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［摘　 要］ 　 通过单因素试验考察了泰万菌素发酵培养基中不同氨基酸种类对其发酵过程的影响，
并利用正交试验对发酵培养基中 ３ 种主要氨基酸的用量配比进行了优化，结果表明发酵培养基加

入 ０． ２％亮氨酸、０． １％ 色氨酸、０． １％ 甘氨酸对泰万菌素发酵转化率影响显著，发酵摇瓶效价从

１４０００ μ ／ ｍＬ 提高到 １８０００ μ ／ ｍＬ，效价提高了 ２８． ５％ ，完成了对泰万菌素提高发酵转化率和发酵单

位的目的，并为大规模商业化生产泰万菌素奠定了良好的基础。
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ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ０． ２％ ｌｅｕｃｉｎｅ， ０． １％ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， ａｎｄ ０． １％ ｇｌｙｃｉｎｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｈａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｙｖａｎｉｎ． Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｈａｋｅ ｆｌａｓｋ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ １４０００ μ ／ ｍＬ
ｔｏ １８０００ μ ／ ｍＬ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ２８． ５％ ， ｃｏｍｐｌｅｔｅｄ ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｕｎｉｔ ｏｆ ｔｙｖａｎｓ， ａｎｄ ｌａｉｄ ａ ｇｏｏｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ － ｓｃａｌｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｙｖａｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｔａｗａｎｔｈｉｎ； ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ； ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ； ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｕｎｉｔ

　 　 泰万菌素又称乙酰异戊酰泰乐菌素，是由英国

伊科动物保健品有限公司研发的新型大环内酯类

抗生素。 ２００４ 年 ９ 月 ９ 日经欧盟批准用于预防和

治疗由猪肺炎支原体引起的猪气喘病、由猪痢疾短

螺旋体引起的猪痢疾、由胞内劳森氏菌引起的猪增

生性肠炎和由鸡毒支原体引起的鸡支气管感染［１］；

２０１２ 年 ７ 月 ６ 日经由 ＦＤＡ 批准用于预防由胞内劳

森氏菌引起的猪增生性肠炎［２］。 目前国内已批准
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中国兽药杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ５５ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

酒石酸泰万菌素预混剂和可溶性粉用于预防和治

疗猪、鸡支原体感染和猪血痢短螺旋体以及其他敏

感细菌感染［３］。 具有低毒、高效、低残留等优点，并
不产生大环内酯类抗生素之间的交叉感染，是一类

较好的治疗呼吸道和消化道感染的大环内酯类抗

生素［３］。 该产品目前尚属国际专利保护期，该专利

属于日本美露香公司，２００２ 年英国依科公司买断。
现英国依科公司委托山东鲁抗委托加工。

抗生素发酵单位是标志生产水平的重要指标，
研究表明，在泰万菌素发酵培养基中加入氨基酸对

发酵转化率和发酵单位都具有显著影响［３ － ５］。 为

此，本研究对泰万菌素发酵培养基中的氨基酸种类

进行了研究，获得对其发酵过程影响最大的氨基酸

为亮氨酸，赖氨酸和甘氨酸。 在此基础上用正交试

验设计对氨基酸比例进行了优化，明显提高了泰万

菌素的转化率。
１　 材料与方法

１． １　 菌种　 耐热链霉菌 １６ － ９２６ 菌种由本公司实

验室保藏。
１． ２　 原材料　 葡萄糖（天津市凯通化学试剂有限

公司）；玉米浆（华北制药康欣有限公司）；胰蛋白

胨大豆肉汤培养基（北京奥博星生物技术有限责任

公司）；可溶性淀粉 （国药集团化学试剂有限公

司）；棉籽饼粉（大荔伟恒生物科技有限公司）；玉
米蛋白粉（内蒙阜丰生物科技有限公）；聚醚消沫剂

（宜新市江山生物科技有限公司）；亮氨酸、赖氨酸、
色氨酸、甘氨酸（天津市光复精细化工研究所）。
１． ３　 仪器设备 　 Ｗａｔｅｒｓ ６００ 高效液相色谱仪（美
国 Ｗａｔｅｒｓ）；ＵＶ － １８００ 紫外分光光度计 （日本岛

