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摘要 在某些培养条件下
,

发现灰绿链霉菌除能产生 已知的两种广谱低毒的大环

肤类杭生素宜他霉素和灰绿霉素外
,

还能产生另两种新的广谱杭生素 x
。

和 x b
.

关键词 灰绿链霉菌
; 杭生素

;
薄层层析 (T L c ) ; 生物测定

宜他霉素 (绿灰霉素)和灰绿霉素分别属于弗吉尼亚霉素 (V ir gi ni a m yc in )类抗生素的 B

和 A 型 [ , 〕
。

1 9 5 5 年〔‘〕首次报道灰绿链霉菌 (s t r e p t o m y e e s g r is e o v ir id is )所产生的两种抗生素

具有协同作用
。

它们对革兰氏阳性细菌和类菌质体具有很强的活性
,

而毒性则很低
,

所以被

广泛用于动物饲料添加剂阁
。

我们在灰绿链霉菌对产生抗性的机制研究中
,

发现发酵滤液 中

的部分活性在 37 ℃保温处理 2h 后会丧失
,

而且证实这部分丧失的活性并非是宜他霉素和

灰绿霉素
。

于是我们对这部分活性物质进行了深入研究
,

结果发现了 X
。

和 x 。

两种新抗生

素
,

但仍不属于保温失活的那部分活性物质
。

这是两种至今尚未报道过的新抗生素
,

具有广

谱的抗菌作用
,

它们的产量随培养条件而变化
。

新抗 x 部分在总抗菌效价中的比例与所用

碳源很有关系
。

本文报道这两种新抗生素的发现及发酵条件
。

有关新抗 x 的检测方法的确

立和分离纯化
、

结构鉴定等将另文报道
。

1 材料与方法

1
.

1 菌种

灰绿链霉菌 4 00 E
一

2 系经筛选的生产株
,

其亲株 P
一

D 0 4 9 5 5 系美国 D av is 公司提供
。

藤黄

薇球菌 (M ie r 。e o e e u , lu t e u , )用于生物测定敏感株
,

由本实验室提供
。

L Z 抗生素与试剂

宜他霉素和灰绿霉素分别为 san
rak u 一

o ce an 公司的 Y
.

o k a m ur a
博士和 M e r c k 公司的

*

本研究在加拿大 o a 一h o u s se 大学完成
。
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灰绿链霉菌产生的新抗生素 x
。 、

X b

E
.

o u la n e y 博士所赠
。

硅凝胶薄层层析板 (K ie s S一g d z o f 2 4 5 )为 M e r e k 公司产品
。

培养基的

各种组分和使用的溶剂皆从市场购买
。

1
.

3 抗生素效价的测定

培养滤液 的抗生 素活性测定采用 以藤黄微球菌为敏感株 的平皿纸 片扩散生 物测定

法闭
。

方法如下
:

一环敏感菌接入盛有 20 m l含 2呱甘油
、

0
.

8 %营养肉汁
、

0
.

3呱酵母浸出物

和 0
.

5 % K ZH Po 4

的 1 5 o m l三角瓶中
, 2 7 ℃

、

2 5 o r / m in 振荡培养 2 0 h
.

取 3 m l该培养液加入

到 4 0m l 融化的软琼脂上 层培养基 中 (0
.

3 琼脂和 0
.

8 %营养肉汁 )
,

此 混合物倾于含有
1 5 0 m l底 层培养基 (0

.

4 %麦芽糖
,

0
.

4 %酵母浸 出物
, 1 %麦芽浸 出液和 1

.

5 呢琼脂 )的 25 x

2 5 e m 的测试盘中
,

直径为 6 或 i 3 m m 的圆纸片 (s e h le ie h e r 乙 s eh u e lz 公司产品 )均等放置于

测试盘的含测试菌的上层培养基上
,

用定量加液器加待测样品及标准品 1 om l或 2 0m l于纸

片上
,

30 ℃隔夜培养后量度抑菌圈大小
,

根据标准曲线查出相应的宜他霉素相对含量
。

1
.

