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铵离子对梅岭霉素生物合成的调控效应

王 平 庄英萍 储 炬 张嗣良"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 $%%$#3）

摘 要：通过考察不同浓度的硫酸铵对梅岭霉素生物合成的影响，证实在低浓度下，硫酸铵可以促进梅岭霉素的生

物合成，当其浓度大于 ";;()HI时，菌丝生长和产物合成均受到抑制，而耗糖速率却随着铵离子的浓度增大而增大。
在此基础上，进一步测定了与梅岭霉素生物合成和糖代谢过程密切相关的 &种酶的活性变化，结果表明较高浓度
的铵离子对 &5磷酸葡萄糖脱氢酶、柠檬酸合成酶、琥珀酸脱氢酶以及脂肪酸合成酶的活性均表现出一定的促进作
用，而对缬氨酸脱氢酶和甲基丙二酰 J(2羧基转移酶的活性进行抑制，由此产生的结果一方面是 KLM途径和 6J2
循环得到了加强，促进了菌体的初级代谢，另一方面则是梅岭霉素生物合成所需前体的来源受到限制，从而造成了

梅岭霉素的低产。
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梅岭霉素（L.<)<->;OA<-）是由南昌链霉菌（!"#$%&
"’()*$+ ,-,*.-,/$,+0+）产生的，具有十六元大环内酯
结构的农用、兽用抗生素。它与当前国内外广泛使

用的阿维菌素（2P.Q;.AB<-）和密尔比霉素（L<)R.;O5
A<-）具有相同的大环母核结构，而侧链结构不同。
它也是由多种组分组成，其中 L10 为其主要组分，
其结构与国外报道的密尔比霉素!00相同

［0］，一般占

总组分的 !%S以上。由于梅岭霉素具有高效、广谱
的杀虫、驱虫生物学活性，在某些方面甚至优于阿维

菌素［$］，因此是一种十分具有市场前景的亟待开发

的新型生物农药。

由于梅岭霉素是一种新的抗生素，对其各方面

的研究并不是很多。庄英萍等［#］在对培养基配方进

行优化的基础上，运用发酵过程参数相关分析的调

控方法，使 L10效价达到了 "$%">H;I的较高水平。
而孙宇晖［!］则从基因的角度基本阐明了南昌链霉菌

的有关生物合成基因簇结构，为进一步深入研究奠

定了基础。最近，国外有关研究人员也发现了密尔

比霉素!00（即梅岭霉素 L10）拥有比产业化产品更
好的生物学活性，因此也开始关注这个物质，并运用

化学合成的方法对其进行了侧链的改造［"］。

梅岭霉素作为一种大环内酯类抗生素，同其它

同类抗生素相似，推测其内酯环也是由一个侧链脂

肪酰 J(2作为引物，依次接上 3 个丙二酰 J(2和 "
个甲基丙二酰 J(2单体，在聚酮合成酶的作用下头

尾缩合而形成［&］。其整个生物合成过程会受到多种

因素影响，其中氮源的供应在菌体生长和生产过程

中起着至关重要的作用。有关铵离子对其它大环类

抗生素如阿维菌素、泰乐菌素（6O)(=<-）等的影响已
有较多报道［3，4］，但其对梅岭霉素生物合成的研究还

处于空白。本文从铵离子对梅岭霉素生物合成影响

入手，系统比较了与其生物合成密切相关的缬氨酸

脱氢酶、甲基丙二酰 J(2羧基转移酶、&5磷酸葡萄糖
脱氢酶、柠檬酸合成酶、琥珀酸脱氢酶以及脂肪酸合

成酶的活性变化情况，阐述了铵离子对它们各自的

作用机制，为更有效地进行发酵调控提供理论依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：南昌链霉菌（ !"#$%"’()*$+ ,-,*.-,/$,&
+0+）/T5&50%，由江西农业大学提供原始菌株，经本研
究室多次诱变后获得。

