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铵离子对必特螺旋霉素组分生物合成的调控作用
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摘 要：通过考察铵离子浓度对必特螺旋霉素组分的影响，证实低浓度铵离子的培养条件可以有效提高必特螺旋

霉素中异戊酰螺旋霉素!的比例。在此基础上进一步测定了高铵（"#F3--G5HI）和低铵（#F3--G5HI）培养条件下的

糖、铵离子、相关有机酸、缬氨酸脱氢酶酶活等中间代谢数据，结果表明高浓度铵离子培养条件下，必特螺旋霉素产

生菌中亮氨酸分解代谢途径的关键酶———缬氨酸脱氢酶的活性低于低铵对照试验，造成异戊酰螺旋霉素合成过程

中酰基转移反应的底物———异戊酰 JG0 的相对不足，从而导致异戊酰螺旋霉素组分的降低。大幅度降低铵离子浓

度至 #F3--G5HI，使异戊酰螺旋霉素!的比例从 3F!)K提高至 #’F3&K。但氮源的不足影响了必特螺旋霉素的产

量，低铵条件下的效价为 %$1"LH-I，相对高铵条件下降了 %!F!K。在低铵培养条件的基础上添加亮氨酸，可以进一

步改善必特螺旋霉素的组分，异戊酰螺旋霉素!的比例增至 )1F’!K。
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必特螺旋霉素是一种新型大环内酯类抗生素。

它是在螺旋霉素的基础上，通过 !”6!6异戊酰基转

移酶的催化在 !”6! 位置上接入一系列酰基形成的

一族多组分酰化螺旋霉素。其生产菌株是通过同源

重组技术将碳霉素产生菌中 !”位异戊酰基转移酶

基因（ "#$）克 隆 至 螺 旋 霉 素 链 霉 菌（ %$&’($)*+,’#
#("&-*+,’$",.# 7#%）的染色体所得的基因工程菌［%］。

因为 !”6!6异戊酰基转移酶对底物的非专一

性，发酵所得的必特螺旋霉素是一族多组分的杂合

抗生素，其组分包括螺旋霉素#、$、!，乙酰螺旋霉

素$、!，丙酰螺旋霉素$、!，异丁酰螺旋霉素$和

异戊酰螺旋霉素#、$、!［#］。由于 !”6! 位上的酰

基的作用，必特螺旋霉素中的酰化螺旋霉素在酸性

环境下具有更好的稳定性，而且酰基碳链越长，稳定

性越好［)］。药典对必特螺旋霉素的组分进行了严格

的规定：异戊酰螺旋霉素!不低于 )$K，异戊酰螺

旋霉素#、$、!的总含量不低于 "3K。目前用于

临床的医用必特螺旋霉素是发酵产品通过分离纯化

后得到的以异戊酰螺旋霉素为主的杂合抗生素，因

此如何提高异戊酰螺旋霉素尤其是异戊酰螺旋霉素

!的含量是必特螺旋霉素发酵调控中面临的主要

问题。

作为微生物的速效利用氮源，铵离子一直被认

为是影响大环内酯类抗生素生物合成的重要因素。

多篇文献报道了铵离子对螺旋霉素生物合成效价的

影响，并对其作用机理进行了研究：I+./;>; 等在研究

铵离子对螺旋霉素生物合成的影响时发现，3--G5HI
的胞 内 铵 离 子 浓 度 即 可 显 著 抑 制 缬 氨 酸 脱 氢 酶

（N*O）活性，从而限制了缬氨酸、异亮氨酸代谢产生

短链脂肪酸，使螺旋霉素合成所需的前体量减少，导

致螺旋霉素产量的大幅下降。向培养基中添加异丁

酸、%6酮异戊酸等氨基酸中间代谢产物可以弥补铵

离子对螺旋霉素合成的负面作用［!］。此外，铵离子

还会作用于大环内酯合成中活化短链脂肪酸前体所

需的 相 关 酶。PD8G=8 等 发 现 在 高 浓 度 铵 离 子

（%3$--G5HI）存在的条件下，酰基激酶，酰基磷酸转

移酶等活化大环合成前体酸的酶系统的生物合成受

到阻遏，导致大环合成所需的活化前体酸的供应不

足［3］。

通过多因素筛选，我们发现铵离子也是调控必

特螺旋霉素组分的重要因子。降低培养基中的铵离

子浓度，可以有效提高异戊酰基螺旋霉素!的比例，

同时铵浓度的降低还提高了单位菌体的产素能力。

本文测定了发酵过程生物效价、组分、N*O 酶活、相



关有机酸等中间代谢数据，围绕必特螺旋霉素组分

和效价两个方面，分析发酵过程代谢变化，初步探讨

铵离子改变必特螺旋霉素组分和效价的机理。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：必特螺旋霉素基因工程菌 !"#$%$&’(
由同联集团提供。

