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摘 要：恶臭假单胞菌 /*30 菌株的培养和产酶特性与已报道的产酶菌株粘质沙雷氏菌（ !"##$%&$ ’$#(")("*)）H9I
0#6!% 和荧光假单胞菌（+),-.’.*$) /0,.#")("*)）4/" 有所不同，主要反映在最适碳源及浓度、最适诱导剂浓度和最适

培养温度等方面。最适的转化条件是温度为 2$J，KL 为 8M$，烟酸的浓度为 2N。采用初步优化后的条件和流加

底物的方式进行 !O 上罐生产，恶臭假单胞菌 /*30 菌株的 63羟基烟酸产率可达到 0$%M27,PO。
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工业生物转化技术被认为是“生物技术的第三

次浪潮”［0，#］，生物转化法具有效率高、专一性强、条

件温和、环境友好的特点，可用于降低化学工业的原

料消耗、水资源消耗、能量消耗，减少污染物的排放

扩散，也可用于手性药物的不对称合成和对映体的

拆分。积极开展对生物转化技术领域的研究，对经

济及社会发展有极为深远的意义［2］，目前国内已有

一些这方面的成果报道，如微生物法生产丙烯酰

胺［! R 6］、木糖代谢工程菌的构建［8］、花生蛋白废水的

转化［%］等，但未见开展微生物转化烟酸生产 63羟基

烟酸的研究。

63羟基烟酸是一种重要的农药、医药和染料中

间体［7 R 00］。例如它可用于合成以吡虫啉、吡虫清为

代表的吡啶甲胺类农药［7］。由于 63羟基烟酸广阔的

开发前景，微生物转化生产 63羟基烟酸已经成为国

外研究热点［0# R 0!］。当前，都是从国外进口 63羟基烟

酸来满足国内需求，且价格昂贵。为了填补国内空

白，提高经济效益，并为创制具有自主知识产权的新

农药奠定坚实基础，本实验室进行了大量的菌种筛

选，得到一恶臭假单胞菌（+)",-.’.*$) 1,%&-$ ）/*30
菌株［0"］，它能高效的将烟酸转化成 63羟基烟酸，显

示了良好的工业化应用前景。本文报道恶臭假单胞

菌 /*30 菌株烟酸羟基化酶活性的诱导和转化条件

的研究结果，以便使该菌株能够早日应用于工业

生产。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌种来源：本实验室筛选保藏的恶臭假单胞

菌（+ ) 1,%&-$）/*30 菌株［0"］。

$%$%& 培养基：种子培养基：每升含酵母粉 ",，蛋

白胨 0$,，/:S( 0$,，烟酸 0$,，KL8M$。斜面和平板培

养基：每升含酵母粉 ",，蛋白胨 0$,，/:S( 0$,，烟酸

0$,，琼 脂 #$,，KL8M$。发 酵 培 养 基：每 升 含 碳 源

0$,，氮源 0$,，酵母粉 0,，烟酸 0$,，T# LUI! 0,，金属

离子液 0$=O，KL8M$。金属离子液配方如下：每升

S:S(# $M!,，L21I! $M",，S+VI!·"L# I $M$!,，TH
$M0,，95VI!·8L#I $M#,，W@VI!·8L#I $M!,，X@VI!·

8L#I $M!,，L#W’I!·#L# I $M#,，W,VI!·8L# I "$,。
上罐培养基：每升含玉米浆 2$=O，豆粕 6,，烟酸

0$,，$M$#=’( 磷酸钾盐，KL8M$。

$%$%’ 仪器设备：V=:Y. 2$$$ 型 分 光 光 度 计 购 自

1>’3Z:D 公司，2T2$ 高速冷冻离心机购自 V>,=: 公

司，L[372$ 型 全 温 摇 床 购 自 博 莱 特 实 验 仪 器 厂，

\]^V438$02 型 8O 发酵罐购自镇江东方生物工程有

限公司。

$%& 菌体培养方法

冻存管菌种接种于平板 2$J培养 #!? 后，转接

