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氧载体对绿色产色链霉菌发酵生产阿维拉霉素的影响
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摘要!为了提高阿维拉霉素发酵液中氧传递效率$改善发酵

液中溶氧水平$增加阿维拉霉素的产量$研究各种氧载体对

发酵过程中阿维拉霉素的合成和绿色产色链霉菌的影响!

试验结果显示$吐温
+&

作为氧载体的效果最好$能有效地提

高生物量和单位菌体的阿维拉霉素的产率!在发酵开始的

+3

$添加
<

5

*

U

吐温
+&

$生物量达到了
''9+%

5

*

U

$阿维拉霉

素效价达到了
<=&.

5

*

U

$与对照组比较$分别提高了
%&9)<B

和
%'9=%B

$研究表明氧载体吐温
+&

能通过提高生物量和得

率系数来提高阿维拉霉素的产量!

关键词!绿色产色链霉菌&阿维拉霉素&氧载体&发酵
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阿维拉霉素又名肥拉霉素'是一种正糖霉素族的寡糖类

抗生素'具有调节动物肠内细菌代谢%

'̀ %

&和促进动物生长的

作用%

<

&

(阿维拉霉素对革兰氏阳性菌具有较好的抑制效果'

对大肠杆菌有着间接的影响'能有效地减小动物的感染

率%

=

&

'还可以促进动物生长+提高饲料回报率同时具有低残

留和低毒性+无交叉耐药性等优点'已经作为一种饲料添加

剂用于猪和肉鸡的养殖%

;̀ )

&

(

阿维拉霉素的生产是好氧发酵过程'发酵液中溶氧水平

的高低与细胞内酶的活性有着直接的关系'决定了何种代谢

途径生成
QZ$

+还原力及各种代谢物%

(

&

$对细胞的生长和细

胞内阿维拉霉素的合成有重大影响(为了满足发酵过程中

氧的要求'常用搅拌转速和增大通气量等方法来提高发酵液

中溶氧水平'但过大的剪切力会引起菌丝损伤'造成菌丝断

裂+泡沫增多和变大以及发酵不易控制等%

+

&

(也有学者利用

转基因技术将透明颤菌血红蛋白的基因克隆到目的菌株'降

低菌株对氧的敏感度'使菌株适应发酵液中较低的溶氧水

平'提高对氧的利用%

,

&

$向发酵液中加入过氧化氢等%

'&

&分子

氧底物(以上
%

种方法存在基因的表达不稳定或丢失%

''

&和

本身有着较大毒性等%

'%

&问题(通过添加氧载体来改善发酵

液的溶氧水平'也能提高发酵产量%

'<

&

(

氧载体是一种对细胞没有毒性'具有比水更高的溶氧能

力的有机化合物%

'=

&

(在发酵液中添加正己烷+煤油和表面

活性剂等氧载体'引入新的液相'减小气液之间的传氧阻力'

提高
V1/

!传氧系数#值'在同一发酵系统中能提高
<&B

&

<&&B

'或达到同样混合效果时降低搅拌功率
<&B

以上%

';

&

(

目前国内外尚未发现有氧载体用于发酵生产阿维拉霉素的

研究(本试验拟研究各种氧载体对绿色产色链霉菌产阿维

拉霉素的影响'进一步观察其发酵参数'对氧载体的效果进

行评价和筛选'并考察添加时间和浓度对生物量及阿维拉霉

素合成的影响'以期为氧载体在阿维拉霉素工业化生产的应

用提供理论依据(

'

!

材料与方法
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云药业有限公司(
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主要仪器和试剂
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主要试剂
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标准品"

+&B

'美国历来公司$

吐温
%&

+吐温
+&

"分析纯'上海沪试剂厂$

正己烷"分析纯'上海沃凯生物技术有限公司(

'9%9%

!

主要仪器

超净工作台"

fc"c*C''';C

型'上海智城分析仪器制造

有限公司$

隔水式恒温培养箱"

!D$*,')&

型'上海森信仪器有限

公司$

液相色谱仪"

L/G@M8)&&@

型'沃特世科技!上海#有限

公司(
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!

培养基与培养方法

'9<9'
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培养基

斜面培养基"可溶性淀粉
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种子培养基"豆饼粉
<%
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+甘露醇
%%
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*
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+蛋白胨

;
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+葡萄糖
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发酵培养基"甘露醇
%;

5

*

U

+豆饼粉
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U

+可溶性淀

粉
)9=

5

*

U

+!

?c

=

#

%

Eb

=

%9;

5

*

U
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培养方法

液体种子培养"挑选斜面培养基中长势较好的绿色产色

链霉菌的孢子'接种于装有
;&.U

种子培养基的
%;&.U

三

角瓶内(在
%+\

的摇床里以
%&&M

*

.04

振荡培养
%=3

$

液体发酵培养"以
)B

的接种量'将已培养种子培养液

接入到装有
;&.U

发酵培养基的
%;&.U

三角瓶中'在
%+\

条件下
%&&M

*

.04

振荡培养
(%3

(

'9=

!

