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由纳塔尔链霉菌产生的纳他霉素，能有效地抑

制和杀死霉菌、酵母、丝状真菌，从而有效地降低强

致病性真菌毒素对人类的侵害，同时可以延长食品

货架期，减少浪费。目前，全世界有三十多个国家将

纳他霉素用于乳制品、肉制品、果汁饮料、葡萄酒等

的生产和保藏之中!"#。

$ 材料与方法

$%$ 实验材料

纳 他 霉 素 生 产 菌 褐 黄 孢 链 霉 菌（!"#$%"&’()$*
+,-.&*%&#$/*）、纳塔尔链霉菌（!"#$%"&’()$* 01"1-$0*,*）、

恰塔努加链霉菌（!"#$%"&’()$* )21""10&&+$0*,*）。

试剂、培养基、仪器略。

$%! 实验方法

"$%$" 菌种培养、筛选方法

"$%$"$" 斜面培养法 以接种环接一环孢子于斜面

培养基上，在 %&’下培养 ()。

"$%$"$% 平板培养法 以划线接种法接种，并于 %&’

下培养 ()。

"$%$"$* 琼脂块初筛法

敏感菌悬浮液的制备 取新鲜的敏感菌斜面，

用无菌水刮洗制成菌悬液，并稀释至 "+, 个 -./，备用。

平 板 的 制 备 首 先 在 平 板（!"(0.）内 定 量 加

入 %+./ 下层培养基，摆平，待其冷却凝固后，取制

备好的 敏 感 菌 悬 液 加 入 到 1(’左 右 的 上 层 培 养 基

中，摇匀，定量取 %(./ 铺放于下层培养基上，摇

匀，平放制成双层平板。

琼脂块抑菌圈的测定 取待测菌少许孢子，用

划线法接种于分离平板上，%&’培养 %)，用无菌打孔

器（!1..）取 单 个 菌 落 琼 脂 块 ，放 在 双 层 检 测 平 板

上，%&’培养 %)，测定抑菌圈大小。

"$%$"$1 摇瓶复筛法 将初筛得到的菌株进行摇瓶

实验，进一步复筛。从斜面上刮孢子接种于种子培养

基上，%&’，"2+3 - .45 培养 126；以 (7接种量从种子

瓶中接入发酵培养基中，%&’，"2+3 - .45 培养 1)；用

管碟法测定发酵液的效价。

"$%$% 发酵液效价的测定方法

"$%$%$" 管碟法 8$首先在平皿（!"(0.）内定量加入

%+./ 下层培养基，摆平，待其冷却凝固后，取制备好

的敏感菌悬液加入到 1(’左右的上层培养基中，摇

匀，定量取 %(./ 铺放于下层培养基上，摇匀，平放，

冷 凝 ，制 成 双 层 平 板 ；9$在 无 菌 条 件 下 ，放 入 钢 圈 2
个，用加样器取 %++"/ 待测发酵液置入钢圈内，并放

入冰箱冷藏 1’，保存 26，转入 %&’恒温培养箱培养

26，测定各个钢圈的抑菌圈大小；0$用纳他霉素纯品

分别做出几个不同浓度标准液，按照 8、9 步骤进行

实验，结果得到不同的抑菌圈，由此即可得出测定纳

他霉素生物效价的标准曲线：:;<=>8?@9 式中 = 为产

物浓度，? 为抑菌圈尺寸，8A9 为常数；)$将 9$中的抑

菌圈大小代入标准曲线方程，求出发酵液中产物浓

度（即效价）。

（天津科技大学食品科学与生物工程学院，天津 !""###） 李 东 杜连祥 路福平

摘 要：对纳他霉素的发酵工艺，从微生物菌种选育、摇瓶扩大培

养条件、发酵工艺条件等方面进行了探讨。论文建立了纳

他霉素生产菌种的选育条件，包括生理生化实验和遗传

稳定性实验；研究了纳他霉素产生菌的扩大培养条件，优

化了纳他霉素产生菌发酵工艺，包括发酵培养基、种龄、

通风量、发酵温度等条件；本论文还从微生物代谢调控的

角度探讨了次级代谢产物纳他霉素的发酵产生途径，从

生物化学的角度探讨了纳他霉素的合成代谢机制，为进

一 步 提 高 次 级 代 谢 产 物 纳 他 霉 素 的 发 酵 水 平 奠 定 了 基

础。经过对次级代谢产物纳他霉素的提取、分析、鉴定，通

过了产品技术鉴定，该研究课题最终实现了产业化。
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!"#"#"# 高压液相色谱法