4 薄层层析 (T L c )操作

sml 发酵滤液用 1 5m l 乙酸乙酷萃取
,

萃取液蒸发至干
,

加入 0
.

sm l 甲醇加以溶解
,

取

15时 甲醇溶解液点样作薄层层析
。

展开剂为乙酸乙酷
一

甲醇
一

水 (90
: 1 0

:

10
,

溶剂系统 1) 或

氯仿
一

甲醇 (1 0
: 1

,

溶剂系统 2)
.

灰绿霉素区带可以根据在紫外光 (2 5 4n m )下呈暗黑色荧光

检测
,

宜他霉素可以在 3 6 6n m 的紫外线下呈黄绿色荧光被检测
。

所有这些在薄层层析板上

分离出的抗生物质
,

都采用生物测定法定量测定[9]
。

1
.

5 发酵条件

种子培养基 (G Y M )含有 0
.

4呱葡萄糖
,

0
.

4呱酵母浸 出物和 1铸麦芽浸出物
, p H 7

.

3 ,

一

120 ℃蒸气灭菌 1 5m in
.

每 5 0 0 m l三角瓶装液量为 5 0m l
,

接种一环灰绿霉素 4 0 0E
一

2 抱子
。

菌

株斜面培养基配方为麦芽糖 0
.

3呱
,

酵母浸出物 0
.

3 %
,

麦芽浸 出物 1
.

0 %
,

琼脂 1
.

5呢
.

种子

在 27 ℃
,

2 5 0r / m in 振荡培养 20 一 2 4h
.

发酵培养基含有 2 %葡萄糖
,

3 %蔗糖
,

0一 2 %麦芽糖
,

0
.

1一 0
.

2 %酵母浸出物
, 0

.

2铸麦芽浸出物
,

0
.

3呢蛋白脉
,

0一 0
.

2铸豆粕粉和 0
.

〕
_

m ol /L 3
-

(N
一

吗琳代卜丙烷磺酸 {M o Ps (3〔N
一

m o r p h o lin o
〕p

r o p a n e s u 一fo n ic a e id ) }
,
p H 调至 7

.

3
,

每

25 Oml 三角瓶装液 30 m l
.

灭菌后
,

每瓶接种液 lm l 或一环泡子
,

培养温度 27 ℃
,

2 5 0 r / m in

5一6d
.

生物量采用过滤后回收的细胞干重计算
。

发酵采用 ZL (B io F lo , N 。w B r u n s w ie k s e ie n t ific e o
.

In 。
.

产品 )和 2 0 L (N L F 2 2 , B io e n g i
-

n e e r in g A G 产 品)的发酵罐进行
。

除不采用 M o Ps 缓冲液外
,

培养基与培养条件与上述相

似
。

发酵过程的过风量分别为 0
.

sv / v / m in 和 0
.

sv / v / m in
,

搅拌速度为 4 5 0 r / m in
,

接种量

分别为 50 m l和 IL

2 结
,

果

2
.

1 新抗生素 x
。

和 x 、

的发现

在宜他霉素
、

灰绿霉素和发酵滤液中分别加入宜他霉素分解酶 (自变铅青链霉素(S
.

liv jd an
s )获得

,

K. Q
·

Y a n g
,

未发表 )
,

37 ℃处理 2h
,

然后用乙酸乙醋萃取
,

三种萃取物分别以

生物测定法测定残 留活性(表 ] ).

结果指出灰绿霉素的生物活性未受影响
,

发酵过滤液中的效价近 40 呢消失
,

而宜他霉

素样品的效价则全部丧失
。

同样的萃取制备物采用 T L c 以溶剂系统乙酸乙醋
一

四氯乙烷
一

水
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表 1 灰绿霉素
、

宜他霉素和灰绿链霉菌的发酵液

以宜他霉素分解酶处理后的残留效价

样 品
抗生素效价 (阳 宜他霉素 / m ! )

‘

处理前 处理后

灰绿霉素

宜他霉素

发酵滤液

1 12 9 1 1 29

10 0 0

8 7 9 5 3 8

*

采用平皿纸片扩散测定法测定
。

酶解反应于 H eP e s 缓冲液
,

p H 7. 6 中进行
。

萃取物蒸发后再溶于甲醇中
。

(42
.

