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摘 要 以肌昔产生菌枯草芽饱杆菌 M BS
一

12 为出发菌株
,

经紫外线诱变处理获得一侏具有腺

嘿吟
、

组氨酸
、

苯丙氨酸
、

硫胺素四重营养缺陷型并对 8
一

氮杂鸟嗦吟
、
6
一

琉基嗓岭有双重抗性的突变

株 LS BS
一
1 25 5 ( ad

e 一 ,
ih s 一 ,

p he
一 ,

ht i一
,
8
一
A Gr

,
6
一

MP
,

)
,

在摇瓶试验中该变异株的产量显著高于亲株
,

摇瓶试验产肌昔达 27
.

43 m g / m1
,

最高可达 29
.

10 m g / ml
,

发酵周期为 72 h
,

菌株性状稳定
.

关键词 肌昔
;

枯草杆菌
;
紫外诱变

;
菌株选育

肌昔 ( I n os in e ,

I n o
.

) 又称次黄嗓吟核昔
,

在医药和食品等方面具有重要作用
。

我们以

具有 ad e 一 ,

hi 犷
,

hit
一

三重遗传标记的枯草芽

抱杆菌 M BS
一

12 为 出发菌株
,

通过紫外诱变

处理
,

得到一株具有 ad
e 一 ,

hi s 一 ,

ph
e 一 ,

iht
一

四

重营养缺陷型标记且具有 8
一

A Gr 和 6
一

M rP 双

重抗性的突变株 sL sB
一

12 5 5
,

经摇瓶发酵试

验 LS BS
一

1 2 5 5 最高产肌昔达 29
.

10 m g /m1
。

材料和方法

1
.

1 材料

试 剂 硅胶 H F
一

2 5 4( 青岛海洋化工厂 ) ;

C M C
一

N a( 上海化学试剂采购供应站 ) ; 醋酸丁

酸
、

正丁醇
、

冰醋酸 ( A R
,

南京化学试剂厂 ) ;

肌昔标准 品 ( B R
,

上海试剂二厂 ) ; 盐酸 ( 八R
,

上 海试 剂二 厂 ) ;次黄镖吟标准 品 ( H y pox an
-

t h i n
e
F l u k a C it e m ie A G

,

C H
一

9 4 7 0 B u e h s
.

P a e k e d i n S w 迈e r la n d )
。

仅器 75 2 紫外分光光度计 (上海第二

分析仪器厂 ) ; 72 1 分光光度计 (上海第三分

析仪器厂 ) ;离心机 (上海手术器械厂 ) ; 三用

紫外分析仪 ( u V
一

1 型 )( 上海 顾材 电光仪 器

厂 )
。

出 发 菌株 枯 草 芽 抱 杆 菌 ( 山
c

枷
,

砚功之而 ) M BS
一

12
,

实验前经纯化鉴定为三重缺

陷型 ( a d e
一 ,

h is 一
,

t h i 一 )
。

培养基 斜面培养基
,

肉汤培养基
,

基本

培养基
。

完全培养基见文献「1〕
。

种子培养基
,

发酵培养基见文献 [ 2〕
。

补充培养基
:

在基本培养中添加以下物

质 ( 50 0 9 / m l) 制成各种补充培养基
:

腺嗓吟
,

黄漂吟
,

鸟喋吟
,

组氨酸
,

硫胺素
,

苯丙氨酸
,

脯氨酸
。

含抗生素培养基
:

在基本培养基中添加

2 0 0 林g / m l 磺胺
。

含抗性类似物培养基
:

在基本培养基 中

添加 8
一

氮杂鸟漂吟 ( 2 0 0 林g / m l) 或 6
一

琉基嗦

p令( 2 0 0 林g / m l )
。

改进发酵培养基 ( % )
:

在文献「2 ]发酵培

养基中加入组氨酸 0
.

01 m g /ml
,

尿素 0
.

5 9
,

腺嚓 p令0
.

2 m g / m l
,

次黄嚓吟 0
.

3 m g / m l
,

乙
-

谷氨酸 0
.

4 m g / m l
,

乙
一

苯丙氨酸 5 0 以g / m l
。

p H

7
.

