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卑霉素摇瓶发酵工艺研究
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　　[摘　要 ]　根据代谢发酵控制原理, 采用二次回归正交旋转组合设计, 对卑霉素摇瓶发酵培养基组分及其接

种量、装量和初始pH 摇瓶发酵条件进行了优化。结果表明, 卑霉素摇瓶发酵培养基的最优配方为: 豆饼粉 45 göL ,

可溶性淀粉5 göL , 甘露醇24 göL , 葡萄糖5 göL , 硫酸铵2 göL , 硫酸镁0. 05 göL ; 最优发酵条件为: 摇瓶装量100 mL ö

L , 接种量8% , CaCO 3 5 göL (调节pH 值) , 在温度28 ℃、发酵周期40 h 的优化条件下, 得到卑霉素的效价值为77. 12

ΛgömL , 较对照 (64. 11 ΛgömL )提高了 20. 29%。
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　　卑霉素 (avilam ycin)又称阿维拉霉素、阿美拉霉

素、阿维霉素、肥拉霉素, 是一种新型消化促进剂和

代谢调节剂。它是绿色产色链霉菌发酵产生的二氯

异扁枝衣酸酯, 属于正糖霉素族的寡糖类抗生

素[123 ]。卑霉素对抑制禽畜肠道内革兰氏阳性菌、促

进动物生长效果显著[425 ] , 但目前国内尚无有关卑霉

素发酵生产的相关报道。本研究以通过诱变选育的

1 株卑霉素高产菌株——绿色产色链霉菌TN 229 为

材料, 采用二次回归正交旋转组合设计, 对卑霉素发

酵培养基组成进行了优化, 并在此基础上对接种量、

装量和初始pH 3 个重要的摇瓶发酵条件进行了研

究, 以期提高卑霉素产量, 为实现我国饲料工业的高

效、优质和低耗生产提供技术支持。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试菌株　绿色产色链霉菌 (S trep tom y ces

v irid och rom og enes) TN 229, 由天津农学院生物技术

实验室保藏。

1. 1. 2　培养基　 (1) 斜面和平板培养基: 高氏一号

培养基 (可溶性淀粉20 g, KNO 3 1 g,M gSO 4·7H 2O

0. 5 g,N aC l 0. 5 g, K2H PO 4 0. 5 g, FeSO 4 0. 01 g, 琼

脂20 g, 定容1 L , pH 7. 4) ; (2)液体种子培养基: 高氏

二号培养基 (蛋白胨5 g, 葡萄糖10 g,N aC l 5 g, 定容

1 L , pH 7. 2～ 7. 4) ; (3) 发酵培养基: 甘露醇30 g, 豆

饼粉36 g, 可溶性淀粉6 g, 硫酸铵6 g, 葡萄糖5 g, 硫

酸镁0. 05 g, CaCO 3 5 g, 定容1 L , pH 7. 2～ 7. 4。

1. 2　培养方法

1. 2. 1　种子培养　将 1 环生长良好的试管斜面种

子接于装有50 mL 液体种子培养基的500 mL 三角

瓶中, 置于旋转式摇床上 (200 röm in) 28 ℃震荡培

养24 h。

1. 2. 2　发酵培养　取上述种子培养液, 以 5% 接种

量接至含有50 mL 发酵培养基的500 mL 三角瓶中,

置于旋转式摇床上 (200 röm in) 28 ℃震荡培养 40

h。

1. 3　测定方法

1. 3. 1　菌体生长的测定　培养基中不含碳酸钙时,

用蒸馏水稀释 30 倍; 培养基中含碳酸钙时, 用 2

mo löL HC l 溶液稀释 30 倍, 在 620 nm 波长下测定

吸光度。

1. 3. 2　卑霉素生物效价的测定　采用高效液相色

谱法测定[6 ]。色谱条件为: 填充剂为十八烷基硅烷键

合硅胶; 流动相为乙腈20. 2% 磷酸二氢铵溶液 (V

(乙腈)∶V (0. 2% N H 4H 2PO 4) = 51∶49, 用磷酸调

节pH 值为3. 0) , 检测波长为214 nm。

标准品溶液中卑霉素A 和B 生物效价的计算公

式为[6 ]:

卑霉素A 生物效价ö(m gömL ) = 标准品溶液质

量浓度 (m gömL ) ×标准品中卑霉素A 含量×卑霉
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素A 的理论生物效价 (1 451 m gög)×10- 3。

卑霉素B 生物效价ö(m gömL ) = 标准品溶液浓

度 (m gömL )×标准品中卑霉素B 含量×卑霉素B 的

理论生物效价 (908 m gög)×10- 3。

根据求得的标准品溶液中卑霉素A 和B 的生物

效价, 按外标法以峰面积计算出供试样品中卑霉素

A 和B 的产量, 两者相加即为供试品中卑霉素的产

量。

1. 4　发酵培养基优化试验

选用豆饼粉、可溶性淀粉、甘露醇、葡萄糖和硫

酸铵为参试因子, 变量设计及编码见表1。发酵培养

基中其他组分为M gSO 4 0. 05 göL , CaCO 3 5 göL。试

验以随机次序进行, 采用二次回归正交旋转组合设

计, 重复3 次。试验数据用D PS 数据处理系统[7 ]进行

分析。

表 1　发酵培养基优化试验的因子水平编码表

T able 1　Facto r coding of avilam ycin shake2flask ferm entat ion göL

水平
L evel

因素 Facto rs

豆饼粉
Bean cake pow er

X 1

可溶性淀粉
So lub le starch

X 2

甘露醇
M annite

X 3

葡萄糖
Gluco se

X 4

硫酸铵
Ammonium su lfate

X 5

- 2 28 5 18 1 2

- 1 32 7 24 3 4

0 36 9 30 5 6

1 40 11 36 7 8

2 44 13 42 9 10

变化间距
Changing space 4 2 6 2 2

　　注 (N o te) : X 1= (X 1- 3. 6) ö0. 4, X 2= (X 2- 0. 9) ö0. 2, X 3= (X 3- 3. 0) ö0. 6, X 4= (X 4- 0. 5) ö0. 2, X 5= (X 5- 0. 6) ö0. 2。

2　结果与分析

2. 1　卑霉素发酵培养基优化试验结果

　　卑霉素摇瓶发酵培养基优化试验各组合的卑霉

素生物效价见表2。经运算求得其二次回归模型为:

Y = 64. 34+ 1. 91X 1- 0. 89X 2+ 0. 42X 3- 1. 85X 4-

2. 15X 5 - 1. 80X
2
1 - 0. 61X

2
2 - 4. 48X

2
3 - 4. 75X

2
4 -

0. 14X
2
5 - 2. 84X 1X 2 - 0. 33X 1X 3 - 1. 17X 1X 4 -

1. 33X 1X 5 + 2. 24X 2X 3 + 0. 35X 2X 4 + 0. 75X 2X 5 -

1. 36X 3X 4+ 1. 53X 3X 5- 2. 28X 4X 5。对回归模型进

行方差分析, F 1= 152. 108, 负相关系数R = 0. 884,

均达到极显著水平, 表明该二次回归模型与实际情

况拟合较好, 模型有效, 可据此进行下一步分析。

表 2　卑霉素摇瓶发酵培养基优化试验结构矩阵及生物效价

T able 2　Structu ral m atrix and titer of avilam ycin shake2flask ferm entat ion

试验
编号

N um ber
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5

生物效价ö
(Λg·mL - 1)

T iter

试验
编号

N um ber
X 1 X 2 X 3 X 4 X 5

生物效价ö
(Λg·mL - 1)

T iter

1 1 1 1 1 1 46. 44 19 0 2 0 0 0 73. 25
2 1 1 1 - 1 - 1 56. 98 20 0 - 2 0 0 0 52. 82
3 1 1 - 1 1 - 1 52. 76 21 0 0 2 0 0 46. 83
4 1 1 - 1 - 1 1 50. 35 22 0 0 - 2 0 0 48. 28
5 1 - 1 1 1 - 1 53. 35 23 0 0 0 2 0 46. 66
6 1 - 1 1 - 1 1 56. 70 24 0 0 0 - 2 0 46. 33
7 1 - 1 - 1 1 1 44. 83 25 0 0 0 0 2 68. 48
8 1 - 1 - 1 - 1 - 1 64. 63 26 0 0 0 0 - 2 61. 39
9 - 1 1 1 1 - 1 55. 18 27 0 0 0 0 0 64. 62

