
暗霉素产生菌 F-211发酵工艺完善的研究
 

洪文荣　郭养浩　孟　春　石贤爱　陈剑峰 　刘致新
1
　陈生裕

1

(福州大学生物工程系 , 福州 350002;1 福州福益制药有限公司 , 福州 350002)

摘　要　采用正交试验法研究深层发酵培养黑暗链霉菌 F-211的培养基组成。实验结果表明 , 合理的培

养基组成是(%):葡萄糖 1.5;玉米粉 2.0;硫酸镁 0.5;玉米淀粉 2.0;豆油 1.1;碳酸钙 0.7;黄豆粉 3.5;硫酸

锌0.01;硫酸铵 0.7;淀粉酶 0.025。实验结果还显示 , 在天然培养基中 , 无需再加铁 、锰金属元素。 研究发

现 ,黑暗链霉菌孢子发芽对机械剪切敏感 , 利用孢子接种培养一级种子 , 采用空气搅拌 , 能得到良好的生长菌

丝。菌丝浓度对暗霉素发酵生产水平影响显著 ,过高过低的菌丝浓度对菌体合成暗霉素均不利。采用改变空

气流量来控制菌丝浓度 ,使其维持在推荐的曲线上 ,不至于过高或过低是一个好办法 , 可以有效地提高并稳定

暗霉素的发酵水平。
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　　黑暗链霉菌 F-211经深层发酵产生暗霉素
[ 1] 。

暗霉素由很多组分组成[ 2] ,其中主要组分为阿泊

拉霉素 , 6″-O-氨甲酰卡那霉素 B 和 6″-O-氨甲酰

妥布霉素 。6″-O-氨甲酰妥布霉素经酸或碱催化

水解后即为妥布霉素
[ 3]
。妥布霉素属氨基糖苷

类抗生素 ,已在临床上广泛使用。在低浓度下 ,能

抑制革兰氏阴性菌的生长 ,它有很强的抗绿脓杆

菌作用 ,比其它氨基糖苷类抗生素强28倍[ 4] 。暗

霉素发现于 70年代 ,但我国直到 90年代 ,才进入

小规模工业化生产 ,且生产水平提高缓慢 ,发酵水

平波动大 ,为了提高发酵生产水平 ,完善发酵工艺

控制 ,本文有针对性地对发酵生产的培养基进行

了筛选 ,并对影响发酵单位的关键参数进行探讨 ,

找出影响发酵水平的主要因素 ,并提出控制方法 ,

取得了良好的效果。从研究结果导出了合理的暗

霉素发酵代谢曲线图 。

1　材料和方法

1.1　材料和仪器

菌种:黑暗链霉菌 F-211 。妥布霉素标准品和

生测培养基:中国药品生物制品检定所 。培养基:

工业化生产上使用的。摇瓶机:220 r/min 。台式

离心机:80-2 , 4000 r/min , 20ML ×12。发酵罐:

2000 L ,180 r/min 。

1.2　分析方法

发酵单位:生物检定法[ 5] 。

菌丝浓度:取发酵液 10 ml ,于 2500 r/min下

离心 3 min ,去上清液后的固体物作为相对菌丝

浓度 。

其它项目:总糖 、还原糖 、氨基氮 、温度 、pH 等

均采用工业化常规分析法[ 6] 。

2　结　果

2.1　培养基成分的确定[ 7]

2.1.1　培养基中营养成分对暗霉素发酵单位的

影响　用 L27(3
13)正交表[ 8]对已筛选的常用 13

种培养基成分;葡萄糖 ,玉米淀粉 ,玉米粉 ,黄豆

粉 ,硫酸锌 ,硫酸镁 ,鱼粉 ,硫酸铵 ,碳酸钙 ,蚕蛹

粉 ,豆油 ,谷氨酸钠 ,淀粉酶的 3个水平进行考察 ,

每个 500 ml三角瓶装60 m l ,结果见表 1。它们对

暗霉素发酵单位影响从大到小依次为:硫酸铵 ,玉

米粉 ,硫酸镁 ,玉米淀粉 ,豆油 ,碳酸钙 ,黄豆粉 ,葡

萄糖 ,硫酸锌 ,蚕蛹粉 ,鱼粉 ,谷氨酸钠 ,淀粉酶。

将蚕蛹粉 ,鱼粉 ,谷氨酸钠三个影响小的成分去

除 ,但保留淀粉酶。去除简化后的培养基组成 ,经

反复试验 ,对暗霉素发酵单位没有影响 ,因此最后

培养基组成确定为(%):葡萄糖 1.5;玉米粉 2.0;

