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放射型根瘤菌 456!1#" 生产辅酶 7"#的摇瓶发酵条件
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摘 要：以放射型根瘤菌（ !"#$%&’( )*+#%&*,-.)#’/，456!1#"）作为辅酶 7"#的生产菌株，研究了

氮源、碳源、接种量、溶氧、初始 96、发酵温度及添加物等因素对细胞生长与产物辅酶 7"#合成的影

响 (结果表明：玉米浆和酵母膏是较好的氮源，葡萄糖与蔗糖是辅酶 7"#发酵的较好的碳源，接种量

对辅酶 7"#发酵的影响不大，为 8: (适宜的初始 96值为 3，番茄汁能较好地促进细胞的生长；添加
玉米浆、;<甲硫氨酸、番茄汁和异戊醇有利于产辅酶 7"#；溶氧对细胞生长与产物辅酶 7"#合成的影

响较显著 (通过正交试验初步确定了发酵条件：碳源为 " ( 2 = > ?; 葡萄糖和 ! ( 2 = > ?; 蔗糖混合物，
酵母膏 # ( / = > ?;，初始 96 3，每 2## @;装液量为 2# @; ( 最后经综合优化条件，在摇瓶发酵条件
下：菌体生长量（以干重计）为 "$ ( / = > ;，发酵液中辅酶 7"#产量达到 !! ( 3 @= > ;，比优化前分别提
高 $8 :和 2$: (
关键词：辅酶 7"#；放射型根瘤菌；发酵条件

中图分类号：A7 -!- 文献标识码：B

7".%819. :"# ;4&<+%3=(’&/< 7#’0#$. 7"%6+0+"%/
>1 !"#$%&’( )*+#%&*,-.)#’/ );?!1#"

4C DE<F+,="，!， GC HE&<IJK,="， L6M) *N+,"

（" ( 5IJ&&’ &F ON&PKIJ,&’&=Q，5&EPJKR, S+,=PTK C,NUKRVNPQ，4EWN !"8#$1，LJN,+；! ( X+IE’PQ &F ;NFK 5INK,IK +,?
ON&PKIJ,&’&=Q，)N,=Y& C,NUKRVNPQ，)N,=Y& $"2!""，LJN,+）

@>/0$&A0：5KUKR+’ F+IP&RV N,F’EK,IN,= L&7"# 9R&?EIPN&, ZNPJ !"#$%&#’/ )*+#%&*,-.) 456!1#" ZKRK
N,UKVPN=+PK?( AJK RKVE’PV VJ&ZK? PJ+P QK+VP KWPR+IP +,? I&R, VPKK9 ’N[E&R +RK VENP+Y’K ,NPR&=K, V&ERIKV，
+,? PJK I+RY&, V&ERIKV VEIJ +V =’EI&VK +,? VEIR&VK +RK F+U&ER+PK F&R IK’’ =R&ZPJ +,? L&7"# +IIE@E’+<
PN&, ( AJK N,&IE’E@ VNTK J+? ,& =RK+P KFFKIP &, L&7"# FKR@K,P+PN&, ( AJK &9PN@E@ N,NPN+’ 96 F&R L&7"#

FKR@K,P+PN&, Z+V 3 ( # ( GNVV&’UK? &WQ=K, Z+V +, N@9&RP+,P F+IP&R N,F’EK,IN,= PJK IK’’ =R&ZPJ +,? PJK
L&7"# FKR@K,P+PN&, ( A&@+P& \ENIK Z+V F+U&ER+PK F&R PJK IK’’ =R&ZPJ +,? +??NPN&, &F I&R, VQRE9V，

