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摘 要：在摇瓶发酵中对除虫链霉菌的孢子接种工艺进行了初步研究，同时比较了孢子接种、常规

的挖块接种和茵丝接种3种不同接种方式对除虫链霉菌菌体生长和细胞代谢参数的影响。实验

结果表明：孢子接种的最适孢子接种量在4～6×106个／mL范围内，而不同接种方式导致了发酵过

程除虫链霉菌营养物质消耗、pH值变化、菌丝形态以及效价等方面差异。孢子接种方式在摇瓶发

酵中表现出明显优势，采用孢子接种方式获得最终阿维菌素的效价比常规的挖块接种方式提高

10％以上，比菌丝接种方式提高了20％以上。
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Abstract：The spore inoculation technology of S．口可P，．，咒i￡iZis was examined in shake flask culture

and the effect of three inoculation methods，spore inoculation，block dug inoculation and mycelia

inoculation，on the growth and metaboIism of S．口口P，．优ifiZis were investigated． The results

showed that the optimum spore inoculum level was ranging between 4×106 and 6×106 spores／

mL， the nutrition consumption， pH， the morphology of S．口口Pr7”ifiZi5 and the yield of

avermectin during fermentation process were different． By the spore inoculation， the yield of

avermectin increased by 10％and 20％as compared with that of the block dug inoculation and

mycelia inoculation， respectively． In conclusion， the method of spore inoculation has obvious

effect on S．口ue，．，”ifiZis growth and metabolites production．
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阿维菌素(Avermectins)是1976年美国Merck