前处理工艺

$%&’ 检测 检测波长（!）：()(*+；柱温：(),；

流 速 ：!+& - +.*；进 样 量 ：!)"&；压 力 ：!)"/0%1；色 谱

柱：’!2 反相柱（!3)45"/++）；流动相：33)+& 甲醇，

53)+& 水，(")+& 236磷酸。

! 结果与分析

!%$ 纳他霉素产生菌选育和菌种性能的研究

首先，将保存菌株经活化、平板分离，用琼脂块

法初筛，根据抑菌圈大小，挑选出 !) 支发酵能力较

强的菌株，进行摇瓶实验，最终确定一株纳塔尔链霉

菌 &(，其纳他霉素产生能力较高。经摇瓶发酵实验，

作生长曲线，结果如图 ! 所示。

生理生化实验结果与文献报道相同，遗传稳定

性 实 验 证 明 该 菌 种 纳 他 霉 素 产 生 能 力 具 有 遗 传 稳

定性。

!%! 纳他霉素间歇和流加发酵工艺技术研究

#"#"! 培养基成分的确定

#"#"!"! 不同碳源的发酵研究 采用的是适量的葡

萄糖（快速碳源）加“迟效碳源 ”（如 低 聚 糖 、生 花 生

油、熟花生油、豆油、菜籽油、蔗糖和玉米淀粉），实验

结果见图 #。

通过图 # 可以看出，56碳源浓度时纳他霉素的

产率均高于其它浓度碳源时的产率，因此，把 56的

低聚糖、生花生油、豆油和蔗糖作进一步的实验，以

)"#36葡萄糖756低聚糖作为碳源，纳他霉素的得率

较高，为 8()+9 - &。

#"#"!"# 不同氮源的发酵研究 我们选择的速效氮

源是酵母浸粉，迟效氮源则采用花生饼粉、菜籽饼

粉、豆粕和鱼粉。

由实验结果可以看出，花生饼粉、菜籽饼粉、豆

粕和鱼粉等“慢效氮源”作为单一氮源使用时，效果

优于酵母浸粉，并且 56时效果最佳。

根据实验结果可以看出，复合氮源中 )"!36的酵母

浸粉756鱼粉效果最好，*1:1+;<.* 的产量为 !)#2+9 - &。

因此，氮源采用 )"!36的酵母浸粉756鱼粉。

#"#"# 温 度 对 发 酵 的 影 响 实 验 取 (/、#8、#3,三

种温度进行发酵，实验结果表明，本菌种在 #8,时，

纳 他 霉 素 的 产 率较高，为 !#=2+9 - &，所以最适温度

为 #8,。

#"#"( 通风量对发酵的影响 在摇瓶发酵中，采用

改变摇瓶装液量的方法来控制溶解氧。实验取装液

量 为 ()、5)、3)、/)、=)、2)、!))+& 进 行 摇 瓶 发 酵 研

究，结果表明，在装液量为 3)+& 时，纳他霉素的产率

最高，为 !#3(+9 - &。

#"#"5 >$ 对 发 酵 的 影 响 本 实 验 控 制 初 始 >$ 在

3")、/")、=")、2")、8")。实验结果表明，初始 >$ 为 =")、

2") 时，纳他霉素的产量最高，分别为 !#(3+9 - & 和

!#)5+9 - &，因此，确定最适起始 >$ 为 =")。

#"#"3 种龄对发酵的影响 选择合适的种龄是获得

代谢旺盛、数量足够种子的必要条件。实验结果表

明，种龄在 52? 时，种子液中孢子的浓度计数数量级

在 !)2，这时，发酵产量最高，为 !#5)+9 - &。所以，最

适种龄为 52?。

#"#"/ 接种量对发酵的影响 采用较大的接种量可

以缩短延迟期，加快菌体生长，使产物形成期提前，

产物合成的速度加快。实验结果表明，接种量为 36
时，纳他霉素得率最大，为 !!(#+9 - &。高接种量产率

反而下降的原因是菌丝体生长过快，发酵液粘度增

加，造成溶解氧不足，而影响产物的形成。因此，最佳

接种量为 36。

#"#"= 糖对发酵的影响

#"#"="! 流加发酵补糖浓度的选择 实验采用间歇

补料分批发酵，以发酵液中还原糖水平为控制指标，

发酵液初始葡萄糖浓度均为 (/9 - &，平均每隔 2? 补

糖一次，维持葡萄糖浓度分别在 #/、#(、#)、!=、!59 - &，

发酵周期均为 8/?，实验结果如表 ! 所示。

!""#$ 发酵液加 !""#$ 甲醇

调 %&’()*+振荡 *#,-
高速离心（."""/ 0 #,-+’"#,-）

收集上清液

调 %&)(*
高速离心（."""/ 0 #,-+’"#,-）

收集沉淀，溶解于 !""#$ 甲醇中

加 &12，调 %&’()*
得到检测液

!
!
!
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由上述结果可以看出，保持糖浓度为 !"# $ %，菌

