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摘 要：通过在必特螺旋霉素产生菌 GHI9#9#C" 发酵过程中添加金属离子 JA$ K 发现：发酵前期（$!L 左右）添加

JA$ K 可以明显提高生物效价，加入的 JA$ K 浓度以 "<<’(MN 为最佳。实验显示添加 JA$ K 后发酵液 >O 逐渐下降，整

个产素期间 >O 一直低于对照；与对照相比添加 JA$ K 摇瓶菌体浓度也较低。通过研究必特螺旋霉素发酵过程有机

酸的变化趋势发现：$!L 添加 "<<’(MN JA$ K 后发酵过程中有机酸含量已经发生变化，其中丙酸浓度的增长最为显

著，2!L 时其浓度为对照的 3 倍。通过丙酸盐的添加实验证实了发酵前期添加 JA$ K 可以促进产物合成的原因之一

是促进了丙酸等前体酸的合成，丰富了大环内酯合成的前体库。
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中国医学科学院医药生物技术研究所王以光教

授等人运用同源重组技术将碳霉素产生菌中 !Q位
异戊酰基转移酶基因（ !"#）克隆至螺旋霉素链霉菌

（$#%&’#()*+&" "’!%,)*+&#!+-"）*$# 染色体上得到了稳定

的生产必特螺旋霉素的基因工程菌。必特螺旋霉素

是一种新型大环内酯类抗生素［#］，其母核与螺旋霉

素相同，都是一个十六元大环内酯环，该内酯环的生

物合成需要八个前体：" 个乙酸，# 个丙酸，# 个丁酸

和 # 个未知前体（二碳单位）［$］。

过去对生二素链霉菌（$ ) ,).(/,+!&0"）的实验研

究已证明短链脂肪酸可以促进螺旋霉素的生物合

成。N+,-=L= 等［4］在研究生二素链霉菌缬氨酸分解代

谢的一些代谢产物（脂肪酸）与螺旋霉素生物合成之

间的关系时发现缬氨酸可促进短链脂肪酸的分泌；

较高浓度的短链脂肪酸可刺激螺旋霉素的生物合

成；高浓度的铵离子可能会导致用于螺旋霉素合成

所需短链脂肪酸转向 8R5 循环，为菌体细胞生长提

供物质和能量，促进菌体生长，以致螺旋霉素合成所

需的前体量减少。SL/’./ 等［!］在研究短链脂肪酸对

生二素链霉菌螺旋霉素生物合成的影响时指出酰基

激酶和酰基磷酸转移酶等参与螺旋霉素生物合成的

酶受短链脂肪酸的诱导；在过量铵离子存在的条件

下，这些酶系统的合成和螺旋霉素合成受到强烈抑

制，加入短链脂肪酸可降低此负效应；另外铵离子还

可能抑制了氨基酸如缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的

分解代谢，而这些氨基酸的分解代谢为螺旋霉素生

物合成供应所需前体。

金属离子是微生物正常代谢必不可少的一类物

质，工业发酵中应用的微生物在生长繁殖和产物合

成中都需要微量元素，或作为酶的组成部分以维持

酶的活性或作为酶的活性调节剂［"］。此外，微量金

属离子在次级代谢中也具有不可缺少的作用，很多

情况下在一定浓度范围内它们是次级代谢合成酶的

活化因子。因此，近年来利用金属离子调节微生物

代谢引起了越来越广泛的关注。本文研究了 JA$ K

对必特螺旋霉素产生菌代谢及必特螺旋霉素生物合

成的影响。

% 材料和方法

%&% 菌种、培养基和培养条件

%&%&% 菌株：必特螺旋霉素基因工程菌 GHI9(9#C"
为 含 !"# 基 因 的 整 合 型 的 螺 旋 霉 素 链 霉 菌

（$#%&’#()*+&" "’!%,)*+&#!+-"）*$#，由中国医学科学院

中国协和医科大学医药生物技术研究所提供。

%&%&# 培养基：斜面培养基、种子培养基、发酵培养

基、生物检定培养基均按文献［3］配制。

