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空气负离子对 阿维链霉菌发酵周期及产 量的影响 
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(中国科学院等离子体物理研究所 合肥 23003 1) 

摘要 为了研究低浓度空气离子对微生物的效应，利用低浓度空气离子对固体培养基上 Streptomyces aver- 

mitilis作用，分析了其次生代谢产物产生时间早晚，各组分含量变化，并且初步研究有效成分含量提高的机理。 

用浓度为 5xl03／cm3的空气负离子连续十天处理固体培养基上的阿维链霉菌，经过高效液相色谱 (High per- 

formance liquid chromatography。HPLC)检测后发现：经过处理，该菌株提早四天到达阿维菌素 (Avermectins， 

AVM)产素平台期，有效成分Bla和Blb提高约20％，而无效成分含量无显著提高。经过分析，低浓度空气 

负离子可有效缩短该菌种的发酵周期，提高有效成分含量，刺激次生代谢过程。 
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空气负离子的发现和应用源于19世纪末。100 

多年来，空气负离子生物效应研究在与生理、动物、 

微生物、植物等学科交叉研究中取得了丰硕成果。 

但是，这些研究主要集中于其增进人体健康作用和 

高浓度空气负离子杀菌 】。据了解，至今尚无关于 

低浓度离子对微生物作用、促进微生物次生代谢、 

增加次生代谢产物方面的报道。 

阿维菌素 (Avermectins，AVM)是由格兰氏阳 

性菌阿维链霉菌产生的一类十六元环大环内脂类抗 

生素【8】，具有高效、安全、农畜两用等特点，在常 

用剂量下，对人畜安全，不伤害天敌，不破坏生态， 

具有广泛的抗寄生虫的活性，是最有效的昆虫、螨 

虫和寄生虫杀虫剂之一。天然的阿维链霉素有八种 

组分：A1a、A1b、A2a、A2b、B1a、Blb、B2a和 

B2b，其中B1最具有活性，尤其是B1a。B1a和B1b 

具有相同的生物和毒理学性质 】。 

目前，基因水平的 AVM 生物合成研究已取得 

突破性进展，其生物合成途径己基本阐 Ⅲ．IIJ，有 

关生物合成基因簇已被克隆，多数基因的功能已明 

确[12,13]。Ikeda H 完成了阿维链霉菌全基因组的 

测序工作。我国的此领域研究则更多地采用经典的 

改造菌种的手段，由发酵培养条件的优化[15,161和诱 

变育种筛选高产菌、提高发酵效价u 圳。但通过优 

化外界条件提高产量存在不少缺点。对于一株确定 

的菌株，当其碳源、氮源、无机盐、生长因子和水 

等营养因素和温度、通气量等外界因素已达最优组 

合时，就难以继续提高产量。阿维链霉素是一种十 

六元环大环内脂类抗生素，其抗生素生成步骤繁多， 

次生代谢过程复杂，用传统的诱变育种方式提高产 

量比较困难，负突变概率大，筛选出的高产菌株易 

退化，筛选工作量大，并且缺乏成熟而简便的筛选 

方法。并且，上述方法均不能有效缩短发酵周期。 

放线菌属微生物生长缓慢、发酵周期长的特点使单 

位时间发酵轮数低，产量提高受限制，是该工业发 

展的一个瓶颈问题。 

本文提出低浓度空气负离子的微生物作用，用 

空气负离子对阿维链霉菌固体培养过程进行处理， 

发现空气负离子能有效缩短阿维链霉菌发酵周期， 

并提高阿维菌素产量。经检测，空气负离子处理后 

的阿维链霉菌的发酵周期大大缩短，产量有很大提 

高，并提高了有效成分B组分的比例，后处理分离 

也方便。 

1 材料与方法 

1．1 菌种 

阿维链霉菌，本实验室保存。 

1．2 培养基及培养条件 

培养条件：培养基0．1MPa，121 oC灭菌30min， 
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培养温度28~C。固体培养基：酵母提取物4．0g／L， 