;<@KPJN&,N,K，NV&9RK,&’ +,? P&@+P& \ENIK I+, K,J+,IK PJK L&7"# +IIE@E’+PN&, N, PJK IK’’V ( AJK
&9PN@NTK? I&@YN,+PN&, &F N@9&RP+,P FKR@K,P+PN&, I&,?NPN&,V Z+V I+RRNK? &EP YQ &RPJ&=&,+’ KW9KRN@K,P：
I+RY&, V&ERIKV &F =’EI&VK " ( 2:，VEIR&VK ! ( 2:，+,? QK+VP KWPR+IP # ( /: ( ],NPN+’ 96 Z+V 3 +,? PJK
U&’E@K &F @K?NE@（@K?NE@ U&’E@K UV F’+V^ U&’E@K）Z+V 2# @; > 2## @; ( C,?KR PJK &9PN@NTK? VJ+^<
N,=<F’+V^ I&,?NPN&,V，PJK YN&@+VV +,? PJK L&7"# I&,IK,PR+PN&, RK+IJK? "$ ( / = > ; +,? !! ( 3 @= > ;，RK<
V9KIPNUK’Q，ZJNIJ ZKRK $8: +,? 2$: JN=JKR PJ+, PJ&VK E,?KR &RN=N,+’ I&,?NPN&,V(

万方数据



!"# $%&’(：!"#$%&’# ()*；!"#$%&#’( )*+#%&*,-.) +,-./*)；!01203# !"$4525"$6

辅酶 ()*又名泛醍，癸烯醌，化学名称是 .，78二
甲氧基898甲基8/8癸异戊烯基苯醌，广泛存在于动
物、植物及微生物体内，是生物细胞呼吸链中的重

要递氢体，也是一种良好的生化药物 :在医学上主
要用于心脏病、胃肠系统和抗衰老及外科等许多方

面疾病的治疗［) ; 7］:辅酶 ()*的制备方法主要有动

植物组织提取法、化学合成法和微生物发酵法 :目
前国内辅酶 ()*的生产大多采用提取法或有机合成

法 :提取法生产受原料来源的限制，有机合成法反
应步骤多，产品得率低，并产生许多副产物，且生产

成本高，不能满足市场的需求；与其它方法相比，利

用微生物发酵法生产辅酶 ()*，具有原料来源丰富、

成本低、反应条件温和、易控制等许多优点，可实现

工业规模生产 :目前国际上利用发酵方法生产辅酶
()*的国家主要在日本，我国于 .*世纪 <*年代初开
始对生物合成辅酶 ()*进行研究和开发，但未见相

关文献报道［7］:作者利用放射型根瘤菌 +,-./*)
作为生产菌株，对其产生辅酶 ()*的发酵条件进行

初步研究，并通过对发酵条件的优化，得到较佳的

辅酶 ()*发酵生产条件 :

) 材料与方法

) * ) 菌种
放 射 型 根 瘤 菌（ !"#$%&#’( )*+#%&*,-.)

+,-./*)），由江南大学生物工程学院环境生物技
术研究室保存 :
) * + 培养基
) :+ :) 斜面和种子培养基 组分（= > 4?）：葡萄糖
.，蛋白胨 )，酵母膏 * : 9，氯化钠 * : 9，斜面培养基另
加琼脂 . : @- A : .，).) B灭菌 )9 ’5$ :
) :+ :+ 发酵培养基 组分（= > 4?）：葡萄糖 .，蛋白
胨 )，酵母膏 )，C-.DEF * : *9，GH.-DEF * : )9，
I=,EF·A-.E * : *9 : @- A : * :
) * , 主要仪器设备

J87***紫外分光光度计；-D))** 高压液相色
谱仪：K"3LHM 柱 ,N8O)<，9 0’，.9* ’’ P F : / ’’；
-QR8!回转式恒温调速摇瓶柜 :
) * - 菌种培养方法
) :- :) 菌种活化和种子的制备) 试验菌接入斜面

培养基活化，7* B静置培养 ) 4:将活化后斜面菌种
接入种子培养基（.9* ’? 锥形瓶装液量 7* ’?），
7* B培养，摇床转速 .** 3 > ’5$，.F S 后得到种子

