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摘　要：以反式茴脑为惟一碳源，通过富集培养和分离纯化，从环境中筛选到３２０株能以反式茴脑
作为惟一碳源的菌株。经薄层层析法、紫外分光光度法和气相色谱法相结合对转化液进行分析，
结果获得一株相对高产茴香醛的细菌菌株 ＷＧＢ３０。该菌最适生长温度２８℃，最适ｐＨ　６．５，在复
筛培养基中，３０℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ可达到对数期，在培养６０ｈ时茴香醛的摩尔转化率达

５．０８％。综合形态学、生理生化实验、Ｂｉｏｌｏｇ　ＥｃｏＰｌａｔｅｓ鉴定和１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果，将菌株

ＷＧＢ３０鉴定为伯克霍尔德氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．）。
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　　茴香醛（ｐ－Ａｎｉｓａｌｄｅｈｙｄｅ）又称大茴香醛，化学
名为对甲氧基苯甲醛，它具有持久的山楂香气，芬
芳诱人，同时具有较强的抗氧化性能，广泛用于食
品、香料、制药及电镀等许多工业中［１］。如用于食
品、糖类及饮料类香精的配制［２－３］；制备药物卟啉类
光敏剂、血管扩张剂、羟氨卡基青霉素等的中间
体［４－６］；作为杀虫剂、生物生长抑制剂等。目前茴香
醛产品大部分采用化学法合成，化学工艺存在原料
不足、分离困难和污染严重等问题。近几年新开发
的电氧化工艺［７］和臭氧化工艺［８］，虽然在环境污染
等问题上得到了重大改善，但反应条件比较苛刻、
设备要求高，工业化困难。因此，寻求经济有效的
茴香醛生产途径是一个值得研究的课题。
八角茴香油（ｓｔａｒ　ａｎｉｓｅ　ｏｉｌ）又称大茴香油或茴

油，是将植物八角的果实或枝叶用蒸馏方法得到的
精油，其反式茴脑体积分数为８０％～９０％［９］。八角
和八角茴油作为广西盛产的天然香料资源，年出口
产量约占世界产量的８０％，但深加工产业以及产品
较少，每年主要以原料形式或茴香油等初加工产品
大量出口；茴香脑的加工利用仍处在较原始阶段。
利用茴油中的反式茴脑可氧化制得茴香醛、茴香
酸、茴香醇及其衍生物等具有更高附加值的香料和
医药中间体［５，１０］。
目前关于茴脑的生物降解和转化的文献报道

不多，Ｓｈｉｍｏｎｉ　Ｅ等［１１－１２］从土壤中分离到一株能以
反式茴脑为惟一碳源的细菌菌株 ＴＡ１３，经鉴定为
节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．），其反式茴脑的阻断突
变株能以反式茴脑、茴香醇和茴香醛作为碳源可高
产茴 香 酸。Ｒｙｕ 等［１３］ 在 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ
ＪＹＲ－１代谢茴香脑的反应液中检测到了茴香脑环氧
化合物，茴香酸和对羟基苯甲酸。粟桂娇等［１４－１５］开
展了反式茴脑生物降解菌株的筛选工作，获得到一
株为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）的细菌菌株

ＢＴ－１３，同时考察了菌株ＢＴ－１３在有机溶剂－水两相
系统中生物转化的过程，经发酵条件优化，茴香醛
的摩尔转化率可达７．７％，还考察了固定化细胞在
两相系统中的转化结果，茴香醛的摩尔转化率有所
提高，达１２．６％。作者以广西盛产的八角茴香油为
原料，进行微生物转化茴脑生成茴香醛的菌株筛选
和目标产物定性定量的基础研究工作。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　采样　从广西高峰林场八角种植区、广西
大学校园菜市场下水道、桂树、阴香和樟树等地采

集土壤、树皮、树枝和八角果实共５０份样品，每份
约２０ｇ，装入保鲜袋，贴上标签，写明采样时间及地
点，保存于４℃冰箱备用。

１．１．２　培养基　富集培养基：一级为改良 Ｍ９培养
基［１２］＋体积分数０．２％茴脑；二级为改良 Ｍ９培养
基＋体积分数０．３％茴脑；三级为改良 Ｍ９培养基

＋体积分数０．４％茴脑。装液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ
三角瓶，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
初筛培养基：改良 Ｍ９ 培养基 ＋ 体积分数

