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离子束注入提高 .’&"/(01(’(- *$"#&0 ! 立体拆分布洛芬水平的研究

谈重芳，陈林海，王雁萍，李宗伟，秦广雍"

（郑州大学物理工程学院 河南省离子束生物工程重点实验室 郑州 !J$$J#）

摘 要：以从土壤中分离筛选到的可立体选择性水解布洛芬乙酯生成 K8布洛芬的菌株 !"#$%&’(&"&) *+$,#’ 1 为出发菌

株，对其进行能量 %$L2M，剂量 0 N 0$0J & J N 0$0J +@<I3E:# 的低能 OP 注入，筛选立体选择性水解布洛芬乙酯活性高的

诱变株。菌株 ! C *+$,#’ 1，在 ! N 0$0J +@<I3E:# 的诱变剂量下突变率最高，正向和负向突变率分别达 %#Q’R和 %-Q0R，

因此选定该剂量为 ! C *+$,#’ 1 的最佳 OP 离子注入剂量。经离子束诱变，通过初筛和复筛，共筛选到 - 株水解布洛

芬乙酯的高产菌株，其中诱变株 L0 培养 #!G 时酶活力比出发菌株 1 高 J$R，且具有较好的遗传稳定性。将菌株 L0

和出发菌株 1 培养 #!G，分别加入布洛芬乙酯水解 #!G，二者水解布洛芬乙酯生成 K8布洛芬旋光度均为 P J!Q0S，对映

体过量值 22R均为 ’7R，L0 菌株水解的产量达 "Q’"=3T，而出发株仅为 !Q#!=3T。
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低能离子注入是一种比较有效的物理诱变手

段，注入过程涉及能量交换、质量沉积、动量及电荷

交换等因素［0，#］。自上世纪 7$ 年代初，余增亮等将

其应用于生物育种以来，至今已取得一系列显著成

果。虞龙等［%］将低能离子注入应用于 ME 生产菌氧

化葡萄糖酸杆菌（-*.$&)&/+$,0" &123+)）和巨大芽孢

杆菌（4+$#**.’ 506+,0"#.5）的诱变，筛选到糖酸克分

子转化率高达 ’!R的高产菌株。袁成凌等［!］经离

子束连续诱变，获得一株花生四烯酸产量较出发株

高 0#"Q#R的高产菌。布洛芬（UV>)*@H2<）有 K8和 W8
布洛芬两种立体异构体。体外实验证明 K8布洛芬

的药理活性为 W8布洛芬的 0"$ 倍［J，"］。K+<=2* 等［-］

的研究表明 K8布洛芬在治疗骨关节炎时存在剂量8
效应关系。游运辉等［7］对 K8布洛芬栓剂进行了!期

临床验证，证明一半剂量的 K8布洛芬，就可得到与

布洛芬相同甚至更好的临床疗效以及更低的副反应

发生率。因此，布洛芬的立体拆分是目前研究的一

个热点。

生物拆分具有产物单一、杂质少和成本较低等

特点，近年来一直受到药物学家的关注。K<2,, 等［’］

筛选到一株立体选择性水解消旋布洛芬酰胺生成

K8布洛芬的酵母菌，产物的对映体过量值 22R 达

’$R以上。徐诗伟等［0$］筛选到了一株皮状丝胞酵

母（!"#$%&’("&) $.,+)0.5），水解产量达到 J=3T。/5>2*
等［00］筛选到一株立体选择性水解消旋布洛芬酰胺

生成 K8布洛芬的细菌，产物的 22R 值也达 ’$R 以

上。目前国内外生物法拆分布洛芬的水平尚不能达

到工业化生产的要求。本研究利用离子束诱变提高

! Q *+$,#’ 1 立体选择性水解布洛芬乙酯能力，以期

为生物拆分法工业生产 K8布洛芬提供高产菌株。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌种和培养基：" !"#$%&’(&"&) *+$,#’ 1，本实

