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产顺式环氧琥珀酸水解酶的红球菌 !" 菌株的

分离鉴定及其产酶条件优化

潘克侠 闵 航" 夏 颖 徐晓宇 阮爱东
（浙江大学生命科学学院 杭州 "/$$#0）

摘 要：从土壤中筛选到一株产顺式环氧琥珀酸水解酶（7BC）的菌株，经生理生化、D:’(’< 碳源利用试验和 /%B EF.G
序列分析系统发育研究，菌株可能为赤红球菌（!"#$#%#%%&’ (&)*(）H/。摇瓶试验确定了最佳碳源、氮源、顺式环氧琥

珀酸二钠添加时间和添加量。正交优化试验的最佳培养基和培养时间为：葡萄糖 /I#J，硫酸铵 $I%J，酵母膏

$I6J；顺式环氧琥珀酸二钠投加时间为 "$;，投加量为 "I64J；菌体培养时间 1$;。摇瓶试验 7BC 酶活达 16$KL< 湿

细胞。目前该菌株已经应用于固定化细胞连续生产 M（ N ）酒石酸。
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M（ N ）酒石酸是一种在食品、饮料业、医药和化

工行业有着广泛用途的有机酸，自上世纪 1$ 年代左

藤英次等［/］报道用酶法转化生产或其产生菌生产 M
（ N ）酒石酸以来，国内外学者进行了较多报道。张

建国等［#］筛选到棒状杆菌（+#(,-*).%/*(0&1）并进行

了添加前体发酵生产 M（ N ）酒石酸的研究，孙志浩

等［"］筛选到诺卡氏菌（2#%.($0.）并进行了 M（ N ）酒

石酸生产的放大研究。

本文筛选到一株产顺式环氧琥珀酸水解酶（ %0’5
-P’QRS+AA:,9T- ;R@E’(9S-，7BC）的菌株，经 DUVMVW5WX
鉴定、（W N Y）8’(J含量的测定和基于 /%B EF.G 序