硫酸镁 0.5;玉米淀粉 2.0;豆油 1.1;碳酸钙 0.7;

黄豆粉 3.5;硫酸锌 0.01;硫酸铵 0.7;淀粉酶

0.025。

61
中 国 药 科 大 学 学 报

Journal of China Pharmaceutical University　2000 , 31(1):61～ 65

 收稿日期　1999-07-13



Tab 1.Orthogonal layout of effect of medium constitution on nebramycin products

No. 1a 2b 3c 4d 5e 6f 7g 8h 9i 10j 11k 12l 13m μg/ml

1 1

(1.0)

1

(2.0)

1

(2.0)

1

(3.5)

1

(0.7)

1

(0.6)

1

(0.7)

1

(0.7)

1

0.001

1

(0.3)

1

(1.3)

1

(0.1)

1

0.050

3653

2 1 1 1 1 2

(0.4)

2

(0.8)

2

(0.8)

2

(0.6)

2

0.01

2

(0.8)

2

(1.1)

2

0.08

2

0.005

3753

3 1 1 1 1 3

(0.2)

3

(0.3)

3

(0.5)

3

(0.8)

3

0.08

3

(0.5)

3

(0.8)

3

0.06

3

0.025

2058

4 1 2

(3.0)

2

(3.0)

2

(4.0)

1 1 1 2 3 2 3 2 3 2817

5 1 2 2 2 2 2 2 3 1 3 1 3 1 2842

6 1 2 2 2 3 3 3 1 2 1 2 1 2 1933

7 1 3

(1.0)

3

(1.0)

3

(2.5)

1 1 1 3 2 3 2 3 2 2251

8 1 3 3 3 2 2 2 1 3 1 3 1 3 832

9 1 3 3 3 3 3 3 2 1 2 1 2 1 910

10 2

(3.0)

1 2 3 1 2 3 1 1 2 3 3 2 2055

11 2 1 2 3 2 3 1 2 2 3 1 1 3 3462

12 2 1 2 3 3 1 2 3 3 1 2 2 1 1799

13 2 2 3 1 1 2 3 2 3 3 2 1 1 1767

14 2 2 3 1 2 3 1 3 1 1 3 2 2 1690

15 2 2 3 1 3 1 2 1 2 2 1 3 3 2817

16 2 3 1 2 1 2 3 3 2 1 1 2 3 1898

17 2 3 1 2 2 3 1 1 3 2 2 3 1 3400

18 2 3 1 2 3 1 2 2 1 3 3 1 2 2152

19 3

(1.5)

1 3 2 1 3 2 1 1 3 2 2 3 3310

20 3 1 3 2 2 1 3 2 2 1 3 3 1 1848

21 3 1 3 2 3 2 1 3 3 2 1 1 2 2767

22 3 2 1 3 1 3 2 2 3 1 1 3 2 2021

23 3 2 1 3 2 1 3 3 1 2 2 1 3 2500

24 3 2 1 3 3 2 1 1 2 3 3 2 1 3439

25 3 3 2 1 1 3 2 3 2 2 3 1 1 1968

26 3 3 2 1 2 1 3 1 3 3 1 2 2 2971

27 3 3 2 1 3 2 1 2 1 1 2 3 3 3165

K 1 21049 24708 24874 23842 21743 22808 26644 24413 22280 18839 23341 21034 21626

K 2 21043 21826 23015 22967 23298 22521 21494 21895 23369 22990 23878 22587 21596

K 3 23989 19547 18192 20182 21040 20752 17943 19773 20432 24252 18862 22460 22859

Range 2946 5156 6682 3660 2258 2056 8701 4640 2937 5413 5016 1553 1235

a.glucose　b.corn starch　c.corn meal　d.soybean cake meal　e.silkw arm chrysalis mealf.f ish meal　g.(NH4)2SO4　h.CaCO3　i.Zn-

SO 4　j.MgSO4　k.Soybean oi l　l.sodium glutamate　m.starch emzyme.Fermentation w as carried out in 500 ml f lask on 220 r/min shaker

for 112 hours(tem perature 37℃), medium(%), pH natu ral , 60 ml/ 500ml f lask.