!"!"# 培养基和培养条件：斜面培养基、种子培养

基、生物检定培养基均按文献［)］配制。全合成发酵

培养基（*+,）：糊精 (-，./012) -34(，565%0 -3---(，

7*"2) (3(，895% &-，5952: (。8/)82: 的浓度按照文

中的要求配制。培养条件：将 &;, 甘油管接种于一

级摇瓶，0<=培养 )< > (4? 后，按 &-@接种量接种于

二级种子摇瓶中，0<=培养 0) > 04?。按 <@接种量

接种于发酵摇瓶（装液量 (-;,+(--;,）中，00-A+;BC，

0<=旋转式摇床培养 ’4?。每天定时取样测定各种

发酵代谢参数，测定结果为 : 个样的平均值。

!"!"$ 试剂和仪器：本研究所用试剂均是国产或进

口的化学纯或分析纯试剂。乙酸、丙酸、丙酮酸、丁

酸、异戊酸均为分析纯，亮氨酸、!$酮戊二酸、牛血清

白蛋白为生化试剂；色谱仪为 D*B%ECF /1 &&--（检测

器：G&:&)D 紫外可见波长检测器；进样器：G&:0<D）；

酶标仪为 H?EA;6 7.:（I%EJFA6C 56AK6A9FB6C）。

! %# 亮氨酸母液的配制

&3(* 亮氨酸溶于 &--;, 去离子水中，过滤除菌

后保存备用。

!"$ 生物量测量

采用测量菌丝干重法（LAM JE%% NEB*?F，L5!）：吸

(;,发酵液，过滤后用蒸馏水洗菌体，连同滤纸于

<-=烘至衡重后称量。

!"& 总糖、还原糖测定

采用斐林试剂法［O］。

!"’ 铵离子浓度测量

采用 PEAF?E%6F 比色法［<］。

!"( 效价生物检定

以枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）为检定菌，按

文献［4］进行。

!") *+,- 法测定必特螺旋霉素组分

!")"! 样品制备：取 &-;, 发酵液与等体积乙酸乙

酯混合，静置 :;BC 后取上层有机相 (;, 于平皿中晾

干。用 0;, 流动相洗涤平皿，洗出液经 -30"; 微孔

滤膜过滤，Q 0-=下冷藏备用。

!")"# 高效液相色谱条件：色谱柱："?B;$K9JR S1$

2L"，19AFBJ%E "BTE (";，&(-;; U )34;;，流 动 相：

-3-<:;6%+, 磷 酸 水 溶 液 V 甲 醇 W )O V (:，流 速 为

&;,+;BC，进 样 量 0-",，检 测 器 波 长 0&-C;，柱 温

:-=。

!". *+,- 法测定有机酸

!"."! 高效液相色谱条件：乙酸、丙酸、丙酮酸、!$
酮戊二酸：色谱柱：DXY9"EK，19AFBJ%E "BTE (";，0(-;;
U )34;;，流 动 相 -3-&;6%+, 磷 酸 水 溶 液（ 用

89/012) 调节 K/ 至 03: Z -3&）V甲醇 W ’<3( V &3(，流

速 &;,+;BC，进样量 0-",，检测器波长 0&-C;，柱温

:-=。丁 酸，异 戊 酸：色 谱 柱："?B;$K9JR S1$2L"，

19AFBJ%E "BTE (";，&(-;; U )34;;，流动相 -3-&;6%+,
磷酸水溶液（用 89/012) 调节 K/ 至 03: Z -3&）V 甲