验室从土壤中分离。由本实验室和中科院微生物研

究所共同鉴定，目前保藏于本实验室。#筛选培养

基：每升含酵母抽提物 0$=，蛋白胨 7=，葡萄糖 0$=，
L#XYZ! %=，布洛芬乙酯 #$:T，维多利亚蓝 J:T（< [

$QJR），琼脂粉 0J=，)X -Q$。$发酵培养基：每升含

酵母抽提物 0$=，蛋白胨 7=，葡萄糖 0$=，L#XYZ! %=，

)X -Q$。

"#"#$ 主要试剂和仪器：布洛芬乙酯由本实验室和

河南省博凯生物医药科技中心合成，经检测无布洛

芬残留。K8布洛芬购自 KU\]( 公司。甲醇为分析

纯，由天津化学试剂厂生产。环己烷、正己烷及异丙



醇均为分析纯，由上海试四赫维化工有限公司生产。

其他化学试剂均为分析纯。!"# 紫外分光光度计由

上海光学仪器厂制造。$%&’( 离子注入装置由俄罗

斯制造。高效液相色谱仪为日本岛津制造，手性柱

)*%+’,-., /0 -1,23( 为 045)67 -*.3%-’, %(829&+%.9
制造。

!"# 离子注入及剂量选择

活化的 ! : "#$%&’ $ 液体培养 #;* 后，取 <=37 菌

液，"===+>3%( 离心，弃上清，用无菌生理盐水制成菌

悬液（()?== @ <:"），无菌过滤除去菌团及杂质，加入

<"A的甘油做保护剂，取 =:"37 的菌悬液，均匀涂布

于培养皿中，超净工作台中干燥 <"3%(，进行能量

B=C.D、剂量为 < E " F <=<" %1(9>-3# 的 GH 离子注入。

注入后用生理盐水洗脱菌体，制成菌悬液。将菌悬

液适当稀释后，涂布于筛选培养基平板上，#IJ培养

;I*，以单菌落蓝色水解圈与菌落直径的比值为指标

统计诱变结果。

!"$ 高产菌株的筛选

能量 B=C.D、剂量为 ; F <=<" %1(9>-3# 的 GH 离子

注入后，制成菌悬液，将菌悬液适当稀释后，涂布于

筛选培养基平板上，#IJ培养 ;I*，挑取菌落周围蓝

色水解圈与菌落直径的比值大于出发株 <"A的单

菌落，斜面保存。将初筛菌株分别接入已装 B=37
发酵 培 养 基 的 #"=37 角 瓶 中 进 行 复 筛，#IJ
#==+>3%(培养 #;*，测定菌株水解布洛芬乙酯的酶

