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一株拮抗番茄叶霉病菌的放线菌筛选、鉴定及发酵条件研究
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摘 要：菌株 <NO是一株从新疆棉田土壤中筛选出的对番茄叶霉病菌（!"#$%& ’"#$&）有较强拮抗作用的放线菌，其对
#?种常见植物病原真菌和 &种细菌有较好的抑制效果，抗菌谱广。其形态特征、培养特性、生理生化特性、细胞壁
组分与放线菌中的淡紫灰链霉菌（()*+,)-./0+1 #&$+23"#&+）相同，>&2 R.S(序列同源性达 66T&U。研究发现该菌的摇
瓶发酵配方和培养条件为：大豆粉 #U、葡萄糖 #U、S;18 $T%U、1;1V? $T#U、（SW!）# 2V!$T?#U，起始 XW "T$、#%Y、

>%$R9ABA、摇瓶培养 &I，这些结果为该菌株今后的应用、抗生素的分离提纯和产业化提供了实验依据。
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放线菌是具有巨大实用价值的一类微生物，目

前从微生物中发现的大约 %$$$种生物活性物质中，
近 "$U是由放线菌产生的［>，#］。利用放线菌的次生
代谢产物—抗生素制备的新农药，由于其具有无污

染、不易使有害生物产生抗药性等特点已成为无公

害农药的主体和未来农药的发展方向［?］。番茄叶霉

病是一种在保护地严重危害的真菌病害，番茄叶霉

病菌（!"#$%& ’"#$&）由于生理小种多、致病性分化变
异快的特点，使抗病品种利用和化学防治难以达到

预期目的。因此，近年来利用有益微生物来防治番

茄叶霉病以成为新的防治策略［!］。研究对采自新疆

的蔬菜田和棉田土壤进行了拮抗放线菌的筛选，并

对优良菌株进行了鉴定及其培养配方、发酵条件的

研究，以便为抗生物质的分离提纯提供实验依据，为

进一步的小试和中试生产奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 主要试剂和仪器：菌株 .S(提取试剂购自
上海生物工程有限公司（([4@21V 分装，\8,R;
0)R7）；凝胶回收试剂盒和质粒抽提试剂盒均购自安
徽优晶生物工程有限公司；其它试剂均为国产分析

纯。日本 V]^[0\2 公司的 -_/> 型多功能光学显
微镜；日本电子公司的 ‘2[&?&$型扫描电子显微镜；
美国 -BQ=R;I公司的 051#$$型 014仪和 a78 .QJ _4

型凝胶成像仪；美国 (-3公司的 ?>?$_> 型测序仪；
太仓市试验设备厂的 b^Z=#>> 型全温大容量振荡
器；德国 @XX7DIQRG公司的 /!>/.型高速离心机。
!"!"# 菌株来源、繁殖及保存：/>株放线菌（分离自
新疆阿拉尔的棉田和蔬菜地）及用于生物测定的 #!
株植物病原真菌（见后面的表 #）和 &株细菌靶标菌
（见后面的表 ?）由西北农林科技大学植物病害综合
治理实验室提供。放线菌按常规方法在高氏一号培

养基上繁殖保存，植物病菌真菌和细菌在 0.(培养
基上繁殖保存。

!"!"$ 培养基：!种子培养基：每升水含 /* 蛋白
胨，?*酵母膏，#*葡萄糖，>*牛肉膏，XW"T$ ’ "T#；"
基础发酵培养基：每升水含 #/* 大豆粉，!$* 淀粉，
$T%*（SW!）# 2V!，?* 1;1V?，#* S;18，XW "T$ ’ "T#。

!"# 放线菌发酵培养及其无菌培养滤液的制备
发酵培养首先在种子培养基上 #%Y振荡培养

#I（%$R9ABD）制成种子液；然后加 >A]种子液在基础
发酵培养基中，于 #%Y振荡培养（>/$R9ABD）/I 后，
>$$$$R9ABD 离心 >$ABD，取上清液（无菌培养滤液）
备用。