2
,

装量 2 0 m l / 5 0 0 m l 瓶
,

玻璃珠 2 0颗 /瓶
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 紫外诱变方法

出发菌株生 长曲线的 .N1 定

将出发菌株 37 C 斜面活化 20 h
,

取一环

斜面菌种接种于 20 ml 肉汤培养基中
,

每隔 2

h 取样测 O D
。。。 ,

当 o D
。。。

变化减小后改为 l h

取样一次
,

以时间为横坐标
,

以 o 6D
6。

为纵坐

收稿 日期 19 93
一 1 1

一

24 `
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T ab 1
.

入 Rr v al u es n ad d ev el o p m en t r im
es i n d i f fer en Ld ev el o i Pn g

ag n est fo r In o
.
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一

n l l n
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标作图
,

得出发菌株生长曲线
。

M Bs
一

12 的紫外诱变

出发菌株的分离纯化 先将 M BS
一

12 进

行平板划线
,

挑取其中最大的单菌落移到新

鲜斜面上 37 C 培养 24 h
,

冰箱保藏
。

出发菌株的紫外诱变处理 a[] 取纯化后

的出发菌株 37 C 斜面活化 20 h
,

取一环斜面

菌接种于 20 ml 肉汤培养基中
,

34 C
,

1 80 r/

m i n 培养 s h
,

分别 取 0
.

0 9
,

0
.

1
,

0
.

1 5
,

0
.

1 7

和 0
.

2 m l 用 L 棒均 匀涂布室温干燥后的完

全培养基平板上
,

进行紫外照射 ( 15 w
、

3 0 c m

垂 直距 离 )
,

剂 量分 别为 10
.

0
,

n
.

0
,

n
.

5
,

1 2
.

5
,

1 5
.

0 m i n
,

用黑布包好
,

3 7 C 培养 4 8 h
。

筛选 突变菌株

将长出的单菌落用无菌牙签分别挑到对

应的完全培养基和基本培养基平板上
,

3组 C

培养 4 8 h
,

在基本培养基上不长的即为营养

缺陷型
,

将其移到新鲜斜面上
,

保存
。

另外将

一些虽不是营养缺陷型但菌落形态有明显变

化的菌落同时进行保存
。

鉴定 突变株的 营养标记 和杭性标记

将筛选出来的突变株分别用各种补充培

养基和抗性类似物及磺胺药物培养基进行鉴

定
,

同时用基本培养基进行对照
,

选出具有有

利遗传标记的突变株
。

1
.

2
.

2 肌普的分析 .ml 定方法

展开剂的选择

在薄板规格
、

点样量及外界条件相同的

情况下
,

利用 9 种展开剂分别对肌昔及次黄

缥吟进行薄层层析
,

结果见表 1
。

从时间和分离效果 ( 么R
,

)综合考虑
,

选定

展开剂为醋酸丁醋
一

正丁醇
一

乙酸
一

水 ( 80
:

20

: 5 0 : 2 4 )
,

对其多次重复性试验
,

结果稳定
。

肌普标准 曲线的绘制

精密 称取肌昔标 准品 27 0 m g 于 10 ml

容量瓶中定容
,

得浓度为 27
.

0 m g / ml 的肌昔

标准 水溶液
,

精确稀 释 浓度 分别为
:

21
.

6
、

1 6
.

2
、

1 0
.

8
、

5
.

4 和 2
.

7 m g / m l
,

分别点样 5 卜-

于薄层板上
,

以醋酸丁酷
一

正丁醇
一

醋酸
一

水

A : B : C ( 4
: l : l )

D : A : B : C ( 8 0
: 15 :

4 0
:
2 4 )

D : A : B : C ( 10
: 15

: 8 :
6 )

D 贾 A : B : C ( 8 0
: 15 :

6 0
: 2 4 )

D 含 A : B : C ( 8 0
: 15

:
8 0

:
2 4 )

D : A : B : C ( 8 0
: 2 5

:
6 0

: 2 4 )

D , A , B . C , E ( 8 0
, 15

, 4 0
,
2月

, 2 0 )

D : A , B : C ( 8 0
:
2 0

:
5 0

:
2 4 )

D :
叭

: B : C ( 8 0
: 1 0

: 5 0
:
2 5 )

0
.

10 8 7

0
.

