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各种氮源物质对阿维链霉菌GB．156发酵

生产阿维菌素的影响

毕 然

(中国农业大学生物学院，北京，100094)

摘 要 以阿维链霉菌GB一156突变菌株，研究了各种有机和无机氮源物质对阿维菌素生物合成的影响作用。

实验结果表明，花生蛋白粉为最有利于阿维菌素发酵生产的有机氮源，在发酵培养基中添加花生蛋白粉和花生

饼粉使阿维菌素B1产量分别提高了334．7％和308．9％；而(NH4)2S04作为有效的无机氮源，在1．0％的添加浓

度下，可以提高阿维菌素B1和阿维菌素总产量的水平，并且得到了较为适合的阿维菌素生产用氮源优化发酵培

养基，其组成为可溶性淀粉7％，花生蛋白粉l％，(N}14)2S04 0．1％，MnS04·7H20 0．5％，Kcl 0．4％，cac03

0．2％，CoCl2·6H20微量，pH 7．0～7．2。
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阿维菌素属大环内酯抗生素类杀虫杀螨剂，它含有8个

不同结构的组分：A1a、A2a、B1a、B2a、A1b、A2b、B1b和B2b⋯。

其中，A1a、A2a、B1a和B2a为大量组分，含量在80％以上，而

A1b、A2b、B1b和B2b4个组分含量少，在20％以下幢J。作为

生物农药的代表之一，阿维菌素由于具有高效、抗虫谱广、低

毒、高选择性以及无残留、与环境相容性好等特点，深受农药

行业的高度重视，并广泛用于兽用驱虫∽J。

阿维菌素属于微生物发酵产品，而对于微生物发酵生产

抗生素而言，一个稳定高产阿维菌素的菌株对工业化生产十

分重要L3，4j。前期工作已经对阿维菌素生产菌种的优化进行

了较为深刻的研究，利用分子生物学育种手段得到了可以高

产阿维菌素而且遗传性能稳定的突变株【5叫J。但阿维菌素主

要存在于菌丝体中，很多因素影响其生物合成，如碳源、氮源、

无机盐、维生素、微量元素、通气量、温度和pH值等。如何提

高阿维菌素的发酵单位，降低生产成本，是实现阿维菌素产业

化生产的关键问题。本研究根据突变菌株发酵生产阿维菌素

的特殊生长需要【7。8 J，重点分析不同发酵培养基中氮源组分

对阿维菌素发酵生产的影响。

1材料和方法

1．1菌种

阿维链霉菌(S￡心声幻mM嚣口伽rm沥胁)GB一156，发酵实

验室保存，由s．n℃wm捌zis uA—G菌株L5j经aveD基因修饰

的遗传突变菌株。

1．2主要材料

酵母浸粉(蛋白质含量>60％)购自北京奥星生物技术公

司，花生饼粉(蛋白质含量>50％)和花生蛋白粉(蛋白质含量

>70％)购自河南开封花生集团公司，棉籽蛋白粉(蛋白质含

量>60％)购自北京中棉紫光生物技术公司，小麦胚芽蛋白粉
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(蛋白质含量>60％)购自北京华康希望生物科技有限公司，