分析方法

'9=9'

!

样品处理
!

取
;9&.U

发酵液于离心管中'

=&&&M

*

.04

离心
'&.04

'弃上清液'加入
,9&.U

无水甲醇'用振荡器充

分振荡后'浸提
<&.04

'用滤膜过滤'经无水甲醇稀释的上清

液即为待测液(

'9=9%

!

菌体生物量的测定
!

在发酵
=+3

后'吸取发酵液

'&.U

'

=&&&M

*

.04

离心
'&.04

'倒出上清液'沉淀物烘干至

恒重的质量即为菌体生物量(

'9=9<

!

还原糖的测定
!

采用
X?E

法%

')

&

(

'9=9=

!

阿维拉霉素的测定
!

取
'.U

的发酵液移至装有

<.U

甲醇的
;.U

的离心管中'旋涡震荡
<.04

'超声
'&.04

后经
&9%%

#

.

过滤膜过滤'摇匀'备用(

采用高效液相色谱分析!

c$UC

#法(色谱条件"流动相

为乙腈
$

&9%B

磷酸二氢铵
h;'

$

=,

!体 积 比#$流 速

'.U

*

.04

$色谱柱
Q

5

01@4GC

'+

'

=9)..Y%;&..

$检测波长

%'=4.

'柱温
<;\

'进样量
%&9&

#

U

(

'9=9;

!

得率系数的计算
!

按式!

'

#计算得率系数(

J

N

C

I9C

' !

'

#

式中"

J

)))得率系数'

.

5

*

5

$

C

)))阿维拉霉素'

.

5

*

U

$

I9U

)))生物量'

5

*

U

(

%

!

结果与分析
%9'

!

氧载体对阿维拉霉素的影响

选择
(

种常用氧载体以
%

5

*

U

的添加量进行绿色产色

链霉菌发酵试验'结果见图
'

(由图
'

可知'添加氧载体均可

以提高阿维拉霉素的产量(其中吐温
%&

+吐温
+&

+正己烷的

效果明显$其余的氧载体也有一定的促进作用'但与前
<

组

比较'效果不显著(与对照组相比'正己烷提高了
%'.

5

*

U

'

吐温
%&

提高了
%).

5

*

U

'吐温
+&

的促进效果最好'增加了

=&.

5

*

U

(显然吐温对阿维拉霉素的合成具有较好的促进

效果'从促进效果和经济性角度综合考虑'选择正己烷+吐温

%&

和吐温
+&

作为研究对象'进一步研究其对阿维拉霉素产

量的促进作用(

图
'

!

氧载体对阿维拉霉素产量的影响
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氧载体添加量对发酵的影响

%9%9'

!

吐温
%&

+吐温
+&

和正己烷添加量对阿维拉霉素产量

的影响
!

由图
%

可知'添加量低于
<

5

*

U

时'随着氧载体添

加量的增加'阿维拉霉素产量也随着增加(添加量为
<

5

*

U

时'阿维拉霉素产量均达到最高(吐温
+&

的提升效果要优

于吐温
%&

与正己烷的(当添加量超过
<

5

*

U

时'阿维拉霉

素产量均有所减小'说明过高浓度的氧载体对菌生产阿维拉

霉素不利'可能是氧的浓度对抗生素的产量影响降低(其中

添加量为
<

&

=

5

*

U

时正己烷组产量下降较快'可能是高浓

度的正己烷影响了阿维拉霉素相关酶系导致产量下降%

'(

&

(

高浓度的氧载体能提高
V1/

系数%

'+

&

'提高发酵液的溶氧水

平'促进阿维拉霉素产量的提高'但是过高浓度氧载体却不

利于绿色产色链霉菌的发酵'使得发酵液中阿维拉霉素含量

降低(

%9%9%

!

吐温
%&

+吐温
+&

和正己烷添加量对生物量的影响

图
<

显示'在添加量为
<

5

*

U

时菌体量达到最大值'添

加正己烷+吐温
+&

和吐温
%&

的发酵液生物量与对照组生物

量!

,9+&

5

*

U

#相比'分别提高了
';9;+B

'

%&9)<B

'

')9;+B

(

与正己烷组相比'吐温
+&

对生物量促进的效果更为明显(
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基础研究
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年第
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图
%

!

正己烷%吐温
%&

和吐温
+&

添加量对阿维拉霉素

产量的影响
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图
<

!

