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阿维菌素高产菌株的选育及阿维菌素!!的鉴定
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摘 要 自阿维链霉菌（3/*%4/(520%&+6%*5#/#,#&78553!#9#）中分离出了3种不同类型的菌株，其中只有产灰色孢
子的菌株能产生阿维菌素（7:;.<;=>?,@），摇瓶发酵单位约!$$!A／<B。经高频电子流诱变和对发酵培养基的改进，
选育出C+29"菌株，其摇瓶发酵单位可达!$$$!A／<B。从其菌丝体中提取纯化了阿维菌素D!晶体，其紫外吸收光

谱、红外吸收光谱、核磁共振谱（!E2)FG和!352)FG）和质谱与国外报道的一致。C+29"菌株又经#次亚硝基胍诱
变，筛选出发酵单位#$$$!A／<B以上的C+29"21菌株。在此基础上，再次用亚硝基胍对C+29"21菌株进行了诱变，
获得C+29"20菌株，结合发酵条件的优化，其发酵单位可高达34$$"6$$$!A／<B。
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!094年，日本北里研究所（J?>+@+>&K,@>?>->;）从
日本静岗县伊东市川奈（J+L+,+）地区的土壤样品
中分离得到一株链霉菌，其发酵液对肠道寄生虫有

很高的驱虫活性。后来这株菌被送到美国默克

（F;.=M）公司进一步研究，经鉴定是链霉菌的一个
新种，定名为3/*%4/(520%&+6%*5#/#,#&。其产生的有
驱虫活性的物质，经结构鉴定是一族结构相似的大

环内脂类抗生素，共有1个组份，分别命名为7!+、

7!N、7#+、7#N、D!+、D!N、D#+和D#N。其中小+组份含量

在1$O以上，小N组份含量在#$O以下。该组化合
物被统称为阿维菌素（7:;.<;=>?,@）［!，#］。阿维菌素

D!的驱虫活性最强，但毒性较大。如在D!的##，

#325之间的双键加氢还原为##，#325双氢阿维菌
素D!，毒性可降低!倍，称为伊维菌素（K:;.<;=>?,）。
将其制成!O的注射液用于畜用杀虫和杀螨剂，非
常有效，美国F;.=M公司于1$年代初投放市场，由
于它具有高效、广谱和低毒的特点，很快占领了国际

市场。0$年代初又将阿维菌素D!制成!P1O乳剂，
称为爱比菌素（7N+<;=>?,），用于杀灭植物的害虫和
螨类［3，6］。

本文报道阿维菌素高产菌株选育和阿维菌素

D! 理 化 鉴 定 的 结 果。我 们 以 阿 维 链 霉 菌

78553!#9#为出发菌株，通过高频电子流和亚硝基

胍诱变，最终筛选获得C+29"20菌株，摇瓶发酵单位
达到34$$"6$$$!A／<B。采用溶媒萃取法从阿维
链菌菌丝体中抽提并纯化出阿维菌素D!晶体，经紫
外吸收光谱、红外吸收光谱、核磁共振谱（!E2)FG
和!352)FG）和质谱测定，结果与国外报道的一致。

" 材料和方法

"#" 菌种

3/*%4/(520%& +6%*5#/#,#& 78553!#9#， 由

7855引进；C+29"，由78553!#9#经高频电子流诱
变获得；C+29"29，由C+29"经亚硝基胍诱变获得；C+2
9"21，由C+29"29经亚硝基胍诱变获得；C+29"20，由

