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摘要：目的  研究利普司他汀发酵配方和培养条件，确定最佳生产工艺。方法  从利普司他汀的摇瓶发酵着手，通过考

察 pH、碳源、氮源、无机盐、种龄、接种量、温度、发酵时间等因素的影响，优化发酵培养基以及发酵培养条件。结果  

最佳初始 pH 为 6.5~7.0；最佳的碳源是丙三醇；最佳的氮源是去脂黄豆粉；对发酵影响最大的无极离子为锌离子；最佳

培养温度是 30 ℃；最佳种龄是 25 h；最佳接种量是 4%~6%。结论  采用优化的发酵配方和发酵条件可提高发酵活性单位。 
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Study on the Fermentation Process of Strain Which Can Produce Lipstatin 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To find a best production process by studying Lipstatin fermentation formula and culture 
conditions. METHODS  During the aerobic fermentation, pH, carbon source, nitrogen source, inorganic salt, inoculate age, 
inoculate quantity, temperature and fermentation time were studied to optimize the fermentation media and culture conditions. 

RESULTS  The most suitable pH for original culture was 6.57.0; the best carbon source was glycerol; the best nitrogen source 
was skimmed bean flour; and zinc ion was mostly impact the fermentation process among the inorganic salt; the best culture 

temperature was 30 ℃; the suitable fermentation time was 25 h and the best inoculate quantity was 4%6%. CONCLUSION 

Fermentation activity unit can be increased through optimized fermentation formula and culture condition. 
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随着人们生活水平的不断提高，肥胖症已成

为一种威胁人类健康的全球性慢性疾病[1]。肥胖不

仅影响美观和人体活动能力，而且易引发高血压、

高血脂症、糖尿病与其他严重疾病，目前是全球

成年人最大的慢性疾病，被世界卫生组织(WHO)

明确认定为导致疾病发生的十大危险因素之一[2-3]。

肥胖作为心血管病重要的危险因素之一，其患病

率呈快速上升态势[4]。我国 2002 年>18 岁人群超

重率为 22.8%，肥胖率为 7.1%；2010 年有资料显

示>18 岁居民超重率增加至 30.6%，肥胖率增加至

12.0%。其他相关调查也发现我国>18 岁居民中心

性肥胖患病率为 30%~40%[5-6]。因此，消除肥胖势

在必行，治疗和遏制肥胖已成为全球医学攻关的

重要内容，减肥药的研制正是科研人员关注的焦

点之一。微生物发酵产生的利普司他汀(Lipstatin)

是来源于毒三素链霉菌的次级代谢产物[7]，通过氢

化合成为奥利司他，奥利司他能选择性抑制胃肠

道中胰脂肪酶的活性，减少脂肪的分解和吸收，

已被成功开发为新型减肥药物，是目前作为非中

枢神经系统作用的唯一一个治疗肥胖症的药物[8]。

研究表明，奥利司他非全身作用、具有良好耐受

性和有效性，不用食欲抑制剂而治疗肥胖，为肥

胖症的药物治疗开辟了新途径[9]。但我国所用的菌

种都是从国外进口的，其传代次数太多，菌种的

活性以及生物学特性可能会发生变化，并且从国

外进口成本也比较高，本研究拟通过对利普司他

汀生产菌株的发酵培养基及发酵条件进行优化，

从而得到能使利普司他汀发酵活性单位提高的生

产工艺。 

1  对毒三素链霉菌生物学特性的分析 

利普司他汀发酵菌种属于 Streptomyces 属的

toxytricini 种。为了证明现研究使用的利普司他汀

发酵菌种与原始菌种一致，未发生菌种变异，笔

者将经过传代的现有利普司他汀发酵菌株送浙江

工业大学生物工程研究所进行微生物菌种鉴定试

验。通过对利普司他汀发酵菌株进行形态学、生
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理生化和分子遗传学的鉴定，确定目前使用的菌

