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摘要　对抗真菌抗生素 Ter reic acid-179M (简称 179M )产生菌黄柄曲霉 (Aspergillus f lavipes)进行紫外线、 亚

硝基胍、 紫外线加亚硝基胍多轮复合诱变 , 以对自身次生代谢产物抗性作为筛选策略 , 选育到对自身抗生素抗

性提高且发酵相对效价提高到 383%的高产菌株。菌落形态观察发现在 Sabauraud ( SBD)培养基上产孢子丰富且

形成黄色孢子和黄色菌丝的 179 M产量较高。179M最佳发酵温度为 28℃ , 培养基最适起始 p H值为 6。

关键词　抗真菌抗生素　诱变　自身次生代谢产物抗性　发酵条件

中图法分类号　 Q936

Abstract　 Aspergillus f lavipes produced by antifungal antibiotic of Terreic acid -179M ( designa ted

as 179M) , was treated by UV , N G and UV+ N G in sequence. The mutated strains w ere selected

by self-secondary metaboli tes. The microorganism with relative potency of 179M increased to 383%

and increasing resistance to 179M were obtained. It w as found that the strain 179M has high

productivi ty with abundant y ellow spores and hyphas in the medium Sabauraud. The fav or

tempera ture to the fermentation of 179M was 28℃ and the fav or initial pH value was 6.
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　　近年来 , 由于广谱抗生素、激素、 细胞毒等药物

的大量使用 , 器官移植引起的免疫抑制及艾滋病感

染、空气恶化等使条件性致病真菌感染的发病率显著

上升
[1 ]

