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恶臭假单胞菌 !"#$菌体培养转化和静息细胞转化
联合工艺生产 %#羟基烟酸研究

徐 莉，袁 生"，陈 婷，戴亦军
（江苏省资源生物技术重点实验室 南京师范大学微生物工程重点实验室 南京 $#%%7(）

摘 要：现有微生物羟基化烟酸采用的是静息细胞转化工艺。但研究揭示，恶臭假单胞菌 H14#（!"#$%&’&()" *$+,%)
H14#）在培养过程中不降解发酵液中由诱导剂烟酸转化形成的 "4羟基烟酸，这是由于烟酸的存在抑制了羟基烟酸
降解酶的作用，而不是因为细胞停止生长不利用羟基烟酸的缘故。因而尝试利用菌体诱导培养过程进行烟酸转化

生产，建立了一种新的生产工艺，即菌体培养转化和静息细胞转化联合工艺。该工艺在恶臭假单胞菌 H14#培养过
程中持续补充烟酸以维持 #I（JKL）浓度，使烟酸被生长细胞转化为羟基化烟酸并在发酵液中线性积累，而不被进
一步降解；培养转化结束后，发酵液中的静息细胞依然拥有很高的羟基化酶活力，能够再次用于转化反应。该联合

转化工艺与传统的静息细胞转化工艺相比，不仅节约了诱导剂烟酸，而且 "4羟基烟酸的产量提高了 "3I。
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"4羟基烟酸是一种合成农药、医药和其他化学
药品的重要中间体［#］。多种细菌能够氧化烟酸生成

"4羟基烟酸，然后通过某种代谢途径进一步降解成
终产物［$］。因而，许多研究人员试图寻找一些能转

化烟酸为 "4羟基烟酸的突变菌株用于工业生产，如
N-66. 报道的木糖氧化无色杆菌（ -./0&’&1).+#0
234&"&2,%)(" OPQ$!%$ .>C OPQ $(2&）［& ’ 3］，H.?.<.R.
报道的荧光假单胞菌 5H3 菌株（ !"#$%&’&()"
54$&0#".#(" 5H3）［"］、S-,= 报道的粘质沙雷氏菌株
（6#00)+,) ’)0.#".#(" T)U#$"!2）［(］均能用于 "4羟基烟
酸的生产。但上述报道的转化菌株需要在发酵培养

过程中添加 #I ’ $I（JKL）的烟酸诱导羟基化酶
活力。在诱导培养过程中，烟酸作为一种诱导剂，最

初转化为 "4羟基烟酸，但 "4羟基烟酸在培养过程中
很快被菌株完全降解［"，(］。因此，现有微生物羟基化

烟酸技术一般采用的是静息细胞转化工艺［& ’ (］。

我们曾报道本实验筛选出具较高转化效率的菌

株恶臭假单胞菌 H14#，并对其诱导和转化条件进行
了优化研究［2，7］。研究过程发现，该菌在发酵诱导培

养过程和静息细胞转化过程中对产物 "4羟基烟酸
的降解能力与有关文献报道相比非常之低。因而尝

试在诱导培养过程中，是否可以通过持续地补充烟

酸、维持合适的烟酸浓度以避免产物 "4羟基烟酸降
解。结果表明，通过适当控制发酵条件，诱导培养过

程可以用作 "4羟基烟酸的转化生产，因而建立了生
长细胞转化和静息细胞转化联合生产工艺。

$ 材料和方法

$&$ 材料
$&$&$ 菌株：恶臭假单胞菌 H14#（ !"#$%&’&()"
*$+,%)）为本实验室筛选获得［2］。
$&$&’ 主要试剂：标准品 "4羟基烟酸购于 1D,G<公
司（0*6?;-:），烟酸购于一诺精细化学公司（中国），
所有其他化学药品为市售分析纯或生物试剂。