!"!"# 主要试剂：乙酰 J(2、丙酰 J(2、丙二酰 J(2、
/2U、/2UM、/2UMK、乳酸脱氢酶等均购自 T<>;8公
司；马来酰胺为 7),V8产品；U6/1及牛血清白蛋白
为上海源聚生物科技有限公司进口分装。

!"!"$ 培养基：斜面培养基为高氏一号培养基［D］；
种子培养基每升中含有玉米粉 0">，淀粉 ">，黄豆饼
粉 ">，酵母粉 %W">，XK$MY! 0>，（/K!）$ TY! %W">，/8J)
%W">，J8JY# 0>，消前 GK4W%；发酵培养基每升中含有



玉米粉 !!"，淀粉 #!"，黄豆饼粉 $%"，&’ ()*! %+,"，
&-*# %+."，-/01 %+,"，0/0*# #"，豆油 2"，消前
3(4+%。
!"# 培养方法
!"#"! 斜面培养：将保存于冷冻甘油管中的孢子接
到茄子瓶斜面，#’5恒温培养 $%6后，从中挑一个丰
满的菌落转接到另一个茄子瓶斜面，#’5培养 $%6，
得到 7’代。
!"#"# 种子培养：由 7’代茄子瓶斜面挖块接入种子
培养基，#’5、’’%89:;<回转式摇床（偏心距 ,=:）培
养 #%>。
!"#"$ 发酵培养：将种子液接入发酵培养基，接种量
$%?，#%5，’’%89:;< 摇床培养 ’%%>，中间每天取样
检测相关参数。每个配方 #个平行样。将平行样混
合进行预处理后的每个样品重复测定 #次，取其平
均值，误差最大不超过 ,?。
!"$ 无细胞粗提液的制备

!5冷冻离心（!%%%89:;<，,:;<）收集菌体，用冷
的无菌生理盐水清洗两次后，悬浮于 ,:@ )AB缓冲
液（内含 .,::C19@ &(’ )*!，$::C19@ ABDE，’::C19@
二硫苏糖醇，3(.+%）中，冰浴中用超声破碎仪（&FG
’,%型）破碎 $,%H，!5、$’%%%89:;< 离心 #%:;<，取上
清液置 I 4,5冰箱保存备用。
!"% 分析方法
!"%"! 菌体生长量测定：采用核酸紫外吸收法［$%］。
!"%"# 总糖测定：采用 B-F法［$$］。
!"%"$ 梅岭霉素含量测定：采用 ()@0 法。E";1J<K
$$%%液相色谱仪，配备 L$#$!E紫外可见波长检测
器，色谱柱为 E";1J<K A=1;3HJ MBNG04（,!:，!+2:: O
$,%::），流 动 相 乙 腈G水（ ., P ’,，Q9Q），流 速
$+’:@9:;<，检测波长 ’#4<:，柱温 #%5。
!"%"% 酶活力测定：缬氨酸脱氢酶、甲基丙二酰
0CE羧基转移酶、2G磷酸葡萄糖脱氢酶、柠檬酸合成
酶、琥珀酸脱氢酶和脂肪酸合成酶测定及酶活单位

的定义分别按文献［$’ R $.］的方法进行，比活力用
每毫克蛋白中所含酶活单位表示。采用 S-T0* SQG
’$%’)0型分光光度计实时跟踪检测。蛋白质测定
用考马斯亮蓝 LG’,%法［$4］，以牛血清白蛋白作标准
曲线。

# 结果和讨论

#"! 铵离子浓度对梅岭霉素生物合成的影响
在发酵培养基中分别加入不同浓度的硫酸铵，

使其最终浓度分别为 %，’+,，,，.+,，$’+,，’% 和

’,::C19@，培养 ’%%>后测定菌丝总核酸含量和梅岭
霉素主要组分 UN$的含量（图 $GE）。结果显示，当
硫酸铵浓度小于 ,::C19@时，硫酸铵可以明显促进
梅岭霉素的生物合成，浓度为 ,::C19@时梅岭霉素
产量最高；而当硫酸铵浓度大于 ,::C19@时，梅岭霉
素的合成则被抑制，产量急剧下降；达到 ’,::C19@
时，梅岭霉素的合成量几乎为零。与此相对应的表

