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利用放线菌固态发酵生产农用
抗生素的初步研究

Ξ

李增波, 薛泉宏, 梁军锋
(西北农林科技大学 资源环境学院, 陕西 杨凌 712100)

　 　 [摘　要 ]　采用杯碟法研究了 4 株拮抗性放线菌固态和液态发酵产物对辣椒疫霉病菌 (P hy top h thora

cap sici )、金黄色葡萄球菌 (S tap hy lococcus au reaus)、埃希氏大肠杆菌 (E scherich ia coli) 及青霉 (P enicillium ) 4 株供

试靶标菌的抑菌活性。结果表明, 利用放线菌固态发酵生产农用抗生素的思路是可行的。供试的 04, 07 和 08 号 3 株

放线菌大米固态发酵产物与黄豆粉液态发酵产物对靶标菌金黄色葡萄球菌 (S tap hy lococcus au reaus) 的相对抑菌环

宽度分别为 4. 0 mm ög 与 0. 7 mm ömL , 对埃希氏大肠杆菌 (E scherich ia coli) 的相对抑菌环宽度分别为 5. 2 mm ög

与 1. 1 mm ömL , 供试菌固态发酵抗生素活性远大于液态发酵, 表明通过固态发酵提高抗生素得率的设想在微生物

合成阶段是可以实现的。同时还发现, 固态与液态两种发酵模式对某些抗生素的合成有极显著影响。
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　　农用抗生素以用量少、防效好、使用方便及对环

境污染小等优点, 日益受到世界各国的重视和关注。

我国农用抗生素的研究是继医用抗生素之后发展起

来的, 现已成功用于农作物病害防治的农用抗生素

主要有阿维菌素、井岗霉素等[1～ 3 ]。医用抗生素一般

采用液态发酵, 该方法技术成熟, 但能耗高, 废液处

理难。由于抗生素在农作物病害防治时用量较大, 单

位面积上的防治费用较高, 限制了抗生素在农业生

产中的推广使用。固态发酵具有对发酵设备要求较

低、环境污染小及产物得率高等优点, 因此, 已有利

用红曲霉固态发酵生产洛伐他汀[4 ] , 以及用顶头孢

霉固态发酵生产头孢菌素[5～ 8 ]等的研究报道, 证明

利用固态发酵生产上述药物是可行的。农用抗生素

主要用于农作物病害防治, 对产品的纯度要求不如

医用抗生素高, 如果能够利用固态发酵生产农用抗

生素, 则可以提高抗生素得率, 降低成本, 为农用抗

生素的大规模生产及广泛应用提供新的途径。本研

究对几株拮抗放线菌在固态培养中所产拮抗性物质

的抑菌活性进行了初步探索, 旨在为放线菌固态发

酵生产农用抗生素的可行性提供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试靶标菌　辣椒疫霉病菌 (P hy top h thora

cap sici, 代号为 P3)、西瓜枯萎病菌 (F usa rium oxy s2
p orum f. sp n iveum , 代号为 X )、棉花枯萎病菌

(F usa rium oxy sp orum f. sp vasinf ectum , 代号为

M )、金黄色葡萄球菌 (S tap hy lococcus au reaus, 代号

为A )、埃希氏大肠杆菌 (E scherich ia coli, 代号为

E )、黄瓜枯萎病菌 (F usa rium oxy sp orum f. sp cuc2
um erinum , 代号为 H )、青霉 (P en icillium , 代号为

P) , 以上供试靶标菌由西北农林科技大学微生物资

源研究室提供。

1. 1. 2　供试拮抗菌　供试的 10 株拮抗放线菌, 由

西北农林科技大学微生物资源研究室从青藏高原土

壤分离纯化的 4 500 余株放线菌中, 通过平皿体外

试验筛选得到。供试菌对 7 种靶标菌的皿内抑菌环

宽度见表 1[9 ]。

1. 1. 3　培养基　牛肉膏蛋白胨培养基[10 ]、PDA 培

养基[10 ]、改良 PDA 培养基[11 ]、改良黄豆粉琼脂培养

基[12 ]。
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表 1　10 株放线菌对 7 种靶标菌的皿内抑菌环宽度

T able 1　W idth of an tim icrob ial cycle of 10 actinom ycetes against 7 k inds of bacteria and fungi mm

菌号
N o.

