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照相比增幅为２２．９％，与空白对照相比增幅为１６．４％。
６２．５ｇ／Ｌ精甲·咯菌腈悬浮种衣剂采用干稻种拌种，晾

干后直接播种，操作简便，减少了水稻种子浸种催芽环节恶苗

病病菌的浸染，是防治水稻恶苗病的一项新型技术。本试验

仅在武运粳３０上用６２．５ｇ／Ｌ精甲·咯菌腈悬浮种衣剂进行
拌种试验调查，对其他水稻品种及拌种后晾干时间等内容还

有待进一步深入研究。
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具广谱抗菌活性桔青霉 ＰＡ－３３的诱变育种
倪　赛，刘银春，李　健，李肖鹤，朱向东
（江西农业大学生物科学与工程学院，江西南昌３３００４５）

　　摘要：为增强产抗生素桔青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ）ＰＡ－３３的抗菌活性，提高所产抗生素的产量。以桔青霉
ＰＡ－３３菌株为出发菌株，以大肠杆菌为指示菌，分别采用紫外诱变、紫外－ＬｉＣｌ诱变、紫外－亚硝酸复合诱变、微波诱
变以及微波－超声波－３％硫酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＤＥＳ）复合诱变等技术对桔青霉 ＰＡ－３３菌株孢子悬液进
行诱变，筛选出抗菌活性增强的突变菌株，并测定突变菌株的遗传稳定性。筛选得到５株高产抗生素突变菌株 Ｌｉ－１、
Ｎ－２５、Ｈ－１４、ＷＢ－６、Ｄ－１１，它们的抗菌活性提高率分别为３９．５１％、３９．１９％、４０．２６％、３２２９％、２０．８３％；其中突变
菌株Ｌｉ－１、Ｈ－１４、Ｎ－２５遗传稳定性较好，突变菌株ＷＢ－６、Ｄ－１１遗传稳定性相对较差。桔青霉ＰＡ－３３诱变育种
效果明显，抗菌活性明显增强，能为其进一步工业化应用提供基础和依据。
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　　微生物产品被广泛应用在医药生产、环境修复、日常用品
等各方面。为满足人类大量需求，研究新的微生物品种已成

为微生物应用的关键［１］。由微生物产生的抗生素类药物是

微生物诱变育种技术在制药领域中的重要应用［２］。面对抗

生素的产生很难通过单个编码基因或表达调控因子的改变而

达到理想的效果这一现状，传统的诱变育种技术可以通过简

便快速的诱变及适当的筛选手段而获得生产性能优良的工业

菌株。因此，传统的诱变育种技术在目前抗生素产生菌的选

育过程中具有不可取代的地位［３］。除此之外，诱变育种技术

对产抗生素微生物而言具有提高产量、提高纯度、改进发酵工

艺和产生新抗生素等优点［４］。直接从自然界中分离得到的

野生型菌株性状不稳定，容易退化，无法满足实际需求，这就

须要利用育种方法对它们进行改造［５］。微生物诱变育种通

过改变微生物的遗传结构和功能，筛选出优良的突变型微生

物。这种育种方式使微生物变异速度快、效率高，是食品加工

和医药生产等工业的首选［６］。目前，微生物诱变技术在制药

中的研究主要以获得高产突变株为目的，通过诱变使酶活性

极大提高，被广泛应用于临床诊断、生物农药及食品化妆品等

方面［２］。在霉菌中，因其种类繁多、分布广泛，又有菌丝和孢

子等独有特性，故诱变育种具有比较独特的特点［７］。除此之

外，多种物理诱变和化学诱变方法的结合使用，在霉菌中产生

了很好的效果，特别是物理诱变方法中的紫外线诱变和化学

诱变方法中的氯化锂诱变相结合的运用较多［２］。如张建勇

等分别采用紫外线单因子诱变、紫外线 －ＬｉＣｌ复合诱变处理
藤黄灰链霉菌，致使其新型抗生素藤黄灰链霉菌素产量提高

１．２倍［８］。此外，曹燕妮等以豌豆根瘤菌为出发菌株，利用紫

外－ＬｉＣｌ－超声波复合诱变，以期获得高产辅酶Ｑ１０菌株［９］。

目前，人工诱变的育种方式主要包括物理诱变、化学诱变

和生物诱变［７］，在微生物育种中较常见的为物理诱变和化学

诱变。此外应用较多的还有复合诱变，通常仅采用一种方法

进行诱变，会使微生物产生抗性，从而降低突变率，复合诱变
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具有补充不同诱变方法之间缺陷的优势［６］。本研究主要运