2.1.2　培养基中外加金属离子对暗霉素发酵单

位的影响[ 9] 　用以上确定了的培养基[ 2.1.1] ,再

用 L9(3
4
)正交试验 ,增加对硫酸镁 ,硫酸锌 ,硫酸

亚铁 ,硫酸锰的三个水平对发酵单位的影响 ,主要

考察金属离子 Mg+2 、Zn+2 、Fe+2 、Mn+2对暗霉素

最终发酵单位的影响 ,条件同表 1 ,结果见表 2。

从结果看 ,它们的影响从大到小的次序为:镁;锌;

锰;铁。
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Tab 2.Orthogonal layout of ef fect of metal ion on nebramycin products

No. MgSO 4(%) ZnSO4(%) FeSO 4(%) MnSO 4(%) μg/ml(Nebramycin)

1 1(0.4) 1(0.01) 1(0.006) 1(0.03) 3812

2 1 2(0.001) 2(0.06) 2(0.01) 3496

3 1 3(0.1) 3(0.1) 3(0.1) 3328

4 2(0.5) 1 2 3 3924

5 2 2 3 1 3408

6 2 3 1 2 3756

7 3(0.8) 1 3 2 3100

8 3 2 1 3 2000

9 3 3 2 1 3072

K1 10636 10836 9568 10292

K2 11088 8904 10492 10352

K3 8172 10156 9836 9252

Range 2924 1932 924 1100

Other medium consti tution is the same as [ 2.1.1] ;Fermentat ion w as carried out as the note of table 1

2.2　发酵工艺的研究[ 10]

2.2.1　菌丝浓度与暗霉素发酵单位的影响　本

试验在2000 L发酵罐中进行 ,装料体积 500 L ,培

养温度 37℃,发酵周期 112 h ,培养基组成[ 2.1.

1]作为对照(a),为了得到不同浓度的菌丝 ,主要

采用改变最易影响菌丝生长的黄豆饼粉的浓度来

实现。为了得到较高浓度的菌丝 ,将黄豆饼粉配

比提高到 4.5(b);为了获得较低浓度的菌丝 ,将

黄豆粉的配比下降为 1.5(c),最后将菌丝浓度-发

酵单位与时间的关系绘成图 1。

Fig 1.Ef fect of mycelial concent ration-time on neb ramycin prod-
ucts.1.2.3 different mycelial concent ration.1′.2′.3′ ne-
b ramycin concen trat ion responed to 1.2.3 respect ively.

2.2.2　空气流量与暗霉素发酵单位的关系　试

验同样是在 2000 L 发酵罐中进行 ,培养基组成采

用[ 2.1.1]已确定的配方。以不同的空气流量来

实现不同的菌丝浓度 。分三组:(1)为了达到高浓

度的菌丝 ,采用恒定的高通气流量 0.8(m3/m3·

min
-1
);(2)为了达到低的菌丝浓度 ,采用恒定的

低通气流量 0.1(m3/m3·min-1);(3)视菌丝浓度

的变化调整不同的通气流量(见图 2),最后将空

气流量-菌丝浓度-发酵单位与时间的关系绘成

图 2 ,多次试验重复性良好 。

Fig 2.Ef fect of ai r-flow-rate and mycelial concen trat ion on ne-
b ramycin p roducts.1.2.3 dif ferent air-flow-rate.1′.2′.3′
mycelial concent ration responded to 1.2.3 respectively.1″.2″.3″
nebramycin concent ration responded to 1.2.3 respectively

