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发酵条件对豌豆根瘤菌细胞生长和

辅酶5-#合成的影响

王根华， 钱 和"

（江南大学 食品学院，江苏 无锡!-2#"3）

摘 要：以豌豆根瘤菌（!"#$%&#’()*+’(#,%-./’(）-(-4!"为研究对象，对影响细胞生长和辅酶

5-#合成的培养条件：温度、67值、接种量、装液量、收集时间等进行了研究(结果表明：菌株的最适

生长条件为67值$(#，温度"#8，接种量体积分数!9，装液量!$:;，培养时间!2<，辅酶5-#的

合成量最高(
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辅酶5-#（U&ABP,:A5-#，U&5-#），又称泛醌，是

一种类维生素类物质，为脂溶性苯的衍生物(它在

自然界中分布广泛，主要存在于酵母、植物叶子和

种子及动物的心脏、肝脏和肾脏中［-，!］(辅酶5-#是

细胞呼吸链上的一种递氢体，是细胞自身产生的天

然抗氧化剂、细胞代谢激活剂(各种生物均含有一

种特有的辅酶5，除鼠（辅酶5.）外，脊椎动物均含

有辅酶5-#，人类也含有辅酶5-#
［-］(

国外一般利用合成法或微生物发酵法生产辅

酶5-#
［"］，作者以豌豆根瘤菌-(-4!"为研究对象，

对影响细胞生长和辅酶5-#合成的培养条件：温度、

67值、接种量、溶氧量、培养时间等进行了研究，其

结果报告于后(

A 材料与方法

ABA 菌种和仪器

豌 豆 根 瘤 菌（!"#$%&#’( )*+’(#,%-./’(）

-(-4!"：中国科学院微生物研究所提供(
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!"#$$%%高效液相色谱仪：美国 安 捷 仑 公 司