用紫外诱变、紫外－ＬｉＣｌ复合诱变、紫外 －亚硝酸复合诱变、
微波诱变以及微波 －超声波 －３％硫酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ，简称 ＤＥＳ）复合诱变等技术对桔青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｃｉｔｒｉｎｕｍ）ＰＡ－３３菌株孢子进行诱变育种，由此获得高产抗生
素突变菌株，以期为桔青霉 ＰＡ－３３菌株工业化应用提供
依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
桔青霉ＰＡ－３３；病原菌：大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金

黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）。以上菌株
保存于江西农业大学生物科学与工程学院实验室。

１．２　培养基
马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：马铃薯２００ｇ／Ｌ、葡萄

糖 ２０ｇ／Ｌ、水１Ｌ、琼脂１５～２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值自然。
马铃薯葡萄糖液体培养基（ＰＤＢ）：马铃薯２００ｇ／Ｌ、葡萄

糖２０ｇ／Ｌ、水１Ｌ，ｐＨ值自然。
１．３　菌株桔青霉ＰＡ－３３诱变育种
１．３．１　孢子悬液的制备　将菌株 ＰＡ－３３活化后加入适量
无菌生理盐水，洗下孢子，用无菌脱脂棉过滤除去菌丝体和培

养基残渣，装入带有玻璃珠的１００ｍＬ锥形瓶中，并置于摇床
上振荡 ３０ｍｉｎ，使孢子充分分散，调整孢子悬液浓度为
１０６个／ｍＬ，备用。
１．３．２　紫外诱变处理　（１）在９个放置有无菌磁棒的培养
皿中分别加入８ｍＬ孢子悬液；（２）将培养皿放置在事先预热
２０ｍｉｎ的１５Ｗ紫外灯下，照射距离为２４ｃｍ；（３）在磁力搅拌
器上打开皿盖，分别照射０ｓ、３０ｓ、６０ｓ、９０ｓ、２ｍｉｎ、４ｍｉｎ、
６ｍｉｎ、９ｍｉｎ、１５ｍｉｎ；（４）吸取处理后的孢子悬液１ｍＬ依次进
行１０倍稀释，吸取 １０－２、１０－３、１０－４等 ３个梯度孢子悬液
０．２ｍＬ涂平板，重复３次，２８℃恒温培养３～５ｄ，根据菌落数
计算致死率，选择致死率为９０％左右的条件作为紫外诱变的
最适条件；（５）诱变菌株初筛：采用致死率为９０％的条件诱
变，挑取菌落生长速度快且菌落直径大的单菌落，进行复筛；

（６）将初筛的菌株分别接种至 ＰＤＢ培养基中，置于 ２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ的摇床上培养７ｄ，以大肠杆菌为指示菌，以原始菌
株ＰＡ－３３为对照，采用管碟法测定各突变菌株发酵液的抑
菌圈直径，根据抑菌圈直径增加的大小确定最佳突变菌株。

１．３．３　紫外 －ＬｉＣｌ复合诱变处理　将紫外诱变致死率为
９０％的孢子悬液依次稀释１０倍，选取１０－２、１０－３、１０－４稀释度
的孢子悬液２００μＬ涂布于含 ＬｉＣｌ浓度为０、０．３％、０．６％、
１０％、１．５％、２．０％的 ＰＤＡ平板中，每组重复 ３次，参照
“１３２”节方法确定最佳突变菌株。
１．３．４　紫外－亚硝酸复合诱变处理　（１）将菌株ＰＡ－３３参
照紫外诱变致死率为９０％的条件处理；（２）在每个试管中分
别加入１ｍＬ０．２ｍｏｌ／ＬＮａＮＯ２溶液、２ｍＬ孢子悬液、１ｍＬｐＨ
值为４．５的醋酸缓冲液，充分混匀后，置于２７℃水浴锅中分
别处理０、５、１０、１５、２０、３０、４５、６０ｍｉｎ，并加入２ｍＬ０．０７ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ值为８．６的Ｎａ２ＨＰＯ４溶液，每组重复３次。参照“１．３．２”
节方法确定最佳突变菌株。