C+29"21经亚硝基胍诱变获得。

"#$ 培养基

"#$#" 斜面和平板培养基（A／B）：淀粉#$，酵母膏

#P$，J)Q3!P$，FACQ6·9E#Q$P4，J#ERQ6·3E#Q
$P4，)+5’$P4，S;CQ6$P$!，TE9P#"9P6。

"#$#$ 种子培养基（A／B）：淀粉3$，豆饼粉#$，酵
母粉#P$，5&5’#·"E#Q$P$$$4，TE9P$"9P#。

"#$#% 发酵培养基（A／B）：淀粉4$，玉米粉!$，酵
母粉 !$，豆饼粉 !$，5+5Q3#P$，5&5’#·"E#Q
$P$$$4，TE9P$"9P#。

"#% 诱变和筛选方法

"#%#" 高频电子流诱变：78553!#9#斜面菌种于



!"#培养$%，用无菌水洗下和离心收集孢子。将孢
子悬浮于&’!(的葡萄糖溶液中，浓度约为)&$!
)&"个／*+。经!"#摇床振荡培养",，分装于薄壁
指形管中，用高频电子流处理。处理条件为：!-
.&/0，"-)&&/0，处理时间分别为1&、2&、.&、3&、"&
和)&&4。

!"#"$ 亚硝基胍（567）诱变：（)）89:$3斜面菌种
于!"#培养$%，用&’)*;<／+6=>4与&’)*;<／+顺丁
烯二酸等量混合的缓冲液（?/"’&）洗下孢子并离
心收集。孢子重悬于该缓冲液中，浓度约为

)&"／*+，随即加入亚硝基胍溶液，使其终浓度为

)’&*@／*+。因为阿维链霉菌比较耐亚硝基胍［1］，
处理时间分别为).、1&、2.、3&、$.和A&*>B。处理
后，离心除去亚硝基胍，用无菌水反复洗涤孢子备

用［.］。（!）89:$3:$和89:$3:"的诱变方法与89:$3
的一致，只是亚硝基胍的处理时间为3&*>B。

!"#"# 分离和筛选：常规稀释平板法分离单菌落，
挑选灰色丰满的菌落进行摇瓶发酵初筛。经初筛得

到的高产菌株，再进行单菌落分离后进行复筛。初

筛未做重复，复筛每个菌株设1个重复。

!"% 摇瓶发酵

2#冰箱保存的菌种，用稀释平板法分离出灰色
丰满的单菌落，转接于斜面，!"#培养$!)&%，待长
出丰富的灰色孢子后，转接于种子培养液，经!"#
摇床培养)%，接种!(于发酵培养液（.&&*+三角
瓶，装)&&*+发酵液），!"#摇床（转速!&&=／*>B，偏
心距2’&C*）培养"!)&%，放瓶测定［!，3］。

!"& 测定方法

!"&"! 菌丝体干重测定：取.&*+发酵液，离心收
集菌丝体，)&.#烤至恒重。

!"&"$ 发酵单位测定：采用 /D+E 法［)&］。取

)’&*+发酵液，加入2’&*+的甲醇，充分振荡

1&*>B后，离心取上清液进行/D+E分析。分析条
件为：北京分析仪器厂8F.&&&型高压液相色谱仪；

E)"反相柱，柱长).C*，柱内径2’3**；流动相为甲

醇G水-".G).；流速为)’&*+／*>B；检测波长为

!23B*。根据各组份的积分面积，对照标准曲线计
算其含量，各组份之和即为总发酵单位。

!"’ 阿维菌素(!的纯化
参考有关文献［3!)&］和根据阿维菌素的性质，

设计了以下适合实验室操作比较简便的提取和纯化

技术：发酵液经过滤后，收集菌丝体，用约3倍体积
的丙酮分1次浸泡（用量为1G)’.G)’.），合并浸提
液，经减压浓缩后，用二倍体积的乙酸乙酯萃取!
次，经)(活性炭脱色后，减压浓缩得黄色油状物。
加热油状物使其溶解，趁热滴入".(的正己烷乙醇
液中，并不断搅拌，使阿维菌素的浓度达到

