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Abstract 
In this paper, He-Na laser irradiation and antibiotics resistance selection method were used to 
screen daptomycin high-producing strains. He-Na laser irradiation was applied to screen dapto-
mycin high-producing strain from original strain of Streptomyces roseosporus DA15-2. The opti-
mum mutagenesis dose was irradiation power 20 mW and irradiation time for 20 min, which was 
determined based on survival rate and positive mutation rate. The mutant strains on the plates of 
combined antibiotics resistance of daptomycin and Streptomyces at different concentrations were 
screened and a mutant strain DA15-23 was obtained, whose yield of daptomycin was 100 mg/L, 
which increased 75.8% compared to that of the parental strain. It was demonstrated that laser ir-
radiation and antibiotics resistance selection combined method provided a fast and effective way 
of screening Streptomyces roseosporus. 
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摘  要 

本文结合He-Na激光诱变技术及抗生素抗性筛选方法选育达托霉素高产菌株。以达托霉素生产菌玫瑰孢

链霉菌DA15-2为出发菌株，利用激光技术进行诱变育种，结果通过对致死率和正突变率的考察，适宜的

诱变剂量为辅照功率20 mW及辅照时间20 min。在不同浓度梯度的达托霉素及链霉菌复合抗性平板上筛

选诱变后的菌株，筛选到一株产达托霉素发酵单位100 mg/L的菌株DA15-23，比出发菌株提高了75.8%。

实验证明结合激光诱变及抗生素抗性筛选得到了高产达托霉素的菌株。 
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1. 引言 

达托霉素 (Daptomycin)是由美国礼莱公司最先发现的环脂肽类抗生素。它由玫瑰孢链霉菌

(Streptomyces roseosporus)发酵产生。达托霉素化学结构独特，含有 13 个氨基酸，其中 10 个氨基酸形成

圆环，另外 3 个氨基酸肽链 N-末端的色氨酸与一癸酸侧链相连[1]。达托霉素是通过钙离子介导攻击细胞

膜从而杀死微生物[2]。达托霉素独特的环脂肽结构及作用机制，使其不会产生像其他抗生素所产生的交

叉耐药性的影响。达托霉素对 15 个不同属和 35 个不同种的革兰氏阳性菌引起的复杂的皮肤感染十分有

效，尤其是耐青霉素的肺炎链球菌(PRSP)，耐万古霉素的肠球菌(VRE)，糖肽类敏感的金葡菌(GISA)以及

耐甲氧西林的金葡菌(MRSA) [2] [3]。达托霉素在医疗体系广泛的应用引起了大众对其生物合成的关注。 
目前高产抗生素菌株选育方法除传统的物理化学方法外，还有生物学方法。代谢组学可以有效提

高菌株生产能力，Huang 等人通过构建玫瑰孢链霉菌的重组代谢通路使三个目的基因过表达从而提高

其生产能力，构建的工程菌与亲本比较产达托霉素能力提高了 43.2% [3]。段向东等在适宜的条件下制

备玫瑰孢链霉菌的原生质体，经紫外诱变后培养，最后筛选到高产菌株 D-35，该菌株的平均发酵单位

较出发菌株高了 87.9% [4]。我们知道大多数次级代谢产物总是产量很低难以满足工艺生产的需求。虽

然这些方法目标明确，但是成本太高且操作复杂，无法应用于大规模工业化生产。卢文玉等人利用 20 
mM 激光辐射对玫瑰孢链霉菌进行照射，筛选出突变菌株，摇瓶发酵后达托霉素产量达 81.2 mg/L，比

出发菌株提高了 39% [5]。本文采用激光诱变结合抗生素抗性筛选玫瑰孢链霉菌，先采用激光诱变加大

出发菌株的突变率，再用达托霉素和链霉素进行抗性筛选，从而使菌株改良，提高了其产达托霉素的

能力。激光作为一种新型物理诱变方法，可通过诱发生物体产生热、压力、光、电、电磁场等多种效

应而获得诱变菌株[6]。而筛选产生菌对自身代谢产物的耐受性提高，会有利于抗生素产量的提高[7]。
范晶华选用链霉素作为筛选剂选育达托霉素高产菌株，其原理是链霉菌产抗生素能力与链霉素抗性基

因之间存在对应关系[8]。 

2. 材料和方法 

2.1. 菌株 

玫瑰孢链霉菌和金黄色葡萄球菌由本实验室保存。 
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2.2. 培养基及培养条件 