正己烷%吐温
%&

和吐温
+&

添加量对生物量的影响
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这可能是吐温
+&

本身就可以作为营养源'供给微生物生长'

而且吐温可以增大细胞的通透性'使细胞的新陈代谢较为容

易%

',

&

'从而促进了细胞的生长'提高了生物量(同时发现添

加量超过
<

5

*

U

时'正己烷+吐温
%&

和吐温
+&

组的生物量都

有所降低(其中正己烷组的生物量下降速度较快'可能是由

于高浓度烷烃类氧载体对菌体的伤害较强'使得菌丝体在发

酵后期快速降解%

%&

&

'与冯杰等%

%'

&研究结果相符(说明氧载

体的浓度过高不利于菌体量的增长'同时会干扰微生物的发

酵'抑制菌体合成次生代谢产物的能力'造成单位菌体产阿

维拉霉素能力下降(

%9%9<

!

吐温
%&

+吐温
+&

和正己烷添加量对得率系数的影响

由图
=

可知'添加不同氧载体的发酵液中得率系数的趋

势大致相同'添加
&

&

%

5

*

U

时随着氧载体浓度的提高'正己

烷+吐温
%&

和吐温
+&

组的菌体得率系数逐渐增大'说明低

浓度氧载体均有利于单位细胞产阿维拉霉素的能力提高(

比较图
%

&

=

的数据可知'添加量为
%

&

<

5

*

U

时'添加氧载

体能促进阿维拉霉素的产量和生物量的提高'与颜日明

等%

%%

&的研究结果相同'但阿维拉霉素的得率系数基本维持

不变甚至有所降低'说明产量的增加与生物量的提高有很大

关系'不仅仅是单位细胞产率增大的结果(添加量超过

<

5

*

U

时'

<

种氧载体的得率系数+生物量和产量都没有提

高'甚至有所降低(这可能是菌体在生长阶段和代谢阶段受

图
=

!

正己烷%吐温
%&

和吐温
+&

添加量对

得率系数的影响

#0

5
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204

到的限制主要因素不仅仅是氧浓度'还受到发酵本身的碳源

和氮源限制(

%9<

!

吐温
%&

"吐温
+&

和正己烷添加时间对阿维拉霉素产量

的影响

!!

在上述试验的基础上'以
<

5

*

U

的添加量进一步研究氧

载体在发酵过程中的添加时间对阿维拉霉素产量的影响'结

果见图
;

(由图
;

可知'发酵后
%=3

内添加氧载体比发酵开

始时添加能显著提高阿维拉霉素产量$前
+3

'随着添加时间

的推迟'阿维拉霉素的产量整体呈上升趋势'提示氧载体最

适的添加时间为链霉菌的对数生长期'可能是菌体在对数生

长期对氧的要求较高'添加氧载体解除溶氧极限'有利于菌

体的生长$而在发酵后期!

%=3

后#添加氧载体'随着添加时

间推迟'阿维拉霉素的产量低于发酵初始添加'这是因为进

入生长稳定期'氧载体的添加对菌体量的促进效果减低(另

外吐温组的产量超过了正己烷组'可能是氧载体吐温
+&

对

生物量有明显提升效果'与王爽等%

',

&的研究结果一致(但

是抗生素是次级代谢产物'其产量的高低受多种因素影响'

菌体量只是其中的一个方面$液态烷烃在发酵液中可以起到

分散剂的作用'使细胞间的絮凝性降低'较大的菌丝团

在剪切力的作用下会分散成数个小菌丝团(与大菌丝团相

图
;

!

正己烷%吐温
%&

和吐温
+&

添加时间对

阿维拉霉素产量的影响
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梅等"氧载体对绿色产色链霉菌发酵生产阿维拉霉素的影响
!



比'分散的较小菌丝团界面面积会有所增加'从而加快了氧

传递到菌丝体内的总速度(但是烷烃较高的毒性会抑制菌

体产抗生素的能力'降低阿维霉素的产量(

%9=

!

吐温
+&

对阿维拉霉素发酵过程的影响

以吐温
+&

为氧载体'添加时间为
+3

+添加量为
<

5

*

U

进行发酵试验'其发酵过程中绿色产色链霉菌的生物量+产

量+培养基
N

c

值+残糖含量的变化趋势见图
)

(由图
)

可

知'添加氧载体能加快菌体的生长'提高生物量'并提高了单

位菌体产阿维拉霉素的能力'两者共同作用促使阿维拉霉素

产量显著提高(在
&

&

')3

菌体的对数生长期'发酵液中阿

维拉霉素的含量较低'

N

c

值和还原糖的含量都急剧下降$在

')3

后'生物量逐渐保持稳定'菌体进入稳定期'并保持不

变'而阿维拉霉素的含量呈指数上升'并在
=&3

达到最大

值'这种发酵类型属于非生长偶联型发酵$同时发酵液中
N

c

值由发酵早期的逐渐减小转变为逐渐增大'还原糖的消耗速

率也有着明显的降低'可能与菌体在发酵过程中产生的有机

酸有关%

%&

&

(葡萄糖经
-W$

途径等生成的有机酸被部分排

出细胞外'使得发酵液的有机酸含量增高'

