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［摘　 要］ 　 为探究林可链霉菌摇瓶种子液最佳培养条件，分别利用单因素实验和正交实验，对种子

瓶培养温度、摇床转速、培养时间进行比较分析，以种子液 ｐＨ 值、菌浓、镜检菌丝、还原糖、氨基氮为

检测指标，探究不同培养条件对林可链霉菌种子液代谢影响，确定林可霉素摇瓶种子液的最佳培养

条件。 结果表明：当种子液培养温度为 ３０ ℃时，菌浓最高，菌丝活力较高，总糖和氨基氮的利用率

高；当摇床转速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，菌浓最高，菌丝生长状态优良；当培养时间 ４５ ～ ４８ ｈ 时，总糖和氨基

氮的利用率高，菌丝生长状态优良。 通过单因素实验和正交实验的分别验证，确定林可链霉菌摇瓶

种子液的最佳培养条件为：培养温度 ３０ ℃，摇床转速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，培养时间 ４５ ～ ４８ ｈ。
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｐｉｎｇ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｃｈｕｎ． ｎｉｕ＠ ｔａｉｒｕｉｗｏｒｌｄ． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｌｉｎｃｏｌｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄ ｌｉｑｕｉｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｆｌａｓｋ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｔａｂｌｅ ｓｐｅｅｄ，
ｔｉｍｅ，ｔｏ ｓｔａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｈａｋｅ ｆｌａｓｋ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｇｒｏｗｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｅｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐＨ ｖａｌｕｅ，ｂａｃｔｅｒｉａ，ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｈｙｐｈａｅ，
ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ，ａｍｉｎｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｓ ｔｅｓｔｉｎｇ ｉｎｄｅｘｅｓ，ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｌｉｎｃｏｌｎｅｎｓｉｓ ｓｅｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ， ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｓｈａｋｅ ｆｌａｓｋ ｓｅｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｓｅｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｗａｓ ３０ ℃， ｔｈｅ ｆｕｎｇｕｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ，ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉａ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ，ａｎｄ ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ａｍｉｎｏ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ；Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｒｏｔａｔｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｋｅｒ ｗａｓ ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｆｕｎｇｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ；Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｓ ４５ ～ ４８ ｈ，ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ａｍｉｎｏ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｈａｖｅ ｈｉｇｈ ｐｒｏｆｉｔ ｒａｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｅ ｉｓ ｇｏｏｄ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｌｉｎｃｏｌｎｅｎｓｉｓ ｓｈａｋｅｒ ｓｅｅｄ ｌｉｑｕｉｄ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３０ ℃，ｓｈａｋｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ４５ ～ ４８ ｈ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｌｉｎｃｏｌｎｅｎｓｉｓ；ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ｓｈａｋｉｎｇ ｓｐｅｅｄ；ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ；ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；
ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｐｅｒｉｍｅｎｔ

　 　 林可霉素（Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ）又称洁霉素，林可霉素属

于林可糖胺类抗生素，最初于 １９６２ 年由美国普强公司

的 Ｄ． Ｊ． ｍａｎｓｏｎ 等从美国尼布拉斯加州林肯市附近地

区的土壤中分离得到的链霉菌属林可链霉菌林肯变

种（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ Ｌｉｎｃｏｌｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ． ｌｉｎｃｏｌｎｅｎｓｉｓ）发酵所产

