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目的
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通过研究突变株拟青霉菌
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"的生长及转化底物情况#探讨

突变株转化三七茎叶总皂苷的高效性(方法
!

在不同条件下#运用摇瓶转化法考查菌株生长和转化底物特性*

分别采用静息态细胞%胞外酶以及粗酶液#测定其对底物转化情况(结果
!

菌体
#!

%

'*5

之间生长最旺盛#

$+5

加入底物转化率最高#加入底物后
%!5

转化基本结束#转化产物只有人参皂苷
F#

#底物投料量至少可以达到
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#克分子转化率达
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以上#转化温度
!%T

%

$!T

之间最佳(静息态细胞%胞外酶以及粗酶液都可

以将人参皂苷
F=#

转化为人参皂苷
F#

(结论
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与文献报道相比#
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突变株具有良好

的底物耐受性和专一性#快速生长的后期是底物投料的最佳时机#

F=#

转化为
F#

的时间缩短为
$#

#投料量至少

增加
!"

倍#显著提高了转化效率#可望应用于工业生产(突变株的高转化效率可能与转化酶由细胞内产生并部

分分泌到胞外有关#增加了酶与底物接触机会#避免了产物在胞内过量积累(
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现代药理学研究发现#人参的主要活性成分为

人参皂苷#现已分离并确定结构的单体皂苷成分近

&"

种(人参皂苷
F#

是二醇型人参皂苷在人体肠道

内的主要代谢产物之一#具有广泛的生物活性#对心

脑血管%神经系统%免疫系统疾病以及抗辐射等作用

独特&

#('

'

(人参皂苷
F#

在人参属植物中含量较低#

因其结构复杂#化学合成至今尚未成功#目前主要依

靠从人参%三七等植物根%茎%叶中提取来获得#由于

提取方法收率低#成本较高#影响了人参皂苷
F#

的

进一步研究#因此#获得大量%高纯度的人参皂苷
F#

)&
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具有重要的研究价值与应用前景(

近年来#大量研究试图通过植物或微生物来源的

粗酶或经过纯化的酶制备具有药理活性的人参皂苷
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多株好气菌中筛选到
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株#

其产生的酶均可将主要皂苷
F=#

转化为人参皂苷
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#底物浓度为
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#能将主要皂苷
F=#

较

完全转化的有
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株菌株#但有人参皂苷
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等副产物

产生(
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葡萄糖苷酶将主要皂苷
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转化为
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#底物浓度为

#8

3

)

8J

#温度为
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(但由于人参皂苷的抑制作

用#当底物采用人参总提取物时#反应时间比用纯

F=#

延长
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倍*当人参总提取物浓度达到
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时#人参皂苷
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的转化率从
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降低到
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'最近报道了从
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株植物致病菌中

筛选到制备
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的转化菌株
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优化条件下#底物浓度为
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#温度为
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#

转化时间为
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#最大转化率为
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#制备规模底物投

料量最大为
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#转化率为
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(这些文献方法

普遍存在转化过程中转化产物不专一%作为转化底物

的主要皂苷浓度低%底物对酶有抑制作用%转化周期

长等问题#难以用于人参皂苷
F#

的工业化生产(

菌株是生物转化的关键#上述问题的出现与文

献方法制备人参皂苷
F#

的菌株都是野生型有很大

关系(人参皂苷对菌株生长以及对酶的抑制作用成

为制约人参皂苷
F#

工业化制备的主要因素(本实

验室通过
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联合诱变得到可以将人参皂苷
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专一 性转 化为 人参皂 苷
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的突 变 菌 株
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底物三七茎叶皂苷有较强的耐受性(本文通过研究

突变株
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的生长特性

及转化底物情况#探讨突变株转化底物的高效性(
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进行诱变#并且在高浓度

三七茎叶皂苷培养基中培养#筛选出耐受
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三七茎叶皂苷的菌株#进一步通过摇瓶培养筛选得到

可以将人参皂苷
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专一性转化为人参皂苷
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的
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含量为
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#

人参皂苷
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个时间点检测
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#并在显微镜下观察菌

体的生长情况#每个摇瓶取
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菌液#
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离

心
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#去除上清液#称量菌体的湿重(考察不

同生长时间的单位菌体重量及
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B

变化(

不同投料时间比较
!

接种时#培养基中加入转

化底物记为
"5

#之后每
#!

小时即第
#!

%

!'

%

$+

%
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和
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小时分别加入底物#一共
+

个时间点#每个时

间点从接种开始#菌体的生长和转化总时间均为

#"*5

#通过检测底物的转化情况得出最佳的投料

时间(

不同转化时间比较
!

接种后培养
$+5

#加入底

物转化#之后分别于转化
+

%

#!

%
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和
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取

样#测定底物的转化情况(

不同底物投料量比较
!

按发酵液体积的
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%
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的生长特性和生物转化
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和
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的量加入三七总皂苷#对应

皂苷浓度分别为
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%
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%
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和
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(

考察不同投料量时转化产物的情况(

不同温度比较
!

分别考察在
!& T

%

!* T

%

$#T

%

$'T

和
$%T

时#菌体对底物的转化情况和转

化产率#得出最佳的生长和转化温度(

静息态细胞#胞外酶及粗酶液转化总皂苷
!

接种

后#
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摇床上培养
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#菌液
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心
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#取上清
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#分装入
$

个三角烧瓶#每瓶

!"8J

#编号为
.