!"$ 活性菌株的筛选及抗菌谱的测定
!"$"! 菌株的培养：!将 /> 株放线菌接种于高氏
一号培养平板内（6JA 培养皿），#%Y培养 "I 后取
>JA直径的菌碟待用。"将 #!株植物病原真菌和 &
株细菌接种于 0.(培养试管中，真菌 #/Y培养 ?I，



细菌 !"#培养 $%待用。
!"#"$ 菌株的筛选：采用混菌法［&］对 &$ 株放线菌
进行菌体抑菌活性的初筛，将 $’(无菌水加入番茄
叶霉病菌（!"#$%& ’"#$&）的培养试管中，用接种针将
菌丝和孢子刮下制成菌悬液与 )*+培养基 $,’(混
合后到入 -.’的培养皿中制成平板，将 $.’直径的
放线菌菌碟放入混好菌的平板内，!&#培养 /%后根
据抑菌圈直径的大小筛选出抑菌活性好的菌株。

!"#"# 抗菌谱的测定：采用杯碟法［&］对初筛得到的
菌株进行抗菌谱测定，将灭菌牛津杯放入混好靶标

菌的 )*+平板中央（平板制备方法同上），杯中加入
!,,!(无菌发酵滤液，分别置 !&#培养 /%（真菌）、
!"#培养 $%（细菌）后测定抑菌圈直径。
!"% 菌株鉴定
!"%"! 形态学观察："采用插片法［0］将菌株 123划
线接种在高氏一号培养基上，同时将灭菌的盖玻片

（$.’ 4 $.’）斜插入培养基内，!"#培养 5%后，取出
盖玻片在光学显微镜上观察菌丝形状；#取在高氏
一号平板上培养 5%的菌株 123法按康振生的方法［5］

进行扫描电镜样品加工处理。样品用 /6戊二醛室
温下固定 7 8 09，磷酸缓冲液（:;0<"）冲洗 & 8 0次，
每次间隔 /,’=>。后经系列丙酮脱水、醋酸异戊酯
置换、?@! 临界点干燥、粘样、镀膜后在扫描电镜下

观察菌丝和孢子形态。

!"%"$ 培养特征和生理生化特征：参照《链霉菌鉴
定手册》［"］中推荐的部分培养基（表 7）和方法进行，
!"#培养 $! 8 $&%后观察记录特征。
!"%"# 细胞壁化学成分分析：采用快速薄板层析法
（A?(）［-，$,］对菌株 123的细胞进行全细胞水解液氨基
酸和糖型的分析。

!"%"% 分子鉴定：按照文献［$$］提取菌株 123基因
组 *B+，采用通用引物［$!］（C：&DE+F+FAAAF+A??
AFF?A?+FE/D；G：&DE++FF+FFAF+A??+F??F?+E/D）
进行 $0H I*B+ 的 )?G 扩增，)?G 扩增产物用 JE
FKBK凝胶回收试剂盒进行回收，经连接、转化后，
用 JEFKBK质粒抽提试剂盒提取质粒后在 +LM测序
仪上进行测序，将所得序列与 FN>LO>P数据库中序
列进行 L(+HA分析比对，并选取相似性较高的菌株
与菌株 123用 ?QRSTOQ U（$<"$）软件进行多重序列匹
配排列（VRQT=:QN OQ=W>’N>TS）分析，用 );X(M)（/<0&）
软件中的 BN=W9YZIE[Z=>=>W法构建系统进化树。
!"& 发酵条件的研究
!"&"! 不同碳、氮源对发酵液抑菌活性的影响：在
碳源含量和其它培养条件不变的情况下［$/］，分别用

表 &中的碳源等量替换基础发酵培养基中的可溶性
淀粉；在氮源含量和其它培养条件不变的情况下，分

别用表 0中的氮源等量替换基础发酵培养基中的大
豆粉，以基础发酵培养基作对照，采用杯碟法测定不

同碳、氮源的发酵液对番茄叶霉病菌（!"#$%& ’"#$&）
抑菌活性的影响。

!"&"$ 营养条件单因子试验和正交试验：在确定主
要碳、氮源的基础上，对大豆粉（浓度 , 8 06，按 $6
递增）、葡萄糖（浓度 , 8 $!6，按 !6递增）、酵母粉
（浓度 , 8 06，按 $6递增）、BO?Q（浓度 , 8 ,<06，按
,<$6递增）、?O?@/（浓度 , 8 ,<06，按 ,<$6递增）、

