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摘! 要：对三孢布拉氏霉代谢产物的分析表明，该菌能够合成辅酶 7/$，且正株合成辅酶 7/$的能力

高于负株。当正负菌株以 #8 / 混合培养时，辅酶 7/$ 产量最高。三孢布拉氏霉合成辅酶 7/$ 是遵

循经典的辅酶 7/$生物合成途径的，本实验选育到具有 92甲硫氨酸和 :2酪氨酸或对氨基苯丙氨酸

双重抗性标记的突变菌各一株，其辅酶 7/$产量较出发菌株分别提高了 0%; 0<及 &6; "<。
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! ! 辅酶 7/$（R(-BNJX- 7/$，R(7/$ ）为 "，12二甲氧

基2#2甲基2%2癸异戊二烯苯醌，在动、植物和微生物

细胞内与线粒体内膜相结合，是呼吸链中重要的递

氢体［/］。辅酶 7/$ 能抑制线粒体的过氧化，保护生

物膜的完整性；能激活细胞呼吸，加速产生 =W@，起

到解毒急救作用；辅酶 7/$ 还能提高机体的免疫力，

因而是一种临床价值很高的生化药物。

辅酶 7/$的制备方法有生物提取法、化学合成

法及微生物发酵法。近年来，微生物发酵法得到了

长足的发展，该法具有原料来源丰富、反应条件温

和、产品生物活性好等优点而成为最有发展潜力的

生产方法。目前多采用酵母属及细菌发酵制备辅

酶 7/$，采用三孢布拉氏霉发酵制备辅酶 7/$ 的研究

在国内外还未见报道。本研究对该菌种代谢合成
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辅酶 !"#及其调控进行了初步探索，为进一步提高

辅酶 !"#产量打下了基础。

!" 材料与方法

!# !" 菌种"
三孢布拉氏霉 !"#$%&"%# ’()&*+(# $%&’，江苏省微

生物研究所提供。

!# $" 培养基

!# $# !" 孢子斜面和平皿分离培养基 " ()* 培养

基。

!# $# $" 抗性培养基" ()* + ,-甲硫氨酸或 )-酪氨

酸或对氨基苯丙氨酸。

!# $# %" 种子培养基（./ 0 1,）" 淀粉 ’；葡萄糖 2；玉

米浆 3；452 (6’ #7 "；8/%6’ #7 #"；9:" #7 ##"；;5
<7 ’。

!# $# &" 发酵培养基（./ 0 1,）" 淀粉 2；黄豆饼粉 ’；

玉米浆 =；452 (6’ #7 "；8/%6’ #7 #"；9:" #7 ##"；大

豆油 27 3；;5 <7 >。

!# %" 抗性菌株的选育

将诱变（ <#?@ ! 射线、紫外线）处理过的孢子悬

液作一定的梯度稀释，涂布于抗性培养基上，2> A
培养 ’ B 3 1，挑取单菌落接于斜面。

!# &" 培养方法

!# &# !" 种子" 将斜面上的少量菌丝接种于种子培

养基（23# ., 烧瓶装量 3# .,）、置于 2> A、2"# C 0
.DE 的旋转摇床上振荡 ’2 F。

!# &# $" 摇瓶发酵" 将培养好的种子以 "3 ./ 0 1, 的

接种量转入发酵培养基（3## ., 烧瓶装量 ’# .,）

中，置于 2> A、22# C 0 .DE 的旋转摇床上振荡 >2 F。

!# ’" 菌体中辅酶 (!)的分离测定

从发酵液中过滤出菌丝体，将其移入 23# .,
平底烧瓶中，加抗氧化剂、甲醇、少量蒸馏水混匀，

G# A回流 =# .DE［2］，迅速冷却，用石油醚萃取 = 次，

合并萃取液进行减压浓缩。采用薄层层析分离浓

缩液中的辅酶 !"#，按文献［=］提供的方法测定辅酶

!"#的含量。

$" 结果与讨论

$# !" 三孢布拉氏霉菌中辅酶 (!)的合成

三孢布拉氏霉为异宗接合菌，有正、负两种菌

株。将正、负菌株分别进行单独培养和混合培养，

对其菌体的萃取液进行薄层分离，结果见图 "。

H H 由图 " 可知，样品 " 和样品 2 经 I,? 分离，在

与辅酶 !"#标准品色带相同的 , J 值处，分离出了色

带 3。刮下标准品及色带 3，溶于乙醇中，进行紫外

扫描，结果见图 2。由图 2 可以看出，色带 3 的氧化

型及还原型紫外吸收图谱均与标准品的氧化型及

还原型图谱相吻合，说明三孢布拉氏霉能合成辅酶

!"#，其产量见表 "。

图 !" 供试样品与标准品的薄层层析图

*+,- ! " ./0 1+23450 67 3/+89:;<05 2/56=;36,5;1/ 765
3/0 >;=1:0> ;8? >3;8?;5?