液 :
) :- :+ 摇瓶培养) 取种子培养液以 9T接种量，接
入不同发酵培养基（装液量为 9** ’? 锥形瓶 9*
’?），7* B振荡培养（摇床转速 .** 3 > ’5$），初糖质
量浓度和发酵终了时间如无特别说明分别为 .
= > 4?和 9F S :
) * . 分析方法
) :. :) 细胞干重的测定) 取发酵液（9 ’?）经/ ***
3 > ’5$离心 )9 ’5$后倾去上清液，去离子水洗 .次，
菌泥经 <* B干燥至恒重后称重 :
) :. : + 辅酶 ()/粗提品的制备

) 发酵液!高速离
心分离（转速 / *** 3 > ’5$）!冷冻干燥!加入丙酮
常温搅拌抽提!离心去除菌体!收集液用旋转蒸
发仪浓缩干燥!石油醚萃取!水洗涤，取石油醚层

!挥发石油醚!粗品!加少量酒精溶解!待分
析［F］:
) :. :, 辅酶 ()/含量的测定

) 采用高压液相色谱

（-D?O）分析法，色谱条件为用甲醇与无水乙醇（体
积比为 ) U )）作流动相，体积流量为 ) : * ’? > ’5$，柱
温 7* B，在 .A9 $’下用 ,DV8/W分光光度计测定
吸光值 :辅酶 ()*含量（/ ! > N）由单位细胞干重（=）所
含的辅酶 ()*的质量（’=）表示 :

+ 结果与分析

+ * ) 氮源对辅酶 0)/发酵的影响

试验采用的氮源有酵母膏、蛋白胨、玉米浆、氯

化铵、硫酸铵和硝酸铵等，用量为有机氮源添加量

为 ) = > 4?，无机氮源添加量为 * : 9 = > 4?，培养基中
加入不同氮源对菌种生长（生物量）与细胞内辅酶

()*含量的影响见图 ) :

图 ) 氮源对细胞生物量和辅酶 0)/合成的影响

123* ) 455"67( %5 89&2%:( ;27&%3"; (%:&6"( %; <2%=9((
9;’ 7>" ?%0)/ @&%’:672%;
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试验结果表明，在所用氮源中，有机氮源比无

机氮源效果好 !有机氮源中，玉米浆对细胞生长和
产辅酶 "#$效果最好，其次为酵母膏，蛋白胨相对较

差；单一的无机氮源对试验菌生长与产辅酶 "#$效

果都较差；单一因素有机氮源的不同质量浓度对发

酵的影响及无机有机氮源复配对辅酶 "#$发酵效果

的影响有待进一步研究 !
! " ! 碳源对辅酶 #$%发酵的影响

在基础培养基上分别加入葡萄糖、麦芽糖、甲

醇、%&果糖、蔗糖、糖蜜、无水乙醇等碳源，添加量均
为 # ’ ( )*，结果见图 + !试验菌种利用碳源广、对菌
种生长有较好作用的是葡萄糖、蔗糖和糖蜜；蔗糖

具有较好的辅酶 "#$合成量，其次为葡萄糖和糖蜜 !

图 ! 碳源对细胞生物量和辅酶 #$%合成的影响

&’("! )**+,-. /* 012’/3. ,124/5 ./32,+. /5 4’/61.. 157
-8+ 9/#$% :2/73,-’/5

! " ; 接种量对辅酶 #$%发酵的影响

接种量大小影响试验菌种在发酵培养基中的

生长繁殖速度，在 ,- . ! $ 的发酵培养基中接入种
子液，接种量分别为 +/，0/，1/和 2/，研究接种
量对菌体生长和产物形成的影响，结果见图 3 !

图 ; 接种量对细胞生长与辅酶 #$%产量的影响

&’(" ; )**+,-. /* 012’/3. ’5/,3<36 .’=+ /5 ,+<< (2/>-8
157 -8+ 9/#$% :2/73,-’/5

在试验的接种量范围内，随着接种量的增加，

细胞增加速率随之增大，细胞倍增时间缩短，采用

较大的接种量，可缩短发酵延滞期，加快菌体生长；

接种量变化在试验误差范围内（! 4 $ ! $5）对菌体生
长影响不大，在 3/ 6 5/接种量范围内，辅酶 "#$产

生量差别较大，经综合比较，0/接种量为最好 !
! " ? 装液量对辅酶 #$%发酵的影响

摇瓶的不同装液量反映发酵介质的溶氧水平，

设计 5$$ 7*三角瓶发酵培养基装液量分别为 35，
05，1$，.5，8$ 7*，研究不同溶氧水平下菌体生长与
发酵产辅酶 "#$的变化，结果见图 0 !在发酵 .+ 9
内，装液量为 5$ 7*时生长速度最快，辅酶 "#$产生

量也最大 !

