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南海红树林真菌 No.1403产生灰黄霉素的
发酵条件初步优化
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摘　要:利用 SAS软件的 P lackett-Bu rman设计法 , 对影响南海红树林真菌 1403的菌体生长和灰黄霉素生产的

培养基进行筛选 , 所选取的 8个相关因素为:pH值 、 葡萄糖浓度 、 蛋白胨浓度 、 酵母膏浓度 、 MgC l2 6H2O浓

度 、 NaC l浓度 、 K 2HPO 4浓度 、 ZnSO4浓度。结果表明:对菌体生长最显著影响的因素是:葡萄糖浓度 (P =

0. 001 3)和 M gC l
2
 6H

2
O浓度 (P =0. 001 5)。对培养液中灰黄霉素的代谢量最显著影响的因素是:葡萄糖浓度

(P =0. 003 0), NaC l浓度 (P =0. 002 6), M gC l2 6H2O浓度 (P =0. 011 0), K2H PO4浓度 (P =0. 010 7),

ZnSO4浓度 (P =0. 012 1)。此筛选结果为工业发酵提供了条件。
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　　众所周知 , 抗生素在人们生活中应用越来越广

泛 , 在维护人类健康 , 防治各种感染性疾病方面做

出了巨大贡献。灰黄霉素 (G riseofulv in)作为非多

烯类抗真菌抗生素 , 临床用于头癣 、 迭瓦癣 、 皮肤

癣及手足甲癣等体表真菌感染 , 特别对头癣的疗效

显著。此外 , 灰黄霉素目前还广泛应用于森林 、牧

场的大面积灭菌 。

1403号真菌采自红树的树叶内部 , 为典型的

植物内源性真菌。初步的菌种鉴定表明 1403号菌

不属于半知菌类的丛梗孢目 , 对采集该菌的红树林

的微生物生态调查发现与 1403号菌共生的红树没

有烟草疫霉 (Parasiticae tabacina Adam )的感染 ,

这是在红树林中首次发现的。该菌与灰黄青霉菌没

有亲缘关系 , 对 1403号真菌进行发酵培养 , 发现

该菌能产生大量的灰黄霉素 , 可以为灰黄霉素新的

产生菌
[ 1]
。

作为产生灰黄霉素的新海洋内生真菌 , 为了达

到工业发酵生产的目的 , 本文运用 Placke tt-Burm an

设计法对影响 1403号真菌的菌体生长和培养液中

灰黄霉素代谢的培养条件进行了优化 , 分别确定了

最重要因素 , 并进行了比较分析。

1　材料和方法

1.1　菌株和保存条件

内生真菌 1403号由香港城市大学 V rijmoed和

Jones教授提供 。菌种分别保存在香港城市大学和

中山大学 。

1.2　培养基

1.2.1　菌种保存用斜面培养基　葡萄糖 10 g;酵

母膏 1 g;蛋白胨 2 g;pH 7.5;人工海水 (ASW)

1 000mL;琼脂 15 ～ 20 g。

1.2.2　基础实验培养基　葡萄糖 , 蛋白胨 , 酵母

浸膏 , NaC l, MgSO 4 , K2HPO 4 , pH , 浓度都按需

要而定。

1.3　培养条件

从斜面培养基上挑取生长良好的菌体 , 接入经

121 ℃ (0.1 mPa)高温灭菌 20 m in的种子培养

基 , 培养 7 d后接入同样经高温灭菌的基础试验培

养基 , 接种量 5%。将 500mL锥形瓶放在摇床上 ,

转速 120 r /m in, 培养温度 28 ℃。

1.4　试剂与实验仪器

葡萄糖 CP , 蛋白胨 BR, 酵母膏 BR, 粗海盐

(微生物养殖用 ), 其他实验用试剂均为市售 AR试

剂。
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Ag ilent 1100型高效液相色谱仪;W aters 515

HPLC泵;W ate rs 2487双波长检测器;浙江大学

N-2000双通道色谱工作站 , 大连依利特 Hypersil

BDS苯基柱 。

1.5　分析测定方法

在不同的培养基中培养一定时间后 , 菌体经过

滤 , 洗涤 , 于 105 ℃烘至恒质量后 , 准确称量 。根

据菌体干质量判断菌体生长状况。

发酵液用体积比为 1∶1的乙酸乙酯萃取 3次 ,

合并萃取液 , 蒸去溶剂 , 用 10 mL甲醇溶解并过

滤 , 滤液送高效液相分析 。用 HPLC来检验培养液

中灰黄霉素的含量。

2　实验结果与讨论

前期的实验研究发现 1403号菌对单糖的利用

都非常好 , 优于低聚糖 , 对有机氮源的利用都优于

无机氮源 , 1403号菌的培养条件偏碱 , pH =8时 ,

生长情况良好 , 葡萄糖和蛋白胨最有利于 1403号

菌的生长
[ 2]
。在此基础上 , 运用 Placke tt - Burm an

法对 1403号真菌的发酵培养条件进行了深入研究。

Placke tt-Bu rman法是优化实验条件统计学方

法 , 在生物培养条件优化中已有广泛应用
[ 3 -7]