醇 W 4-V)-，流速 &;,+;BC，进样量 0-",，检测器波长

0&-C;，柱温 :-=。

!"."# 样品的制备和分析：取必特螺旋霉素发酵液

于 &--- U * 离心 &-;BC 后，取上清液于 Q 0-=冷冻保

存备 用。分 析 时 取 &;, 上 清 液 &&--- U * 离 心

&-;BC，上清液用 -3)("; 合成纤维素酯膜进行真空

过滤后，取 0-", 进样。按照文献［’，&-］对发酵液中

的有机酸定性，并对照有机酸标准曲线对有机酸进

行定量。

!"/ 缬氨酸脱氢酶（01*）活力测定

!"/"! 无 细 胞 粗 提 液 的 制 备：)= 冷 冻 离 心 后，

（&<-- U *，(;BC）收集菌体，用 &-@（7+S）的蔗糖溶

液清 洗 两 次 后，悬 浮 于 (;, 的 含 0-@ 甘 油 的

-3-(;6%+, HAB[$/5% 缓冲液（K/O3)）中，用高压破碎仪

（#G$&D）破 碎，操 作 压 力 0--7K9。破 碎 液 在 )=、

&4--- U * 下离心 :-;BC，取上清液进行酶活测定。

!"/"# 酶活测定：SL/ 测定按文献［&&］的方法进

行，一个酶活单位定义为 & 分钟内转化 &";6% 8DL
\

所需的酶量，比活力用每毫克蛋白中所含酶活单位

表示。采用酶标仪实时跟踪检测。蛋白质测定用考

马斯 亮 蓝 G$0(- 法［&0］，以 牛 血 清 白 蛋 白 作 标 准

曲线。

!"!2 异戊酰基 -34 的测定

具体操作采用 /1,5 法［&:］。

# 结果

#"! 铵离子浓度对必特螺旋霉素组分的影响

在发酵培养基中分别加入不同量的硝酸铵，使

其终 浓 度 分 别 为 03(-、430(、&-3--、&03(-、0(3--、

:O3(-、(-3--、403(-;;6%+,，培养 ’4? 后测定必特螺

旋霉素的组分（图 &）。

’0’陆 原等：铵离子对必特螺旋霉素组分生物合成的调控作用 ] +微生物学报（0--4）)4（4）



图 ! 铵离子浓度对必特螺旋霉素异戊酰组分的影响

!"#$ % &’’()* +’ ,--+."/- "+. )+.)(.*0,*"+. +. )+-1+.(.*2 +’

3"+*()421"0,-5)".$

结果显示，在试验范围内异戊酰基螺旋霉素!
的比例与铵离子浓度成反比关系。当铵离子浓度为

6789--+:;< 时，异戊酰基螺旋霉素!的比例仅为

98=>?。随着铵离子浓度的降低，异戊酰基螺旋霉

素!的 比 例 逐 步 升 高。 当 铵 离 子 浓 度 降 低 到

79--+:;< 时，异 戊 酰 基 螺 旋 霉 素 ! 的 比 例 达

%%8@A?。当铵离子浓度进一步降低时，异戊酰基螺

旋霉素!的比例的改善尤为明显。在 789--+:;< 的

铵浓度 下，异 戊 酰 基 螺 旋 霉 素!的 比 例 提 高 到

7A89@?，是 6789--+:;< 铵离子条件下的 98> 倍。异

戊酰基螺旋霉素"、#的比例在各铵离子浓度下变

化不大。因此，总异戊酰基螺旋霉素的比例与铵离

子浓度大体上亦成反比关系。必特螺旋霉素其他的

酰化组分的比例无明显变化。

"#" 铵离子浓度对菌体生长和代谢的影响

为进一步研究铵离子浓度对必特螺旋霉素发酵

的影响，我们选取了铵离子浓度单因素试验的两个

端点（789--+:;< 和 6789--+:;<）分别代表低铵条件

和高铵条件进行对照试验。每隔 %74 取样测定总

糖、还原糖、铵离子浓度、BCD、胞外有机酸、EBF 活

性、效价和组分（图 7）。

在两种铵离子浓度下，两组试验的菌浓出现较

大差异。当对数生长期结束时，高铵浓度下的 BCD
是低铵浓度下的 %8GA 倍。在以后的培养过程中菌

体量基本保持稳定，发酵末期两组菌体均出现自溶

现象，菌体量略有下降。

图 " 两种铵离子浓度下 $%&（’）、总糖（(）、还原糖（%）、铵离子（$）的变化趋势

!"#$7 H0+’":( +’ BCD（I），*+*,: 2/#,0（J），0(K/)(K 2/#,0（C）,--+."/- "+. )+.)(.*0,*"+.（B）". 3"+*()421"0,-5)". ’(0-(.*,*"+. L"*4