生的次级代谢产物［１］。 林可霉素由 ４ － 丙基脯氨酸

（ＰＰＬ） 和 ɑ －甲硫基林可酰胺（ＭＴＬ） 通过缩合反应

生成去甲基林可霉素，进一步甲基化而生成。 主要用

于冶疗革兰氏阳性菌引起的感染性疾病［２］。 在兽药

方面，林可霉素作为猪场的常用药物，主要用于革兰氏

阳性菌（链球菌，葡萄球菌），对部分革兰氏阴性菌也

有效果（预防大肠杆菌，密螺旋体，霉形体）［３］，如霉形

体引起的家禽慢性呼吸道病、猪喘气病、厌氧病等，也
用于治疗猪密螺旋体痢疾、弓形体病和狗、猫的放线菌

病。 林可霉素生物合成及代谢调节机制是极为复杂

交错的生理生化现象［４］，目前许多企业进行工业化生

产林可霉素，都是以好氧发酵为主进行提取［５］。 目前

国内对于林可霉素的工艺改良多数通常选用紫外线，
快中子等物理诱变手段和硫酸二乙酯（ＤＭＳ）、甲基磺

酸乙酯（ＥＭＳ）和亚硝酸盐等化学诱变手段［６］，或者通

过对发酵摇瓶进行分批补料，提高菌种生产能力，但是

通过诱变手段通常会有突变率高，须大量处理材料的

缺点，分批补料可能会增加成本。 在林可霉素的发酵

过程中，种子液的质量对于后续发酵能力高低有至关

重要的作用，种瓶经过摇瓶培养后，种子液检测出高的

菌浓和状态优良的菌丝活力，再转接发酵瓶，以此来提

高林可霉素发酵效价。 本文通过实验探究林可霉素

种子液最佳的培养条件进行工艺改良，以达到提高林

可霉素发酵能力，降低林可霉素生产成本的目的，这对

林可霉素在猪病治疗方面也将具有极其重要的意义。
１　 材料与方法

１． １　 材　 料

１． １． １ 　 菌种 　 原始菌种为冻干管粉末，菌种号

ＣＧＭＣＣ４． １０２４，由中科院普通微生物菌种保藏管理

中心提供。
１． １． ２　 培养基 　 分离 ／斜面培养基：可溶性淀粉，
黄豆饼粉，ＫＮＯ３，ＮａＣｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，Ｋ２ＨＰＯ４。 种

瓶培养基：玉米淀粉，黄豆饼粉，葡萄糖，（ＮＨ４ ） ２

ＳＯ４，ＣａＣＯ３。 发酵培养基：玉米淀粉，黄豆饼粉，葡
萄糖，玉米浆，（ＮＨ４） ２ＳＯ４，ＮａＮＯ３，ＫＣｌ，ＣａＣＯ３。
１． １． ３　 设备　 ＢＳＡ２２０２Ｓ 电子天平，赛多利斯科学

仪器；ＸＤＷ２５ ／ ９６ 型旋转摇瓶机，乐山长征制药机

械有限公司；ＬＤＺＨ －１５０Ｌ 立式高压蒸汽灭菌器，上
海申安医疗器械厂；ＢＳＣ －１５００ＩＩＡ２ － Ｘ 净化工作台，
济南鑫贝西生物科技有限公司；ＴＤＬ － ５ － Ａ 台式离

心机，上海安亭科学仪器；ＰＨＳ － ３Ｃ 酸度计，上海仪

电科学仪器股份有限公司；ＣＸ３１ 显微镜，奥林巴斯；
ＬＣ －２０ＡＴ 型高效液相色谱仪，日本岛津公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 林可链霉菌斜面的制备　 取林可链霉菌原始

菌种 ＣＧＭＣＣ４． １０２４，加入 １ ｍＬ 无菌水制备成菌悬液，
滴加 １００ μＬ 菌悬液至斜面培养基上，用灭菌玻璃棒划

线接种，将斜面置于 ２６ ℃培养间培养７ ｄ，待用。
１． ２． ２　 林可霉素种瓶培养温度验证　 取培养好的

林可链霉菌斜面挖块，接种量约 １ ｃｍ２，接入种瓶培

养基后摇匀，将种瓶分别置于 ２６、３０、３４ ℃的培养

间进行发酵培养，摇床转速设置为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，培养

时间为 ４８ ｈ，待培养结束后，对种瓶的各项指标进

行比较，确定最佳培养温度。
１． ２． ３　 林可霉素种瓶转速验证　 取培养好的林可

链霉菌斜面挖块，接种量约 １ ｃｍ２，接入种瓶培养基

后摇匀， 将 摇 瓶 机 转 速 分 别 设 置 为 １９０、 ２２０、
２５０ ｒ ／ ｍｉｎ，放置种瓶，进行发酵培养，培养间温度设

置为 ３０ ℃，培养时间为 ４８ ｈ，待培养结束后，对种

瓶的各项指标进行比较，确定最佳摇瓶转速。
１． ２． ４　 林可霉素种瓶培养时间验证　 取培养好的
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林可链霉菌斜面挖块，接种量约 １ ｃｍ２，接入种瓶培

