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摘 � 要: 在维生素 C( VC)二步混菌发酵中, 巨大芽孢杆菌可显著促进氧化葡萄糖酸杆菌产 VC 前

体 2-酮基-L-古龙酸( 2-KLG)。采用硫酸铵分级盐析沉淀、柱层析及电泳技术对巨大芽孢杆菌胞外

液中的活性物质进行了分离纯化。通过测定氧化葡萄糖酸杆菌生长细胞转化 L-山梨糖为 2-KLG

的生成量、产酸菌关键酶 L-山梨糖脱氢酶( SDH )酶活性及产酸菌的活菌数, 研究了 VC两步发酵

中大菌不同胞外组分对小菌的作用。结果表明: 大菌胞外36 000和44 300两个组分蛋白质对小菌

产酸、SDH 酶活具有促进作用。
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Effect of Different Components of Bacillus megaterium on
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Abstract: In the process of vitamin C tw o-step fermentat ion, Bacil lus meg aterium ( B . m ) can

enhance the ability o f Gluconobacter ox ydans ( G. o) in convert ingL-sorbose into 2-Keto-L-gulonic

acid ( 2-KLG) . In this study, isolated and purif ied active pr oteins w ere conducted by salt ing out

of using ammonium sulfate fractionat ion, co lumn chromato graphyand elect rophoresis

techno logy from the supernatant of B . meg aterium . T he effects of different components f rom the

supernatant of B. megaterium on Gluconobacter ox yd ans g row th and the ability of it sL-sorbose

dehydrogenaseand yield of 2- KLGwer e invest ig ated, respect ively. Among which the separated

metabolites w ith molecularw eightof 36 000 and 44 300 from B . meg aterium significant ly enhance

the G. oxydansgr ow th and 2-KLG product ion.

Key words: Gluconobacter ox ydans, Baci llus megater ium , 2- Keto-L-gulonic acid, L- sorbosone

dehydrogenase



� � 维生素 C ( VC)又称 L-抗坏血酸, 是人体必需

的一种维生素和抗氧化剂。随着 VC应用范围不断

扩大,其生产工艺也得到了不断地改进
[ 1]
。我国首

创的 VC�二步发酵法�主要利用氧化葡萄糖酸杆菌
( G� oxyd ans ) 俗 称 小 菌 和 巨 大 芽 孢 杆 菌 (

B�megaterium俗称大菌)混合菌体系将 L-山梨糖

转化为 VC的前体 2-酮基-L-古龙酸( 2-Keto-L-gu-

lonic acid, 2-KLG) , 并应用于 VC 的工业生产 [ 2]。

目前对混合菌发酵体系中大、小菌关系比较明确的

认识是:大菌单独培养容易, 本身不产酸; 小菌可将

L-山梨糖转化为 V C前体 2-KGA
[ 3]
,其中 L-山梨糖

脱氢酶( SDH )是生产 2-KLG 的关键酶
[ 4]
。中科

院离子束生物工程重点实验室将低能离子注入原

始混合菌系的伴生菌, 得到的突变菌株可使产酸菌

的 L-山梨糖脱氢酶酶活较之前提高 50%
[ 5]
。马成

新等认为混菌发酵时大菌产生蛋白酶,蛋白酶活性

高时小菌产酸量高 [ 6]。但是大、小菌的确切作用机

制尚不清楚,对此方面研究也相对较少[ 7]。吕淑霞

等认为, 大菌在发酵过程中会产生几种蛋白质, 这

些蛋白质共同作用从而促进小菌产生 2-KLG
[ 8]
。

作者对大菌25-B活性物质分离纯化,研究不同组分

对小菌生长与产酸的影响。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 混 合 菌 种 � 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌

( G� oxydans) , 巨大芽孢杆菌 ( B�meg aterium, 25-

B) : 由东北制药总厂提供。

1� 1� 2 � 培养基

1) 斜面培养基(组分 g/ dL) : 山梨糖 0� 5, 酵母
膏0� 3,蛋白胨 1� 0, 玉米浆 0� 5,牛肉膏0� 5, M gSO 4

0� 02,琼脂 2� 5, 10 �g / g FeSO4 0� 1 mL/ L。

2) 分离培养基(组分 g/ dL) : 山梨糖 2� 0, 酵母
膏0� 3,蛋白胨 1� 0, 玉米浆 0� 3,牛肉膏0� 3, M gSO 4

0� 02,琼脂 2� 3, 10 �g/ g FeSO 4 0� 1 mL/ L , 碳酸钙

0� 1, 尿素 0� 1, KH 2PO4 0� 1。
3) 种子培养基(组分 g/ dL) : 山梨糖 2� 0, 葡萄

糖 0� 2, 尿素 0� 1,玉米浆 0� 5,碳酸钙 0� 1。
4) 大菌培养基(组分 g/ dL) : 葡萄糖 0� 2, 玉米

浆 0� 5, 尿素 0� 1。
5) 发酵培养基(组分 g/ dL) :山梨糖 8� 0, 玉米

浆 1� 0, 尿素 1� 2, KH 2 PO4 0� 1, M gSO 4 0� 02, 10

�g/ g FeSO 4 0� 1 mL/ L , 碳酸钙 0� 5。
各种培养基均以 30% NaOH 调节 pH 6� 7~

7� 0, 121 � 灭菌 30 min[ 9 ]。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 大菌胞外液的制备 � 取培养 24 h 的大菌

液, 4 000 r/ m in 离心 15 m in,上清液即为大菌胞外

液[ 10]。

1� 2� 2 � 大菌胞外不同组分与小菌共培养 � 将大菌
不同胞外蛋白质组分真空冷冻干燥后溶解,以考马

斯亮蓝 G-250法测蛋白质质量分数, 后稀释到相同

浓度,并以 0� 22 �m 滤膜过滤除菌,各取 5 mL 大菌

不同胞外蛋白质组分分别与小菌种子一起接入 25

mL 发酵培养基, 29 � 、180 r/ min摇床培养 72 h。

1� 2� 3 � 2-酮基-L-古龙酸含量测定 � 吸取 2 mL 发

酵液样品于试管中,加入 2 mL、7 mol/ L 浓 H 2 SO4

摇匀。100 � 沸水浴中煮沸 30 min, 自来水冷却后

加入 250 mL 三角瓶中,以1%淀粉溶液作指示剂(用

量约为 3 mL/ dL) ,用 0� 05 mol / L 的 I2溶液滴定至

蓝色为反应终点。按下式计算 2-KGA的生成量。

� � 2KGA( mg / mL) =
M � V � 0. 088 06 � 1 000

A � B � 0. 907 2

= 7. 691 6 V

式中,M 为 I2溶液浓度( 0� 05 mol/ L � 2) ; V 为 0� 05
mo l/ L I2溶液消耗的体积( mL) ; A 为 2-KLG 转化

为 VC 的转化率( %) (以 63� 10%计算) ; B 为所取

发酵液毫升数( 2 mL) ; 0� 907 2 为 VC 相对分子质

量/ 2-KLG相对分子质量; 0� 088 06 为每毫升 0� 05
mo l/ L 碘液相当 8� 806 mg VC[ 11] 。

1� 2� 4 � L-山梨糖脱氢酶( SDH )活力测定 � 基本反

应液 3 mL, 测定酶活性的基本反应液由含 0� 3%
Tr iton X-100的 100 mmol/ L 磷酸钾缓冲液( pH

7� 0)、0� 45 mL、2� 5 mmol/ L DCIP 溶液和 4� 95
mL H2O 组成, 于测定前现配。取基本反应液 1� 6
mL、1 mo l/ L 山梨糖溶液 0� 4 mL 置于 1 cm 光程

的比色杯中, 另加入产酸菌无细胞抽提酶液 0� 6
mL,测定第一分钟内 600 nm 处的光吸收度变化

率。一个酶活力单位( U)定义为每分钟催化还原 1

�mol DCIP 的酶量[ 12]。

1� 2� 5 � 小菌无细胞抽提液制备 � 由分离平皿挑出
产酸菌单菌落若干个, 以 0� 01 mo l/ L 的磷酸钾缓

冲液( pH 7� 5)洗涤 2~ 3次, 8 000 r/ min 离心, 然

后将菌沉悬浮于同种缓冲液中,冰浴下进行超声波

破碎 10 min, 间隔 10 s。菌体碎后, 再于12 000

r/ m in冷冻离心 40 min, 收集上清液即得产酸菌无

细胞提取液[ 13]。

1� 2� 6 � 小菌活菌数测定 � 平板菌落计数法计算活
菌数,将发酵液稀释至 10

-7
~ 10

-9
, 然后取 0� 1 mL

均匀涂布在分离培养基上, 48 h 后计算活菌数[ 14] 。

1� 2� 7 � 蛋白质质量分数测定 � 考马斯亮蓝 G-250
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法。采用紫外可见分光光度计测定样品在 595 nm