１．３．５　微波诱变处理　（１）火力强度的确定：分别吸取８ｍＬ
菌株ＰＡ－３３孢子悬液于３个培养皿中，在不加盖条件下，分
别用额定功率７００Ｗ、频率２２ｋＨｚ的低火、中火、高火处理
２０ｓ，吸取处理后的孢子悬液 １ｍＬ进行 １０倍稀释，吸取
１０－２、１０－３、１０－４３个稀释度的孢子悬液２００μＬ涂布于盛有
ＰＤＡ的平板中，重复３次，２８℃恒温培养３～５ｄ，记录菌落数
确定微波诱变火力强度。（２）致死率试验：使用最合适的火
力强度进行微波诱变试验，分别吸取８ｍＬ孢子悬液至平板
中，微波炉中分别低火处理０、５、１０、１５、２０、２５、３０、４０、６０ｓ，每
组重复３次。参照“１．３．２”节方法确定最佳突变菌株。
１．３．６　微波－超声波 －３％硫酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称
ＤＥＳ）复合诱变处理　（１）在５０ｍＬ锥形瓶中分别加入１６ｍＬ
ｐＨ值为７的磷酸缓冲液、４ｍＬ突变菌株ＷＢ－６孢子悬液和
０．６ｍＬＤＥＳ（ＤＥＳ终浓度为３％），并在２００Ｗ、２２ｋＨｚ超声波
冰水浴条件下分别处理０、３、６、９、１５、２５、４０、６０ｍｉｎ，每组重复
３次。参照“１．３．２”节方法确定最佳突变菌株。
１．３．７　突变菌株遗传稳定性试验　将各突变菌株连续传代
６代，测定其发酵液的抗菌活性。
１．３．８　突变菌株抗菌活性测试　利用管碟法，以大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和苏云金芽孢杆菌为指示菌，

测定突变菌株发酵液的抗菌活性。

２　结果与分析

２．１　菌株桔青霉ＰＡ－３３紫外诱变
２．１．１　紫外诱变致死率试验　由图１可知，在紫外灯功率
１５Ｗ、照射距离２４ｃｍ条件下，随着诱变时间的增加，紫外诱
变致死率逐渐增大，在 １．５ｍｉｎ时，致死率为 ７６．９２％，在
２ｍｉｎ时，致死率为９６．７０％，诱变时间超过９ｍｉｎ时，致死率
超过９９．００％。因此，选择紫外诱变条件为紫外灯功率１５Ｗ、
照射距离２４ｃｍ、照射时间２ｍｉｎ。

２．１．２　紫外诱变突变菌株筛选　从平板上挑取４４个菌落进
行复筛，结果显示，紫外线对菌株 ＰＡ－３３诱变效果较差，仅
有８个突变菌株的抑菌圈直径增大，正向突变率仅为
１８１８％，其中突变菌株 ＵＶ－２２抑菌圈直径最大，活性提高
率却仅为１２．５５％（表１）。
２．２　菌株桔青霉ＰＡ－３３紫外－ＬｉＣｌ复合诱变
２．２．１　菌株ＰＡ－３３紫外 －ＬｉＣｌ复合诱变致死率试验　由
图２可知，菌株ＰＡ－３３在紫外灯功率１５Ｗ、照射距离２４ｃｍ、
照射时间２ｍｉｎ的诱变条件下，随着ＬｉＣｌ浓度的增加，其致死
率整体增大，在ＬｉＣｌ浓度为０．６％时，致死率为８８．１２％，ＬｉＣｌ
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表１　紫外诱变复筛菌株及其抗菌活性

突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）
突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）

ＵＶ－１ ２０．０７±０．４０ ７．１５ ＵＶ－３２２０．７６±０．６１ １０．８４
ＵＶ－６ ２０．０５±０．０５ ７．０５ ＵＶ－３５１９．５７±０．３８ ４．４８
ＵＶ－１９２０．３７±１．６１ ８．７６ ＵＶ－４１１９．６５±０．９９ ４．９１
ＵＶ－２２２１．０８±０．８７ １２．５５ ＵＶ－４４２０．６７±０．５０ １０．３６