靶标菌Bacteria and fungi

P3 X M A E H P

01 6. 0 - 15. 0 15. 0 - 10. 0 -

02 6. 0 - 5. 5 8. 5 - 8. 5 -

03 5. 5 3. 5 5. 0 11. 0 4. 0 6. 0 4. 5

04 8. 5 - 8. 5 11. 5 3. 5 9. 5 -

05 5. 5 - 7. 0 13. 0 - 6. 5 -

06 3. 5 6. 5 6. 5 6. 0 4. 0 5. 0 -

07 11. 0 - 7. 0 9. 5 8. 0 - -

08 7. 5 - - 4. 5 9. 5 7. 0 -

09 7. 0 5. 0 - - - 8. 5 -

10 10. 5 - 10. 0 11. 5 10. 0 - -

1. 2　方　法

1. 2. 1　靶标菌平板制备　采用涂抹法将靶标菌接

种至牛肉膏蛋白胨培养基、PDA 培养基和改良

PDA 培养基平板上, 备用。

1. 2. 2　改良黄豆粉液体培养基制备　去改良黄豆

粉琼脂培养基中的琼脂, 即得改良黄豆粉液体培养

基; 量取改良黄豆粉液体培养基 40. 0 mL , 装于 250

mL 三角瓶中, 121 ℃灭菌 30 m in, 即可用于供试菌

的液态发酵。

1. 2. 3　固态发酵培养基制备　共制备A ,B 两种固

态培养基。A 为大米+ 改良黄豆粉液体培养基, 取

大米 30 g, 按大米∶改良黄豆粉液体培养基质量比

10∶7, 加黄豆粉液体培养基, 装于 250 mL 三角瓶

中, 摇匀后静置 5 h, 121 ℃灭菌 30 m in, 即得大米固

态培养基; B 为小米+ 改良黄豆粉液体培养基, 制备

方法同上。

1. 2. 4　孢子悬浮液的制备　将液体石蜡保存的菌

种活化 3 次, 接种于改良黄豆粉琼脂斜面上, 28 ℃

培养 3 d 后吸取 2 mL 无菌水加入试管中, 并刮洗斜

面, 然后将刮洗液倒入装有 30 mL 无菌水和玻璃珠

的三角瓶中, 振荡 5 m in 后备用。

1. 2. 5　液态和固态发酵　将孢子悬浮液按体积比

10% 的接种量接种于液体和固体培养基中, 搅拌均

匀, 28 ℃静止培养 7 d, 其间每天摇瓶 2 次; 重复 2

次。

1. 2. 6　发酵物的预处理　将 40. 0 mL 液态发酵液

用 2 层无菌纱布过滤, 所有滤液 2 500 röm in 离心

10 m in, 取上清液用旋转蒸发仪在 50 ℃下减压蒸馏

得浓缩液约 3 mL ; 称取固态发酵物 3 份, 每份 10. 0

g, 分别加蒸馏水、无水乙醇和乙酸乙酯各 30 mL , 搅

拌混匀, 4 ℃冰箱过夜, 2 500 röm in 离心 10 m in, 取

上清液, 50 ℃下减压蒸馏得浓缩液约 3 mL。将上述

两种发酵浓缩液于 4 ℃冷藏备用。

1. 2. 7　发酵浓缩液抑菌活性皿内检测[13, 14 ]　将灭

菌牛津杯放在供试靶标菌平板上 (3 个ö皿) , 向每个

牛津杯加 100 ΛL 发酵浓缩液, 28 ℃培养 4 d 后检测

抑菌活性。抑菌活性用相对抑菌环宽度表示: 相对抑

菌环宽度 (mm ömL 或mm ög) = (抑菌圈直径- 牛

津杯直径) ö发酵产物量。

1. 2. 8　平板 (CK)抑菌活性皿内检测　将供试放线

菌采用涂抹法接种至改良黄豆粉琼脂平板上, 28 ℃

培养 7 d, 用打孔器切成 7 mm 的琼脂饼, 将该琼脂

饼正向放置于供试靶标菌平板上 (3 块ö皿) , 28 ℃