种为 Streptomyces toxytricini，其中文名为毒三素链

霉菌。 

毒三素链霉菌为白色粉末状菌落，在斜面培

养时培养基呈粉红色或无色，表面为白色单个圆

形菌落；对种子液以及发酵液镜检结果是菌丝形

态为树状，并且大量菌丝缠绕在一起，在种子培

养时还有大量孢子产生。 

2  方法 

2.1  基础工艺条件  摇瓶装量为 25 mL/250 mL，

调节培养基 pH 为 6.5~7.0，发酵条件为 30 ℃、

220 r·min1 发酵 120 h，测定利普司他汀发酵活性

单位。其中 pH 对利普司他汀发酵的影响试验中，

pH 根据实际实验进行控制；培养温度和发酵时间

对利普司他汀发酵的影响试验中，培养温度和发

酵时间根据实际实验进行控制。 

2.2  利普司他汀发酵活性单位测定方法 

利普司他汀发酵活性单位采用 HPLC 进行测

定。用 20 mL 丙酮浸泡 5 mL 发酵液(稀释倍数可

根据活性单位调整)离心所得的上清液为检测样

品。检测条件：流动相为乙腈-缓冲溶液(84∶16)，

缓冲溶液为 50 mg KH2PO4+50 mg K2HPO4 加

1 000 mL 纯化水(根据配制量进行调整)，色谱柱为

C18(4.6 mm×250 mm，5 µm)，流速为 1.9 mL·min1，

柱温为 40 ℃，检测波长为 200 nm，进样体积为

20 µL。 

2.3  培养基的组成对利普司他汀发酵的影响[10-11] 

2.3.1  pH 对利普司他汀发酵的影响  采用基础发

酵培养基，调节初始 pH 分别为 6.0，6.5，7.0，7.5，

8.0，二级发酵，种子生长 25 h，接种量为 6%，按

“2.1”项下方法进行试验。 

2.3.2  最佳碳源的确定  基础培养基组成为去脂

黄豆粉 30 g·L1，豆油 50 g·L1，大豆卵磷脂

16 g·L1，再加入 2%碳源：葡萄糖、丙三醇、可

溶性淀粉，按“2.1”项下方法进行试验。 

2.3.3  最佳氮源的确定  基础培养基组成为丙三

醇 20 g·L1，豆油 50 g·L1，大豆卵磷脂 16 g·L1，

再加入 3%以下氮源：去脂黄豆粉、黄豆粉、绿豆

粉、麸质粉，按“2.1”项下方法进行试验。 

2.3.4  无机离子对利普司他汀发酵的影响  基础

培养基组成为去脂黄豆粉 30 g·L1，丙三醇

20 g·L1，大豆卵磷脂 16 g·L1，豆油 50 g·L1，分

别配制浓度为 1%的硫酸亚铁、硫酸镁、硫酸锌母

液，用移液管吸取 0.25 mL 母液至发酵培养基中使

其终浓度为 0.01%，按“2.1”项下方法进行试验。 

2.3.5  卵磷脂对利普司他汀发酵的影响  基础培

养基组成为去脂黄豆粉 30 g·L1，丙三醇 20 g·L1，

豆油 50 g·L1，大豆卵磷脂 16 g·L1，设计的 4 组

培养基如下：A，基础培养基中既不加豆油也不加

卵磷脂；B，基础培养基中加入豆油不加入卵磷脂；

C，基础培养基中加入卵磷脂不加入豆油；D，基

础培养基中既加入豆油也加入卵磷脂。按“2.1”

项下方法进行试验。 

2.3.6  不同油对利普司他汀发酵的影响  基础培

养基组成为去脂黄豆粉 30 g·L1，丙三醇 20 g·L1，

大豆卵磷脂 16 g·L1，再加入 5%的以下油：菜子

油、豆油、葵花子油，按“2.1”项下方法进行试验。 

2.4  发酵条件对利普司他汀发酵的影响[12] 