图 ? 装液量对细胞生长和辅酶 #$%合成的影响

&’(" ? )**+,-. /* 012’/3. 6+7’36 0/<36+（6+7’36 0/<@
36+ 0. *<1.A 0/<36+）B 7’../<0+7 /CD(+5 /5 ,+<<

(2/>-8 157 -8+ 9/#$% :2/73,-’/5

! " E 初始 :F值对发酵的影响
初始 ,-值影响菌体对基质的利用速度和细胞

的结构状态，以致影响菌体生长速度和代谢产物的

变化 ! 调节发酵培养基初始 ,-值分别为 1 ! $，1 ! 5，
. ! $，. ! 5和 2 ! 5，结果见图 5 !初始 ,-值在 . ! $左右
时菌体生长最好，此时细胞内辅酶 "#$含量最高 !

图 E 发酵培养基初始 :F值对辅酶 #$%发酵的影响

&’(" E )**+,-. /* ’5’-’1< :F /5 9/#$% *+26+5-1-’/5
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! " # 添加物对辅酶 $%&发酵的影响

在发酵培养基中加入适当浓度的营养物质或

产物合成的前体物质，如玉米浆（! " #$），番茄汁
（新鲜番茄榨汁，按每 !## %& 加量为 ’ %& 加入发
酵培养基灭菌而成）、异戊醇（(## %) * &）、&+甲硫氨
酸（,## %) * &）、-.’（!##!) * &）和甲醇（, ) * &）等，
试验结果见图 / " 玉米浆和番茄汁对细胞生长具明
显的促进作用，玉米浆、番茄汁、异戊醇、&+甲硫氨
酸、-.’ 对细胞合成辅酶 0!#具有促进作用，其中玉

米浆、&+甲硫氨酸促进作用较明显 "

图 # 添加物对辅酶 $%&发酵的影响

’()" # *++,-./ 0+ 122(.(3,/ 04 50$%& +,67,4.1.(04

! " 8 培养温度对辅酶 $%&发酵影响

在 ’,，1#，1( 2下分别培养 (’ 3，测定各培养
温度下细胞干重、辅酶 0!#含量（ ! 4 * .）和产量（见

表 !）"结果表明，在试验温度范围内，随着温度的升
高，细胞干重明显下降，但辅酶 0!#含量略有提高 "
综合比较，1# 2效果较好，故采用 1# 2为辅酶 0!#

的发酵温度 "

表 % 培养温度对辅酶 $%&发酵的影响

91:"% *++,-. 0+ -;<.;6, .,7=,61.;6, 04 -,<< )60>.? 142 .?,
50$%& =602;-.(04

温度 * 2 细胞干重 *
（) * &）

! 4* .
450!#产量 *
（%) * &）

’, !# " ! 677 6 " 67

1# !1 " ’ !!6’ !, " (

1( ( " 7 !’87 6 " (

! " @ 正交试验
根据影响发酵效果重要性的因素及它们之间

的相互关系，确定以碳源（葡萄糖、蔗糖及复配）、酵

母膏、初始 9: 值和装液量进行 &!/（88）正交试验，
试验因素水平表和方差分析结果见表 ’，1，由极差
较小的 " 因素作误差项 "

表 ! 正交试验因素水平

91:"! ’1-.06/ 142 <,3,< :A 06.?0)041< ,B=,6(7,4.