.&&&&"@／*+以上，并可加入少量晶种，静置冷却过
夜，在此条件下，只有阿维菌素H)结晶

［!］。抽滤收

集阿维菌素H)的粗结晶，用乙酸乙酯溶解，脱色过
滤，减压浓缩得到白色阿维菌素H)重结晶。

!") 光谱分析

!")"! 紫外光谱：将样品溶于无水甲醇中，用岛津

I>4:JI:)A&型分光光度计进行!&&!2&&B*区域
的扫描。

!")"$ 红外光谱：将样品溶于四氯化碳中，点样于

KH=盐片上，用.LM傅里叶变换红外光谱仪进行

2&&!2&&&C*N)区域扫描。

!")"# 核磁共振谱：将样品溶于氘代氯仿中，氢谱
进行&!"??*区域的扫描；碳谱进行&!)"&??*区
域扫描。

!")"% 质谱测定：采用7E:O8质谱仪，PQH法测定。

$ 试验结果

$"! 阿维链霉菌*+,,#!$)$的分化现象

Q6EE1)!$!在平板培养基上不断分化出灰色、
白色和光秃型菌落，后两种菌株经多次传代培养都

稳定保持原有特征，但它们都不产生阿维菌素。灰

色菌株能产生阿维菌素，但经多次分离纯化，仍不断

出现白色和光秃型的菌株。它们的培养特征见表)。

表! *+,,#!$)$自然分化菌株的培养特征!

+-./0! +102344050673-738684!"#$%"&’()$*+,$#’-"-.-**+,,#!$)$

6R?S;TC;<;BR 8?;=S*944 QS=>9<*RCS<>9 8UV4W=9WS*RCS<>9 O;=?,;<;@R;TC;<;BR

D;X%S=R@=SR 7=SR9B%?<SBWR Y,>WS FS<<;X>4,V=;XB 7=SRC>=C<S

Y,>WS 5;4?;=S Y,>W, FS<<;X Y,>WSC>=C<S

H9<% 5;4?;=S 5;B FS<<;X FS<<;XC>=C<S

!EU<W>Z9WS%$!)&%9W!"#
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!"! 诱变育种

!"!"# 高频电子流诱变!"##$%&’&：从各处理
中挑取了()$个突变株进行摇瓶发酵初筛，得到发
酵单位高于出发菌株的突变株$&株，它们大多分布
在处理(*+和,*+的区段内（致死率为))-,.!
))-’.）。经复筛后发酵单位仍高于出发菌株的有

,株，将该,株菌连续传代(次后，进行摇瓶发酵，
选出了发酵单位达%***"/／01左右的234’,菌株，
其中5%组份占$’.，略高于出发菌株（5%组份占

$6.）。

!"!"! 亚硝基胍诱变234’,菌株：从各处理中共
挑取了$(,个突变株，它们主要分布在处理6(!
’(078的区段内（致死率)9-).!))-).）。初筛
时发酵单位比234’,提高%*.!6*.的有%,株，经
复筛，发酵单位仍高于234’,菌株的有(株。将这(
株菌连续传代(次后，再进行发酵实验，从中选出了
一株菌，编号234’,4’，其发酵单位可达%6**"/／01，
其中5%组份占6(.，比234’,菌株提高了9.。

!"!"$ 亚硝基胍处理234’,4’菌株：用%-*0/／01
的亚硝基胍处理234’,4’菌株,*078，致死率为

))-).，初筛时发酵单位高于234’,4’的有$&株，
将这$&株菌连续进行了$次复筛，最终选出一株编
号为234’,49的菌株，发酵单位达到&***"/／01以
上，5%组份占6(.。

!"!"% 亚硝基胍处理 234’,49 菌株：再次用

%-*0/／01的亚硝基胍处理234’,49菌株，初筛时
发酵单位高于234’,49的有%,株。将这%,株菌又
连续进行$次复筛，选出一株发酵单位可达到$(**
!6***"/／01的菌株，其中5%组份占6(.，该菌株
编号为234’,4)。