11 7 8

0
.

1 4 7 6

0
.

1 12 7

0
.

112 7

0
.

1 40 7

0
.

09 8 0

0
.

1 46 7

0
.

1 37 9

A : n
一

b u t y l ca r b i n o l ; B : a e e t i e a e id ; C : H 2 0 ; D : a e e t ie a e i d n -

b u * y 1 es t e r ; E : a l e ho o l

(8 0 , 2 0
, 5 0

,

24 )为展开剂进行层析
,

在紫

外灯下确定肌昔斑点位置
,

用铅笔标出其范

围
,

然后用刮刀 刮下
,

再用 0
.

01 m of / L H 1C 6

m l 浸泡 2
.

s h
,

2 5 0 0 r / m i n 离心 2 5 m i n
,

用 7 5 2

紫外分光光度计测 0 。 : 。 , ,

以 。氏
: 3

为纵坐标
,

以肌昔标准液浓度为横坐标作图即得肌昔标

准曲线
。

发酵液中肌普的含量 .NJ 定

取发 酵液 0
.

5 m l
,

3 5 0 0 r / m i n 离 心 2 0

m in
,

取上清液同上法点样层析
,

刮下肌昔斑

点
,

用 H cl 浸泡
,

离心
,

取上清液测 0 0
2: 3 ,

根

据肌昔标准曲线方程算出肌昔含量
。

层析时

需以一定浓度的肌昔标准液作为对照
。

1
.

2
.

3 肌普发酵实验

菌种纯化分离
:

挑取大菌落移种到斜面

上
。

菌种活化
: 3 7 C斜面活化 15一 2 0 h

。

种子培养
:

取一环活化 的斜面菌种接种

于 3 0 m l 种子培养基 中
,

3 4
`

C
,

18 0 r / m i n 培

养 2 0 h
。

发酵培养
:

取 l m l 种子液接种到 20 ml

发酵培养基中
。

34 C
,

18 0 r / m in 条件下发酵
,

定时取样
,

同上法测 O D 、 。 ,

同时测其 p H 值
,

并作镜检
。

2 结果与讨论

2
.

1 出发菌株生长曲线

出发菌株生长曲线见图
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2
.

0

1
.

6

1
.

2

{)
.

8

()
.

4

0

汇̀ùùǎ一ǎ)

612 182 4 3 0

l/ h

3 642

F is1
.

MBS一

12 肛 o wt he u四
e

2
.

2 肌普标准 曲线

高的产昔能力
。

对上述突变株进行了鉴定
:

12 4 7号菌为鸟漂吟营养缺陷型
,

12 4 4 号菌为

黄嗦吟营养缺陷型
。

1 2 3 0
,

12 5 4
,

12 5 5
,

12 6 4
,

1 2 6 7
,

1 2 6 9 号菌带有 6
一

琉基嘿吟抗性
。

1 2 3 1
,

1 2 5 4
,

1 2 5 5
,

12 4 1
,

12 1 7 号菌带有 8
一

氮杂鸟嗓

吟抗性
,

12 3 0 号菌具有磺胺抗性
。

其中 12 5 5

号菌还带有苯丙氨酸营养缺陷标记
。

3 ) 用最初的发酵培养基对 14 株菌 ( 其

中 12 4 3
,

1 2 5 0
,

1 2 5 1 号菌为脯氨酸营养缺陷

而厂尾万~ 型 )进行发酵培养
,

在进行紫外显色时发现除

了 1 2 5 5 号菌发酵样品颜色比 1 0
.

8 m g /m1 的

标准品颜色深
,

其余的比标准品颜色浅
,

故最

后决定采用 12 5 5 号菌进行发酵
。

4) 紫外诱变致死率
、

突变率与诱变剂量

的关系
,

见表 2
。

T a b 2
.

R e l a t i o n s h i P a m o n g d ae t h r a r e
,

m u ta t i o n r a t e a n d m u ta
-

ge n i e dos a se f o r u l tr a v i o l e t l i g h t 一r e a tm e n t

U l t r a v i o le 一 Ii s h t

0
,

8

0
.

7

t r e a tm e n t t 一m e , m 一n 弋少
M

u
扭 t i o n r a 比

A u x o t r o Ph

0
.

