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前体对金褐霉素生物合成的影响

魏杰1 ' 孟宪军 *2

(1．辽宁大学生命科学院，辽宁沈阳110036；2．沈阳农业大学食品学院，辽宁沈阳110161)

摘要：在发酵液中分别加入乙酸钠、丙酸钠、丁酸钠、乙醇、正丙醇、正丁醇作为前体，进行前体的

种类选择、加入量及加入时间的优化实验。结果表明，乙醇是比乙酸钠、丙酸钠、丁酸钠、正丙醇、

正丁醇更佳的金褐霉素合成前体，正丙醇、正丁醇对金褐霉素生物合成无明显促进作用。在发酵

24 h时向发酵培养基中添加体积分数0．2％的乙醇，金褐霉素产量与不添加前体相比，抑茵直径

增加26 mm，具有较好的应用价值。
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Effect of Precursor on Aureofuscin Biosynthesis
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Abstract：This study was to increase the productivity of Aureofuscin biosynthesis by adding

precursor．the sodium acetate，sodium propionate，sodium butyrate，alcohol，ethanol and n_

butanol was fed to the broth，series of experiments including the selection of suitable precursor，

the optimum concentration and adding time of the precursor were conducted．The results

indicated that the alcohol is a more suitable precursor than sodium acetate，sodium propionate，

sodium butyrate，n-propan01． Ethanol and n-butanol have little effect on Aureofuscin

biosynthesis．Compared to that of basal condition without any addition of precursor，0．2％

alcohol fed into the broth at 24 h of cultivation，the fermentation bacteriostasis increased

diameter was 26 mm at the end of 72 h cultivation．
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金褐霉素(Aureofuscin)是链霉菌新种——金

褐链霉菌(Streptomyces aureofuscus．n．sp)产生的

一种四烯大环内酯类抗真菌抗生素，其化学结构与

国外文献报道的纳他霉素(Natamycin)结构相似。

早期研究表明，金褐霉素对霉菌、多种酵母菌及丝

状真菌有很强的抗菌作用，但不抗细菌，临床上用
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于治疗真菌性角膜炎，其疗效优于两性霉素B，同时

对一些真菌引起的皮肤病及霉菌性阴道炎等也有

很好的疗效。早在1975年发现金褐霉素时只作了

早期化学结构和初步药效试验，一直未作深入研究

和进行产业化开发[1_3]。由于未作高产菌种选育和

分离提取工艺的深入研究，发酵单位和提取收率都

不高，难以达到产业化开发的要求E4-引。

前体对抗生素的生物合成起着重要作用，一定

条件下可以控制菌体合成次级代谢产物的方向并

增加其产量。鉴于金褐霉素与纳他霉素有着相似

的化学结构和生物活性，而在纳他霉素的生物合成

中，其内酯环的形成是以乙酸为起始单位、丙二酸

为延续单位通过聚酮体途径缩合而成[7]，提示纳他

霉素生物合成的重要前体是短链脂肪酸。因此作

者选择乙酸钠、丙酸钠、丁酸钠、乙醇、正丙醇、正丁

醇进行前体添加实验，期望通过前体的添加提高生

物合成金褐霉素的产量。

1材料与方法

1．1 菌种

金褐链霉菌(Streptomyces aureofuscus n．sp)

