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摘 要：研究了烟酸、硫胺素、吡哆醇、生物素和核黄素对一株光滑球拟酵母（!"#$%"&’(’)%*+#*,
-*）9:;5<=6"6以葡萄糖为碳源、以氯化铵为唯一氮源生产丙酮酸的影响。利用正交试验方
法，确证了硫胺素是影响 9:;5<=6"6生产丙酮酸的最重要因素。在硫胺素浓度一定（">"%!
">"%#?@／A）的前提下，提高烟酸浓度有助于加快耗糖速度。当烟酸、硫胺素、吡哆醇、生物素和
核黄素的浓度分别为4、">"%#、">!、">"!和">%?@／A时，摇瓶发酵!4B，丙酮酸产量和产率可分
别达到#$>!@／A和">#$#@／@。采用优化的维生素组合方式，进行$>#A罐分批发酵，在初糖浓
度%$"@／A的条件下发酵#7>#B，丙酮酸产量和产率分别达到83>!@／A和">#36@／@，分别比摇瓶
培养的最好结果提高了6$>!C和%6C。
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丙酮酸是糖代谢途径中最重要的中间产物，是多种氨基酸、维生素及其它一些有用物

质的重要前体，在化工、制药及农用化学品工业中有着广泛的用途。目前市场上的丙酮酸

产品多为化工合成，价格较高，限制了以丙酮酸为原料的产品（如左旋多巴、色氨酸和酪氨

酸）的发展，因此，采用发酵法生产丙酮酸，以求降低其生产成本，对推动丙酮酸及其相关

工业的发展，意义重大。

发酵法生产丙酮酸的研究始于本世纪#"年代。由于丙酮酸在代谢途径中所处的特
殊地位，使得丙酮酸高产菌株的选育十分困难。在关于发酵法生产丙酮酸的众多论文和

专利中，FGHI,I和J’K.BI/I［%，$］报道的!"#$%"&’(’)%*+#*-*<L*"""#经86B流加发酵，丙
酮酸产量达87)4@／A（对葡萄糖产率")!3!@／@）和J’M’,I［6］报道的缺乏L%5ND=酶活力的

./0"%(经$!B发酵，丙酮酸产量达6"@／A（对葡萄糖产率")8@／@），是目前该领域研究的
最高水平。国内在发酵法生产丙酮酸上尚属空白。根据切断丙酮酸降解途径，从而使其

大量积累的研究思路，筛选获得一株光滑球拟酵母（!"#$%"&’(’)%*+#*-*）9:;5<=6"6，该
菌株是烟酸、硫胺素、吡哆醇和生物素四种维生素的营养缺陷型，与 !/)%*+#*-*
<L*"""#［%，$］相比，该菌株的独特之处在于能够很好地利用无机氮源（如氯化铵和尿素）。
本文首先考察了不同维生素浓度组合对9:;5<=6"6过量合成丙酮酸的影响，发现硫胺素



是最重要的影响因素，并得到了较优的维生素浓度组合。然后，采用优化的维生素供给方

式，在!"#$罐上分批发酵#%"#&，丙酮酸产量达’(")*／$（对葡萄糖产率+"#(,*／*），初步
实现了丙酮酸发酵过程高产量和高产率的统一。

! 材料和方法

!"! 菌种
光滑球拟酵母（!"#$%"&’(’)%*+#*,*）-./012,+,是本研究室筛选得到的一株丙酮酸

积累株-./0123!［)］经再次诱变筛选获得，保留原有遗传标记（硫胺素、生物素、烟酸和吡
哆醇的营养缺陷型），其特点是能利用氯化铵或尿素为唯一氮源进行生长和产酸。

!"# 培养基

!"#"! 斜面和种子培养基：葡萄糖!+*，蛋白胨3+*，4/!25)3*，6*.5)·%/!5+"#*，琼
脂!+*（斜面用），7/#8#，自来水定容至3$。

!"#"! 发酵培养基：葡萄糖3++*，9/):;%*，4/!25)#*，4:;#*，6*.5)·%/!5+"<*，

:=:5,)+*（摇瓶时添加），7/#8+，自来水定容至3$。烟酸、盐酸硫胺素、盐酸吡哆醇、生
物素和核黄素根据实验需要添加。

!"$ 培养方法
从新鲜斜面上接一环菌入种子培养基（#+>$／#++>$锥形瓶），在,+?、!++@／>AB下

培养3!&后，以3+C接种量接入发酵培养基。摇瓶发酵装液量为#+>$／#++>$锥形瓶，
转速!!+@／>AB，发酵时间如无特指均为)<&。分批发酵时，!8#$发酵罐装液量38#$，通
气量38#$／>AB，用#>D;／$9=5/控制7/#8+。发酵温度均为,+?。