活。与原始出发株相比筛选出高产菌株。

!"% 遗传稳定性试验

将每个菌株连续传 " 代，同时接种于装有 B=37
液体培养基的 #"=37 三角瓶中进行液体发酵（#IJ，

#==+>3%(），每个菌株的每一代均为 B 个平行，发酵进

行至 #;*，分别测定 " 代菌株的酶活力。

!"& 布洛芬乙酯的水解及水解产物 ’(布洛芬的

提取

活化实验菌株!接入已装 B=37 发酵培养基的

#"=37三角瓶中!#IJ，#==+>3%( 培养 #;*!加入

;A布洛芬乙酯水解 #;*!<31,>7 的 K), 调整 LK M B
!加入 B=37 的环几烷，#==+>3%( 摇床震荡 #*!静置

分层，取有机相!加入 B=37 =:<31,>7 的 C#KN/; 后

#==+>3%( 震荡 #*!静置 分 层，取 水 相!<31,>7 的

K), 调整 LK M B!白色晶体为 OP布洛芬。

!") 生长曲线和产酶曲线的绘制

实验菌株经活化后接入已装 I=37 发酵培养基

的 "==37 三角瓶中，每 ?* 取 "37 菌液 ?==(3 下测

定菌体浓度，同时测定酶活。连续取样至 ;I*，绘制

生长曲线和酶活曲线。

!"* 酶活的测定

参照文献［<#］测定酶活。酶活定义：按资料方

法，#IJ，LK 为 I:= 时，每分钟水解布洛芬乙酯生成

<!31, 布洛芬所需的酶量。

!"+ 产品旋光度的测定

样品布洛芬溶于甲醇（浓度 Q =:<A，<==A的甲

醇），以甲醇为空白，用旋光仪测定并计算比旋光度。

!", 产品 --.值的测定

..A值的测定按文献［<<］的方法进行，首先将

水解液中的产品 OP布洛芬提取出来，经纯化后将其

转化成 OP布洛芬乙酯，再通过高效液相色谱的手性

柱测定 ..A。流动相为正己烷：异丙醇 <I= R <，流动

相流速为 =:;37>3%(。

# 结果和分析

#"! 离子注入诱变剂量的选择

能量 B=C.D，剂量 < E " F <=<" %1(9>-3# 的 GH 注

入后，在各个剂量的筛选平板上随机挑 != 个单菌

落，以单菌落蓝色水解圈与菌落直径的比值大于出

发株 "A为正突变，小于 "A为负突变，界于二者之

间的为不突变，图 < 为诱变统计结果。

从图 < 可以看出，在 < E " F <=<" %1(9>-3# 的剂量

范围内，! : "#$%&’ $ 的正向突变率呈现先增加后下

降的趋势，在; F <=<" %1(9>-3# 的诱变剂量下，突变率

最高，正向和负向突变分别达 B#:SA和 B!:<A，说

明在该剂量下容易得到更多的突变株，因此选定

; F <=<"%1(9>-3# 为 ! : "#$%&’ $ 的 GH 离子注入诱变

剂量。

图 ! 不同剂量 /0 离子注入诱变后初筛结果

T%UV< $*. L+.P9-+..(%(U +.92,& 1W 8%WW.+.(& 819. GH %3L,’(&%(UV

#"# 高产菌株的筛选

#"#"! 初筛和复筛：原始出发株 $ 经离子束诱变，以

!=B谈重芳等：离子束注入提高 !*&$+,’-,*,. "#$%&’ $ 立体拆分布洛芬水平的研究 V >微生物学报（#==?）;?（#）



单菌落在培养基上形成蓝色水解圈与菌落直径的比

值大于出发株 !"#为指标，经过大量的初筛，共得

到了 $% 株正变菌株。将 $% 株初筛菌落分别编号为

&! ’ &$%，以摇瓶发酵产量比出发株酶活（()* 的平均

酶活 )+!!,）高 (-#以上为指标，进行复筛。经过复

筛，共筛选到 . 株水解布洛芬乙酯的高产菌株（表

!）。其中 &!、&( 和 &)(表现十分突出，酶活平均分别

达到 $+)/ ,、.+/0 , 和 $+(/,。

表 ! 复筛结果

12345 ! 1*5 *67* 86549 :;<26=: >? <5@:A<55=6=7
B;<26=: &! &( &$ &!. &(/ &)( &")