, 该

方法是一种以不完全平衡块 (ba lancedincomplete

b lock)为原理的实验设计方法 , 它能够从众多的

过程变量中快速 、 有效的筛选出最为重要的几个因

素 , 以便做下一步的研究。该方法容易处理实验数

据 , 适用于任意多个实验因子 , 能有效和准确的筛

选出影响实验结果的重要因子。

本试验以 X 1 (pH), X 2 (葡萄糖浓度 )、 X 3

(蛋白胨浓度 )、 X 4 (酵母膏浓度)、 X5 (M gC l2 

6H2O浓度 )、 X 6 (N aC l浓度 )、 X7 (K 2HPO 4 浓

度)、 X 8 (ZnSO4浓度 )为自变量 , 以 1403号菌菌

体干质量为响应值 , 根据 P lackett-Burman设计原

理 , 设计实验次数 N =12, 对以上 8个因素进行考

察 , 分别对应于表中的 8列 , 每个因素取低水平

“ - 1” 和高水平 “ 1”, 高水平分别取低水平的

1.25倍 , 响应值为菌体干质量 (Y 1)和培养液中

灰黄霉素浓度 (Y2)。实验设计及实验结果见表 1,

各因素主效应分析结果见表 2, 各个因素的主要效

果图见图 1。利用上述软件对表 2中菌体干质量和

灰黄霉素的代谢量数据进行方差分析 , 方差分析结

果见表 3和 4。

表 1　N ==12的 Placke tt-Burman实验设计及响应值表

Tab.1　Exprimenta l design and response o f P lacke tt-Burm an(N =12)

编号 X1 X2 X 3 X4 X 5 X 6 X7 X 8 Y 1 /g Y
2

/(μg m L- 1)

1 1 - 1 1 -1 - 1 -1 1 1 0. 6354 2. 1156

2 1 1 -1 1 - 1 -1 - 1 1 1. 2563 3. 3654

3 -1 1 1 -1 1 -1 - 1 - 1 3. 4612 3. 0500

4 1 - 1 1 1 - 1 1 - 1 - 1 0. 4556 1. 2246

5 1 1 -1 1 1 -1 1 - 1 4. 2563 5. 5560

6 1 1 -1 1 1 1 - 1 1 4. 0636 7. 5664

7 -1 1 1 1 - 1 1 1 - 1 2. 1130 6. 1130

8 -1 - 1 1 1 1 -1 1 1 1. 2365 3. 8489

9 -1 - 1 -1 1 1 1 - 1 1 1. 3564 5. 8406

10 1 - 1 -1 -1 1 1 1 - 1 2. 8102 5. 3094

11 -1 1 -1 -1 - 1 1 1 1 2. 3564 8. 2651

12 -1 - 1 -1 -1 - 1 -1 - 1 - 1 0. 1034 0. 4937

表 2　Placke tt-Burman实验回归方程系数显著性检验
Tab.2　Exam ination fo r som e pa ram e te rs of P lackett-Burm an expe rim en ta l equation

代码 参数 低水平 高水平 回归系数 1 t1值 Pr1 >F1 回归系数 2 t2值 P r2 >F 2

常数相 2. 00869 26. 45 0. 0001 4. 39573 31. 09 〈 0. 0001

X
1 pH 7. 5 9. 4 0. 23754 3. 13 0. 0521 -0. 20616 - 1. 46 0. 2409

X
2 葡萄糖 10 12. 5 0. 90911 11. 97 0. 0013 1. 25693 8. 89 0. 0030

X
3 蛋白胨 2 2. 5 - 0. 01447 - 0. 19 0. 8610 -0. 40931 - 2. 89 0. 0628

X4 酵母浸膏 1 1. 25 - 0. 22968 - 3. 02 0. 0566 -0. 07097 - 0. 50 0. 6502

X5 M gC l2 6H2O 5. 0 6. 25 0. 85534 11. 26 0. 0015 0. 79949 5. 65 0. 011

X6 NaC l 25 31 0. 18384 2. 42 0. 0941 1. 32413 9. 36 0. 0026

X7 K2HPO 4 1 1. 25 0. 22594 2. 98 0. 0588 0. 80561 5. 70 0. 0107

X8 ZnSO4 1 1. 25 - 0. 19126 - 2. 52 0. 08663 0. 77128 5. 45 0. 0121
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　　利用 Placke tt-Burman法 , 对表一中的数据通

