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摘 要 : 探讨海洋霉菌 M1 82 菌株对 自身次生代谢产物
一

抗真菌抗生素 M1 82 A 抗性与该抗生素产量的关

系 ; 通过亚硝基孤
、

亚硝基孤加紫外线复合处理
,

选育到对该抗生素抗性有明显提高和抗生素发酵相对效

价提高到 244 %的高产突变菌株
.

稳定性实验表明该突变株遗传稳定性 良好
.

在液体发酵中
,

利用天然有

机营养物质发酵效果优于合成化合物
.

合适的温度刺激能促进该物质的形成
.

关链词
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一

以

M 18 2A 是从海洋青霉 M 18 2 中分离出的一种

次生代谢产物
,

该代谢产物对酵母类真菌
、

丝状

污染真菌及植物病原真菌均具有强烈的抑制作

用 [ ’ 〕
,

具有良好的开发前景
.

但原始出发菌株产

量较低
,

通过遗传育种选育高产菌株
,

优化发酵

条件
,

有利于此类代谢产物的进一步研究和开发

利用
.

传统的遗传育种方法仍然是微生物育种中行

之有效的方法
,

但该法存在工作效率低
、

随机性

大等缺点
.

近年来
,

许多学者提 出
,

针对代谢产

物生物合成途径和发酵调控机制采用理性和半理

性的方法进行菌种选育
,

可提高筛选效率
,

缩短

筛选周期
,

这在抗生素高产菌株的育种中亦有较

多应用 z[,
3〕

,

但这些研究多 见于抗细 菌抗生 素

(如庆大霉素
、

四环素
、

杆菌肤等 ) 产生菌的研

究中
,

有关抗真菌抗生素产生菌的推理选育报道

很少
.

本文以对自身次生代谢产物抗性作为筛选

策略
,

来选育抗真菌抗生素 M 182 A 高产菌株
,

并对其发酵调控进行了初步的研究
.

1 材料和方法

1
.

1 菌 种

青霉 (凡戚边出
s p

. ,

编号为 M 18 2 ) 由中山

大学生化系微生物室从大亚湾海底沉积物中分离

并鉴定
.

1
.

2 主要化学试剂

M1 82 A :
由菌株 M 182 发酵液分离提纯

,

经

“ 金项目 : 广东省自然科学基金资助项 目 (00 121 4)

收稿 日期
:

2仪肚 1 1
一

傀 ; 作者简介
:
李淑彬 ( 1肠 5 一 )

,

高效液相色谱分析为纯品
.

亚硝基肌
: iS 邵1坦 公

司
.

1
.

3 主要培养墓

(l ) 合成培养基 (『 )L :
葡萄糖 20

,

NK 仇 2
,

咬1州儿 l
,

N a C I 0
.

5
,

M洲) ` 0
.

5
,

FeS O4
·

7姚 0

0 0 1
,

无离子水 I L
,

pH 6
.

7
,

0
.

1 Mp a 灭 菌 3 0

n l l n
。

(2 ) 发酵培养基
:
在 ( l) 中加人 p = 0

.

1%

的带鱼蛋白脉
、

p = 2 %的海带抽提物
.

( 3) 抗性选择培养基
:
在 ( 2) 中加入适量

的 M 18 2 A
.

(4 ) 效价测定培养基
: 沙堡弱氏培养基 (『

)L :
葡萄糖 40

,

蛋白膝 or
,

无离子水 I L
,

p H 自

然
,

0
.

1 M aP 灭菌 30 而 n
.

1
.

4 敏感测试菌

白色假丝酵母 ( aC dn ida al bic a
sn )

,

购 自中山

医科大学
.

1
.

5 亚硝基服 (N )G 诱变处理

亚硝基肌 ( N G ) 诱变剂终质量 浓度为 100

矛唱 /
mL

,

作用时间 l h (3 7 ℃ )
.

诱变前抱子悬液

密度为 2
.

5 x l护个抱子 /
mL

.

1
.

6 亚硝甚服加紫外线复合处理

紫外灯功率 30 W
,

照射距离 30
。m

,

照射时

间 30 5 ,

照射后 于黑暗中 28 ℃孵育过夜
,

再用

亚硝基肛处理
.

方法同 1
.

5
.

1
.

7 抗性菌株的分离

取 o
.

s mL 经上述诱变处理的抱子液分别涂

女
,

博士
.
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布于含高质量浓度 (40 矛侣/ mL ) 和较高质量浓度

( 24 拌g/ mL ) 的 M 182 A 选择平板上
,

每个处理每

个质量浓度各涂布 20 皿
,

28 ℃倒置培养
,

待菌

落长出后
,

于斜面上保存
.

1
.

8 抗性菌株相对效价的检测

生物测定法
,

见文献 [4 ]
.

2 实验结果

2
.

