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红霉素（Er）是临床上常见的一种广谱抗生素，药效

主要是抑制由革兰氏阳性菌引发的呼吸道感染疾病 [1]。鉴

于红霉素在结构上存在着很多可进行化学修饰位点这一特

征，故而科学使用化学修饰法能较顺利的获得多种红霉素

衍生物，这些物质的生物活性多样性及明显的临床疗效驱

动了红霉素原料药需求不断增长的过程，在这样的背景下，

红霉素发酵阶段合理增加红霉素产量成为了业内研究的热

点之一。

磷源是很多抗生素发酵培养基内一种重要营养物质，

其参与抗生素菌体生长繁殖及抗生素合成过程，并发挥着

重要作用。类型不同的磷源对抗生素的产量形成的影响有

一定差异。考虑到在次级代谢产物中磷源发挥的作用，本

课题研究通过将磷酸二氢钾、磷酸氢二钾添加至培养基内，

科学调整磷源的配比，达到适宜的浓度，确保菌体生长阶

段营养供应的有效性。

1 材料和方法

1.1 材料

选择红色糖多孢菌 SPH001 作为试验菌株；培养基的

类型及构成有：斜面：淀粉氯化钠、硫酸铵、碳酸钙、玉

米浆、琼脂粉各 15、4、3、3、12、2.6g/L，pH 范围 6.94~　

7.06；种子：蔗糖、硫酸铵、玉米浆、碳酸钙依次为 35、

4、20、5.5g/L，pH6.44~6.66；发酵：淀粉、黄豆饼粉、糊

精、硫酸铵、葡萄糖碳酸钙、豆油分别是 25、30、35、0.25、

20、5、8g/L，pH 自然不做调节。

试验中使用到的仪器有高效液相色谱仪、分光光度

计、电子天平、pH 计等。

1.2 培养方法

1.2.1 斜面孢子培养

利用铲子刮下原始菌株孢子，利用适量蒸馏水对其进

行稀释处理后，精确量取 0.2g/L，并将其均匀的涂擦在茄

瓶斜面表层，安置的环境条件是：温度 32~35℃，相对湿

度 30~50%，持续培养 7d，4℃留存待用。

1.2.2 种子培养

取以上过程留存下的茄瓶斜面，取尺寸 1cm×1cm 斜

面孢子，将其整体接进 30mL 种子培养基内，稳妥的安放

在摇瓶机上持续培养 42h，培养时的温度、相对湿度及摇

瓶机运转速度依次为 30~32℃，30~50%、215r/min[2]。

1.2.3 发酵培养

用培养合格的 1mL 种子液 1mL，将其整体接进发酵培

养基，摇瓶机上培养 145h，仪器转速 215r/min，培养温度、

相对湿度范围分别是 30~32℃，30~50%。

1.3 分析方法

首先，在红霉素发酵培养周期以后，利用 pH 计检测

发酵液的 pH 值。

其 次， 称 量 10mL 离 心 管 自 重， 而 后 取 10g 发 酵 培

养 液 并 将 其 装 入 离 心 管 内，4800r/min 转 速 下 离 心 处 理

12min，弃用上清液，测量沉淀物重量，沉淀物自重和离心

管重的差值即菌体浓度。

再者，采用硫酸水解法检测化学效价，具体操作是按

发酵时间估计发酵单位，确定稀释倍数，按相应的倍数精

确加入 9mL K2CO3 溶液和试样液于 125mL 分液漏斗中，再

精确加入醋酸丁酯 10mL，充分振荡，静置，分去下层水溶

液，加入无水 Na2SO4 大约 1g，振荡，吸取 10mL 于试管中， 

加入 10mL0.1mol.L-1HCl 溶液，充分振荡，静置，吸下层 HCl 

水溶液 5mL，于另一只试管中，并准确加入 H2SO4 溶液 5mL， 

摇匀，于 50±0.5℃水浴 30min，取出冷却，用蒸馏水作参

比液，在 483nm 处测定吸光度，利用光度在计 483nm 位置

检出液体的吸光度值，参照标准曲线测算出溶液的化学效

价 [3]。

最后，利用色谱仪检测发酵液内各组分含量，在该

过程中需添加甲醇溶液进行 5 倍稀释处理，设计进样量

40μL，根据标准品测出各组分的峰面积至算出其效价。

2 统计和分析结果

2.1 不同磷源对种子液形成的影响

依次把浓度是 4、8、10、14g/L 的磷酸氢二钾与磷酸

二氢钾添加至种子培养基内，开展单因素试验进行验证。

种子液持续培养 42h 后，监测其 pH 值与菌体浓度，统计

结果后发现，以上两种磷源浓度 4~g/L 范围中均不会对种

子液 pH 值形成较大影响，但其菌体浓度值却出现一定变

化。 磷酸氢二钾浓度是 4g/L 与 8g/L 时，菌体浓度显著上

升，提示浓度适宜的磷酸氢二钾对红霉素菌体代谢过程能

起到一定促进作用。

2.2 不同磷源对发酵液的影响

为了能更好的检测验证本文所采用的两种磷源对红霉