列的 系 统 发 育 研 究 鉴 定 该 菌 株 可 能 为 赤 红 球 菌

（!"#$#%#%%&’ (&)*(）H/，并进行了该菌株的放大生

产，转化率和产酸均具较高水平。目前国内外尚未

见到有关红球菌在酒石酸生产中的研究报道。

" 材料和方法

"#" 菌株

菌株从浙江大学华家池校区田园土中分离获

得。取土 /Z<，加 PC 4I$ /8’(LM 的顺式环氧琥珀酸

二钠 $I6 M 搅匀后，"$[放置 "$@。取土 6< 加无菌

水 68M，然后取土壤悬浮液 /8M 稀释 /$6 倍，于选择

性平板上划线，"$[放置 1@。挑取多个单菌落，经

发酵性检验选取酶活最高的 X/ 菌株在选择性培养

基中再连续摇瓶驯化 6 代，每一代在选择性平板上

划线并挑取单菌落经发酵检验，最后选取酶活最高

的菌株 H/ 进行后续研究。

"#$ 培养基和培养条件

选择性培养基：每升含顺式环氧琥珀酸二钠

#$I$<，磷酸氢二钾 #I$<，磷酸二氢钾 #I$<，硫酸铵

%I$<，七水硫酸镁 $I6<，七水硫酸亚铁 $I$"<，琼脂

#$<。斜 面 培 养 基：每 升 含 葡 萄 糖 /6I$<，蛋 白 胨

%I$<，酵母膏 "I$<，氯化钠 6I$<，顺式环氧琥珀酸二

钠 6I$<，琼脂 #I$<，PC 1I$。种子培养基：每升含葡

萄糖 /6I$<，蛋白胨 %I$<，酵母膏 "I$<，硫酸铵 "I$<，
氯化钠 6I$<，顺式环氧琥珀酸二钠 6I$<，PC 1I$。

发酵培养基：每升含葡萄糖 /#I$<，硫酸铵 %I$<，酵

母膏 $I6<，顺式环氧琥珀酸二钠 1I$<，磷酸氢二钾

#I$<，磷酸二氢钾 #I$<，七水硫酸镁 $I%<，七水硫酸

亚铁 $I$#<，PC 1I$。

培养温度 "$[ \ /[，/6$EL8:,。

"#% 试剂

顺式环氧琥珀酸二钠的合成参照 X9R,- 等的方

法［!］由本试验室合成，其它试剂均为 G)])级。

"#& 菌株 !" 的分类鉴定

"#&#" 形态学特征：将菌株 #!; 培养物用 #I6J戊

二醛固定 #;，以 $I/8’(LM 磷酸缓冲液漂洗 " 次，每

次 /68:,，然后锇酸固定 #;，再用 6$J ^ /$$J乙醇



梯度脱水，乙酸异戊酯置换后临界点干燥，粘样镀膜

后，用 !"#$#% 公司生产的扫描电镜显微镜 &’()*+*,
对菌株 ,- 形态进行观察。

!"#"$ 分离菌株的 ./0’0121! 鉴定：在 .#3$34 56 孔

平板上，除对照孔不含碳源外，每孔都含有 7879:;3$#2
<= >#3$87 缓冲营养培养基和不同碳源，菌细胞悬浮

于微孔中，培养 ?@" 后用 .#3$34 细菌自动鉴定仪检

测供试菌株的代谢指数。

!"% 分离菌株（&’ (）)*+,含量的测定

细菌总 ABC 提取采用氯仿苯酚混合提取法制

备，ABC 溶于 )D-++E 溶液中。确定 F= 采用热变性

解链法。（1 G E）=3$H含量按照经验公式 )D-++E 1
G EH I @DJJ（F=2K(D5）计算［K］。

!"- 分离菌株 !-. /012 3(4 扩增和序列测定

-6+ 9ABC 引 物［6，?］：KL2C1C1FFF1CFEEF11E2
FEC12(L；KL2CC11C11F1CFEEC1EE1EC2(L。 扩 增

反应体积 K)!’
［M］，反应条件：5KN K=#O，5JN -=#O，

KKN -=#O，?@N @=#O，@5 个循环。取 K!’ 反应液在

-)4P’ 的琼脂糖凝胶上进行电泳检测［5］。!EQ 产物

测序工作由上海申友生物技术公司完成。

!"5 系统发育树构建

由 18O.:OR 中得到相关菌株的序列（约 6))S%），

与本文所测得序列一起输入 E$<T7:$U-DM 程序进行

ABC 同源序列排列［-)］，并经人工仔细核查。在此基

础上，序列输入 !"V$#%(D6 软件包，以简约法构建系

统发育树［--］。使用 W#=<9: @2%:9:=8789 法，系统树各

分枝的置信度经重抽样法（.337T79:%）K)) 次重复检

测，ABC 序列变异中的转换和颠换赋于相同的加权

值。

!"6 顺式环氧琥珀酸水解酶酶活性的测定

在一定条件下，-4 湿菌体在 - " 内转化顺式环

氧琥珀酸二钠生成 -!=3$ ’（ G ）酒石酸的活性定义

为 - 个酶活单位（X）。

将发酵液 ()))9P=#O 离心 -)=#O，收集的湿菌体

作为粗酶，取 K4 湿菌体，加 %YMD)J 的磷酸缓冲液