%&%&’ 含 JA$ K 母液的制备："E JAR($·!O$T 溶于

#%%<N 的 双 蒸 水 中，JA$ K 的 终 浓 度 为 %U$"<’(MN，

#$#V灭菌 $%<=A 保存备用。



!"!"# 培养条件：将斜 面 挖 块 接 种 于 一 级 摇 瓶，

!"#培养 $" % &’( 后，按 )*+接种量接种于二级种

子摇瓶中，!"#培养 !$ % !’(。按 $+接种量接种于

发酵摇瓶（装液量 &*,-.&**,-）中，!!*/ 0 ,12，!"#旋

转式摇床培养 3’(。每天定时取样测定各种发酵代

谢参数，测定结果为 4 个样的平均值。

!"$ 试剂和仪器

实验室所用试剂均是国产化学纯或分析纯试

剂。乙酸，柠檬酸，琥珀酸，丙酸皆为分析纯，!5酮戊

二酸为生化试剂；67-5)’ 型高速台式离心机；色谱

仪为 89 ))** :;1<=2>；（检测器：7)4)$: 紫外可见波

长检 测 器；进 样 器：7)4!": ）色 谱 柱 为 :?@AB=C，

9A/>1D<= B1E= &",，!&*,, F $G’,,。

!"% 测定方法

!"%"! 菌浓测定：用 9HI（9ADJ=K HALL IM<@,=）法测

定。离心条件：取 )*,- 发酵液，于 67-5)’ 型高速台

式离心机 4***/.,12 离心 )*,12。

!"%"$ 效价生物检定：以短小芽孢杆菌为检定菌，

按文献［’］进行。

!"%"% 组分测定：薄板层析法，按文献［’］进行。

!"%"# 有机酸测定：（)）有机酸标准液：标准有机酸

溶液采用双蒸水配制，标准有机酸包括乙酸，柠檬

酸，!5酮戊二酸，琥珀酸，丙酸。*G!!", 微孔滤膜过

滤后备用。（!）高效液相色谱：流动相 *G*),M<.- 磷

酸水 溶 液（ 用 NA8!9O$ 调 节 C8 至 !G!$），流 速

*G’,-.,12，进样量 !*"-，PI !)*2,，柱温 4*#。（4）

89-Q 分析发酵样品：取必特螺旋霉素发酵摇瓶的

发酵液于 4***/.,12 离心 )*,12 后，取上清液于 R
!*#冷 冻 保 存 备 用。 分 析 时 取 ),- 上 清 液 以

)****/.,12 的速率离心 )*,12，上清液用 *G$&", 合

成纤维素酯膜进行真空过滤后，取 !*"- 进样。按照

文献［S，"］对发酵液中的有机酸（乙酸、柠檬酸、!5酮
戊二酸、琥珀酸和丙酸）定性，并对照有机酸标准曲

线对有机酸进行定量。

$ 结果

$"! 添加 &’$( 对必特螺旋霉素发酵的影响

以发酵培养基为基础，在 *、!$、$"、S! 和 "*( 分

别添加适量的经灭菌处理的 H2! T 的母液，使发酵摇

瓶内 H2! T 的终浓度分别为 4、&、SG& 和 )*,,M<.-，进

行必特螺旋霉素的发酵实验。结果如表 ) 所示。就

添加 H2! T 的浓度而言，&,,M<.- 浓度的 H2! T 对产物

的促进效果最好；就添加时间而言，添加效果前期好

于后期，其中以 !$( 为最佳。表中显示在 !$( 添加

&,,M<.- 的 H2! T 对必特螺旋霉素合成的促进效果最

好。以 下 的 实 验 均 在 !$( 添 加 &,,M<.- 浓 度 的

H2! T 的条件下进行。

表 ! &’$( 的添加对必特螺旋霉素发酵效价的影响

6AU<= ) 6(= =VV=D> MV H2! T M2 >(= U1MLW2>(=L1L MV U1M>=D(,WD12

!（H2! T ）.（,,M<.-）
X=<A>1Y= >1>=/.+

*( !$( $"( S!( "*(

4G* )*$ )4) ))! ))" 3*
&G* )4* )4’ )*" ))& )!*
