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拮抗链霉菌 No. 24 菌株发酵条件优化研究
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　　[摘　要 ]　对 1 株拮抗链霉菌N o. 24 菌株的发酵条件进行了初步研究, 确定了其最佳培养基组成及培养条

件。单因素发酵试验和正交试验结果表明, 碳源以 30 göL 葡萄糖和 30 göL 小米最佳, 有机氮源以 10 göL 黄豆饼粉

最好, 无机氮源以 2 göL (N H 4) 2SO 4 最好, 最适发酵时间为 96 h, 最适发酵培养温度为 32 ℃, 最适初始 pH 值为

7. 2～ 7. 4, 最佳振荡频率为 210 röm in, 装液量为 40 mL ö250 mL。
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　　近年来, 如何提高抗生素发酵产量已成为许多

专家研究的热点[1 ]。目前, 许多抗生素通过培养基和

发酵条件的优化其产量大大提高, 如中生菌素[2 ]通

过发酵条件优化其产量提高到 5 000 ΛgömL ; 金核

霉素[3 ]通过培养基和发酵条件的优化其产量提高了

30%。N o. 24 菌株能产生一种防治枯草芽孢杆菌、

金黄色葡萄球菌、沙门氏杆菌等的水溶性抗生素, 其

发酵液对许多细菌具有很好的防治效果。为了使

N o. 24 菌株获得最佳产抗条件, 提高其抗生素产量,

本研究对其培养基配方的选择及发酵条件的优化进

行了研究, 以期为进一步中试放大及大规模生产提

供依据[4, 5 ]。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌　种　N o. 24 菌株, 为从秦岭山区不同生

态环境土样中, 经过大量筛选获得的拮抗菌株。

1. 1. 2　培养基原料　小米: 市售, 淀粉含量 78. 35

gökg。黄豆饼粉: 市售。葡萄糖、蛋白胨、牛肉膏、酵

母膏、CaCO 3 等。

1. 2　方　法

1. 2. 1　斜面培养　将N o. 24 菌株的孢子接种于高

氏合成一号培养基斜面上, 28 ℃培养 7 d, 待生长成

熟后, 4 ℃保存备用。

1. 2. 2　种子培养　取适量孢子接种于可溶性淀粉、

葡萄糖、蛋白胨等组成的种子培养基, 使其孢子浓度

为 106 mL - 1, 32 ℃、210 röm in 振荡培养 24 h。

1. 2. 3　摇瓶发酵　将培养好的种子培养液按体积

分数 10% 接入发酵培养基中, 32 ℃、210 röm in 条件

下振荡培养 4 d。

1. 2. 4　生物活性测定　以枯草芽孢杆菌 (B acillus

subtills) 为供试菌, 采用管碟法测定抑菌圈直径, 每

处理重复 4 次。

1. 2. 5　矿质元素的筛选　在培养液中加入不同质

量 浓 度 的 矿 质 元 素 KH 2PO 4, M gSO 4, FeSO 4,

CaCO 3, (N H 4) 2SO 4, 每种矿质元素设 5 个质量浓度

梯度, 每梯度 4 个重复。

2　结果与分析

2. 1　发酵培养基配方的选择

2. 1. 1　碳源的选择　配置含有蛋白胨、酵母膏以及

各种矿质元素的培养基, 加入不同的碳源, 接种

N o. 24 菌株, 对其摇床培养后, 进行抗生素效价的生

物测定, 结果见表 1。从表 1 可以看出, 以葡萄糖和

小米作为碳源, 可使抑菌圈平均直径达到 2. 5 cm ,

因此本研究选用 30 göL 葡萄糖和 30 göL 小米作为

碳源。

2. 1. 2　氮源的选择　以 30 göL 葡萄糖和 30 göL
小米为碳源, 加入少量的矿质元素, 然后加入不同的

有机氮源 (10 göL ) , 无机氮源设 5 个质量浓度梯度。

摇瓶发酵后进行抗生素效价的生物测定, 结果见表
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表 1　不同碳源对N o. 24 菌株产抗的影响

