ꎬ抗性菌株开始富集ꎮ 培养 ９６ｈ 后ꎬ抗性菌株在

深孔板中富集ꎮ
筛选富集培养后的菌株数量为 １０００ 株ꎬ以出发

菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２ 的效价为对照ꎬ计算筛选后

的菌株的突变率ꎬ做菌株突变率分布散点图(图 ２￣
Ａ)ꎮ

从 １０００ 株菌株中挑选 ２０ 株进行复筛ꎬ最后得

到高产菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ꎮ
２ ３ ２　 高产量抗性混合菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣
１８ 自然分离:从理论上讲ꎬ菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣
１８ 为混合菌株ꎬ要进行自然分离筛选实验ꎬ进一步

获得单克隆生产菌株ꎬ有利于高效菌株在生产上的

稳定性ꎮ
此次初筛是通过高通量深孔板进行分离筛选ꎮ

将菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ 进行平皿自然分离ꎬ
在平皿培养基中培养得到单菌落ꎬ挑选 １０００ 株单菌

落ꎮ
仍以菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２ 的效价为对照ꎬ计

算筛选后的菌株的ꎬ来做菌株突变率分布散点图

(图 ２￣Ｂ)ꎮ

图 ２. 深孔板初筛后菌株突变率散点图

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ
ｄｅｅｐ￣ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅ.

从图 ２￣Ａ 可以看出ꎬ菌株ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２ 经

过紫外光复活诱变微量培养后ꎬ负突变率的菌株比

正突变率的菌株要多ꎬ且突变率突变幅度较大ꎬ大部

分在 ４０％ꎬ而正突变率的菌株大部分在 ２０％范围内ꎮ
通过高通量筛选得到效价较高ꎬ形态正常的菌

株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ꎬ对其进行自然分离ꎬ从平

皿中挑选 １０００ 株单菌落进行筛选ꎮ 初筛数据如图

２￣Ｂꎮ 自然分离的单菌落效价分布大部分都在 ＷＳＪ￣
１￣７￣４９￣１３３￣８２ 菌株效价的周围ꎬ效价变化幅度大部

分在 ２０％左右ꎮ
由此可以看出诱变和富集培养可以增加菌株的

突变率ꎬ导致菌株的生产效价变化幅度较大ꎮ
２ ３ ３　 复筛考察:从 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ 自然分

离初筛菌株 １０００ 株中挑选出 １００ 株传到固体试管

斜面上进行摇瓶筛选ꎮ 最后挑选出 １０ 株连续传代

３ 次做稳定性考察ꎮ 生产性状表现稳定的菌株比较

１６７
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适合生产ꎮ
１０ 个菌株 ３ 次传代考察稳定性ꎬ各代效价比较

见图 ３ꎮ 从图 ３ 可知 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８￣４３ꎬＷＳＪ￣

１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８￣４９ 菌株适合生产ꎮ 其它几个菌株

在第 １ 代时效价较高ꎬ继续传代后效价下降ꎬ不适合

生产ꎮ

图 ３. ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８ 自然分离后复筛菌株稳定性考察

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｃｒｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ.

２ ４　 突变株重复验证和 ５００ Ｌ 发酵罐实验

２ ４ １　 突变株验证:图 ４ 比较了菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９
到 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８￣４３ 各代筛选菌株的摇瓶复

筛效价ꎮ

图 ４. 菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８￣４３ 各代的复筛效价

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｒｅｓｃｒｅｅｎ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ.

从图 ４ 可以看出ꎬ缬氨酸抗性菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９
经过多轮次诱变和筛选ꎬ效价有了大幅度的提高ꎮ
菌株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣１８￣４３ 的摇瓶效价比出发菌

株提高了 ５６％ ꎮ
第 １ 次原生质体紫外诱变后效价提高了 １０％ ꎬ

第 ２ 次 ＤＥＳ 诱变效价提高了 １２ ４％ ꎬ第 ３ 次紫外光

复活诱变后效价又提高了 ２３％ ꎮ 最后一次自然分

离效价提高 ２％ ꎮ 自然分离主要是为了筛选稳定性

菌株ꎮ 尤其是第 ３ 次诱变结合了优势菌株富集培养

和孔板高通量筛选ꎬ获得高产菌株的机率增大ꎬ而且

高产菌株的效价生产力提高幅度为 ２３％ ꎬ比前 ２ 次

的诱变筛选提高幅度要大ꎮ
２ ４ ２　 ５００ Ｌ 发酵罐实验:对出发株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９ 与

突变株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣４３ 在 ５００ Ｌ 发酵罐中发

酵过程参数进行了比较ꎮ
从图 ５ 可以看出ꎬ发酵 １１２ ｈ 时ꎬ出发株 ＷＳＪ￣１￣

７￣４９ 的效价是 １６３２ Ｕ / ｍＬꎬ突变株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣
８２￣４３ 的效价是 ２６２９ Ｕ / ｍＬꎬ效价提高了 ６１％ ꎮ

从图 ５ 的氨基氮变化曲线可以看出ꎮ 突变株在

发酵前 ４０ ｈ 内氨氮值下降很快ꎬ从 ７２ ｍｇ / １００ ｍＬ
下降到 ２０ ｍｇ / １００ ｍＬ 左右ꎮ 此时大量的氨氮用来

提供菌体生长所需的氮源ꎬ在 ５２ ｈ 后氨氮值轻微下

降ꎬ此时菌体已经停止生长进入次级生长阶段ꎬ从产

物曲线也可以看出ꎬ此时可利霉素合成增长迅速ꎮ
因此突变株在 ４０ ｈ 前其氨氮利用比出发株要快ꎬ而
且其最终氨氮平衡值比出发株要略低ꎬ说明突变株

利用氮源的能力比出发株要强ꎮ
　 　 从图 ６ 可以看出两者的糖耗和 ｐＨ 曲线有很大

差别ꎮ 从糖耗曲线来看ꎬ突变株在 ２８ ｈ 前糖耗迅

速ꎬ从 ６ ３２ ｇ / Ｌ 下降到 ４ ０２ ｇ / Ｌꎮ 说明突变株利用

２６７
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图 ５. 出发株和突变株在 ５００Ｌ 发酵罐中的效价和氨氮曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ５００Ｌ ｐｉｌｏｔ
ｆｅｒｍｅｎｔｅｒ.