素工程菌发酵过程形成的影响，现决定把磷酸氢二钾与磷

酸二氢钾依照 4、8、10、14g/L 的配比分别加入发酵培养

基内，而后对单因素试验进行考察分析。各种配方均进行

3 组平行试验，依次检测到发酵液的 pH 值、菌体浓度和

红霉素工程菌发酵过程中不同磷源的作用分析
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摘　要：探讨不同磷源对红霉素培养发酵阶段 pH、菌体浓度以及效价形成的影响，以期确定培养基内不同组分的
最佳配比。统计结果后发现，和初始工艺作比较，将适量的磷酸氢二钾添加至红霉素发酵液内，对红霉素产量增加过程
起到一定促进作用，使红霉素效价有 20.5% 的提升幅度，抵达 7562U/mL；利用正交法优化发酵液培养基内的组分，红
霉素效价提升至 7912U/m，和没有经优化处理、没有添加磷源相比分别提升了 4.7%、25.8%。
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效价，取平均值。统计结果后发现，将配比分别是 4g/L 与

8g/L 磷酸氢二钾加入红霉素发酵液以后，对菌体浓度的提

升过程能起到明显的促进作用，摇瓶培养后验证得发酵液

的效价也由最初的 6292U/mL 提升至 7562U/mL[3]。而加入

配比为 4g/L 磷酸二氢钾时，发酵液的菌体浓度与效价均没

有出现显著改变，当添加这种磷源的配比是 8g/L 时，发酵

液的菌体浓度和效价检出值与对照相比均偏低。若以上两

种磷源的浓度，则菌体浓度表现出降低趋势，效价的也呈

现出降低的变化特征。既往有很多研究证实 [4]，加入适量

无机磷对抗生素菌体代谢过程能起到一定促进作用，说明

提升代谢速度，对菌体生长增殖过程能起到一定促进作用。

但如磷源的浓度过高或者添加大量磷源时，将会造成发酵

液内氮磷两者比重失调，扰乱菌体的正常代谢活动，在这

样的情境下，菌体代谢过程延缓，发酵单位也呈逐渐跌落

趋势。添加磷酸二氢钾后，红霉素发酵液显酸性，而发酵

液 pH ＜ 7 时不利于红霉素菌体的代谢及快速生长，这也

是摇瓶发酵后红霉素产量持续走低的主因。

2.3 确定含磷源培养基的配比

表 1  正交试验结果统计

试验编号 A B C D 效价（U/mL）

1 1 1 1 1 6822

2 2 2 2 2 7041

3 1 3 3 3 6632

4 2 1 2 3 6725

K1 6832 7122 7034 7230

K2 7010 6984 7224 7404

R 726 315 188 469

基于单因素试验对培养基内磷源的添加情况展开研究

分析，确定将 4~8g/L 磷酸二氢钾添至培养基内，探究淀粉、

黄豆饼粉、糊精和磷酸氢二钾各组分的最佳配比，获得一

个更为适宜的培养基配比，利用 L4 开展正交试验，结果见

表 1。分析表内的数据统计情况，可见以上四种组分对发

酵水平形成的影响程度可以做出如下排序 [5]：A ＞ D ＞ B

＞ C，认为最优的培养基配方构成：淀粉、黄豆饼粉、糊

精和磷酸氢二钾依次是 30、30、30、8g/L。

3 结束语

综合本文的研究结果，可以认为添加浓度适宜的磷酸

氢二钾对菌丝的生长过程有促进作用，但其浓度为 8g/L 时，

不管是种子液，还是发酵液内菌体浓度均显著升高，但当

磷源浓度持续增加至 10、14g/L 时，对菌体生长过程形成

抑制，代谢减慢，菌体浓度下滑，效价降低。为了能使发

酵液培养基内不同组分配比实现最佳，本文基于正交试验

过程进行优化，结果发现当淀粉、黄豆饼粉、糊精和磷酸

氢二钾依次是 30、30、30、8g/L 时，效价提升到 7912U/m，

和未经优化处理相比较提升了 4.7%。
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（上接第 222 页）L，水型为 MgCl2 型，青西区块采出水矿

化度为 90412mg/L，水型为 NaHCO3 型；

②鸭儿峡区块采出水与青西区块采出水混合后易结

垢；

③随着温度的升高，结垢量增加，当大于 40℃时结垢

量增加幅度变小。当鸭儿峡区块和青西区块采出水比例为

6:4 时，结垢量最大；采出水比例为 3:7 时，结垢量较小；

④两种采出水不过滤直接混合比过滤后再混合的结垢

量较大。

建议两种水混合后加入絮凝剂，除去固体悬浮物，然

后添加阻垢剂，可有效缓解注水井结垢的问题。
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