大豆蛋白粉(蛋白质含量>60％)购自北京康明威培养基技术

公司，豆饼粉和黄豆粉购自北京农贸市场，其他试剂均为生化

试剂或分析纯以上的药品。

1．3培养基

(1)YMS培养基

可溶性淀粉4 g，酵母浸粉4 g，麦芽膏10 g，cocl2·6H20

5 mg，琼脂20 g，加蒸馏水调至1 L，pH 7．2。

(2)种子培养基

可溶性淀粉30 g，麦芽膏2 g，大豆蛋白胨2 g，CoCl2‘

6H20 5 mg，加蒸馏水调至1 L，pH 7．0～7．2。

(3)发酵培养基

可溶性淀粉70 g，酵母浸粉20 g，MgS04·7H20 O．5 g，

K2HP04。3H20 0．5 g，KCl 4 g，CaC03 2 g，CoCl2。6H20 5 mg，

加蒸馏水调至1 L，pH 7．0～7．2。

1．4阿维菌素的摇瓶发酵

挑取单菌落接种与YMS平板上，28℃培养7 d，长出丰满

孢子后接种于种子培养基中，28℃培养24h(转速180 r／min，

偏心距4．O cnl)，按5％的接种量接种于发酵培养基，28℃培

养11 d(转速180 r／min，偏心距4．0 cm)，放瓶测定。

1．5测定方法

1．5．1发酵液生物量的测定

将50 mL发酵液过滤，菌体用蒸馏水洗净后，105℃烘干

至恒重，称量并以菌体干重(Dcw，g／L)表示。

1．5．2 阿维菌素发酵单位的测定

采用}IPLC分析方法进行测定，取1．0 mL发酵液，加入

4．0 mL甲醇，浸泡30 min，期间每隔10 min震荡一次，离心，

取上清夜进样进行}Ⅱ，LC色谱分析。每个分析样品平行进行

3次取平均值。

HPLc的分析条件【9J：C18反向柱，柱长15 cm，内径4．6

mm。流动相：甲醇／水=85／15，流速1．0 mL／min，检测波长

246 nm，进样体积10“L。

   



1．5．3蛋白浓度测定[10]

按Brandford法，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

2 实验结果与分析

2．1不同有机氮源对阿维菌素发酵生产的影响

首先采用单因素测试实验，分析了7种不同有机氮源物

质对阿维链霉菌GB一156菌株发酵生产阿维菌素产量的影

响，实验结果如表l所示。

对于表l中阿维菌素B1和阿维菌素总产量的各平均值

数据，采用LsD(最小显著差数)计算方法u1】进行样品间差异

显著性多重分析比较，并对任意2组数据平均值的差数绝对

表l 各种有机氮源对阿维菌素发酵生产的影响

注：I司一列右侧如标有同样小写字母，表示二者之间为差异不显著，反之为差异显著；同一列左侧标有*或#的表不与原配方对照相比顿差

异显著(p<O．05)或极显著(p<0．01)。

值(I屯I=】芝1一三2 1)的差异程度采用￡检验法进行显著性 母浸粉分别提高了311．6％和299．7％，推测花生蛋白粉以及

厅而虿 花生饼粉中的蛋白质组成存在着可以对阿维链霉菌GB—156

检验分析，即当l出l>￡005√竺产时，差异显著，其中。。’05 菌株生物合成阿维菌素进行有效诱导的功能性氮源组分，而

^／坚称为最小显著差数，以LsD表示。每一对平均数的差 在花生蛋白粉中这种组分相对含量较高，所以阿维菌素发酵
’ ”