浓度继续增加到 １．５％时，致死率达 １００％。因此，确定紫
外－ＬｉＣｌ复合诱变条件为紫外灯功率１５Ｗ、照射距离２４ｃｍ、
照射时间２ｍｉｎ、ＬｉＣｌ浓度为０．６％。
２．２．２　紫外－ＬｉＣｌ复合诱变突变菌株筛选　从平板上挑取
２８个菌株进行复筛，６个突变菌株抗菌活性增强，正向突变率
为２１．４３％。由表２可知，突变菌株 Ｌｉ－１的抑菌圈直径最
大，为２６．１３ｍｍ；活性提高率最大，为 ３９．５１％。突变菌株
Ｌｉ－１３、Ｌｉ－１７、Ｌｉ－１９、Ｌｉ－２７、Ｌｉ－２８活性提高率分别为
７４７％、３．５８％、６．０３％、１１．０５％、９．０８％，其中突变菌株
Ｌｉ－１７活性提高率最低，仅为３．５８％。

表２　紫外－ＬｉＣｌ复合诱变复筛菌株及其抗菌活性

突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）
突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）

Ｌｉ－１ ２６．１３±１．１６ ３９．５１ Ｌｉ－１９ １９．８６±０．７４ ６．０３
Ｌｉ－１３ ２０．１３±１．４１ ７．４７ Ｌｉ－２７ ２０．８０±１．３７ １１．０５
Ｌｉ－１７ １９．４０±０．７０ ３．５８ Ｌｉ－２８ ２０．４３±０．２２ ９．０８

２．３　菌株桔青霉ＰＡ－３３紫外－亚硝酸复合诱变
２．３．１　菌株 ＰＡ－３３紫外 －亚硝酸复合诱变致死率试验　
由图３可知，菌株 ＰＡ－３３在紫外灯功率 １５Ｗ、照射距离
２４ｃｍ、照射时间２ｍｉｎ诱变的基础上，进行亚硝酸诱变，亚硝
酸浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ条件下，随着诱变时间的增加，其孢子致
死率逐渐增大，当诱变时间为３０、４５、６０ｍｉｎ时，孢子致死率
分别为７６．４７％、９１．１８％、９４．１２％。因此，确定紫外 －亚硝
酸复合诱变条件为紫外灯功率１５Ｗ、照射距离２４ｃｍ、照射时
间２ｍｉｎ、０．２ｍｏｌ／Ｌ亚硝酸作用时间４５ｍｉｎ。
２．３．２　紫外－亚硝酸复合诱变突变菌株筛选　从平板上挑
取４１个突变菌株进行复筛，其中１１个突变菌株抗菌活性增
强，正向突变率为２６．８３％。由表３可知，突变菌株Ｈ－１４和
Ｎ－２５抑菌圈直径最大，分别为２６．２７、２６．０７ｍｍ，活性提高
率分别为４０．２６％、３９．１９％。
２．４　菌株桔青霉ＰＡ－３３微波诱变
２．４．１　微波诱变火力强度确定　将菌株 ＰＡ－３３孢子悬液
分别经微波低火、中火和高火处理２０ｓ，结果（表４）显示，低

表３　紫外－亚硝酸复合诱变复筛菌株及其抗菌活性

突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）
突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）

Ｈ－５ ２０．８６±０．９０ １１．３７ Ｎ－２１ １９．４０±０．３４ ３．５８
Ｈ－１１ ２０．４０±０．４１ ８．９２ Ｎ－２３ １９．７６±０．５６ ５．５０
Ｈ－１２ ２１．０６±０．４７ １２．４４ Ｎ－２４ １９．１３±０．３３ ２．１４
Ｈ－１４ ２６．２７±０．１９ ４０．２６ Ｎ－２５ ２６．０７±０．２２ ３９．１９
Ｎ－１２ ２０．７３±０．１６ １０．６８ Ｎ－２６ １９．５６±０．４５ ４．４３
Ｎ－１９ ２０．００±０．５７ ６．７８

表４　微波火力强度对菌株ＰＡ－３３孢子存活能力的影响

火力强度 存活菌落数（个／ｍＬ）
低火 ６．５×１０４

中火 ０
高火 ０

火处理组存活的菌落数为６．５×１０４个／ｍＬ，而中火和高火处
理组无存活菌落数，因此选用低火作为微波诱变的火力强度。

２．４．２　菌株ＰＡ－３３微波诱变致死率试验　由图４可知，菌
株ＰＡ－３３的孢子悬液经功率为７００Ｗ、频率２２ｋＨｚ的微波
低火处理时，随着处理时间的延长，其孢子致死率逐渐增加，