（B;7）! H@7（浓度 , 8 ,<!76，按 ,<,76递增）进行单
因子试验，以确定其合适使用浓度。在以上试验的

基础上选择 (!&（&0）的正交表，发酵试验重复 /次，
抑菌活性的测定方法同上，将 /次的平均值作为试
验结果，进行分析得到发酵配方［$7］。

!"&"# 培养条件的摸索：在确定发酵培养基成分后
测定不同培养条件下发酵液对番茄叶霉病菌

（!"#$%& ’"#$&）的抑菌活性。"发酵时间对发酵液抑
菌活性的影响：在其它培养条件一致的条件下，摇床

培养 /、7、&、0、5%后用杯碟法测定发酵液的抑菌活
性。#起始 :;值对发酵液抑菌活性的影响：在其
它培养条件一致的条件下，用酸度计将培养基的起

始 :;值分别调至 /<,、7<,、&<,、0<,、5<,、"<,、-<,、
$,<,摇床培养后用杯碟法测定发酵液的抑菌活性。

$培养温度对发酵液抑菌活性的影响：在其它培养
条件一致的条件下，将培养基在 !&、!"、/!、/&、/5#
恒温摇床培养后用杯碟法测定发酵液的抑菌活性。

%转速对发酵液抑菌活性的影响：在其它培养条件
一致的条件下，将培养基在 -,、$!,、$&,、$",、!$,I\’=’
摇床培养后用杯碟法测定发酵液的抑菌活性。

表 ! ’株放线菌对番茄叶霉病菌的抑菌效果
AOYQN $ M>9=Y=T=Z> N]]N.T Z] 0 O.T=>Z’3.NTN Z>

!
!!!

!"#$%& ’"#$&
+.T=>Z’3.NTN

>R’YNI
M>9=Y=T=Z>
N]]N.T

+.T=>Z’3.NTN
>R’YNI

M>9=Y=T=Z>

!! N]]N.T

!!123 ^ ^ ^ ^ +$ ^

!!*($, ^ ^ V!E$ ^ ^
*/E! ^ H7 ^
^：=>9=Y=T=Z> %=O’NTNI !’’；^ ^：=>9=Y=T=Z> %=O’NTNI /’’；^ ^

^：=>9=Y=T=Z> %=O’NTNI 7’’；^ ^ ^ ^：=>9=Y=T=Z> %=O’NTNI &’’_

$ 结果和分析

$"! 活性菌株的筛选和抗菌谱的测定
将 &$株放线菌进行抑菌活性的初筛，大多数菌

株抑菌活性很小，但有 0 株菌对番茄叶霉病菌
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（!"#$%& ’"#$&）有抑制作用（表 !），其中菌株 "#$的抑
制效果最好。

对初筛得到的菌株 "#$ 进行发酵液的抗菌谱测
定（表 %，&），发现菌株 "#$的发酵液对卵菌门中的辣
椒疫霉病菌，真菌界中半知菌门丝孢纲中的 !%个病
原真菌和腔孢纲中的 ’个病原真菌、子囊菌门核菌

纲中的 &个病原真菌和盘菌纲中的油菜菌核病菌都
有不同程度的抑制作用（图 !），但对子囊菌门核菌
纲中的小麦全蚀病菌却没有抑制作用，并且发酵液

对 ’种细菌也有一定的抑制效果（表 &）。证明菌株
"#$所产生的活性物质的抑菌谱较广，且对不同种类
病原菌具有选择性。

图 ! 菌株 "#$发酵原液对部分植物病原真菌的抑菌效果
()*+! ,-.)/)0)1- 233240 13 32562-070)1- 3)805702 13 9057)- "#$ 1- :70.1*2-)4 3;-*) + <：()%*+,-+.%& ,/0/&#%1；=：!"#$%& ’"#$&；

>：2&,0+3)+4& 5"6&-1"5&%；?：7)+4+31%1 9:+ +

表 % 菌株 "#$发酵滤液对 %&种植物病原真菌的抑菌效果
@7/82 % ,-.)/)0)1- 233240 13 32562-070)1- 3)8

!
!!!