公司从日本北里研究所所提供的一株名为除虫链

霉菌(S￡，．Ppfo研ycP5Ⅱ训Pr研加Zi5)的新放线菌种发酵

中获得的一簇结构相似的新型化合物[1]。它是一

类具有杀虫、杀螨、杀线虫活性的十六元大环内酯

化合物，并具有作用机制独特、剂量低、安全性高、

农畜两用等特点，是目前最为有效的杀虫、杀螨剂，

其衍生物也可用于治疗人类由于螨虫或线虫引起

的疾病Ll-3j。随着几种有害化学农药在中国的禁

用，阿维菌素及其衍生物逐渐成为中国农药市场中

非常重要的生物农药，2005年阿维菌素在我国的生

物农药市场占有率就已达54％以上[4“]。因而如

何实现高效大规模生产阿维菌素是这一产品产业

化进程中的重要一环，已成为人们关注的热点。

很多文献报道表明，接种方式和接种量对微生

物菌体生长代谢和产物合成有较大影响。M．elibol

等在天蓝霉素发酵中发现采用孢子接种其细胞量

和放线菌紫素浓度以及最大比生长速率均比菌丝

接种高，但采用菌丝接种时菌体合成放线菌紫素的

产率(y州)更高¨1；崔丽霞发现不同接种方式会影

响青霉PT95菌株的菌核分化和类胡萝卜素产

率[73；戴传超等在进行一株高产r亚麻酸丝状真菌

菌株发酵时发现：采用孢子接种时最终细胞干重、

亚麻酸以及油脂含量均比菌丝接种的高邛]。而在

黑曲霉和产青黄霉素等丝状微生物发酵时发现孢

子接种量对丝状微生物的菌形具有较大影响，孢子

接种量逐渐增加时，发酵液中的菌形也逐渐由以光

滑结实的球状为主变为粗糙松散的团状甚至以散

状的菌丝为主[9_1 0I。目前关于接种量与接种方式

对阿维菌素发酵过程影响的文献尚不多见。作者

从优化生产工艺的角度出发，在摇瓶实验中对阿维

菌素的孢子接种工艺进行了初步的研究，优化了孢

子接种量，并着重探讨了不同接种方式对阿维菌素

发酵过程营养物消耗、pH值变化、菌丝形态以及效

价增幅上的影响。

1材料与方法

1．1菌种与培养基

1．1．1 菌种 除虫链霉菌(5．口可Pr仇ifiZis)由浙江

升华拜克生物股份有限公司提供。

1．1．2 种子培养基(组分g／I。) 玉米淀粉30，玉

米浆5，酵母膏15，KH：Po。4，pH 7．O～7．2。

1．1．3发酵培养基(组分g／L) 玉米淀粉120，酵

母粉15，豆粕粉5，花生饼粉5，KH：PO。5，pH 7．O

～7．2．

1．2培养方法

1．2．1 挖块接种 从成熟孢子斜面上直接挖块接

种，即挖取的菌落中含有孢子和菌丝。

1．2．2 孢子接种 用一定量无菌水洗涤成熟孢子

斜面制备孢子悬浮液，并采用血球计数板计算孢子

数量，采用一定量的孢子悬浮液接种。

1．2．3 茵丝接种水洗后的孢子斜面上的孢子绝

大部分被洗掉，挖取此中只含基内菌丝的菌块接

种。

1．2．4 摇瓶培养 菌种按上述3种不同方式接种

于发酵种瓶中，种瓶装液量为40 mL／250 mL，于

28℃、250 r／min旋转式摇床上培养40～48 h左

右。发酵摇瓶接种体积分数为5％，装液量为30

mL／250 mL，于28℃、250 r／min旋转式摇床上培

养240～260 h左右。

1．3相关参数的测定

1．3．1 总糖和还原糖的测定 菲林法[12]。

1．3．2氨基氮 甲醛法[1⋯。

2结果与分析

2．1孢子接种量以及接种方式对阿维菌素发酵的

影响

阿维菌素发酵生产中多采用挖块接种的二级

发酵，即经过一级种瓶再进发酵摇瓶，挖块接种与

菌丝接种的一级种瓶接种量均难以控制，多依赖于

经验，从而导致批重复实验不太稳定。而孢子接种

可以保持一个较为稳定的接种量，同时又由于孢子

接种时孢子分散性好、悬浮液较为均匀，所以批实

验重复性相对较好。因此作者尝试在阿维菌素的

摇瓶发酵中采用孢子接种，对其孢子接种工艺进行

了初步的研究。

孢子接种的一级发酵与二级发酵实验表明：利

用孢子接种的发酵必须经过一级种子瓶的培养，不

经过一级种子瓶的直接发酵延迟期太长，效价增幅

太慢，240 h放瓶效价平均仅为2 500肛g／mL左右，

所以孢子悬浮液直接进发酵瓶的方式不可取，后面

所讨论的孢子接种均采用二级发酵。在保持一级

种瓶进发酵摇瓶的接种体积分数5％不变的情况

下，对一级种瓶的孢子接种量进行了量化实验，

240、264 h效价测定结果见图1。从图1可知，当每

毫升种子培养基的孢子接种数量在4×106个和6×

106个范围内，效价变化幅度不大，均处于4 500

肛g／mL以上，但是随着孢子接种量高于10 7或低于

106时效价下降的趋势较为明显，最适孢子接种体积

分数处于4×106／mL和6×106个／mL左右。对不
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同接种体积分数的每组摇瓶的取样进行菌丝形态

镜检发现：接种量越大，菌丝形态愈趋向于形成较

松散的团状，这与文献报道的相吻合[9-1 o]；适中的

接种量有利于阿维链霉菌菌丝结球，较小的接种量

可能会导致延迟期过长，因而需要延长接种龄。若

在相同的种龄情况下，会因种子过于年轻而不利于

产物的合成。

名4 ooo

∞

皇
较3 000

O 2×106 4×106 6×106 8×106 lO×106

接种量(每毫升孢子数)

图l 不同孢子接种量对阿维菌素效价的影响

Fig．1 Effect Of different inocuIum size on aVermectin

pmduction

在上述最适孢子接种体积分数下进行发酵，并

与挖块接种和菌丝挖块接种对照，比较起始效价与

发酵后期效价差异。表1显示，在发酵前期与挖块

接种和菌丝接种对比，孢子接种的起步效价低，在

48 h时效价单位仍为0“g／mL，但在后期其效价增

幅明显高于其它两种接种方式，说明孢子接种前期

的适应时间较长，然而发酵后期的细胞代谢强度和

生物合成能力较强。孢子接种在效价上的优势推

测一方面可能跟孢子本身的优势有关，孢子一般是

单核的，发酵过程中易保持纯种和不退化，孢子的

生理代谢特性可能决定了其在后期能维持较强的

生物合成能力；另一方面可能还与其它两种接种方

式不易保持稳定的接种量有关。如前所述，接种体

积分数影响了菌体的生长速度和菌丝形态[9-1 0|，可

能最终影响了整个菌体的代谢与产素。

表l 不同接种方式对阿维菌素发酵过程中效价的影响

Tab．1 Effect of inOcuIatjon methfms on avermectin titer dur．

ing fermentation proce蟠

发酵 阿维菌素效价／(弘g／mI，)