体量没有明显增加，但纳他霉素产量有了明显提高，

这说明该浓度的葡萄糖流加，既可以防止菌体自溶

及菌体产生抗生素能力的衰退，又不会产生分解代

谢物阻遏作用，最有利于纳他霉素的生产。

!&!&’&! 开始补糖最佳时间的确定 从不同发酵时间

开始补糖，每隔 () 补糖一次，维持葡萄糖浓度为 !"# $ %，

以确定开始补糖的最佳时间，结果如表 ! 所示。

由表 ! 可以看出，开始补糖的最适时间为第 *+)。

!&!&( 控制 ,- 下的 +% 自动罐间歇补料 分 批 发 酵

结合上述实验结果，在 +% 机械搅拌发酵罐中进行间

歇流加培养，发酵液初始葡萄糖浓度均为 ./# $ %，从

第 *+) 开 始 ， 每 () 补 糖 一 次 ， 维 持 葡 萄 糖 浓 度

!"# $ %。培养过程中 开 始 时 控 制 溶 氧 *"0，进 入 抗

生素生成期后，维持溶氧水平在 !"01."0。培养过

程的发酵代谢曲线如图 . 所示。

从图 . 可以看出，流加葡萄糖有效地延长了菌

株生产纳他霉素的时间，提高了纳他霉素的产量，纳

他霉素产量在第 2.) 达到最大值，此时纳他霉素的

产量为 !&2’# $ %。

!%& 纳他霉素合成前体物及代谢调节物对发酵的影响

在抗生素生物合成中，前体物起着重要的作用，一

定条件下可以控制菌体合成次级代谢产物的方向并增

加其产量。纳他霉素内酯环是由多个乙酸单位和丙酸

单位通过与脂肪酸合成相似的聚酮体（,3456789:7）途径

缩合而成的;’<，这说明其重要前体物是短链脂肪酸。

!&.&= 初级代谢对次级代谢的调节 在纳他霉素的

生物合成中，是以乙酰 >3? 和丙二酸单酰 >3? 为前

体。丙二酸单酰 >3? 的合成有两条途径：一条是由磷

酸烯醇丙酮酸经丙酮酸生成乙酰 >3?，再在乙酰 >3?
羧化酶催化下，生成丙二酸单酰 >3?；另一条途径是在

磷酸烯醇丙酮酸羧化酶催化下，生成丙二酸单酰 >3?。

由于草酰乙酸是三羧酸循环的中间产物，因此，三羧酸

循环的运转状况调节着纳他霉素的合成。当三羧酸循

环酶系活性高时，葡萄糖被完全氧化产生大量的 ?@A，

过量的 ?@A 对磷酸烯醇丙酮酸羧化酶有反馈抑制作

用，使草酰乙酸生成量减少；另外，过量的 ?@A 对柠檬

酸合成酶有反馈抑制作用，柠檬酸和异柠檬酸的合成

减少，而柠檬酸、异柠檬酸对草酰乙酸脱羧酶有激活作

用，过量的 ?@A 抑制了纳他霉素的产生;(<。

在纳他霉素的生产中，降低三羧酸循环酶的活

性可以提高纳他霉素的产量，本实验采用在培养基

中加入不同浓度（="B+C34 $ %）的亚铁氰化钾。实验结

果显示，亚铁氰化钾的加入确实可以提高纳他霉素

的产量，而且 +D="B+C34 $ % 的亚铁氰化钾的加入提高

最大，为 =!2(C# $ %。由于氰化物与含铁卟啉的酶中

的 E7!F结合，使酶失活，抑制呼吸链的电子传递过程，

使 ?@A 减少，解除了 ?@A 的反馈抑制。

!&.&! 次级代谢中副产物的抑制作用 脂肪酸作为纳

他霉素生产的副产物，它们有共同的前体乙酰 >3? 和

丙二酰 >3?，可能对纳他霉素的生产有竞争性抑制作

用，若在培养基中添加油脂，就可以解除脂肪酸对纳它

霉素生产的竞争性抑制作用。本实验在优化培养基中

添加了 "&+0、=0、!0、*0的生花生油，研究油脂是否可

以解除脂肪酸对纳它霉素生产的竞争性抑制作用。

由实验结果可以看出，生花生油对纳他霉素的生

产有明显的促进作用，这证实了脂肪酸确实对纳他霉

素的生产有竞争性抑制作用。另外，油脂促进纳他霉素

的生产还和脂肪酸的代谢过程有关，脂肪酸的代谢主

要是通过 !B氧化。偶数碳链（>!G）脂肪酸经过 !B氧化

产生 G 个乙酰 >3?，奇数碳链（>!GF=）脂肪酸经过 !B氧

化产生（GB=）个乙酰 >3? 和一个丙酰 >3?，并且还生成

大量的合成纳他霉素必需的 H?I,-，大量的乙酰 >3?
可进一步生成丙二酰 >3?，为纳他霉素的生产提供了