入种 子 培 养 液 中（#$=O 装 液 量P0$$=O 锥 形 瓶），

2$J、#$$YP=>@ 摇瓶培养 0#?，以 $M0"N的接种量接



入发酵培养基（!"#$ 装液量%&""#$ 锥形瓶），’"(、

!"")%#*+ 培养 !!,。

!"# 生物量的测定

在分光光度计 -""+# 处（&."/# 光径）测定稀释

!" 倍的菌体培养液的 !"-""，以同样稀释度的培养

基为对照。根据干细胞与吸光度的校正曲线，此条

件下，&!" 相当于 ".’&#0%#$ 的细胞干重。

!"$ 转化方法

烟酸转化方法参照文献［&1］。&#*+ 内催化烟

酸生成 &!#23 -4羟基烟酸所需的酶量定义为一个活

力单位（5）。检测某项因素对转化效率的影响时，

对应改变此因素的条件，其余因素则不变。

!"% $& 上罐实验

将 6 7"(冻存的菌种 894& 接种至含 &:89 的

$; 平板 ’"(静置培养 !<,，然后接种至 1"#$ 上罐

培养基，’"(、!"")%#*+ 摇瓶培养 &!, 后，再接入含

<$ 上罐培养基（含 &: 烟酸）的 =$ 发酵罐，’"(、

1"")%#*+ 搅拌转速，&"$%#*+ 通气量，调节 >?=." @
=.1，发酵培养 ’- ,。发酵液经 1""")%#*+ 离心 &1#*+
收集菌体。所获静息菌体细胞再次转入 =$ 发酵罐，

加入 ’$ 转化液（’: 烟酸，>? =."），按照发酵培养

的同样条件进行转化反应 ’-,，并以 !":烟酸连续

回补以维持转化液 ’:烟酸浓度至 !7,。

!"’ 转化产物检测方法

采用 90*3A+B &&""（5C9）高效液相色谱仪，色谱

柱为 DEF;9G EHC（ <.-## * I J I K !1"##，1!#），流

动相为甲醇 L 水（>?’."）M 1" L 1"（N L N），流速为

&#$%#*+，检测波长为 !-"+#，对供试样液（根据具体

情况决定稀释倍数）中 -4羟基烟酸的含量进行测

定，用外标法定量［&-］。所有实验均重复 ’ 次，每次

均设置 ’ 个平行。

( 结果

("! 烟酸羟基化酶活性的诱导

("!"! 恶臭假单胞菌 894& 菌株的生长及酶活曲

线：采用以苹果酸为碳源、牛肉膏为氮源的发酵培养

基，测定恶臭假单胞菌 894& 菌株的生物量和烟酸

羟基化酶活力随培养时间增加而发生的变化。如图

& 所示，发酵初期，酶活与生物量随着培养时间增

加呈同步增长，在 !!, 到达指数末期，酶活也达到最

高，此后，酶活逐渐降低。故宜选择培养 !!, 的菌体

用于随后的转化。

("!"( 碳源、氮源和诱导物对酶形成的影响：在以

牛肉膏为氮源的发酵培养基中添加 O 种不同的碳源

图 ! 菌株 )*+! 的生长及酶活曲线

P*0I& Q,A /R)SAT 2U 0)2VB, W+J A+XY#A W/B*S*BY

（表 &）。从表中可以看出，在含苹果酸培养基中培

养的恶臭假单胞菌 894& 菌体具有最高羟基化酶活

性，这与文献报道的 # I $%&’()’(*) ZPE &!-<7 菌株不

同［&’］，而与 + I ,-./&()’(*) Q81 菌株相似［&!］。但又

与 + I ,-./&()’(*) Q81 菌株最适产酶的 ’:苹果酸浓

度不同，恶臭假单胞菌 894& 的最适产酶的苹果酸

浓度为 &:，超过 &:浓度后，生物量虽然变化不大，

但羟基化酶活力迅速下降（图 !49）。

表 ! 碳源对酶形成的影响

QW[3A & \UUA/B 2U /W)[2+ T2R)/AT 2+ A+XY#A U2)#WB*2+
]W)[2+ T2R)/A ;*2#WTT%（#0%#$） \+XY#A W/B*S*BY%（5%#$）

]*B)*/ W/*J ’.OO ^ ".!& ".’"- ^ "."!’