津）；ＴＤＬ －５ － Ａ 型台式离心机（上海安亭科技有

限公司）；ＢＳＡ２２０２Ｓ 型电子天平（赛多利斯科学仪

器有限公司）；ＰＨＳ － ３Ｃ 精密 ｐＨ 计（上海精密科学

仪器有限公司）；ＳＰＸ － ２５０Ｂ － Ｚ 型生化培养箱（上
海博迅实业有限公司医疗设备厂）；ＣＸ３１ 型显微镜

（日本奥林巴斯光学工业株式会社）。
１． ４　 菌种培养基［６］ 　 斜面培养基：胰胨豆汤培养

基：胰胨豆汤粉 ３０ ｇ，蒸馏水 １０００ ｍＬ。
种子瓶培养基：可溶性淀粉 ２０ ｇ，大豆粉 ２０ ｇ，

磷酸氢二钾 ０． ５ ｇ，七水硫酸镁 ０． ５ ｇ，Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
１． ０ ｇ。

发酵瓶培养基：可溶性淀粉 ６０ ｇ，大豆粉 ２０ ｇ，
酵母粉 ４ ｇ，七水硫酸镁 ５ ｇ，棉籽粉 ７ ｇ，Ｙｅａｓｔ ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔ １． ０ ｇ。
１． ５　 方法

１． ５． １　 氨基酸的选择

１． ５． １． １　 单因素

表 １　 发酵培养基中几种氨基酸的单因素水平表

Ｔａｂ １　 Ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

组别
因素

亮氨酸 赖氨酸 色氨酸 甘氨酸

１ １ ０ ０ ０

２ ０ １ ０ ０

３ ０ ０ １ ０

４ ０ ０ ０ １

１． ５． １． ２　 多因素

表 ２　 发酵培养基中几种氨基酸的组合水平表

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

组别
因素

亮氨酸 赖氨酸 色氨酸 甘氨酸

１ １ １ ０ ０

２ １ ０ １ ０

３ １ ０ ０ １

４ ０ １ １ ０

５ ０ １ ０ １

６ ０ ０ １ １

７ １ １ １ ０

８ １ １ ０ １

９ １ ０ １ １

１０ ０ １ １ １
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１． ５． １． ３　 氨基酸比例

表 ３　 发酵培养基中几种氨基酸的不同比例水平表

Ｔａｂ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｔｉｏ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

水平
因素

亮氨酸 赖氨酸 色氨酸 甘氨酸

１ ０ ０ ０ ０

２ ０ ０． １ ０． １ ０． １

３ ０ ０． ２ ０． ２ ０． ２

４ ０． ２ ０ ０． １ ０． ２

５ ０． ２ ０． １ ０． ２ ０

６ ０． ２ ０． ２ ０ ０． １

７ ０． ５ ０ ０． ２ ０． １

８ ０． ５ ０． １ ０ ０． ２

９ ０． ５ ０． ２ ０． １ ０

１． ５． ２　 发酵瓶的培养　 用无菌的不锈钢铲在无菌

条件下铲取 １． ５ ～ ２ ｃｍ２左右的菌丝体接种于种子

瓶，置温度 ２９ ℃，湿度 ３０ ～ ５０％ ，转速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ
的摇瓶机上振荡培养 ４８ ｈ，补入底物继续转速为

２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇瓶机上振荡培养 １４４ ｈ 发酵培养。
１． ５． ３ 　 发酵瓶 Ｔ２ ｉ５ 含量测定方法 　 称取发酵液

１ ｍＬ溶于无水甲醇溶液 ５ ｍＬ，超声振荡器振荡 ２ ～
３ ｍｉｎ，充分混匀后用 ０． ２２ μｍ 有机滤膜过滤后备

用。 高效液相色谱条件 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ － Ｃ １８ 色谱

柱，柱温：４０ ℃。 流动相：Ａ 相为 ０． １％ 甲醇水溶

液，Ｂ 相为乙腈；流速为 ０． ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 进样体积为

５ μＬ［７］。
１． ５． ４　 核酸检测方法　 称取发酵液 ２ ｍＬ 于 １０ ｍＬ
离心管中高速离心机离心，弃去上清液，加入 １０％
三氯乙酸溶液旋涡振荡 １ ～ ２ ｍｉｎ，高速离心机离