培养 4 d 后检测抑菌活性, 抑菌活性用抑菌环宽度

表示: 抑菌环宽度 (mm ) = 抑菌圈直径- 琼脂块直

径。

2　结果与分析

2. 1　固态发酵菌株筛选

　　从表 2 可以看出, 在固态基质上, 经过 4 d 培

养, 供试的 10 株放线菌中仅有 04、07、08 及 10 号 4

株放线菌在两种基质上生长良好, 表面布满菌体; 其

余 6 株放线菌菌体数量少, 生长缓慢, 不适于固态发

酵, 故选定 04、07、08 及 10 号 4 株放线菌作为固态

发酵试验用菌株。
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表 2　10 株放线菌在固态发酵培养基上的生长状况

T able 2　Grow th of 10 actinom ycetes in so lid2sta te ferm entat ion

菌号
N o.

培养基
M edium

生长情况 Grow th

2 d 4 d 6 d

菌号
N o.

培养基
M edium

生长情况 Grow th

2 d 4 d 6 d

01 大米 R ice - + + 06 大米 R ice - - -

小米M illet - - - 小米M illet - - -

02 大米 R ice - - + 07 大米 R ice + + + + + +

小米M illet - - - 小米M illet + + + + +

03 大米 R ice - + + 08 大米 R ice + + + + + +

小米M illet - - - 小米M illet + + + + +

04 大米 R ice + + + + + + 09 大米 R ice - - -

小米M illet + + + + + + 小米M illet - - -

05 大米 R ice - - - 10 大米 R ice + + + + + +

小米M illet - - - 小米M illet + + + + +

　　注:“+ + + ”、“+ + ”、“+ ”及“- ”分别表示生长情况良好 (菌落完全布满培养基表面)、一般 (菌落未完全布满培养基表面)、较差 (培养基

表面菌落稀疏)及未生长 (培养基表面无菌落生长)。

N o te:“+ + + ”、“+ + ”、“+ ”and“- ”m eans that grow th of actinom ycetes is good- co lony cover the m edium comp letely, o rdinary-

co lony canno t cover the m edium comp letely, bad- the co lony on the m edium is qu ite rare, no grow th- there is no co lony on the m edium respec2

t ively.

2. 2　液态发酵和固态发酵产物的抑菌活性

放线菌在固态发酵中能否合成有抑菌活性的次

级代谢产物, 是利用放线菌固态发酵生产农用抗生

素的关键。由表 3 可知, 供试的 04、07 及 08 号 3 株

放线菌大米固态发酵产物与黄豆粉液态发酵产物对

靶标菌埃希氏大肠杆菌 (E) 的相对抑菌环宽度分别

为 2. 0～ 6. 0 mm ög 与 0. 4～ 1. 0 mm ömL , 平均为

4. 0 mm ög 与 0. 7 mm ömL , 前者是后者的 5. 7 倍;