$&’ 生物量的测定［$(］

在分光光度计 "%%>:处（##%D:光径）测定稀释
#%倍的菌体培养液的 78"%%值，以同样稀释度的培

养基为对照。

$&) 菌体细胞诱导培养和培养转化
菌体细胞诱导培养：恶臭假单胞菌 H14# 培养

于含有 #3%:V 培养液的 3%%:V 三角瓶中，&%W、
$%%,K:;>，振荡培养 !2=。菌体细胞培养转化：在上



述培养过程中，在 ! " #$%的过程中每隔 #%周期性
地补充一定量用 &’&#()*+,磷酸缓冲液配制的 #&-
（.+/）烟酸（012’&）溶液，以维持培养液 3-（.+/）
烟酸浓度，$!%后停止。培养液配方为：每升含酵母
膏 3&4，蛋白胨 3&4，5#167$·81#7 8’984，51#67$ 34，
烟酸 3&4，012’&。分析培养液中的烟酸羟基化作
用：培养过程中，在指定时间取适量的发酵液，3&&:
灭活 ;(<=，然后离心去除细胞，供 16,>分析。
!"# 静息细胞降解 $%羟基烟酸
恶臭假单胞菌 ?@A3培养于装有 3;&(,培养液

的 ;&&(,三角瓶中，8&:、#&&B+(<=摇床培养。离心
收集菌体，获取的静息细胞用 &’&#()*+, 的磷酸缓
冲液（012’&）洗涤两次，重新悬浮于等体积的以
&’&#()*+,磷酸缓冲液配制的不同浓度 CA羟基烟酸
的转化液中，8&:、#&&B+(<=摇床转化 $!%。每隔 $%
取液，3&&:灭活 ;(<=，离心，取上清 16,>测试。
!"& 测试静息细胞的羟基化活力
取发酵过程中的菌液 #(,，离心所得菌体用

&’&#()*+,的磷酸缓冲液（012’&）洗涤两次，重新悬
浮于等体积的以 &’&#()*+,磷酸缓冲液配制的 3-
（.+/）转化液［C］，8&:、#&&B+(<=在 ;&(,离心管中转
化 #%，3&&:灭活 ;(<=，离心（;&&&B+(<=，3&(<=），取上
清 16,>检测。
!"$ 菌体培养转化和静息细胞转化联合工艺生产
$%羟基烟酸
恶臭假单胞菌 ?@A3 的细胞培养转化过程见

3’8。$!% 后发酵转化过程停止，;&&&B+(<= 离心
3&(<=，上清液用浓盐酸调节 01至 #，析出的 CA羟基
烟酸用浓盐酸调节的 01为 #的双蒸水洗涤后重结
晶、干燥。

静息细胞转化是将发酵过程收集的菌体用

&’&#()*+,的磷酸缓冲液（012’&）洗涤两次，重新悬
浮于等体积的以 &’&#()*+,磷酸缓冲液配制的 3-
（.+/）烟酸转化液，8&:、#&&B+(<= 转化，在 # " #$%
过程中每隔 #%周期性地补充以 &’&#()*+,磷酸缓冲
液配制的 #&-（.+/）烟酸溶液以维持转化过程所需
要的 3-（.+/）烟酸浓度，$!%后离心，上清同前处
理获得晶体。以两步转化法作为对照。

!"’ ()*+分析
16,> 色谱柱为 @4<*D=E F)GHI 7JK 柱（#;& L

$’C!(）；进样体积为 #&!,；柱温为室温；检测器为
@4<*D=E M383$@紫外检测器，波长为 #C&=(；流动相：
@：经 &’##!(微孔过滤膜过滤的双蒸水，用色谱级
磷酸调节 01至 8，N：色谱级甲醇，@O N P ;& O ;&。以