SG& )!4 )4$ ))& )*S )!)
)*G* ))" )4$ )!* ))" ))S

6M L=> >(= 6Z6X[ MV DM2>/M< LA,C<= AL )**+ \

图 $ $#) 添加 *++,-./ &’$( 对效价的影响

]1;\! 9/MV1<= MV CM>=2DW 12 U1M>=D(,WD12 V=/,=2>A>1M2 ^1>( & ,,M<.-

H2! T L@CC<=,=2>=K A> !$(

图 ! $#) 添加 *++,-./ &’$( 对 01 和菌浓的影响

]1;\) 9/MV1<= MV C8 A2K 9HI 12 U1M>=D(,WD12 V=/,=2>A>1M2 ^1>( &,,M<.

- H2! T L@CC<=,=2>=K A> !$(

$"$ 添加 &’$( 后发酵液 01、菌浓和效价变化趋势

图 )、! 显示 !$( 添加 &,,M<.- 浓度的 H2! T 后

C8、菌浓和效价随时间的变化曲线。由图 ) 可见加

H2! T 后 发 酵 液 C8 开 始 缓 慢 下 降，经 过 !$( 后 加

H2! T 摇瓶的 C8 一直比对照低 *G& 左右；加 H2! T 的

条件下菌体浓度比对照低 &+ % S+。从图 ! 效价

变化曲线可以看出，发酵前中期，对照条件下的效价

一直高于加 H2! T 条件，但到中后期，后者效价逐渐

高于对照，3’( 放瓶时加 H2! T 摇瓶的效价是对照的

!" 微 生 物 学 报 $& 卷



!"# 倍。在发酵后期，无论是加 $%# & 的还是未加

$%# & 的摇瓶效价都出现一个下降，估计 ’( ) *(+ 时

菌体的部分自溶导致效价紧随着出现下降。

!"# $%!& 对必特螺旋霉素发酵过程中有机酸浓度

的影响

图 , 所示为 #-+ 添加 .//0123 浓度的 $%# & 后必

特螺旋发酵过程中各种有机酸的浓度变化曲线。图

, 显示未添加 $%# & 情况下 456 循环中的有机酸浓

度波动范围不大，其中!7酮戊二酸的浓度范围为

("# ) ("8923；柠檬酸的浓度范围为 (", ) !"’923；琥

珀酸的浓度范围为 ("! ) !"(923。但十六元大环内

酯环合成前体酸如丙酸和乙酸浓度的波动范围较

大，其中乙酸浓度的波动范围为 ("- ) ,":923；丙酸

浓度的波动范围为 ("* ) ’"(923。与对照相比，加

$%# & 条件下，除乙酸外，其他有机酸类物质浓度均

有不同程度的增长，其中丙酸浓度的增长最为显著，

*-+ 时丙酸浓度为对照时的 ’ 倍。以上实验结果表

明，#-+ 添加 .//0123 $%# & 后必特螺旋发酵过程中

有机酸含量已经发生明显改变，也说明 $%# & 影响了

整个发酵过程菌体代谢。

表 ! 丙酸盐对必特螺旋霉素生物合成的影响

4;<1= # 4+= =>>=?@ 0> 5A,5A#

!
!
!
!
!
!
! !

!
!
!
!
!
!

5BBC; 0% <D0EF%@+=EDE 0> <D0@=?+/F?D%

6GG 5A,5A#5BBC; @D/=

,(+ ’(+

!（5A,5A#5BBC;）2（//0123）

H=1;@DI= @D@=J2K

6GG 5A,5A#5BBC; @D/=

,(+ ’(+

!（5A,5A#5BBC;）2（//0123）

H=1;@DI= @D@=J2K

6GG 5A,5A#5BBC; @D/=

,(+ ’(+

!（5A,5A#5BBC;）2（//0123）

!!! !!!

H=1;@DI= @D@=J2K

!!! !!!

(". 2 !!8 ! 2 !#* . 2 !#:

!!! !!!