(菌体用
2

B&;"

磷酸缓冲液洗涤
!

遍#取菌体
$"

3

悬浮于
+"8J

2

B&;"

磷酸缓冲液

中#分装入
$

个三角烧瓶#每瓶
!"8J

#编号为
H

(取
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洗涤后的菌体加入
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磷酸缓冲液#
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超声破壁处理
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取上清液!粗酶液"#分装入
$

个三角烧瓶#每瓶
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#编号为
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(每个三角烧瓶中加入
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三七

总皂苷和
";&S A>++%7*"

溶液#继续在
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摇床上培养
%!5

(

结
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果

生长过程中菌体重量及
3

K

变化
!

在不加入底

物时#菌体自然生长情况下#菌体在前
#!5

内重量

基本没有变化#之后迅速增加#

'*5

时菌体重量最

大#之后菌重开始减轻(整个过程中#
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从
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逐

步升高到
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!图
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不同投料时间比较
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之间投料最好#

产物的产率相差不大(为了缩短发酵时间#选择

$+5

时加入底物#见图
$

(

不同转化时间比较
!

根据产物生成的规律可以

判断转化时间(从投料开始#一直到
%!5

时不断有

产物生成#转化产率不断提高#之后维持在
*&S

左

右#见图
'

(因此#摇瓶发酵转化时间在
%!5

时比较

合适(

不同底物投料量比较
!

在
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摇瓶装液量

为
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#加入底物量为
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的条件下#

考察了三七茎叶皂苷转化为人参皂苷
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的产率情

况(结果表明
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之间#产率达到
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#随着底物量增加#转化产率有所降低#见图
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时#转化产率略有降低#

但维持在
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之间的水平(考虑到工业生

产上的生产效率#可以将投料量提高到
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不同温度比较
!

菌体的生长和转化过程都在各

种酶催化下进行#从酶反应动力学来看#温度升高#

反应速率加快%生长代谢加速%发酵周期缩短#但是

高温下酶失活也愈快#菌体易衰老自溶(从图
+

可

以看出温度在
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时#产率最高#超过这个

范围则产率下降较快(

突变株与亲代菌株转化产物比较
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B@J.

检测

结果显示#亲代菌株将总皂苷转化为人参皂苷
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#而

突变株可以专一性转化得到人参皂苷
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亲代和突变株转化产物
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静息态细胞#胞外酶以及粗酶液转化总皂苷
!

分别考查了静息态细胞%胞外酶以及粗酶液转化总

皂苷的情况(结果表明#菌体%上清以及粗酶液对总

皂苷都有不同程度的转化#如图
*

#静息态细胞!

H

"

可以将底物总皂苷完全转化#

F#

产率为
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#

粗酶!

K

"和胞外酶!

.

"转化产率分别为
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突变株
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不同媒介转化产物
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通过研究突变株
!%#60/*(
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的生长及转化底物情况发现#该菌株对三七茎叶皂

苷的转化具有高效性(菌体在
#!

%

'*5

之间生长

最旺盛#

$+5

时加入底物转化率最高#结果表明#摇

瓶投料时间是与菌丝种龄相关的#过于年轻的菌丝

中加入底物后#菌丝生长受到影响#直接影响后面转

化的产率*菌的种龄过老#酶的活力也会下降#同样

不利于产物转化#菌体快速生长的后期是底物投料

的最佳时机(加入底物后
%!5

转化基本结束#底物

投料量至少可以达到
!"8

3
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8J

#转化温度
!%T
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$!T

最佳(与已报道的野生型转化菌株最好水平

相比#在相同的
*"S

转化率时#底物的投料量增加

!"

倍#克服了野生型菌株在高浓度下转化率下降问

题#突变株增强了耐受底物能力#专一性转化底物至

人参皂苷
F#

#转化时间缩短#投料量增加#提高了转

化效率(

菌种是生物转化的基础(从植物生长的环境中

筛选菌株是菌株筛选的一个重要途径#筛选得到的

菌株具有转化该植物化学成分能力的可能性也较

大(实验中的亲代菌株从野山参生长的土样中分离

得到#该菌株可以将人参总皂苷转化为人参皂苷

.V

#转化途径可能为人参皂苷
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#但是转化过程中发现#产物主要积累在细

胞内#胞外没有产物形成(高浓度人参总皂苷对菌

株的转化率有较大影响#随着皂苷浓度提高#转化率

并没有相应提高(

人参皂苷对转化菌株的抑制现象是人参皂苷转

化过程中普遍存在的问题#菌株对转化底物的耐受

性提高将有助于转化率的提高(通过
&Y7J'.9

联

合诱变得到可以将人参皂苷
F=#

专一性转化为人

参皂苷
F#

的突变菌株
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#底物三七茎叶总皂苷中人参皂苷
F=#

含量高#该

菌株对底物有较强的耐受性(

筛选得到的菌株酶的产生方式与亲代有较大差

异#
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转化酶由细胞内

产生#可以分泌到胞外#不论胞内胞外#酶对总皂苷

都有转化作用(这样#产物不会过量积累于细胞内

而损害菌体生长#并且分泌到胞外的酶也能发挥作

用#增加了酶与底物接触机会#使得转化效率提高(

而亲代菌株转化酶主要在胞内#产物主要在细胞内

累积&

#$

'

#产物的积累会对菌株正常生长以及转化酶

造成不良影响#这也许是突变株转化底物浓度高的
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