-(K"/- )+.*,".".# 789--+:;< +0 6789--+:;< ,--+."/- ."*0,*(，0(21()*"M(:5$

与生物量的差异相对应，两组试验在碳、氮源代

谢上也存在差异。在生长期，高铵条件下总糖的消

耗高于低铵。在整个发酵过程中，高铵试验的还原

糖浓度均在低铵试验之上。作为培养基中的唯一氮

源，在生长期两组试验的铵离子浓度均迅速下降。

=A4 后低铵试验的发酵液中即无法检测到铵离子的

存在。而高铵条件下除 6N4 左右铵离子浓度略有上

升外，生产期的铵离子浓度一直维持在 9--+:;< O
G--+:;<。

在合成培养基中，铵离子的同化是氨基酸中氮

元素的唯一来源，而丙酮酸、$P酮戊二酸是参与铵离

子代谢生成氨基酸的重要有机酸。由于低铵条件下

铵离子的缺乏，丙酮酸、$P酮戊二酸等参与铵同化途

径的有机酸不能被利用，被分泌到胞外，这两种有机

酸的浓度在低铵条件下远高于高铵条件（图 >）。

从以上试验结果可以发现，低浓度的铵离子限

制了菌体的生长，进而对菌体的初级代谢产生不利

影响，即明显限制了菌体对碳源的利用，使得低铵条

件下的残余总糖浓度和丙酮酸、$P酮戊二酸等氨基

酸合成的重要前体酸浓度高于高铵条件。

"#) 铵浓度对必特螺旋霉素效价的影响

必特螺旋霉素的产素高峰期在 6N4 以后，即发

酵中后期。发酵结束时，低铵和高铵条件下单位菌

体的效价分别为 %NG%#;-< 和 %79%#;-<，后者是前者

的 %8%G 倍，这说明高铵条件下单位发酵体积的必特

螺旋霉素产量高于低铵条件。

N>@ <Q R/,. !" #$ $ ;%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（7NN6）=6（6）



图 ! 两种硝酸铵浓度下胞外丙酮酸（"）、!#酮戊二酸（$）

变化趋势

!"#$% &’()"*+ () ,-’./"0 10"2（3），!45+6(4#*.61’"0 10"2（7）"8 69+ :’(69

() :"(6+09;,"’1<-0"8 )+’<+8616"(8 ="69 <+2".< 0(861"8"8# >?@<<(*AB (’

C>?@<<(*AB 1<<(8".< 8"6’16+，’+;,+06"/+*-$

每 D>9 的取样检测发酵液中乙酸、丙酸、丁酸的

浓度。E>9 前高铵浓度下乙酸的浓度是低铵浓度的

两倍左右，之后高铵浓度下乙酸的浓度迅速上升，发

酵末期与对照组相差 DF 倍左右。两组试验过程中，

丙酸浓度的差异主要存在于发酵中期和后期。在

>G9 H %C9 之间，高铵浓度的丙酸浓度明显高于低

铵。从 CF9 到发酵结束，高铵条件下丙酸的浓度一

直处于上升趋势，而对照的丙酸浓度在 ><<(*AB H
G<<(*AB之间波动，未检测到丁酸（图 G）。

%&’ 铵离子浓度对缬氨酸脱氢酶活性的影响

如前所述，异戊酰螺旋霉素是以螺旋霉素为基

础在 G”4! 位置上接入异戊酰基所得，其酰基前体

是异戊酰基 I(3。在必特螺旋霉素的合成过程中，

异戊酰基 I(3 主要由亮氨酸代谢产生。而作为亮

氨酸分解代谢途径中的第一个酶，JKL 是亮氨酸分

解代谢途径的关键酶，因此 JKL 活性是调控异戊酰

基前体生成和必特螺旋霉素组分的重要位点。

由 JKL 酶活变化趋势可知（图 @），在低铵条件

下，JKL 的活性有两个高峰期：前期和中后期。由

于发酵前期是生长期，菌体代谢旺盛，故 JKL 活性

较高。而中后期是产素高峰期，对异戊酰 I(3 的需

图 ’ 两种硝酸铵浓度下胞外乙酸（"）、丙酸（$）变化趋

势

!"#$G &’()"*+ () 10+6"0 10"2（3），,’(,"(8"0 10"2（7）"8 69+ :’(69 ()

:"(6+09;,"’1<-0"8 )+’<+8616"(8 ="69 <+2".< 0(861"8"8# >?@<<(*AB (’