(". (". !## ! ! !,- . . !#,

!!! !!!

(". !"( !#: ! . !,( . !( !(-

(". ."( !#. ! !( !!’ . #( 8#

40 E=@ @+= 4L4MH 0> ?0%@J01 E;/N1= ;E !((K O

!"’ ()# 前体的添加

!"’"* 添加丙酸盐对必特螺旋霉素生物合成的影

响：为了验证丙酸浓度增加和产物合成提高之间的

关系，我们进行丙酸钠添加实验。

参照加 $%# & 后丙酸浓度增长幅度最大的时间，

设计丙酸钠添加时间分别为 ,(+ 与 ’(+，终浓度为

(". ) #(//0123，并且 ’(+ 添加的丙酸钠浓度大于

,(+ 添加浓度，以未加 $%# & 和丙酸钠的发酵摇瓶为

对照。实验结果（表 #）显示，在 ,(+ 添加丙酸钠对

产物合成有明显的促进作用，其中以 ! ) .//0123 浓

度最 好；而 分 次 加 入 前 体 实 验 中，以 在 ,(+ 添 加

!//0123 丙酸钠浓度、’(+ 添加 ! ) .//0123 浓度时

对产物合成有较好的促进作用，此时的发酵单位为

图 # !’+ 添加 ,--./01 $%!& 后必特螺旋发酵过程中各

种有机酸的变化曲线

PD9O , QJ0>D1= 0> 0J9;%D? ;?DGE D% <D0@=?+/F?D% >=J/=%@;@D0% RD@+

.//0123 $%# & ESNN1=/=%@=G ;@ #-+

6：!7T=@091S@;JD? ;?DG；U：6?=@D? ;?DG；5：5D@JD? ;?DG；V：WS??D%D?

;?DG；M：QJ0ND0%D? ;?DGO

对照的 !,(K ) !,-K 。从表 # 还可以看出：前期丙

酸的加入对最终效价的提高具有明显作用；在 ,(+
加入的丙酸钠浓度一定时，后期补加使相对效价进

一步提高了 ,K ) *K。结合上面实验的结果和加

$%# & 后 有 机 酸 浓 度 的 变 化 趋 势 可 以 得 知，添 加

$%# & 后 57, 前体浓度的大幅度增长是造成效价上升

的一个直接原因。表 # 结果也与前文 $%# & 在前期

加入效果好于中后期相一致。

,*! 期 康 源等：$%# & 对必特螺旋霉素产生菌代谢和必特螺旋霉素合成的影响



!"#"! 混合添加丙酸盐与 !"# $ 对必特螺旋霉素生

物合成的影响：从表 # 可以看出丙酸浓度的增长的

确是 !"# $ 促进效价升高的一个主要原因。但是，丙

酸盐浓度的增加是否为 !"# $ 促进产物合成的唯一

原因？因此，我们继续研究混合添加丙酸钠与 !"# $

时对必特螺旋生物合成造成的影响。

从表 % 可以看出，在 #&’ 添加 ())*+,-、./’ 添加

( 0 1))*+,- 丙 酸 钠 浓 度 的 基 础 上，在 %/’ 添 加

1))*+,- !"# $ 时效价有很大的提高：分别为对照时

的 (223 0 #(23，并且高于 %/’ 添加 ())*+,-、./’
添加 ( 0 1))*+,- 丙酸钠时的效价。说明丙酸浓度

的增加不是 !"# $ 促进产物合成的唯一原因。!"# $

促进产物合成可能还存在其他原因。

表 $ 混合添加丙酸钠与 %&!’ 对必特螺旋生物合成的影响

456+7 % 4’7 78879: *8 ;<%;<#;==>5 5"? !"# $

!
!
!
!
!
!
!

*" 6@*AB":’7A@A *8 6@*:79’)B9@"

C?? ;<%;<#;==>5 5"? !"# $ :@)7

%/’ ./’

!（;<%;<#;==>5）,（))*+,-）

D7+5:@E7 :@:7F,3

C?? ;<%;<#;==>5 5"? !"# $ :@)7

%/’ ./’

!（!"#$ ）,（))*+,-） !（;<%;<#;==>5）,（))*+,-）!（;<%;<#;==>5）,（))*+,-）

!!