养基后摇匀，进行摇瓶培养，种瓶摇床转速设置为

２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，培养温度设置为 ３０ ℃，种瓶培养时间分

别按 ４５、４８、５１ ｈ 发酵培养，待培养结束后，对种瓶

的各项指标进行比较，确定最佳培养时间。
１． ２． ５　 设计正交实验　 正交实验依据 Ｇａｌｏｉｓ 理论

从全面试验中挑选出部分具有代表性的水平组合进

行实验，通过挑选部分有代表性的水平组合进行实

验并对结果进行分析找出最优的水平组合，以培养

时间、培养温度和摇床转速作为因素，设计三因素三

水平实验，利用 ＳＰＳＳ 软件设计正交表，须进行 ９ 种

组合的实验，根据每种组合培养条件将斜面挖块，接
入种瓶，待培养结束后转入发酵瓶，发酵瓶培养温度

设置为 ３０ ℃，摇床转速设置为２２０ ｒ ／ ｍｉｎ，摇瓶培养

７ ｄ，待发酵瓶培养结束后分析实验结果。 正交实验因

素水平表和设计表见表 １ 和表 ２。 利用正交表中的方

案设计进行摇瓶种子液培养和发酵培养，检测结果。
表 １　 因素水平表

Ｔａｂ １　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ
因素水平 温度 Ａ ／ ℃摇瓶转速 Ｂ ／ （ｒ·ｍｉｎ － １） 培养时间 Ｃ ／ ｈ

１ ２６ １９０ ４５
２ ３０ ２２０ ４８
３ ３４ ２５０ ５１

表 ２　 Ｌ９（３）３ 正交实验设计表

Ｔａｂ ２　 Ｌ９ （３） ３ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｔａｂｌｅ

组别
因素

Ａ Ｂ Ｃ
１ ３ ３ １
２ １ ２ ３
３ ３ １ ３
４ １ ３ ２
５ ２ ３ ３
６ ３ ２ ２
７ ２ ２ １
８ ２ １ ２
９ １ １ １

　

１． ２． ６　 各指标检测方法　 种子液 ｐＨ 值的检测，用
已校准过的酸度计进行测定；菌体浓度检测，先称

量 １０ ｍＬ 空离心管重量 Ｍ１，吸取 １０ ｍＬ 菌液后，称
量离心管和菌液的总质量 Ｍ２，然后以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，倒掉上清，称量菌体与离心管总质量

Ｍ３，根据 Ｍ３ －Ｍ１ ／ Ｍ２ 求得种子液菌浓；菌丝形态：
滴加一滴菌液于载玻片，自然晾干，用美兰染色

３ ｍｉｎ，洗去染色液，晾干，滴加香柏油，用显微镜在

１００ 倍高倍显微镜下观察菌丝状态；氨氮：甲醛测定

法［７］；还原糖：斐林氏滴定法［８］；发酵效价：利用高

效液相色谱法［９］检测发酵液效价。

２　 结果与分析

２． １　 培养温度对种瓶菌丝生长的影响　 如图 １ 所

示，当温度为 ２６ ℃时，ｐＨ 和菌浓均是最低，菌种生

长缓慢，菌丝较年轻；还原糖和氨基氮的消耗量较

低；当温度为３４ ℃时，ｐＨ 较高，菌浓与２８ ℃相比，变

化不大，营养物质消耗过快，菌丝已衰老，而当温度

为 ３０ ℃时，ｐＨ 处于中间值，菌浓最高，菌丝活力较

高，还原糖和氨基氮的利用率高，所以根据以上分析，

确定摇瓶种子液的最适培养温度为 ３０ ℃。 不同温度

下种瓶菌丝生长镜检情况如图 ２ 所示，具体描述如

下：２６℃培养，菌丝着色较蓝，较分散，较细长，菌液红

菌浓：％ 　 还原糖：ｇ ／ １００ ｍＬ　 氨基氮：ｍｇ ／ １００ ｍＬ

图 １　 培养温度对种瓶菌丝生长影响

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉｕｍ

ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｓｅｅｄ ｂｏｔｔｌｅ
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褐色，挂瓶度一般；３０ ℃培养，菌丝着色很深，较粗长，
菌丝抱团，菌液黄绿色，挂瓶度高，粘稠；３４ ℃培养，菌

丝呈网状，中空，模糊，菌丝偏老，菌液红褐色，挂瓶度

一般。 由菌丝形态得出，３０ ℃较为适合。

图 ２　 不同培养温度下菌丝显微照片（菌丝用美兰染色，显微镜放大倍数为 １００ 倍）

Ｆｉｇ ２　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２． ２　 摇瓶转速对种瓶菌丝生长的影响　 如图 ３ 所

示，不同转速 ｐＨ 值较为接近，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 菌浓最高。
当转速过高时，耗氧加快，待培养结束后发现菌丝