8
一

1 4
一

42
.

8
,

溶剂系统 3[0 ]) 展开
,

结果任何样 品在相应的宜他霉素 R f

值区都无黄绿色荧

光斑点
,

说明宜他霉素确被分解失活
。

然而在发酵滤液样品的展开带上的相应宜他霉素 R f

区
,

将其凝胶粉刮下
,

并进行生物测定时却仍显现活性
,

而其余的两个样品则无
,

说明采用溶

效价 ( 产 g / m l)

10 0 2 0 0

溶剂系统

O O
宜 他霉素

凡

二

!
板 }
次 l
喂 I

X a

O

样 品

O

宜 他霉素 十灰绿霉素

灰绿霉素

51

�

)d
J
.

m/3山效 价 ( 拜 g

溶剂 系统 2

O
〕 宜 他霉 素常厂爪份

疽长众噢

O
样 品

O
_

「
宜 他霉素 + 灰 绿霉 素

灰绿霉 素

图 1 灰绿链霉菌发酵滤液萃取物的薄层层析和生物测定

A
.

为溶剂系统 1 B
.

为溶剂系统 2

在灰绿霉素和 宜他霉素之间的展开带被划分成 Zm m ( A ) 和 I Om m (B ) 的区带
,

将每一 区带的凝胶粉刮下
,

并测 定其生物活性效价
,

得出上述两组效价曲线图
。

剂 系统 3 展开时
,

在宜他霉素 R :

区还存在着另一种抗生物质
。

这个结果在采用溶剂系统
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灰绿链声菌产生的新抗生素 Xa
、

X b

和溶剂系统 2 时得到了肯定
。

在用这两种溶剂系统展开时
,

新抗生素活性区介于灰绿霉素和

宜他霉素 R ,

区之间
,

用宜他霉素分解酶处理的样品在展开后
,

相应于宜他霉素 R ,

值的区带

则一概无生物活性
。

在灰绿霉素和宜他霉素的 R ,

区之间的生物活性区带还可以由于无黄绿

色和暗黑色荧光而证明这确是新的抗生素区带
。

从 2 0L 发酵罐得到的发酵滤液
,

用乙酸 乙醋萃取后
,

采用两种溶剂系统展开进行薄层

层析
,

结果如图 1 所示
。

采用系统 1
,

在灰绿霉素和宜他霉素之间有两个活性峰 (暂取名 xa

和 X b ,

图 IA )
,

相应 的 R f

值为 0
·

2 8 (蒸绿霉素 )
,

0
·

4 2 (X
·

)
,

o
·

5 0 (X
。
)和 o

·

5 5 (宜他霉素 )
,

4

种抗生素效价比例为 27
.

0%宜他霉素
,

12
.

6铸灰绿霉素
,

40
.

6呢x
。

和 19
.

6% x 。
.

采用溶剂

系统 2
,

则只有一个活性峰 (统称 x
,

图 IB )
.

这些抗生素效价之 比例依培养基成分和培养条

件而变化
。

2
.

2 培养基成分对抗生素产量 的影响
2

.

2
.

1 氮源 改变氮源的种类和数量对抗生素效价和抗生素种类的比例的影响试验
,

采

用 2呱葡萄糖和 3肠蔗糖混合碳源
,

通过摇瓶进行
。

1 4 4h 发酵后
,

滤液进行总效价测定并用

乙酸乙酷萃取
。

萃取物用 T L c 分离并进行生物测定以确定新抗 x 部分的比例
。

9 种培养基

对总效价的 x 的比例结果见表 2
.

表 2 氮源对灰绿链霉菌培养液中抗生素总效价

及其中的新抗生素 x 部分比例的影响

氮源成分 (% w / V ) 抗生素效价

酵母浸出物 麦芽浸出物 蛋白陈 豆粕粉
总效价
(m s / m 一)

X (呱 )

所有培养基含有 2%葡萄糖和 3 %蔗糖作为碳源
。

培养基设计原则按参考

文献「5」和 [ 6」
.