制造&
!"# 主要试剂和培养基

葡萄糖、酵母膏、蛋白胨、焦性没食子酸、石油

醚、甲醇等均为生化试剂或分析纯&
!&#&! 种子培养基 组分（’／(）：葡萄糖)%，蛋白

胨$%，酵母膏*，+,+-)·.!)/*，0!.&%&
将上述培养基)*1(装入*%%1(三角瓶，于

柜式旋转摇床在（2%3$）4下振荡（)%%5／167）培

养$89&
!&#&# 发酵培养基 组分（’／(）：葡萄糖)%，胰蛋

白胨$%，酵母膏*，+,+-)·.!)/*，0!*&%&
以上培养基均以$%’／:(的 ;,/!调节，在

%&%8<",下灭菌$%167&
!"$ 实验方法

!&$&! 0!值对细胞生长及合成辅酶=!%的影响

$ 配置不同0!值的发酵液（0!>&%，*&%，?&%，?&*，

.&%，8&%，@&%，$%&%），接入体积分数)A的种子培养

液，在（2%3$）4下振荡（)%%5／167）培养)>9，然

后分别测定湿菌体质量、辅酶=$%的总量及每克湿

菌体中辅酶=$%的质量&
!&$&# 温度对细胞生长及合成辅酶=!%的影响

$ 在)*1(的发酵培养基中接入体积分数)A的种

子培 养 液，分 别 在)%，))，)>，)?，)8，2%，2)，2>，

2?4下，振荡（)%%5／167）培养)>9，然后分别测定

湿菌体质量、辅酶=$%的总量及每克湿菌体中辅酶

=$%的质量&
!&$&$ 装液量对细胞生长及合成辅酶=!%能力的

影响$ 将*%%1(的培养基按装液量分别为$*，)%，

)*，2%，2*，*%1(分装到*%%1(的三角瓶中，在

（2%3$）4下振荡（)%%5／167）培养)>9，然后分别

测定湿菌体质量、辅酶=$%的总量及每克湿菌体辅

酶=$%的质量&
!&$&& 接种量对细胞生长及合成辅酶=!%能力的

影响$ 分别按照体积分数为$A，)A，2A，>A接入

种子培养液于装液量为)*1(的*%%1(三角瓶

中，在（2%3$）4下振荡（)%%5／167）培养)>9，然

后分别测定湿菌体质量、辅酶=$%的总量及每克湿

菌体辅酶=$%的质量&
!&$&’ 菌体收集时间对细胞生长及合成辅酶=!%
能力的影响$ 在)*1(的发酵培养基中接入体积

分数)A的种子培养液，在（2%3$）4下振荡（)%%
5／167）培养，分别在)%，))，)>，)?，)89时收集，然

后分别测定湿菌体质量、辅酶=$%的总量及每克湿

菌体辅酶=$%的质量&

!&$&( 细胞生长量的测定$ 将最终发酵液用去离

子水稀释)%倍，在>)%71下测定透光率（/B>)%）&
!&$&)! 辅酶=$%的提取 采用文献［>］的方法进

行&将*%%1(发酵液，在>%%%5／167离心2%167，

倾去上清液，得到菌体，用蒸馏水充分洗涤，离心，

称量湿菌体质量&将菌体移入$*%1(圆底烧瓶内，

加入%&.’／:(焦性没食子酸，)&*’C/!，$@1(
甲醇，.1(蒸馏水，混匀&在@%4水浴锅中回流2%
167，用自来水迅速冷却至室温，倒入分液漏斗，加

入石油醚*%1(，剧烈振荡*167，萃取辅酶=$%，连

续萃取2次；合并萃取液，用蒸馏水洗涤至中性，加

入*’无 水 硫 酸 钠，干 燥&用 真 空 旋 转 蒸 发 仪

（*%4）浓缩至干，挥发完全，加入无水乙醇*1(，

放入冰箱冷冻，析出胆固醇，过滤，无水乙醇定容至

$%%1(，待测&
!&$&*$ 辅酶=$%质量的测定 用高效液相色谱

（!"(+）测 定 辅 酶 的 质 量［*］&色 谱 条 件：!D0E5F6-
/BG色谱柱，$%%11H>&?11不锈钢色谱柱，填

料为十八烷基硅烷键合硅胶，直径为*!1；流动相

比为!（甲醇）I!（乙醇）J$I)；体积流量%&81(／

167；检测波长).*71；温度2.4；进样量)%!(&

# 结果与讨论

#"! +,值对细胞生长及合成辅酶-!%的影响

图$为0!值对细胞生长及合成辅酶=$%的影

响&从图$可以看出，在0!值*&%"$%&%范围内该

菌株能生长，并且出现了)个最适生长0!值，分别

为*&%和@&%；但在酸性条件下比碱性条件下生成的

辅酶=$%质量高，这说明酸性条件更有利于辅酶=$%
的生物合成&因此选择豌豆根瘤菌$&$.)2的最适

发酵0!值为*&%&

图! +,值对细胞生长及合成辅酶-!%的影响

./0"! 12334435674+,7862353990:7;62<8=623
47:><6/7874?7-!%
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!"! 温度对细胞生长及合成辅酶#$%的影响