处理时间为２５ｓ时，致死率为８５．８８％，处理时间为３０ｓ时，
致死率已达到９０．４０％，处理６０ｓ时，致死率已接近９７％。因
此，确定微波诱变菌株ＰＡ－３３的条件为微波炉功率７００Ｗ，
频率２２ｋＨｚ，低火处理３０ｓ。

２．４．３　菌株 ＰＡ－３３微波诱变突变菌株筛选　从平板上挑
取３９株突变菌株进行发酵，抑菌活性测试结果见表５。共有
２４株突变菌株发酵液抑菌圈直径增强，正向突变率为
６１．５４％，其中突变菌株 ＷＢ－６抑菌圈直径为２５．４０ｍｍ，抗
菌活性提高率最高，为３２．２９％。
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表５　微波诱变复筛菌株及其抑菌活性

突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）
突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）

ＷＢ－２ ２１．０３±０．５６ ９．５３ ＷＢ－２３２０．６７±１．０９ ７．６６
ＷＢ－５ ２２．７０±０．３６ １８．２３ ＷＢ－２５１９．６７±０．５７ ２．４５
ＷＢ－６ ２５．４０±０．９９ ３２．２９ ＷＢ－２６２２．９３±０．２５ １９．４３
ＷＢ－７ ２２．９３±０．９０ １９．４３ ＷＢ－２８２１．６０±０．３３ １２．５０
ＷＢ－８ １９．８７±１．２５ ３．４９ ＷＢ－２９１９．４７±０．２５ １．４１
ＷＢ－９ ２１．６７±０．５２ １２．８６ ＷＢ－３１２１．４０±０．１６ １１．４６
ＷＢ－１３２０．８７±１．２４ ８．７０ ＷＢ－３２２２．４７±０．２５ １７．０３
ＷＢ－１４２０．６７±０．４１ ７．６６ ＷＢ－３３２１．７３±０．０９ １３．１８
ＷＢ－１７２３．４０±１．５４ ２１．８８ ＷＢ－３４１９．５３±０．２５ １．７２
ＷＢ－１８２４．２０±１．６０ ２６．０４ ＷＢ－３６２１．００±０．１６ ９．３８
ＷＢ－２０２１．８０±１．０２ １３．５４ ＷＢ－３７２０．０７±０．３４ ４．５３
ＷＢ－２１２０．２７±０．６８ ５．５７ ＷＢ－３９１９．４７±０．２５ １．４１

２．５　菌株桔青霉ＰＡ－３３微波－超声波－３％ＤＥＳ复合诱变
２．５．１　微波 －超声波 －ＤＥＳ复合诱变致死率试验　微波诱
变突变菌株ＷＢ－６孢子悬液经超声波联合３％ＤＥＳ诱变处
理不同时间。由图５可知，随着诱变时间的延长，其孢子悬液
致死率不断增加。当处理时间为１５ｍｉｎ时，致死率已达到
８８．８９％；当处理时间为６０ｍｉｎ时，致死率达到９８．７７％。因
此，确定超声波 －３％ＤＥＳ诱变条件为２００Ｗ、２２ｋＨｚ超声波
强度、３％ＤＥＳ处理１５ｍｉｎ。

２．５．２　微波－超声波 －３％ ＤＥＳ复合诱变突变菌株筛选　
挑取２９株突变菌株用于抗菌活性测试，由表６可知，共有１８
株突变菌株发酵液抗菌活性增强，正向突变率为６２．０７％，其
中突变菌株Ｄ－１１抑菌圈直径为２３．２０ｍｍ，抗菌活性提高率
最大，达到２０．８３％。
２．６　突变菌株传代稳定性测试

由图６可知，突变菌株Ｌｉ－１、Ｈ－１４、Ｎ－２５的传代稳定
性较好，传代至６代抗菌活性基本稳定。突变菌株 ＷＢ－６、
Ｄ－１１的传代稳定性较差，发酵液抑菌圈直径总体呈下降趋

