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红霉素产生菌的诱变及培养基优化研究
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　　摘　要：以红色糖多孢菌０８Ｌ作为出发菌株进行诱变，选育高产菌株。结果表明，诱变得到的 ＵＬ５
菌株发酵水平比出发菌株提高１２６％。再通过培养基优化，其组成为淀粉３％，糊精３％，葡萄糖２％，黄
豆饼粉３％，玉米浆１％，硫酸铵０１５％，碳酸钙０６％，磷酸二氢钾００２％的条件下，ＵＬ５菌株在诱变的
基础上，发酵水平再提高１５２％。
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　　红霉素（ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，Ｅｒ）是红色糖多孢菌（Ｓａｃｃｈａｒ

ｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｅｒｙｔｈｒａｅａ）的次级代谢产物，为十四元大环内

酯类抗生素，包括 ＥｒＡ～ＥｒＦ［１］，ＥｒＡ的抑菌活性最高。

它的抗菌谱和青霉素 Ｇ相似，特别是对抗酸杆菌、革兰

氏阳性细菌、大病毒及立克次氏体有抗菌活性，是治疗

溶血性链球菌感染和耐药性金黄色葡萄球菌感染所引

起疾病的首选药物，同时红霉素衍生物的生产，进一步

刺激了母体红霉素的需求［２４］。

影响红霉素发酵的主要因素是菌种的质量，其优劣

对红霉素发酵工业有极大的影响。目前，我国红霉素的

发酵工业与国外相比还有较大的差距，现在国外红霉素

发酵单位已达到８０００μｇ／ｍＬ以上，而国内大多企业红

霉素发酵水平却一直在４０００～５０００μｇ／ｍＬ左右［５］。

因此，本文拟研究红霉素生产菌种的改良，在此基础上

优化红霉素培养基组成，以达到提高红霉素发酵单位，

降低红霉素生产成本，增强我国红霉素的国际市场竞争

能力。

１ 材料与方法

１１ 出发菌株

红色糖多孢菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｅｒｙｔｈｒａｅａ）０８Ｌ：实

验室分离纯化得到。

１２ 培养基

改进高氏培养基：可溶性淀粉２％，ＮａＣｌ００５％，硝

酸钾０１％，磷酸二氢钾００５％，硫酸镁００５％，硫酸亚

铁０００１％，重铬酸钾 （７０～８０μｇ／ｍＬ），青霉素（２５～３

μｇ／ｍＬ），琼脂１５～２５％，ｐＨ７４～７６（ＮａＯＨ调）。

发酵培养基：黄豆饼粉 ３０％，淀粉 ４０％，糊精

３０％，硫酸铵０２％，碳酸钙０６％，葡萄糖１０％，磷酸

二氢钾００４％，ｐＨ６８（ＮａＯＨ调）。

改进斜面培养基：可溶性淀粉１％，硫酸铵０３％，

玉米浆 １２％，ＮａＣｌ０３％，碳酸钙 ０３％，琼脂 １５～

２５％，重铬酸钾（７０～８０μｇ／ｍＬ），青霉素（２５～３μｇ／ｍＬ），

ｐＨ７５（ＮａＯＨ调）。

种子培养基：淀粉３０％，黄豆饼粉２５％，蛋白胨

０５％，糊精 ３０％，葡萄糖 １０％，ＮａＣｌ０４％，硫酸铵

０７５％，碳酸钙 ０６％，硫酸镁 ００２５％，磷酸二氢钾

００２％，ｐＨ７５（ＮａＯＨ调）。

１３ 诱变方法

对红霉素产生菌的孢子进行超声波、氯化锂（分别

采用在孢子悬液中加入适量的氯化锂和在培养基中加

入适量的氯化锂两种方法［６］）单一诱变。在此基础上，

将诱变得到的实验菌株用超声波、氯化锂进行复合诱

变，选取高产菌株［７９］。

１３１ 超声波诱变法

分别取 １０ｍＬ出发菌株 ０８Ｌ的菌悬液于 ３３支



２５ｍＬ的试管中，放入超声波清洗器中，水淹没至试管

２／３左右，进行超声波处理，超声波功率分别为２００Ｗ、

３００Ｗ、４００Ｗ，诱变时间分别为 ０ｍｉｎ、３ｍｉｎ、６ｍｉｎ、

９ｍｉｎ、１２ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、１８ｍｉｎ、２１ｍｉｎ、２４ｍｉｎ、２７ｍｉｎ、

