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摘  要 

阿维链霉菌是工业上生产阿维菌素的重要菌株，其发酵效率高低关系到企业生产的效益。本研究采用常

温常压等离子体(ARTP)技术对阿维链霉菌进行诱变选育，首次诱变设置10 s~120 s共9个时间梯度，分

析不同处理对菌株致死率的影响，在该区间内进一步缩小时间梯度范围(40 s、45 s、50 s、55 s、60 s)
进行诱变，并结合摇瓶发酵筛选高产突变株。结果显示，经45 s诱变处理的突变株阿维菌素效价达8.85 
g/L，较原始菌株提升15.4%，研究证实ARTP技术可通过诱变菌体并进一步筛选获得产率较高的突变株，

本研究为阿维菌素工业化生产构建了高效、可行的育种新策略。 
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Abstract 
Streptomyces avermitilis is an important strain for industrial production of Avermectin, and its fer-
mentation efficiency is closely related to the production benefits of enterprises. In this study, the 
ARTP (Atmospheric and Room Temperature Plasma) technology was used to mutagenize and select 
Streptomyces avermitilis. The first mutagenesis was set with 9 time gradients from 10 s to 120 s to 
analyze the effect of different treatments on the mortality rate of the strain. Within this range, the 
time gradient was further narrowed (40 s, 45 s, 50 s, 55 s, 60 s) for mutagenesis, and high-yield mutant 
strains were screened by shake flask fermentation. The results showed that the Avermectin titer of 
the mutant strain treated with 45 s mutagenesis reached 8.85 g/L, which was 15.4% higher than that 
of the original strain. The study confirmed that the ARTP technology can obtain mutant strains with 
higher production rates by mutagenizing the bacteria and further screening, This study has estab-
lished a highly efficient and feasible new breeding strategy for the industrial production of Abamectin. 
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1. 引言 

阿维菌素作为一类由阿维链霉菌(Streptomyces avermitilis)产生的聚酮类大环内酯化合物，自 20 世纪

70 年代被发现以来，凭借高效广谱的抗寄生虫活性，已成为农业害虫防治与畜牧业寄生虫防控领域不可

或缺的生物药剂。阿维链霉菌最早由日本北里研究所在 1974 年从静冈县土壤样品中分离获得[1]。阿维菌

素具有 16 元大环内酯骨架与齐墩果糖基团，该基团在 pH 5~9 的中性环境中稳定性良好，且在 200℃以

下无明显热分解现象；其作用机制是通过增强无脊椎动物谷氨酸门控氯离子通道活性，最终导致神经传

导阻断，阿维菌素由于自身无法穿透哺乳动物血脑屏障，因此具备高效低毒的核心优势。此外，阿维菌

素在自然环境中仅需 2~8 周即可被微生物完全降解，高度契合当前绿色农业的发展需求[2]。 
产量提升与品质优化是阿维菌素工业化生产的核心目标，而菌种选育则是实现这一目标的关键手段。

在众多育种技术中，诱变育种因操作简便、无需明确菌株遗传背景等特点，在工业微生物菌株改良中应

用广泛[3]。其中，常温常压等离子体(Atmospheric and Room Temperature Plasma, ARTP)诱变技术自本世

纪初起逐渐成为物理诱变领域的研究热点。该技术通过氦气放电产生的活性粒子，可同步作用于微生物

的细胞壁、细胞膜与 DNA 分子，诱导 DNA 发生断裂、交联等多种类型的损伤，进而引发基因突变，具

有突变率高、无环境污染、设备便携等显著优势[4]。目前，ARTP 技术已在工业微生物育种领域取得诸

多成功应用，例如莫芳华等通过 ARTP 诱变选育的耐盐产香酵母菌株，其酯类产量较出发菌株提升 42% 
[5]。李晓芳等利用该技术获得的 L-异亮氨酸高产大肠杆菌，发酵效价可达 38.6 g/L [6]。栾书慧等则通过