表６　微波－超声波－３％ ＤＥＳ复合诱变复筛菌株及其抑菌活性

突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）
突变

菌株

抑菌圈直径

（ｍｍ）
活性提高

率（％）
Ｄ－６ ２０．０６±０．０９ ５．５２ Ｄ－２０ ２０．８０±０．９９ ８．３３
Ｄ－７ ２０．４７±０．５０ ６．６１ Ｄ－２１ ２１．８７±０．８１ １３．９１
Ｄ－８ ２０．００±０．６５ ４．１７ Ｄ－２２ ２１．３３±０．８４ １１．０９
Ｄ－１１ ２３．２０±０．７５ ２０．８３ Ｄ－２３ ２１．４０±０．２８ １１．４６
Ｄ－１２ ２２．２３±０．５２ １５．７８ Ｄ－２４ ２０．８７±０．９４ ８．７０
Ｄ－１３ ２１．４０±０．５９ １１．４６ Ｄ－２５ ２０．６０±０．４３ ７．２９
Ｄ－１４ ２２．７３±１．２７ １８．３９ Ｄ－２７ ２０．６０±０．５９ ７．２９
Ｄ－１６ ２２．４０±０．４３ １６．６７ Ｄ－２８ ２０．０７±０．６６ ５．５７
Ｄ－１９ ２１．２０±１．０７ １０．４２ Ｄ－２９ １９．６０±０．２８ ２．０８

势，突变菌株 ＷＢ－６抗菌活性提高率维持在 ３０．９７％ ～
３２．２９％，突变菌株 Ｄ－１１的抗菌活性提高率变化区间为
２３．１７％～２８．５１％。综上，突变菌株 Ｌｉ－１、Ｈ－１４、Ｎ－２５是
传代稳定性较好的菌株，突变菌株 ＷＢ－６、Ｄ－１１传代稳定
性较差。

２．７　突变菌株抗菌活性测试
与原始菌株 ＰＡ－３３发酵液抗菌活性相比，突变菌株

Ｌｉ－１对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、
大肠杆菌的抑菌圈直径分别增加５．５３、９．８０、６．５３、７．４０ｍｍ；
突变菌株Ｈ－１４对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、苏云金
芽孢杆菌、大肠杆菌的抑菌圈直径分别增加 ４．６６、７．５４、
５．２０、７．５４ｍｍ；突变菌株 Ｎ－２５对金黄色葡萄球菌、枯草芽
孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、大肠杆菌的抑菌圈直径分别增加

４．３３、９．０７、５．７３、７．３４ｍｍ；突变菌株ＷＢ－６对金黄色葡萄球
菌、枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、大肠杆菌的抑菌圈直径

分别增加４．１３、６．２７、６．０６、６．６７ｍｍ；突变菌株Ｄ－１１对金黄
色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、大肠杆菌的抑

菌圈直径分别增加３．２３、４．６７、３．３３、５．３４ｍｍ。其中突变菌
株Ｌｉ－１抗菌活性最大，突变菌株 Ｈ－１４、Ｎ－２５、ＷＢ－６次
之，Ｄ－１１抗菌活性最小（表７）。

表７　突变菌株抗菌活性测试

突变菌株
病原细菌抑菌圈直径（ｍｍ）

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 苏云金芽孢杆菌 大肠杆菌

Ｌｉ－１ ２１．８０±０．９９ ２８．３３±０．８５ ２５．２０±０．３３ ２６．１３±０．０９
Ｈ－１４ ２０．９３±０．１９ ２６．０７±０．９４ ２３．８７±０．２５ ２６．２７±０．０９
Ｎ－２５ ２０．６０±０．４３ ２７．６０±０．４３ ２４．４０±０．９９ ２６．０７±０．３４
ＷＢ－６ ２０．４０±０．１６ ２４．８０±０．８２ ２４．７３±１．２５ ２５．４０±０．１６
Ｄ－１１ １９．５０±０．４３ ２３．２０±０．２８ ２２．００±１．４２ ２４．０７±０．０９
ＰＡ－３３（ＣＫ） １６．２７±０．６８ １８．５３±０．３４ １８．６７±０．０９ １８．７３±０．６２
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３　结论与讨论

分别采用紫外诱变、紫外－ＬｉＣｌ复合诱变、紫外－亚硝酸
复合诱变、微波诱变以及微波 －超声波和３％ＤＥＳ复合诱变
菌株ＰＡ－３３，分别筛选得到抗菌活性提高最大的突变菌株
Ｌｉ－１、Ｎ－２５、Ｈ－１４、ＷＢ－６、Ｄ－１１，它们对大肠杆菌的抗菌
活性分别提高３９．５１％、３９．１９％、４０．２６％、３２．２９％、２０．８３％。
通过传代稳定性测试，突变菌株Ｌｉ－１、Ｈ－１４、Ｎ－２５是传代
稳定性较好的菌株，突变菌株 ＷＢ－６、Ｄ－１１传代稳定性较
差。紫外单因子诱变突变菌株的活性提高率最高仅为

