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摘要：磷酸盐初始浓度 ’(!))*+,- . /(’ ))*+,- 有助于菌体的生长，但抑制氨基糖苷类抗生素 012"%3 的合成。在产

物合成期磷酸盐浓度控制在 !(! ))*+,- 以下可提高碱性磷酸酯酶活力，降低丙酮酸浓度，促进氨基糖苷类抗生素

012"%3 合成。

关键词：抗生素 012"%3，磷酸盐，发酵，碱性磷酸酯酶，丙酮酸

中图分类号：456’$("；57!$ 文献标识码：3 文章编号：%"$#2"’$6（"%%&）%$2%7$"2%6

’()*+(, (- ./(01/2*3 ’()43)*+2*5() () &65)(7,84(0593 &)*5:5(*54
!"#$%& ;3+63)*2*5()!

89:; 0<=>2?@>A!!! B93C 0<>A2D@<! E93;F GH=>2I<>A" 89:; 9=*! FJC G=>A29=*!

（ !"#$%$&$’ () *+,-.,/’&$%/,0 1%($’/+"(0(23 ,"4 5"2%"’’-%"2，6&7+(& 8"%9’-#%$3，6&7+(& #$%%%"）!

（:$,$’ ;’3 <,=(-,$(-3 () 1%(-’,/$(- 5"2%"’’-%"2，5,#$ >+%", 8"%9’-#%$3 () ?’/+"(0(23，:+,"2+,% "%%"#&）"

&:0*+24*：1K L=M N*H>O KP=K KP@ QP*MQP=K@ R*>R@>KS=K<*> @NN@RK@O M<A><N<R=>K+T *> KP@ R@++ AS*LKP =>O KP@ QS*OHRK<*> *N =)<>*A+TR*M<O@ =>K<U<*K<R 012

"%3V 3+KP*HAP <><K<=+ QP*MQP=K@ R*>R@>KS=K<*> *N ’(!))*+,- . /(’ ))*+,- L=M U@>@N<R<=+ N*S KP@ R@++ AS*LKP，KP@ QS*OHRK<*> *N =)<>*A+TR*M<O@

=>K<U<*K<R 012"%3 L=M <>P<U<K@OV DP@> KP@ QP*MQP=K@ R*>R@>KS=K<*> L=M R*>KS*++@O U@+*L !(! ))*+,- <> KP@ U<*MT>KP@M<M QP=M@ *N =)<>*A+TR*M<O@

=>K<U<*K<R 012"%3，P<AP =+W=+<>@ QP*MQP=K=M@ =RK<X<KT =>O +*L QTSHX<R =R<O R*>R@>KS=K<*> L@S@ S@MH+K@O <>，=>O KP@ QS*OHRK<*> *N =)<>*A+TR*M<O@

=>K<U<*K<R 012"%3 L=M @>P=>R@OV

<38 =(+90：3>K<U<*K<R 012"%3，YP*MQP=K@，?@S)@>K=K<*>，3+W=+<>@ QP*MQP=K=M@，YTSHX<R =R<O

!福建省科技三项基金项目（;*V Z"%%!!）

福建省自然科学基金项目（;*V 8%"!%%%&，[/7!%%%&）

!!通讯作者 :2)=<+：\NRP@>] N^HV @OHV R>
收稿日期："%%’2%/2"%，修回日期："%%’2!!2%’