生长缓慢，菌丝较衰老；而当转速较慢时，通氧量减

少，不利于菌种生长，当转速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，菌丝

生长状态优良，所以根据以上分析，确定摇瓶种子

液的最适摇瓶转速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ。 不同摇瓶转速下

种瓶菌丝生长镜检情况如图 ４ 所示，具体描述如

下：当摇床转速 １９０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，菌丝较细长，着色较

蓝，菌丝较分散，菌液挂瓶度一般，红褐色，当摇床转

速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，菌丝粗壮，抱团着色很深，菌液挂

瓶度高，粘稠，黄绿色。 当转速为 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，菌丝

着色较深，网状中空，较为散乱、细长，挂瓶度较为适

中。 由菌丝形态得出，２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 较为适合。
２． ３　 培养时间对种瓶菌丝生长的影响　 如图 ５ 可

知，随培养时间延长，ｐＨ 逐渐升高，但升高幅度较

小，５１ ｈ 菌浓最高，４８ ｈ 还原糖和氨基氮的利用率

最佳。 不同培养时间下种瓶菌丝生长镜检情况如

图 ６ 所示，具体描述如下：当培养时间为 ４５ ｈ，菌丝

较细长，着色较蓝，菌丝部分成团，部分较松散，菌

菌浓：％ 　 还原糖：ｇ ／ １００ ｍＬ　 氨基氮：ｍｇ ／ １００ ｍＬ

图 ３　 摇床转速对种瓶菌丝生长影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｈａｋｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａ

ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｅｅｄ ｂｏｔｔｌｅ

图 ４　 不同摇床转速下菌丝显微照片（菌丝用美兰染色，显微镜放大倍数为 １００ 倍）

Ｆｉｇ ４　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈａｋｉｎｇ ｓｐｅｅｄｓ
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菌浓：％ 　 还原糖：ｇ ／ １００ ｍＬ　 氨基氮：ｍｇ ／ １００ ｍＬ

图 ５　 培养时间对种瓶菌丝生长影响

Ｆｉｇ ５　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉｕｍ

ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｓｅｅｄ ｂｏｔｔｌｅ

液挂瓶度一般，红褐色，当培养时间为 ４８ ｈ，菌丝粗

壮，抱团，密集缠绕，着色很深，菌液挂瓶度高，粘
稠，黄绿色。 当培养时间为 ５１ ｈ，菌丝着色较深，菌
丝散乱排列，稍有断裂，挂瓶度适中，所以 ４８ ｈ 菌

丝形态最佳，４８ ｈ 较为适合。
２． ４　 发酵效价对种瓶培养条件影响 　 如表 ３ 所

示，根据正交实验极差结果，对林可霉素发酵效价

影响程度按高到低排列分别为 Ｃ ＞ Ａ ＞ Ｂ，根据正交

实验方差结果，种瓶最佳组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ１，对应表 ３
中第 ７ 组。
３　 结　 论

由种瓶 ｐＨ、菌浓、菌丝形态、还原糖和氨基氮

利用率、发酵效价五个方面对种瓶代谢影响进行分

析。 从图 １ 分析出不同培养温度，对每个指标的影

响均比较大，这是因为温度较低时，菌体生长缓慢，
待培养结束后，明显看到菌液外观颜色较浅，温度

较高时，种子液代谢加快，营养成分消耗过快，菌体

衰老，影响后期发酵生产能力，所以当培养温度为

３０ ℃时，各项指标均能达到较为合适的状态。 从

图 ２ 和图 ３ 分析出不同转速、培养时间对林可霉素

种子液还原糖和氨基氮的影响较大，这是因为转速

对林可霉素溶氧有较大的影响，林可霉素是好氧发

酵，转速的适当提高可以加大通气量，提高溶氧溶

度，但转速过高会加快代谢速率，加速菌体衰老，转
速过慢，会导致供氧不足，影响种子液生长速率。
种子液培养时间不足，菌丝偏年轻，培养时间较长，
菌体生长较老，转入发酵后，均会影响中后期发酵

水平，所以当摇床转速为 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 时，培养时间为

４８ ｈ 时，菌丝达到最佳状态。 ｐＨ 是一个重要的参

数，因为它对细胞生长速率、活性以及产物合成有

着显著的作用。 对林可链霉菌谷氨酞胺合成酶有

影响。 实验证明弱碱性的 ｐＨ 有利于林可霉素的生

物合成［１０］，所以由表 ４ 种子液 ｐＨ，再结合菌丝形态

分析出，第 ７ 组结果最好，种子液检测结果与发酵

效价结果一致。 正交实验结果与单因素实验结果

基本吻合。

图 ６　 不同培养时间下菌丝显微照片（菌丝用美兰染色，显微镜放大倍数为 １００ 倍）

Ｆｉｇ ６　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅｓ
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表 ３　 正交实验发酵效价结果记录

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｔｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别 平行效价 ／ （ｇ·Ｌ － １）