处吸光度值,以牛血清白蛋白为标准样品绘制标准

曲线
[ 15]
。

1� 2� 8 � 伴生菌活性物质分离纯化 � DEAE Sepha-

r ose Fast F low 离子交换层析: 分别用含 0� 1、0� 2、
0� 3、0� 4、0� 5、0� 6 mol/ L NaCl 的 0� 025 mol/ L

Tris-HCI缓冲溶液梯度洗脱。Sephadex-G100 凝

胶过滤柱层析分离: 用 0� 020 mol/ L、pH 7� 6 磷酸
缓冲溶液( 内含 0� 1 mo l/ L NaCl)平衡和洗脱 [ 8]。

1� 2� 9 � 聚丙烯酰胺凝胶电泳 � 将韦霄等 [ 16]
方法略

改动,凝胶制备为 15 g / dL 分离胶和 5 g / dL 浓缩

胶,上样量为 10 �L 样品浓缩液, 电泳完毕用考马

斯亮蓝 R250对其染色。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 大菌胞外蛋白质粗提液不同组分对小菌单独
发酵的影响

采用硫酸铵对大菌胞外蛋白质分级沉淀, 取等

量不同硫酸铵饱和度沉淀蛋白质分别与小菌共培

养,碘量法测定 2-KLG 含量。DCIP 法测定不同蛋

白质对产酸菌 SDH 酶活影响, 并检测不同蛋白质

共培养下小菌活菌数。结果见表 1。硫酸铵分级沉

淀的 3个饱和度范围中, 35 %~ 60%硫酸铵饱和度

沉淀蛋白质对小菌产酸及 SDH 酶活促进作用最显

著, 说明促进小菌产酸的物质主要集中在饱和度

35% ~ 60 %这个范围内。表 1结果还显示,产酸量

与活菌数呈正比。

表 1 � 不同硫酸铵饱和度沉淀蛋白对产酸菌的影响

Tab. 1� Effectsof fractions under the dif ferent ammonium su-l

fate saturation on G� oxydans

菌系

72 h 发酵液
2-KGA

质量浓度/
( mg/ mL )

SDH

酶活提高/
%

72 h 发酵液
小菌活菌数/

( cfu � 1010)

G. o 3� 08 0� 092

G. o+ 25-B 61� 23 4� 23

胞外液+ G. o 32� 30 12� 5 2� 72

0~ 35%沉淀

蛋白质+ G. o
31� 15 10� 00 2� 43

35% ~ 60%沉淀
蛋白质+ G. o

36� 54 25 3� 04

60% ~ 85%沉淀
蛋白质+ G. o

33� 45 15 2� 79

� 注: G� o代表小菌, 调整各分离蛋白质质量浓度为 5� 00
�g/ mL, 加入量为 25 mL 发酵培养基加入 5 mL。

2� 2 � 促进小菌产酸的大菌胞外活性物质分离纯化
2� 2� 1 � 离子交换层析 � 选取 35 % ~ 60 %硫酸铵

饱和度沉淀蛋白质进行 DEAE Sepharose Fast

Flow 离子交换层析, 结果见图 1。共出现 7 个峰,

分别收集,记做 A1~ A7,其中 A 1为没有结合的杂

蛋白质。分别测定峰 A2~ A7对小菌 SDH 酶活的

影响及各蛋白质峰对小菌产酸的影响, 结果见表 2。

表明 0� 2 mo l/ LNaCl 洗脱峰 A3 对小菌产酸及

SDH 酶活促进作用最显著。

图 1 � 35 %~ 60%饱和度沉淀蛋白质的 DEAE-Sepha-

rose FF 柱层析图

Fig. 1 � Profile on DEAE-Sepharose FF of precipitate

protein at 35%~ 60% ammonium sute

表 2 � 离子交换各洗脱峰对小菌产酸及 SDH酶活的影响

Tab. 2 � Effects on acid production and enzyme activity of

G. oxydans by different f raction from ion-exchange

chromatography

菌系

72 h 发酵液

2-KGA
质量浓度/
( mg/ mL)