2.4.1  种龄对利普司他汀发酵的影响  种子培养

过程，每隔一段时间取样。称重空的干燥离心管，

将种子液倒入离心管，瓶壁上沾附的菌丝体需用

水冲洗下来，于 12 000 r·min1 离心 25 min，弃去

上清液，用滤纸将离心管壁附着的水吸干，称取

总重量，其差值就为菌丝体湿重，菌体生长 0，7，

13，20，22，25.5，28，34 h 时菌丝体湿重值分别

为 0.025 3，0.040 65，0.083 25，0.230 05，0.579 65，

0.886 2，0.936，0.951 g。做出种子曲线，找出最

佳的接种种龄。 

2.4.2  接种量对利普司他汀发酵的影响  基础培

养基组成为去脂黄豆粉 30 g·L1，丙三醇 20 g·L1，

豆油 50 g·L1，大豆卵磷脂 16 g·L1，分别加入 0.5，

1，1.5，2 mL 的种子液使接种量分别为 2%，4%，

6%，8%，按“2.1”项下方法进行试验。 

2.4.3  培养温度对利普司他汀发酵的影响  基础

培养基组成为去脂黄豆粉 30 g·L1，丙三醇

20 g·L1，豆油 50 g·L1，大豆卵磷脂 16 g·L1，按

“2.1”项下方法进行实验，分别放入 25，27，28，

30 ℃摇床上培养。 

2.4.4  发酵时间对利普司他汀发酵的影响  基础

培养基组成为去脂黄豆粉 30 g·L1，丙三醇

20 g·L1，豆油 50 g·L1，大豆卵磷脂 16 g·L1，按

“2.1”项下方法进行实验，分别在 30 ℃摇床上

培养 100，120，140，150，160 h。 

3  结果 

3.1  培养基的组成对利普司他汀发酵的影响 

3.1.1  pH 对利普司他汀发酵的影响  发酵液的初
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始 pH 对菌体的生长和产物的合成均有影响，其中