这 3 株放线菌固态发酵与液态发酵产物对靶标菌金

黄色葡萄球菌 (A ) 的情况与埃希氏大肠杆菌 (E) 相

似, 其相对抑菌环宽度分别为 3. 0～ 8. 5 mm ög 与

0. 9～ 1. 6 mm ömL , 平均为 5. 2 mm ög 与 1. 1

mm ömL , 前者为后者的 4. 7 倍; 小米固态发酵产物

抑菌活性检测结果与大米相似。由此可见, 放线菌固

态发酵生产抗生素是可行的。在固态发酵条件下, 发

酵产物的抑菌活性远高于液态发酵, 由此可知固态

发酵中抗生素的合成量多于液态发酵, 这为提高固

态发酵抗生素得率提供了生物合成阶段的保证。

表 3　供试菌在 2 种发酵模式下的相对抑菌环宽度

T able 3　R elative w idth of an tim icrob ial cycle of 4 actinom ycetes against 4 k inds of bacteria

and fungi under 2 k inds of ferm entat ion

靶标菌
Bacteria
and fungi

相对抑菌环宽度 Relative w idth of an tim icrob ial cycle

04 07

液态ö
(mm·
L - 1)

L iqu id

固态ö(mm·g- 1) So lid

大米
R ice

小米
M illet

液态ö
(mm·
L - 1)

L iqu id

固态ö(mm·g- 1) So lid

大米
R ice

小米
M illet

E 0. 5 2. 0 2. 0 1. 0 6. 0 2. 0

A 0. 9 3. 0 3. 0 1. 6 4. 0 3. 0

P3 1. 5 - - 1. 2 - -

P - - - - - -

靶标菌
Bacteria
and fungi

相对抑菌环宽度 Relative w idth of an tim icrob ial cycle

08 10

液态ö
(mm·
L - 1)

L iqu id

固态ö(mm·g- 1) So lid

大米
R ice

小米
M illet

液态ö
(mm·
L - 1)

L iqu id

固态ö(mm·g- 1) So lid

大米
R ice

小米
M illet

E 0. 4 2. 5 - 0. 9 - -

A 0. 9 8. 5 7. 0 2. 1 - -

P3 1. 1 - - 3. 0 - -

P - - - - - -
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　　由表 3 还可以看出, 对某些菌株或某些活性物

质合成而言, 液态与固态发酵存在显著差异。如 04、

07 及 08 号 3 株放线菌液态发酵时对 P3 有抑菌活

性, 但在固态发酵时, 发酵产物对 P3 的活性消失,

表明在液态发酵条件下可以合成的某些活性物质在

固态发酵条件下停止合成; 10 号放线菌液态发酵产

物对靶标菌 E, A 及 P3 均有抑菌活性, 而固态发酵

产物对 E, A 及 P3 的抑菌活性同时消失, 其原因有

待进一步研究。

2. 3　固态发酵不同溶剂提取液的抑菌活性

放线菌在固态发酵中可以合成有抑菌活性的次

级代谢产物, 活性物质的提取效果是决定能否利用

放线菌固态发酵生产农用抗生素的另一关键问题。

由表 4 可知, 供试 04、07 及 08 号放线菌大米固态培

养基发酵产物中蒸馏水及无水乙醇提取物对靶标菌

E 的相对抑菌环宽度分别为 2. 0～ 6. 0 mm ög 及

2. 0～ 5. 0 mm ög, 平均为 3. 5 mm ög 及 3. 8 mm ög,

二者差异不大; 乙酸乙酯提取物无抑菌活性。即固态

发酵产物中的活性物质可能是一些极性较强的组

分, 可以通过适当的溶剂提取并进一步提纯, 达到防

治作物病害的程度。04、07 号放线菌蒸馏水及无水

乙醇提取物对靶标菌A 的抑制效果与靶标菌 E 类

似。但 08 号放线菌大米及小米固态发酵产物中活性

成分与其他菌株不同, 该菌株在两种固态培养基上

的发酵产物在 3 种提取溶剂中均表现出较强的抑菌

活性, 其大米发酵产物蒸馏水、无水乙醇及乙酸乙酯

提取物对靶标菌A 的相对抑菌环宽度分别为 8. 5,

2. 5 及 8. 5 mm ög, 即该固态发酵产物中的活性物质

中可能具有不同的化学结构, 可溶于极性不同的 3

种溶剂。以上结果表明, 放线菌在固态发酵中合成的

拮抗性物质是可以用不同溶剂提取的。

表 4　供试菌固态发酵产物不同溶剂提取液的相对抑菌环宽度

T able 4　R elative w idth of an tim icrob ial cycle of ex tracts from differen t so lven ts in