!"% 分析方法

)>$发酵液在<+++@／>AB下离心#>AB后，上清液分别用乳酸脱氢酶法［#］、苯酚0硝普
盐法［’］和,，#0二硝基水杨酸法分析丙酮酸浓度、铵离子浓度和葡萄糖浓度。在摇瓶发酵
液离心得到的菌体中加入!>$!>D;／$的盐酸（上罐不用加），溶解沉淀中的:=:5,，离心
弃去上清液后用蒸馏水洗涤两次，菌体在(+?下烘干至恒重后称重。发酵过程中乙醇浓
度用本研究室研制的乙醇浓度监测仪［%］在线监测。

# 结果和讨论

#"! 维生素对&’()*+$,$过量合成丙酮酸的影响

#"!"! -./012,+,过量合成丙酮酸的生理学依据：微生物过量合成丙酮酸研究的两个
主要目标是：（3）在保证细胞正常生命活动的前提下，尽可能减少丙酮酸的降解或转化，这
是获得丙酮酸的高产量和高产率的必要条件；（!）加速从葡萄糖到丙酮酸的代谢，以确保
获得丙酮酸的高生产强度。分析丙酮酸在细胞中的代谢途径（图3）可以发现，丙酮酸脱
氢酶系（2E/）、丙酮酸脱羧酶（2E:）、丙酮酸羧化酶（2:）和转氨酶负责丙酮酸的降解，若
能使微生物细胞中这四种酶的活性减弱（而不是完全丧失），就有可能使丙酮酸得以大量

积累。根据这一思路，经不断筛选和物理、化学诱变，得到了一株光滑球拟酵母 -./0
12,+,，该菌株不能合成硫胺素、烟酸、生物素和吡哆醇，这四种维生素分别是2E/、2E:、

2:和转氨酶的辅因子，在发酵培养基中控制这些维生素处于亚适量水平，就有可能使
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图! "#$%&’()(中丙酮酸的代谢途径

*+,-! ./01234+56710891:3;7:<=>+?1?+@

+A!"#$%&’%(%"#$%&’()(
!：’:<=>10/B/?1<23C:415/；"：D<1A516+A15/；

#：’:<=>10/E1<23C:415/；$：’:<=>10/B/8:@<3,/A15/

E3674/C-

"#$%&’()(中负责丙酮酸降解的酶的活性很
低，从而实现丙酮酸的过量合成。此外，由于

烟酸是F.’途径氢载体GHB的前体，增大
烟酸浓度，又有可能加快糖的酵解速度，因此，

维持这四种维生素间的浓度平衡，对丙酮酸过

量合成非常重要。

!"#"! 维生素对 "#$%&’()(过量合成丙酮
酸的影响：.+:101［!］曾经研究过维生素对

!)’*$)+,-,#$%&’%(%&*I)))J发酵生产丙酮酸
的影响。以大豆水解液和硫酸铵为混合氮源

时，.+:101用单因素试验确定了烟酸、吡哆醇、
硫胺素和生物素的最适浓度，并认为烟酸是

&*I)))J生产丙酮酸最重要的维生素。实际
上，由于有机氮源中或多或少含有一些维生

素，因此，在有机氮源存在下，研究维生素对丙

酮酸生产的影响的结果并不可靠。此外，单因

素试验也无法阐明各种维生素影响相互间的

关系。

表! K!L（MJ）正交试验因素水平表

D124/! K/>/40124/3;;1?03<5+AK!L（MJ）3<083,3A14/C7/<+6/A0

*1?03<!K/>/4 ! N ( M

H：G+?30+A+?1?+@5（6,／K） N M L O
P：D8+16+A/／（6,／K） )-)! )-)N )-)( )-)M
E：’:<+@3C+A/／（6,／K） )-! )-N )-( )-M
B：P+30+A／（6,／K） )-)! )-)N )-)( )-)M
F：Q+23;41>+A／（6,／K） ) )-)J )-! )-!J