。这已引起医学界极大地关注 , 但无论浅部皮

肤真菌感染还是深部条件性致病真菌感染 ,目前均缺

少副作用小、 广谱高效的抗真菌抗生素 [2 ]。而植物病

原真菌感染仍然是影响农作物生产的重要因素。

　　我们在研究微生物抗真菌作用时 ,从大亚湾海底

沉积物中分离出 1株海洋霉菌 (编号为 179) , 该菌株

对酵母类真菌、皮肤感染真菌及植物病原真菌均具有

强烈的抑制作用。对其代谢产物单分 ,经核磁、红外、

紫外及质谱分析 , 证实此种抗真菌抗生素为 Terreic

acid, 为一种醌类化合物。体外试验表明 Terreic acid-

179M (以下简称为 179M) 对酵母类真菌的 M ICs为

0. 78～ 12. 5 μg /ml, 对皮肤感染真菌 Microspore

gypeum的 M IC为 1. 56μg /ml。同时对多种植物病原

真菌有强烈的抑制作用 , 具有较好的开发前景 [3 ]。但

原始出发菌株 179M产量较低 , 我们通过紫外线、 亚

硝基胍对其多轮复合诱变 ,同时以对自身次生代谢产

物 179M抗性作为筛选策略 , 定向选育到相对效价提

高到 383%的高产菌株。同时研究发现其菌落形态变

化与产量变化之间存在一定的相关性 ,这将为此类抗

真菌抗生素高产菌株的进一步选育和开发利用提供

一定的参考。此外 , 还对其发酵条件进行了初步的研

究。
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1　材料和方法

1. 1　实验菌种

　　黄柄曲霉 ( Aspergil lus f lavipes, 编号为 179) 由

本实验室从大亚湾海底沉积物中分离并鉴定。

1. 2　主要培养基

　　本实验设计了 5种不同的培养基。 ( 1) Sabauraud

( SBD)培养基 ( g /LH2 O): 葡萄糖 40, 蛋白胨 10, pH

值自然 , 115℃灭菌 30 min。固体培养基加入 2%的琼

脂。 ( 2) 查氏培养基 ( g /LH2 O): 葡萄糖 20, NaNO3

2, K2 HPO4 1, KCl 0. 5, MgSO4 7H2 O 0. 5, FeSO4

0. 01, pH值自然 ,灭菌 30 min。固体培养基加入 2%的

琼脂。 ( 3) 查氏 -海带汁培养基。海带洗净后 , 60℃

烘 2 h , 称重 , 剪碎后加水煮沸 30 min, 过滤 , 定容使

滤液海带含量终浓度为 2% (克干重 /升 ) , 以 2%海带

汁代替水配制查氏培养基。查氏培养基作产孢培养

基。 ( 4) PDA培养基。 ( 5) SBD-海带汁培养基。以

2%海带汁代替水配制 SBD培养基。

1. 3　敏感测试菌

　　白色假丝酵母 (Candida albicans ) , 购自中山医

科大学。

1. 4　出发菌株对自身代谢产物 179M的抗性实验

　　在 SBD培养基平板上分别添加不同浓度 (μg /

m l): 0、 50、 100、 150、 200、 250、 300的 179M, 待

平板稍干后 , 涂布 179孢子悬液 , 28℃ , 培养 96h, 观

察培养结果 , 以确定选择培养基中所用的 179M浓

度。

1. 5　亚硝基胍 (NG) 诱变处理

　　挑取出发菌株 179斜面孢子 1环 , 用无菌生理盐

水制成浓度为每毫升 2. 5× 10
5
个孢子的悬液。取 5 m l

孢子悬液加入适量的亚硝基胍 ,使亚硝基胍的终浓度

为 200μg /ml。用黑纸包裹后 , 在 200 rpm 37℃ 振摇 1

h。在含有自身抗真菌代谢产物 179M的选择平板上

筛选抗性菌株 , 并进行产抗真菌代谢产物 179M的初

筛。

1. 6　紫外线诱变处理

　　挑取经上述亚硝基胍诱变后对 179M抗性和抑

菌圈直径有明显提高的菌株 ,在产孢培养基斜面上培

养后 ,取斜面孢子制成每毫升 2. 5× 105个孢子的悬浮

液 , 取 5ml至无菌培养皿中 , 打开皿盖 , 在紫外灯下

进行诱变。紫外灯功率为 30W, 照射距离 30cm , 照射

时间 60s。在含有自身代谢产物 179M且浓度加大的

选择平板上筛选抗性菌株 ,同时进行产抗真菌代谢产

物 179M的初筛。

1. 7　亚硝基胍加紫外线复合处理

　　取经 1. 6处理后通过筛选对 179M抗性和抑菌圈

直径进一步提高的菌株进行亚硝基胍加紫外线复合

处理 , 具体方法参见 1. 5和 1. 6。

1. 8　 179M高产菌株的初筛——琼脂块法
[ 4]

　　将原始出发菌株和上述诱变后菌株的孢子悬液 ,

适当稀释后 , 涂布于 SBD平板 , 28℃ , 培养 72h, 用

打孔器 (○为 6mm)打下 1块 ,紧贴于表面涂布有敏感

测试菌白色假丝酵母的 SBD平板 , 28℃培养 24h, 测

定抑菌圈直径。

1. 9　 179M高产菌株的复筛

　　采用摇瓶一级发酵。以未诱变原始出发菌株作为

参比 , 以白色假丝酵母为测试菌株 ,琼脂扩散法——

二剂量法测定相对效价 [5 ]。

1. 10　抗性菌株相对效价的检测—— 生物测定法 [5 ]