-K=’、-=3$P’ 的顺式环氧琥珀酸二钠溶液 KD)=’ 和

KD)=’ 生 理 盐 水，充 分 混 匀，于 (?N 恒 温 摇 床

-@)9P=#O反应 -"，立即取 -=’ 反应液 -))))9P=#O 离

心 K=#O，取上清液用于测定酒石酸含量，计算每克

湿细胞的酶活力单位［-@］。

酒石酸含量测定参照文献偏钒酸铵法［-(］。

!"7 菌株 8! 的发酵产酶条件研究

!"7"! 碳源对菌株 ,- 产酶的影响：做碳源试验时

以硫酸铵为氮源，含量 (4P’，碳源量均为-KD)4P’，酵

母膏含量为 -4P’，顺式环氧琥珀酸二钠为KD)4P’，其

余同发酵培养基。

!"7"$ 氮源对菌株 ,- 产酶的影响：做氮源试验时

以 -KD)4P’ 葡萄糖为碳源，氮的含量为 )D-)KH，酵

母膏含量为 -4P’，顺式环氧琥珀酸二钠为 KD)4P’，其

余同发酵培养基。

!"7"9 不同初始 %Y 值对菌株 ,- 产酶的影响：碳

源为 -KD)4P’ 葡萄糖，氮源为 (D)4P’ 硫酸铵，酵母膏

为 -D)4P’，顺式环氧琥珀酸二钠为 KD)4P’，其余同发

酵培养基。培养基灭菌后分别用盐酸或氢氧化钠溶

液调 %Y 值。

以葡萄糖、顺式环氧琥珀酸二钠和硫酸铵作为

碳源和氮源，以酵母膏为生长因子，进行 J 因素 ( 水

平的正交试验，以获取最佳培养基组合。顺式环氧

琥珀酸二钠添加时间 ()"，添加量为 -D?5H。

!"7"# 顺式环氧琥珀酸二钠添加量、添加时间、发

酵时间对菌株 ,- 产酶的影响：做添加量试验时添

加时 间 为 ()"；做 添 加 时 间 试 验 时，添 加 量 为

-D?5H；做发酵时间试验时，添加量为 -D?5H，添加

时间为 ()"。在上述单因子试验的基础上对顺式环

氧琥珀酸二钠添加时间、添加量和发酵培养时间

( 个因素各取 ( 个水平进行了正交试验设计，以确

定最佳组合。

试验分析采用 A!+ 系统 A<OZ:O’T 新复极差测

验的多重比较方法［-J］。

$ 结果与分析

$"! 分离菌株的形态

菌株 ,- 细胞为革兰氏阳性短杆状，也有长杆

状或球杆状；培养时间延长时可呈多型性（图 -）。

选择性培养基上的菌落呈浅黄色或淡黄色，边缘光

滑，突起；时间延长时菌落渐成桔红色至鲜红色。

图 ! 8! 菌株电镜照片（!:::: ; ）

[#4\- *$8Z793O ,#Z9349:%" 3] T79:#O ,-（-)))) ^ ）

$"$ 8! 菌株的 <=>?>&@&3 鉴定

菌株 ,- 细胞经 .#3$34 细菌鉴定系统分析，属红
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球菌属（!"#$#%#%%&’ !"#）。

!"# $% 菌株的（&’ (）)*+,含量

由公式计算得 $%& 中的（’ ( )）*+,-为 ./01，

符合红球菌属的（’ ( )）*+,-含量特征。

!"- $% 菌株 %./ 0123 4(5 扩增和序列同源性比

较

菌株 23 的 3.4 5$%& 6)7 扩增产物大约 3899:"
（未示出），测定了其部分长度的（约 .99:"）序列。

将所得序列通过 ;,<!= 程序与 ’>?;<?@ 中核酸数据

进 行 比 对 分 析（ A=="：BBCCC# ?D:E # ?,*# ?EA # F+GB
:,<!=）［38］，23 菌 株 的 3.4 5$%& 序 列 与 红 球 菌 属

（!"#$#%#%%&’）多 种 细 菌 具 有 较 高 同 源 性（ 高 于

HI-），与 !"#$#%#%%&’ (&)*( 21 的同源性高达 HH-。

!"6 菌株 $% 的系统发育分析

基于 3.4 5$%& 序列的系统发育树见图 1。从系

统进化树可看出，分离菌株与红球菌属细菌聚于一

群，并且与 !"#$#%#%%&’ (&)*( 的 !=5<E? 21，!=5<E? &4
J039IK 和 !=5<E? &4 J033K/ 关系最为接近。

图 ! 基于 %./ 0123序列的系统发育树

LEF#1 6AM,+F>?>=ED =5>> :<!>N +? =A> 3.4 5$%& !>OP>?D>

QA> 5>,<=E+? +R !"#$#%#%%&’ !=5<E? 23 <?N 5>,<=>N =<S< :++=!=5<" G<,P>! <:+G> 89-，>S"5>!!>N <! ">5D>?=<F>!