图!为温度对细胞生长及合成辅酶"#$的影

响%从图!可以看出，在!$!&$’之间，随着温度

上升，细胞的生长数量增加，&$’时达到最大，高于

&$’时又逐渐减少，这说明&$’是该菌株的最适

生长温度；并且在该温度下辅酶"#$的总量也达到

了最大，说明辅酶"#$的合成条件与细胞自身生长

是一致的%

图! 温度对细胞生长及合成辅酶#$%的影响

&’("! )*++,,+-./,.+01+23.42+/5.*+-+66(2/7.*358
.*+,/203.’/5/,9/#$%

!": 装液量对细胞生长及合成辅酶#$%的影响

图&为装液量对细胞生长及合成辅酶"#$的影

响%从图&可以看出，随着装液量的增加，微生物自

身生长会变慢，说明菌株生长是需要氧气的%当装

液量大于!()*时，菌体总量的下降梯度明显增

加，而且辅酶"#$的总量和质量也有同样的趋势%在
装液量为!()*时，每克湿菌体辅酶"#$的质量为

$%#&&)+，而在装液量为($)*时，辅酶"#$的质量

为$%#$,)+%这说明溶氧量不但影响了细胞自身的

生长，同时对辅酶"#$的生物合成影响很大%溶氧量

越多，呼吸系统越发达，辅酶"#$的含量越多［-］%

图: 装液量对细胞生长及合成辅酶#$%的影响

&’(": )*++,,+-./,0+8’330/45.;/5.*+-+66(2/7.*
358.*+,/203.’/5/,9/#$%

!"< 接种量对细胞生长及合成辅酶#$%的影响

图.为接种量对细胞生长及合成辅酶"#$的影

响%从图.可以看出，接种量体积分数在!/以内，

随着接种量的增加，发酵时间在!.0以内，菌体量

和辅酶"#$总量会增加%这是因为在接种量体积分

数为#/，微生物发酵!.0时还处于对数生长期的

后期，菌体数量还没有达到最大，此时计算得到辅

酶"#$的质量为#%&&)+／+；而接种量体积分数为

!/时，辅酶"#$的质量为#%&!)+／+，而此时菌体数

量也达到了最大；在接种量体积分数为&/和./
时，辅酶"#$质量反而下降，分别为#%!.)+／+和

#%#1)+／+%这种现象的原因可能是因为接种量大

时，发酵初期迅速生长，当发酵!$0左右时细胞生

长进入了衰败期而造成辅酶"#$质量的下降%另外

还对接种量体积分数为&/和./的实验进行了进

一步研究，即将发酵时间缩短为!$0，此时的菌体

生长23值分别为$%&1和$%&4，比接种量体积分

数为!/的23值低%由此可知，接种量增加的同时

还影响到了菌体自身的生长，因此选择接种量体积

分数为!/%

图< 接种量对细胞生长及合成辅酶#$%的影响

&’("< )*++,,+-./,’5/-464030/45.;/5.*+-+66

(2/7.*358.*+,/203.’/5/,9/#$%

!"= 菌体收集时间对细胞生长及合成辅酶#$%能

力的影响

从图(可以看出，收集时间对细胞生长及合成

辅酶"#$的影响很大%菌体数量在!.0时达到最大，

并且随着时间的推移而有微量的减少，但是辅酶

"#$的质量变化却很大；同样在!!0达到最大，并且

保持到!.0，然后会迅速减少%这可能是因为细胞

进入衰败期，细胞自身的呼吸作用减弱，从而导致

辅酶"#$的质量减少，这与文献［4］的报道相吻合%
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图! 收集时间对细胞生长及合成辅酶"#$的影响

%&’(! )*++,,+-./,-01.02+.&3+/4.*+-+11’2/5.*647
.*+,/236.&/4/,8/"#$

9 结 论

豌豆根瘤菌!"!#$%在发酵时，&’值、温度、装

液量、接种量和收集时间均会影响细胞的生长和辅

酶(!)的合成"研究表明，酸性条件可以促进微生物

合成辅酶(!)，这可能是因为酸性条件能够改变细

胞膜的通透性，加强了细胞对物质的吸收，并且能

够改变细胞内呼吸的强度和途径［*］"对温度的研究

表明，只有在细胞生长最旺盛时，辅酶(!)才能最大

限度的合成"装液量的研究表明，氧气不但是菌株

自身生长所必需的，而且也是增加辅酶(!)生物合

成的一个有效途径"接种量与整个发酵进程有着密

切的关系"另外，发酵时间也是一个不可忽视的重

要因素，当发酵进入衰败期后，辅酶(!)的质量会迅

速减少"
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