10 - 1 1 1 - 1 1 64. 94 28 0 0 0 0 0 63. 78
11 - 1 1 - 1 1 1 48. 89 29 0 0 0 0 0 64. 35
12 - 1 1 - 1 - 1 - 1 50. 07 30 0 0 0 0 0 64. 35
13 - 1 - 1 1 1 1 38. 35 31 0 0 0 0 0 64. 62
14 - 1 - 1 1 - 1 - 1 47. 45 32 0 0 0 0 0 63. 78
15 - 1 - 1 - 1 1 - 1 54. 18 33 0 0 0 0 0 62. 85
16 - 1 - 1 - 1 - 1 1 46. 62 34 0 0 0 0 0 64. 35
17 2 0 0 0 0 51. 90 35 0 0 0 0 0 64. 62
18 - 2 0 0 0 0 64. 66 36 0 0 0 0 0 63. 78

　　以回归模型为基础, 经计算机模拟寻优, 生物效 价在 56. 48 ΛgömL 以上的培养基组合有 589 套, 对
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培养基各因素X i ( i= 1, 2, 3, 4, 5)取值频率分布进行 统计分析, 其结果见表3。
表 3　卑霉素摇瓶发酵培养基配方中X i ( i= 1, 2, 3, 4, 5)取值频率的分布

T able 3　F renquency distribu tion of agronom ic m easures X i ( i= 1, 2, 3, 4, 5) fo r h igh yield

因子
Facto r

频率分布 F requency distribu tion

- 2 - 1 0 1 2
∑

加权平均数
W eigh ted

average

标准误
Standard

erro r

95% 的分布区间
D istribu tion

in terval

X 1
0. 074 7

(44)
0. 161 3

(95)
0. 266 6

(157)
0. 285 2

(168)
0. 212 2

(125)
1

(589) 0. 399 0. 049 0. 302～ 0. 496

X 2
0. 271 6

(160)
0. 195 3

(115)
0. 180 0

(106)
0. 163 0

(96)
0. 190 2

(112)
1

(589) - 0. 195 0. 061 - 0. 314～ - 0. 076

X 3
0. 050 9

(30)
0. 242 8

(143)
0. 409 2

(241)
0. 280 1

(165)
0. 017 0

(10)
1

(589) - 0. 031 0. 037 - 0. 103～ 0. 041

X 4
0. 018 7

(11)
0. 317 5

(187)
0. 424 5

(250)
0. 225 8

(133)
0. 013 6

(8)
1

(589) - 0. 102 0. 034 - 0. 168～ - 0. 036

X 5
0. 298 8

(176)
0. 239 4

(141)
0. 186 8

(110)
0. 147 7

(87)
0. 127 3

(75)
1

(589) - 0. 435 0. 057 - 0. 546～ - 0. 323

　　注: 括号内数字表示次数。

N o tes: T he num ber in brackets show s num ber of tim e.