3(<=内催化烟酸生成 3(()* CA羟基烟酸所需的酶量
定义为一个活力单位（Q=<E）。

, 结果

,"! 恶臭假单胞菌 -.%!降解 $%羟基烟酸的研究
恶臭假单胞菌 ?@A3 具有一个显著特点，在诱

导培养过程中对诱导剂烟酸的转化产物 CA羟基烟
酸的降解能力与文献报道的菌株相比非常之低。由

图 3可见，在发酵诱导培养过程中，诱导剂烟酸被转
化成 CA羟基烟酸，#$%后烟酸全部被消耗，CA羟基烟
酸浓度同时达到最高（C#’C&(()*+,）。随后 CA羟基
烟酸缓慢降解，$!%后依然维持约最高浓度的一半。
因此，恶臭假单胞菌 ?@A3 拥有比粘性沙雷氏菌
（!"##$%&$ ’$#(")("*)）［C］和荧光假单胞菌（+)",-.’.*$)
/0,.#")("*)）［2］较慢的降解 CA羟基烟酸的能力，后两种
报道菌株发酵诱导培养过程中不到 8&%，CA羟基烟酸
就完全被降解。

图 ! 烟酸作诱导剂的发酵培养过程时间变化图
R<4S3 T<(D U)VBWD )X E%D <=YVUDY UV*E<ZHE<)= )X X)B %[YB)I[*HE<)=

HUE<Z<E[ G[ =<U)E<=<U HU<Y HW H= <=YVUDB

尽管恶臭假单胞菌 ?@A3菌体细胞在培养过程
中对发酵液中 CA羟基烟酸的降解能力较弱，但实验
表明静息细胞在 CA羟基烟酸溶液中却具有一定的
降解能力（图 #）。说明静息细胞转化过程中，CA羟基
烟酸不被降解是由于烟酸的存在抑制了羟基烟酸降

解酶的作用，而不是因为细胞停止生长不利用羟基

烟酸的缘故，与前人的推测相吻合［C，2］。

上述结果提示若在诱导培养过程中像转化过程

一样维持适当浓度的烟酸，菌体细胞就能够持续羟

基化烟酸而不降解产物。

,", 恶臭假单胞菌 -.%!生长细胞转化烟酸
在细胞培养过程中，每隔 #% 补充烟酸以维持

3-（.+/）的烟酸浓度供转化反应（图 8），培养液中

$C \Q ,< "% $0 S + 1(%$ 2&(#.3&.0.4&($ !&*&($（#&&C）$C（3）



图 ! 恶臭假单胞菌 "#$%静息细胞降解 &$羟基烟酸
!"#$% &’#()*)+",- ,. /012*(,32-"4,+"-"4 )4"* 52 !"#$%&’&()" *$+,%)

678 (’9+"-# 4’::9

的 /0羟基烟酸浓度随着培养的进行呈线性递增。
当菌体细胞培养到 ;; < ;=1时，培养液中烟酸消耗
停止，生物量不再增加，则培养终止。可见，使用烟

酸诱导培养具有羟基化酶活性的细胞的过程可以用

于生产 /0羟基烟酸，因而被称为菌体培养转化过
程，与以往的诱导培养过程相区别。

图 ’ 恶臭假单胞菌 "#$%发酵转化生成 &$羟基烟酸过
程的时间变化图

!"#$> ?"@’ 4,A(9’ ,. +1’ +()-9.,(@)+",- 4A:+"B)+",- ,. !"#$%&’&()"

*$+,%) 6708.,( C(,*A4+",- ,. /012*(,32-"4,+"-"4 )4"*

对 6708菌株诱导培养过程变为转化培养过程
对菌株静息细胞转化活力的影响进行了评估。图 ;
结果表明，菌体培养转化和诱导培养所收获的静息

细胞显示出几乎同样的转化活性产生规律：在细胞

培养 % < 8/1期间，转化活性线性上升，然后缓慢上
升到约 >%1时达到最大值，并维持该最高活性几乎
不变直到 ;=1。很明显，转化培养之后，发酵液中的

静息细胞依然拥有很高的羟基化酶活力，因而能够

再次用于转化反应。

图 ( 前期补充烟酸和不补充烟酸对于菌株静息转化烟
酸为 &$羟基烟酸能力的影响
!"#$ ; D..’4+9 ,. +()-9.,(@)+",- 4A:+"B)+",- .,( C(,*A4+",- ,. /0