０．６％茴脑。１２１ ℃ 灭菌 ２０ ｍｉｎ。复筛培养基
（１　０００ｍＬ）：葡萄糖２０ｇ，蛋白胨１０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·

３Ｈ２Ｏ　１ｇ，ＮａＣｌ　０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ，

ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，酵母膏２．５ｇ，体积分数０．５％茴脑。

１１５℃灭菌１５ｍｉｎ。固体培养基：在上述液体培养
基中添加１．２ｇ／ｄＬ的琼脂粉。

１．１．３　主要仪器及药品　Ｌａｍｂｄａ　２５紫外分光光
度计：ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ；ＵＶ－１００型手提紫外灯：北京爱
着华美生物科技有限公司；ＳＰ－６８９０型气相色谱仪：

山东鲁南瑞虹化工仪器有限公司；摇床：美国 Ｎｅｗ
Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｎｏｖａ系列；超净工作台：苏
净集团安泰公司；立式压力蒸汽灭菌锅：上海华线
医用核子仪器有限公司；ＰＣＲ扩增仪：东胜创新生
物科技有限公司。
中土茴脑（质量分数９９．３５％），标准样品茴香

醛（质量分数９８％），茴香酸（质量分数９９％）：均为
比利时ＡＣＲＯＳ试剂；薄层层析硅胶板ＧＦ２５４：青岛
海洋化工有限公司；乙酸乙酯：分析纯，广东光华化
学厂有限公司；苯甲酸乙酯：分析纯，成都市科龙化
工试剂厂；其余药品均为分析纯或化学纯。

１．２　实验步骤

１．２．１　富集培养及分离纯化　每份样品称取１０ｇ
加入已灭菌的富集培养基中，３０℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ
培养３ｄ。经３次梯度富集培养后，将菌液稀释成

１０－４、１０－５和１０－６，涂布于初筛培养基平板上，３０℃培
养箱培养５～７ｄ，挑取平板上的单菌落进行划线分
离，纯化后保存于－８０℃冰箱。

１．２．２　初筛

１）紫外分光光度法：通过特征吸收波长强度的
改变检测底物降解和产物生成的情况。

２）薄层层析法：经纯化后的菌株接入装有初筛
培养基的指形瓶，３０℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ，

加入等体积的乙酸乙酯萃取，充分摇匀后在８　０００
ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，取上相点样于硅胶板ＧＦ２５４，检
测是否有茴香醛或茴香酸的斑点出现。

１．２．３　复筛　将初筛得到的菌株接入装有复筛培
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养基的三角瓶，３０℃摇床１８０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，加
入底物体积分数０．５％茴脑，转化３ｄ，加入等体积
的乙酸乙酯萃取，取上相，用气相色谱法检测茴脑
的降解率及茴香醛的摩尔生成率。
茴脑的摩尔降解率＝（初始茴脑的摩尔数－残

余茴脑的摩尔数／初始茴脑的摩尔数）×１００％
　　茴香醛的摩尔生成率＝（生成茴香醛的摩尔
数／初始茴脑的摩尔数）×１００％
１．３　检测方法

１．３．１　紫外分光光度法　由于底物反式茴脑，产
物茴香醛和茴香酸都具有苯环结构，在紫外光波段
有吸收，在波长介于２００～４００ｎｍ的紫外光范围内
进行扫描，检测吸收光谱，通过谱带位置和吸收强
度的改变检测底物降解和产物生成，对转化液进行
快速粗定量，见图１。反式茴脑、茴香醛和茴香酸的
特征吸收波长分别是２５８、２８４、２４７ｎｍ。

图１　茴脑、茴香醛和茴香酸的紫外吸收图谱

Ｆｉｇ．１　ＵＶ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ａｎｅｔｈｏｌｅ，ａｎｉｓａｌｄｅｈｙｄｅ