56 7

0
.

1 3 0

0
.

1 3 0

0
.

3 2 0

0
.

7 6 7

399531466..902993
1011

..115125
15

.0.0

月,0

卜UO

( ) 2 4 6 8 1〔飞 〕 r〕 ? 2 24 2 6 28

1 2 5 5 突变株是选用 15 m in 照射剂量诱

变得到的
。

5) 出发菌株发酵结果 ( 72 h )
,

见表 3
。

T a b 3
.

R es
u l st o f fe r m e n at t i o n t e s t f o r s at r t i n g s t r a i n ( M BS

一

12 )

,门,工-.0氏.0

I n o
.

p r浏
u e t i o n

,

m g / m l

nUōh,̀`100反」叮roéODqéODǎh

……
门矛ō卜,口亡d月,ō卜

F 19 2
.

I n o
.

s at n d a r d e u r v e

肌 昔 浓 度 与吸 收 度 的 相 关 系 数
r
-

0
.

9 9 8 7
,

表明肌昔标准曲线线性 良好
,

其线性

回归方 程为 y一 0
.

0 3 2 3x + 2
.

6 83 x lo
一 ` ,

( y

代表 。氏
53 , 艺

代表肌昔浓度 )
。

2
.

3 菌种诱变结果

l) 共挑单个菌落 3 万个
,

获得营养缺 陷

型突变株 79 个
,

有特殊形态的菌株 7 株
。

2 ) 由枯草芽抱杆菌的肌昔生物合成 的

代谢调控机制
,

我们推测带有黄嘿岭
、

鸟嚓吟

营养缺陷标记或带有 8
一

氮杂鸟嗓吟
,

6
一

琉基

嗦吟或磺胺抗性标记的突变株有可能具有较

4

5

A v e r a g e

0 D 2 s 3

0
.

2 4 9

0
.

2 2 5

0
.

2 5 3

0
.

19 1

0
.

15 8

0
.

2 15

突变 株 12 5 5 发酵 60 h 和 72 h 结果
,

见

表 4
。

T a b 4
.

R e s u l st o f f e r m e n t a t i o n te s t f o r m u at n t IS B S一 12 5 5

0 D 2 s 3 I n o
.

P rdo
u e t io n

,

O D ? 53 In o
.

P r od
u e t io n

.

( 6 0 h ) m g / m 一 ( 7 2 h ) m g / m l

勺dJ.1ǎh厅了户n
ù叮」00八曰,口月了叮ù弓d

……
八OUó 11八U` .1.1ǹq̀妇勺叮心叮ó,乙

ùéóōōé

5

A v e r a g e

0
.

4 9 9

0
.

5 4 9

0
.

5 2 5

0
.

4 9 8

0
.

5 0 1

0
.

5 4 1

0
.

67 3

0
.

7 1 1

0
.

70 3

0
.

6 7 1

0
.

68 7

0
.

68 9

11,妇比J孟,
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2 15 5突变株采用改进培养基后 的发酵

结果
,

见表 5
。

T a b 5
.

F e r m e n at t io n r e s u l st o f m u
at n t 1 2 5 5 b y im p r o v e d m de i

-

U ll l

0 D 2s 3

〔6 0 h )

In o
.

P rdo
u e一i o n

,

m g / m l

0 D 2 5 s

( 7 2 h )

I n o
.

P r阅 u e t i o n
.

m g八n !

A v e r a g e

0
.

7 4 3

0
.

7 2 9

0
.

7 4 5

0
.

7 3 3

0
.

7 3 4

2 3
.

0 1

2 2
.

5 6

2 3
.

2 1

2 2
.

69

2 2
.

7 2

0
.

9 14

0
.

7 9 5

0
.

9 4 0

0
.

8 9 5

0
.

8 6 6

2 8
.

3 1

2 4
.

6 0

2 9
.

10

2 7
、

7 1

2 7
.

43

.2 4 稳定性实验川

l) 斜面连续传代对肌昔积累的影响实

验表明
,

当连续传代分别为 2
,

3
,

4
,

5
,

6
,

7
,

8
,

9
,

一0
,

一l
,

1 2
,

1 3
,

一4 时
,

肌 普 的含 量分 别 为

2 7
.