ARTP 诱变使安丝菌素 P-3 的产量提高 1.8 倍[7]。这些研究充分证实，ARTP 技术在提升微生物次级代谢

产物产量方面效果显著，且在效价提升幅度、操作安全性及便捷性等维度，均优于传统的紫外线(UV)诱
变与化学诱变技术，更契合工业化育种的实际需求。 
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尽管阿维菌素育种已取得长足进展，但仍面临诸多挑战。日本北里研究所最初分离的野生型阿维链

霉菌，阿维菌素产量极低(仅 10~50 μg/mL)，且产物包含 8 种组分，其中仅 B1a 组分药效佳、毒性低。美

国默克公司通过物理与化学诱变结合的方式，将菌株产量提升至 500~1000 μg/mL，同时使 B1a 组分比例

超过 60%。国内研究团队也针对本土生产工艺，选育出适配性更强的生产菌株，目前国内阿维菌素工业

生产中，菌株 B1a 组分比例已超 80%，产量可达 5 g/L 以上。然而，现有工业菌株仍存在遗传稳定性差、

发酵周期长、效价波动较大等问题，制约了阿维菌素产业的进一步提质增效[8]。 
基于此，本研究以阿维链霉菌为出发菌株，围绕 ARTP 诱变参数优化与高产突变株筛选展开系统研

究。研究旨在确立阿维链霉菌 ARTP 诱变的最优工艺参数，筛选获得阿维菌素产量显著提升且遗传稳定

的突变菌株，并初步探究 ARTP 诱变对菌株生长代谢的影响机制。预期研究成果不仅能为微生物高效育

种提供理论依据，更能为阿维菌素绿色生产技术升级提供优质菌株资源与实践参考，推动行业可持续发

展。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料与试剂 

阿维链霉菌(Streptomyces avermitilis)由河北兴柏农业科技股份有限公司提供(原始菌株阿维菌素 B1a
效价为 7.67 g/L)。 

平板培养基：可溶性淀粉 4 g/L，酵母浸粉 2 g/L，胰蛋白胨 2 g/L，葡萄糖 5 g/L，麦芽浸粉 5 g/L，
琼脂 20 g/L。pH 自然，121℃灭菌 20 min。 

摇瓶培养基：可溶性淀粉 4 (g/L)，酵母浸粉 2 (g/L)，胰蛋白胨 2 (g/L)，葡萄糖 5 (g/L)，麦芽浸粉 5 
(g/L)。pH 自然，121℃灭菌 20 min，250 mL 摇瓶装液量 100 mL。 

可溶性淀粉、酵母浸粉、胰蛋白胨、琼脂、葡萄糖、麦芽浸粉和甲醇。 

2.2. 主要仪器设备 

ARTP 等离子诱变系统(ARTP-M 型，无锡源清天木生物科技有限公司)；小型冷水机(LX-150 型，北

京长流科学仪器有限公司)；高纯氦气(99.999%，石家庄市西三教实用气体有限公司)；生化培养箱(SPL-
250 型，天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司)；高压蒸汽灭菌器(LDZX-75L 型，上海医疗器械厂)；高效液

相色谱仪(LC-100 型，上海伍丰科学仪器有限公司)；生物显微镜(XSP-2C 型，上海天珠光学仪厂)；高速

冷冻离心机(H1650R 型，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司)。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 菌种活化与培养 
在超净工作台中，用灼烧冷却的接种环挑取原始菌株菌落，划线接种于平板培养基，28℃恒温培养

7 d 至孢子成熟(菌落呈灰白色、表面褶皱)。 

2.3.2. 孢子悬浮液制备 
用 5 mL 无菌水冲洗成熟菌落，通过三层擦镜纸过滤除去菌丝残渣，使用血球计数板计数，用无菌水

稀释至孢子浓度为 106 个/mL，4℃保存备用。 

2.3.3. ARTP 诱变处理 
将灭菌不锈钢载片置于超净台，每片滴加 20 μL 孢子悬浮液，自然晾干后备用。设置 ARTP 参数为

气流量 10 SLM，输出功率 120 W，等离子体发射源与载片距离 2 mm。处理时间梯度为 0 s (对照)、10 s、
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20 s、30 s、40 s、50 s、60 s、80 s、100 s、120 s，每组 3 次重复。处理后将载片转移至含 1 mL 无菌水的

