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一株吡虫啉羟基化菌株及其转化产物的鉴定

葛 峰，戴亦军，陈 婷，袁 生"

（南京师范大学生命科学学院 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 #1$$7’）

摘 要：从南京地区的土壤中筛选出一株命名为 J3#的菌株，该菌株的静息细胞可催化杀虫剂吡虫啉为一种极性
更大的化合物。经 .=IK5L=5*: M=-5N自动微生物分析系统仪和 1"O LPJ)序列分析，J3#菌株鉴定为嗜麦芽寡养单胞
菌（!"#$%"&%’(%)%$*+ )*,"%’(-,-*）。采用有机溶剂萃取和重结晶可得到转化产物晶体，质谱分析结果显示转化产物分
子离子峰为 #’#，而底物分子离子峰为 #&"，表明转化产物为吡虫啉的羟基化产物。核磁共振分析进一步表明羟基
位于吡虫啉咪唑烷环上的 &Q碳原子上。转化动力学测试结果表明，转化 1$D后，吡虫啉的含量减少了 1H1&<<I6RS，
转化产物的含量达到 1H1$<<I6RS，摩尔转化系数为 7&H7T。 ! B )*,"%’(-,-* J3#持续转化能力强和高摩尔转换系数
的特点，可用于工业生产羟基吡虫啉并进一步合成更高杀虫活性的烯式吡虫啉。
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吡虫啉（V<=D9E6IWL=D，VKV）是拜尔公司开发的一
种新型高效内吸烟碱类杀虫剂，其化学名称为 10（"0
氯0/0吡啶甲基）0J0硝基0咪唑啉0#0亚胺［1，#］。VKV 具
有显著的生物活性，广谱杀虫活性，对温血动物低毒

和较好的植物相容性等特点。VKV的杀虫机制是以
昆虫烟碱乙酰胆碱受体为靶标，干扰昆虫神经系统

的刺激传导，造成神经传导物质乙酰胆碱的积累，从

而导致昆虫麻痹死亡［/］。目前，VKV已经在全球 1#$
多个国家登记并在 1!$多种作物上使用［!］。

VKV用于控制植物害虫时，常采用叶面喷洒、土
壤浸透、种子包衣和茎干处理等方式。其中土壤浸

透法持续作用时间更长，控制害虫效果更好，其原因

在于 VKV可在土壤中代谢为 &0>@DLI:@ VKV，&0>@DLI:@
VKV进一步脱水生成 I65G=? VKV（图 1）。I65G=? VKV对
白飞虱的生物活性是 VKV的 1$倍［&］，对桃蚜与棉蚜
的生物活性是 VKV的 1"倍［"］。
生物转化技术因其高效性、多样性、底物专一

性、区域选择性、化学选择性、对映选择性以及温和

的反应条件等特点，被誉为继医药生物技术和农业

生物技术之后的“第三次生物技术浪潮”［’］。由于化

学合成法实行羟基化难于进行，目前国内外未见有

化学法合成 &0>@DLI:@ VKV公开报道；X65G=? VKV虽然
可由 #0硝基氨基咪唑和 #0氯0&0氯甲基吡啶［%］，氨基
乙醛二乙基乙醛或乙二胺合成［7］，但合成过程复杂，

得率低。因此在国家“十五”科技攻关项目“新农药

化学工程与生物技术相结合的创新方法的研究”的

资助下，本实验室从土壤中筛选可转化 VKV的菌株，

采用微生物转化法制备 &0>@DLI:@ VKV，并用酸处理
法由 &0>@DLI:@ VKV较容易地生成 I65G=? VKV，经生物
活性测试，I65G=? VKV对蚕豆蚜的生物活性是 VKV的
17倍。本文报道了从南京地区的土壤中筛选到一
株具有较强转化 VKV能力和较高摩尔转换系数的菌
株，对其进行了菌种鉴定并对转化产物进行结构表

征，确定转化产物为 &0>@DLI:@ VKV。

图 ! "#"及其代谢物的化学结构式
8=+B1 Y>5<=E96 ,-L*E-*L5, IG VKV 9?D =-, <5-9ZI6=-5,B

! 材料和方法
!$! 材料
!$!$! 菌种：J3# 菌株是由本实验室从南京紫金
山、南京农药厂污水池等地采集的土壤中分离得到。

!$!$% 培养基和培养条件：富集培养基 )：每升含
葡萄糖 1$+，2[#\X! 1H/"+，J9#[\X!·1#[#X &H/!+，
Y9Y6#·#[#X $H$$&+，K+OX!·’[#X $H#+，85OX!·’[#X
$H$$$&+，W[ ’H&。种子和发酵培养液 .：S.培养基。
培养条件：/$]，##$LR<=?转速下振荡培养。
!$!$& 主要试剂和仪器：所有试剂均为分析纯，购
于上海生工生物工程技术服务有限公司。/2/$ 高
速冷冻离心机购自 O=+<9公司；[P07/$型全温摇床