+R 899 5>",ED<=E+?!，<5> !A+C? <= =A> :5<?DA "+E?=!#

!". 碳源和氮源对 $% 菌株产酶的影响

单因子试验显示，菌株 23 以葡萄糖为碳源时

酶活较高，麦芽糖次之，果糖最差。以硫酸铵为氮源

时酶活最高，氯化铵次之，不利用硝态氮，有机氮的

利用效果不如无机氮。初始 "T 值对菌株 23 的产

酶影响较大，初始 "T 值在 /011 左右时，酶活达到最

高点。

在以上试验的基础上，进行了葡萄糖、硫酸铵、

酵母膏和顺式环氧琥珀酸二钠 J 因子 I 水平的正交

试验（表 3）。可见，在所试各因素水平范围内顺式

环氧琥珀酸二钠浓度对酶活的影响最大。各因素影

响依次为：顺式环氧琥珀酸二钠 U 硫酸铵 U 葡萄糖

U 酵 母 膏。水 平 与 指 标 变 化 关 系 的 表 观 显 示 以

&3;1)3$3 为最佳组合。经验证，菌株 23 分别采用

&1;1)I$3 与 &3;1)3$3 两种培养基组合时产酶分别

.19VBF 和 .3I0.VBF，酶活相差不大。在工业放大过

程中将采用组合 &3;1)3$3，即葡萄糖 301-，硫酸铵

90.-，酵母膏 908-，顺势环氧琥珀酸二钠 90/-。

!"7 顺式环氧琥珀酸二钠的流加对 $% 产酶的影

响

试验表明，在 19 W I1A 添加顺式环氧琥珀酸二

钠时酶活逐渐升高，I1A 时酶活达到最高值，然后逐

渐降低；随着顺式环氧琥珀酸二钠投加量增加酶活

升高，在顺式环氧琥珀酸二钠投加量达到发酵液的

I08K-时，酶活达到最高值。

试验表明发酵时间长短对菌体酶活有较大的影

响。在培养至 .JA 时以前菌株 23 的酶活逐渐升

高，.JA 时酶活达到最高，继 续 培 养 则 酶 活 下 降。

..A 时观察到发酵液菌体呈阳性碎片，/9A 时碎片更

多，表明酶活降低可能是菌体发生了自溶。
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表 ! 葡萄糖、硫酸铵、酵母膏和顺式环氧

琥珀酸二钠 " 因素正交试验结果

!"#$% & ’("$)*+* ,- ,./0,1,("$ /%*/ 2+/0 1$34,*%，（567）89:7，

)%"*/ %;/."4/ "(< <+*,<+3= !"#>%?,;)*344+("/%

5,@

A"4/,.*

B$34,*%
C（1CD）

（567）89:7

C（1CD）

E%"*/ %;/."4/
C（1CD）

F+*,<+3=
!"#>%?,;)*344
+("/%C（1CD）

G96 "4/+H+/)
C（IC1）

& &（&8JK） &（7JK） &（KJL） &（MJK） LL&（ N 8OJ7）

8 &（&8JK） 8（OJK） 8（&JK） 8（&KJK） 7PM（ N 88JQ）

P &（&8JK） P（QJK） P（&JL） P（&8JK） LL&JL（ N 78J O）

7 8（&LJK） &（7JK） 8（&JK） P（&8JK） &RO（ N 87J8）

L 8（&LJK） 8（OJK） P（&JL） &（MJK） O8R（ N POJL）

O 8（&LJK） P（QJK） &（KJL） 8（&KJK） 8OM（ N 8&J&）

M P（&QJK） &（7JK） P（&JL） 8（&KJK） &O&（ N &7JO）

Q P（&QJK） 8（OJK） &（KJL） P（&8JK） LP&（ N P&JL）

R P（&QJK） P（QJK） 8（&JK） &（MJK） 7QQJL（ N 8QJO）

S& &LPRJL RKQ &P7R &OOQJL

S8 &KR8 &LRM &&8&JL QOL

SP &&QKJL &PKM &P7&JL &8MQJL

!& L&P PK8JM 7LK LLO

!8 PO7 LP8JP PM7 8QQ

!P PRPJL 7PLJM 77M 78O

T &7R 8PK MO 8OQ

表 # 顺式环氧琥珀酸二钠添加时间、添加量和

菌体发酵时间 $ 因素正交实验结果

!"#$% 8 ’("$)*+* ,- ,./0,1,("$ /%*/ 2+/0 <+*,<+3= !"#>%?,;)*344+("/%
（+(<34%.）"<<+(1 /+=%，"<<+(1 U3"(/+/) "(< /0"$$+ -%.=%(/+(1 /+=%