碳源能力比出发株要强ꎮ 突变株发酵时的 ｐＨ 值比

出发株要高ꎮ
从两个菌株的生产代谢曲线来看ꎬ突变株在前期

　 　

对碳源和氮源的利用比出发株要强ꎬ发酵液的 ｐＨ 比

出发株要高ꎬ效价比出发株提高了 ６１％ꎮ 有条件可

以进一步研究两个菌株内缬氨酸的含量及代谢图谱ꎮ

图 ６. 出发株和突变株在 ５００ Ｌ 发酵罐中的 ｐＨ 和糖耗曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｓｕｇａｒ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ５００Ｌ ｐｉｌｏｔ ｆｅｒｍｅｎｔｅｒ.

３　 结论和讨论

从 Ｌｕｒｉａ 等[６]的波动实验证明了突变结果和原

因的不对应性ꎬ如果每份菌液中只含有一个菌落时ꎬ

菌落的差异性就可以体现出来了ꎮ 根据上面的实验

原理ꎬ我们设计了缬氨酸抗性菌株富集实验ꎮ 把诱

变后的菌悬液尽量细分后接种到种子液中培养ꎬ这
样菌悬液中具有缬氨酸抗性的菌株就会成为优势菌

株ꎮ 把每个孔板里的菌液当成一个菌株ꎬ进行初筛ꎮ

３６７



Ｘｉｎｘｉｎｇ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

同时将培养好的种子液接种到固体培养基上ꎬ进一

步增殖优势菌株ꎮ 固体培养基上效价高的菌株作为

出发ꎬ进行自然分离ꎬ得到具有缬氨酸抗性的高产

菌株ꎮ
从发酵罐上的生产曲线可以看出突变株和出发

株在 ７６ ｈ 前的生产能力相差并不大ꎬ但从 ７６ｈ 后ꎬ
突变株的生产能力增长很快ꎮ 该菌株是通过缬氨酸

抗性筛选筛出来的ꎬ在缬氨酸代谢途径中ꎬ缬氨酸是

缬氨酸合成代谢途径的第一个酶———草酰乙酸合酶

的反馈抑制剂ꎬ如果能够解除反馈抑制ꎬ就能增加

Ｌ￣缬氨酸的浓度ꎮ 在甲基丙二酰 ＣｏＡ 转羧基酶途

径中ꎬ甲基丙二酰 ＣｏＡ 转羧基酶将缬氨酸分解生成

丙酰 ＣｏＡ 和丁酰 ＣｏＡꎬ它们是合成内酯环所需要的

直接三碳前体ꎮ 因此三碳前体供给的增加可能是效

价提高的主要原因ꎮ
Ｗｏｌｆｇａｎｇ 等[７] 在 ９６ 孔板中研究了链霉菌的生

长和次级代谢情况ꎬ结果证明链霉菌在 １ ｍＬ 微量培

养时的生物量生长及次级产物代谢情况和摇瓶发酵

罐相似ꎮ 我们对可利霉素生产菌在 ４８ 孔板中培养

情况进行考察ꎬ研究结果表明深孔板可以用来培养

链霉菌ꎮ 在多轮诱变的筛选中ꎬ多次使用到了深孔

板培养ꎬ并进行筛选ꎬ提高了筛选量ꎮ
通过对缬氨酸抗性出发株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９ 进行一

系列的诱变和筛选ꎬ总共初筛菌株数量为 ２４００ 株左

右ꎬ最后获得产量提高达 ５０％ 以上的优良菌ꎮ 突变

株 ＷＳＪ￣１￣７￣４９￣１３３￣８２￣４３ 比出发株摇瓶效价提高了

５６％ ꎬ５００ Ｌ 中试发酵罐上生产能力提高了 ６１％ ꎮ
这表明通过常规的诱变育种结合理性设计的筛选方

法是可以得到生产能力大幅提高的基因工程菌突变

菌株ꎮ 本研究利用遗传学的经典实验波动原理作为

设计筛选方法的基础ꎮ 在各培养小孔中ꎬ只要其中

一个细胞具有所需要的抗性基因ꎬ进行培养就能使

该细胞获得增殖优势ꎮ 常规实验用的摇瓶做不到这

一点ꎬ因为摇瓶的装量大ꎬ如果只接几个细胞进去的

话是很难生长起来的ꎬ也很难做到对诱变所获得的

细胞库进行完全无漏筛选ꎮ 另外ꎬ育种工作中的筛

选通量也是决定育种结果的关键ꎮ 在第 ３ 轮筛选实

验中利用到的深孔板筛选是进行高通量筛选的基

础ꎬ也是现在国内外高通量研究的热点ꎮ 本实验研

究结果说明利用深孔板进行微生物次级代谢产物生

产菌株筛选是可行的ꎮ 当然要真正达到国外的高通

量筛选工作站筛选通量还有很多工作要做[８ － ９]ꎮ

致谢　 本项目得到中国科学院上海生命科学研究院

植物生理生态研究所郝玉有老师的支持ꎬ以及同联

药业的蒋智慧、武桂华、杨忠国等人在实验中的帮

助ꎬ再次表示感谢!
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