C>?@<<(*AB 1<<(8".< 8"6’16+，’+;,+06"/+*-$

求诱导了 JKL 活性。相比之下高铵浓度下 JKL 的

活性一直处于较低水平。

图 ( 两种硝酸铵浓度下 )*+ 活性的变化趋势

!"#$@ &’()"*+ () JKL 106"/"6- "8 :"(6+09;,"’1<-0"8 )+’<+8616"(8 ="69

<+2".< 0(861"8"8# >?@<<(*AB (’ C>?@<<(*AB 1<<(8".< 8"6’16+，

’+;,+06"/+*-$

对照发酵过程中铵离子的浓度可以得出结论：

JKL 在低铵条件下具有较高活性。在高铵条件下，

较低的 JKL 酶活限制了由亮氨酸代谢生成异戊酰

基 I(3 这一途径的通量，从而使异戊酰螺旋霉素合

成的酰基前体供应相对不足。降低铵离子的浓度，

D%M陆 原等：铵离子对必特螺旋霉素组分生物合成的调控作用 $ A微生物学报（>FFC）GC（C）



可以提高 !"# 的活性，增加酰基前体的供应，从而

增加异戊酰螺旋霉素的含量。

!"# 在低铵条件下添加亮氨酸

在两组试验中，整个发酵过程中无法检测到异

戊酸和异戊酰基 $%& 的存在。因此推断异戊酰基

前体的缺乏可能仍然是提高异戊酰螺旋霉素比例的

限制性因素。为了进一步提高异戊酰螺旋霉素的含

量，在低铵条件下（’()**%+,-），在发酵 ./0 即菌体

开始合成抗生素时向培养基中添加亮氨酸，使其终

浓度达到 1(.*2,*-。测定结果显示异戊酰螺旋霉

素的含量有了进一步的提高：异戊酰螺旋霉素!的

比例提高到 .3(456，相对低铵条件提高了 .’6。

同时，亮氨酸的添加对菌体的生长和抗生素的

合成均产生了一定程度的影响。由于部分亮氨酸被

作为氮源被利用和代谢产生大环合成的前体，添加

亮氨酸后菌体量和单位菌体的产素能力均获得有限

的增长，都较对照实验提高 5(’6。

$ 讨论

实验结果证明铵离子是影响必特螺旋霉素组分

的重要因素，缬氨酸脱氢酶可能是一个主要的作用

位点。在高浓度铵离子的培养环境中，!"# 的活性

较低，从而阻碍了亮氨酸代谢生成异戊酰基 $%& 的

代谢途径。异戊酰基前体的不足导致酰基转移反应

底物的缺乏，致使异戊酰螺旋霉素的比例难以得到

提高。当铵离子的浓度降低到 ’()**%+,- 时，生产

期的发酵液中铵离子浓度低于检测下限。低浓度铵

离子的培养环境使 !"# 具有较高的活性，保证了亮

氨酸分解代谢途径的畅通，使异戊酰基 $%& 供应量

增大，从而使异戊酰螺旋霉素的比例得以提高。而

在低铵的基础上添加亮氨酸，由于 !"# 活性较高，

异戊螺旋霉素!在低铵的基础上又 获 得 大 幅 度

提高。

与其它大环内酯类抗生素相似，必特螺旋霉素

也是由短链脂肪酸单体经聚酮合成酶头尾缩合而

成。必特螺旋霉素内酯环的生物合成需要 4 个前

体：) 个乙酸，7 个丙酸，7 个丁酸和 7 个未知前体

（二碳单位）［75］。由于内酯环的形成是整个合成过

程的关键步骤，所以前体有机酸单元的供应显得十

分关键。低铵条件下氮源的不足，使乙酸、丙酸等大

环合成的前体酸的量大幅度降低，致使低铵条件下

单位发酵体积的产量低于高铵条件。虽然据文献报

道，低铵条件下可以解除铵离子对酰基激酶、酰基转

移酶等活化前体有机酸的酶的抑制［5，)］，但从实验结

果看大环合成所需的前体酸的严重不足依然会对产

素的负面影响。所以在解除了铵离子对异戊酰基

$%& 生成的抑制后，需要通过适当提高铵浓度来提

高必特螺旋霉素的效价。下一步我们计划在低铵培

养基的基础上，采用流加补料的方法避免氮源不足

对产素的影响。

据对细菌的研究报道：异戊酰基 $%& 是一种不

稳定的中间产物，易生成异戊酸［7)］。在所有试验过

程中，均未检测到异戊酰基 $%& 和异戊酸的存在。

所以可以推断，前体供应仍然是改善必特螺旋霉素

组分的限制性因素，可以通过保证酰基前体供应来

进一步 提 高 异 戊 酰 螺 旋 霉 素 的 含 量。在 提 高 了

!"# 的活性后，我们计划对亮氨酸代谢途径的另一

个酶———异戊酰基 $%& 脱氢酶进行调控。由于异

戊酰基 $%& 脱氢酶控制异戊酰基 $%& 的降解，所以

抑制该酶的活性可以从另一方面提高菌体中酰基前

体的量。
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