Ａ Ｂ Ｃ １ ２ ３

平均效价

／ （ｇ·Ｌ －１）

１ ３ ３ １ ３． ８１ ４． ０５ ３． ９８ ３． ９５

２ １ ２ ３ ３． ０９ ３． ２５ ３． ２０ ３． １８

３ ３ １ ３ ３． ５６ ３． ９９ ３． ７８ ３． ７８

４ １ ３ ２ ３． ８９ ３． ６６ ３． ７４ ３． ７６

５ ２ ３ ３ ２． ９８ ２． ８８ ２． ９２ ２． ９３

６ ３ ２ ２ ３． ２１ ３． ５２ ３． ２４ ３． ３２

７ ２ ２ １ ４． ５９ ４． ８９ ４． ５６ ４． ６８

８ ２ １ ２ ３． ６５ ３． ５０ ３． ４４ ３． ５３

９ １ １ １ ３． ７７ ３． ５２ ３． ６６ ３． ６５

Ｋ１ １０． ５９ １０． ９６ １２． ２８

Ｋ２ １１． １４ １１． １８ １０． ６１

Ｋ３ １１． ０５ １０． ６４ ９． ８９

Ｒ ０． ５５ ０． ５４ ２． ３９

　 　 综合对比单因素实验和正交实验，单因素实验

以固定另外两个因素不变，改变其中一个因素对种

子液培养条件进行考察，根据 ｐＨ、菌浓、菌丝形态、
还原糖和氨基氮利用率等检测指标分析出种子液最

佳的培养条件为：培养时间 ４８ ｈ，培养温度３０ ℃，
摇瓶转速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ。 在此培养条件下，菌丝状态

均达到最佳，菌浓较高，还原糖和氨基氮利用率高。
正交实验以三因素三水平设计正交表，利用 ＳＰＳＳ
软件设计出 ９ 种组合实验，根据每组培养条件发酵

培养，通过检测种瓶 ｐＨ、菌浓、菌丝形态、还原糖和

氨基氮利用率和发酵效价，分析出种子液最佳的培

养条件为：培养时间 ４５ ｈ，培养温度 ３０ ℃，摇瓶转

速 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ。 单因素与正交实验结果基本吻合，
但培养时间有所出入，之所以有所出入，其主要原

因在于正交实验和单因素实验各自的条件和目的

不一样，单因素实验只是考虑单一变量对结果的影

响，而正交实验是在不同的因素水平下，综合对比，
选取出最佳的培养条件，所以种瓶的培养时间有所

出入亦是正常，并且在这两种实验设计方案中，得
出的培养时间差距较小，说明 ４５ ～ ４８ ｈ 这个范围

内，均比较适合种瓶生长，所以确定种瓶培养时间

为 ４５ ～ ４８ ｈ。 按照单因素实验和正交实验确定的

培养条件，将种子液接入小罐，结果显示，种子有更

强的生命力，发酵产量更高。

表 ４　 正交实验种瓶菌丝生长结果记录

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别 ｐＨ 菌浓 ／ ％ 还原糖含量
／ （ｇ ／ １００ ｍＬ）

氨基氮含量
／ （ｍｇ ／ １００ ｍＬ） 镜检菌丝

１ ７． ７７ ３５． ８ ０． ６８９ ４０． ５ 外观粘稠、棕黄色，菌丝较分散，细长，多空泡、菌丝偏老

２ ７． ５１ ４０． ５ ０． ７７５ ３９． ２ 外观较稀、红褐色，菌丝断裂，散乱排列

３ ７． ２１ ３８． １ ０． ４５８ ３８． ７ 外观粘稠、棕黄色菌丝呈团簇状，染色较深，菌丝偏年轻

４ ７． ３５ ３８． ５ ０． ３３８ ３３． ９ 外观粘稠、黄绿色，菌丝散乱排列，模糊、空泡多，菌丝偏老

５ ７． ６５ ３９． ９ ０． ３５６ ４４． ７ 外观较稀、红褐色，菌丝散乱排列、细长，菌丝量少

６ ７． ７５ ４０． ２ ０． ５４１ ４５． ２ 外观粘稠、棕黄色，菌丝密集缠绕，体实，细长

７ ７． ２５ ３６． ５ ０． ５４１ ３７． ５ 外观粘稠、黄绿色，菌丝呈团簇状，染色较深，粗长，旺盛，菌丝量大

８ ７． ２２ ３３． ５ ０． ７７４ ２８． ６ 外观较稀、红褐色，菌丝断裂，散乱排列

９ ７． ０２ ４１． ２ ０． ６５５ ２２． ５ 外观较稀、红褐色，菌丝断裂，散乱排列
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