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铜蒸气激光辐照棘抱小单子包菌的研究
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提要:用铜蒸气激光辐照棘抱小单抱菌 (Micromonospora echinospora) 后，分

离得到庆大霉素发酵单位提高 10% 以上的辐照株。其单抱子的表面结构在扫描电

镜下观察未见到，有孔穴或异常变化。

Study on irradiation of micromonospora echinospora 

·二 with copper vapor Iaser Iight 
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Absract: High yielding strain of micromonospora echinospora was obtained by irradiation 

with copper vapor laser light for 90 minutes. The surface of the spores af饲r irradiation was 

unchanged w hen it was observed with a scanning electronmicroscope. 

实验条件与方法

(-)出发菌株:棘抱小单抱菌X-1

(二)培养基

可溶性淀粉 1%，天门冬素 0.002%，磷酸氢

二锅 0.03%，碳酸钙 0.1%，琼脂 2笋，自来

水配制，消前 pH7.2。

1.平板分离培养基:可溶性淀粉 1笋，

硝酸饵 O.j扬，氯化铀 0.05%，磷酸氢二何

0.03%，硫酸镜 0.05%，硫酸亚铁 0.0υ1%.

琼脂 2%，自然 pH，自来水配制。

3. 种子培养基:淀粉 2%，玉米粉

1.5%，黄豆饼粉 0.5%，蛋白陈 0.1笋，葡萄

糖 0.4%，硝酸饵 0.05笋，碳酸钙 0 . 6%.，氯

化钻 1r/皿1，自来水配制， pH 自然。

4. 发酵培养基:淀粉 5%. 玉米粉

1.5%，花生饼粉 0.5% ， 黄豆饼粉 2 .5笋，鱼

2. 斜面培养基:小麦款皮 1.5笋，硝酸

饵 0.1笋，硫酸侯 0.05%，氯化纳 0.05%.
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粉 1笋，碳酸钙 0.5饵，硫酸镀 0.1笋，氯化

钻 4r/ml，自来水配制，消前 pH7.2 。

(三) 培养条件:斜面、平板、种子、发酵

均在 33"，3400 培养，斜面生长 8 天，平板生

-长 11 天，种子培养 40 小时左右，发酵周期 5

天。种子与发酵瓶均在旋转式摇床培养，摇

床转数为 220 R. P. m。 种子培养液接入发

酵摇瓶的接种量为 10% 。

(四)效价测定:用琼脂扩散法测定效

. 价，检定菌为短小芽抱杆菌(Baoillus pumi

lus) 。

(五)辐照方法及筛选:用浙大制铜蒸

气激光器辐照(辐照功率密度为 25 .4皿w.

<lm-S)棘抱小单抱菌的单抱子悬浮液 30、 60、

:90 分钟后，稀释分离在分离平板上， 33土10，。

培养 11 天后，挑选菌落，接种斜面，待斜面抱

子成熟后进行摇瓶筛选。

(六)纸层析与生物显层及印影法:纸层

析与生物显层及小组分含量测定详见文献

[口，检定菌为短小芽抱杆菌。

生物显层后的抑菌圈，采用下述方法印

影:在上述生物显层板上注入 0.5% 美蓝液

捏染 4"，-， 6 分钟后，倾去美蓝液，加入碱性乙

醇冲洗 1-2 分钟，倾去所有溶液，然后用酸

性乙醇冲洗 1"，2 分钟，再倾去所有溶液。自

来水冲洗，用层析滤纸在生物显层板上印影。

(七)电镜观察:用 8-450 扫描电镜1.5

万倍观察。

结果与讨论

(一)铜蒸气激光对棘抱小单抱菌的致死

作用

随铜蒸气激光辐照时间从 30 分钟到 90

分钟不断延长，棘抱小单抱菌的致死率不断

上升，残存率不断下降(见图 1) 。

(二〉棘抱小单抱菌经铜蒸气激光辐照

:后，其庆大霉素产量的诱变效应

棘抱小单抱菌经铜蒸气激光辐照后，其

;t-

A
υ
-
H
A
υ
 

。
"
T
E

毒

气
球
)
回
霄
怆
翩
翩
运

u
m
M再

A
υ
 

句
。

AV 

60 

辐照时间(分)

90 

图 1 铜蒸气激光辐照棘抱小

单抱菌后抱子的残存率
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(a) 自然分离 (b)激光辐照 60 分钟;

(0) 激光辐照 90 分钟

图 2 棘抱小单抱菌经铜蒸气激光辐照后

其庆大霉素产量的诱变效应
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表 1 激光辐照后所得Z-36 高产菌株与出发菌株 X-l 的庆大霉素发酵单位的比较
-

庆 大 霉 素 发 . 酵 单 位 (%) 
商 株

一 一 四 五
一

对 照 100 100 100 100 100 
X-1 (1116) (1225) (1139) (1146) (1156) 