麦芽提取物 i0g／L，葡萄糖4．0g／L，琼脂 15．0g／L。 

1．3 实验方法 

处理方法：实验在体积为 0．5m3的密闭容器中 

进行。一个容器中放置负离子发生器 (见图1)，另 
一 为对照。尖端和培养基之间的距离为 10cm。氧气 

通过八层纱布进入密闭容器 。负离子浓度为 
5~103／cm3

。 

Fig．1 Experiment set-up for negative air ions on the 

Streptomyces avermitilis 

1．4 操作方法 

(1)将斜面培养基上培育 10d、已长出丰富 

灰色孢子的斜面，用 10mL无菌水洗下，迅速倒入 

盛有90mL无菌水、带有玻璃珠的250mL三角瓶中， 

沿顺时针转动三角瓶 10min。 

(2) 吸取菌液 0．1mL于盛有 4mL固体培养 

基的细胞培养皿 (规格 35mmx 10mm style Treated 

Polystyrene 20／Sleeve Non—Pyrogenic，Sterile coming 

Incorporated Coming，NY1483 1)上，用玻璃涂棒将 

菌液涂抹均匀。 

(3)将涂好的平皿敞口放置于灭菌封闭容器 

中，接通电源，产生 5xl03／cm3的空气负离子，持 

续通入 12d，在通电后第三天取样，以后每天同时 

取出对照组和负离子处理组的样品，进行处理，等 

待检测。 

(4)平皿菌苔检测法：铲取28~C培养的菌苔， 

置于一20℃预冷研钵中，迅速研磨破碎，再加入 10mL 

分析级无水乙醇，倒人 50mL离心管中，旋涡式混 

合震荡器混匀，3000r／min离心5min。吸取上清液， 

用0．22~tm的滤膜过滤，进行HPLC检测。 

1．5 阿维菌素含量检测方法 

HPLC 法 ：色谱柱 ：HYPERSIL C18 150x 

4．6mm；流动相：CH3OH：HzO=90：10，流速： 

1．0mL／min；检测波长：246nm，柱温：25~C，进样 

量：20~tL。 

2 实验结果 

实验样品的HPLC峰值、出峰时间和组分见图2。 
4 5 

l 2 3 4 5 6 7 8 

f／min 

Fig．2 Chromatogram of the Avermectins samples 

各峰的含量分析如下：(a) 峰一，出峰时间 

3．416rain，为AVM A2成分。由图3可见，负离子 

处理样品与对照组的峰面积与总变化趋势一致，说 

明负离子处理对A2组分含量无显著影响。 

f／day 

Fig．3 The A2 content ofAvermectinsproduced via negative 

ion treatment and tl1e control 

(b)峰二，出峰时间3．817min，为AVMBlb 

成分，AVM有效成分之一，由图4可见，从第四天 

开始，该组分含量开始显著升高，当达到产量平台 

期时，负离子处理样比对照组样品含量增加了 

27．9％ 

Fig．4 TheBlb contentofAvermectinsproducedvia negative 

iontreatm entandtl1e conlrol 
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(c)峰三，出峰时间4．539min，为AVMBla 