ａｎｄ　ａｎｉｓｉｃ　ａｃｉｄ

１．３．２　薄层层析法（ＴＬＣ）　转化液用等体积的乙
酸乙酯萃取后，可用薄层层析快速检测转化结果。

薄层层析在ＧＦ２５４硅胶板上进行，展层剂为Ｖ石油醚∶

Ｖ氯仿∶Ｖ乙酸乙酯∶Ｖ甲酸＝２５∶１０∶３∶０．２［１４］。层析
结果在２５４ｎｍ紫外光下观察，样品处无荧光，为紫
黑色。

１．３．３　气相色谱法　检测条件为载气Ｎ２，尾吹６０
ｍＬ／ｍｉｎ，进样口温度２５０℃，检测器温度３００℃。

程序升温为柱室初温１００℃维持２ｍｉｎ，升温速度

１０℃／ｍｉｎ，终温２２０℃保持１ｍｉｎ。内标法定量，内
标物为苯甲酸乙酯。

１．４　菌株的鉴定

１．４．１　形态特征观察及部分生理生化实验　形态
学和部分生理生化实验参照常见细菌系统鉴定手

册［１６］。

１．４．２　Ｂｉｏｌｏｇ鉴定　菌株在Ｂｉｏｌｏｇ专用培养基
（ＢＵＧ）上培养２４～４８ｈ，制备菌悬液上样于 ＧＥＮ

Ⅲ９６孔微鉴定板，３０℃培养箱培养，分别在２４ｈ
和３６ｈ使用美国Ｂｉｏｌｏｇ公司的Ｂｉｏｌｏｇ微生物鉴定

仪读取数据，将菌株对９５种碳源的利用情况与数
据库中的信息进行比对，得出鉴定结果。

１．４．３　１６ＳｒＤＮＡ 鉴定　提取目的菌株基因组

ＤＮＡ，利用引物２７Ｆ（５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ－
ＧＣＴＣＡＧ－３’）和 １４９２Ｒ （５’－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ－
ＴＡＣＧＡＣＴ－Ｔ－３’）进行１６ＳｒＤＮＡ　ＰＣＲ扩增，得到
的ＰＣＲ产物送上海生物工程公司测序，并用ＮＣＢＩ
中的ＢＬＡＳＴ软件进行序列分析。

２　结果与讨论

２．１　菌株的筛选

２．１．１　富集培养和初筛　通过富集培养及分离纯
化，一共获得３２０株能以反式茴脑作为惟一碳源的
菌株，每株菌经过特征吸收峰检测底物降解和产物
生成情况，将产物特征吸收峰值较高的菌株留下，
经过初步筛选，得到５２株相对产茴香醛或茴香酸
较高的菌株。通过薄层层析法对初筛得到的５２株
菌进行目标产物验证，检测是否有茴香醛或茴香酸
的斑点出现及斑点的大小和颜色的深浅，从而快速
对转化液进行定性和半定量分析，结果见图２。

１～７：菌 株 ＷＧＢ２４～ ＷＧＢ３０ 的 转 化 液；８ ～ １４：菌 株

ＷＧＰ１～ＷＧＰ７的转化液

图２　部分菌株转化液的ＴＬＣ图谱

Ｆｉｇ．２　ＴＬＣ　ａｎａｌｙｔｉｓｉｓ　ｏｆ　ｓｏｍｅ　ｓｔｒａｉｎｓ＇ｉｎｏｃｕｌａ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｌｉｑｕｉｄ

　　由图２可知，菌株 ＷＧＢ３０和 ＷＧＰ７能产茴香
醛；菌株 ＷＧＢ２８、ＷＧＢ３０和 ＷＧＰ４高产茴香酸，斑
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点大且颜色深；菌株 ＷＧＰ５和 ＷＧＰ６除了产茴香
酸外，还有未知物质。因此，对能产茴香醛和相对
高产茴香酸的菌株进行进一步筛选。

２．１．２　 复 筛 　 采 用 气 相 色 谱 法，检 测 菌 株

ＷＧＢ２８、ＷＧＢ３０、ＷＧＰ４、ＷＧＰ５、ＷＧＰ６和 ＷＧＰ７
转化液中茴脑的摩尔降解率及茴香醛的摩尔生成

率，每菌株做３个平行，取其平均值，具体见表１。
表１　菌株复筛结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