5,@

A"4/,.*

!+=% "<<%<
C0

V3"(/+/) "<<%<
CW

A%.=%(/"/+,(
/+=%C0

G96 "4/+H+/)
C（IC1）

& &（P80） &（8JP7） &（LQ0） LQQ（ N 8OJ7）

8 &（P80） 8（PJLO） 8（O70） &&Q（ N &8JL）

P &（P80） P（7JOR） P（MK0） MLK（ N &7JQ）

7 8（P70） &（8JP7） 8（O70） &&8（ N QJL）

L 8（P70） 8（PJLO） P（MK0） M8Q（ N LJ7）

O 8（P70） P（7JOR） &（LQ0） 8OO（ N &LJR）

M P（PM） &（8JP7） P（MK0） 8RL（ N 87J7））

Q P（PM） 8（PJLO） &（LQ0） 7Q8（ N PPJ& X ）

R P（PM） P（7JOR） 8（O70） 7&Q（ N 8KJP）

S& &7LOJK RRLJK &PPOJK

S8 &&KOJK &P8QJK M&8JK

SP &&RLJK &7P7JK &MMPJK

!& 7QLJK PP&JM 77LJK

!8 POQJM 778JO 8PMJP

!P PRQJP 7MQJK LR&JK

T &&OJP &QLJK PLPJM

对顺式环氧琥珀酸二钠投加时间、投加量和菌

体培养时间三因子进行的正交试验表明，各因素影

响大小顺序为：菌体培养时间 Y 顺式环氧琥珀酸二

钠投加量 Y 顺式环氧琥珀酸二钠投加时间。F3(>
4"(’* 新复极差测验的多重比较结果与正交试验表

观显示结果相同，最佳组合为顺式环氧琥珀酸二钠

投加时间 P80，投加量 7JORW，菌体培养时间 MK0。

$ 讨论

红球菌（$%&’&!&!!(#）曾被划分属于分枝杆菌

属（ )*!&+,!-./"(0），MK 年 代 初 也 曾 用 过 戈 登 氏 菌

属［&O］（1&/’&2", 3#(4,0(/, &RM&）这一属名。系统进

化分析表明，红球菌属与分枝杆菌属、戈登氏菌属确

实关系较近，但差别也较明显。Z[:D:B>B\ 碳源利

用结果分析表明，分枝杆菌属（)*!&+,!-./"(0）是与

红球菌属相似性最大的属。

菌株 ]& 与 B%(Z"(^ 中细菌以 ZD’9! 软件比较

结果显示其 &O9 .F5’ 序列和红球菌属细菌具有较

高同源性。（B _ ‘）=,$W含量以及 Z[:D:B>B\ 碳源

利用结果分析表明菌株 ]& 符合红球菌属的特征。

菌株 ]& 的 &O9 .F5’ 序列与 $%&’&!&!!(# /(+./ ]8 序

列同 源 性 高 达 RRW。系 统 进 化 分 析 表 明 该 菌 与

$%&’&!&!!(# /(+./ 的菌株位于同一发育分枝内。该

菌可 能 为 $%&’&!&!!(# /(+./ 又 一 菌 株，暂 定 名 为

$%&’&!&!!(# /(+./ */."+( ]&。

本文首次报道红球菌可产顺式环氧琥珀酸酸水

解酶，并进行了发酵条件研究。获得产酶条件最优

组合为葡萄糖 &J8W，硫酸铵 KJOW；顺式环氧琥珀

酸二钠投加时间为 PK0，投加量为 PJLQW；菌体培养

时间 MK0。在此条件下，单位湿细胞酶活最高可达

MLKIC1。
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