生产的总产量高。因此，以下的发酵试验选择花生蛋白粉作

1如1与LsD比较，当J屯J>LSD时，差异显著，以。或#标 为发酵培养基的主要氮源。

注(#表示结果与作为出发对照的酵母浸粉相比要差)，否则 2．2有机复合氮源对阿维菌素发酵生产的影响

差异不显著。从表1可以看出，与作为最初发酵培养基中有 由于所选用的花生蛋白粉价格相对比较贵，为了降低发

机氮源使用的酵母浸粉相比较，除小麦胚芽蛋白粉以外，对于
酵培养基成本，减少原材料的费用支出，实验以上述几种价格

阿维菌素的发酵生产，豆饼粉等5种有机氮源都有明显的促 比较便宜的有机氮源作为花生蛋白粉的部分替代品，同样以

进作用，阿维菌素B1和阿维菌素总产量显著提高。其中，尤
20 g／L的添加量，以1：1替代花生蛋白粉，配制成发酵培养

其是花生蛋白粉和花生饼粉，阿维菌素B1产量比酵母浸粉分
基，探讨复合有机复合氮源对阿维菌素发酵生产的影响效果，

别提高了334．7％和308．9％，而阿维菌素总产量也比使用酵
结果如表2所示。

表2复合有机氮源对阿维菌素发酵生产的影响

从表2的结果总体可以看出，在培养基中作为花生蛋白

粉的部分替代品加入其他种类的有机氮源后，所发酵生产阿

维菌素的产量都不如单独使用花生蛋白粉的效果好，在阿维

菌素B1和阿维菌素总产量上都存在着显著性差异。然而，如

果与表1相比较，可以看出，表2中的酵母浸粉等有机氮源

中，以花生蛋白粉替代了其中一半的蛋白质含量成为复合有

机氮源，其阿维菌素B1和阿维菌素总产量基本上都得到提

高，除了大豆蛋白粉反而下降以外。这也从另一方面印证了

上面的推测，花生蛋白粉中的阿维菌素生物合成诱导成分及

其含量对于阿维菌素的发酵生产起着重要的作用，而大豆蛋

白粉可能是因为这其中存在有某些不利于阿维菌素生物合成

的蛋白质组分。另外，此次以花生饼粉和花生蛋白粉配制成

的复合有机氮源培养基未能得到预期的阿维菌素发酵生产效

果，具体原因尚未清楚，但估计可能是由于所使用的花生饼粉

的制造厂家生产批次不同的缘故所造成的。

2．3无机氮源对阿维菌素发酵生产的影响
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为了了解无机氮源对阿维菌素发酵生产的影响作用，在 KN03、(NH4)2S02和NH4N03，进行这3种无机氮源对阿维

上述以花生蛋白粉为主要氮源的发酵培养基中，将花生蛋白 菌素生产影响的测试试验，结果见表3。

粉的添加量减少一半成为109／L，再分别加入相同浓度的

表3无机氮源对阿维菌素发酵生产的影响

从表3的结果可以看出，由于花生蛋白粉的添加量减半，

阿维菌素Bl和阿维菌素总产量都有明显的下降，分别只有花

生蛋白粉全量添加(20 g／L)的55％～60％左右；而在这一发

酵培养基中补充无机氮源，则有利于阿维菌素的发酵生产。

其中，(NH4)2S04为效果最好，更能够促进阿维菌素产量的增

加。

实验中进一步分析了不同添加浓度的(NH4)2S04对阿维

菌素生产的促进作用，实验结果如表4所示。

裹4 (NH4)2s04对阿维菌素发酵生产的影响

从表4中可以看出，不同浓度的(NH4)2S04作为无机氮

源加入发酵培养基中对阿维菌素的发酵生产有一定的影响作

用，在1．0 g／L的添加浓度下促进了阿维菌素的生物合成，阿

维菌素B1和阿维菌素总产量都达到了最大值。但是，当

(NH4)：S04的添加浓度继续增加时，阿维菌素的产量反而降

低，特别是当添加了较高浓度的(NH4)2S04(4．0 g／L)时，过量

的(NH4)：S04无机氮源对阿维菌素的合成有抑制作用，阿维

菌素B1和阿维菌素总产量都明显下降。

3 结 论

通过不同有机和无机氮源对于阿维链霉菌GB一156菌

株发酵生产阿维菌素影响作用的分析测试实验结果，并从产

业化生产的实际应用中节省费用、降低成本、提高产品的市场

竞争优势的基本原则作为根本性出发点考虑，可以得到优化

的阿维菌素发酵培养基组成，即可溶性淀粉7％，花生蛋白粉

1％，(NH4)2S04 0．1％，MgS04‘7H20 0．05％，KCl 0．4％，Ca—

C03 0．2％，COcl2·6H20微量，pH 7．0～7．2。在这优化的发酵

培养条件下，可以稳定地获得1 100 mg／L以上的阿维菌素总

产量的发酵生产水平，为今后大规模的工业化生产新型生物

农药一阿维茵素制剂，打下了扎实基础。
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The Analysis of the Effect of Different Nitrogen Sourc髑on the Yield

of AVennectjns of the GB一156 Strajn of S}憎p幻聊j蚴晒A删站iZ妇
Bi Ran

(China Agrictlltural univers吼C011ege of BioIogical Science，蹦ing 100094，China)

ABSTRACT The reSearch used the strain GB一156 of the S￡地声￡om批5口钟r优矗iZ如and had studied the effect on biosynthesis of aver—
mectins by different organic and inorganic nitrogen sOurces．The result of research shows that the protein powder of peanut is the best or—

ganic nitrogen source and the yield of avemectins has been heightened to 334．7％and 308．9％after adding protein powder of peanu to
the fementation medium．The(NH4)2S04，acting aS an effective inorganic nitrogen S0urce，can improve the total yieId and the yieId of
B1 avemectins by adding 1％to the fementation medium．By this research，we have found the proper nitrogen sources optimized fer—
mentation medium for producing avemectiTls．

Key words S￡愆p￡om弦舀n御rmi￡iZ拈，avemectins，femlentation medium，nitrogen sOurces
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