为了更清楚展示各氮源在本试验中的影响
,

以各氮源的用量作横坐标
,

以它们的效价的

均值为纵坐标作出氮源种类与量对总效价影响的图 (图 2)

综观表 2 与图 2
,

培养基 中采用 的氮源种类与数量对产生的抗生素总效价和种类是有
,

影响的
。

但除第一种培养基外
,

其余的培养基对总效价的影响 (2
.

〕一 2
.

sm g / m l) 和 x 部分

比例的影响 (56 %一62 铸 )还不是很大
。

深入分析培养基中各氮源成分的影响
,

根据极差计算

(文 中未列 )可知蛋 白脉和豆粕粉的影响较为明显
。

考虑到发酵时泡沫的产生及发酵液的过

滤过程不致太难
,

培养基的实际配料后来采取 0
.

〕呱酵母浸 出物
,

0
.

2 %麦芽浸出物
,

0
.

2铸

蛋 白脏和 0
.

1 %或更少豆粕粉
。



无 锡 轻 工 业 尝 院 学 报 第 1] 卷

2
.

2
.

2 碳源 不同葡萄糖
、

蔗糖
、

乳糖和麦芽糖的浓度和组合对抗生素的总效价和 x 部分

片 {了
d
‘‘勺

一八已\气如�

车概日降

0
.

0 5 1 2 0
.

0 5 1 2 0
.

05 1 2

酵 母浸 汁 麦 芽浸 汁 蛋 白陈

氮源 浓度 ( % )

豆 粕粉

比例的影响进行 了类似氮源的试验
。

结

果 (表 3
,

图 3) 显示
,

碳源的影响远大于

氮源的影响
。

总效价可在 1 77 一 4 9 1 0 9 /

m l 之间变动
,

而对新抗 x 部分的影响

的变化范围竟达到 25 %一 53 %
.

从 J 种

碳源的极差得知
,

对效价影响最大的是

葡萄糖
,

其次相应 为蔗糖
、

麦芽糖和 乳

糖
。

根 据各种碳源不 同浓度 的均值对

总效价的影响
,

在后来试验的培养基采

用的碳源浓度
,

葡萄糖 2 %
,

蔗糖 4%
.

图 2 各种氮源用量的均值对总效价的影响

表 3 混合碳源对抗生素效价和 x 比例的影响

抗生素效价

葡萄糖

碳源成分 ( %W / 「 )

蔗糖 乳糖 麦芽糖
总效价
( m g / m 一)

X ( % )

< 1 0

39令131453272511

只U口I二J户n�n八,土
Jq只U亡口6tJ6

月q口nQ一1
,
.

J月I]1
,.1QJCJJq几J月傀qU

9一qJ翎月ng�9乙d
‘

八曰

培养基均含有 0
.

1肠酵母浸出物
,

0
.

2 %麦芽浸出物和 0
.

3% 蛋白脉作氮源
。

入
I
Jn�n门4 0叹」

�一日\助找�

概车刃斗

2. 3 起始 p H 对生物量
、

总效价

和 不部分的影响

试验结果如图 4
,

从细胞形成量看
,

pH 稍高于 7 是合

适的
,

低 于 7
,

尤为低于 6 则细胞 生成量

很 差
,

这就极大地降低了抗生素的形成

量
。

就抗生素的合成
,

则 以 p H 7 最佳
,

但

对 x
。

和 x 。

的形成其最适 p H 尚有差异
,

这可能是培养条件的变化促使 x 部分比

例的变化的原因之一
。

有一点是共同的
,

即 p H 大于 8
,

则这 4 种抗生素的生成量

都下降
。

虽然当起始 p H 大于 8
,

但 由于

/ \ 办

、 10 0 」

图 3

言才寸一六炭成一一炭炭六犷一一言寸二
葡萄糖 蔗糖

碳 源浓度

乳糖

% )

麦芽精

碳源对灰绿链霉菌产生抗生素总效价的影响
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灰绿链霉菌产生的新抗生素 x
。 、

X
b

细胞本身对环境 p H 有部分调节作用
,

实际最终 pH 还没有高于 p H S 的
。

但在 p H 6
.