SDH 酶活
提高/ %

72 h 发酵液
小菌活菌数/

( cfu� 1010 )

G. o+ A2 34� 31 22� 22 2� 81

G. o+ A3 42� 06 55� 55 3� 35

G. o+ A4 34� 67 22� 22 2� 86

G. o+ A5 31� 89 11� 11 2� 70

G. o+ A6 31� 72 11� 11 2� 66

G. o+ A7 36� 09 33� 33 2� 98

� 注: G. o 代表小菌, 调整各分离蛋白质质量浓度为 5� 00
�g/ mL, 加入量为 25 mL 发酵培养基加入 5 mL。

2� 2� 2 � Sephadex-G100凝胶过滤柱层析分离 � 图
2为 A3 蛋白峰的 Sephadex-G100 洗脱曲线, 分别

收集 280 nm 处洗脱峰 B1、B2, 测定其对小菌发酵

产酸及 SDH 酶活的影响,结果见表 3。表明伴生菌

胞外活性物质峰 B2 对产酸菌产酸及 SDH 酶活有

显著促进作用。

2� 3 � 将纯化的大菌胞外蛋白质真空冷冻干燥浓
缩, 并进行 SDS-PAGE

结果见图 3所示。在36 000左右存在一条电泳

谱带,与前人报道一致, 在标准蛋白质相对分子质

量为44 300处还存在一条电泳谱带, 尽管用了离子
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交换层析和凝胶过滤柱层析分离, 但始终不能得到

单一条带,考虑可能因为凝胶层析柱长度不够, 所

以没有分开,分离条件还待进一步优化。

图 2� A3 蛋白质峰的 Sephadex-G100 洗脱曲线

Fig. 2 � Profile of A3 fraction from Sephadex-G100

表 3� Sephadex-G100 各洗脱峰对小菌产酸及酶活的影响

Tab. 3� Effects of different fraction from Sephadex-G100 on the

acid production and enzyme activity by G. oxydans

菌系

72 h 发酵液
2-KGA
质量浓度/

( mg / mL )

SDH 酶活
提高/ %

72 h 发酵液
小菌活菌数/

( cfu � 1010)

G. o+ B1 30� 46 10� 00 2� 16

G. o+ B2 48� 57 72� 50 3� 87

� 注: G . o 代表小菌, 调整各分离蛋白质质量浓度为 5� 00
�g/ mL, 加入量为 25 mL 发酵培养基加入 5 mL。

3 � 结 � 语

在 VC两步发酵中,巨大芽孢杆菌 25-B胞外液

中存在促进小菌转化 L-山梨糖为 2-KLG的活性物

质。经硫酸铵分级沉淀、柱层析及电泳技术, 得到

1� 低相对分子质量标准蛋白; 2� 纯化后的蛋白质样品浓缩液

图 3� B2 峰的 SDS-PAGE

Fig. 3� SDS-PAGE of the peak B2

相对分子质量约为 36 000和 44 300两个大菌胞外

蛋白质,可显著促进小菌生长和产酸及 SDH 酶活。

冯树
[ 10]
等分离出的活性物质为 35 000单一蛋白质

组分和大于100 000两部分, 与本研究的纯化结果有

差别,原因可能为所用巨大芽孢杆菌种类和纯化方

法不同所致。本研究纯化结果并非单一条带, 纯化

条件待进一步优化。本研究结果显示, 添加此组分

的小菌发酵液中 2-KLG质量浓度是小菌单菌发酵

条件下的 15� 78倍, SDH 酶活比小菌单菌发酵条件

下提高 72� 5%。此组分是大菌产生的代谢物,是小

菌生长和产酸所必需的。作者研究分析了大菌不

同胞外组分对小菌相关生理生化指标的影响, 为进

一步研究 VC 二步发酵中大、小菌的确切作用机制

奠定了基础。
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