4 actinom ycetes under so lid2sta te ferm entat ion mm ög

靶标菌
Bacteria
and fungi

溶剂
So lven t

相对抑菌环宽度 Relative w idth of an tim icrob ial cycle

04 07 08 10

大米
R ice

小米
M illet

大米
R ice

小米
M illet

大米
R ice

小米
M illet

大米
R ice

小米
M illet

E 蒸馏水W ater 2. 0 2. 0 6. 0 2. 0 2. 5 - - -

无水乙醇 E thano l 2. 0 3. 5 4. 5 2. 5 5. 0 2. 0 4. 0 2. 5

乙酸乙酯 E thyl acetoacetate - - - - - - - -

A 蒸馏水W ater 1. 5 3. 0 4. 0 3. 0 8. 5 7. 0 - -

无水乙醇 E thano l 2. 0 2. 0 2. 0 2. 5 2. 5 2. 0 2. 0 2. 0

乙酸乙酯 E thyl acetoacetate - - - - 8. 5 3. 5 - -

P3 蒸馏水W ater - - - - - - - -

无水乙醇 E thano l - - - - - - - -

乙酸乙酯 E thyl acetoacetate - - - - - - - -

P 蒸馏水W ater - - - - - - - -

无水乙醇 E thano l - - - - - - - -

乙酸乙酯 E thyl acetoacetate - - - - - - - -

　　比较表 3 和表 4 可知, 4 株供试菌的液态发酵

产物对辣椒疫霉病菌 (P3) 均有抗性, 但在固态发酵

中, 4 株放线菌的发酵产物经 3 种提取剂处理均未

得到抗辣椒疫霉病菌的活性物质, 反映了液态与固

态发酵对某些活性物质合成的影响。

3　结论与讨论

1) 利用放线菌固态发酵生产农用抗生素的思

路是可行的。在固态发酵条件下, 供试菌的抗生素活

性远大于液态发酵, 表明通过固态发酵提高抗生素

得率的设想在生物合成阶段是可以实现的。提取工

艺的研究改进是提高固态发酵抗生素得率的另一重

要环节。

2) 固态与液态两种发酵模式对某些抗生素的

合成有极显著影响。供试的 4 株放线菌在液态发酵

中能合成抑制辣椒疫霉病菌的活性物质, 但在固态

发酵中, 4 株放线菌的发酵产物中抑制辣椒疫霉病

菌的活性物质同时消失, 表明在固态与液态条件下

不同次生代谢产物合成过程有着本质的差异; 固态

发酵模式的选用因不同菌种及发酵产物而异。

021 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 33 卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

[参考文献 ]
[ 1 ]　喻子牛. 微生物农药及其产业化[M ]. 北京: 科学出版社, 2000.

[ 2 ]　朱昌雄, 蒋细良, 姬军红, 等. 我国生物农药的研究进展及未来进展[J ]. 农药快讯, 2003, 332 (19) : 18- 20.

[ 3 ]　朱昌雄, 陈守文, 刘　放, 等. 我国发酵微生物农药的发展概况与趋势[J ]. 生物加工过程, 2003, 1 (1) : 37- 41.

[ 4 ]　王立新, 莫海涛, 石　红. 红曲霉固态发酵生产洛伐他汀的研究[J ]. 中国抗生素杂志, 1999, 24 (2) : 96- 98.

[ 5 ]　Jerm in iM , D em ain A. 利用顶头孢霉固态发酵生产头孢菌素[J ]. 国外医药——抗生素分册, 1991, 12 (3) : 178- 191.