1 M 182 A 对原始出发菌株 M 182 的最小抑制质

一浓度 (M IC ) 的侧定

采用琼脂扩散法测定 M 1 82 A 对原始出发菌

株 M 18 2 的 MI C 为 O2 留mL
,

故选定选择平板上

M 18 2 A 的质量浓度为 24 科g /
mL 和 48 乒刁mL

.

2
.

2 抗性 , 株摇瓶发酵结果

在 80 个选择平板上共获得 45 株抗性菌株
,

对这 45 个菌株分别进行摇瓶一级发酵
.

测定其

相对效价
.

结果如表 1
.

表 1 菌株 M 182 诱变结果

Tab
.

I R , 』肠 of nI u at 七 o n of s
恤山 M 182

2
.

3 离产菌株的稼定性试验

对诱变 后相对效价提高幅度最大的菌株

M 18 2一 47 进行稳定性试验
.

连续摇瓶发酵 5次
,

每次均以出发菌株作为参照
,

测定相对效价
.

相

对效价保持稳定
.

2
.

4 离产菌株 M 182 一
47 发酵的代谢调控

2
.

4
.

1 培养时间对菌株 M 182
一
47 生长和杭真菌

杭生素 M 182 A 合成的影响 在发酵培养基中
,

接种一满环新鲜斜面抱子
,

28 ℃ , 180 r/ 而 n
振

摇
,

每隔 12 h
,

拿出一瓶测定菌丝体干 质量
、

M 18 2A 相对效价及 p H 变化
.

结某如图 1
.

芝年拱母贫试留工芝ǎ
一

甲缪喇鸽十长刘恤

M l肚A相对

效价 / %

菌株数

百分比 / %

< 100 100
~ 150 15 1

~ 2加 > 2叨
培养时间 小

- 今- 千质 t
.

月卜一 p H

- 盛- M 1 82 A 相对效价
n58l826586l3

45 株抗性菌株中
,

M 182 A 摇瓶发酵抗 白色

假丝醉母 ( c
.

确~
) 相对效价高于出发菌株

的正变株有 39 株
,

正变率达到 87 %
,

其中效价

提高 50 % 以上的菌株有 13 株
,

占所筛选菌株总

数的 29 %
,

效价提高 100 % 以上的菌株有 5 株
,

其中编号为 M 182 一 47 的突变株发酵相对效价提

高到洲%
.

诱变后
,

在高质量浓度 (含 O4 鸿 /

mL 的 M 12 8 A ) 的选择培养基上
,

共获得 19 株抗

性菌株
,

在这 19 个菌株中
,

除 2 株相对效价低

于原始菌株外
,

其余均有不 同程度的提高
.

其

中
,

相对效价在 150 % 以上的菌株有 姆 株
,

占

52
.

6%
.

在低质量浓度 (含 24 拜岁mL 的 M 182 A )

的选择培养基上
,

共获得 26 株抗性菌株
,

其中
,

有 4 株相对效价低于原始菌株
,

其余各株均有不

同程度的提高
,

但提高幅度低于从高浓度选择培

养基上所分离的菌株
,

相对效价在 150 % 以上的

仅 3 株
,

占 11
.

5%
.

以上结果说明 M 182 自身代

谢产物抗性与其抗真菌抗生素产量存在一定的正

相关
.

图 1 突变高产菌株川 82 一
47 的生长曲线

纯
.

1 叭祀脚
w山

~
of mu att 曰

日
勿山 M 18 2 一 47

发醉过程中
,

特别是大型发酵罐中
,

罐批

发酵条件不容易控制
,

发酵 PH 变化
、

及菌丝体

形态特征变化可以作为定时追踪发醉情况
,

确定

合适放罐时间的主要参数
.

2
.

4
.

2 不 同破源对菌株 M 182 一
47 生长和杭真菌

杭生素 M 182 A 合成的影响 在合成培养基中
,

加人 二 二 2% 的不同碳源
,

研究其对 M 182 一
47 生

长和发酵的影响
.

结果如图 2
.

该菌株能利用多

种碳源进行生长
.

但在抗真菌代谢产物合成中
,

天然有机碳源鼓皮等优于合成化合物
.

在对糖类

的利用中
,

还原糖优于非还原糖
.

2
.

4
.

3 不 同氮派时菌林 M 182
一 47 生长和杭真菌

杭生素 M 18 2A 合成的影响 在合成培养基中
,

加人 、 = 0
.

2 %的不同氮源
,

研究其对 M 182
一
47

生长和发酵的形响
.

图 3的结果表明
,

与对碳源

的利用情况相类似
,

该菌株能利用多种氮源如硝

态氮
、

胺态氮
、

蛋白氮及天然有机氮进行生长
.

但

在发酵中
,

天然有机氮
、

蛋白氮等优于无机氮
.
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影响到菌丝的生长
,

菌丝体干质量减少
,

效价降

低
.

在发酵 72 h 后处理
,

对效价影响不明显
.