西 索 米 星（ B<M*)<R<>，B1BC）、庆 大 霉 素

（F@>K=)<R<>，F_）和小诺霉素（_<RS*>*)<R<>，_8‘）是

临床上一类重要的氨基糖苷类抗生素。西索米星

是抗生素 012"%3 的脱羟基化衍生物，庆大霉素 8!=

为 012"%3 的脱氧化衍生物，小诺霉素为 ’a2;2甲基庆

大霉素 8!=，又称庆大霉素 8"U（F_ 8"U）或相模湾霉

素（B=A=)<R<>，BF_）。由于 012"%3 是小单孢菌生物

合成西索米星、庆大霉素 8!=和小诺霉素过程中的中

间代谢产物，凡是能够产生上述抗生素的菌种，都

可能产生抗生素 012"%3［! . ’］。

美国的 4@MK=［&］和日本的 Z=M@［7］，先后对庆大霉

素类抗生素的生物合成途径提出了假设。中国的

陈剑锋博士［/］，通过对以 @ V %"3(’"#%# ?%%# 为产生

菌的西索米星生物合成实验结果的分析，绘制了庆

大霉素 b 西索米星型的假三糖庆大霉胺类抗生素

的生物合成途径。在此基础上，陈剑锋等人又进一

步绘制了以 @ V %"3(’"#%# ?%%" 为产生菌的抗生素 012
"%3 的生物合成途径（见图 !），提出了形成氨基糖

苷类 抗 生 素 012"%3、F26!7 和 012"%[、B1BC、F_ 及

_8‘ 等可能的生物合成途径。

磷酸盐会影响很多抗生素的生物合成［!% . !"］。

前文已报道［!#］，磷酸盐对西索米星的生物合成具有

明显的双向调控作用，磷酸盐浓度可能是西索米星

发酵过程中菌体进行平衡生长的关键因素之一，在
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磷酸盐浓度高时菌体生长处于平衡状态，西索米星