2.2.3　搅拌对黑暗链霉菌孢子发芽的影响　本

试验在1 m3发酵罐中进行 ,装料300 L ,搅拌转速

150 r/min ,培养基组成为(%):葡萄糖 0.5;玉米

淀粉 1.0;黄豆饼粉 1.0;硫酸镁 0.5;磷酸二氢钾

0.05;碳酸钙 0.1 。分三组进行 ,实验安排与结果

见表 3。
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Tab 3.Ef fect of mechanical stir on spore germinat ion

Experiment No. 1 2 3

Culture time(h) 0 ～ 19　19 ～ 25 0　5　15 0～ 10～ 20

Ro tative velocity(r/min) 150　　　0 0　0　0 150 150 150

Germination -　　 + 　　+ ++ -　-　-

(-):no ge rmination;(+) ge rmination (++):ge rmina tion and growth

good.M edium(%):g lucose 0.5;corn starch 1.0;so gbean cake meal 1.0;

M gSO4 0.5;KH2PO4 0.05;CaCO3 0.1 , 37℃, air-f low-rate 0.8 m3/m 3·

min-1.

2.2.4　不搅拌对暗霉素发酵单位的影响　本试

验在 2000 L 发酵罐中进行 ,装料量 800 L ,培养基

按[ 2.1.1] 确定的配方。全程空气流量 0.5 m
3
/

m3·min-1 ,其余条件与正常生产一致 ,但不搅拌 ,

结果发酵 112 h 后 , 暗霉素发酵单位仅 192 μg/

ml ,且得到反复证明。

2.2.5　黑暗链霉菌 F-211发酵代谢控制图　根据

正交试验确定的培养基配方[ 2.1.1] ,结合菌丝浓

度 、空气流量与发酵单位对时间的关系 ,对发酵代

谢进行调节 ,得到了比较完善的发酵代谢调节控

制图 ,总糖 、还原糖 、氨基氮等均在代谢图上反映。

见图 3。

Fig 3.The recommended operation cu rves about nebramycin fer-
mentation cont rol.1.pH 2.Saccharide 3.ai r-f low-rate ×10 4.
temperature(℃)5.NH2-N 6.mycelial concent rat ion 7.reduced
saccharide(g/100ml)8.nebramycin