6 0
,

2 7
.

5 1
,

2 7
.

4 9
,

2 8
.

0 1
,

2 8
.

1 1
,

2 4
.

5 9
,

2 6
.

6 3
,

2 7
.

7 4
,

2 8
.

3 1
,

2 6
.

7 1
,

2 8
.

2 6
,

2 7
.

0 3
,

27
·

48 m g / m l
。

由此看 出
,

斜面连续转接 14

次
,

肌昔产量未见降低
。

2) 将以上各代菌做成 10
.

菌液浓度
,

分

别涂布于下列培养基
:

基本培养基 ( M M )
,

完

全培养基 ( C M )
,

M M + a d e + h is + p h e
,

M M +

a d e + h i s + th i
,

M M + a d e + Ph
e
+ th i

,

M M + h i s

+ Ph e + t h i
,

M M + 8
一

A G
,

M M + 6
一

M P
,

M M +

8
一
A G 十 6

一

M P
。

分别检查 4 种营养缺陷型和双

重抗性 回复 突变情况
。

每只平板涂布菌液

0
.

1 m l
。

结果见表 6
。

由表可知 SL BS
一

12 55 突

变株遗传是稳定的
。

,1叮妇q口J马

T a b 6
.

S at b i l i t y t e s t o f ge n e一i e m a r k s o f m u t a n t L S B S
一

12 5 5

G e fl e t a t io n s
M M + a d e 十

h 15 + p h e

M M + a d e
+

h 15 + t h i

M M + a d e +

p h e + t h i

M M + h 15十
Ph e + t h is

M M C M M M 十 8一 A G M M十 6
一

M P
M M + 8

一

A G

十 6
一

M P

+十++++十+++++++十++++十++ +++++++十++++++++++++++++十+++++2

3

4

5

6

7

8

9

l 0

l 1

l 2

l 3

】4

o n e e o lo n y

o n e e o l o n y

o n e e o lo n y

2
.

2 结 论

D 突变株 sL 路
一

12 5 5 将 肌 昔 产 量 从

6
.

6 5 m g / m l 提高到 2 1
.

3 3 m g / m l
,

通过 改进

发酵培 养基成分
,

肌昔产量又从 21
·

33 m s/

m l 提高到 27
.

43 m g /ml
。

为了进一步提高产

量
,

缩短发酵周期
,

今后还可以从发酵 温度
、

溶氧条件
、

最适 p H 等方面进行探讨
、

摸索
。

2) 从腺嗓吟抗性类似物
、

鸟嗦吟或黄镖

n令营养缺陷型等方面还可对 LS BS
一

12 5 5 进行

进一步的改进
。

3) 峪 BS
一

1 2 5 5 待进一步 中试
。
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一

12 5 5 ( a d
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一
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中国药科大学 1 9 9 3一 1 9 9 4 年研究生工作通报

1 9 9 3 年我校共招 收硕士研 究生 61 名 (其中外 国留学生 7 名 )
,

博士 研究生 14 名 ( 其中外

国 留学生 2 名 )
。

授予硕士学位 30 名 (其中留学生 2 名 )
,

授予博士学位 7 名
。

授予在职人 员以

硕士生同等学历申请硕士 学位 2 名
。

19 9 4 年 国家招生计划为硕士生 52 名
,

博士生 17 名
。

目前硕 士入学考试 已结束
,

报名人数

较 19 9 3 年增加 15 %
。

目前正在准备进行阅卷工作
。

博士生 招生的报名工作 已开铭
,

估计报名

人数会有所增加
。

另外 19 9 4 年国 家计划可 招收 1 名博士后研究人 员
。

1 9 9 3 年经 中报
,

国务院学位委 员会审核批准
,

我校新增一个博士学位授权点— 生化药

学
。

增列博士导师 5 名
:

华维一
、

戴德栽
、

张正行
、

相 秉仁 和吴梧桐
。

经我校中报后
,

省教委批准
,

张正行教授
、

王 明时教授被评为优秀研究生教师
。

我校 中报 了五个省级 重 卉
、

学科
:

药理学
、

药剂学
、

生药学
、

药物分析学和生 化药学
,

批 准后

江苏省将给予重
.

查
、

投 资
。

(文
,

」黎黎 )