T able 1　D ifferen t carbon sources on p roduction of an tib io tics of N o. 24 stra in

编号
N um ber

碳源 Carbon 平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter of inh ib it ion

1

30 göL 葡萄糖 30 göL Gluco se 2. 4

60 göL 葡萄糖 60 göL Gluco se 2. 3

90 göL 葡萄糖 90 göL Gluco se 1. 9

2

30 göL 葡萄糖+ 10 göL 蔗糖 30 göL Gluco se+ 10 göL sucro se 2. 2

30 göL 葡萄糖+ 20 göL 蔗糖 30 göL Gluco se+ 20 göL sucro se 2. 1

30 göL 葡萄糖+ 30 göL 蔗糖 30 göL Gluco se+ 30 göL sucro se 1. 8

3

30 göL 葡萄糖+ 10 göL 乳糖 30 göL Gluco se+ 10 göL lacto se 2. 0

30 göL 葡萄糖+ 20 göL 乳糖 30 göL Gluco se+ 20 göL lacto se 1. 8

30 göL 葡萄糖+ 30 göL 乳糖 30 göL Gluco se+ 30 göL lacto se 1. 5

4

30 göL 葡萄糖+ 10 göL 小米 30 göL Gluco se+ 10 göL m illet 2. 4

30 göL 葡萄糖+ 20 göL 小米 30 göL Gluco se+ 20 göL m illet 2. 5

30 göL 葡萄糖+ 30 göL 小米 30 göL Gluco se+ 30 göL m illet 2. 7

　　注: 抑菌圈直径——牛津杯外径。

N o te: D iam eter of inh ib it ion——O xfo rd cup ou tside diam eter.

表 2　不同氮源对N o. 24 菌株产抗的影响

T able 2　D ifferen t n itrogen sources on p roduction of an tib io tics of N o. 24 stra in

有机氮源O rgan ic n itrogen source 无机氮源 Ino rgan ic n itrogen source

氮源 (10 göL )
N itrogen

source

平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter

of inh ib it ion

硫酸铵ö(g·L - 1)
Concen tration
of (N H 4) 2SO 4

平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter

of inh ib it ion

对照 (不加氮源) Con trast 1. 1 0 1. 7

牛肉膏Beef ex tract 1. 3 1 1. 8

蛋白胨 Pep tone 1. 7 2 2. 1

酵母膏 Yeast ex tract 2. 3 3 1. 8

黄豆饼粉 Soybean cake pow der 2. 4 4 1. 3

小米 Co rn steep liquo r 1. 9 5 0. 9

　　从表 2 可以看出, 牛肉膏、蛋白胨、酵母膏及黄

豆饼粉都可以作为有机氮源。其中黄豆饼粉对

N o. 24 菌株的产抗影响最大。这可能与黄豆饼粉能

够为N o. 24 菌株的生长提供必要的营养元素有关。

生物活性测定结果表明, 10 göL 黄豆饼粉对枯草芽

孢杆菌的抑菌圈直径最大, 这说明N o. 24 菌株在 10

göL 黄豆饼粉培养液中产生抗生素最多, 故其产抗

条件最为有利。因此, 选用 10 göL 黄豆饼粉作为有

机氮源。从表 2 还可以看出, 以 2 göL (N H 4) 2SO 4 作

为无机氮源的效果最好。

2. 1. 3　矿质元素对N o. 24 菌株产抗的影响　在 30

göL 葡萄糖、30 göL 小米、10 göL 黄豆饼粉、2 göL

(N H 4) 2SO 4 组成的发酵培养基中加入不同的矿质

元素, 进行发酵培养和效价的生物测定。试验中观察

发现, KH 2PO 4,M gSO 4, FeSO 4 对N o. 24 菌株的产

抗无明显影响, 但 0. 4 göL CaCO 3 对N o. 24 菌株的

产抗有促进作用 (表 3)。

2. 1. 4　酵母膏对N o. 24 菌株产抗的影响　由于酵

母膏富含蛋白质、生物素、维生素以及微量元素, 能

够提供丰富的生长元素及有机氮养分, 为此进行了

在培养基中添加不同质量浓度酵母膏的试验, 结果

见表 3。试验表明: 酵母膏以 2 göL 的添加量效果最

好。

表 3　Ca2+ 和酵母膏对N o. 24 菌株产抗的影响

T able 3　Effect of Ca2+ and yeast ex tract on p roduction of an tib io tics of N o. 24 stra in