征菌丝量的总核酸在 ,::C19@时达到其最大值。
随着铵离子浓度的升高，虽然菌体生长受到明

显抑制，但糖耗却随铵离子浓度增大而一直增大（图

$GN）。由于耗糖量不断增大，由此产生大量的酸性
中间产物［$V］，如丙酮酸和 D0E中的各种物质，造成
发酵液 3( 降低，当糖耗尽时，3( 大幅度回升。表
明硫酸铵能够极大地促进菌体的初级代谢，且在实

验范围内随着铵离子浓度的增加初级代谢增强。

图 ! （&）不同浓度的硫酸铵对菌丝生长和梅岭霉素
’(!生物合成的影响；（(）培养 !)!*后含不同浓度硫酸
铵的培养基中的残糖及 +,变化趋势
7;"W$ （E）AXXJ=K CX /::C<;Y: HY1X/KJ =C<=J<K8/K;C< C< :Z=J1;/ "8C[K> /<6
38C6Y=K;C< CX :J;1;<":Z=;< UN$；（N）D>J KJ<6J<=Z CX 8JH;6Y/1 HY"/8 /<6 3(
\/1YJ ;< K>J X1/H]（$V$>）[;K> 6;XXJ8J<K /::C<;Y: HY1X/KJ =C<=J<K8/K;C<

#"# 铵离子对初级代谢和次级代谢过程中有关酶
活性的影响

#"#"! 铵离子对缬氨酸脱氢酶（A0$+!+$+4）活性的
影响：与其它大环内酯类抗生素相似，梅岭霉素也是

由短链脂肪酸单体经聚酮合成酶头尾缩合而成。由
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于内酯环的形成是整个合成过程的关键步骤［!］，其

合成前体乙酸和丙酸单元来源则显得十分关键。研

究发现［"#］，发酵过程中添加缬氨酸可明显提高大环

内酯类抗生素的产量，缬氨酸代谢途径也是大环合

成活性前体 "$甲基丙二酰 %&’和丙酰 %&’来源的
主要途径之一，而且缬氨酸脱氢酶作为缬氨酸代谢

途径的第一个酶，其活性与抗生素产量有很强的正

相关关系；而氨基酸降解途径又可能是铵离子调控

抗生素生物合成的靶点［!］。因此，首先对梅岭霉素

合成过程中的缬氨酸脱氢酶（简称 ()*）活性进行
了测定。

()*活性变化曲线（图 "）显示，无论对照还是
添加不同浓度的铵离子，()*均表现出在发酵前期
的活力水平较高，而在中后期则一直维持较低状态，

且在 +#,酶活力水平较高时，"-+..&/01和 +..&/01
的硫酸铵可以增强酶的活力，当达到 2-+..&/01以
上时，()*的活力受到抑制。这与梅岭霉素生物合
成水平变化趋势是相吻合的。由此可见，铵离子直

接参与了调控缬氨酸脱氢酶的活性，影响到大环合

成前体是否充足。而且可以推断，经由缬氨酸代谢

所生成的前体主要是在发酵前期完成的。

图 ! 梅岭霉素发酵过程中不同硫酸铵浓度下 "#$活性
变化趋势

3456" 7,8 98:;8:<= &> ()* 4: 9,8 .84/4:5.=<4: >8?.8:9@94&: A49, ;4>$

>8?8:9 @..&:4B. CB/>@98 <&:<8:9?@94&:

!%!%! 铵离子对甲基丙二酰 %&’ 羧基转移酶
（D%"-E-F-E）活性的影响：甲基丙二酰 %&’是梅岭霉
素生物合成过程中的一个重要前体，其来源目前认

为至少有 F条途径［"E］，它们分别是甲基丙二酰 %&’
羧基转移酶、甲基丙二酰 %&’变位酶和丙酰 %&’羧
化酶途径。其中前两个途径被认为在大环前体生物

合成过程起主要作用［"E，""］。本实验对甲基丙二酰

%&’羧基转移酶（简称 G%7）的活性进行了测定。
图 F显示的是 GHE发酵水平较高（硫酸铵浓度

为 +..&/01）和水平很低（硫酸铵浓度为 E"-+..&/01）

两种配方时 G%7活力随发酵时间的变化情况。

图 & 培养基中含 ’(()*+, 和 -!%’(()*+, 硫酸铵时
./0活性变化趋势
3456F 7,8 98:;8:<= &> G%7 4: 9,8 .84/4:5.=<4: >8?.8:9@94&: A49,

+..&/01 @:; E"-+..&/01 @..&:4B. CB/>@98 <&:<8:9?@94&:

在两种情况下，G%7 的活性均表现出两个峰
值。高产量配方的第一个峰值出现在 IJ,，第二个
出现在 EI",；而低产量配方第一个峰值推迟，出现
在 EKK,，第二个也出现在 EI",。在绝大多数时间
内，铵离子高浓度配方其 G%7活性相对较低，说明
铵离子也对 G%7有一定的抑制作用。在高浓度铵
离子的情况下，酶活第一个峰值推迟出现，可能是由

于铵离子极大地促进了菌体的初级代谢而延缓了其

进入次级代谢的缘故。EI", 酶活高峰的出现也反
映了此时梅岭霉素生物合成处于高峰的实际情况。

!%!%& 铵 离子对 J$磷酸葡萄糖脱氢酶活 性
（D%E-E-E-KI）的影响：在大环内酯类抗生素生物合
成过程中，内酯环的合成需要消耗较多的 L’)M*，
若 L’)M*不足将会限制抗生素的合成。由于 L’)$
M*主要来源于 *GM途径，该途径酶活性高低直接
影响到 L’)M*是否充足。本实验对 *GM途径的 J$
磷酸葡萄糖脱氢酶活性进行了测定（图 K）。

图 1 不同硫酸铵浓度下 23磷酸葡萄糖脱氢酶活性变化趋势
3456K 7,8 98:;8:<= &> N/B<&C8$J$M,&CO,@98 ;8,=;?&58:@C8 4: 9,8 .84/$

4:5.=<4: >8?.8:9@94&: A49, ;4>>8?8:9 @..&:4B. CB/>@98 <&:<8:9?@94&:
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!"磷酸葡萄糖脱氢酶的活性总体表现在前期和
中期，而且铵离子对其活性有较大的促进作用。由

于在低浓度铵离子的情况下 !"磷酸葡萄糖脱氢酶
活力较低，但梅岭霉素产量较高，而在中后期梅岭霉

素合成高峰时 !"磷酸葡萄糖脱氢酶活力却维持在
较低状态，由此说明，梅岭霉素生物合成过程中，

#$%&’供应是充足的，并非内酯环合成的限制性因
素。而且在实验范围内，由于铵离子促进了 !"磷酸
葡萄糖脱氢酶活性，使葡萄糖经由 ’(&途径的代谢
增强，强化了菌体生长，这也是前文述及耗糖速率随

铵离子浓度增大而增大在酶学水平上的一个解释。

!"!"# 铵离子对柠檬酸合成酶（)*+,-,.,/）和琥珀
酸脱氢酶（)*-,.,0,-）活性的影响：柠檬酸合成酶
（简称 *1）是 2*$循环的关键酶，其活性的高低能够
反映出 2*$循环的强弱。而 2*$循环中间产物琥
珀酸的流向对于次级代谢至关重要。琥珀酸脱氢酶