Z-36 111 .4 111.9 111.4 108 .4 110.9 
新菌株 (1243) (1371) (1269) (1242) (1282) 

注t 括弧内数字为发酵单位(μgjml) 。

产量分布随辐照剂量不同，结果也不同。经

90 分钟辐照后，产量负变的频率比自然分离

的低，而经 60 分钟辐照后，其产量负变的频

率不仅比 90、分钟辐照的高，而且比自然分离

的还高。在产量正变范围内，以 90 分钟辐照

后其正变频率为最高，其次是自然分离。而

60 分钟辐照后，其产量正变的频率比自然分

离还要低。这表明应用铜蒸气激光辐照微生

物要选择适宜的辐照剂量，并不是所有的激

光辐照都有满意的结果。

(三)高产菌株的选育及其特性

应用铜蒸气激光辐照出发菌株 X-190

分钟后，曾分离得到 Z-36 高产菌株。十批摇

瓶结果，其产量平均提高 10% 以上(见表 1) 。

铜蒸气激光辐照棘抱小单抱菌后，绝大

表 2 所得辐照株 Z-36 与原出发菌株的发酵液的

庆大霉素主要小组分的 BJ 值的比较

Rf 值
样 品

C1 C2 C1α 

标准 品 0.66 0.34 0.16 

对照菌株 X-1 0.68 0.37 0.17 

新菌株 Z-36 0.63 0.36 0.16 

表 8 所得辐照株 Z-36 与原出发菌株发酵液的

庆大霉素主要小组分的含量比较

| 庆大霉素主要组分
菌株 ' 

I C1(%) I μ%) I Cla(%) 

对照株 'x-1 I 100 . 0 I 103 . 7 . I 100 . 0 

辐照株Z-36 I 103.5 I 100.0 I 100. 2 
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-;主、a 七 /\. 九 十 平均

100 100 100 100 1C崎 100 
(1147) (1171) (1183) (1124) (1187) (1159) 

『

110 .7 109.1 110.7 110.9 
(1270) (1278) (1310) (1247) (1289) I (1280) 

多数辐照株的庆大霉素小组分组成比例及

Rf值与原出发菌株相似 (见表 2 与国功，其

中 Z-36 菌株p 在友酵液中有效小组分。1 含

量提高 3% 左右，而 Cll 含量下降 3% 左右(凡

表 8 与图功。

r 

*' 

1 2 3 

图 3 棘抱小单抱菌发酵滤液纸层

析后生物显层图谱

1-Z-36 窗株的发酵滤液层析图谱

2一标准品层析图谱

3一对照 X-l 菌株的发酵滤液层析图谱

曾对激光辐照后新菌株的单抱子进行扫

描电镜观察，未发现有孔穴或表面结构异常

变化(见图功。这对激光辐照株的推广应用，

提供了参考价值。 '

上述结果表明铜蒸气激光辐照棘抱小单

抱菌具有较满意的实验结果。这不仅仅是产

量正变的频率较高，而产量负变的频率较低，



图 4 激光辐照后，电镜观察辐照株

的单抱子表面结构

(15∞Ox14) 

还在于得到了产量提高 10% 以上的高产菌

株p 其单抱子表面结构经电镜观察，未发现有

孔穴或表面结构异常变化，这和徐浩等人用

二氧化碳激光辐照枯草杆菌 AS 1. 831 后扫

描电镜观察无明显可见的损伤或孔洞的结

果相类似[2]。大多数激光辐照株其庆大霉素

小组分组成比例及 Rf 值与原出发株相似，

其中得到了有效小组分 C1 含量提高而 Cll 含

量相应下降的新菌株。有人在用 6000 辐照

， 小单抱菌时，得到了高产菌株，但未报道有效

小组分 C1 含量增高而 Cll 含量下降的变化410

看来，用铜蒸气激光辐照棘抱小单抱菌，

对提高抗生素的产量及其有效小组分的含量

方面己展示了应用的前景。 激光辐照作为微

生物育种的手段，是值得推广应用的。

对物理系的周一江、季建宝及激光组其

他同志支持与帮助激光辐照;浙江省电镜室

张来友同志帮助电镜拍照，深表谢意。
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上基团振动的 1432cm-1 有谱线出现，它可

归属为 11 (0-0) +ð(O--H)[6] 的振动。另外

表征 11(0=0)[0]振动的谱线 1502cm-1 也出

现，这是其余两种样品所没有的，它是与其

它二种样品不同的侧链基团的振动，也是

HpD-II 较之其它样品疗效高的主要原因之

一。 对谱线中出现表征 11 (Fe-Oll) 振动的

572cm-1 的原因，估计有二种可能 (i)样品

在制备时动物全血中的铁未移净 (ii)样品

在制备过程中不慎掺进了铁离子。
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