过逐步回归分析获得最优多元一次回归方程为:

Y 1 =2. 008692 +0. 909108*X2 +0. 855342*X 5

Y2 =4. 395725 +1. 256925*X2 +0. 799492*X5 +

1. 324125*X 6 +0. 805608*X 7 +0. 771275*X8

方差分析 (表 3)表明 , 所得菌丝体回归方程达到

极显著 (P =0. 000 1), 说明该回归模型在整个回

归区域有很好的拟合效果 , 决定系数 R2 =0. 862 6,

表明 86. 26%的试验数据的变异性可用此回归模型

来解释 。偏回归系数及显著性检验如表 2所示 , 结

果显示影响菌丝体的主要影响因子为:葡萄糖 (P

=0. 001 3)和 MgC l2 6H2O (P =0. 001 5)。而影

响灰黄霉素代谢量的关键因素是:葡萄糖 , MgC l2

 6H2O , N aC l, K2HPO 4和 ZnSO 4 , 该回归方程显

著 , 且拟合程度比菌丝体干质量的回归方程高 (R2

=0. 949 9)。

表 3　菌丝体回归方程的方差分析
Tab.3　Ana ly sis of m ean squa re dev iation fo r

the reg re ssion equation of myce lia l

变异源 自由度 平方和 均方 F值 P rob>F

模型 2 18. 69705 9. 34852 28. 26 0. 0001

误差 9 2. 97734 0. 33082

总和 11 21. 67439 R2 =0. 8626

表 4　培养液灰黄霉素代谢量回归方程的方差分析
Tab. 4　Ana lysis o f mean square devia tion for the reg re ssion

equa tion o fG riseo fu lv in in the bro th

变异源 自由度 平方和 均方 F 值 P rob>F

模型 5 62. 5946912. 51894 22. 76 0. 0008

误差 6 3. 30065 0. 55011

总和 11 65. 89535 R2 =0. 9499

图 1和 2更直观的看到各因素斜率的大小和正

负 , 分析结果如下:①葡萄糖浓度对菌体的生长

影响最大 , 其次是 MgC l2 6H 2O的浓度 。葡萄糖

作为碳源 , 在一定范围内产生正影响。 MgC l2 

6H2O作为生长因子 , 对该菌生长在一定浓度范围

内起促进作用 。②通过高效液相检测得出 , 影响

培养液中灰黄霉素的代谢产量的五个重要因素:葡

萄糖浓度 , NaC l, MgC l2 6H2O , K2HPO4 , ZnSO 4 ,

并且增加这些因素浓度 , 都能促进培养液中灰黄霉

素的代谢 。

总之 , 葡萄糖作为碳源 , 对菌体生长和灰黄霉

素的代谢起到了显著促进作用 , 由于灰黄霉素中含

有氯元素 , 因此培养基中氯化物无机盐对该化合物

的代谢有较重要的影响 , 氮源对菌体生长和灰黄霉

素代谢的影响均不显著 。

图 1　对菌丝体各因素主要效应图

F ig. 1　The ma in e ffective facto rs form yce lial

图 2　对培养液中灰黄霉素各因素主要效应图

F ig. 2　Them a in e ffective factors for griseo fu lv in in the bro th
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Abstract:Tw o leve l fac to ria ls designs of P lacke tt-Burm an w ere constructed to select cu lturemed ium components o f

the mycelia l g row th and griseofu lv in in b ro th. F irstly, Placke tt - Bu rman de sign w as employed to evalua te the

effects of the eigh t components in the medium , including pH , the contents o f g lucose, pep tone, yeast extrac t,

M gC l2 6H2O , N aC l, K2HPO 4 and ZnSO4. It w as confirmed that tw o important components whichmost affected

themycelial grow th w ere g lucose (P =0. 0013) andM gC l2 6H2O (P =0. 0015). Meanwhile, g luco se (P =

0. 0013), N aC l(P =0. 0026), MgC l2 6H 2O (P =0. 0110) , K2HPO4 (P =0. 0107) and ZnSO 4 (P =

0. 0121) dete rm ined the metabolism ofG riseo fu lvin in the broth. The resu lt is usefu l for furthe r study of the indus-

trial fermen tation.

Key words:mangrove fungus;griseofu lv in;optim iza tion;P lacett-Burman design
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