"#$%&’()(和&*I)))J具有相似
的遗传标记，但"#$%&’()(的优点在于
能够很好地利用氯化铵或尿素为唯一氮

源生长和产酸，这是实现工业化的有利

条件，也使得观察维生素的影响变得十

分容易。作者发现，除了烟酸、吡哆醇、

硫胺素和生物素之外，适宜浓度的核黄

素也会促进"#$%&’()(产酸，究其原因，有可能是核黄素的添加加速了电子传递，从而加
快酵解。为了考察这五种维生素对丙酮酸发酵的影响，作者按照K!L（MJ）正交试验因素水
平表（表!）安排正交试验（表N），其中各种维生素的浓度范围是通过前期的单因素试验确
定的。具体实验方案及结果见表N。

表! $#%（&’）正交试验结果"

D124/N Q/5=4053;K!L（MJ）3<083,3A14/C7/<+6/A0"

G3-!*1?03< H P E B F
R<3908
（./LL)）""

’:<=>+?
1?+@／（,／K）

R4=?35/
?3A5=670+3A／（,／K）

’:<=>+?1?+@
:+/4@／（,／,）

! ! ! ! ! ! )-NLO ()-O JL-( )-JMS
N ! N N N N )-M)N (O-T O)-N )-MON
( ! ( ( ( ( )-MTM MN-( SJ-L )-MM(
M ! M M M M )-J!M (N-) ST-T )-(NT
J N ! N ( M )-()O (N-N JS-( )-JMN
L N N ! M ( )-MNT MT-T OS-) )-J(L
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续表!

" ! # $ % ! &’()# #*’# +"’* &’#"!
) ! $ # ! % &’*%# !*’) +"’* &’!"(
+ # % # $ ! &’!+* #%’# (*’+ &’((&
%& # ! $ # % &’$)! $*’& +*’+ &’$"(
%% # # % ! $ &’()& !)’) +"’" &’!+$
%! # $ ! % # &’*!* !"’% +"’" &’!")
%# $ % $ ! # &’!+% #(’$ ()’! &’*&)
%$ $ ! # % $ &’$)% $&’+ +"’& &’$!%
%( $ # ! $ % &’(*+ #(’% +"’* &’#*&
%* $ $ % # ! &’(+( !&’# +"’" &’!&)

!,---./012.2324./0250627052-809:.3942;042;<-04’ !!12.210.06;=>012:.061=-8.=>7%&&.=;04’

从正交试验的直观分析图（图!）可以看出，在所选择的浓度范围内：（%）硫胺素是影
响?@ABCD#&#细胞生长、葡萄糖消耗及产酸的最重要因素；（!）增大吡哆醇、生物素和核
黄素的浓度，对细胞生长和葡萄糖消耗没有显著影响，但对产酸有一定的促进作用；（#）增
大烟酸浓度可促进耗糖，但不利于产酸。据此，若将硫胺素的量控制在一个比较低的水平

（&E&!;7／F以下），而将吡哆醇、生物素和核黄素的量控制在最适水平，同时适当增加烟
酸浓度，有可能在保持较高产率的基础上，提高葡萄糖消耗速度，从而提高生产强度。

图! 正交试验直观分析!

G=7’! ,81=9B5=482-2>2-H4=49:./096./979>2-0I<06=;0>.!

"DH685=J2J=1；#K0--7693./；$L-8J940J9>48;<.=9>；%DH685=J2J=1H=0-1
!M/012.29:!"**&32410.06;=>012:.061=-8.=>7%&&.=;04’

对正交试验结果进行极差分析，分别得到了针对丙酮酸高产量和高产率的维生素最

优组合。除了硫胺素浓度分别为&E&!和&E&%;7／F以外，其它四种维生素浓度为（;7／
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!）：烟酸"，吡哆醇#$%，生物素#$#%，核黄素#$&。作者对以上最佳组合进行实验验证，同
时，在保持吡哆醇、生物素和核黄素浓度不变的基础上，适当变化烟酸和硫胺素的浓度，考

察烟酸和硫胺素水平对丙酮酸合成的协同作用，结果示于表’。
表! 针对丙酮酸高产量和高产率的维生素组合验证及烟酸和硫胺素临界浓度的确定!