图 $" 辅酶 (!)的紫外吸收光谱

*+,- $" @A>6513+68 >10235; 67 2608B<=0 (!)

表 !" 三孢布拉氏霉正、负单菌株及按不同接种比例混合培

养后的辅酶 (!)产量

.;A- !" ./0 156?423+68 67 C6(!) A< !"#$%&"%# ’()&*+(# 765
>01;5;30 ;8? =;30? 24:3450

接种比例（ + 0 K ） 辅酶 !"#产量（./ 0 ,）

$%&’（ + ） "’7 #3

$%&’（ K ） ""7 #>

>L " "37 MM

3L " ">7 M’

=L " ">7 #3

"L " "=7 GM

"L = "=7 ’#

"L 3 "27 GG

"L > ""7 ""
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! ! 由表 " 可以看出，正株产辅酶 #"$ 的能力较负

菌高些。将正负菌株以 % & " 比例混合培养时，辅

酶 #"$ 的产量最高，达到 "’( )* +, - .。这主要是因

为混合培养时，正负菌的菌丝体相互接触、融合，菌

丝中产生异核体，期间合成一种性激素———三孢

酸，它能促进甲羟戊酸焦磷酸转化为二甲烯丙基焦

磷酸［*］，从而增加了合成辅酶 #"$ 侧链的原料———

异戊烯基焦磷酸（ /00）。

!" !# 三孢布拉氏霉中辅酶 $%& 的生物合成途径及

调控

123456 于 "7’8 年在关于 9:#"$ 的国际会议上

提出了 9:#"$的微生物合成途径主要为芳香环及异

戊二烯基侧链两条生物合成路线［%］（ 图 ;）。三孢

布拉氏霉作为工业化生产 !<胡萝卜素的高产菌［8］，

能通过 =>?［’］途径合成大量 /00，因此，三孢布拉

氏霉菌内具有辅酶 #"$ 侧链———聚异戊二烯的合成

途径（见图 ;( @）。.<酪氨酸缺陷型试验结果也表明

三孢布拉氏霉存在着芳香环生物合成途径（ 见图

;( A）。由此推断，三孢布拉氏霉合成辅酶 #"$ 是遵

循经典的辅酶 #"$生物合成途径的。

异戊烯基侧链合成途径的关键酶和限速酶是

B=C<9:? 还原酶，它控制着辅酶 #"$ 侧链的基本单

位———/00 的合成数量；芳香环合成途径的关键酶

是 D?B0 合成酶和分支酸变位酶［)］，这两种酶受终

产物酪氨酸和苯丙氨酸的协同反馈抑制。针对这

两条代谢途径关键酶的特性，我们对三孢布拉氏霉

进行 /00 结构类似物———.<甲硫氨酸抗性菌株、.<
酪氨酸结构类似物———D<酪氨酸及 .<苯丙氨酸结

构类似物———对氨基苯丙氨酸抗性突变株的选育，

以增加辅酶 #"$的产量。

! ! ! ! ! 图 @( 异戊烯基侧链的生物合成路线 图 A( 芳香环生物合成路线

图 ’# 辅酶 $%&的生物合成途径

()*+ ’# ,-./0-1 23 42567185 $%& 9)2:16./5:):

!" !" %# .<甲硫氨酸对三孢布拉氏霉合成辅酶 #%&的

影响# 在平皿分离培养基中分别添加 %、7、"E、"%、

")、E$ +, - +. 不同质量浓度的 .<甲硫氨酸，将制备

好的单孢子悬液分别涂布在具有不同质量浓度的

.<甲硫氨酸抗性平板上，E’ F培养 * G % 3。.<甲硫

氨酸对菌体生长的影响见表 E。

! ! 由表 E 可确定 .<甲硫氨酸对该菌的致死质量

浓度为 ") +, - +.，以此质量浓度作为致死抗药性突

变标志。将诱变过的单孢子悬液涂布含 ") +, - +.
.<甲硫氨酸的抗性平板上，E’ F 培养 * G % 3，挑取

单菌落接于 0D? 斜面。经初筛及复筛，得到一株 .<
甲硫氨酸抗性菌 HIJ*<H)（见表 *），其辅酶 #"$ 产量

达 E$( %" +, - .，较出发菌株的 "*( $% +, - . 提高了

*8K。实验结果表明，.<甲硫氨酸作为 /00 的结构

;8! 第 % 期 吴品芳等：三孢布拉氏霉合成辅酶 #"$及其代谢调控
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类似物，选育其抗性菌株，可以解除 !"" 对辅酶 #$%