的生物合成被抑制，只有当发酵过程中磷酸盐浓度

不足时，西索米星的生物合成才能开始。本研究对

抗生素 !"#$%& 发酵过程中磷酸盐浓度的影响进行

考察，进而优化抗生素 !"#$%& 发酵培养条件。

图 ’ 氨基糖苷类抗生素 !"#$%& 可能的的生物合成途径

! 材料与方法

!"! 菌种

实验使用的是伊尼奥小单孢菌（!"#$%&%’%()%$*
"’+%,’("( (%%$，为本课题组诱变保存菌种［’］，抗生素

!"#$%& 组分可占发酵液中氨基糖苷类抗生素总浓度

的 )*+以上）。

!"# 培养基与培养条件

斜面、种子、摇瓶和 ) , 罐发酵培养条件同参考

文献［’］。

!"$ 分析方法

菌体浓度（-）和总糖浓度（./）的测定同参考文

献［0，1］。抗生素 !"#$%& 效价（2）测定采用薄层层

析生物显影法和微生物检定法［’］，检定菌为短小芽

孢杆菌（-*#"../( )/&"./( 3433 5*$%$）。丙酮酸浓度

测定 采 用 $，0#二 硝 基 苯 肼 比 色 法［’*］，测 定 波 长

)$% 67。无机磷酸盐浓度（28）的测定采用钼蓝比色

法［’*］，测定波长 55% 67。碱性磷酸酯酶活力（&,2）

采用 磷 酸 对 硝 基 苯 酚 比 色 法 测 定［’*］，测 定 波 长

0%) 67。淀粉水解酶表观活性（9）采用 :2,3 法和酶

法测定［0］。

# 实验结果

#"! 初始磷酸盐浓度对抗生素 %&’#() 发酵的影响

根据方法 ’;$，仅改变摇瓶发酵培养基中磷酸

氢二钾的用量，其余成分不变，测定 11 < 发酵结束

时的菌体浓度和 !"#$%& 效价，每个样本测定 * 次取

均值，考察初始磷酸盐浓度对抗生素 !"#$%& 发酵的

影响，结果见图 $。由图可见，初始磷酸盐浓度对抗

生素 !"#$%& 的发酵影响很大。就菌体生长而言，随

着初始磷酸盐浓度的增加，发酵结束时，菌体浓度

缓慢上升，于 5;’ 77=>?, 时出现菌体浓度最大值

’*;$ @?,；之后，随着磷酸盐浓度继续增加，菌体浓

度反而迅速下降，并未出现高浓度的磷酸盐刺激菌

体生长的情况。对产物合成而言，初始磷酸盐浓度

从 ’;’ 77=>?, 升至 5;’ 77=>?,，发酵结束时，抗生素

!"#$%& 浓度显著地升高到最大值 %;)A @?,；继续增

加磷酸盐，!"#$%& 浓度反而大幅度下降，当初始磷酸

盐浓 度 $’;* 77=>?, 时，抗 生 素 !"#$%& 浓 度 降 至

%;%A @?,。

研究表明，抗生素 !"#$%& 发酵中，磷酸盐对菌

体生长和产物合成产生影响的浓度范围有所区别，

较高初始磷酸盐浓度（如 5;’77=>?, B 1;577=>?,）对

菌体正常生长影响不大，但严重抑制 !"#$%& 的合

成。这与 CDEF@=6［’%］、陈剑锋［’*］和杨丽［’0］等人报道

的磷酸盐对西索米星合成的影响有相似之处。

图 $ 初始磷酸盐浓度对抗生素 !"#$%& 发酵

的影响（0，!；1，"）

#"# 产物合成期控制磷酸盐浓度对抗生素 %&’#()
发酵的影响

在 G"C.H&H G) 型全自动发酵罐上，根据方法

’;$，采用初始磷酸盐浓度为 5;% 77=>?, 的发酵培养

基，经过 $$ < 发酵后，通过流加补料磷酸盐或磷酸

盐络合物，分别控制产物合成期（$0< B 11<）发酵液

中磷酸盐浓度为 ’;177=>?, B $;*77=>?,（简称高磷

发酵）或 %;177=>?, B ’;’ 77=>?,（简称低磷发酵），
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进行产物合成期控制磷酸盐浓度的对比实验（见图