3 讨 论
岁一车象晕贫V囚001芝

00,̀nUO
ǎ月11006

4 0

2 0

0

ǎ
.

甲巴\琴酬妈十刘烟

甘油 葡萄抢麦芽箱 蔗 . 淀 粉 鼓 皮 米糠

碳源 ( 。 2% )

口 + 质量 目 切 i 8 2 A相对效价

图 2 不同碳源对突变株 M 182
一

47 生长和

抗真菌抗生素 M 182 A合成的影响

F ig
.

Z fE卜
〕 t Of d」月记er n t 拓 n ds e肚长 〕n

~
e s

on ht e

脚hwt
o
f

s

腼
n

M 1 82
一 4 7

an d ht e p n妇uc t ion Of M 18 2 A

岁/卒象藉套咬器一芝ǎ
.

甲荟/崛遥十琴创姐

氮源 w( = 。 2 % )

口 千质量 (叭 ) 田 M 182 A相对效价 (% )

图 3 不同氮源对突变株 M 182
一
47 生长和

抗真菌抗生素 M 182 A 合成的影响

iF g
.

3 E任日二 t of d i丑七er nt ik ll ds in加 ge n

~
es o n ht e

脚
w ht

o f s

画
n M 182

一 4 7

an d ht
e p耐uc t io n Of M 182 A

2
.

4
.

4 温度对菌株 M 18 2 一 47 生长和杭真菌抗 生

素 M 182 A 合成的影响 图 4 的结果表明该菌生

长温度范围较宽
.

其最适 生长温度为 32 ℃ ;

M 182 A合成的最适温度为 28 ℃
.

在有些微生物代谢产物发酵过程中
,

适当的

温度变化可以提高其发酵效率 ; 有一些突变属于

温度敏感型突变
,

某些基 因在较高的温度刺激

下
,

才能表达或高效的表达
.

我们尝试了在不同

的培养时间后给予高温刺激
,

发现培养 印 h 后

在 42 ℃下培养 4 h
,

再转人正常培养
,

发酵相对

效价能提高 34 %
.

如在发酵早期 高温处理
,

将

在抗生素高产菌株选育过程中
,

经典的诱变

育种方法尽管存在很大的盲目性
、

随机性
,

但仍

是目前常用的行之有效的育种手段
.

但要从大量

的突变菌株中
,

筛选出正变菌株和高产菌株
,

如

没有有效的筛选手段
,

工作量相当巨大
.

在四环素
、

新生霉素和链霉素研究中
,

人们

发现这些产生菌对 自身次生代谢产物的耐受程度

与其所产抗生素水平有一定直接关系
.

1984 年
,

hoT 卿
。
等 [’ 〕提出抗生素生产限速因素之一是菌

株对该抗生素的耐受力
.

两年后 c

~
ir 等囚据

此通过扩增抗性基因提高了氨基糖普类抗生素产

量
.

我们通过用亚硝基肛及亚硝基肌和紫外线复

合处理等方法获得能具较高抗自身次生代谢产物

的抗性菌株
,

进一步发现此菌株抗真菌抗生素产

量与其对自身次生代谢产物抗性之间存在着一定

的正相关
,

并选育到数株相对效价提高两倍以上

的高产菌株
.

稳定性试验表明
,

这些高产菌株性

能能稳定遗传
.

用自身次生代谢产物抗性筛选抗

生素高产菌株是一种简单
、

快速
、

有效的筛选模

式
.

如通过不断的诱变育种
,

则可望获得抗性更

大的菌株
,

从而用较小的工作量
、

较短的时间获

得产量更高的菌株
.

抗生素工业是一 门古老的微生物发酵工业
,

有关抗生素发酵调控机理的研究亦已进人到比较

深人的水平
.

但这些研究多集中于抗细菌抗生素

(如青霉素
、

庆大霉素
、

杆菌肤等 ) 的研究 7[]
.

近年来
,

由于真菌感染疾病的急剧上升 8l[
,

对新

的低毒
、

高效
、

广谱抗真菌药物的需求 日益迫

切
,

使寻求新的抗真菌抗生素的研究成为一个热

点
,

但关于抗真菌抗生素发酵调控机制研究报导

非常之 少
.

本文 初步探讨 了抗真菌代谢产物
M 182 A 的发酵调控

.

研究发现
,

在 M 18 2 A 的发

酵中
,

无论是碳源还是氮源
,

天然有机物质如鼓

皮
、

蛋白陈
、

豆粕
、

黄粉均优于纯净的单糖
、

双

糖及无机营养物质
.

原因可能是因为天然成分中

含有一种或几种能促进其生长和生物合成的生长

因子 ; 或含有其合成的前体
.

另外
,

天然有机营

养物质如豆粕
、

黄粉多为颗粒状
,

逐步被分解利

用
,

这样可避免由于菌体生长过量而抑制抗生素

的产生
.
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