大量的前体物质，从而导致纳它霉素的产量提高;2<。

!&.&. 脂肪酸作为底物的运输机制 脂肪酸的 !B氧

化在细胞器内的线粒体内进行，游离的脂肪酸不能穿

透线粒体内膜，而肉毒碱是将脂肪酸以脂酰基形式从

线粒体膜外站转运到膜内的载体，脂肪酸首先由脂酰

辅酶 ? 合成酶活化形成脂酰辅酶 ?，脂酰辅酶 ? 再

维持葡萄糖浓度（# $ %） 生物量（# $ %） 纳他霉素产量（# $ %）

!/ =.&= =&(*
!. =!&+ !&.!
!" 2&’ !&(.
=’ ="&= !&/*
=* 2&( !&/’

不补料 2&/ !&/+

表 = 补糖浓度的选择

开始补糖时间J)K 纳他霉素产量（# $ %）

!2 !&(*
.’ !&(.
*+ !&2*
+. !&’2
/= !&’’

表 ! 开始补糖时间对纳他霉素发酵的影响
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借线粒体内膜两侧转移酶的作用，进入线粒体内：

肉 毒 碱 起 携 带 脂 肪 酸 酰 基 通 过 细 胞 器 内 膜 的

作用。

我们在培养基中将 !"的生花生油替代 !"的低

聚糖，再添加不同浓度的 #$肉碱。

由实验结果可以看出，肉碱的添加确实对纳他

霉素的生产有促进作用，说明肉碱对脂肪酸的运输

催化作用确实存在，%&!"的肉碱添加效果明显，纳他

霉素的产量为 ’()’*+ , #。

!%# 纳他霉素的提取、分析、结构鉴定

本 研 究 还 建 立 了 纳 他 霉 素 -.#/ 测 定 标 准 曲

线，结果表明，纳他霉素在质量浓度为 %&%%01%&%2+ , #
时具有良好的线性，回收率实验结果表明平均回收

率为 ))"以上。用此方法对不同工艺条件下的 0 批

发酵液进行测定，测定结果表明高效液相色谱法可

以准确地检测发酵液中纳他霉素的含量3’%4。

纳他霉素易溶于甲醇，通过调整甲醇提取液的

5- 得到高纯度的纳他霉素。这种工艺基于纳他霉素

在溶液中的溶解度随 5- 的下降而增大这一特殊性

质。沉淀获得的纳他霉素可以用离心法分离，经水洗

后低温真空干燥，可得纯度大于 60"的纳他霉素。

对经过提取和精制的纳他霉素进行红外、紫外、

液质连用、核磁质谱鉴定，达到同类产品国外标准，

获得了很好的社会效益和经济效益。

& 结论

通过琼脂块法和管碟法对三株生产纳他霉素的

原始菌株进行了筛选，并建立了纳他霉素产生菌株的

生长曲线；通过对发酵碳源、氮源和其他发酵条件，如

温度、接种量、种龄、通风量、5- 的研究，基本确定了一

整套发酵工艺；通过对间歇补料分批发酵中流加糖量

和流加时间的研究，完成了控制 5- 下的 0# 自动罐间

歇补料分批发酵实验，得到了较满意的纳他霉素产生

量；探索性地从代谢调控的角度研究发酵工艺，实验结

果表明，亚铁氰化钾可以抑制 78. 的产生，解除 78.
的抑制；油脂可以解除脂肪酸对纳他霉素生产的抑制，

并提供大量的前体物质；肉碱的添加可以解决脂肪酸

的运输问题，提高脂肪酸的利用率；油酸的加入可以改

变细胞膜的通透性，解除产物抑制，这些工作为今后进

一步提高纳他霉素产率打下了基础；建立了发酵液中

纳他霉素的 -.#/ 分析方法，并用于实际检测，指导生

产；纳他霉素经过提取和精制，进行红外、紫外、液质连

用、核磁质谱鉴定，达到同类产品国外标准。
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同。因而可以肯定，该种 X.( 为 ’，>，2$X.(。

& 结论

用该法生产 X.( 成本低，该酶酶活高达 ’%0W , +

干品，而且产品为 ’，>，2$X.(。该种 X.( 是目前国内

外正在积极研究开发中的保健品和药品，因而用该

法生产 X.( 很有意义和前途。
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