　　 ( 1) 5种培养基均分装在 500 m l三角瓶中 , 每瓶

装量为 150 ml, 每瓶接种 1满环新鲜 179-49孢子 ,

28℃ , 180 rpm振摇 96 h,测定菌丝体干重和 179M相

对效价。

　　 ( 2) 500 m l三角瓶中装入 150 m l SBD培养基 ,接

入 1满环新鲜 179-49孢子 , 28℃ , 180 rpm振摇 , 每隔

一定时间 , 取出测定菌丝体干重和 179M发酵相对效

价。

　　 ( 3) 500 m l三角瓶中装入 150 m l SBD培养基 ,接

入一满环新鲜 179-49孢子 , 在不同温度下 , 180 rpm

振摇 96 h, 测定菌丝体干重和 179M发酵相对效价。

1. 11　菌体生长量的测定

　　一定体积的发酵液过滤后 , 收集菌体 , 105℃烘

干至恒重 , 称干重 , 换算成克干重 /升。

2　结果与分析

2. 1　出发菌株的抗性实验结果

　　当培养基平板含 179M的量≤ 200μg /ml时 , 179

菌株生长情况与对照相近 ; 当浓度为 250μg /m l时 ,

菌落数骤减 ; 当浓度为 300μg /m l时 , 该平板无菌落

长出 , 继续培养到第 7天才有 1个菌落生长。故确定选

择平板上 179M的初浓度为 350μg /ml。

2. 2　突变株的选育

　　第一次亚硝基胍诱变后 ,在选择平板上共获得 16

株抗性菌株 ,初筛时发现抑菌圈直径有明显增大的有

11株 ,正变率达 68. 7% 。其中编号为 179-2的菌株抑菌

圈直径由 24. 3 mm增加到 27. 2 mm, 因而选取 179-2

作为第二轮诱变的出发菌株。在第二轮紫外线诱变

中 ,共获得 26株抗性菌株 ,初筛结果正变率为 65. 4% ,

其中编号为 179-19的菌株抑菌圈直径由 24. 3 mm提
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高到 30. 2 mm。第三轮复合诱变以 179-19作为出发菌

株 , 共获得 22株抗性菌株 , 正变菌株为 12株 , 正变率

为 54. 5%。编号为 179-29、 179-32、 179-49的菌株的抑

菌圈直径从 24. 3分别提高到 32. 3 mm、 33. 4 mm、

33. 5 mm。在第三轮亚硝基胍加紫外线处理后 , 正变

率有所下降 , 可能是由于亚硝基胍加紫外线处理后 ,

对 DNA损伤太大或仅引起抗性基因发生改变 , 使抗

性增大而产量基因并未发生改变。

　　上述高产菌株于发酵培养基中进行摇瓶复筛的

结果与初筛结果基本保持一致。详见表 1。

　　高产菌株连续发酵 5次 , 相对效价保持稳定。
表 1　 179M高产菌株的诱变结果

Tabl e 1　 Screening results of the high productivity strains of

179M

菌株
Strains

抑菌圈直径
Diameter of inhibition

Zone ( mm )

相对效价
Relative potency

(% )