菌株
茴香醛的
摩尔转化率／％

茴脑的
摩尔降解率／％

ＷＧＢ２８　 ０．６６　 ２１．３９

ＷＧＢ３０　 ５．０８　 ３０．３０

ＷＧＰ４　 ２．０６　 ３８．５１

ＷＧＰ５　 １．８７　 ４５．４４

ＷＧＰ６　 ０．４５　 ２５．８８

ＷＧＰ７　 ２．８８　 ３９．７３

　　复筛的结果进一步表明，菌株 ＷＧＢ３０是相对
高产茴香醛的菌株，其摩尔转化率为５．０８％，茴脑
的降解率为３０．３％。因此，以 ＷＧＢ３０为目的菌
株，添加体积分数０．５％反式茴脑进行生物转化，跟
踪转化不同时间茴脑、茴香醛和茴香酸的质量浓度
变化，结果见图３。

图３　菌株 ＷＧＢ３０在不同发酵时间茴脑、茴香醛和茴

香酸的质量浓度变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｅｔｈｏｌｅ，ａｎｉｓａｌｄｅｈｙｄｅ　ａｎｄ

ａｎｉｓｉｃ　ａｃｉｄ　ｉｎ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＷＧＢ３０

　　结果表明，随着菌体的迅速增长和转化时间的
延长，反式茴脑转化生成茴香醛及茴香酸的量也迅
速增多，但茴香醛的产量在转化６０ｈ后基本趋于稳
定。可能原因是：一是随着底物反式茴脑的减少，

菌体量的增多，茴香醛可作为碳源被菌体利用以满
足其生理代谢需求；二是茴香醛对细胞有毒害作
用，在内环境中的质量浓度过高会抑制菌体的生
长，因此迫使其进一步氧化成毒性较小的茴香酸，

从而使茴香酸的量不断增加。

２．２　实验菌株 ＷＧＢ３０的鉴定

２．２．１　形态学观察、生理生化实验和Ｂｉｏｌｏｇ鉴定

　根据菌落形态特征，对 ＷＧＢ３０的单菌落进行观
察。菌落为白色，圆形，边缘整齐，不透明，表面光
滑湿润，隆起。革兰氏染色后，显微镜下为革兰氏
阴性、杆状菌。电镜下对菌体单细胞观察为短杆
状，有单极生鞭毛，无内生芽饱，见图４。

ａ：ＷＧＢ３０在复筛培养基中的菌落形态；ｂ：ＷＧＢ３０在透射电

镜（×７７００）下的细胞形态

图４　ＷＧＢ３０形态

Ｆｉｇ．４　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＷＧＢ３０

　　参照常见细菌系统鉴定手册，对 ＷＧＢ３０进行
生理生化鉴定，结果见表２。

表２　ＷＧＢ３０菌株生理生化鉴定结果

Ｔａｂ．２　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＷＧＢ３０

特征 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ　ｓｐ． ＷＧＢ３０

生长温度 ２９～４２℃ ２５～４１℃

最适生长温度 ３０℃ ２８℃

接触酶 － ＋

氧化酶 ｖ －

明胶液化 ＋ ＋

脲酶 ＋ ＋

Ｔｗｅｅｎ　８０ ＋

Ｖ－Ｐ试验 －

ＭＲ试验 －

反硝化 －

硝酸盐还原 ＋ ＋

ｐＨ 值 ４．５～７．０　 ４．５～８．０

最适ｐＨ值 ６．５

　注：＋表示阳性；－表示阴性；ｖ表示不明显反应。

　　按照Ｂｉｏｌｏｇ操作说明进行 ＷＧＢ３０菌株的Ｂｉ－
ｏｌｏｇ鉴定，结果表明，该菌株可能为伯克霍尔德氏
菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．）的一个罕见种或新种。

ＷＧＢ３０能利用的碳源有：Ｄ－海藻糖，蔗糖，蜜
三糖、棉籽糖，蜜二糖，Ｄ－水杨苷，Ｎ－乙酰－Ｄ葡糖
胺，Ｎ－乙酰－Ｄ半乳糖胺，α－Ｄ葡糖，Ｄ－甘露糖，Ｄ－果
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糖，Ｄ－半乳糖，Ｌ－果糖，Ｄ－山梨醇，Ｄ－甘露醇，Ｄ－阿拉
伯醇，肌醇和甘油；能利用的氨基酸有：Ｄ－天冬氨
酸，Ｌ－天冬氨酸，Ｄ－丝氨酸，Ｌ－丝氨酸，Ｌ－焦谷氨酸，