05702 13 9057)- "#$ 1- %A :87-0 :70.1*2-9

B87-0 :70.1*2-9 >8799)3)2C 9070;9
,-.)/)0)1-

C)762025D66
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,-.)/)0)1-

!! C)762025D66
()%*+,-+.%& ,/0/&#%1 ?2;02516$42029 &%EAF 8&#1& 4&#%!! <9416$4107 %GEA%
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!
!!!
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3 E 9:E ,","4&0%."4!!

?2;02516$42029 !HEH%

<,#/0+-%.%& 1,#/0+-%+0"4 <9416$4107 %JEJ’ =;1/0+)%#"4 -"0,%,"4!! ?2;02516$42029 !HEFA
2&,0+3)+4& 5"6&-1"5&% ?2;02516$42029 %JE’G >#-/0.&0%& &#-/0.&-&

!
!!!
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?2;02516$42029 !JEAF

8&#1& #/",+1-+4& <9416$4107 %KE&A ?+.%+-)90%"4 @%3#+@%/##&!! ?2;02516$42029 !JEG’
A+-09-%1 ,%./0/& ?2;02516$42029 %AE&G ?"0$"#&0%& #".&-&!! ?2;02516$42029 !’E&F

!"1&0%"4 B0&4%./&0"4 ?2;02516$42029 %&E’F ?+##/-+-0%,)"4 B#+/+13+0%+%@/1!! ?2;02516$42029 !KEJ’
?+##/-+-0%,)"4 &43/#%."4 ?2;02516$42029 %%EF’ !"1&0%"4 ,+/0"#/"4
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表 ’ 菌株 "#$发酵滤液对 (种细菌的抑菌效果

@7/82 & ,-.)/)0)1- 233240 13 32562-070)1- 3)8

!
!!!

05702 13 9057)- "#$ 1- ’ /74025)7
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!
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!
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!’EJA
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%)% 拮抗菌株 "#$的形态学观察
通过光学显微镜和电子显微镜观察发现（图

%），菌株 "#$ 的孢子丝呈宽大顶端螺旋形，带有长
柄，孢子柱形，表面光滑，常在气丝上形成长孢子链。

图 % 菌株 "#$的菌丝形态（*+++ ,）
()*+% M15:.181*)4 4.75740259 13 6$428);6 13 9057)- "#$（JGGG N）

A%’ O,<PQ R;- /- &# + D>,-& 2%,0+:%+#+B%,& <%.%,&（%GGJ）AJ（A）



!"# 拮抗菌株 $%&的培养特征和生理生化特征
表 !为菌株 "#$在不同培养基上培养结果，其中

在高氏一号培养基上气生菌丝淡紫灰，日久成灰色，

基内菌丝浅黄色，无可溶性色素产生。

生理生化测定结果表明，菌株 "#$ 能使明胶液

化，牛奶凝固，淀粉水解，产生硫化氢；并且可以在纤

维素上生长，但不分解滤纸。对碳源的利用结果表

明，菌株 "#$ 可以利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、果糖、
乳糖、淀粉、肌醇、鼠李糖和山梨糖。

表 ’ 菌株 $%&的培养特征
%&’() ! *+(,+-&( .-/.)-,0)1 /2 1,-&03 "#$

4)50+6 7)-0&( 6$8)(0+6 9):),&,0;) 6$8)(0+6 </(+’() .0:6)3,
=&+1) >/?@ &:&- A0:B, .+-.() :-&$ A0:B, $)((/C >/3)
D&,&,/ :(+8/1)E&:&- A0:B, :-&$ F;/-$ $)((/C >/3)
*G&.)H’1 &:&- A0:B, :-&$ A0:B, :-&$ >/3)
I6)-1/3 &:&- A0:B, $)((/C J-0)5 -08) $)((/C >/3)

=($8)-/(E&1.&-&:03) &:&- A0:B, .+-.() :-&$ A0:B, $)((/C >/3)
=($8)-/(E&-:0303) &:&- >/, :-/C
=(+8/1)E&1.&-&:03) &:&- =-&$ A0:B, $)((/C >/3)