2.2.1. 培养基 
玫瑰孢链霉菌斜面培养基 DAX(g/L)：葡萄糖 20，酵母提取物 20，CaCO3 2，琼脂 15。筛选培养基

DAS(g/L)：葡萄糖 20，酵母提取物 20，Fe(NH4)2(SO4)2•6H2O 1.0，琼脂 10。 
种子培养基 DAY(g/L)：糊精 20，胰蛋白胨大豆肉汤 30，pH7.0。发酵培养基 DAF(g/L)：麦芽糊精

30，黄豆粉 10，Fe(NH4)2(SO4)2∙6H2O 1.0。 
金黄色葡萄球菌 LB 培养基(g/L)：酵母粉 5，蛋白胨 10，NaCl 10，琼脂 8，pH6.8。 
以上培养基均于 121℃高压蒸汽灭菌 25 分钟备用。 

2.2.2. 培养条件 
斜面及筛选培养基培养条件：温度 30℃，培养时间 8~10 天(依菌落外观而定)。种子培养：吸取 2 mL

孢子浓度 106 个/mL 的孢子悬浮液于装有 50 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中，30℃，230 rpm 摇床培

养 27 小时。摇瓶发酵培养：吸取 1 mL 种子培养液转接入装有 50 mL 发酵培养基中，30℃，230 rpm 摇

床培养 135 小时。 

2.3. 生物检测法 

抗性菌株的抑菌效果测定： 先配一定量的 LB 培养基，灭菌后将其冷却至 60℃左右，加入 0.2 mL
指示菌((金黄色葡萄球菌，测得细菌浓度为 6.5 × 108 CFU/mL)，混匀后倒入培养皿。待琼脂凝固后，用

灭菌竹签将待测小琼脂块(含待测菌株)倒置于上述的培养基中，置于 37℃培养箱中培养，2 天后观察抑菌

圈大小。 

2.4. 激光诱变条件的确定 

激光类型为 He-Ne 激光，6328 埃。吸取 4 mL 孢子浓度 106 个/mL 的孢子悬浮液于无菌培养皿中，

将其置于激光束下方 20 cm 处，按照射时间为 5、10、15、20、25 min，照射强度为 10、15、20、25 mW
进行组合诱变。未经照射的原始菌液作为空白对照。用菌液涂布法分离后进行单菌落计数，并计算诱变

致死率：致死率(%) = (对照组菌落数 − 诱变所得菌落数)/对照组菌落数 × 100% [9]。 

2.5. 抗生素最低抑制浓度(MIC)的确定 

将出发菌株孢子悬浮液稀释 100 倍后均匀涂布在含不同浓度梯度的达托霉素和链霉素的平板上，培

养 8~10 天，培养温度 30℃。观察每个平板的菌落生在情况。菌落形态发生明显变化，致死率即将达到

100%时的浓度即为最低抑制浓度(MIC)。 

2.6. 抗生素抗性突变株的分离 

首先将稀释 100 倍后的出发菌株孢子悬浮液涂布于不同达托霉素和链霉素的组合抗性平板上，得出

最低组合抑菌浓度。再将激光诱变的孢子悬液涂布于组合抑菌浓度抗性平板上。30℃培养 5 天，长出的

菌落即为抗性突变株。 

2.7. 达托霉素效价的测定 

将孢子菌悬液接种到种子培养基上，用长好的种子培养基接发酵，接种量 5%。发酵结束后，取 1 mL
发酵液置于离心管中，10,000 r/min 离心 5 min，将上清液用 0.22 μm 的一次性针头过滤器过滤，滤液用

HPLC 法测定。 
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HPLC法操作条件：C8色谱柱。标准流动相：流动相A为取14 g磷酸二氢铵溶于3000 ml水调pH3.20，
用 0.45 微米滤膜过滤，加入 600 ml 乙腈；流动相 B 为 100%乙腈。流速 1 ml/min；柱温 30℃；进样温度