发酵液的初始 pH 为 7.0，与培养成熟的种子液的

pH 比较接近(种子液 pH 为 6.5~7.0)，有利于菌体

迅速繁殖，扩增至对数生长期，有利于利普司他

汀的生物合成。结果见表 1。  

表 1  不同初始 pH 对利普司他汀发酵的影响 

Tab. 1  Effect of different initial pH impact on Lipstatin 
fermentation 

初始

pH 

消后

pH 

培养 2 d

后菌体量 
吸光度 

发酵活性单位/ 

µg·mL1 

6.50 6.1 12 1.307 8.8×103 

7.00 6.8 14 1.304 8.8×103 

7.50 7.1 11 1.280 7.5×103 

8.00 7.6  9 1.272 6.4×103 

3.1.2  最佳碳源的确定  利普司他汀发酵的碳源

以丙三醇为最佳，以葡萄糖为最差，因此最佳碳

源为丙三醇，结果见表 2。 

表 2  最佳碳源的确定 

Tab. 2  Determination of the optimum carbon source 

碳源 吸光度 
发酵活性单位/ 

µg·mL1 
放瓶 pH 

葡萄糖 1.292 8.6×103 7.0 

丙三醇 1.304 8.8×103 6.5 

可溶性淀粉 1.300 8.7×103 7.0 

3.1.3  最佳氮源的确定  有机氮源以去脂黄豆饼

粉为最佳。而加入麸质粉和蛋白胨后则没有利普

司他汀产生，并且加入此 2 种氮源的发酵液 pH 也

比较低，可能是加入此 2 种物质后使得菌体在生

长过程中产生过多的酸性物质，从而抑制了菌体

的生长和目的产物的合成。结果见表 3。 

表 3  最佳氮源的确定 

Tab. 3  Determination of optimum nitrogen source 

氮源 吸光度 
发酵活性单位

/µg·mL1 
放瓶 pH 

去脂黄豆粉 1.305 8.8×103 6.5 

黄豆粉 1.300 8.7×103 6.5 

绿豆粉 1.278 8.4×103 6.0 

麸质粉 1.270 8.3×103 5.0 

3.1.4  无机离子对利普司他汀发酵的影响  镁离

子和锌离子对利普司他汀的发酵有促进作用，尤

其是锌离子的加入，使得利普司他汀的发酵活性

单位比对照组提高不少。结果见表 4。 

表 4  无机离子对利普司他汀发酵的影响 

Tab. 4  Effect of inorganic ions impact on Lipstatin 
fermentation 

无机盐 吸光度 发酵活性单位/µg·mL1 

不加 1.280 8.4×103 

硫酸亚铁 1.300 8.7×103 

硫酸镁 1.304 8.7×103 

硫酸锌 1.308 8.8×103 

3.1.5  卵磷脂对利普司他汀发酵的影响  A、B 培

养基中没有利普司他汀菌丝产生。加入豆油的发

酵培养基在发酵 120 h 后的菌丝状态显示，菌丝量

偏少且生长不良；既加入豆油又加入卵磷脂的菌

丝状态显示，菌丝量多且生长良好。结果见表 5，

菌丝状态见图 1。卵磷脂在试验中起到乳化剂的作

用，把豆油乳化成亚油酸等能够直接被利普司他

汀菌利用的营养物质，如果加入豆油不加入卵磷

脂，菌丝在利用完丙三醇后，培养基中没有供利

普司他汀菌利用的碳源，当发酵培养 120 h，菌丝

因营养物质缺失而衰老；反之，既加入豆油又加

入卵磷脂的培养基为利普司他汀菌的生长提供持

续的碳源，同时为产物的合成提供持续的前提物

质，菌丝生长和产物合成持续的时间就更长。除

此之外，在试验过程中还发现当增加卵磷脂的加

入量时会增加发酵液的黏度，产物单位也会下降。

这可能是因为发酵液黏度的增加降低了培养基中

的溶氧，从而影响产物的合成。  

  
加豆油                  加豆油和卵磷脂 

图 1  菌丝状态 

Fig. 1  The state of the mycelium  

表 5  卵磷脂对利普司他汀的影响 

Tab. 5  Effect of lecithin impact on Lipstatin 

培养基 发酵活性单位/µg·mL1 吸光度 发酵液表观状态 镜检结果 菌体浓度/g 

A 0 0.773 6 发酵液较稀 基本看不到菌丝 0 

B 0 0.773 6 发酵液稀 基本看不到菌丝 0 

C 8.5×103 1.300 发酵液黏稠 大量菌丝且菌丝粗壮  6.0 

D 8.8×103 1.308 发酵液比较黏稠 菌丝最多并且菌丝粗壮  6.8 
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3.1.6  不同油对利普司他汀产生的影响  油的种

类对利普司他汀产量影响较大。以豆油和葵花籽

油的产量最高，菜子油最低，结果见表 6。主要原

因可能是不同油中不饱和脂肪酸特别是亚油酸的

含量不同而造成。根据已有的文献报道，在利普

司他汀中烷基烃链结构并不是逐步合成，而是由

外源不饱和脂肪链直接添加上去。而亚油酸的结

构与利普司他汀的碳架结构基本一样，豆油中含

有亚油酸的量最多，所以加入豆油的培养基中利

普司他汀的发酵活性单位就较高。 

表 6  不同油对利普司他汀发酵的影响 

Tab. 6  Effect of different oils impact on Lipstatin fermentation 

油 吸光度 发酵活性单位/µg·mL1 

菜籽油 1.027 8.3×103 

葵花籽油 1.302 8.7×103 

豆油 1.306 8.8×103 

3.2  发酵条件对利普司他汀发酵的影响 

3.2.1  种龄对利普司他汀发酵的影响  种子生长

曲线见图 2，最佳的种龄是 25 h。 

 