购自太仓博莱特仪器厂；!"#$%&#’()*#%!#+,,++ 液
质联用仪购自 -./0123 公司；-4)2516++ 核磁共振仪
购自 7(891( 公司；:’"#,++ 型 :"; 仪购自 $<
;1=1)(5>公司；?@++#,, 投射电镜购于日立公司；
A7"%#B7#,型发酵罐购于镇江东方生物工程设备技
术有限责任公司。

!"# 菌种筛选
取 ,. 土壤加入到内有 C++D! 培养基 - 的

B++D!三角瓶中，培养 BE后，取培养液稀释适当倍
数，涂布 !7固体培养基。待平板上长出菌落后，挑
取单菌落接种 !7斜面。F+G培养 , H CE后，斜面置
于 6G冰箱中保藏。
!"$ 转化
斜面菌种在 !7活化培养后，取 CBD!菌液离心

收集细胞，并用 +ICDJ0K!的磷酸盐缓冲液（*? LI+）
洗涤一次后，悬浮于含 BD. M$M，B++D.蔗糖的 ,+D!
上述磷酸盐缓冲液中，菌悬液于 ,++D!三角瓶中进
行转化。实验过程中分别设置底物和菌体对照，以

排除非微生物因素引起的底物结构的改变和菌体代

谢物的干扰。转化停止后，补足蒸发的水分后取样，

样品于 L+++(KD/2离心 BD/2，收集上清液。根据产物
的含量稀释相应倍数后进行 ?:!"分析。?:!"色
谱柱为 -./0123 NJO)P Q%&柱（CB+!D R 6I@!D）；进样
体积为 C+!!；柱温为室温；检测器为 -./0123 A,F,6-
紫外检测器，波长为 C@S2D；流动相：-：经 +ICC!D微
孔过滤膜过滤的双蒸水，加入 +I,T（UKU）色谱级乙
酸，7：色谱级乙腈，加入 +I,T（UKU）色谱级乙酸，-
V7 W XBVCB，流速为 ,D!KD/2［,+］。
!"% 形态特征的观察
用磷钨酸钠染色后在投射电子显微镜下观察

Y<C菌的鞭毛和细胞形态；在 !7培养基的固体平板
上观察 C6>菌龄的菌落形态；穿刺接种 !7半固体培
养基观察菌体对氧的需求。

!"& 生理生化特征测定
生理生化反应测定均在 7/J$1(/18P U/319自动微

生物分析系统仪进行，鉴定系统为 -’7 ZP*(1==/J2
=[=31D（M&FC %’;Z:）［,,］。
!"’ !’( )*+, 的 -./扩增和序列分析
基因组 &Y-的提取按照《精编分子生物学实验

指南》一书，并参照 \(1E1(/59等的方法进行［,C］。,@%
(&Y- 片段的扩增按照 ?8(1P等方法［,F］，采用一对通
用引物 ],（B^#--"’A--A-A’’’A-’""’AA"’"#F^）
和 ]C（B^#’-"AA’’-""’’A’’-"A-"’’#F^），分别对
应于大肠杆菌 ,@% (&Y- 的 C H CB23 和 ,6XS H
,B++23。:";产物经琼脂糖凝胶电泳验证后，送由
上海博亚生物科技有限公司测序。测得 ,@% (&Y-

序列通过 M231(213在美国生物技术信息中心（Y"7M）
核酸数据库中进行 70)=32搜索。
!"0 转化产物提取
接种平板培养菌落一环于含 F++D! 培养液 7

的 ,+++D!三角瓶中，振荡培养 ,F> 后接种到内含
!7培养液 FIC! 的 B! 发酵罐，发酵液加入 +I,_
‘:<#%:BL型消泡剂（淮安塞欧消泡剂厂）。发酵条件
为：转速 B++(KD/2，温度 F+G，通气量 F!KD/2，罐压维
持在 +I,$:)。发酵 ,C>后，发酵液于 6B++(KD/2离心
C+D/2，菌体沉淀转入到含 FI+!含 F. M$M的转化液
中进行转化 XC>，转化条件同发酵条件。
转化液于 6B++(KD/2 离心 C+D/2，上清液加入