CaCO 3ö(g·L - 1)
Concen tration of CaCO 3

平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter of inh ib it ion

酵母膏ö(g·L - 1)
Concen tration of yeast ex tract

平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter of inh ib it ion

0 2. 2 1 2. 4

0. 2 2. 4 2 2. 5

0. 4 2. 7 3 2. 4

0. 6 2. 5 4 2. 2

0. 8 2. 1 5 2. 1
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2. 2　N o. 24 菌株发酵条件的优化

2. 2. 1　初始 pH 的影响　配制 30 göL 葡萄糖、30

göL 小米、10 göL 黄豆饼粉、2 göL (N H 4) 2SO 4 的发

酵培养基, 用 HC l 和 N aOH 调节不同的起始 pH

值, 接种和摇瓶发酵后, 进行效价的生物测定, 结果

见图 1。从图 1 可以看出, 初始 pH 为 7～ 8 时, 对

N o. 24 菌株的产抗较为有利, 当 pH 值小于 6 或大

于 9 时, 都不利于N o. 24 菌株产生抗生素, 故本试

验初始 pH 值为 7. 2～ 7. 4。

2. 2. 2　种龄和接种量的影响　斜面孢子接种于由

葡萄糖、蛋白胨、可溶性淀粉组成的种子培养基中,

培养不同时间后, 以体积分数 10% 接种量接入发酵

瓶, 培养 96 h 后进行效价的生物测定, 结果见图 2。

由图 2 可知, 种龄的最佳培养时间为 24 h, 过短或过

长都不利于N o. 24 菌株产生抗生素, 所以本试验选

择种龄时间为 24 h。对培养 24 h 的种子培养液按不

同接种量进行接种, 摇瓶发酵 96 h, 再进行效价的

生物测定, 观察不同接种量对N o. 24 菌株产抗的影

响, 结果见表 4。由表 4 可见, 接种量以 10% 为最佳,

故本试验取 10%。

图 1　初始 pH 对N o. 24 菌株产抗的影响

F ig. 1　Effect of in it ia l pH on p roduction

of an tib io tics of N o. 24 stra in

图 2　种龄对N o. 24 菌株产抗的影响

F ig. 2　Effect of seeding age on p roduction

of an tib io tics of N o. 24 stra in

表 4　不同接种量对N o. 24 菌株产抗的影响

T able 4　Effect of inocu lat ion do ses on p roduction

of an tib io tics of N o. 24 stra in

接种量ö%
Inocu lation

do se

平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter

of inh ib it ion

1 0. 9

2 1. 1

5 1. 5

7. 5 2. 2

10 2. 7

15 2. 3

20 1. 9

2. 2. 3　发酵条件的正交试验　选取发酵温度、装液

量、发酵时间为主要发酵条件, 设计三因素三水平正

交试验, 见表 5。配制培养基, 按不同发酵条件发酵

培养后, 进行效价的生物测定, 结果见表 6。从表 6

可以看出, 发酵温度为 32 ℃, 发酵时间为 96 h 对

N o. 24 菌株产抗有利。随着装液量的减少 (通气量

增加) , 菌体生长旺盛, 抗生素产生也多。以 250 mL

三角瓶中培养基量 40 mL 为最佳, 产抗效果最好。

对表 6 的结果进行正交试验的方差分析和极差

分析, 结果表明: 装液量对产抗的影响显著。

表 5　发酵条件的正交试验设计

T able 5　E lem ents and levels of o rthogonal experim ent

水平
L evels

发酵温度 (A ) ö℃
Ferm en tal temperatu re

发酵时间 (B) öh
Ferm en tal t im e

装液量 (C) ömL
A erob ic amount

1 28 72 40

2 30 96 80

3 32 120 120

　　注: 装液量用 250 mL 三角瓶装量多少表示。

N o te: T he aerob ic amount is show ed by loading amount in 250 mL erienm e per flask.
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表 6　发酵条件正交试验结果