心，弃去上清液，加入 ５％ 三氯乙酸溶液旋涡振荡

１ ～ ２ ｍｉｎ，沸水浴 ３０ ｍｉｎ，冷却后高速离心机离心，
取上清液加入纯化水中充分混摇，紫外分光光度计

２９０ ｎｍ 处比色。
２　 结果与分析

２． １　 不同氨基酸（单因素）对发酵过程的影响

由图 １ 可知，发酵培养基中补入亮氨酸或甘氨

酸 ＰＨ 值在工艺范围之内，赖氨酸与色氨酸的 ＰＨ

值或高于工艺范围、或低于工艺范围。

图 １　 不同氨基酸（单因素）对发酵培养基中 ＰＨ 值的影响

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ｓｉｎｇｌｅ

ｆａｃｔｏｒ） ｏｎ ｔｈｅ ＰＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

图 ２　 不同氨基酸（单因素）对发酵培养基中核酸的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ｓｉｎｇｌｅ

ｆａｃｔｏｒ） ｏｎ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

由图 ２ 可知，发酵培养基中补入亮氨酸或甘氨

酸核酸含量明显大于赖氨酸与色氨酸。

图 ３　 不同氨基酸（单因素）对发酵过程中 Ｔ２ｉ５ 含量的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ｓｉｎｇｌｅ

ｆａｃｔｏｒ） ｏｎ Ｔ２ｉ５ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

由图 ３ 可知，发酵培养基中补入亮氨酸或甘氨

酸 Ｔ２ ｉ５含量明显大于赖氨酸与色氨酸。

·９４·
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２． ２　 不同氨基酸（多因素）对发酵过程的影响

表 ４　 不同氨基酸（多因素）对发酵过程中的影响

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｆａｃｔｏｒｓ） ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

组别
因素

ＰＨ 值 菌浓 核酸 Ｔ２ ｉ５含量

１ ６． ５２ ３４ １． ３５６ １３２６８

２ ６． ８２ ４１ １． ６３８ １４２９５

３ ６． ７６ ３６ １． ５９７ １３８８６

４ ６． ６０ ３３ １． ４６９ １３５４９

５ ６． ５６ ３５ １． ４２１ １３６８３

６ ６． ８５ ４３ １． ６３２ １６３５９

７ ６． ７８ ３９ １． ６１４ １６２５５

８ ６． ７７ ４２ １． ５９９ １５９９７

９ ６． ８０ ４５ １． ７５８ １６８０６

１０ ６． ７４ ３６ １． ５７５ １５４５３

　 　 由表 ４ 可知，发酵培养基中补入亮氨酸、色氨

酸和甘氨酸在 ＰＨ 值、核酸含量和 Ｔ２ ｉ５含量方面明

显优于其他组合，对其比例再次进行正交实验。
２． ３　 氨基酸正交试验设计　 对氨基酸作了四因素

三水平（Ｌ９３４）的正交实验设计其它不变，其试验设

计和结果如表 ５ ～表 ６。

表 ５　 摇瓶发酵正交结果

Ｔａｂ ５　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｈａｋｅ ｆｌａｓｋ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

组别
因素 Ｔ２ｉ５ 含量

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ １ ２ ３ 平均

１ ０ ０ ０ ０ １３２４９ １３５６１ １３４４９ １３４２０

２ ０ ０． １ ０． １ ０． １ １３４２７ １３５２８ １３５３３ １３４９６

３ ０ ０． ２ ０． ２ ０． ２ １３６６０ １３６２８ １３７３８ １３６７５

４ ０． ２ ０ ０． １ ０． ２ １６８０２ １６９３２ １７２０７ １６９８０

５ ０． ２ ０． １ ０． ２ ０ １６０５１ １５９８８ １５７６８ １５９３５

６ ０． ２ ０． ２ ０ ０． １ １５４７２ １５２１５ １５１００ １５２６２

７ ０． ５ ０ ０． ２ ０． １ １４７７９ １５１０４ １４６６１ １４８４８

８ ０． ５ ０． １ ０ ０． ２ １４４５０ １４５６５ １４８３８ １４６１７

９ ０． ５ ０． ２ ０． １ ０ １３８７４ １３８３７ １３８００ １３８８７

Ｋ１ １３５３０ １５０８３ １４４３３ １４４１４ － － － －

Ｋ２ １６０５９ １４６８３ １４７８８ １４５３４ － － － －

Ｋ３ １４４５１ １４２７５ １４８１９ １５０９１ － － － －

Ｒ ２５２９ ８０８ ３８６ ６７７ － － － －

表 ６　 正交实验结果方差分析

Ｔａｂ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
因素 偏差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 显著性