()*+,! -./,012,34)+0,56+45*76513849,:/4121;,<=:2*13)41:3:>>)=4:05
)3<49,=:3>102)41:3:>49,=0141=)+=:3=,340)41:3:>31=:4131=)=1<)3<491)213,!

?1=:4131=
)=1<／（28／!）

(91)213,
／（28／!）

@701<:.13,
／（28／!）

A1:413
／（28／!）

B1*:>+)C13
／（28／!）

D,++80:E49
（!"FF#）!!

B,51<6)+
8+6=:5,／（8／!）

@706C1=
)=1<／（8／!）

@706C1=)=1<
71,+<／（8／8）

" #G#& #G% #G#% #G& #G’#’ ’HGI ’JGK #GF&%
% #G#& #G% #G#% #G& #G’"H "HGH %#G" #GKFK
H #G#& #G% #G#% #G& #G’K’ "’G& %%G& #GKJ’
&# #G#& #G% #G#% #G& #G%%K &HG" %HG% #GKI"
&" #G#& #G% #G#% #G& #G%%K &%GK %FG% #GK%’
" #G#" #G% #G#% #G& #G%%& HG% %HG% #GK"H
H #G#" #G% #G#% #G& #GK%K #G" %’GK #G%’F
H #G#&K #G% #G#% #G& #G%HH #G" K"G% #GK"K
&# #G#&K #G% #G#% #G& #GK#% #G" %HG% #G%HK

!L++49,<)4)E)549,)C,0)8,C)+6,:>4E:5)2,5)2/+,5G !!M)4)<,4,0213,<)>4,0<1+64138&##412,5G

如表’所示，采用分别针对丙酮酸高产率和高产量的维生素浓度组合进行实验，丙酮
酸产率（#$F&%8／8）和产量（%H$%8／!）均略高于正交试验中的最高产率（#$F#H8／8）和最高
产量（%J$J8／!）。当硫胺素浓度为#$#&28／!时，丙酮酸产率虽高，但耗糖速度却较慢，增
大烟酸浓度可使糖耗明显加快，烟酸浓度提高至&#28／!时，丙酮酸产量可增加"IN，而
产率仅下降了’$FN；而当硫胺素浓度为#$#"28／!时，将烟酸浓度增大至H28／!，虽然
也能加速耗糖，但丙酮酸产量和产率却明显降低，表明在这个硫胺素浓度下，丙酮酸合成

和降解的平衡易被打破。在烟酸浓度为H28／!的前提下，将硫胺素浓度降低至

#$#&K28／!，则可以获得较高的产率（#$K"K8／8）和较高的丙酮酸产量（K"$%8／!），然而，烟
酸浓度再增大，丙酮酸产率和产量又会下降。由此可知，将培养基中烟酸和硫胺素的量控

制在一个临界范围，协调好其对丙酮酸代谢途径的作用，以维持丙酮酸合成（糖酵解）和降

解（主要是氧化脱羧）的精确平衡，可以实现丙酮酸发酵过程高产物浓度、高产率和高生产

强度（发酵时间短）的统一。

"#" 维生素限量供给下的$%&’()!*!分批发酵过程
采用维生素浓度组合（28／!）：烟酸H、硫胺素#$#&K、吡哆醇#$%、生物素#$#%、核黄

素#$&，在"$K!发酵罐上，采用#!&K9J##0／213、&K9以后K##0／213的搅拌转速［%］进行
分批发酵，过程曲线如图’所示。OPQRS@’#’与STU###K［"，H］利用葡萄糖为碳源生产丙
酮酸各项指标的比较见表%。
如图’所示，发酵前&#9，溶氧和乙醇浓度的变化最为显著，此时细胞生长较快，比生