成分，即最具活性组分，由图5可见，在负离子处 

理的第三天(取样第一天)，对照样峰面积和处理组 

峰面积无显著性差异。而处理第四天，处理组的峰 

面积为 2441 1，而对照组为 1 1685。处理组第三天和 

第四天的产量增长率达到 78．6％，而对照组仅为 

55．9％。更为显著的是，处理组在第四天即达产量 

平台期，而对照组则为第八天；处理组在第四天的 

产量比同期对照组产量提高 73．5％，峰值产量高 

20．4％ 

Fig．5 The Bla content ofAvermectinsproduced via negative 

ion treatment and the control 

(d)峰四，出峰时间5．423min，为AVM A1 

成分，由图6可见，负离子处理样品与对照组样品 

每天测定的峰面积与总变化趋势一致，说明负离子 

处理对于样品A1组分含量无显著影响。 

Fig．6 The Alcontent ofAvermectins produced via negative 

iontreatm entan dthecontrol 

3 讨论 

3．1 低浓度负离子引起次生代谢水平改变 

由图3一图6的阿维链霉菌组分分析结果，A1、 

A2组分的实际峰面积与对照组保持持平状态，而 

Bla、Blb的含量显著升高，且平台期增值水平一 

致。可见负离子处理对 a组分和b组分的产量提高 

起同样的作用，即负离子处理增加了进入产生阿维 

链霉菌的代谢流，但未影响进入代谢通路中的L一Ⅱe 

和L—Val的比例，L—I1e与L—Va1分别是 a组分和b 

组分的前体物 ， 扪。A2的含量与对照样保持相同水 

平，表明由B2a到A2a和B2b到A2b的产量并未 

增加。A1的含量与对照样的水平保持一致，表明由 

B1a到Ala和B1b到Alb的产量并未增加。由B1a 

与B 1b的产量有显著的增加反映了进入整个次生代 

谢的流量增加；而Ala组分和Alb组分未显著增加， 

反映由B1a到Ala和由B1b到Alb的途径的产量 

未增加。B组分到A组分的途径是B一0．5．甲基转移 

酶 (B一5一O—M ethytransferase)直接催化 引。以上 

结果说明，阿维链霉菌的次生代谢途径被激活，而 

最后一步由B组分转甲基到A组分的步骤并未受到 

激活，而保持原水平。AVM生物合成途径研究表明， 

AVM A组分c5位甲氧基来源于s一腺苷甲硫氨酸， 

此甲基化反应由依赖于SAM的B—O甲基转移酶催 

化【 卅。SAM由ATP与甲硫氨酸在甲硫氨酸腺苷转 

移酶的催化下合成，甲硫氨酸的合成需要5一甲基四 

氢叶酸提供甲基。现在该酶的含量没有提高，说明 

可能是由于促使合成 SAM 的甲基供体的过程并没 

有受到负离子激活，从而保持原有水平参与到SAM 

的合成中。 

总之，负离子处理过的样品的HPLC图谱显示， 

通过处理，样品的次生代谓 水平提高，进入整个次 

生代谢途径的L—ILE和L-VAL按原有比例增多，从 

而使得整个代谢途径B产物增加，而由于受另一个 

代谢途径控制的一碳单位转移过程没有受到激发， 

从而B一5一O 甲基转移酶保持原有水平，则B组分不 

能以同样的水平转化到A组分，最终导致有效成分 

B组分的大量增加。 

3．2 低浓度负离子促进次生代谢原因的讨论 

由于缺乏先前的研究基础，该实验中空气负离 

子促进次生代谢的真实机理还不明了，真实机制的 

阐明还要依赖以后更加深入的研究。从以上结果可 

推测促进次生代谢的效应可能由以下两种原因引 

起： 

(1)空气负离子可以调节细胞呼吸率，提高菌 

体的整个代谢过程。文献[27卜一[29】的研究表明，空 

气离子有着很显著的正生物效应，这些离子与组织 

细胞线粒体的能量依赖性分化过程有着显著的关 

系。Staurouskain[271研究大鼠吸人空气负离子后肝脑 
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心匀浆中线粒体赖能过程，发现负离子可改善线粒 3 

体的呼吸率，摧毁 Ca2+在线粒体内积累，提高 

ADP／O值。空气离子在加强线粒体氧化磷酸化，调 4 

节呼吸率时，主要是保存和维护线粒体三分子体结 

构的完整性。并且，经过空气负离子处理过的动物， 5 

其红细胞中SOD活性增强，催化H202转化为H20， 

清除了 H2O2毒害作用——脂质过氧化。而这些研 6 

究表明适当浓度下空气负离子对细胞活力增强，延 

缓衰老有着显著的作用。由于细胞活力增强，导致 7 

细胞的代谢途径包括次生代谢途径受到了刺激作 8 

用，控制次生代谢物的酶的活性提高，使得其次生 

代谢物产量提高，提早进入产素高峰期，这就是为 9 

什么处理后的菌体可以缩短发酵时间提高产量的原 

因。 1O 

(2 气离子中的某些成分可能消除了代谢过 11 

程中的产物抑制作用。微生物在生长过程中机体内 

的复杂代谢过程是相互协调和高度有序的，并对外 12 

界环境的改变能够迅速作出反映。在实际生产中， 

往往需要高浓度地积累某一种代谢产物，而这个浓 1 3 

度又常常超过细胞正常生长和代谢所需的范围。因 

此要达到超量积累这种产物，提高生产效率，必须 14 

打破微生物原有的代谢调控系统，在适当的条件下， 

让微生物建立新的代谢方式，高浓度地积累人们所 15 

期望的产物，而空气负离子中的某种或混合成分协 

助促进微生物建立新的代谢方式。 

总之，造成阿维链霉菌产生抗生素提前的效应 

有可能是上面提到的一种或者几种效应的综合，要 16 

清楚阐述该机理，还有待深入研究。 

4 结论 17 

在生长过程中，向固体培养基上 Streptomyces 

avermitilis通人空气负离子确实是一种行之有效显 

著缩短发酵周期，提高发酵效价的方法。由于缺乏 

低浓度空气负离子对微生物的研究基础，该方法缩 

短周期和提高发酵效价的真实原因和具体的机理的 

阐明还需要以后大量而深入的研究。并且，将来通 

过大量摇瓶水平和发酵罐水平的实验，摸索出最为 

合适的作用浓度和作用方式，则可以在未来的工业 

化生产抗生素中显著缩短发酵时间，以达到降低生 

产成本，降低能耗的目的。 
2O 
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The influence of air ions on the fermentation cycle and antibiotic output of 

streptomyces avermitilis 

YANG Qian xu Yongjian ZHENG Zhiming 

(InstituteofPlasmaPhysics,ChineseAcademyofSciences, Hefei230031J 

ABSTRACT Effect of low concentration negative air ions on Streptomyces avermitilis on solid culture medium 

was studied．The mi croorganism was treated consecutively with negative air ions of 5xl03／cm3 in 10 days
． It was 

found that under the treatm ent,Streptomyces avermitilis reached the plat--stage production 4 days earlier than the con·· 

tro1．Moreover,quantities of both effective contents of B l a and B lb increased by about 20％，while no remarkable 

changes in the ineffective contents were observed．Repeated experiments prove that the negative ion treatment is a 

useful way tO shorten long fermentation cycle and tO increase antibiotic production． 
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