３０ｍｉｎ。

１３２ 氯化锂诱变法

方法１：菌种在培养过程中诱变，分别取改进高氏培

养基９０ｍＬ于 ７个 ２５０ｍＬ的锥形瓶中，再分别加入

１０ｍＬ浓度为 ３０％、６０％、９０％、１２０％、１５０％、

１８０％、２１０％的氯化锂溶液，灭菌后制成平板。

方法２：菌种诱变后再培养，取７支２５ｍＬ的试管分

别加入浓度为 ０３％、０６％、０９％、１２％、１５％、

１８％、２１％的氯化锂溶液各９ｍＬ，再各加入孢子悬液

１ｍＬ，在振荡培养箱中振荡３～４ｈ。

１３３ 超声波－氯化锂复合诱变

复合诱变采用四因素三水平正交表法，取１０支２５

ｍＬ的试管各加入９ｍＬ菌悬液，然后按正交表加入灭菌

的氯化锂溶液或无菌水，在振荡培养箱中振荡３～４ｈ后

再进行超声波处理，最后涂布在相应的平板上。

１４ 培养条件

平板：３３℃培养７ｄ。斜面：３３℃培养７ｄ。种子摇

瓶：３３℃培养２ｄ，摇瓶转速２２０ｒ／ｍｉｎ。发酵摇瓶：３１℃

培养２ｄ，３３℃培养３ｄ，摇瓶转速都为２２０ｒ／ｍｉｎ。

１５ 红霉素生物效价测定

红霉素生物效价测定采用管碟法［１０］。

２ 结果与讨论

２１ 诱变结果

２１１ 超声波诱变结果

分别移取 １０ｍＬ红色糖多胞菌孢子悬液装入容

量为２５ｍＬ的无菌试管中，在不同功率的超声波处

理后涂布于平板上，３３℃恒温培养３～４ｄ，观察各平

板上菌落生长状况，统计菌落数，超声波诱变致死率

见图１。

由图１可知，随着超声波诱变时间的增长，红色糖

多胞菌的致死率都在不断的增加；在３个不同功率的超

声波诱变中，超声波功率为２００Ｗ时，随着诱变时间的

增长，致死率上升得不明显，诱变效果不显著；超声波功

率为４００Ｗ时，红色糖多胞菌很快就全部致死，反而没

有达到诱变效果；超声波功率为３００Ｗ时，诱变时间２０

ｍｉｎ，致死率接近８３％，且平板上的红色糖多胞菌菌落大

小不均一，诱变效果较好。

图１ 超声波诱变致死率曲线

２１２ 氯化锂诱变结果

根据１３２氯化锂诱变法和 １４红色糖多胞菌

培养条件进行诱变和培养，红色糖多胞菌诱变结果

见图２。

图２ ＬｉＣｌ诱变致死率曲线

从图２可见，氯化锂诱变中，方法１诱变能取得较

好的致死效果，可能是因为在培养的过程中，由于平板

中有氯化锂存在，对红色糖多胞菌起着长期诱变的作

用，因此诱变效果更好。随着氯化锂浓度的提高，致死

率随着提高，当氯化锂浓度超过０６％时，红色糖多胞菌

的致死率增加幅度不在显著，因此在诱变中氯化锂浓度

确定为 ０６％。在正交实验中，氯化锂浓度分别选

０４％、０５％、０６％三个水平，并分别采用两种方法进

行实验。

２１３ 正交实验结果

根据单因素实验结果，超声波功率分别选用２００Ｗ、

２５０Ｗ、３００Ｗ，诱变时间为１５ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、２５ｍｉｎ，氯化