_W3*/ W/*J ’.=’ ^ ".&1 ".’=& ^ "."!"

CR//*+*/ W/*J <.<’ ^ ".&O "."<& ^ ".""1

‘3R/2TA ".’= ^ "."! ".""& ^ "."""

CR/)2TA &.OO ^ ".&’ ".&OO ^ "."&7

_W3B2TA !.&- ^ ".&! ".!!& ^ "."&1

P)R/B2TA <.’& ^ ".&’ ".’&’ ^ "."&!

C23R[A TBW)/, !.&< ^ ".&= ".!<< ^ "."&’

QW)BW)*/ W/*J !.<= ^ ".&- ".!’’ ^ "."&&

在固定苹果酸为碳源的发酵培养基中添加 7 种

不同的氮源，分别检测恶臭假单胞菌 894& 菌株的

生物量和酶活性。结果显示（表 !），无机氮源相对

不利于菌的生长和酶的形成，在硫酸铵中酶活仅为

".""!5%#$，在 8?<]3 中则根本无酶活性。而有机氮

源有利于菌的生长，其中以谷氨酸为氮源时所获菌

体生物量最高，但酶活显然偏低；牛肉膏为氮源时最

有利于羟基化酶的形成，单位体积发酵液中酶活性

最高。不同浓度牛肉膏试验表明（图 !4;），菌体生

物量随牛肉膏浓度从 " 增加至 !.1:而增加，但酶

活性则在 &: @ &.1:时为最大，故宜选择 &:的牛

肉膏作为氮源。

!11 微生物学报 0’1% 23’&/43/-/53’% #3*3’% !""1，N23I<1 82I<



图 ! 苹果酸（"）、牛肉膏（#）和烟酸（$）的浓度对酶形成的影响

!"#$% &’’()* +’ )+,)(,*-.*"+, +’ /.0") .)"1（2），3((’ (4*-.)*（5），,")+*",") .)"1（6）+, (,78/( ’+-/.*"+,

表 ! 氮源对酶形成的影响

9.30( % &’’()* +’ ,"*-+#(, :+;-)(: +, (,78/( ’+-/.*"+,
<"*-+#(, :+;-)( 5"+/.::=（/#=/>） &,78/( .)*"?"*8=（@=/>）

（<AB）%CDB EFBG H IFIJ IFII% H IFIIE
<AB60 EFKK H IFIL IFIII H IFIII
M(N*+,( KFJJ H IFEL IFKIE H IFI%%

O(.:* (4*-.)* BFIL H IFEP IF%JJ H IFIEP
@-(. %FGK H IFEQ IFEEE H IFIIJ

R0;*./") .)"1 GFIL H IF%E IFIBG H IFIIG
5((’ (4*-.)* KFLB H IFEG IFKLE H IFI%I
<.<DK %FQ% H IFEK IFEEB H IFIIJ

图 % 温度（"）、&’ 值（#）、和装液量（$）对酶形成的影响

!"#$K &’’()* +’ *(/N(-.*;-(（2），NA ?.0;(（5），?+0;/( +’ /(1";/（6）+, (,78/( ’+-/.*"+,

在发酵培养基中分别加入 G 种 IFGS的吡啶结

构类似物作为诱导物，以不加诱导物的为对照，所培

养的恶臭假单胞菌 <2TE 用于微生物转化（表 K）。

与对照比较，烟酸有较高诱导活性，其余 B 种尽管结

构与烟酸很相似，但抑制恶臭假单胞菌 <2TE 的生

长，几乎无诱导活性。在发酵培养基中分别加入不

同浓度的烟酸作为诱导剂（图 %T6），从图可见，与文

献报道相一致，诱导羟基化酶活性产生的最适烟酸

浓度是 ES，大于 ES的烟酸浓度则抑制酶的合成。

但与 大 于 ES 的 烟 酸 浓 度 抑 制 ! $ "#$%&’%&(’ U!D
E%QBJ 和 ) $ *+,-$&’%&(’ 9<G 菌体的生长不同［E%，EK］，