T able 6　R esu lts of o rthogonal experim ent

试验号
Experim en t

发酵温度 (A ) ö℃
Ferm en tal

temperatu re

发酵时间 (B) öh
Ferm en tal

t im e

装液量 (C) ömL
A erob ic
amount

平均抑菌圈直径öcm
A verage diam eter

of inh ib it ion

误差
E rro r

1 (1) 28 (1) 120 (1) 40 1. 9

2 (1) 28 (2) 96 (2) 80 2. 2

3 (1) 28 (3) 72 (3) 120 1. 8

4 (2) 30 (1) 120 (2) 80 2. 2

5 (2) 30 (2) 96 (3) 120 2. 0

6 (2) 30 (3) 72 (1) 40 1. 6

7 (3) 32 (1) 120 (3) 120 2. 4

8 (3) 32 (2) 96 (1) 40 2. 7

9 (3) 32 (3) 72 (2) 80 2. 2

k1 5. 9 6. 5 6. 2 1. 2

k2 5. 8 6. 9 6. 6 0. 9

k3 7. 3 5. 6 6. 2 1. 9

k1ö3 1. 97 2. 17 2. 07 0. 4

k2ö3 1. 93 2. 3 2. 2 0. 3

k3ö3 2. 43 1. 87 2. 07 0. 63

　　注: 括号内为列号。

N o te: L ine num bers are w ith in the bracekets.

3　讨　论

本研究获得了较为适合于工业生产的摇瓶培养

基配方: 30 göL 葡萄糖、30 göL 小米、10 göL 黄豆

饼粉、2 göL (N H 4) 2SO 4。同时优化了发酵条件: 32

℃条件下, 采用 10% 接种量, 发酵初始 pH 值为

7. 2～ 7. 4, 在 40 mL ö250 mL 装液量情况下,

210 röm in振荡培养, 经过 96 h 的发酵, 抑菌圈直径

可达 2. 7 cm。从正交试验结果分析可以看出, 如果

减少装液量, 即增加通气量, 使摇床转速达到 300

röm in以上, 抗生素的产量可望提高。

从筛选的发酵培养基可以看出, 迅速利用的碳

源, 如葡萄糖虽然对产抗菌株的生长是很好的碳源

和能量源, 但其质量浓度过高对次级代谢产物的形

成表现出显著的抑制作用, 因此, 对发酵培养基中的

碳源, 选择了 30 göL 葡萄糖和 30 göL 小米, 这样既

能满足菌体迅速生长, 同时又能保证次级代谢产物

的大量积累[6 ]。同样, 氮对抗生素的生物合成也有调

节作用。迅速利用的氮源, 特别是氨, 对含氮底物分

解酶的合成有显著抑制作用。在发酵培养基中, 铵离

子浓度增高则影响抗生素的产量, 因此在培养基中

加入铵和黄豆饼粉作氮源。黄豆饼粉一般利用较慢,

对抗生素生产有利, 也符合工业生产抗生素的要求。

所以, 在获得的发酵培养基中加入这两种物质, 既有

快速利用的碳源、氮源供菌体生长消耗, 又有缓慢利

用的碳源和氮源供产抗菌株积累代谢产物时期的需

要[7, 8 ]。另外, 为菌株提供生长的矿质元素及微量元

素, 对提高抗生素产量也是必不可少的, 有时甚至对

抗生素产量影响较大, 因此在筛选发酵培养基时, 不

应忽略[9 ]。

[参考文献 ]
[ 1 ]　沈寅初. 农用抗生素研究开发新进展[J ]. 国外医药——抗生素分册, 1998, 19 (2) : 155- 161.