锂浓度分别为０４％、０５％、０６％，采用不同的诱变方

法进行正交诱变实验，其正交试验因素水平表见表１，正

交实验结果见表２。

表１ 正交因素水平表

水平

Ａ超声
波功

率（Ｗ）

Ｂ诱变
时间

（ｍｉｎ）

ＣＬｉＣｌ
浓度

（％）

ＤＬｉＣｌ
使用方法

１ ２００ １５ ０４ 培养基中加ＬｉＣｌ

２ ２５０ ２０ ０５ 孢子悬液处里４ｈ

３ ３００ ２５ ０６ 同时处理

５１第２５卷第１期　　 　　　　　　左 勇等：红霉素产生菌的诱变及培养基优化研究



表２ 正交试验结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 生物效价μｇ／ｍＬ

１ １ １ １ １ ４４２０
２ １ ２ ２ ２ ４４８４
３ １ ３ ３ ３ ３３３１
４ ２ １ ２ ３ ３０９０
５ ２ ２ ３ １ ４７７２
６ ２ ３ １ ２ ４６４９
７ ３ １ ３ ２ ３２１７
８ ３ ２ １ ３ ３７１７
９ ３ ３ ２ １ ３８５２
ｋ１ ４０７８ ３５７５ ４２６２ ４３４８
ｋ２ ４１７０ ４３２４ ３８０９ ４１１６
ｋ３ ３５９５ ３９４４ ３７７３ ３３７９
Ｒ ５７５ ７４９ ４８９ ９６９

Ｇ＝３５５３２

　注：以上均为三个平行实验的平均值。正交实验数据处理采用正
交设计助手软件ｉｉｖ３１处理。

从表２的结果可以看出，在正交试验的 ４个因素

中，其影响程度为：氯化锂使用方法 ＞超声波诱变时间

＞超声波功率 ＞氯化锂浓度。从表２中可以得到实验

号为１、２、５、６的诱变菌株的相对效价较高，其中５号菌

株诱变效果最好，其最佳诱变方法为 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１，将５号

菌株命名为ＵＬ５，其发酵水平比出发菌株４２３８μｇ／ｍＬ

提高了１２６％。

２２ 发酵单因素实验

通过改进发酵培养基营养成分组成，研究培养基对

发酵效果的影响，实验设计见表３。发酵培养条件，见

１４。

表３ 单因素实验设计

实验

编号

淀

粉

（％）

糊

精

（％）

葡萄

糖

（％）

黄豆

饼粉

（％）

玉米

浆

（％）

硫酸

铵

（％）

碳酸

钙

（％）

磷酸

二氢

钾（％）

１ ／ ３０ １０ ３０ １０ ０２ ０６ ００４
２ ４０ ／ １０ ３０ １０ ０２ ０６ ００４
３ ４０ ３０ ／ ３０ １０ ０２ ０６ ００４
４ ４０ ３０ １０ ／ １０ ０２ ０６ ００４
５ ４０ ３０ １０ ３０ ／ ０２ ０６ ００４
６ ４０ ３０ １０ ３０ １０ ／ ０６ ００４
７ ４０ ３０ １０ ３０ １０ ０２ ／ ００４
８ ４０ ３０ １０ ３０ １０ ０２ ０６ ／