%S烟酸仍然促进恶臭假单胞菌 <2TE 菌体生长。

表 % 不同诱导物对酶形成的影响

9.30( K &’’()* +’ 1"’’(-(,* ",1;)(-: +, (,78/( ’+-/.*"+,
U,1;)(- 5"+/.::=（/#=/>） &,78/( .)*"?"*8=（@=/>）

M8-"1",( EFP% H IFIG IFII% H IFIII
KT68.,+N8-"1",( EFGE H IFIB IFIIE H IFIII
KTA81-+48N8-"1",( IF%E H IFI% IFIII H IFIII
<")+*",") .)"1 KFGP H IFE% IF%EG H IFIEK

KTV(*W80N8-"1",( EFJ% H IFIQ IFIIK H IFIIE
6+,*-+0 %FK% H IFIQ IFII% H IFIIE

!()(% 温度、NA 值和溶解氧对酶形成的影响：试验

选取 %JX、KIX、KKX、KGX、KLX G 个温度培养恶臭

假单胞菌 <2TE 菌株。如图 KT2 所示，最适于生物

量增加与羟基化酶活力产生的温度是 KIX，超过

KIX，生物量急剧降低，到 KLX时细胞生长与羟基

化酶活性都为零，与文献报道的 ! $ "#$%&’%&(’ U!D
E%QBJ 和 ) $ *+,-$&’%&(’ 9<G 菌株所需的 %JX培养条

件有所不同［E%，EK］。

有关 NA 对微生物烟酸羟基化酶活力产生的影

响未见文献报道。我们使用苹果酸、牛肉膏为碳源、

氮源的发酵培养基，KIX、%II-=/", 培养 <2TE 菌株，

研究培养基 NA 改变对细菌生长和产酶活性的影

响，发现恶臭假单胞菌 <2TE 在 NA QFI 的酸性环境

KGG%IIG，Y+0$BG <+$B 陆伟宏等：恶臭假单胞菌 <2TE 菌株烟酸羟基化酶活性的诱导和转化条件的研究



中几乎不生长，但在 !"#$% 时细菌生长量和酶活性

迅速达到最高，直到 !"&$% 时是仍维持较高酶活和

生物量（图 ’()）。故培养基宜选用 !"#$% * +$% 之

间。

以不同装液量表示不同的溶解氧来研究溶氧对

酶形 成 的 影 响。在 ,%%-. 三 角 瓶 分 别 装 /%-.、

0%-.、1%-.、+%-.、,%%-. 发酵培养基摇瓶培养。结

果如图 ’(2 所示，34(, 菌株是好氧菌，在一定范围

内随着装液量的减少，菌量、酶活显著增加。在装液

量为 ,%%-. 时，虽然还有一定的生物量，但酶活已

为 %，可见即使有诱导物烟酸，但没有充足的氧，仍

不能合成烟酸羟基化酶。在 34(, 菌株用于工业化

生产时一定要注意溶氧问题。

!"! 转化条件的优化

国外有关微生物羟基化烟酸的转化条件因工艺

保密因素，一般不予详细报道。本文以恶臭假单胞

菌 34(, 菌株为对象仔细研究了烟酸羟基化的条

件。

!"!"# !" 值、温度和底物浓度对转化效率的影响：

配制 !"0$%、!"5$% 的乙酸 67889:，!"1$%、!"#$% 的

磷酸 67889:，!"+$%、!"&$% 的 硼 酸 67889:，浓 度 均 为

%$%/-;<=.，将恶臭假单胞菌 34(, 菌体置于这些不

同 !" 的缓冲液中进行转化。结果显示（图 0），中性

偏酸的 !"1 * # 条件有利于烟酸转化，以 !"#$% 时

1(羟基烟酸产率最高，偏离此 !" 范围时转化效率大

大下降，碱性 !" 的抑制作用显得更强。菌体转化

时分别置于 /+>、’%>、’’>、’5>、’#>，检测各温

度下的 1(羟基烟酸的产量（图 0）。随着温度升高，

酶的转化效率也增高，在 ’5>时，1(羟基烟酸的产量