K-/,B &:&- A0:B, $)((/C F;/-$ $)((/C >/3)
*&--/, >/?@ &:&- =-&$，LB0,) 1./-) M+1,$ :-&$ >/3)

<,&-8B &:&- A0:B, .+-.() :-&$ A0:B, 20()6/, >/3)
=(+8/1) $)&1, )",-&8, &:&- A0:B, $)((/C，LB0,) 1./-) (&$)- F;/-$ $)((/C >/3)

!"’ 拮抗菌株 $%&的细胞壁化学成分分析
细胞壁化学成分分析显示，菌株 "#$含 AAE二氨

基庚二酸（AAEM7D）和甘氨酸；无特征性糖，糖型 *。
因此其细胞壁化学组分属于!型，符合链霉菌
（!"#$%"&’()$*）的化学分类特性。
!"( 拮抗菌株 $%&的分子鉴定
菌株 "#$ @N< -M>7 的 D*O 扩增得到了一条

@PQQ’. 左右大小的条带，将测序所得到的 @P@P’.

M>7序列与 >*KF 数据库 K(&1, 比对，登录号为
MRN!PSPT。与其同源性较高的菌株均属于链霉菌
属，选取 @@ 株模式菌株进行系统发育分析，用
DUVAFD（WXNP）软件程序包中的 >)0:B’/-EY/0303:法构
建系统进化树（图 W），可以看出，菌株 "#$ 与
!"#$%"&’()$* +,-$./0+,（MR!PSQ@S）聚于同一分支中，
其相似性达到 SSXNZ。

图 # 菌株 $%&与相关菌株的系统发育树
J0:?W DB$(/:)3),08 ,-)) /2 1,-&03 "#$ &35 0,1 -)(&,0;)1? >+6’)-1 03 .&-)3,B)1)1 -).-)1)3, ,B) 1)[+)38)1 &88)110/3 3+6’)- 03 =)3K&3H? %B) 3+6’)-

&, )&8B ’-&38B ./03,1 01 ,B) .)-8)3,&:) 1+../-,)5 ’$ ’//,1,-&.? %B) 18&() ’&- 03508&,)1 Q ?Q@ 1+’,0,+,0/31 .)- 3+8()/,05) ./10,0/3?

!") 发酵条件的研究
!")"* 不同碳、氮源对发酵液抑菌活性影响：在供
试的 T种碳源中，除了柠檬酸外，其他的碳源的抑菌
活性都优于淀粉（8H），其中麦芽糖的效果较好（表
P），从实际应用和发酵成本考虑我们选择葡萄糖作

为碳源，并且葡萄糖是速效碳源，有利于菌体的生长

和代谢物的分泌。在供试的 T种氮源中，酵母粉的
效果较好，其他的氮源也都好于对照（表 N）。酵母
粉具有双重作用即提供氮源又促进发酵，所以选择

酵母粉和大豆粉来做氮源。
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表 ! 各种碳源的抑菌活性影响（对照："#$%&’’）
!"#$% & ’((%)* +( ,-((%.%/* )".#+/ 0+1.)%0 +/ -/2-#-*-+/ %((%)*（)3：4567899

!
!!!

）

:".#+/ ;/2-#-*-+/
,-"9%*%.<99 :".#+/ ;/2-#-*-+/

!! ,-"9%*%.<99

!!9"$*+0% 48=>> 0+,-19 ")%*"*% 4?=@8

!!A$1)+0% 48=57 $")*+0% 4?=&7

!!01).+0% 47=B> )+./ ($+1. 4>=75
A$C)%.+$ 47=&> )-*.-) ")-, 5

表 & 各种氮源的抑菌活性（对照："($!&’’）
!"#$% 8 ’((%)* +( ,-((%.%/* /-*.+A%/ 0+1.)%0 +/ -/2-#-*-+/ %((%)*（)3：4>=&899

!
!!!