[ 6 ] 　Jerm in i M , D em ain A. So lid state ferm en tation fo r cephalo spo rin p roduction by S trep tomy ces clavu lig erus and D ep ha losp orium

acrem on ium [J ]. Experien tia, 1989, 45 (11) : 1061- 1065.

[ 7 ]　M artin N , Souza S, Silva R , et al. Pectinase p roduction by fungal strains in so lid2state ferm en tation using agro2industrial b iop roduct [J ].

B razilian A rch ives O fb io logy A nd T echno logy, 2004, 47 (5) : 813- 819.

[ 8 ]　Ho lker U , Hofer M , L enz J. B io techno logical advan tages of labo rato ry2scale so lid2state ferm en tation w ith fungi[J ]. A pp lied M icrob io logy

and B io techno logy, 2004, 64 (2) : 175- 186.

[ 9 ]　涂　璇. 辣椒疫霉生防菌筛选及生防菌应用研究[D ]. 陕西杨凌: 西北农林科技大学, 2004.

[ 10 ]　程丽娟, 薛泉宏, 来航线, 等. 微生物学实验技术[M ]. 西安: 世界图书出版社, 1988.

[ 11 ]　颜　霞, 朱铭莪, 薛泉宏, 等. 西藏亚高山草原土壤放线菌研究[J ]. 西北农业学报, 1999, 8 (2) : 97- 101.

[ 12 ]　蔡　艳, 薛泉宏, 陈占全, 等. 青海省保护地辣椒根际土壤和根表放线菌研究[J ]. 应用与环境工程学报, 2003, 9 (1) : 92- 96.

[ 13 ]　刘　秋, 于基成, 刘长建. 龟裂链霉菌菌株M Y02 发酵液中抗菌物质的稳定性测定[J ]. 湖北农业科学, 2004, 1 (1) : 51- 53.

[ 14 ]　谌晓曦, 陈卫良, 李德葆, 等. 357 细菌拮抗物质的提取和生物活性检测[J ]. 浙江大学学报, 2000, 26 (5) : 489- 492.

A p relim inary exp lo ra t ion of p roducing farm 2an t ib io t ics by

so lid2sta te ferm en ta t ion w ith act inom ycetes

L I Zeng-bo, XUE Quan -hong,L IANG Jun -feng
(Colleg e of R esou rcres and E nv ironm en ta l,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In th is experim en t, the an t im icrob ia l act ivity of so lid2sta te ferm en ta t ion (SSF ) and liqu id2
sta te ferm en ta t ion (L SF) p roducts of 4 stra in s an tagon ism act inom ycetes, again st S tap hy lococcus au reaus,

E scherich ia coli, P en icillium and P hy top h thora cap sici w ere invest iga ted by cylinder2p la te m ethod. T he re2
su lt show ed that the in ten t ion that act inom ycetes cou ld p roduce agricu ltu ra l an t ib io t ic by SSF w as feasib le.

R ela t ive w idth of an t im icrob ia l cycle of 3 stra in s,N o. 04,N o. 07 and N o. 08 again st S tap hy lococcus au reaus

and E scherich ia coli of ex tracts from rice in 3 stra in s under SSF w ere 4. 0 mm ög and 5. 2 mm ög. M eanw ile,

rela t ive w idth of an t im icrob ia l cycle again st S tap hy lococcus au reaus and E scherich ia coli of ex tracts from

soybean m eal in 3 stra in s under L SF w ere 0. 7 mm ömL and 1. 1 mm ömL. H ence, in the p rocess of SSF , the

an t im icrob ia l act ivity of the st ra in s above w as far b igger than that of L SF. It suggested that, a t the stage of

b io syn thesis, it w as po ssib le to increase un it yield of an t ib io t ics by SSF. A lso there w as sign if ican t effect on

the b io syn thesis of certa in an t ib io t ics betw een the mode of SSF and L SF.

Key words: act inom ycetes; so lid2sta te ferm en ta t ion; agricu ltu ra l an t ib io t ic; an t im icrob ia l act ivity
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