最高。可见短时间内酶的最适温度为 ’5>。但酶

在较高温度下易丧失活性：将菌体置于不同温度下

保温 ,? 后再用于转化，发现 ’5>、0%>、05>下的酶

活性分别是 ’%>下酶活性的 +1$5@、,,$5@、,$0@。

故生产中仍选 ’%>作为转化温度。不同烟酸浓度

对转化效率的影响见图 0。当烟酸浓度为 ’@时，1(
羟基烟酸的产量最大，浓度超过 ’@后，底物开始抑

制羟基化酶的活性。因此可选择 ’@作为转化时底

物的浓度。

!"!"! 缓冲介质对转化效率的影响：配制磷酸缓冲

液（A)B）、C9D 缓冲液、"9!D 缓冲液、柠檬酸缓冲液，

均为 !"#$%、%$%/-;<=.。检测 34(, 菌株在这些不同

缓冲介质中的转化能力，结果表明，不同介质对转化

效率并无显著影响，从经济角度来看，磷酸缓冲液是

合适的选择。

图 $ %& 值、温度和底物浓度对转化效率的影响

EFGH0 I889JK ;8 FLFKFM< !" NM<79，K9-!9:MK7:9，D76DK:MK9 J;LJ9LK:MKF;L ;L

K:MLD8;:-MKF;L 988FJF9LJO

!"’ ()羟基烟酸的生产性能评价

根据前述的优化培养和转化条件，并根据工业

生产实际需要，我们进行了 0. 发酵罐生产试验。首

先将 34(, 在含 0. 培养基的 #. 发酵罐中培养 ’1?，

然后收集静息细胞菌体在含 ’. 转化液的 #. 发酵罐

中进行 ’1? 的烟酸转化生产。转化过程采用流加底

物的方式以维持转化液中的烟酸在 ’@浓度左右，

并持续搅拌通气和保持 !" 中性。总计投入原料烟

酸 ’,’$5%G，产生反应产物 1(羟基烟酸 ’/5$,#G，1(羟
基烟酸产率可达到 ,%+$’&G=.。

’ 讨论

由上可见，恶臭假单胞菌 34(, 菌株的培养和

产酶特性与已报道的产酶菌株 ! H "#$%&’%&(’ PEQ
,/10+ 和 ) H *+,-$&’%&(’ R35 有所不同［,/，,’］，主要反

映在最适碳源及浓度、最适诱导剂浓度和最适培养

温度等方面。由实验结果可得，34(, 菌株的较优发

酵条件是，培养基（G=.）：苹果酸 ,%、牛肉膏 ,%、酵母

粉 ,、烟酸 ,%、S/"AQ0,、金属离子液 ,%-.；!"# * +，

’%>，充足供氧；较优的转化条件是温度为 ’%>，!"
为 #$%，烟酸的浓度为 ’@。采用初步优化后的条

件和流加底物的方式进行 0. 上罐生产，恶臭假单胞

菌 34(, 菌株的 1(羟基烟酸产率可达到 ,%+$’&G=.。

此产率高于 S7<<M［,0］报道的 .%/$-"-0#%1&$ 23+-’-245#(’
（15G=.），但低于 3MGMDMTM 等［,/］报道的 )’,5-"-(#’
*+,-$&’%&(’ R35（,&,G=.），和 "7:? 等［,’］报道的 !&$$#14#
"#$%&’%&(’ PEQ,/10+（’%,G=.）。因而 34(, 应用于工

业转化生产，尚需进一步提高生产效率。除了传统

的诱变方法进行高产菌株选育以外，通过改进或建

立新的转化生产工艺目前也是提高烟酸转化效率的

一 个 新 的 研 究 动 向。R;:F-7:M 等［,#］报 道 的 采 用
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’ 作为胞外电子受体替代氧气，在厌氧条件

下可促进烟酸转化为 ’(羟基烟酸，提高烟酸转化效

率。我们最近也尝试采用综合转化工艺提高烟酸的

转化效率，并已取得进展，有关研究结果将另行发

表。
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