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引　言

熊果苷属于氢醌苷类化合物，化学名称为４

羟基苯Ｄ吡喃葡萄糖苷，能抑制黑色素的生成，

具有美白作用 ［１］。熊果苷有α熊果苷和β熊果苷

两种同分异构体，研究发现α熊果苷的美白效果

是β熊果苷的１０倍以上，而且α熊果苷直接抑制

酪氨酸酶活性，不抑制人体细胞［２３］。显然，α熊

果苷是一种更高效、更安全的美白剂。

α熊果苷一般只能通过不同的微生物的酶进行

糖转移反应，让一分子的葡萄糖和一分子的氢醌结

合形成单一的α熊果苷
［４］。目前，关于α熊果苷

的生产报道主要有日本的Ｔｏｓｈｉｙｕｋｉ
［５］和国内的刘

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００７－０１－２９．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＺＨＡＮＧＰｅｎｇ．犈－犿犪犻犾：ｚｈａｎｇｐｅｎｇ＠

ｍａｉｌ．ｂｕｃｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

　

春巧［６］，但是都存在对苯二酚耐受度不够高、反应

时间较长等问题。本实验在黄单胞菌ＢＴ１１２发酵

过程中加入表面活性剂，改善细胞膜通透性，加快

物质传递运输，从而提高了菌体对对苯二酚的耐受

度并缩短了反应周期，降低了原料成本，提高了生

产效率，具有重要的现实意义。



１　材料与方法

１１　主要材料及仪器

１．１．１　菌株　嗜麦芽黄单胞菌 （犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊

犿犪犾狋狅狆犺犻犾犻犪）ＢＴ１１２，由本实验室筛选鉴定
［７］。

１．１．２　材料及仪器　α熊果苷标准品和β熊果苷

标准品为Ｓｉｇｍａ公司提供；其他为分析纯试剂。

ＨＺＱＦ全温振荡培养箱，哈尔滨市东联电子技术

开发有限公司；高效液相色谱，日本岛津 ＬＣ

１０ＡＴＶＰ。

１．１．３　培养基　发酵培养基：蔗糖５０ｇ·Ｌ
－１、

蛋白胨１０ｇ·Ｌ
－１、无水 ＭｇＳＯ４０．５ｇ·Ｌ

－１、

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ２ｇ·Ｌ
－１、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０５

ｇ·Ｌ
－１、ＺｎＣｌ２０．０１ｇ·Ｌ

－１、ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ０．１

ｇ·Ｌ
－１、Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ０．０５ｇ·Ｌ

－１、维生素

Ｂｌ０．０２ｇ·Ｌ
－１、维生素Ｂｌ２０．０５ｇ·Ｌ

－１、烟酸

０．００１ｇ·Ｌ
－１、对氨基苯甲酸钠０．００２ｇ·Ｌ

－１，

ｐＨ７．０；斜面培养基：发酵培养基加１５ｇ·Ｌ
－１

琼脂。

１．１．４　 表 面 活 性 剂 　 Ｔｗｅｅｎ２０ 、Ｔｗｅｅｎ４０、

Ｔｗｅｅｎ６０、 Ｔｗｅｅｎ８０ 、 Ｔｗｅｅｎ８５、 Ｓｐａｎ２０ 、

Ｓｐａｎ４０、Ｓｐａｎ６０、ＣＴＡＢ、Ｂｒｉｊ５８、Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉ

ｌｏｘａｎｅ、Ｓｏｐｈｏｒｏｓｅｌｉｐｉｄ、Ｐｏｌｙｅｓｔｅｒ３３０、Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００、ＳＤＳ和ｌｅｃｉｔｈｉｎ。