179 ( control) 24. 3 100

179-2 27. 2 176

179-19 30. 2 245

179-29 32. 3 326

179-32 33. 4 342

179-49 33. 5 383

2. 3　突变菌株的形态变异与产量相关性

　　原始出发菌株 179在 SBD培养基上生长迅速 ,气

生菌丝发达 , 菌落较厚 , 产孢子很少。经诱变后 , 突

变菌株菌落形态发生了很大改变。一共产生 5类不同

特征的菌落: ( 1)与原始出发菌株相同 , 单菌落近圆

形 , 白色 , 中央凸起 , 有凹凸沟纹 , 气生菌丝发达 ,

产孢子很少 ; ( 2)菌落较厚 ,气生菌丝发达 ,黄白色 ,

孢子较多 ; ( 3) 气生菌丝较发达、 黄色 , 中央凸起有

皱折 , 孢子丰富 , 黄色 ; ( 4) 气生菌丝较发达 , 黄红

色 , 中央凹陷 , 有皱折 , 呈花朵状 , 孢子丰富 , 黄红

色 ; ( 5)气生菌丝稀少 , 菌落扁平 ,孢子较少 , 红色。

　　考察突变菌株的形态与产量相关性发现 , ( 2)、

( 3) 类正变者居多 , 且正变频率大 , ( 4) 类次之 , 而

( 5) 类为负变菌落。这些结果表明 179M的代谢能力

与菌株产孢子能力有一定的相关性 ,且以产黄色菌丝

和黄色孢子影响更大。其原因可能是由于黄色素基因

与 179M形成基因位置相邻 , 受共同的调节基因控

制 , 其准确机制有待于进一步研究。

2. 4　高产菌株 179-49发酵条件的研究

2. 4. 1　 179-49发酵最佳培养基的选择

　　 179-49在 5种培养基中均能很好的生长 , 查氏培

养基、 PDA培养基、 SBD培养基更适合该菌株抗真菌

代谢产物 179M的形成 ; 添加 2%的海带汁能在一定

程度上促进该菌株的生长和抗真菌代谢产物的形成 ,

但提高幅度较小。详见图 1。

图 1　不同培养基对菌株 179-49生长和 179M合成的影响

　　 Fig . 1　 The effect of the different kinds of medium on the

fermentation of 179-49 and the synthesis of 179M

( 1) SBD培养基 SBD medium; ( 2)查氏培养基 Zapek medium;

( 3)查氏 -海带汁培养基 Zapek-sea tent juice medium; ( 4) PDA

培养基 PDA medium; ( 5) SBD-海带汁培养基 SBD- seatent

juice m edium

□干重 ; 相对效价。□ Dry w eigh t, Relativ e potency.

2. 4. 2　培养时间对 179-49发酵的影响

　　突变株 179-49生长速度很快 ,在培养 24 h即进入

对数期生长 , 且抗真菌代谢产物 179M对数期就开始

合成 , 84 h接近最高峰。见图 2。

图 2　培养时间对菌株 179-49代谢产物和 179M合成的影响

　　 Fig. 2　 The effect o f cultur e time on the fermentation o f

179-49 and the synthesis of 179M

▲ 干重 ; ● 相对效价　 ▲ Dry weigh t, ● Relative potency.

2. 4. 3　温度对 179-49发酵的影响

　　突变株 179-49生长温度范围很宽 ,当温度达 40℃

时 , 该菌株仍然能旺盛的生长 , 当温度小于 36℃时 ,

生长量随温度增高而增多 , 其最适生长温度为 36℃ ;

抗真菌代谢产物 179M最佳发酵温度为 28℃ , 见图 3。
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图 3　温度对菌株 179-49生长和 179M合成的影响

　 　 Fig . 3　 The effect of temperature on the fermentation of

179-49 and the synthesis of 179M

▲ 干重 ; ● 相对效价　 ▲ Dry weight, ● Relativ e potency.

2. 4. 4　初始 pH值 179-49菌株发酵的影响

　　突变株 179-49在 pH值为 4～ 8时均能很好地生

长 , 其最适生长 pH值为 6; 抗真菌代谢产物 179M发

酵的最适 pH值也为 6。如图 4所示。

图 4　 pH值对菌株 179-49生长和 179M合成的影响

　　 Fig. 4　 The effect of pH value on the fermenta tion o f 179-

49 and the synth esis o f 179M

▲ 干重 ; ● 相对效价　 ▲ Dry weight, ● Relativ e potency.

3　讨论

　　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。

　　我们采用自身抗真菌抗生素 179M作为初筛选

择平板 ,通过诱变 -抗性平板分离 -琼脂块法初筛-

高产菌株 -下一轮诱变筛选 - 摇瓶复筛的多轮复合

诱变程序 ,在较短的时间内获得了抗自身抗生素抗性

提高且发酵相对效价提高到 383%的高产菌株。同时

研究中发现 179M的产量与其菌落形态变化亦具有

一定的相关性 , 因而利用这两种相关性 , 可为 179M

的进一步育种提供一种简单、快速、有效的筛选模式。

　　与原始出发菌株 179相比 , 突变株 179-49延迟期

缩短且抗真菌代谢产物 179M在对数生长期即大量

合成。其原因可能是由于突变以后 , 其故有的代谢调

控机制被打破 ,某一个专一代谢途径调控基因强制在

对数生长期表达 ,使相应的生物合成结构基因提前转

录 , 因而抗生素的合成提前到对数生长期。其详细机

制有待进一步的研究。

　　 179-49兼具有海洋和陆地两类生物的生理特性 ,

这表明原始出发菌株 179虽然分离自海底沉积物 , 但

不是海洋原生菌。
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