12*(,32-"4,+"-"4 )4"* ,- 12*(,32:)+",- )4+"B"+2 ,. (’9+"-# 4’::9 4A:+"B)+",-

@’*"A@ 9ACC:’@’-+’* ,( -,-09ACC:’@’-+’*（)9 ) 4,-+(,:，）52 -"4,+"-"4

)4"*

!)’ 菌体细胞培养转化和静息细胞转化联合用于
生产 &$羟基烟酸
恶臭假单胞菌 6708 在装 8EF@G 培养液的

EFF@G的三角瓶中摇床培养，在 = < %;1培养转化过
程中，每隔 %1补充消耗的烟酸，以维持 8H（IJK）烟
酸浓度，;=1 后转化培养终止。离心去除菌体获得
上清液，经过结晶，由消耗的 >8LE;@@,:的烟酸获得
%%LMF@@,:的 /0羟基烟酸，摩尔转化率达到 M%LFH。
考虑到对照诱导培养过程要消耗 8%L8;@@,:的烟酸
作为诱导剂，如果转化培养过程除去这部分消耗的

烟酸，那么实际的摩尔转化率超过 NFH。将转化培
养后离心获得的静息细胞重新悬浮于装有 8EF@G
的 8H（IJK）烟酸磷酸盐转化液的 EFF@G 三角瓶
中，>FO进行静息细胞转化。在 % < %;1 转化期间，
每隔 %1补充消耗的烟酸，维持 8H（IJK）烟酸浓度，
%;1后，由于菌体转化活力急剧下降，停止补充烟
酸，待 ;=1烟酸基本全部转化为 /0羟基烟酸后，停止
转化，离心取上清，结晶获得 >=LFF@@,:的 /0羟基烟
酸，相对于消耗的 >NLNF@@,:的烟酸，其摩尔转化率
达到 NELFH。而对照组也表现出相似的结果。总
体算来，细胞培养转化和静息细胞转化联合转化工

艺共计获得 /FLMF@@,:的 /0羟基烟酸，而传统的诱
导培养和静息细胞转化两步转化法只能获得

>/L/=@@,:的 /0羟基烟酸，新工艺使得 /0羟基烟酸

E/徐 莉等：恶臭假单胞菌 6708菌体培养转化和静息细胞转化联合工艺生产 /0羟基烟酸研究$ J微生物学报（%FF/）;/（8）



的产量提高了 !"#$%&（表 ’）。

表 ! 静息细胞转化法工艺和菌体培养转化和静息细胞转化联合工艺的生产效率比较
()*+, ’ -./0)123.4 .5 01.67892.4 :2,+63 *,9;,,4 9<, 9,8<4.+.=: .5 1,3924= 8,++3 91)435.1/)92.4 )46 9<, 8./*24,6

9,8<4.+.=: .5 =1.;24= 87+971, 91)435.1/)92.4 )46 1,3924= 8,++3 91)435.1/)92.4

(,8<4.+.=: (<, 9,8<4.+.=: .5 1,3924=
8,++3 91)435.1/)92.4

(<, 8./*24,6 9,8<4.+.=: .5 =1.;24=
87+971, 91)435.1/)92.4 )46 1,3924=

8,++3 91)435.1/)92.4

>1.;24= 87+971, 87+92?)92.4
-7+92?)92.4 92/,（<） $@ $@

(1,)9/,49 4.4A3700+,/,49,6 ;29< 428.92428 )826 3700+,/,49,6 ;29< 428.92428 )826
B28.92428 )826 8.437/,6（//.+） ’C#’$ D E#EE F’#"$ D E#EE

G.+26 !A<:61.H:428.92428 )826 .*9)24,6（//.+） CC#I’ D E#CI
J.+)1 91)435.1/)92.4 :2,+6（&） I’#!C
K,3924= 8,++3 91)435.1/)92.4
(1)435.1/)92.4 92/,（<） $@ $@