碳 源
质量浓度 *
（) * ;&）

#

酵母膏
质量浓度 *
（) * ;&）

"

初始

9:值

$

装液量 *
%&

%

葡萄糖 1（!） # " ,（!） /（!） 1,（!）

蔗糖 1（’） # " 7（’） (（’） ,#（’）

葡糖与蔗糖各 ! " ,（1） ! " !（1） 7（1） /,（1）

表 C 正交发酵试验方差分析结果

91:"C D 6,/;<. 0+ 141<A/(/ 0+ 316(14-, :A 06.?0)041< ,B=,6(E
7,4.

方差来源
自由度

%&
平方和

’’
均方

’
& 值 显著性

# ’ (/ " / 17 " 1 18 " 7 !!

$ ’ ’ " / ! " 1 ! " ’

% ’ ’7 " , !8 " ’ !’ " 6 !

"（误差） ’ ’ " ’ ! " !

<5=>? 7 !!#

注：&# "!（’，’）@ 6 " # "

试验结果表明：碳源对生长量及产物合成影响

最大，其次为装液量，酵母膏及初始 9:值在试验条
件范围内相对影响较小；由极差（表略）和方差分析

结果，最后确定的试验条件为 A1.’4’B’ "对优化条
件组合后，经重复发酵试验，得到细胞干重为 !1 " 7
) * &，产量为 ’’ " ( %) * & "

C 结 论

放射型根瘤菌 CD:’/#! 利用的碳源较广泛，
葡萄糖和蔗糖的利用效果较好，其中蔗糖是合成辅

酶 0!#较好的碳源；氮源以有机氮源为主，单一无机

氮源利用性较差 "发酵接种量对菌体生长与产物形
成影响不显著 "由摇瓶不同装液量试验研究得出，
摇瓶装液量对发酵影响较显著 "在底物质量浓度满
足的条件下，细胞快速生长需一定的溶氧要求，由

于细胞生长与辅酶 0!#形成的不同步性，即次级代

谢产物的形成在细胞亚生长状态时最大［,，/］，因此

在细胞生长稳定期后适当降低溶氧对后期辅酶 0!#

的产生有利［(，7］，即溶氧是辅酶 0!#发酵的重要因

素 "试验菌对 9:适应性较广，可在 9: / " 8 E ( " /范
围内较好地生长，细胞内辅酶 0!#的合成量变化不

大，辅酶 0!#发酵最适宜 9:为 ( " 加适当浓度的辅
酶 0!#生物合成途径中的中间产物或辅酶 0!#的直

接前体物质，对提高辅酶 0!#含量有一定作用，对比

7/ 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 ’’卷
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胡萝卜素代谢途径中聚异二烯长链合成的相似性，

添加有利于胡萝卜素合成的物质对合成有利［!］"实
验证明，添加番茄汁（含有其中的有效成分）对细胞

生长与辅酶 #$%合成的促进作用可能与此有关 "添
加物等对辅酶 #$%发酵的影响机理以及从代谢网络

分析角度如何调节辅酶 #$%合成的代谢通量是今后

研究的重点 " 由正交试验结果，放射型根瘤菌

&’()*%$采用葡萄糖和蔗糖作复合碳源时，细胞
生长和产物辅酶 #$%的合成优于单一碳源；在试验

质量浓度范围内，酵母膏质量浓度增大对菌体生长

有利，但超过一定质量浓度（% " + , - ./）后，产辅酶
#$%能力下降 "由辅酶 #$%发酵的最佳条件，通过几

批发酵重复试验，细胞干重和辅酶 #$%含量比优化

前分别提高了 0$1和 201 "
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: 结 论

从大豆胚芽中初步分离到 $%个化合物，+个为
异黄酮类化合物，分别是黄豆素糖苷、大豆苷元糖

苷、染料木素糖苷、丙二酰黄豆素糖苷、黄豆黄素、

大豆苷元、染料木素、染料木素葡萄糖苷 4 *Y 4阿拉
伯糖，其中化合物 B 为大豆皂苷（另文待发），化合
物 3暂不能确定其结构 "通过检索天然产物词典，确
定化合物 U在大豆中为首次发现 "
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