由沈阳农业大学食品学院实验室保存。黑根霉

(Rhizopus nigricans)由辽宁大学生命科学院微生

物实验室提供。

1．2培养基

种子培养基(组分g／dL)：葡萄糖2，玉米淀粉

1．5，黄豆粉1，蛋白胨o．3，玉米浆l，酵母粉1，

MgS04·7H20 0．05，NaCl 0．4，CaC03 0．6；pH值

自然。

发酵培养基(组分g／dL)：葡萄糖4，玉米淀粉

2，蛋白胨0．3，黄豆粉l，MgS04·7H2 O 0．05，

CaC03 0．6。

指示菌培养基：蛋白胨i0 g，葡萄糖40 g，琼脂

10 g，水1 L，灭菌前调pH至6．5。

1．3摇瓶发酵实验

将斜面活化好的菌种用挖块法接种于装有50

mL种子培养基的250 mL三角瓶中，29℃、220

r／min摇床培养40 h，使菌体处于迅速生长期。然

后以体积分数10％的接种量接种种子液到装液量

为50 mL的250 mL三角瓶中，29℃、220 r／min摇

床发酵72 h。

1．4金褐霉素生物检测标准曲线的制作

精密称取金褐霉素标准品25 mg，用少量二甲

基甲酰胺(DMF)溶解，转移入容量瓶中，然后加

70％正丙醇定容，配成浓度为1 000 tLg／mL金褐霉

素标准母液，再用pH 6．0磷酸缓冲液稀释成质量

浓度分别为20、30、40、50、60、70、80／．￡g／mL的溶

液。测定抑菌圈，以抑菌圈直径作纵坐标，金褐霉

素质量浓度的对数值作横坐标作图。

1．5生物活性检测

将加入不同前体的发酵培养基摇瓶发酵72 h，

取摇瓶发酵液。用牛津杯放入含黑根霉作指示菌

的SDA平板上，用形成的抑菌圈直径来表示其相

对活性大小。

1．6菌体干重测定

取10 mL发酵液于预先称重的离心管中，

4 000 r／min离心10 min，弃去上清液，再加入10

mI，去离子水洗涤、沉淀两次，离心弃上清液，将下

层沉淀放在80℃的烘箱内烘至恒重，再减去管重

即为菌体干重。

2结果与分析

2．1 前体种类对金褐霉素生物合成的影响

大环内酯类抗生素的合成是由乙酸、丙酸、丁

酸等简单的有机酸开始，因此向发酵培养基中添加

适量的前体，通过代谢调控，就有可能促进金褐霉

素的合成。作者分别在发酵培养基中加人体积分

数0．1 g／dI。的乙酸钠、丙酸钠、丁酸钠、乙醇、正丙

醇及正丁醇进行发酵实验，以不加前体的普通发酵

培养基为对照，发酵72 h后测定发酵液中金褐霉素

的质量浓度及菌体干重，结果见表1。从表l可以

看出，添加体积分数0．1％的正丙醇和正丁醇对金

褐霉素产量及菌体于重无明显影响；添加乙酸钠、

丙酸钠、丁酸钠及乙醇能不同程度地提高金褐霉素

产量，其中以乙醇为前体时得到的金褐霉素最高，

抑菌直径达到27 mm，比不加前体提高7 mm。根

据这一结果。在实验中选择乙醇为前体进行前体加

量及加入时间的优化实验。

表1 前体种类对金褐霉素生物合成的影响

Tab．1 Effects of different precursors on Aureofuscin

biosynthesis
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2．2

影响

不同乙醇体积分数对纳他霉素生物合成的 2．3前体加入时间对金褐霉素生物合成的影响

分别向发酵培养基中添加体积分数0、0．05％、

0．1％、0．2％、0．4％、0．6％、0．8％、1．0％的乙醇，

发酵72 h后取样测定金褐霉素产量，结果见表2。

表2 不同乙醇体积分数对金褐霉素生物合成的影响

Tab．2 Effects of different alcohol concentration on Aureo—

fuscin biosynthesis

从表2可以看出，当发酵培养基中乙醇的体积

分数从0增加到0．2％时，金褐霉素产量及菌体干

重持续上升，但当乙醇体积分数超过0．2％时，菌体

干重降低，金褐霉素产量也逐渐下降。这可能是因

为乙醇体积分数过高，由于乙酸根的消耗导致培养

基的酸性增强，抑制菌体生长，影响了金褐霉素的

合成，降低了金褐霉素产量。另一方面也有可能因

为高体积分数的乙醇对金褐霉素的合成产生底物

抑制作用，导致金褐霉素产量下降凹]。因此确定前

体乙醇的最佳体积分数为0．2％，此时抑菌直径达

到45 mm，比不加前体提高39 mm。最佳抑菌效果

见图1。

图1金褐霉素抑菌效果图

Fig．1 The bacteriostasis effect figure of Aureofuscin

在发酵培养的第0、24、36、48、60、72小时，向

发酵培养基中加人体积分数0．2％的乙醇，以不加

乙醇的发酵培养基为对照，发酵84 h后测定金褐霉

素产量，结果见表3。从表3可知，72 h之前添加乙

醇，金褐霉素产量均比对照有所提高，其中24 h时

加入乙醇抑菌效果最好，金褐霉素产量最高，抑菌

直径达到46 mm，略高于0 h加入乙醇的产量，与不

加前体时相比提高了26 mm，24 h之后加入乙醇抑

菌效果在逐渐下降。其原因可能因为0 h加入的乙

醇部分作为细胞生长的碳源被消耗掉，而24 h加入

的乙醇大部分作为次级代谢的前体直接转化为乙

酰CoA来参与金褐霉素的生物合成[8_9]。发酵培

养72 h后加入乙醇对菌体于重及金褐霉素产量均

无太大影响，这可能是由于激活乙酸的酶系均在72

h之前达到酶活顶峰，之后酶的比活力迅速下降，也

可能因为此时加入的乙醇大部分还未来得及转化，

发酵已经结束，乙醇利用不充分。

表3前体加入时间对金褐霉素生物合成的影响

Tab．3 Effects of different alcohol feeding time on

Aureofuscin biosynthesis

3 结 语

在大环内酯类抗生素生物合成中，内酯环的形

成是限制性因素，内酯环一般是由一些低级脂肪酸

聚合而成的。在发酵过程中补加限制性前体，往往

能明显提高抗生素的发酵效价。该研究表明，乙醇

对金褐霉素生物合成的促进作用优于乙酸钠、丙酸

钠、丁酸钠、正丙醇，是较适宜的前体；乙醇的最佳

作用体积分数为0．2％，最佳加入时间为发酵培养

第24小时。于发酵培养24 h时向发酵培养基中添

加体积分数0．2％的乙醇，抑菌效果最好，抑菌直

径达到46 mm，与不添加前体相比增加了26 mm。
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