　注：“／”表示变量。

２２１ 不同碳源对发酵结果的影响

按照实验设计（表３）中实验编号１、２、３进行实验，

实验结果分别如图３、４、５所示。

图３～５是不同碳源对发酵结果的影响。由图３可

知，随着淀粉含量的不断增加，相对效价先升高后下降。

原因在于当淀粉含量过高时，发酵液的黏度增加，将影

响红色糖多胞菌的生长，同时还会对后续的红霉素分离

提取工作带来不利。由图４可知，当糊精含量增大时，

图３ 不同淀粉含量对红霉素效价的影响

图４ 不同糊精含量对红霉素效价的影响

图５ 不同葡萄糖含量对红霉素效价的影响

发酵水平提高不太明显。由图３和图５比较，淀粉和葡

萄糖影响红霉素的效价显著，它们的趋势十分相似。在

发酵过程中，红色糖多胞菌的发酵能力下降，可能是因

为葡萄糖浓度过高增大了发酵液的黏度，影响发酵液的

溶氧量，导致发酵效果不好；其次葡萄糖可以产生碳分

解代谢物阻遏效应，影响红霉素的最终发酵单位效价。

因此，取３０％淀粉，３０％糊精，２０％葡萄糖，有利于提

高发酵水平。通过单因素实验表明，单一碳源均不能很

好的满足最佳发酵的需要，因此，在后继工作中复合碳

源对发酵水平的影响有待进一步研究。

２２２ 不同氮源对发酵结果的影响

按照实验设计（表３）中实验编号４、５、６进行实验，

实验结果分别如图６、７、８所示。

黄豆饼粉在红霉素发酵过程前期中起着重要作用，

当培养基中的淀粉水解速率供不应求时，菌体生长容易

利用的碳源不足，而被迫利用黄豆饼粉。从图 ６可看

出，随着黄豆饼粉含量增加，红霉素效价不再增大，且黄

豆饼粉含量过高时会增大发酵液黏度对后续红霉素的

提取带来不利。玉米浆是一种优质有机氮源有利于红
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图６ 不同黄豆饼粉含量对红霉素效价的影响

图７ 不同玉米浆含量对红霉素效价的影响

图８ 不同硫酸氨含量对红霉素效价的影响

霉素的合成，加入不同量的玉米浆后发酵单位都有所提

高，但从图７中看出，在玉米浆含量为１２％以上时生物

效价有降低趋势，其可能是因为氮源浓度过高，前期菌

丝体增殖过多导致后期一些红霉素合成成份不够，同时

菌丝体浓度过高也会增大发酵液黏度，导致菌体自溶。

硫酸氨作为一种微量成份，以氨离子的形式提供氮源，

氨离子可能会参与红霉素的合成，但是过量的氨离子也

可能会对红色糖多胞菌内的一些酶类起到抑制作用，从

而使红霉素的合成受阻，同时也直接影响发酵液的酸碱

度，氨离子的存在对保持适宜的酸碱度在发酵过程中起

着相当重要的作用。从上面三种氮源对红霉素效价影

响可知，有机氮源含量适当提高，有利于红霉素的合成，

无机氮源处于较低水平有利于发酵水平的提高。综上

分析，取３０％黄豆饼粉，１０％玉米浆，０１５％硫酸铵，

可达较高的发酵水平。由于不同氮源在不同的发酵时

期起着不同的作用，为此，我们将继续研究复合氮源的

对发酵结果的影响。

２２３ 辅助因子对发酵结果的影响

按照实验设计（表３）中实验编号７、８进行实验，实

验结果分别如图９、１０所示。

图９ 不同碳酸钙含量对红霉素效价的影响

图１０ 不同磷酸二氢钾含量对红霉素效价的影响

在微生物的培养中，作为辅助成分的碳酸钙和硫酸

铵的作用相似，是一种无机碳源，其作用主要是保持微

生物代谢产生的酸碱平衡，其浓度过低 ｐＨ值会发生变

化，导致红色糖多胞菌提前进入衰亡期。ＫＨ２ＰＯ４的浓

度对红霉素效价有很大影响，在缺乏ＫＨ２ＰＯ４时，效价明

显降低，但是过量的ＫＨ２ＰＯ４也会使效价下降，原因是因

ＫＨ２ＰＯ４会对红色糖多胞菌菌体内的一种诱导酶起到诱

导作用，而这种酶对红霉素的合成起着重要作用，但是

当ＫＨ２ＰＯ４的用量太大时可能会抑制其他代谢的进行；

因此必须控制好ＫＨ２ＰＯ４的浓度。因此，在发酵过程中，

０６％的碳酸钙，００２％的ＫＨ２ＰＯ４有利于提高红霉素发

酵水平。

２３ 单因素发酵验证

根据 ２２发酵单因素实验，在发酵培养基组成为

３０％淀粉、３０％糊精、２０％葡萄糖、３０％黄豆饼粉、

１０％玉米浆，０１５％硫酸铵，０６％碳酸钙，００２％磷酸

二氢钾，转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，进行变温发酵：３１℃条件下

培养２ｄ，３３℃条件下培养３ｄ，３１℃条件下培养２ｄ。

ＵＬ５的最终发酵液的平均效价提高到５４９７μｇ／ｍＬ。

３ 结束语

红霉素出发菌株经过超声波 －氯化锂复合诱变和

改良培养基后，均大幅提高了发酵水平。其中经过诱变

后的最优ＵＬ５菌株摇瓶发酵的效价最大提高了１２６％。

经过培养基优化后，ＵＬ５的菌株摇瓶发酵的效价比原来

提高了１５２％。
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