１２　方法

１．２．１　反应条件　在１００ｍｌ锥形瓶中加入１５ｍｌ

液体培养基，于０．１ＭＰａ、１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。把

菌种斜面用生理盐水配成菌悬液接种于锥形瓶中，

在３０℃、１３０ｒ·ｍｉｎ－１摇床中培养４８ｈ，然后在发

酵液中加入对苯二酚和蔗糖，于３５℃、１８０ｒ·

ｍｉｎ－１摇床中反应。在发酵过程中添加不同种类、

不同浓度的表面活性剂，以不添加表面活性剂的空

白作对照。

反应式为

Ｃ６Ｈ６Ｏ２＋Ｃ１２Ｈ２２Ｏ →１１ Ｃ１２Ｈ１６Ｏ７＋Ｃ６Ｈ１２Ｏ６

对苯二酚转化率为

犡＝
犕１－犕２
犕１

×１００％

式中　犕１为加入到发酵液中对苯二酚的量，ｍｍｏｌ·

Ｌ－１；犕２ 为反应后发酵液中剩余对苯二酚的量，

ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

１．２．２　菌浓的测定　菌浓用在６６０ｎｍ波长下分

光光度计检测的吸光度ＯＤ６６０表示。

１．２．３　产物的分析　取１ｍｌ发酵液，４２００ｒ·

ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ。上清液用孔径０．２２μｍ的微滤

膜 过 滤 后 用 高 效 液 相 色 谱 检 测。色 谱 柱 为

ＹＷＧ２Ｃ１８柱 （４１６ｍｍ×２５ｃｍ），柱温２５℃；流

动相为水∶甲醇 （体积比９５∶５），流速１ｍｌ·

ｍｉｎ－１；紫外检测器，检测波长２８０ｎｍ。

２　结果与分析

２１　不同表面活性剂和浓度对反应的影响

表面活性剂种类繁多且性质各不相同，它们一

方面具有改善细胞膜通透性，减少氧及营养物质进

入细胞的传递阻力，加快物质传递运输的能力；另

一方面对微生物有毒性和杀菌作用［８］。因此，一般

发酵液中表面活性剂的浓度在０．１～１０ｇ·Ｌ
－１之

间［９１０］。在反应开始时添加不同种类和不同浓度的

表面活性剂，结果如表１。

表１　表面活性剂对黄单胞菌产α熊果苷转化率的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳狊狌狉犳犪犮狋犪狀狋狅狀α犪狉犫狌狋犻狀犮狅狀狏犲狉狊犻狅狀

犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔犫狔犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犅犜１１２／％

Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ
Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｇ·Ｌ－１

０．１ ０．５ １ ５ １０

Ｔｗｅｅｎ２０ ８２．３ ８９．６ ９２．２ ７５．７ ７０．７

Ｔｗｅｅｎ４０ ８１．５ ８８．６ ８９．４ ７８．１ ７２．６

Ｔｗｅｅｎ６０ ８０．２ ８８．１ ８９．６ ７４．３ ７０．９

Ｔｗｅｅｎ８０ ８０．５ ９０．７ ９４．１ ８８．５ ７５．７

Ｔｗｅｅｎ８５ ８８．１ ９１ ９２．３ ８０．９ ７４．６

Ｓｐａｎ２０ ８６．１ ８７．５ ８８．２ ７８．３ ７１．７

Ｓｐａｎ４０ ８１．５ ８８．２ ８９．３ ７９．４ ７１．６

Ｓｐａｎ６０ ８８．４ ８９．９ ９３．１ ８２．６ ７８．７

ＣＴＡＢ ７６．２ ７７．４ ７９．３ ７４．８ ７１

Ｂｒｉｊ５８ ８２．５ ８７．２ ８９．３ ８４．２ ８０．７

ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ ８１．９ ８４．６ ８５．８ ８３．４ ７９．６

ｓｏｐｈｏｒｏｓｅｌｉｐｉｄ ８２ ８３．８ ８５．９ ８２．８ ８０．６

ｐｏｌｙｅｓｔｅｒ３３０ ８０．８ ８１．７ ８５．４ ８３．４ ８０．８

ＴｒｉｔｏｎＸ１００ ７８．９ ８１．６ ８４．４ ７７．６ ７５．１

ＳＤＳ ７１．４ ７３．５ ７５．７ ７６．１ ７２．３

ｌｅｃｉｔｈｉｎ ８７．４ ８９．３ ９０．３ ８６．５ ８４．１

ｂｌａｎｋ ９２．８

由表１可见，某些非离子型表面活性剂对反应

有一定的促进作用，这主要是因为不同类型的表面

活性剂性质不同，对微生物所产生的毒性也不同。

一般来说阳离子表面活性剂对生物的毒性较大 （如

ＣＴＡＢ）；非离子表面活性剂毒性小，对生物的影

响也较弱；阴离子表面活性剂 （如ＳＤＳ）的毒性和

杀菌力介乎两者之间［８］。对于黄单胞菌的影响也表

现出了相同的特点。关于表面活性剂促进生物转化
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的作用机制，分析其原因是：加入表面活性剂对微