（简称 1%’）催化从琥珀酸生成延胡索酸的反应，如
果酶活力高，则琥珀酸大多沿 2*$ 生成其它中间
体，相应的由琥珀酰 *3$异构化产生大环合成前体
4"甲基丙二酰 *3$［4.］的量将受到限制。

*1的活性经历了一个先降后升的过程（图 0"
$）。在发酵前期酶活较高，-056左右到达低谷，随
后出现上升趋势，且铵离子对 *1 的活性有一定的
促进作用。1%’ 活性基本上是在持续降低（图 0"
7），铵离子也对其有较强促进作用。在 -05 8 4556
时间内，*1活性上升而 1%’仍保持较低状态，反映
出从琥珀酰 *3$生成次级代谢前体甲基丙二酰 *3$
通量增加了，而且当硫酸铵浓度为 0993:;< 时，在
-05 8 4556时间内，1%’的活性处于最低状态而 *1
活性则有大幅上升，有可能为梅岭霉素合成提供了

更加充足的前体物质，促进发酵水平进一步提高。

图 $ 不同硫酸铵浓度下柠檬酸合成酶（%）；琥珀酸脱
氢酶（&）活性变化趋势
=>?@0 26A BACDACEF 3G *1（$）HCD B6A BACDACEF 3G 1%’（7）>C B6A

9A>:>C?9FE>C GAI9ACBHB>3C J>B6 D>GGAIACB H993C>K9 LK:GHBA E3CEACBIHB>3C

!"!"$ 铵离子对脂肪酸合成酶（)*4,.,-,M0）活性
的影响：聚酮合成酶合成大环内酯的过程与长链脂

肪酸合成过程是相似的［/］，它们在数量与形成时间

上有相关关系，并且竞争共同的酰基 *3$ 前体物
质。为了进一步明确前体物质的流向，本实验对

(7-发酵水平较高（硫酸铵浓度为 0993:;<）和水平
很低（硫酸铵浓度为 -4,0993:;<）两种配方下的脂肪
酸合成酶（简称 =$1）的活性也进行了测定。
在发酵过程中 =$1 的活性呈现 . 个峰值（图

!）。第一个出现在 4+6对数生长期，推测其主要用
于菌体生长所必需的脂肪酸的生物合成；第二个出

现在 M56前后开始产素期；第三个则出现在发酵后
期产素高峰期。后两个峰值的出现可能与前体累积

所产生的诱导效应有关。从总体水平看，较高浓度

的铵离子可以促进前期和后期 =$1的活性，而发酵
中期的酶活水平则互有上下。因此，在产素高峰期，

由于高浓度铵离子使 =$1的活性上升得更高，由此
会合成更多的脂肪酸，大量分流了前体物质，造成梅

岭霉素生物合成前体不足而导致低产。

图 ’ 培养基中含 $(()*+,和 -!"$(()*+,硫酸铵时脂肪
酸合成酶活性变化趋势

=>?@ ! 26A BACDACEF 3G =$1 >C B6A 9A>:>C?9FE>C GAI9ACBHB>3C J>B6

0993:;< HCD -4,0993:;< H993C>K9 LK:GHBA E3CEACBIHB>3C

. 结论
铵离子对 !"磷酸葡萄糖脱氢酶、柠檬酸合成酶

以及琥珀酸脱氢酶的活性均表现出一定的促进作

用，因此，随着铵离子浓度的提高，与之相对应的

’(&途径和 2*$循环均得到了加强，糖耗水平也不
断提高，极大地促进了南昌链霉菌的初级代谢；同时

高浓度的铵离子又可以不同程度地抑制 N%’ 和
(*2的活性，使梅岭霉素内酯环合成所需的前体来
源受到制约，这两个方面是导致低产的主要因素。

而 =$1合成脂肪酸与内酯环的合成竞争共同的前
体，铵离子在一定程度上促进了 =$1 的活性，产生
较多的脂肪酸而分流了前体，因此，=$1的活力水平
保持较低状态也是梅岭霉素高产的一个重要因素。
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