0
,

5
.

0 的

H
护蜘

八一‘\气比)金梢拍招州般

60(50(30040020000
|土干|上‘|上||卞厅||十|%)605040302010X(

理十侧界

起始情况下
,

最终 p H 仍低于 5
.

0
,

这

是由于第一阶段糖的分解氧化致使

p H 下降
,

而 菌体量不大
,

无法使 p H

回升
,

形成总效价很低的缘故
。

因此在

发酵过程中
,

控制 p H 在 6
.

5一 7
.

5 之

间
。

2. 4 通风量对生物量
、

总效价

和 x 部分生成的影响

通风量的影响采用相 同体积三角

瓶不等装液量来进行
,

结果见表 4
.

在

所试验的范围内
,

通风量的影响似不

明显
。

1 0m l装液量的细胞干重和抗生

素总活力较高与少量水分蒸发有关
,

但由于培养温度 (27 ℃ )较低
,

水分总

蒸发量不大
。

实际上
,

从培养时间也可

看出
,

从 96 h 开始继续发酵
,

抗生素总

效价增加并不大
,

x 部分 的比例亦无

明显的变化
。

O十‘, 一叫卜一, 一, 尸一, 尸, 一一一

一
一

一
一一一

5 6 7 8 9

最 初 pH

图 4 培养基起始 p H 对生物量和抗生素产生的影喊

一最终 p H

一总效价 口一细胞干重

表 4 通风量和培养时间对抗生素生成和 x 部分的影响

培养时间
(h )

装液量
(m r/ 2 5 0m 一)

细胞干重
(g / i 0 0 m r)

总效价
(p s / m 一)

X (% )

1 0 0
.

7 6 1 4 5 4 3 7

2 0 0
.

6 6 2 4 1 0 3 0

9 6 2 0 0
.

5 7 0
‘

4 1 0 3 0

4 0 0
.

5 1 6 4 5 4 3 4

5 0 0
.

4 3 6 43 1 3 1

八曰八U11, .JC八 乙U,10口八J口」‘djqJ组月,
J马

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

0
.

7 6 7

0
.

6 8 7

0
.

4 6 6

0
.

4 3 5

0
.

5 5 1

33

3 7

3 2

3 4

3 3

4 3

3 8

OUO口亡」Uq,口,d

日qn目一乙RS
二JJ.lQU�b口六�刀勺J�,八舀Ugqdl 0

2 0

3 0

40

5O

0
.

7 6 3

0
.

6 2 6

0
.

5 1 1

0
.

4 7 4

0
.

5 0 6
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3 讨 论

链霉菌的一个种能产生多种抗生素的现象是较普遍的
,

但对于象灰绿链霉菌这种经过

长期而广泛研究的链霉菌
,

在 1 9 5 4 年发现它能产两种主要 的抗生素宜他霉素和灰绿霉素以

来的 30 作余年中只陆续发现它产一类同系物或类似的次要抗生素[3,
‘

,

7〕
。

这些抗生素生成量

小
,

而且其特征都是在紫外线下具有一定的荧光
。

因此我们发现这两种新的
,

生成量大的
,

但

无荧光反应的抗生素是值得重视的
,

因为这是一种非常规的发现新抗生素的途径
。

从这个意

义上讲
,

要发现新抗生素
,

不仅可以从自然界发掘新菌种
,

通过变异获得产新抗的变异株
,

而

且还可以通过本文的新途径发现
,

采用发酵条件的配合富集这种新抗的方法上进行探索
。

在抗生素发酵条件的研究上
,

较多的还是从氮源的种类和量的选择或其他培养因子的

影响上着眼
,

而我们的研究则从混合碳源的选择和配比上着手
,

结果得出了不仅对抗生素的

总效价有明显影响而且对新抗生素的比例有重大作用
。

这是一个既有兴趣而易于忽略的例

子
。

以前曾报道 [3j 生成宜他霉素乳糖是最好的碳源
,

而本研究的结果与此相反
,

这与本实验

中采用丰富培养基可能有关
。
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