 
图 2  种子生长曲线 

Fig. 2  Seed growth curve 

3.2.2  接种量对利普司他汀发酵的影响  最佳接

种量为 4%~6%，接种量大可能造成菌浓较大，营

养不足，菌丝提前自溶，引起发酵液 pH 上升，从

而影响产物的稳定性，结果见表 7。合适的接种量

可缩短生长期，使产物合成提前，因为合适的种

子量，种子的数量多，同时种子液中含有大量孢

外水解酶，有利于基质的利用，并且生产菌在发

酵液中迅速占优势，从而减少杂菌生长的机会，

有利于菌体快速生长和产物的合成。 

3.2.3  培养温度对利普司他汀发酵的影响  温度

对利普司他汀的发酵影响也较大，结果见表 8。温

度偏低偏高都不利于利普司他汀的生物合成。同

时发酵温度对发酵液的 pH 影响也比较突出，pH

值同样影响发酵活性单位，在 30 ℃发酵液活性单

位以及 pH 都达到最佳，即最佳发酵温度定为

30 ℃。 

表 7  接种量对发酵的影响 

Tab. 7  Effect of inoculation amount impact on fermentation 

接种量/% 发酵液形态 pH 吸光度 
发酵活性 

单位/µg·mL1

2.0 稍微黏稠 6.5 1.276 8.4×103 

4.0 比较黏稠 6.5 1.308 8.8×103 

6.0 特别黏稠 7.0 1.305 8.8×103 

8.0 较稀 7.5 1.272 8.4×103 

表 8  温度对利普司他汀发酵得影响 

Tab. 8  Effect of temperature impact on Lipstatin fermentation 

温度/℃ 吸光度 发酵活性单位/µg·mL1 

25 1.275 8.3×103 

27 1.277 8.3×103 

28 1.300 8.6×103 

30 1.307 8.8×103 

32 1.286 8.3×103 

34 0.815 5.4×103 

3.2.4  发酵时间对利普司他汀发酵的影响  发酵

100 h 时发酵液黏稠，但利普司他汀的发酵活性单

位较低，因为菌体仍在代谢，营养物质还没有消

耗尽；120 h 时发酵液黏稠，利普司他汀的发酵活

性单位达到最高，此时营养也刚好消耗完毕；从

140 h 后菌体开始自溶，利普司他汀发酵活性单位

也随之减小。所以发酵的最佳时间为 120 h。到了

150 h 菌体自溶，所以发酵液开始变稀。结果见

表 9。 

表 9  发酵时间对发酵的影响 

Tab. 9  Effect of fermentation time impact on fermentation 

发酵时

间/h 
发酵液形态 

菌体 

浓度% 
吸光度 

发酵活性 

单位/µg·mL1

100 稍变黏稠 12 1.270 8.2×103 

120 比较黏稠 16 1.310 8.9×103 

140 黏稠 17 1.302 8.8×103 

150 开始变稀  6 1.201 8.1×103 

160 比较稀  2 1.198 8.0×103 

3.2.5  最佳工艺  按照上述方法得到的最佳工艺

结果见表 10。  
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表 10  最佳工艺优化表 

Tab. 10  The table of the best process optimization 

工艺优化 
发酵培养基 发酵条件 

pH 碳源 氮源 无机离子 表面活性剂 油 种龄/h 接种量/% 发酵温度/℃ 发酵时间/h

最佳选择 6.5~7.0 丙三醇 去脂黄豆粉 锌离子 卵磷脂 豆油 25 4~6 30 120 

用量  2.0% 3.0% 0.05% 1.6% 5.0%     

 

4  结论 

通过试验得到利普司他汀发酵的最佳培养基

组成如下：pH 为 6.5~7.0，去脂黄豆粉 3.0%，丙

三醇 2.0%，豆油 5.0%，大豆卵磷脂 1.6%，硫酸

锌 0.05%；最佳的培养条件如下：种龄为 25 h，接

种量为 4%~6%，发酵时间为 120 h；影响最大的

无机离子为锌离子。 
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