长速率（"）在#$"!#$"’9V&范围内（数据略），此后"逐渐下降到#$&9V&（"%9）以下，’F9
后稳定在#$#"9V&的水平，且&K9后细胞产率均低于#$"8／8。与之相对应，&"9后丙酮酸
开始大量产生，"#!%#9丙酮酸产率基本维持在#$F8／8以上，最终，KJ$K9丙酮酸产量达
到FI$%8／!，表明在以氯化铵为唯一氮源的前提下，采用优化的维生素供给方式进行分批
培养，OPQRS@’#’产丙酮酸的潜力就已得到了进一步挖掘，丙酮酸产量、产率和生产强度
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分别比摇瓶培养的最好结果提高了!"#$%、&!%和&&%，均高于目前国际上已报道的同
类菌株的最佳研究结果（表$）。

图! ’()*+,!-!分批发酵过程曲线

./01! 2/34*5678946:;<=5>:4834?=<=/6?@8654996:’()*+,!-!

!AB7569456?54?=8<=/6?；",C87D/5<5/E56?54?=8<=/6?；#F)$GB56?54?=8<=/6?；$H8C54BBI4/0>=；

&1H/996BD4E6JC04?；"14=><?6B56?54?=8<=/6?；%K/4BE6:,C87D/5<5/E=60B75694；&K/4BE6:54BB=60B756941

F6=49：,C87D/5<5/E（,L）C/4BEM
［,L］/N［,L］/N&
［AB75694］/N［AB75694］/N&

1G4BBC/4BEM
［H8C54BBI4/0>=］/N［H8C54BBI4/0>=］/N&
［AB75694］/N［AB75694］/N&

1

表! !"#$%&’%(%"#$%&’()(与&*+))),［-，.］以葡萄糖为碳源产丙酮酸能力比较
2<;B4$ G63@<8/96?6:=>4@86E75=/6?<;/B/=C6:@C87D/5<5/E;C!"#$%&’%(%’()*+,!-!

<?E+.O---P［"，Q］I/=>0B75694<95<8;6?967854

(=8</? G7B=7843<??48
,C87D/5
<5/E
／（0／R）

26=<B
0B75694
／（0／R）

S49/E7<B
0B75694
／（0／R）

,C87D/5
<5/EC/4BE
／（0／0）’

=/34
／>

,86E75=/D/=C
／（0／R／>）

T=><?6B
／（0／R）

F/=8604?
967854
／（0／R）

’()*+,!-! U<=5>57B=784 VW1$ &"- !1- -1PW! PX1P &1"& &1V F)$GBX

+.O---P［"］ .4E*;<=5>57B=784 VX1Q &$- "1Q -1$W$ V! &1-Q $1-
(6C<>CE86*
BC9<=4&
（F)$）"(O$V

+.O---P［Q］ .4E*;<=5>57B=784 "P $Q &- -1P! $- -1V! $1-
,4@=6?4P
（F)$）"(O$V

’,C87D/5<5/EC/4BEM,C87D/5<5/E@86E754E=6=<BBC／0B7569456?9734E=6=<BBC12>/9D<B74/9<?<D48<04C/4BE6:=>4@8654991

由于采用氯化铵为唯一氮源，再辅之以维生素的限量供给，因此，’()*+,!-!菌株培
养过程中乙醇浓度很低（表$），这也是 ’()*+,!-!丙酮酸产率较高的原因。实际上，丙
酮酸产率完全可以达到-#Q0／0以上（丙酮酸的理论产率接近&0／0），这一结果在本研究
室已得到证实，结果将另文发表。此外，采用流加培养技术还有望将丙酮酸产量进一步提

高，这些研究目前正在进行之中。

致谢 本院WP级本科生陈 燕、W$级本科生梁大芳和WX级硕士生傅为民参加部分实验工
作，特此致谢。此外，本校信息与控制工程学院潘丰副教授为本课题研制发酵罐自动控制
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系统和乙醇浓度在线监测仪，在此一并表示感谢。