生物细胞膜影响最大，表面活性剂会影响胶束的形

成［１１］，改变细胞膜的稳定性。破坏细胞膜的结构，

失去活性，从而改变了细胞膜通透性。

总的来说，Ｔｗｅｅｎ８０效果最好，首先它是非

离子表面活性剂，对菌体的毒性最小；并且还是水

溶性长链脂肪酸的酯类物质，可影响微生物细胞的

膜通透性［１２］。故表面活性剂选定为 Ｔｗｅｅｎ８０，并

进一步试验其浓度大小对转化率的影响，结果见

图１。

图１　不同浓度的Ｔｗｅｅｎ８０对发酵的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

Ｔｗｅｅｎ８０ｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

由图１可见，当 Ｔｗｅｅｎ８０添加浓度为３ｇ·

Ｌ－１时，对苯二酚转化率最高，达到９４．９％，此时

的菌浓也比空白高，即３ｇ·Ｌ
－１的Ｔｗｅｅｎ８０没有

抑制菌体生长。从图１中还可以明显看到，当浓度

大于５ｇ·Ｌ
－１时，Ｔｗｅｅｎ８０对细胞生长有一定的

抑制作用，浓度越高抑制作用越大，底物的转化率

也随之下降。因此，不同浓度的Ｔｗｅｅｎ８０对菌体

生长和产物得率产生不同的影响。常天俊等［９］曾报

道过０．５ｇ·Ｌ
－１和１ｇ·Ｌ

－１的Ｔｗｅｅｎ８０对出芽短

梗霉生长和多糖生产的影响不同，本实验也证明了

这个结论。

２２　不同时间加入犜狑犲犲狀８０对反应转化率的影响

因为表面活性剂具有改变细胞膜通透性和杀菌

两重作用，不同的加入时间直接影响菌体的生长代

谢。因此，试验不同加入表面活性剂的时间对发酵

转化率的影响有重要意义，结果如图２所示。

从图２中可以看到，在进入反应阶段前６ｈ，

菌体浓度比较低，此时加Ｔｗｅｅｎ８０影响细胞膜的

正常合成，使其结构变得松散，不利于细菌的生

长；在反应开始的１２ｈ以内加Ｔｗｅｅｎ８０对转化率

都有一定的促进作用，转化率最高的是在发酵１２

ｈ加入 Ｔｗｅｅｎ８０，达到９５．６％。因此，只有当细

图２　不同时间加入Ｔｗｅｅｎ８０对发酵的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｔｏａｄｄ

Ｔｗｅｅｎ８０ｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

菌菌体达到一定数量且比较壮实的时候，菌体才能

耐受住表面活性剂。所以添加Ｔｗｅｅｎ８０的最佳时

间范围是反应开始的１２ｈ以内。

２３　分批添加犜狑犲犲狀８０对反应的影响

Ｔｗｅｅｎ８０有杀菌作用，而且其杀菌强度与其

浓度呈正比。根据文献 ［９１０］，浓度为０．１～１０

ｇ·Ｌ
－１的表面活性剂对微生物生长的抑制作用较

小。为了降低Ｔｗｅｅｎ８０对菌体的抑制，通过总添

加量不变而分批加入来降低发酵液中Ｔｗｅｅｎ８０的

浓度，从而把 Ｔｗｅｅｎ８０对菌体伤害度降到最小。

试验不同的添加次数对反应的影响，结果如图３

所示。

图３　分批添加Ｔｗｅｅｎ８０对反应的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｗｅｅｎ８０ｆｅｄｂａｔｃｈｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

由于在发酵１２ｈ以内加Ｔｗｅｅｎ８０对反应有促

进作用，所以在这个时间范围内考察不同添加量、

添加时机对发酵的影响。实验发现，分批添加３

次，即每４ｈ加一次，每次浓度为１ｇ·Ｌ
－１时转化

率最高，达９６．４％ 。继续增加添加次数转化率下

降，因为分批添加次数太多，每次加的浓度就很

低，对细胞膜通透性的影响不明显，所以确定添加
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次数为３次最好，每次Ｔｗｅｅｎ８０浓度为１ｇ·Ｌ
－１。

２４　加入犜狑犲犲狀８０对菌体耐受对苯二酚的影响

由于对苯二酚具有杀菌作用，所以当发酵液中

对苯二酚浓度超过一定量时，会把菌体杀死，导致

转化率降低。比较发酵液中添加Ｔｗｅｅｎ８０和空白

时对苯二酚转化率，试验出其最高耐受浓度，结果

如图４。

图４　加入Ｔｗｅｅｎ８０对菌体耐受对苯二酚的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｗｅｅｎ８０ｏｎｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
　

镜检发现，在空白样中，当反应体系的对苯二

酚浓度超过４８ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，７８％的菌体死亡，

使菌体催化能力降低，所以菌体对苯二酚的最大耐

受度为４８ｍｍｏｌ·Ｌ－１。而在分批添加Ｔｗｅｅｎ８０的

情况下，菌体对苯二酚的最大耐受度为６０ｍｍｏｌ·

Ｌ－１，此时转化率达９６．２％。

２５　加入犜狑犲犲狀８０对发酵时间的影响

加入Ｔｗｅｅｎ８０使菌体细胞膜的通透性增大，

其结构变得松散，大分子物质的透过率增大，使得

底物可以快速、大量进入细胞内，加速了底物的转

化，缩短了反应时间。

从图５可知，加入Ｔｗｅｅｎ８０后达到最高转化

率的时间为发酵３６ｈ，比空白的４８ｈ减少了１２ｈ。

因此缩短了发酵周期，降低发酵的能量消耗，节约

成本。

图５　加入Ｔｗｅｅｎ８０对反应时间的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｗｅｅｎ８０ｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

３　结　论

通过对在黄单胞菌ＢＴ１１２催化合成α熊果苷

反应中添加表面活性剂的研究，确定了最佳反应条

件：加入Ｔｗｅｅｎ８０对α熊果苷的生物合成最有利，

其最适添加量为３ｇ·Ｌ
－１，最适添加时间为发酵

初期，即从加底物开始至发酵１２ｈ左右，分批添

加３次，每次浓度为１ｇ·Ｌ
－１。菌体对对苯二酚

的最大耐受度为６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，反应时间３６ｈ。

在此条件下，９６．２％的对苯二酚转化为α熊果苷，

产物浓度较空白高约２７．６％，且发酵周期缩短了

１２ｈ。
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