C+_体积的二氯甲烷，振荡萃取去除未转化的底物，
重复上述步骤一次。萃取后的水相加入等体积的乙

酸乙酯萃取，在乙酸乙酯萃取液中加入少量无水乙

酸钠吸除水分，然后于旋转蒸发器中 B+G减压蒸馏
浓缩。待浓缩至原体积的 ,KC+ 后，用 +ICC!D的有
机相滤膜（-Y:Z!，上海安谱）抽滤。滤液继续减压
蒸馏至有白色的针状晶体析出。晶体用适量热乙腈

重新溶解，6G冷却重结晶，晶体于室温下真空干燥
至恒重，a C+G保存。
!"1 转化产物结构鉴定

!"#$%K$% 分析采用电离喷雾阳离子法测定。
根据样品的保留时间和质荷比（!K "）推导产物可能
的结构，其中 ! 表示质量，" 表示电荷。
核磁共振分析仪采用 7(891( -U#6++，&$%Q#E@

为溶剂。,?和,F"核磁共振光谱工作频率分别为 6++
$?b和 ,++ $?b。化学位移采用 ’$%为内标测定。
采用 &Z:’ 谱测定碳原子的级数；C&#Y$; 技术
如,?#,?"Q%c等来确定碳原子和氢原子化学位移。

# 结果和分析
#"! 转化 232菌株的筛选与鉴定
以 M$M为唯一氮源进行定向富集培养，从土壤

中筛选到几株可转化 M$M为一种极性更大的化合物
的菌株，其中 Y<C的菌株具有比其他菌株高很多的
转化能力，因此以 Y<C菌株作为后续研究对象。
#"!"! 形态与培养特征：Y<C 菌株的形态为短杆
状，长 ,IC!D H ,IB!D，宽 +IL!D H ,!D，革兰氏阴性，
无芽胞，有亚极生鞭毛，好氧，在 !7平板上 F+G 培
养 C6>后，菌落呈圆形光滑状、湿润、不透明、边缘整
齐、淡黄色、易挑取。在 !7 培养液中呈混浊，不形
成菌膜。

#"!"# 生理生化特征和 ,@% (&Y-的分析：Y<C菌株
氧化酶呈阳性，生理生化反应 L> 的检测结果见表
,，Y<C 菌 株 鉴 定 为 嗜 麦 芽 寡 养 单 胞 菌

LBB AZ \12. #$ %& d K’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（C++@）6@（6）



（!"#$%"&%’(%)%$*+ )*,"%’(-,-*）的概率为 !"#。$%&菌
株的 ’() *+$,（’-!./0）在 1234536 中的登录号为
+78(8.-8，与 模 式 菌 株 ! 9 )*,"%’(-,-* 菌 株
（,488".8!）的相似性为 !!#。

表 ! "#$菌株的 %&’()*&)+, -&.)/自动微生物分析
系统仪鉴定结果

:5/;2 ’ <2=>;?= @A BC23?BABD5?B@3 @A $%& =?*5B3= /E

!!4B@F2*B2>G HB?26 5>?@ IBD*@/B5; =E=?2I

!!)>/=?*5?2= <2=>;? )>/=?*5?2= <2=>;?
&，J，JKL:*BDM;@*@L&KLNEC*@GECB0M23E;2?M2* O F5!! 33B?@; P

!!1;>D@=2 @GBC5=2 O QE;@=2 O

!!R20?@32 O <5AAB3@=2 P

!!,D2?5IBC2 P )@*/B?@; O

!!S=D>;B3 O )>D*@=2 P
T3C@GE;L! !!L+L1;>D@=BC2 P T3@=B?@; P

!!U*25 P ,C@3B?@; P

!!VB?*5?2 P 0LV@>I5*BD P
F5;@35?2 P N&)!! P

!!:*E0?@0M53 P W$R1 P

!!R@;EIEGB3 4 P <M5I3@=2 P

!!X5D?@=2 P XL5*5/B3@=2 P
F5;?@=2 P 1;>D@=2 P

$0$ 转化产物的结构鉴定
一级质谱结果（图 &L,）显示转化产物分子离子

峰值 )Y . &Z&（F O N），与 TFT分子离子峰值 )Y . &.(
相比分子量增加了 ’(，因而推测转化产物为 TFT的
羟基化衍生物或者羟基化 TFT。图 &L4为转化产物
的二级质谱图，主要碎片离子峰解析如下：&&"[8
（FLVN&LVNLWN O NO ），&&.[8（FL$W&），’!8[8（FL
$W&LV;）。这一结果与 \*53D@B=等［’J］报道的 .LMEC*@GE
TFT的二级质谱图基本一致，但仅有质谱分析仍不
能确认转化产物是 .LMEC*@GE TFT。