１２５５％，而在紫外诱变基础上，进行 ＬｉＣｌ诱变后，抗菌活性
明显增强，最高活性提高率增至 ３９．５１％；同时在紫外诱变基
础上进行亚硝酸诱变后，得到突变菌株Ｎ－２５、Ｈ－１４的抗菌
活性明显增强，活性提高率分别增至３９．１９％、４０．２６％。紫
外诱变对菌株ＰＡ－３３的诱变效果较差，可能是因为紫外线
主要阻碍碱基间的正常配对和妨碍双链的解开而使菌株发生

变异，其引起的突变单一［１０］，形成的突变体类型较少。而在

紫外诱变基础上进一步进行 ＬｉＣｌ和亚硝酸诱变使得菌株
ＰＡ－３３产生高比例点突变和低比例的染色体畸变，从而使诱
变效果增强。朱峰等分别使用 ３种复合诱变方法处理
Ｓｎｅａ２５３－ＧＬ８菌株，筛选出高杀虫活性和稳定高产的突变
株［１１］。韩娜应用亚硝酸结合消泡剂诱变选育得到的９Ｓ－１８９
菌株，该菌株能显著提高对消泡剂的耐性并能够更适应高消

泡剂的环境［１２］。Ｘｕ等将 ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒｉｓｔｉｎａｅｓｐｉｒａｌｉｓＣＧＭＣＣ
０９５７菌株经紫外线诱变结合耐自身产物抗性筛选，获得普纳
霉素高产菌株［１３］。刘明志等以产紫杉醇内生真菌葡萄座腔

菌菌株Ｊ１１为出发菌，经甲基磺酸乙酯和制霉菌素复合诱变，
得到诱变菌株 Ｊ１１－８，产紫杉醇量提高６６．５％［１４］。胡丹东

等以产核酸酶Ｐ１桔青霉０５０４２１为出发菌株，经紫外线诱变
处理，其突变菌株０５０４２１－Ａ产酶活性比出发菌株提高了约
６８．１％，同时将此菌株再经过化学试剂 ＬｉＣｌ处理，得到遗传
稳定性较好的菌株０５０４２１－Ａ－ＡＢ，其产酶活性在紫外诱变
基础上提高了 ４０．０５％，比原始出发菌株 ０５０４２１提高了约
１３８．８８％［１５］。

微波诱变以及微波－超声波－３％ ＤＥＳ复合诱变效果相
对较好，其中微波－超声波 －３％ ＤＥＳ复合诱变效果明显低
于微波单因子诱变效果，突变菌株Ｄ－１１的抗菌活性提高率
明显低于突变菌株 ＷＢ－６，微波单因子诱变效果明显，原因
可能是以下３个方面［１６］：（１）微波是一种电磁波，可使单孢子
内ＤＮＡ分子氢键和碱基对及化学力受损，最终引起分子结构
发生变化，导致遗传变异；（２）微波极强的穿透效应，使细胞
壁内外的水分子产生剧烈运动，从而改变细胞壁通透性，使胞

内物质被释放出来；（３）微波所产生的瞬时热效应，易引起酶
失活，从而造成细胞的生理、生化变异和微生物的动态代谢平

衡发生紊乱，从而改变其代谢途径。鲍勇阳等采用微波 －
ＤＥＳ复合诱变，以产淀粉酶黑曲霉为出发菌株，得到的突变
株再经发酵优化后，其 α－淀粉酶的酶活性最高达到
６０１１Ｕ／ｇ［１７］。苏龙等以产核酸酶 Ｐ１桔青霉为出发菌株，通

过微波诱变，得到１株产核酸酶较高的生产菌 ＳＬ５，其产生的
核酸酶Ｐ１酶活性提高了８４．００％［１８］。田利飞等以 ＹＣ３４菌
株为出发菌株，通过紫外诱变、微波诱变、ＬｉＣｌ诱变３种方式
依次进行复合诱变处理后，获得突变株ＹＣ３４－１，其初发酵液
的酶活性增加了１８３．３％［１９］。
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