合成的反馈抑制，增加菌株的辅酶 #$%产量。

表 !" #$甲硫氨酸对菌体生长的影响

%&’( !" %)* +,-./*,0* 1- #$2*3)+1,+,* 1, 45163) 1- 735&+,7

质量浓度 &（’( & ’)） 生长情况

% * * *

+ * * *

, * *

$- *

$+ *

$. /

-% /

注：表中“ * ”表示生长，“ / ”表示不生长。

!( !( !" 01酪氨酸及对氨基苯丙氨酸对三孢布拉氏

霉合成辅酶 #89的影响" 在平皿分离培养基中分别

添加 $、2、+、3、,、$$ ’( & ’) 不同质量浓度的 01酪氨

酸和对氨基苯丙氨酸，将诱变过的 456714. 单孢子

悬液分别涂布在不同质量浓度的上述两种抗性平

板上，-3 8培养 7 9 + :。01酪氨酸及对氨基苯丙氨

酸对菌体生长的影响见表 2。

表 :" ;$酪氨酸及对氨基苯丙氨酸对菌体生长的影响

%&’( :" <--*03 1- ;$%=517+,* &,> ?$&@+,1$?)*,=.&.&,+,* 1,
3)* 735&+,7 45163)

质量浓度 &
（’( & ’)）

生长情况

01酪氨酸 对氨基苯丙氨酸

% * * * * * *

$ * * * * *

2 * * *

+ * *

3 / *

, / /

$$ / /
注：表中“ * ”表示生长，“ 1”表示不生长。

; ; 由表 2 可确定 01酪氨酸及对氨基苯丙氨酸对

该菌的致死质量浓度分别为 3 ’( & ’) 和 , ’( & ’)。

将诱变过的 456714. 单孢子悬液涂布在含 3 ’( & ’)
01酪氨酸和含 , ’( & ’) 对氨基苯丙氨酸两种抗性

平板上，-3 8培养 7 9 + :，挑取单菌落接于 "0< 斜

面。经初筛及复筛，得到了 01酪氨酸抗性菌 45671
40+ 及对氨基苯丙氨酸抗性菌 456714=$（ 见表 7），

其辅酶 #$%产量分别达 -7> .- ’( & ) 及 -3> -. ’( & )，

较 456714. 菌株分别提高了 -$? 和 22?。实验结

果表明，选育 01酪氨酸和对氨基苯丙氨酸抗性突变

株，均有利于解除终产物对 0<@" 合成酶的反馈抑

制作用，提高辅酶 #$% 产量。其中苯丙氨酸抗性对

三孢布拉氏霉辅酶 #$% 的产量影响比较大，说明在

三孢布拉氏霉的 @A" 途径中，苯丙氨酸支路较强。

另外苯丙氨酸是辅酶 #$% 中醌环的前体，选育其抗

性，不仅可以解除反馈抑制，而且可更多提供辅酶

#$%醌环合成的原料———对羟基苯甲酸，因此我们认

为对于三孢布拉氏霉来说，选育苯丙氨酸结构类似

物抗性更有利于提高辅酶 #$%的产量。

表 A" 抗性菌株的辅酶 B89产量

%&’( A" %)* C1B89 ?51>/03+1, 1- 3)* 5*7+73&,3 @/3&,37

菌号

抗 性 标 记

)1甲硫
氨酸

01酪氨
酸

对氨基
苯丙氨酸

BC#$%

产量 &
（’( & )）

比对照
提高的

百分率 & ?

4567（对照） / / / $7> %+

456714. * / / -%> +$ 7D

4567140+ * * / -7> .- 3D> 3

456714=$ * / * -3> -. ,7> -
注：表中“ * ”表示带抗性标记，“ / ”表示不带抗性标记。

:" 结" 论

$）三孢布拉氏霉能够合成辅酶 #$%，其合成途

径是遵循辅酶 #$%经典生物合成途径的。

-）三孢布拉氏霉正株合成辅酶 #$%的能力较负

株高，且正负菌株以 + E $ 混合培养时，辅酶 #$% 产

量最高。

2）以 )1甲硫氨酸作为 !"" 的结构类似物，选育

其抗性菌株，可以增加辅酶 #$%的合成原料 !"" 的供

给。以 01酪氨酸和对氨基苯丙氨酸作为 )1酪氨酸

及 )1苯丙氨酸的结构类似物，选育其抗性菌株，可

以解除三孢布拉氏霉芳香环合成途径中终产物对

0<@" 合成酶的反馈抑制，增加醌环的原料供给，进

而提高辅酶 #$%产量。

7）本实验筛选到了一株 )1甲硫氨酸抗性菌

456714.，其辅酶 #$%产量达 -%> +$ ’( & )，比出发菌株

4567 提高了 7D?。在此基础上，又增加了 01酪氨

酸和对氨基苯丙氨酸抗性标记，得到了具双重抗性

标记（)1甲硫氨酸和 01酪氨酸或对氨基苯丙氨酸）

的突变株 4567140+ 及 456714=$，其辅酶 #$% 产量分

别达 -7> .- ’( & ) 及 -3> -.’( & )，较菌株 456714. 分

别提高了 -$?和 22?，而较原始菌株 4567 产量分

别提高了 3D> 3?及 ,7> -?。
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