N

c

值下降'但在

阿维拉霉素生产期'由于发酵液中碳源量的降低'有机酸被

菌体重新利用%

%<̀ %;

&

'

N

c

值逐渐上升$同时菌体进入次生代

谢期'生物量不再增加'还原糖的消耗速率也逐渐减小'阿维

拉霉素含量也急剧上升%

%)

&

(因此在
+3

发酵的对数生长期

添加吐温
+&

解除溶氧限制'能提高生物量和阿维拉霉素的

产量%

%(̀ %+

&

(

图
)

!

发酵过程中
N

c

%还原糖%生物量%

阿维拉霉素的曲线图
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!

结论
本研究将

(

种氧载体添加到绿色产色链霉菌的发酵过

程中'结果显示添加的氧载体均可以提高其阿维拉霉素的产

量'其中吐温
%&

+正己烷和吐温
+&

效果最好(在此基础上考

察这
<

种氧载体对绿色产色链霉菌合成阿维拉霉素的影响'

发现
<

种氧载体均可以提高生物量'同时能提高绿色产色链

霉菌的得率系数'从而提高绿色产色链霉菌产阿维拉霉素的

能力'其中吐温
+&

作为氧载体的效果最好(另外'还研究了

氧载体添加时间对阿维拉霉素产量的影响'在发酵开始的第

+

天添加
<

5

*

U

的吐温
+&

与对照组相比'生物量提高了

%&9)<B

'得率系数增加到
<9'%B

(

本试验证明了氧载体能强化氧传递速率'提高菌体的生

物量和得率系数'促进代谢产物的合成(下一步将研究各种

氧载体的协同作用对阿维拉霉素产量提高的影响以及对菌

体糖代谢的关键酶活性的影响'进一步发掘氧载体的促进

机制(
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表
'

!

苹果果实准确率

Z/A1@'

!

Q22IM/2

6

:J/

NN

1@JMI0G

项目 单位
苹果果实类别

"

'

"

%

"

<

总计

苹果数
!!

个
)& '%& %%' =&'

准确检测数 个
;+ ''; %&+ <+'

漏检数
!!

个
% ; '< %&

准确率
!!

B ,)9) ,;9+ ,=9' ,;9&

!!

在被检测苹果图像中'无相邻+遮挡及重叠的苹果属于

"

'

(由于没有遮挡和重叠的现象'

"

'

果实的新型特征提取

算法下的检测最准确'因而识别准确率最高(

在被检测苹果图像中'相邻+不重叠的苹果属于
"

%

(

"

%

果实可以在通过去除小面积噪声后'使用新型特征提取算法

获取苹果的圆形特征'识别率亦较高(

在被检测苹果图像中'相邻+重叠的苹果属于
"

<

(由于

"

<

果实受外界条件的影响'苹果果实表面将有大面积噪声

产生'在小面积遮挡情况下'新型特征提取算法具有较高的

准确率'若被检测苹果图像中有大面积遮挡的现象'则会影

响苹果果实识别的准确率'此种情况下苹果的识别准确率较

低'但也能达到
,=9'B

(

c:I

5

3

算法仅仅在边缘平滑的情况下'对近似圆形果实

的识别率较高'若被检测图像的边缘出现残缺'则就难以检

测出相应的圆形'见图
'%

!

2

#(另外'

c:I

5

3

算法具有较大的

计算量'过多的资源占用率'若被检测图像的背景复杂'其检

测圆形的能力相当差'见图
''

!

2

#(

由图
'&

&

'%

可知'

"

'

+

"

%

+

"

<

<

类不同状态的苹果果

实'在新型苹果果实特征提取算法下都能有较高的果实识别

率'而利用
c:I

5

3

算法仅仅对
"

'

果实有较高的准确率'

"

%

+

"

<

果实的识别率较低'因此'本试验提出的新型苹果果

实提取算法的鲁棒性更强'即使在
"

<

情况下也能有较好的

果实识别率(

=

!

结论
针对传统

c:I

5

3

算法在苹果相邻及重叠检测中准确度

低+实时性不强的缺陷'提出了一种新型的果实提取算法'该

算法利用一个滑动的高斯模板和苹果图像进行卷积运算提

取圆形'使用被检测苹果图像所在的连通区域的最小包络矩

阵'获取果实的半径(通过试验发现'该圆形检测算法比传

统圆形检测算法的效果更好'且果实的检测准确率可达
,)9

)B

'能够满足果实分级的要求(然而'该算法对于复杂场景

的苹果检测还存在实时性提高的空间'需要加以改进(
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