图 $ 转化产物质谱图
\B]9& F5== =02D?*>I A@* /B@?*53=A@*I5?B@3 0*@C>D? 9

为了进一步确证产物羟基的位置，对转化产物进

行了核磁共振光谱分析，’-V和’N $F<数据的解析结
果见表 &。$F<解析参考了文献［’.］中列出的吡啶
环和咪唑烷环等含氮杂环化合物的’N和’- V的化学
位移参考值以及 VM2I@AABD2 ![8软件的’N和’- V预测
软件包。 ’- V 和’N $F< 的解析结果确 认 ! 9

)*,"%’(-,-* $%&的羟基化 TFT的位置发生于咪唑烷环
上的 V.K位上，该化合物通常被称之为 .LMEC*@GE TFT。

表 $ 转化产物的!123"(4和!53"(4化学位移解析
:5/;2 & ’-VL$F< 53C’NL$F< DM2IBD5; =MBA? 5==B]3I23?=

A@* /B@?*53=A@*I5?B@3 0*@C>D? B3 CBI2?ME; =>;A@GBC2

R@=B?B@3
’-V C5?5 ’N C5?5
" I>;? 9 " I>;? 9 B3? 9 % B3 N^

& ’J![Z C "[-! C ’N &[’
- ’-&[! = ’N
J ’-![Z C Z["& CC ’N "[&，&[-
. ’&J[. C Z[.8 C ’N "[&
( ’J![( =
Z J’[" ? J[J&J[." C ’N ’([’

C ’N ’([’
&K ’."[! =
-K ![’. = ’N
JK .8[( ? -[-Z CC ’N ’&[-，&[.

-["J CC ’N ’&[8，Z[(
.K "8[- C .[&( CCC ’N Z[.，Z[(，&[.

.KLWN (["’ C ’N Z[.

$01 "#$菌株的 6(6转化曲线
$%&菌株的静息细胞羟基化 TFT的动力学分析

结果见图 -。随着产物 .LMEC*@GE TFT的不断积累，底
物 TFT 的含量逐渐减少。转化 ’8C 后，TFT 减少了
’[’.II@;YX，而 .LMEC*@GE TFT增加到 ’[’8II@;YX，底
物转变为产物的摩尔转换系数可达 !.[!#。由于
TFT在水中的溶解度为 8[(’]YX，属于低溶解度化合
物，而在生物催化工业生产中，常采用间隙加料工艺

来解决底物溶解度低的问题［Z］，因而 $%& 菌株与本
实验室现有的其他转化菌株相比，显著的特点是转

化活性持久，’8C后仍具有持续转化的能力以及摩
尔转换系数高。这一特点也为今后采用间隙加料工

艺生产 .LMEC*@GE TFT 奠定了较好的基础。

图 1 "#$菌株转化曲线
\B]9 - :BI2 D@>*=2= @A ?*53=A@*I5?B@3 @A TFT /E =?*5B3 $%& 9 :M2

?*53=A@*I5?B@3 _5= D@3C>D?2C B3 &.8IX A;5=6 D@3?5B3B3] &.IX

?*53=A@*I5?B@3 /*@?M9 W?M2* D>;?B‘5?B@3 53C *25D?B@3 D@3CB?B@3= _2*2 ?M2

=?53C5*C D@3CB?B@3= 5= C2=D*B/2C B3 F5?2*B5;= 53C I2?M@C=9
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! 讨论

!"!因其药效显著、强内吸性、持效期长的特点
已用于水稻、棉花、小麦、蔬菜、果树和烟草等作物防

治飞虱，蚜虫等多种害虫。我国自上世纪 #$年代初
开始生产并已成为我国的主要农药品种［%&］。!"!用
于土壤处理的效果要明显优于叶面喷洒并且药效持

续时间长，其原因在于在土壤中存在着羟基化 !"!生
成 ’()*+,-.* !"!，继而 ’()*+-,.* !"!脱水生成生物活
性更高的 ,/0123 !"!的代谢途径［4］。但至今仍未有纯
培养微生物转化 !"!的报道。本实验筛选到了一株
能高产转化 !"!为 ’( )*+-,.* !"!的 567菌株，从而证
明了微生物中存在代谢 !"!为 ’()*+-,.* !"!的途径，
该菌株也为今后利用微生物转化法与酸催化法生产

生物活性更高的 ,/0123 !"!奠定了一定的基础。
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