参 考 文 献

［!］ "#$%&’(’)，*+,’-’./!"#$%#&’()*#&+，!001，!"：!22!!20/
［3］ *+,’-’.，"#$%&’(’)/!"#$%#&’()*#&+，!004，"#：152!150/
［6］ "#7#-’8，)%(’9’:’"，)’7’#7’;，#’,-.()*/0)()*’#01()*01#%，!001，$"：3!41!3!45/
［1］ <+"，=&%$>，<?$@"/!()*’#01&*-，3AAA（+$B(%99）/
［2］ C%(DE%,%(FG/*%-&#H9#IJ$K,E’-+L8$’M,9+9，!0N1，%：25A!255/
［4］ @L&%+$%(O/2,’#$3#/#,$01，!054，&’：6!!64/
［5］ 李 寅，潘 丰，陈 坚，等/乙醇浓度监测仪的研制及其在酵母生产中的应用/见：曹竹安等编/第八届全国生

国生物化工学术会议论文集/北京：化学工业出版社，!00N/442!440/
［N］ F?’P，"’$D=，@&+E+K?Q/!()*/0)()*#&+，!000，"!（3）：3A4!3!6/

()*+,-./(01(/.2*.34+(0,+15+1()*
.4*/6-/.789(+.1.3-:/84+909+7!

<+"+$ =&%$>+’$ <?$@&+,+
（4,5*67&8)$*&%#&’,-()*’#01&*-*+9，:01**-*6()*’#01&*-*+9，2;<)=&)8$/)’9*64)+1’>&?;/’$9，2;<)3!1A64）

.?+R+$9&%$D
（@1,&+A1*;:1;+;,&+@1#%)0,-7&+)&##$)&+",0’*$9，@1,&+A1*;3!6A!4）

0;<=>?@=：)&%%II%L-#I$+L#-+$+L’L+H，-&+’E+$%，B,(+H#S+$%，T+#-+$’$H(+T#IM’U+$#$-&%B(#H?L-+#$
#IB,(?U+L’L+HT,B*$;-*C/)/+-,5$,’,V@FWXY6A6:+-&DM?L#9%’9L’(T#$9#?(L%’$H;F1=M’99#M%
$+-(#D%$9#?(L%:’9+$U%9-+D’-%H/C,?9+$D#(-&#D#$’M%SB%(+E%$-E%-&#H，-&+’E+$%:’9L#$I+(E%H
-#T%-&%E#9-+EB(#-’$-I’L-#(’II%L-+$D-&%B(#H?L-+#$#IB,(?U+L’L+H/C’9%H#$’L%(-’+$L#$L%$W
-(’-+#$(’$D%#I-&+’E+$%（A/A!!A/A!2ED／<），DM?L#9%L#$9?EB-+#$(’-%L’$T%%$&’$L%HT,+$W
L(%’9+$D-&%L#$L%$-(’-+#$#I$+L#-+$+L’L+H/V&%$-&%L#$L%$-(’-+#$#I$+L#-+$+L’L+H，-&+’E+$%，

B,(+H#S+$%，T+#-+$’$H(+T#IM’U+$:%(%N，A/A!2，A/1，A/A1’$HA/!ED／<，(%9B%L-+U%M,，-&%L#$W
L%$-(’-+#$’$H,+%MH-#DM?L#9%#IB,(?U+L’L+H(%’L&%H23/1D／<’$HA/232D／D’-1N&+$IM’97L?MW
-?(%，(%9B%L-+U%M,/C’-L&L?M-?(%:’9L#$H?L-%H+$’3/2<I%(E%$-#(:+-&+$+-+’MDM?L#9%L#$L%$-(’W
-+#$#I!3AD／</C,’H#B-+$D-&%#B-+E’ML#$L%$-(’-+#$L#ET+$’-+#$#IU+-’E+$9，-&%L#$L%$-(’-+#$
’$H,+%MH-#DM?L#9%#IB,(?U+L’L+H(%’L&%H40/1D／<’$HA/206D／D’-25/2&，:&+L&:%(%+$L(%’9%H
T,63Z1[’$H!6[-&’$-&%T%9-(%9?M-9+$IM’97L?M-?(%，(%9B%L-+U%M,/
ABCDE>F<：Y,(?U+L’L+H，B*$;-*C/)/+-,5$,’,，)&+’E+$%，;+L#-+$+L’L+H，=?M-?(%

!Y(#\%L-](’$-%HT,@L+%$L%’$H)%L&$#M#D,=#EE+--%%#I>+’$D9?Y(#U+$L%（C]0NA!2W6）

162 微 生 物 学 报 1A卷