Ａ ９８２７９０４． ６６７ ２ ３． ３１３ ４． ４６０ ∗

Ｂ ９７９３２８． ０００ ２ ０． ３３０ ４． ４６０

Ｃ ２７６０４４． ６６７ ２ ０． ０９３ ４． ４６０

Ｄ ７８０９９４． ６６７ ２ ０． ２６３ ４． ４６０

ｅ １１８６４２７２． ００ ８

　 　 注：Ｆ（２，２） ０． ０５ ＝ １９． ０００；∗表示该因子为显著因子。

　 　 从表 ５、表 ６ 可以看出，４ 号实验摇瓶效价最

高，平均达到 １６９８０ μ ／ ｍＬ，再通过直观分析和方差

分析发现，亮氨酸对摇瓶效价的影响比较大，为主

要影响因子。 根据结果选 ４ 号配方和 Ａ０． ２ Ｂ０． ２ Ｃ０

Ｄ０． １配方作进一步验证，同时用原配方作为对照，验
证结果如表 ７。

表 ７　 与原配方对比结果

Ｔａｂ ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｆｏｒｍｕｌａ

组别
因素 Ｔ２ｉ５ 含量

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ １ ２ ３ 平均

１ ０ ０ ０ ０ １３６７２ １３５３８ １３７２１ １３６４３

２ ０． ２ ０ ０． １ ０． ２ １６９７６ １７５２４ １７６２８ １７７３６

３ ０． ２ ０． ２ ０ ０． １ １６０２４ １６２５９ １６４５８ １６２４７

３　 结果与讨论

大环内酯类抗生素内酯环的形成需要乙酸、丙
酸和丁酸作为前体物质，而这些物质来源于三羧酸

循环和氨基酸代谢等途径。 主要考察了亮氨酸、赖
氨酸、色氨酸和甘氨酸作为泰万菌素生物合成前体

物质对发酵培养基的影响。 根据实验数据表明亮

氨酸、赖氨酸、甘氨酸对泰万菌素发酵的转化率和

发酵单位具有显著影响。 研究发现，单一加入亮氨

酸的发酵培养基 ＰＨ 值一直维持在工艺范围之内，
核酸含量和 Ｔ２ ｉ５含量均为最高；单一加入赖氨酸的

发酵培养基 ＰＨ 值最低超过工艺范围，核酸含量和

Ｔ２ ｉ５含量均为最低；单一加入色氨酸的发酵培养基

ＰＨ 值最高超过工艺范围，进而影响核酸含量和

·０５·
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Ｔ２ ｉ５含量只高于赖氨酸；单一加入甘氨酸的发酵培

养基 ＰＨ 值在工艺范围之内，核酸含量和 Ｔ２ ｉ５含量

均稍低于亮氨酸，而高于色氨酸和赖氨酸。 因此说

明氨基酸单因素因子中亮氨酸、色氨酸、甘氨酸起

显著作用。
由于考虑到不同氨基酸种类之间对发酵培养

基的影响，再次对发酵培养基中氨基酸种类进行组

合实验发现发酵培养基中同时加入亮氨酸、色氨

酸、甘氨酸三种氨基酸的 ＰＨ 值、核酸含量和 Ｔ２ ｉ５含
量最优，同时对亮氨酸、色氨酸、甘氨酸三种氨基酸

进行了正交实验优化出其最优比例为亮氨酸

０． ２％ 、色氨酸 ０． １％ 、甘氨酸 ０． ２％ 。 因此确定亮

氨酸、色氨酸、甘氨酸为泰万菌素发酵影响显著因

子。 在原培养基配方中按照亮氨酸 ０． ２％ 、色氨酸

０． １％ 、甘氨酸 ０． ２％ 比例加入三种氨基酸，使得摇

瓶效价从 １４０００ μ ／ ｍＬ 提高到 １８０００ μ ／ ｍＬ，效价提

高了 ２８． ５％
结果表明亮氨酸、色氨酸、甘氨酸加入到发酵

培养基对泰万菌素发酵转化率影响显著。 目前世

界范围内氨基酸种类具有 ３６ 种，实验只对实验室

常见的几种氨基酸进行了试验，不同氨基酸对泰万

菌素发酵影响还可以进一步扩大研究范围。
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