!"$ &’()*、&’()*(+与&’()*(,菌株摇瓶发酵比较
通过对234’,、234’,49与234’,4)菌株的摇瓶发

酵状况的比较，发现234’,49菌株的干重在发酵过
程中高于234’,菌株&*.，发酵过程中发酵液残糖
和:;的变化趋势基本一致，但进一步用正交试验
优化234’,49菌株的发酵培养基，当提高发酵培养
基的淀粉和酵母粉的用量后，反而造成菌丝干重下

降，发酵液变粘、发红，几乎不产生阿维菌素。234
’,4)菌株在相同的发酵培养基上，摇瓶发酵单位仅
比234’,49菌珠提高6.!%’.，但在斜面培养基上

234’,4)菌株明显比234’,49菌株生长强壮，采用正
交试验进行234’,4)菌株发酵培养基的优化试验，
当提高了发酵培养基的淀粉和酵母粉含量后，234
’,4)菌株的菌丝体干重上升，发酵单位提高可达

$(**!6***"/／01，比234’,49菌株提高了近%倍。
表&是234’,、234’,49与234’,4)的摇瓶发酵单位和
菌丝体干重比较。

表! &’()*、&’()*(+与&’()*(,菌株的摇瓶发酵比较

-’./0! 1234’5672829:;0905308:’:628687;’<68=9/’7<
.0:>008&’()*、&’()*(+’8?&’()*(,

2<=378
"7<>=
／（"/／01）

5%. 5%3／5%?
@=AB>7/C<／

（/／%**01）

2!4’, ),6 $’ 9(／%( %D%%
2!4’,49 &*,( 6( 9(／%( %D$,
2!4’,4) $(*, 6( 9(／%( 6D**

!"% 阿维菌素@#的提取和纯化

234’,菌株发酵液&*1，发酵单位9’*"/／01，
其中5%占$,-6.。过滤收得菌丝体&6**/，测得菌
丝体效价为,99’"/／/。第一次加入9***01丙酮，

,*E搅拌浸提6C，过滤收得丙酮滤液,’**01，测得
滤液效价为%(,6"/／01，浸提率为,$-6.。第二次
加入9(.丙酮$***01，,*E搅拌浸提&C，过滤收
得丙酮滤液&)**01，测得效价为%%),"/／01，浸提
率为&%-*.。第$次加入9(.丙酮$***01，,*E
搅拌浸提&C，过滤收得滤液$&**01，测得效价为

($’"/／01，浸提率为%%-*.，$次浸提的总浸提率
为)(-6.。合并$次浸提液，,*!’*E减压浓缩至
约$***01，用,***01乙酸乙酯萃取&次，加入活
性炭脱色后减压浓缩得黄色油状物。加热熔化黄色

油状物，趁热滴加入%**019(.的正己烷乙醇溶液
中，搅拌均匀，置于冰箱中过夜结晶5%。第二天抽
滤得微黄色粗结晶6-’/，经;F1#测定5%纯度为

)*.。用&**01乙酸乙酯重溶5%粗结晶，经活性
炭脱色，减压浓缩得6-%/白色5%重结晶，5%纯度
达)’.，5%3占9(.，5%?占%(.，阿维菌素5%的总
提取收率为,6-9.。

!"A 光谱、核磁共振和质谱分析
将阿维菌素5%结晶分别进行了紫外（GH）、红

外（IJ）、核磁共振（%;4KLJ和%$#4KLJ）和质谱分
析，结果均与文献所报道的相符合［%&，,］（图%，&，$；
表$）。质谱测得其 LMK3的0／N为9),，故阿维
菌素5%的分子量为9’$，与计算值及文献报道值一
致。文献中只报道了阿维菌素5&3的紫外吸收光谱，
经我们验证阿维菌素5各组份的紫外吸收光谱都
是相同的。

$ 讨 论
阿维链霉菌存在严重的自然分化现象，在$种

$$%期 宋 渊等：阿维菌素高产菌株的选育及阿维菌素5%的鉴定
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10+期 宋 渊等：阿维菌素高产菌株的选育及阿维菌素Z+的鉴定