　　从表 3 可以看出, 生物效价大于 56. 48 ΛgömL

的各成分95% 区间的大体分布为: 豆饼粉36～ 44 gö

L , 可溶性淀粉5～ 9 göL , 甘露醇24～ 36 göL , 葡萄糖

3～ 7 göL , 硫酸铵2～ 6 göL (根据表1 注中公式换算

得到)。

经计算机模拟寻优, 得到理论最高生物效价为

76. 63 ΛgömL , 其对应组合为豆饼粉45 göL , 可溶性

淀粉 5 göL , 甘露醇 24 göL , 葡萄糖 5 göL , 硫酸铵 2

göL。绿色产色链霉菌TN 229 以此培养基连续发酵3

次, 发酵时间均为40 h, 摇瓶发酵液经丙酮萃取后的

生物效价分别为72. 35, 75. 37 和74. 56 ΛgömL , 平均

为74. 36 ΛgömL , 与表 2 中的对照培养基64. 11 Λgö

mL 的生物效价相比提高了 16% , 说明优化结果良

好。

2. 2　卑霉素发酵条件的优化

为使高产菌株在最佳发酵培养基中充分表现其

高产性能, 必须优化菌体的生长以及中、后期产卑霉

素所必需的最适条件。

2. 2. 1　溶氧对卑霉素产量的影响　溶氧是卑霉素

发酵过程中最重要的因素。本研究为操作方便, 采用

固定摇床转速 (200 röm in) , 28 ℃发酵 40 h, 接种量

5% , 初始pH 7. 2, 在500 mL 三角瓶中分别装入20,

30, 40, 50, 70, 90, 110 mL 发酵培养基, 研究装液量

分别为40, 60, 80, 100, 140, 180 和220 mL öL 时溶氧

对卑霉素发酵的影响, 其结果如图1 所示。

　　从图1 可以看出, 随着发酵液体积的增加, 卑霉

素效价值略有下降, 说明绿色产色链霉菌TN 229 发

酵过程中对通气量的要求非常严格, 高通气量条件

更有利于卑霉素产量的提高。因此, 为了便于分装和

称量, 在摇瓶发酵过程中, 以500 mL 三角瓶中装 50

mL 的TN 229 发酵液为宜。

2. 2. 2　接种量对卑霉素产量的影响　接种量的大

小对卑霉素发酵影响也较大。接种量过小, 菌体生长

缓慢, 培养时间长, 同时会降低菌种活力, 不利于卑

霉素的高产; 接种量过大, 菌种生长快速, 但易老化,

也不利于产卑霉素。选择适宜的接种量, 既能合理缩

短发酵周期, 又能得到较高的卑霉素产量。本研究在

摇床转速200 röm in, 28 ℃发酵40 h, 初始pH 7. 2, 装

液量为 100 mL öL 液体发酵培养基条件下, 研究了
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接种量分别为 2% , 4% , 6% , 8% , 10% , 12% 和 14%

时其对卑霉素产量的影响 (图2)。从图2 可以看出,

接种量为8% 时卑霉素产量最高, 接种量太大或太小

均不利于发酵产酸。

2. 2. 3　pH 对卑霉素产量的影响　发酵过程中, 随

着菌体对培养基中碳、氮源的利用, 其不断吸收、同

化营养物而排出代谢物, 使有机酸和氨基酸不断积

累, 导致发酵液的pH 值持续变化, 不利于菌体的生

产。因此需尽量将发酵过程中的pH 值控制在7. 0～

7. 2。在摇床转速为200 röm in, 28 ℃发酵40 h, 装液

量为100 mL öL , 接种量为8% 的条件下, 以不加碳酸

钙为对照, 灭菌前在发酵液中分别加入 0, 2. 5, 5. 0,

7. 5 和10. 0 göL 的碳酸钙, 研究发酵培养基初始pH

对卑霉素生物合成的影响, 结果见图3。

图 3　不同碳酸钙含量对卑霉素产量的影响

F ig. 3　Effect of CaCO 3% on avilam ycin ferm entat ion

　　从图3 可以看出, 发酵培养基中碳酸钙含量为 5

göL 时, 卑霉素产量最高。

在最优培养基中, 将TN 229 分别在初始发酵条

件与优化发酵条件下进行发酵, 比较连续 3 次发酵

的结果可以发现, 初始发酵条件下, TN 229 的卑霉

素平均生物效价为 64. 11 ΛgömL , 而在最优发酵条

件下为77. 12 ΛgömL , 卑霉素产量较对照增加了20.