8℃；检测波长 220 nm，紫外检测；进样量为 5 μL。 
达托霉素标准品的标准曲线绘制参照范晶华的操作[8]。 

2.8. 主要仪器 

He-Ne 激光器(功率为 0~30 mW，波长为 632.8 nm)，Continuum 生产。 
高效液相色谱仪(Agilent1260)。 

3. 结果与分析 

3.1. 激光诱变条件 

按照射时间为 5、10、15、20、25 min，照射强度为 10、15、20、25 mW 进行组合诱变。诱变的致

死率及正突变率呈规律性变化。据文献报道低剂量照射强度(5 mW)下，随照射时间延长，致死率变化不

大，都较低，不符合实验要求[9]。本实验探索在照射强度(20 mW)下，不同照射时间菌株的致死率和正

突变率。当照射强度为 20 mW，随照射时间增加，菌株的致死率逐渐增大，而正突变率在 20 分钟时出

现峰值。因此照射时间为 20 分钟时，菌株的致死率为 63%，正突变率 3.9% 为最佳诱变条件，结果如图

1 所示。 

3.2. 达托霉素及链霉素最低抑制浓度的确定 

按 2.5 抗生素最低抑制浓度(MIC)的确定进行耐受性测定。结果表明，达托霉素和链霉素对出发菌株

的最大筛选浓度分别为 400 mg/L 和 0.8 mg/L (见表 1)。两种抗生素组合的最大筛选浓度为 0.6*MIC。 

3.3. 激光诱变结合抗生素抗性筛选结果 

将孢子菌悬液在激光照射强度为 20 mW，照射 20 分钟进行诱变，然后分别涂布于含有 400 mg/L 达

托霉素、0.8 mg/L 链霉素及 0.6*MIC 组合抗性平板上，30℃暗箱培养 5 天。挑选长势好的单菌落接种摇

瓶种子，再接发酵。发酵液按 2.7 达托霉素效价的测定进行分析。结果显示，采用激光诱变和组合抗性

筛选得到一株发酵水平显著提高的玫瑰孢链霉菌 da15-23，菌落如图 2 所示，菌落形态描述如表 2 所示。

其产达托霉素发酵单位 100 mg/L，比出发菌株提高了 75.8%，发酵结果用 HPLC 法测定达托霉素(见图 3)。
图 3 为发酵样品与标准品的 HPLC 图比较。 
 

 
Figure 1. The optimum mutagenesis dose of laser irradiation 
图 1. 激光诱变最佳条件 
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Figure 2. Original strain of Streptomyces roseosporus (a) and screened 
Streptomyces roseosporus (b) 
图 2. 原始菌株(a)和抗性菌株(b) 

 
Table 1. The tolerance determination of daptomycin and streptomycin for Streptomyces roseosporus 
表 1. 玫瑰孢链霉菌对达托霉素及链霉素的耐受性测定 

达托霉素 mg/L 致死率% 链霉素 mg/L 致死率% 达托霉素&链霉素 mg/L 致死率% 
100 20 0.2 32 0.2*MIC 31 
200 53 0.4 58 0.4*MIC 66 

300 71 0.6 82 0.6*MIC 89 

400 90 0.8 94 0.8*MIC 100 

500 100 1 100 1*MIC 100 

600 100 1.2 100 1.2*MIC 100 

 
Table 2. Morphological character comparison between mutant strain and the original strain 
表 2. 抗性菌株与出发菌株菌落形态差异比较 

菌株 出发菌株 抗性菌株 

菌落外观 规则圆形 规则圆形 

菌落大小 较小，直径 4~5 mm 较大，直径 5~6 mm 

菌落凸起 凸起呈蒙古包状 凸起呈山峰状 

菌落颜色 玫瑰色 深玫瑰色 

孢子是否丰满 一般 丰满 

孢子颜色 白色部分覆盖 白色全部覆盖 

边缘形状 有褶皱 褶皱较多 

菌落表面光滑程度 粗超 粗超 

 

 
(a) 
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(b) 

 
(c) 

Figure 3. The HPLC chromatograph of standard sample and fermentation sample. A is the HPLC chromato-
graph of standard sample; B is the HPLC chromatograph of fermentation sample before mutation; C is the 
HPLC chromatograph of fermentation sample after mutation 
图 3.标准本品与发酵样品的 HPLC 图谱。A 图为标准品的 HPLC 图谱；B 图为诱变前发酵样品的 HPLC
图谱；C 图为诱变后发酵样品的 HPLC 图谱 

4. 结论 

现在工业育种诱变方法主要有物理诱变和化学诱变。化学诱变危险性较高，物理诱变中紫外诱变最

常用，然而穿透力低。本文选择的激光诱变克服了以上缺陷。激光作为一种新型物理诱变方法，可通过

诱发生物体产生热、压力、光、电、电磁场等多种效应而获得诱变菌株[6]。 
引入抗生素抗性来筛选菌株是工业上较常用的育种方法。本实验采用激光诱变结合达托霉素和链霉

素抗性筛选的方法得到抗性基因突变株，其中玫瑰孢链霉菌 DA15-23 产达托霉素发酵单位 100 mg/L，比

出发菌株提高了 75.8%。结果说明采用激光诱变联合达托霉素和链霉素抗性筛选的方法可以提高达托霉

素生产水平。并且和传统诱变方法及筛选方法比较，本文的联合法加快了育种进程。 
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