时间／h 挖块接种 菌丝接种 孢子接种

2．2 接种方式对除虫链霉菌生长代谢过程的影响

为挖掘孢子接种效价优势存在的内因，进一步

比较了3种不同接种方式的阿维链霉菌发酵过程

中生长代谢以及阿维菌素合成的差异，具体比较了

阿维链霉菌生长与代谢过程中的营养物质消耗、过

程pH值变化、效价增长以及菌丝形态的差异。

2．2．1 接种方式对种子培养过程的影响 由图2

所示，挖块接种的摇瓶种子生长较快，孢子接种与

菌丝接种在26 h镜检时发现：在视野范围内均只有

少量菌丝，而挖块接种已有大量菌丝繁殖。这是因

为挖块接种的菌块中含有孢子和菌丝，生长较快；

孢子接种由于孢子要经过吸水膨胀、萌芽到生长成

菌丝的过程，菌丝接成网状到成团时间明显晚于挖

块接种；菌丝接种所用菌丝属于水洗后的不带孢子

的菌落，接种量相对较少，少量的菌丝要繁殖成大

量菌丝并接成网状结构的过程晚于挖块接种，但早

于孢子接种。根据不同接种条件下实际菌丝的生

长情况，最终确定的移种时间也是有差异的：挖块

接种41 h、菌丝接种44 h、孢子接种48 h。

fal前鲐接种

(b】挖块接种

(c)孢千强种

图2种瓶中26 h时不同接种方式的菌丝形态差异比

较(×100)

Fig．2 Morphology comparison during seed growing

process at 26 hours with diff亡rent inocuIation

typ船(×100)

种子瓶pH值的变化状况见图3。3种接种方

式对pH值的整个变化趋势并无大的影响。一般来

说，除虫链霉菌种子培养前期pH值是稳定的，然后

慢慢上升，再下降再上升再缓慢下降，最佳的移种

时机可能是第二次上升的最高点，一般此时处于种

子的对数生长期n“。3种不同的接种方式的种子

生长过程中pH值的变化规律都是遵行这种先升后

降再升再缓慢下降的过程。但是具体的变化范围

有所区别，挖块接种pH值变化的峰值最高，变化的
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幅度最大，菌丝接种的pH值变化的峰值最低，变化