本代谢控制图已应用于生产 ,经正交试验 ,确

立了合理的配方 ,加上关键工艺控制点的完善 ,使

暗霉素的发酵单位从原来的 1800 u/ml上升到了

3800 u/ml ,取得了明显的实际应用效果。

2.3　结果讨论

1)从 L27(3
13)正交试验的结果可以看出 ,培

养基搭配适当与否 ,极大地影响暗霉素的生物合

成。最高发酵单位 3753 μg/ml , 最低仅 910 μg/

ml。通过实验 ,确定了较为合理的培养基配比

[ 2.1.1] 。去除了影响较小的成分 ,使配方趋于合

理化 。

2)为了验证金属离子在本发酵条件下的影响

程度 ,选用了已报道[ 6] 的对暗霉素合成影响较大

的四种金属离子镁 、锌 、铁 、锰 ,采用 L9(3
4)正交

表进行考察 ,结果与 L27(3
13
)正交表所得的实验

结果相吻合 ,镁离子作用最显著 ,铁 、锰离子的作

用比锌的作用还要弱 。所以铁锰不列作培养基成

分(这个结果与报道的相反 ,主要原因是前人所做

的试验是用合成培养基 ,而本试验是用与生产相

一致的天然培养基)。其组成中的玉米粉 、黄豆饼

粉等已具备了足够的金属离子等微量元素。

3)采用改变培养基中的黄豆饼粉含量等获得

了不同菌丝浓度对发酵单位的影响 ,从结果可以

看出 ,菌丝浓度过高过低对提高发酵水平均不利 ,

且过高比过低更不利。菌丝浓度过高 ,可能是菌

体代谢没有及时地转向合成暗霉素 ,导致菌体猛

长 ,结果发酵单位低;菌体浓度低单位反而好些 ,

可能是菌体代谢已转向合成目标产物。因此存在

合适菌丝浓度问题。

4)当以变化的空气流量进行培养 ,以控制空

气流量来达到控制菌体浓度时 ,得到发酵单位始

终是最高的。所以菌体浓度是影响暗霉素发酵单

位的关键因素 。通过改变空气流量来实现控制菌

体浓度 ,是工业化中最方便 、最简捷的办法 ,也是

暗霉素发酵生产的显著特征。通气控制变化曲线

见图 3。

5)经综合各试验结果 ,绘制了合理的暗霉素

发酵代谢控制图 3。

6)由于目标产物 6″-O-氨甲酰妥布霉素含

CONH2 基团 ,从生化原理上讲 ,应该类似于尿素

(NH2CONH2)合成 ,需要 CO2 和 NH3 的参与 ,氨

来源于谷氨酰胺。因此发酵环境中应保持一定浓

度的 CO2 ,通气量过大 ,发酵液中的 CO2 被大量

带走 ,从而影响了暗霉素合成所需要的基本组分

CO2。还有通气量大 ,大量长菌丝 ,三羧酸循环不

受限制 ,导致谷氨酰胺的合成受到削弱 ,从而导致
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菌体内 NH3 的供应受到限制 ,所以通气量不能过

大 ,也不能过小。存在不同培养时间有不同的最

适通气量的特性
[ 11]
。

7)用 L27(3
13)正交实验法确定的[ 2.1.1]培

养基是可行的。在用天然培养基培养黑暗链霉菌

生产暗霉素时 ,无需再加锰 、铁离子 。

8)菌丝浓度对暗霉素发酵单位影响明显 ,过

高过低的菌体浓度对提高暗霉素发酵单位均不

利 ,适当的菌体浓度(38%～ 40%)对提高和稳定

暗霉素发酵单位最有利 ,而采用改变空气流量能

方便地将菌体浓度控制在合适的水平上 ,这是暗

霉素发酵生产的显著特征 。采用该方法进行发酵

生产 ,不仅发酵单位提高 ,而且实践证明 6″-O-氨

甲酰妥布霉素的含量比例没有下降 。

9)黑暗链霉菌的孢子发芽对机械剪切敏感 ,

孢子接种培养种子 ,不必开机械搅拌 ,以空气搅拌

就能得到良好的一级种子 ,这是其又一显著特征。
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Studies on the Perfecting Fermentation of Nebramycin by Strepto-
myces tenebrarius

HONG Wen-Rong , GUO Yang-Hao , MENG Chun , SHI Xian-Ai , CHEN Jian-Feng , LIU

Zhi-Xin1 , CHEN Sheng-Yu1

Department of Biotechnology , Fuzhou University Fuzhou 350002 ;1 Fuzhou Fuyee Pharmaceut ical Co.
Ltd , Fuzhou 350002

Abstract　The medium const itution of fermentation by o rthogonal layout [ L 27(3
13)and L9(3

4)] about ne-
bramycin produced by Streptomyces tenebrarius F-211 was studied.The results of orthogonal layout show

that reasonable fermentation medium const itution(%)is ①glucose 1.5 , ②co rn starch 2.0 , ③co rn meal 2.
0 , ④soybean cake mea 3.5 , ⑤(NH4)2SO4 0.7 , ⑥CaCO3 0.7 , ⑦soybean oil 1.1 , ⑧MgSO4 0.5 , ⑨

starch enzyme 0.025%, ⑩ZnSO4 0.01 and does not need supplement of Fe2+ , Mn2+ , metal ion.It was

found that mechanical stirring inhibi ted spo re germination and good mycelium was cultured f rom spo re of

streptomyces tenebrarius by compressed flow ing air stirring on indust rial scale.When fermentation medium

consti tution w as decided the concentration of nebramycin in fermentation liquid was closely related with the

mycelial density and can no t get maxmum nebramycin production in super over o r super low er mycelial con-
centration.Suitable mycelial density was easily cultured by modif ication air flow ing rate.Different air flow-
ing rates in different fermentation ages were decided by the mycelium thickness and control curves were giv-
en in fig.3.Using this recommended control curves and culture medium constitution in industrial fermenta-
tion , nebramycin concentration in cultural liquid was got ten in double than the original and the rat io of to-
bramycin in nebramycin w as not decreased.Therefo re the result of this research is believed to be correct.
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