C=D8E5 2A;6F6;8
（!" G #，,）

$+)/ G -+-%( .+/0 G -+-"( "+.0 G -+-($ "+-. G -+-$- "+"" G -+-$- $+(/ G -+-%- $+-( G -+-0-

$%$%$ 遗传稳定性实验：. 株高产菌株的遗传稳定

性考察结果如表 (，从表 ( 可以看出，&! 菌株在传代

实验中表现最为稳定，与第一代水解布洛芬乙酯能

力相比，菌株传 " 代 ()* 发酵相对水解能力基本保

持稳定。而 &( 菌株在第一代表现了比较突出的水

解活性，但随着传代次数增加水解活性逐渐下降，到

第四代已经和出发株持平。&!.、&(/、&") 菌株在前 0
代都表现出比较突出的水解活性，到第四代活性则

大幅度下降。因此，选定 &! 菌株为进一步研究的试

验菌株。

表 $ 诱变株的遗传稳定性考察结果

12345 ( 1*5 <5:H4; >? 75=5;6A :;23646;8 >? EH;275=6D6=7 :;<26=

B;<26=:
C=D8E5 2A;6F6;8（!" G #，,）

I! I( I0 I) I"
&! $+)/ G -+-%( $+(/ G -+-/) $+$) G -+-.$ $+!/ G -+-%" $+)0 G -+-"0
&( .+/0 G -+-"( "+(! G -+-/" "+.. G -+-)$ )+0. G -+-/$ )+.) G -+-0!
&$ "+.0 G -+-($ )+!$ G -+-0/ )+-% G -+-)- 0+/$ G -+!(- )+-0 G -+-%"
&!. "+-. G -+-$- "+"" G -+-)/ "+(! G -+!-$ )+.- G -+-%0 )+)" G -+(!-
&(/ "+"" G -+-$- "+// G -+-%/ "+!- G -+-(( )+)" G -+-0/ )+-0 G -+-/$
&)( $+(/ G -+-%- )+(/ G -+-%. )+!$ G -+-/! 0+%) G -+-/! )+-) G -+-.$
&") $+-( G -+-0- "+"" G -+-/" $+!" G -+!-0 )+00 G -+-"$ )+)( G -+-%/

1*5 6=6;624 :;<26= )+-( G -+!(- )+!( G -+-)" )+!/ G -+-/% )+!- G -+-0) )+!( G -+-$.

$%& 诱变株 ’! 产酶特性的初步研究

图 $ 出发菌株 ! % "#$%&’ ( 与诱变菌株 ’! 的生长曲线

和产酶曲线

I67J( 1*5 AH<F5 >? 7<>K;* 2=9 5=D8E5 2A;6F6;8 >? ! J "#$%&’ 1 2=9 &! J

图 ( 为出发菌株 1 与诱变菌株 &! 的生长曲线

和产酶曲线。从图中可以看出，在开始发酵的 ()*
内，1 菌株和 &! 菌株的布洛芬乙酯的水解活性均随

着生物量的增加而增加，&! 菌株的酶活在 ()* 达

$+)-,，这比出发株 1 同期酶活 )+!!, 高 "-#以上。

()* 后二者生物量的增加均不显著，&! 的酶活虽有

增加，但增加速度已很缓慢，而出发株 1 的酶活在

()@0-* 内升高的很快，0-* 后也进入较为缓慢的增

加阶段。)(* 后二者的酶活均不再增加，此时 &! 的

酶活为 .+$-,，略高于 1 的酶活（$+/-,）。诱变株 &!

的酶活高于出发株 1，并且产酶高峰期比出发株 1
提前 $*，这能大大降低发酵成本，从而有利于工业

生产。

$%) 诱变株 ’! 水解布洛芬乙酯的水平及产物特性

将 &! 菌株和 1 菌株培养 ()*，分别加入布洛芬

乙酯水解 ()*。由表 0 可知，&! 菌株的水解产量为

$+%$7LM，而 1 菌 株 在 同 样 条 件 下 的 水 解 产 量 为

)+()7LM。将二者的水解产物 B@布洛芬与 BNOPQ 公

司的标准 B@布洛芬的旋光度相比，&! 菌株的水解产

物 B@布洛芬的旋光度为 R ")+!S，55#值达到 %/#，

保留了出发株 1 水解产物 B@布洛芬旋光度和 55#
高的优点。

/-0 1QT U*>=7@?2=7 (% #" J L)$%# *&$+,-&,",.&$# /&0&$#（(--$）)$（(）



表 ! "# 和 $ 菌株水解产物性质的比较

!"#$% & !’% ()*(%)+, -*.(")/0*1 *2 +’% ()*34-+0 *2 ! 5 "#$%&’ 67 "13 !

8+%.
!’% ()*34-+0

*2 67

!’% ()*34-+0
*2 !

9+"13")3
9:/#4()*2%1

!’% ,/%$3（;<=） >?@> A?BA :
!’% )*+"+/*1 CA?7 CA?7 CA?>
!’% %%D @ED @ED 7FFD

! 结论

通过实验，得出如下结论。! 通过离子束诱变

!(&$)*’+*(*, "#$%&’ ! 得到一株立体选择性水解布洛芬

乙酯生成 9:布洛芬的高产菌株 !(&$)*’+*(*, "#$%&’ 67。

"67 菌株的水解产物 9:布洛芬产量为 >?@>;<=，其旋

光度为 G CA?7H，%%D值达到 @ED，保留了出发株 ! 水

解产物 9:布洛芬旋光度和 %%D高的优点。
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