!），每个样本测定 ! 次取平均值。

研究 发 现，高 磷 发 酵 中，菌 体 浓 度 维 持 在

""#$ %&’，为低磷发酵的 "#" 倍；总糖消耗较大，发酵

结束时，残糖浓度为 ((#) %&’，低于低磷发酵时 !*#!
%&’ 的残糖浓度，但抗生素 +,-($. 浓度为 $#*/ %&’，

仅相当于低磷发酵时的 0)#12。

高磷发酵过程发酵液中丙酮酸浓度和淀粉水解

酶活力均始终高于低磷发酵过程。在产物合成期，高

磷发酵时丙酮酸浓度为 $#3"%&’ 4 $#33 %&’，约为低磷

发酵时的 "#( 4 "#! 倍；在产物合成期，高磷发酵时淀

粉水解酶活力约为低磷发酵时的 (#$ 倍左右。

图 ! 产物合成期控制磷酸盐浓度对丙酮酸浓度（5）、碱性磷酸酯酶活力（6）和淀粉水解酶活力（7）的影响

（高磷发酵，!；低磷发酵，"）

高磷发酵和低磷发酵过程中碱性磷酸酯酶活

力有相同的变化趋势，均在 !38 4 *)8 达到最大值，

但高磷发酵过程发酵液中碱性磷酸酯酶活力始终

低于低磷发酵过程，前者约为后者的 0$2左右。随

着发酵的继续进行，这种差距进一步扩大，当发酵

结束时，前者降至后者的 "&! 左右。

综上所述，对比两种条件下抗生素 +,-($. 发酵

过程的总糖消耗、淀粉水解酶活力、碱性磷酸酯酶

活力和丙酮酸累积的变化情况可见，当发酵过程处

于高磷发酵条件下，较高浓度的磷酸盐促进了糖类

底物的降解，导致发酵过程丙酮酸浓度较高，同时

使发酵过程碱性磷酸酯酶活力降低，从而抑制了抗

生素 +,-($. 的合成。因此，在抗生素 +,-($. 产物合

成期，应控制发酵液中的磷酸盐浓度，避免磷酸盐

对抗生素 +,-($. 生物合成的负面效应。

!"# 控制磷酸盐浓度对抗生素 $%&!’( 分批发酵过

程微生物代谢特征的影响

在 9,:;<.< 9/ 型全自动发酵罐上，根据方法

"#(，发酵培养基中初始磷酸盐浓度为 3#$ ==>?&’，

进行低磷发酵和高磷发酵的抗生素 +,-($. 分批发

酵验证实验，两种发酵过程的微生物代谢特征分别

见图 *5 和图 *6。由图可见，菌体的生长、总糖的消耗

和磷酸盐的消耗在最初的 )8 4 ((8 内迅速增加，当开

始测到抗生素 +,-($. 产物时，发酵液中的磷酸盐浓度

已降至 $#"$ ==>?&’ 以下，说明抗生素 +,-($. 的合成

是在培养基中磷酸盐浓度接近耗尽时才开始的。

图 * 低磷时 +,-($. 分批发酵过程的微生物代谢特征

对比两种条件下抗生素 +,-($. 分批发酵过程

的微生物代谢特征可见，在产物合成期磷酸盐浓度

若能始终控制在 "#" ==>?&’ 以下，将有助于抗生素

+,-($. 发酵过程的正常进行，发酵结束时 +,-($. 效

价较高，否则发酵过程仍处于菌体生长状态，发酵

结束时，+,-($. 效价相对较低。
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! 讨论

研究表明，与前文［!"］报道的磷酸盐对西索米星

生物合成的影响情况相似，磷酸盐对氨基糖苷类抗

生素 #$%&’( 的生物合成也具有双向调节作用，也存

在着高浓度抑制菌体生长和产物合成，而低浓度刺

激菌体生长和促进产物合成的双重作用。初始磷

酸盐浓度 )*!++,-./ 0 1*)++,-./ 虽有助于刺激菌

体的生长和缩短发酵过程的迟滞期，却严重抑制抗

生素 #$%&’( 的合成。在发酵过程中，更高浓度的磷

酸盐并不能进一步刺激菌体生长，反而对菌体生长

产生抑制作用。

磷酸盐对抗生素 #$%&’( 菌体生长的这种影响

作用，可能是由于生长阶段菌体的胞内碱性磷酸酯

酶活力发生变化，以及改变了糖类底物的代谢情况

和胞外淀粉酶活力大小、干扰了菌体的初级代谢、

破坏了菌体正常的生长平衡的综合结果。

一般地，葡萄糖进入细胞后的代谢过程要经过

234 途径形成丙酮酸，然后才能进入 56( 循环形成

各种结构的有机酸和氨基酸类中间代谢产物、以及

发酵过程所需的各种酶和 (54，满足抗生素 #$%&’(
产生菌的菌体生长和生物合成。随着培养基中磷

酸盐浓度的增加，738 途径中碱性磷酸酯酶活力逐

渐下降，导致氢供体 9(:47 合成代谢受阻和 (54
的累积，影响丙酮酸的累积，改变胞外营养物质的

解离度和胞膜通透性，从而干扰了菌体的初级代

谢，最终影响到菌体的正常生长［!’，!!］。

在产物合成期，流加磷酸盐对抗生素 #$%&’( 的

生物合成存在抑制作用。初步推测，可能与发酵过

程中碱性磷酸酯酶活力受磷酸盐的调节有关。过

量的磷酸盐将抑制碱性磷酸酯酶的活力和改变葡

萄糖代谢在 738 途径与 234 途径的通量分配，使

氢供体 9(:47 的合成代谢受阻而成为抗生素合成

中的 限 制 因 子，从 而 影 响 了 脱 氧 青 蟹 肌 醇 形 成

&%:;8的顺利进行，这种现象与氨基糖苷类抗生素

的生物合成往往受到磷酸盐的反馈调节的情况是

一致的［!’ 0 !&］。

因此，在进行氨基糖苷类抗生素 #$%&’( 的发酵

时，应该分段控制发酵液中的磷酸盐浓度。既要考

虑到菌体生长的最大化，又要兼顾到产物比合成速

率的最优化。可以选择磷酸盐浓度低的培养基来

降低产物合成期发酵液的磷酸盐浓度，或通过流加

补料方式，控制产物合成期发酵液中的磷酸盐浓度

在 !*! ++,-./ 以下，避免高浓度的磷酸盐对抗生素

#$%&’( 产物合成的抑制作用。
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