D7+5:@E7 :@:7F,3

!!( , (#G 1 ( , (22

!!( ( (%& 1 ( ( #(2
( 1 (%/ 1 ( 1 (.2

4* A7: :’7 4H4ID *8 9*":F*+ A5)J+7 5A (//3 K

$ 讨论

上述实验结果显示发酵前期添加 1))*+,- 浓度

的 !"# $ 后，发酵液 J< 逐渐下降，并且整个产素期间

发酵液 J<，菌浓，有机酸特别是乙酸、丙酸的含量都

发生了明显变化，L.’ 放瓶效价也有较大的提高。

由于 !"# $ 本身对菌体代谢的影响，可能会促进

有机酸的生成。这些有机酸的形成引起此后菌体生

长过程中发酵液 J< 缓慢下降。并且有机酸的大量

积累可能会对糖代谢产生反馈作用，导致糖代谢速

率减慢，使菌体生长受到抑制，尤其在发酵中后期这

些酸类物质浓度进一步积累时，菌体浓度与未加

!"# $ 条件下的菌体浓度差别更大。较低的 J< 值改

变了胞外营养物质的解离度和细胞膜的通透性，可

能干扰了菌体的初级代谢，进而可能影响菌体的生

长［L］。以上诸多原因导致了菌浓显著降低。

加 !"# $ 条件下，乙酸浓度下降。胞外乙酸浓度

的降低可能由于 !"# $ 提高了参与次级代谢的酰基

激酶和酰基 ;*C 合成酶的活性，导致形成更多的乙

酰 ;*C 并流向次级代谢形成更多的产物。加 !"# $

条件下，柠檬酸浓度增加。柠檬酸浓度直接与长链

脂肪酸的生物合成相关［((］，柠檬酸浓度增加可能会

导致一部分乙酰 ;*C 流向脂肪合成。由于内酯环

合成酶系与合成长链脂肪酸的酶系十分相似［(#］，因

此柠檬酸也可能对内酯环合成中的部分酶具有激活

作用，导致乙酰 ;*C 转向内酯环的生物合成中，从

而降低了胞外乙酸的积累。

加 !"# $ 条件下，除乙酸外的其他酸类物质的积

累量增多，其中以丙酸浓度的增长最为显著。从添

加 !"# $ 开始丙酸浓度逐渐高于对照，丙酸出现浓度

高峰的时期主要集中在发酵中后期，分别为 &G’ 和

G&’，而未加 !"# $ 条件下丙酸浓度出现高峰的时期

主要集中在发酵前中期，分别是 #&’ 和 ./’。从效价

变化可以看出，前中期未加 !"# $ 条件下的效价高于

加 !"# $ 条件，而在中后期正好相反，开始低于加

!"# $ 条件下的效价。结合效价和丙酸浓度的变化

曲线，可以看出发酵后期对照条件下较低的丙酸浓

度可能是产量进一步提高的限制因素。在微生物细

胞内，丙酸可由琥珀酸、缬氨酸或异亮氨酸形成［(%］。

图 %MN 显示加 !"# $ 条件下琥珀酸含量明显增加，说

明 !"# $ 可能通过促进丙酸类前体酸的供体代谢，增

加胞内可利用的丙酸类短链脂肪酸；另一方面由于

酰基激酶和酰基磷酸转移酶等参与螺旋霉素生物合

成的酶受短链脂肪酸的诱导［&］，高浓度的丙酸会促

进酰基 ;*C 大量形成。!"# $ 本身可能直接作为酶

的组成部分或作为酶的激活剂使酰基激酶和酰基

;*C 合成酶的活性有很大提高［(%］，导致丙酸大量流

向大环内酯的合成中，促进产物合成。

由上述分析可知，!"# $ 的加入促进必特螺旋霉

素合成的原因是，一方面导致丙酸等大环内酯环合

成所必需前体库的增加，另一方面直接或间接地激

活了与前体形成相关的酶的活性。
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