Ｌ－组胺，Ｌ－丙氨酸，Ｌ－精氨酸，Ｌ－谷氨酸和氨基乙酰－
Ｌ－脯氨酸；抗生素显阳性有：梭链孢酸，利福霉素，
醋竹桃霉素，林肯霉素、洁霉素，二甲胺四环素，万
古霉素，萘啶酮酸和氨曲南。
实验结果表明，ＷＧＢ３０菌株的形态培养特征

及生理生化特性与伯克霍尔德氏菌属基本一致。

２．２．２　１６ＳｒＤＮＡ的鉴定　经上海生工测序，得到
实验菌株 ＷＧＢ３０的１６ＳｒＤＮＡ 序列，登陆号为

ＨＱ６６０９４６，将该序列用 ＮＣＢＩ　Ｂｌａｓｔ软件与 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ中已报道的序列进行同源性比对，发现该序列
与登录号为ｇｂ｜ＡＦ１６４０４５．２｜Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｔｒｏｐｉ－
ｃａｌｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＡＢ９８　１６ＳｒＤＮＡ的同源性达９９％。
为了进一步考察实验菌株与已知菌株的亲缘

关系及其分类地位，根据同源序列搜索结果，下载
相关菌种的１６ＳｒＤＮＡ 序列，与实验菌株一起用

ＭＥＧＡ　４．０软件中的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ分析法构建
系统进化树，结果见图５。结果表明，菌株 ＷＧＢ３０
与Ｂ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ进化距离最短、亲缘关系最接近，与

Ｂｌａｓｔ比对的结果一致。

图５　ＷＧＢ３０基于１６ＳｒＤＮＡ构建的系统发育树

Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｉｎｆｅｒｒｅｄ　ｆｒｏｍ　１６ＳｒＤＮＡ　ｏｆ　ＷＧＢ３０

　　综合实验菌株 ＷＧＢ３０的形态学、生理生化实
验、Ｂｉｏｌｏｇ鉴定和１６ＳｒＤＮＡ比对分析结果，将其鉴
定为伯克霍尔德氏菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．）。

３　结　语

生物发酵法制备茴香醛是一种新兴的技术，以
反式茴脑等芳香烃化合物作为惟一碳源进行筛选

高产茴香醛的菌株，是一种较为快捷的方式，但芳
香烃化合物都是有毒物质，要得到高产茴香醛的菌
株，关键是看菌株的活力和抗毒性能力。
作者从多种样品中筛选到３２０株能以反式茴

脑作为惟一碳源的菌株，经多种筛选方法相结合，
结果获得一株相对高产茴香醛的菌株 ＷＧＢ３０，其
摩尔转化率为５．０８％。ＷＧＢ３０细胞呈短杆状，有
单极生鞭毛，无内生芽饱，革兰氏染色阴性，其１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列（登录号 ＨＱ６６０９４６）与Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＡＢ９８　１６ＳｒＤＮＡ （登 录 号

ＡＦ１６４０４５．２）的同源性最高，达９９％。结合形态学
和生理生化特征及ＢＩＯＬＯＧ　ＥｃｏＰｌａｔｅｓ鉴定结果，
将其鉴定为伯克霍尔德氏菌属 （Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｓｐ．）。
原始菌株 ＷＧＢ３０，添加体积分数０．５％茴脑转

化６０ｈ后，茴香醛的摩尔转化率可达５．０８％，与国
内粟桂娇等［１４－１５］筛到的原始菌株ＢＴ－１３相比，积累
茴香醛的能力有很大优势，与其经条件优化后合成
茴香醛的能力相比仍有一定的差距，但可以通过对
菌株 ＷＧＢ３０进行菌种改良、生物转化条件优化及
固定细胞技术等手段，使茴香醛的积累量进一步提
高，相关工作正在进行之中。
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