幅度最小，孢子接种界于两者之间，这可能与整个

种子生长过程中不同的菌体生长速率和底物代谢

速率有关，很显然挖块接种达到指数生长期早于其

他两种接种方式。

图3不同接种方式的种子生长过程中pH值变化趋

势

Fi舀3 PrOfiJe 0f pH with diff色rent inocuIation type dur—

ing cuIture process

2．2．2接种方式对阿维链霉茵发酵过程的影响

不同接种方式的阿维链霉菌发酵过程中的营养物

质消耗、过程pH值变化以及菌丝形态均有差异，如

图4a、c所示。在发酵前期，因延迟期较短，菌体生

长很快，挖块接种总糖和氨基氮前中期消耗速率均

比其它两种接种方式快，孢子接种因延迟期较长发

酵前期总糖的消耗速率最慢，发酵中后期挖块接种

与菌丝接种的糖耗速率相当，而孢子接种的糖耗速

率最快；并且约200 h左右挖块接种与菌丝接种的

发酵液中的氨基氮质量浓度已开始回升，孢子接种

的氨基氮质量浓度仍处于下降期。

挖块接种在前中期还原糖质量浓度均处于上

升时期，且峰值最高；孢子接种在前期上升，中期

(约100 h后)的早期开始缓慢下降，中间经短暂的

平稳期后再上升；菌丝接种在前期还原糖质量浓度

上升最慢，峰值与孢子接种相当，但上升期比孢子

接种长；在发酵的后期还原糖质量浓度均较快下降

(见图4b)。还原糖质量浓度变化趋势的不同可能

导致菌体分泌不同量的淀粉酶，这可能会影响到糖

代谢途径中相关的酶活，甚至也可能会影响某些与

阿维菌素合成相关酶的酶活，从而导致不同的阿维

菌素合成能力。发酵过程中3种方式的pH值变化

趋势基本相同，但变化幅度各有差异，这与菌体的

不同的碳氮源代谢水平相对应(见图4d)。在220 h

左右，pH值均大幅度开始回升，菌丝接种的pH值

回升最快，推测菌丝接种方式在后期最先开始自

溶。

中后期的糖耗速率与氨基氮消耗速率均说明

发酵中后期挖块接种与菌丝接种代谢变缓，相对而

言，孢子接种则在中后期的代谢活性开始逐渐强于

其它两种方式。发酵前期菌体初级代谢相对较快，

同时会影响到中后期的次级代谢，前期过高的总糖

消耗速率可能导致中后期可利用的糖质量浓度不

够甚至使后期总糖的利用率降低；挖块接种在中后

期的耗糖速率明显变缓，特别是后期耗糖速率远低

于孢子接种，这也可能是由于菌体活力下降、菌体

自溶所致；而用孢子接种时，虽然延迟期相对较长，

生长达到高峰时间推迟，但孢子接种在发酵中、后

期较强的代谢活性使得糖的利用率相对更高，因发

酵后期糖可能主要用于菌体的维持和产物的合成，

有利于后期的产素，最终孢子接种的效价后来居

上，发酵终点时比对照挖块接种提高了10％以上，

比菌丝接种提高了20％以上(见图4e)。菌丝接种

在生长快慢上介于挖块接种与孢子接种之间，效价

增长最慢，糖的利用率最低，到发酵终点时效价也

最低。
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图4采用不同接种方式的发酵过程中总糖、还原糖、

氨基氦代谢、pH值变化以及效价增幅趋势

Fig．4 Profnes of the totaI sugar，reduced sugar，amin0

nitrogen。pH．aVermectin titer with different in—

OcuIa“On types during fermentation process

研究过程中还发现，不仅接种量会影响菌丝形

态，不同接种方式也会影响阿维链霉菌发酵过程中

的菌丝形态。由于孢子接种的延迟期较长，菌丝繁

殖速度在前期最慢，菌丝收缩的时间要稍晚于其它

两种接种方式。另外，相对挖块接种来说，因孢子

容易保持单核和纯种，生长过程比较同步，孢子接

种的菌形较为均一，并且趋向于收缩成球形菌团。

挖块接种与菌丝接种则因接入摇瓶中的菌龄不易

保持同步，所以表现为菌形多样性且散菌丝相对较

多。因丝状微生物的菌丝形态会影响发酵液的流

变特性从而也影响了培养体系的传质和传热，最终

影响到产物的合成[11|。在阿维菌素的发酵过程中

菌丝形态的好坏会直接预示阿维菌素的生物合成

水平的高低。如图5所示，孢子接种在168 h时菌

形是光滑和结实的球状，挖块接种的是较为粗糙和

结实的球状，菌丝接种的是较为粗糙和发散的团

状。菌丝接种和挖块接种因菌丝形态的差异导致

其发酵料液的粘度大于孢子接种，使得营养物质和

氧的传递受到一定程度的阻碍，从而影响菌体代

谢，最终导致产素能力比孢子接种的稍低。

菌丝接种

挖块接种

孢子接种

图5不同接种方式阿维菌素发酵168 h菌丝形态差

异比较(×100)

Fig．5 I¨orphoIogy comparison durjng f电rmentation

process al 168 hours with d副‰rent inocuJatj伽

types(×100)

3 结 语

近年来国内外主要着重从基因工程改造、培养

基优化、中间补料等方面寻找突破以提高阿维菌素

产量尤其是提高Bla组分产量，特别是集中在基因

工程改造方面[1“。目前已经完成除虫链霉菌的全

基因组测序，阿维菌素生物合成基因簇中的各基因

功能也正在研究中¨5_。61。目前而言，在基因水平上

加以改造是提高除虫链霉菌合成阿维菌素能力的

最为有效的方法，而在发酵水平上进一步优化生产

工艺以改善菌体生长和产物合成培养条件，使菌种

产素能力得到较充分发挥，也可较显著提高阿维菌

素的发酵水平。作者除确定孢子接种的最适孢子

接种量外还对比了不同的接种方式对阿维链霉菌

生长代谢和发酵产素过程参数的影响：在摇瓶发酵

过程中，接种方式对阿维菌素发酵过程中的碳氮消

耗以及菌丝形态具有较大影响，从而导致不同接种

方式影响阿维链霉菌的生长代谢和阿维菌素的合

成能力。孢子接种与挖块接种和菌丝接种相比，体

现出接种量上易控制、发酵结果较稳定、最终发酵

效价高等优势；但孢子接种的好坏与斜面孢子的生

长好坏密切相关，且孢子接种方式存在延迟期较

长、发酵周期较长以及接种操作过程较为繁琐等不

足，在实际的工业规模生产中孢子接种的优势是否

明显以及是否采用孢子接种，还需进行相关的研究
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后视具体情况而定。
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