[ 2 ]　朱昌雄, 蒋细良, 孙东园, 等. 新农用抗生素——中生菌素[J ]. 精细与专用化学品, 2002, (16) : 14- 17.

[ 3 ]　吴　霞, 徐文明, 王　磊. 应用等离子注入技术进行金核霉素菌种选育的研究[J ]. 上海化工, 2002, 21 (3) : 19- 21.

[ 4 ]　夏湛恩, 黄文彩, 桑金隆, 等. 633 菌剂发酵条件的研究[J ]. 微生物学报, 1998, 38 (3) : 237- 239.

[ 5 ]　何培青, 田　黎, 李光友. 海洋细菌B29987 发酵条件的优化及胞外抑菌物质的性质[J ]. 中国海洋药物, 2000, 19 (2) : 8- 12.

[ 6 ]　孟庆芳, 张　汀, 杨文香, 等. 拮抗链霉菌S23 发酵条件研究[J ]. 中国生物防治, 2002, 18 (2) : 79- 82.

[ 7 ]　阚振荣, 张元亮, 李　斌, 等. ALDC 产生菌BD 25 菌株的发酵条件初探[J ]. 河北大学学报, 1997, 17 (2) : 63- 67.

[ 8 ]　王东昌. 链霉菌 S210 菌株发酵条件的研究[J ]. 吉林农业大学学报, 2001, 23 (1) : 35- 39.

[ 9 ]　石炳兴, 赵　红, 刘春朋, 等. 抗生素A GPM 摇瓶发酵条件的正交试验[J ]. 过程工程学报, 2001, 1 (4) : 442- 444.

55

第 4 期 龙建友等: 拮抗链霉菌N o. 24 菌株发酵条件优化研究



Stud ies on the op t im iza t ion of ferm en ta t ion cond it ion s

of an tagon ist ic st rep tom yces N o. 24

LONG J ian -you,W U W en - jun
( Institu te of P esticid e,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he ferm en ta t ion condit ion s of 1 N o. 24 stra in of an tagon ist ic st repom yces w ere studied. T he

compo sit ion of ferm en ta t ion m edium and cu ltu ra l condit ion s w ere confirm ed. T he single facto r and o rthogo2
nal experim en t indica ted that the op t im al carbon sou rce w as 30 göL gluco se, and m illet 30 göL ; the op t im al

n it rogen sou rce w as 10 göL Soybean cake pow der and 2 göL (N H 4) 2SO 4; T he op t im al ferm en ta t ion t im e

w as 96 h; T he op t im al cu lt iva t ion temperatu re w as 32 ℃ w ith op t im al pH 7. 2- 7. 4. T he mo st su itab le

shake w as 210 röm in, and the vo lum e of cu lt iva ted liqu id in 250 mL con ic bo t t le w as 40 mL.
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Abstract: Grow th dynam ics, yield, fru it quality and w ater u se eff iciency of greenhou se cucum ber w ere

studied under the differen t so il irriga t ion m ax im um s in differen t season s du ring in it ia l b loom stage. T he re2
su lts show ed: the trea tm en t w ith irriga t ion m ax im um of 90% field w ater capacity is mo re reasonab le, and

under th is t rea tm en t, stem s in sp ring and au tum n w as th icker by 0. 03 cm and 0. 05 cm ; first fru it po sit ion s

go t low er by 1. 39 nodes and 0. 69 nodes; con ten ts of reduct ive sugar, so lub le sugar,V itam in C, so lub le p ro2
tein increased by 11. 8 gökg, 13. 2 gökg, 10. 0 m gökg, 0. 13 gökg and 10. 3 gökg, 4. 5 gökg, 24. 9 m gökg,

0. 13 gökg respect ively; p rophase yield increased by 9. 09% and 7. 77% ; w ater u se eff iciency increased by

26. 14% and 22. 72% respect ively in au tum n and sp ring than the trea tm en t w ith irriga t ion m ax im um of

100% field w ater capacity. So the trea tm en t w ith 90% field w ater capacity is the mo re su itab le so il irriga2
t ion m ax im um index.
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