EP 管，振荡 1 min 洗脱孢子，取 200 μL 涂布平板，28℃培养 7 d 后计数菌落数。 
致死率计算：致死率(%) = (1 − 处理组菌落数/对照组菌落数) × 100%。 

2.3.4. 摇瓶发酵实验 
挑取纯化后的单菌落接种至摇瓶培养基，28℃、120 r/min 振荡培养 96 h。培养结束后取样测定阿维

链霉菌的生物量与阿维菌素效价。 

2.3.5. 阿维菌素效价检测 
样品前处理：取 1 mL 发酵液离心(12,000 r/min, 10 min)，弃上清，菌丝体中加入 1 mL 甲醇，超声提

取 30 min (功率 300 W，温度 25℃)，8000 r/min 离心 5 min，上清经 0.22 μm 有机滤膜过滤，滤液用于后

续检测。 
液相色谱条件：色谱柱采用 C18 柱子(250 mm × 4.6 mm, 5 μm)，流动相甲醇：水比值为 9:1。流速为

1.0 mL/min，检测波长(245 nm)柱温为 30℃，进样量(20 μL)。 
效价计算：配制 1.0/L 的阿维菌素标准溶液，进样测定峰面积，效价(g/L) = (样品峰面积 × 标准品浓

度 × 稀释倍数)/标准品峰面积。 

3. 结果与分析 

3.1. ARTP 诱变致死曲线分析 

处理时间梯度为 0 s (对照)、10 s、20 s、30 s、40 s、50 s、60 s、80 s、100 s、120 s，每组 3 次重复。

不同诱变时间对阿维链霉菌孢子的致死效应如图 1 所示。随着处理时间延长，菌株致死率呈逐渐上升趋

势，10 s 处理致死率为 22.1%，30 s 时升至 54.7%，40 s~60 s 区间致死率快速增至 65.1%~90.8%，80 s 处
理致死率达 97.8%，120 s 时孢子完全致死，如图 2 所示。这一结果符合诱变育种的“马鞍型”致死规律，

即中等致死率区间(60%~80%)更易获得正突变体。综合考虑突变率与菌株存活能力，确定 40 s~60 s 为最

佳诱变时间范围。 
 

 
Figure 1. Growth of Streptomyces avermitilis on plates under different mutagenesis times 
图 1. 不同时间诱变阿维链霉菌在平板上的生长情况 
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Figure 2. ARTP mutageniclethal curve 
图 2. ARTP 诱变致死曲线 

3.2. ARTP 诱变后摇瓶发酵效价测定 

在第一次诱变的基础上，选取了 40 s~60 s 区间的菌株进行第二次诱变处理后，突变株菌落形态发生

显著变化，选取诱变的菌株进行后期发酵效价分析(通过摇瓶实验选取)，诱变后的菌落颜色更深，呈深灰

色，表面褶皱更密集，边缘更整齐，直径增大。这种形态变化可能与菌株细胞壁结构改变、营养吸收能

力提升直接相关。 
诱变后各时间组突变株的阿维菌素效价如图 3 所示。45 s 处理组效价最高，达 8.85 g/L，较原始菌株

(7.67 g/L)提升 15.4%。高效液相色谱分析显示，突变株的阿维菌素 B1a 特征峰，且无新杂峰出现，表明

诱变未改变主要产物类型(图 3)。 
 

 
Figure 3. Morphological changes before and after mutation 
图 3. 诱变前后的形态变化 

4. 讨论 

4.1. ARTP 诱变参数优化的合理性 

本研究通过梯度实验系统筛选，最终确定阿维链霉菌 ARTP 诱变的最佳工艺参数为气流量 10 SLM、

功率 120 W、处理时间 40 s~60 s，该参数组合下，且高产后代比例显著提升，这一结果不仅与 ARTP 技

术在其他放线菌育种中的诱变规律高度契合，更具备明确的工业化应用价值。栾书慧等在安丝菌素生产

https://doi.org/10.12677/amb.2025.144023


王佳欣 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2025.144023 200 微生物前沿 
 

菌(同属放线菌)的 ARTP 诱变研究中发现，40 s~50 s 的处理时间可使菌株正突变率达到峰值，与本研究

确定的时间范围基本一致[7]，进一步印证了该参数区间对放线菌诱变的普适性。 
从作用机制来看，该参数组合产生的活性粒子(如・OH、 2O− 、 2N+ 等)浓度处于适中水平，一方面，