29%。

3　结论与讨论

本研究确定的卑霉素生产的最优培养基配方

为: 豆饼粉 45 göL , 可溶性淀粉 5 göL , 甘露醇 24

göL , 葡萄糖5 göL , 硫酸铵2 göL , 硫酸镁0. 05 göL ;

最优发酵条件为: 摇瓶装量为 100 mL öL , 接种量为

8% , CaCO 35 göL (调节pH 值)。在此优化条件下, 得

到卑霉素的生物效价为77. 12 ΛgömL。

通过对培养基配方和发酵条件的研究, 卑霉素

产生菌TN 229 的产量有所提高, 这为下一步发酵罐

生产卑霉素提供了重要的参数和依据。尽管菌株

TN 229 的卑霉素产量较出发菌株有较大提高, 但离

卑霉素工业化生产还有一定距离。因此, 卑霉素高产

菌株的选育工作还有待进一步深入, 除利用传统方

法进行菌种筛选和发酵工艺优化外, 还要加快卑霉

素生物合成的分子生物学机制研究, 及卑霉素下游

分离提纯方法的完善。
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Stud ies on the ferm en ta t ion cond it ion s of A vilam ycin

TONG Y ing-ka i1, J IN L iang2,YANG Y ong- tao1,W E ID ong- sheng1

(1 D ep artm en t of A g ronomy , T ianj in A g ricu ltu ra l U niversity , T ianj in 300384, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S cience, S hand ong A g ricu ltu ra l U niversity , T aian, S hand ong 271018, Ch ina)

Abstract: Based on the theo ry of m etabo lic con tro l ferm en ta t ion, the influence of severa l m ajo r compo2
nen ts in ferm en ta t ion m edium on the avilam ycin ferm en ta t ion w as studied by m ean s of ro ta t ion compo site

design of quadra t ic regression. U sing D PS softw are package the op t im al ferm en ta t ion m edium p ropo rt ion s

w ere ob ta ined. T he op t im al m edium con ta ined 45 göL of bean cake pow er, 24 göL of m ann ite, 5 göL of glu2
co se, 5 göL of so lub le starch, 2 göL of ammon ium su lfa te, 0. 05 göL of M gSO 4, 5 göL of CaCO 3. T he op t i2
m um ferm en ta t ion condit ion s w ere 100 mL öL loading amoun t, 8% of inocu la t ion amoun t, ferm en ta t ion t im e

40 hou rs a t 28 ℃, by experim en ts of one facto r. T he t iter w as increased by 20. 29% from 64. 11 ΛgömL to

77. 12 ΛgömL w hen the stra in w as cu lt iva ted under the op t im un condit ion s as compared w ith the con tro l.

Key words: A vilam ycin; shake2f lask ferm en ta t ion; S trep tom y ces v irid och rom og enes; ferm en ta t ion tech2
no logy

《江西农业大学学报》、《江西农业大学学报》(社会科学版) 2007 年征订启事

《江西农业大学学报》是江西农业大学主办的综合性农业学术刊物, 双月刊, 国内统一刊号为CN 36-

1028。主要刊载农学、植保、园艺、林业、畜牧、兽医、生态、生物技术、农业工程及相关学科的学术论文。2001

年入选《中国期刊方阵》(双百期刊) , 2003 年荣获第二届国家期刊奖百种重点期刊, 系全国中文核心期刊、中

国科技核心期刊, 多次荣获省部级奖励, 被国内外20 多种权威检索刊物或数据库收录。《江西农业大学报》为

邮局发行, 每期定价8. 00 元, 年订价48. 00 元。

《江西农业大学学报》(社会科学版) 是江西省教育厅主管、江西农业大学主办的综合性人文社会科学学

术刊物, 季刊, 国内统一刊号为CN 1671- 6523。主要栏目有: 农林经济、经济理论与政策、管理科学、社会与法

律、思政工作研究、教育理论、语言学等。该刊已被中国人民大学《报刊复印资料》等多种检索刊物或数据库收

录。《江西农业大学学报》(社会科学版)为自办发行, 每期定价8. 00 元, 年订价32. 00 元。

地址: 南昌市经济技术开发区　　邮政编码: 330045　　电话: 0791- 3813246; 3846191

网址: h t tp: ööwww. jxau. edu. cnöxuebaoöindex. asp

电子信箱: 自然科学版E2m ail: ndxb7775@ sina. com ; 社科版E2m ail: jxndsk@ sina. com

63 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34 卷