B28.92428 )826 8.437/,6（//.+） $C#C% D E#EE F%#%E D E#EE
G.+26 !A<:61.H:428.92428 )826 .*9)24,6（//.+） F!#!% D C#!I FI#%@ D F#FE

J.+)1 91)435.1/)92.4 :2,+6（&） @!#F’ %$#II

" 讨论
目前微生物游离细胞转化工艺通常采用两种方

法：一种是生长细胞转化法，另一种是静息细胞转化

法。生长细胞转化法是在微生物细胞培养前或培养

一段时间后，将底物直接加到微生物培养基中，微生

物在自身繁殖生长的同时对底物进行生物转化。该

法的优点是生产工艺简单、生产时间较短，但存在产

品的后处理分离纯化困难问题，特别是微生物生长

细胞往往能够将转化底物或产物作为碳源、氮源或

能源的一部分消耗掉，造成产物积累很难，或者产物

L底物摩尔转化效率较低，因而只有少数用于中间
转化产物的积累生产过程［’’，’C］。静息细胞转化法是

将微生物细胞发酵培养一定时间后，离心或过滤收

集菌体静息细胞，然后将静息细胞悬浮于含有底物

的水或缓冲液中进行生物转化。此法的优点是可以

避免生长细胞对产物的降解作用，且产物后处理简

单，没有培养基成分的污染，因而是微生物转化的一

种主要方式［!，I］。但该法耗时、耗能的细胞培养过程

不能充分利用，特别是诱导酶的产生需要消耗大量

昂贵的诱导剂。

烟酸羟基化酶是一种诱导酶［!，I］，烟酸和某些吡

啶类化合物能够作为诱导物诱导菌体形成羟基化

酶。迄今为止，所有已知生产 !A羟基烟酸的菌株都
能以烟酸作为唯一碳源、氮源和能源，通过 !A羟基
烟酸的途径降解烟酸供生长之需，因而未见有运用

生长细胞转化烟酸生产 !A羟基烟酸的报道［F M I］。但
是在静息细胞转化过程中，!A羟基烟酸降解酶强烈
地被转化液中的烟酸所抑制，并且由于细胞处于休

止状态不能够获得充足的酶反应所必需的 BNOP，
因而，静息细胞可以用于将烟酸转化为 !A羟基烟酸
的生产［!］。所以，现在的生产工艺一般都是首先以

烟酸作为诱导剂诱导培养菌体，然后收集处于不生

长状态的静息细胞用作转化烟酸生成 !A羟基烟
酸［F M I］。本研究发现，恶臭假单胞菌 BNA’不仅处于
生长状态的细胞而且处于静息状态的细胞均具有较

低的 !A羟基烟酸降解能力。这样就通过实验证实
其他研究者先前所做的推测：静息细胞转化过程中

!A羟基烟酸不被降解是由于转化液中存在烟酸抑制
作用［!，I］，而不是由于细胞停止生长的缘故。因而提

示我们生长细胞也有可能通过在烟酸存在下不显示

降解转化产物 !A羟基烟酸的能力。本研究通过实
验表明，在发酵过程中，如间歇性地不断补充烟酸以

维持发酵液中 ’&（QLR）烟酸浓度，则细胞生长过程
中就能够一直羟基化烟酸，而不使其降解，因而发酵

液中的 !A羟基烟酸的量就可随着培养过程呈线性
积累。这样，作为诱导菌株产生羟基化酶活力的烟

酸可以被用作生成 !A羟基烟酸的底物。由于本实
验并未发现转化培养过程对于后期静息细胞羟基化

酶活力有显著影响，所以转化培养过程后的菌体依

旧可以收集用于二次转化。从而，通过新的联合转

化工艺，使 !A羟基烟酸的生产效率提高了 !"#$%&。
说明可以通过利用底物抑制产物降解作用，改变诱

导培养为转化培养，不仅可以避免作为诱导剂的烟

酸消耗，而且还获得了额外的转化产物。该菌体培

养转化和静息细胞转化联合转化工艺的建立，对于

其他生物转化过程也具有有益的参考价值。
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