活性粒子可穿透阿维链霉菌细胞壁，对 DNA 分子造成适度损伤，如单链断裂、碱基修饰等，为基因突变

提供充足诱因。另一方面，避免了因活性粒子过量导致的 DNA不可逆损伤(如双链断裂)或细胞结构破坏，

从而降低菌株致死率。而当处理时间超过 80 s 时，菌株致死率骤升至 90%以上，推测其原因在于长时间

等离子体处理产生的累积热效应与过量活性氧(ROS)积累，导致细胞内蛋白质变性、酶活性丧失，这与张

雪提出的“适度损伤假说”完全相符。此外，10 SLM 的氦气流量设定可确保活性粒子均匀分布，避免局

部粒子浓度过高或过低，为诱变效果的稳定性提供保障，这一参数选择也为后续同类放线菌 ARTP 育种

提供了可参考的工艺基准。 

4.2. ARTP 诱变参数优化的实践意义 

本研究通过梯度实验系统筛选，最终确定阿维链霉菌 ARTP 诱变的最佳工艺参数为气流量 10 SLM、

功率 120 W、处理时间 40 s~60 s，该参数组合下，高产后代比例显著提升。这一结果不仅与 ARTP 技术

在其他放线菌育种中的诱变规律高度契合，更具备明确的工业化应用价值。栾书慧等在安丝菌素生产菌

(同属放线菌)的 ARTP 诱变研究中发现，40 s~50 s 的处理时间可使菌株正突变率达到峰值，与本研究确

定的时间范围基本一致[7]，进一步印证了该参数区间对放线菌诱变的普适性。 
从作用机制来看，该参数组合产生的活性粒子(如・OH、 2O− 、 2N+ 等)浓度处于适中水平：一方面，

活性粒子可穿透阿维链霉菌细胞壁，对 DNA 分子造成适度损伤，如单链断裂、碱基修饰等，为基因突变

提供充足诱因；另一方面，避免了因活性粒子过量导致的 DNA不可逆损伤(如双链断裂)或细胞结构破坏，

从而降低菌株致死率。而当处理时间超过 80 s 时，菌株致死率骤升至 90%以上，推测其原因在于长时间

等离子体处理产生的累积热效应与过量活性氧(ROS)积累，导致细胞内蛋白质变性、酶活性丧失，这与张

雪提出的“适度损伤假说”完全相符。此外，10 SLM 的氦气流量设定可确保活性粒子均匀分布，避免局

部粒子浓度过高或过低，为诱变效果的稳定性提供保障，这一参数选择也为后续同类放线菌 ARTP 育种

提供了可参考的工艺基准。 

4.3. 突变株高产特性的调控机制推测 

本研究筛选获得的高产突变株产阿维菌素的效价为 8.85 g/L，较出发菌株分高 15.4%。突变株展现出

效价与生物量同步提升的特性，推测存在以下调控机制为 ARTP 诱导的 DNA 损伤激活菌株的 SOS 修复

系统，在修复过程中可能发生基因重排，导致次级代谢调控基因(如 aveR、aveI)表达增强[9]；菌丝生长能

力显著增强可能与初级代谢途径关键酶(如葡萄糖激酶、柠檬酸合成酶)活性提高相关，为阿维菌素合成提

供更多前体物质(丙二酰-CoA、甲基丙二酰-CoA) [10]；细胞膜通透性改变可能促进产物分泌，减少反馈

抑制。后续需通过转录组学与代谢组学分析验证这些假设。 
本研究未来可引入响应面法(RSM)等统计学工具，构建三因素三水平的交互实验模型，通过回归分析

找到真正的参数最优点，进一步提升正突变率与高产菌株比例，有望实现阿维菌素产量的协同提升，为

工业化菌株改良提供更高效的技术路径。 
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