）

D-*.+A%/ ;/2-#-*-+/
,-"9%*%.<99 D-*.+A%/ ;/2-#-*-+/

!! ,-"9%*%.<99

!!C%"0* ($+1. ?4=5@ )+./ ($+1. 5

!!E%E*+/% >B=75 #."/ 5

!!#%%( %F*.")* >7=B5 "99+/-19 /-*."*% 5
0+,-19 /-*."*% >>=78 E%"/1* E+G,%. 5

($&$( 营养条件单因子试验和正交试验：试验结果
表明，大豆粉浓度梯度按 >H递增（浓度 5 I 8H）、葡
萄糖按 >H递增（浓度 5 I 4>H）、酵母粉按 4H递增
（浓度 5 I 8H）、D":$按 5=>H递增（浓度 5 I 5=8H）、
:":J? 按 5=4H递增（浓度 5 I 5=8H）、（DK7）> LJ7 按

5=5@H递增（浓度 5 I 5=>7H）比较合适，每个因素五
个水平，能反映出趋势的变化。在以上结果的基础

上选择 M>&（&8）的正交表进行发酵抑菌试验，抑菌结
果用 NOL&=5进行分析和统计，得到发酵配方为大豆
粉 >H、葡萄糖 >H、D":$ 5=@H、:":J? 5=>H、
（DK7）> LJ7 5=?>H。

($&$) 培养条件的摸索：在确定发酵培养基成分的
条件下，对发酵培养条件进行了摸索，将培养基的起

始 EK值调至 P=5，4@5.<9-9，?4Q，恒温摇床培养 8,，
其抑菌活性最好，所以选择此培养条件作为发酵培

养条件。

) 结论和讨论
番茄叶霉病（!"#$%& ’"#$&）在西安地区春季覆盖

大棚和大棚秋延栽培中出现春秋两个发病高峰，以

春季发病危害严重。针对该病害在生产上常用多菌

灵等化学农药进行防治，但番茄叶霉病菌存在对杀

菌剂的适应性变异，在某些杀菌剂的长期选择压力

下，可以产生明显的抗药性，从而导致化学防治的失

败［4&，48］。生产中应综合地考虑不同杀菌剂的应用策

略，以充分发挥各种杀菌剂的作用，尽量避免抗药性

的产生。放线菌是一种常见的拮抗微生物，本研究

中筛选的放线菌 FRC对番茄叶霉病菌有较好的抑菌
效果，有关菌株的生防效果和抑菌机理方面有待进

一步的研究。

我国已经登记注册的农用抗生素有几十种，绝

大多数抗生素产生菌为链霉菌属，其次是诺卡氏菌

属、游动放线菌属以及马拉杜放线菌属等，其中链霉

菌已成为放线菌中数量最多而且产生抗生素种类也

最多的一个属。本研究在传统分类原则的基础上，

通过分子生物学方法对目的生防菌株进行了分类鉴

定。菌株 FRC在形态特征、培养特征、生理生化特征
和细胞壁成分上与已知的淡紫灰链霉菌相似，并且

结合分子生物学鉴定结果，最后归为淡紫灰链霉菌

（()*+,)-./0+1 #&$+23"#&+）。但此菌株与已知的淡紫灰
链霉菌也有不同的地方，如：菌株 FRC 孢子柱型，在
甘油天门冬素琼脂培养基上是气生菌丝淡紫灰色等

等，但目前尚不能确定该菌株是否为一新种，还需要

与模式种进行生理生化性质比较，并进行 NDS 杂
交，根据同源性作进一步分析。另外该菌株是否可

被看作是农用抗生素的一个新来源，还需要后续试

验的进一步验证。

发酵是抗生素产业化的基础，这是因为尽管抗

生素产生菌的性能优良，但若缺乏合理的发酵工艺，

也不能将其潜力充分发挥。抗生素发酵除受营养因

素的限制以外，合适的发酵条件也是不可忽视的重

要因素［4P］。本试验在考虑为放大中试及大规模生

产的发酵条件打基础的同时，还要考虑到后续活性

物质的分离提纯，因此，除了考虑成本还要看是否会

产生过多的色素和离子，并且发酵是一个复杂动态

的生命过程，试验只对发酵条件中一些主要影响因

素进行了分析，为了使其得到充分的产业化，在后续

的试验中还将采用生化等方法对其代谢过程进行检

测和研究，以明确发酵培养基中各成分的利用情况

与菌丝生长和发酵液活性之间的关系［4@］，从而有目

的地选择培养基和发酵条件。
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