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热带假丝酵母

辅酶 Q10 高产菌的选育研究

曲 涛, 徐尔尼, 幸 锋

( 南昌大学食品科学教育部重点实验室, 江西南昌 330047)

摘 要: 以热带假丝酵母 ( Candida tropicalis) AS 2.1387 为出发菌

株 , 研究紫外线、硫酸二乙酯单因素及复合诱变对出发菌

株的诱变效应 , 并根据辅酶 Q10 合成的反馈调节途径 , 建

立了高产突变菌株的快速筛选方法 , 通过放线菌素 D 对

突变菌进行广谱抗性初筛 , 并以高浓度前体物质对羟基

苯甲酸以及终产物结构类似物维生素 K3 进 行 特 异 性 筛

选 , 选育得到了遗传稳定性良好的辅酶 Q10 高产突变株

APV.12, 使 得 APV.12 菌 株 辅 酶 Q10 的 发 酵 产 量 达 到

23.958mg/ L, 比出发菌株提高了 1.76 倍。
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Abstract:Candida tropicalis AS 2.1387 was used as the s tarting
s tra in and subjected to UV- radia tion, DES mutagen
or compos ite mutagenes is . On the bas is of
feedback regula tion mechanism for coenzyme Q10

synthes is pathway, a convenient high productivity
coenzyme Q10 mutant screening method was set up .
Mutants highly res is tant to actinomycin - D were
screened out in the firs t round of screening , and a
high productivity coenzyme Q10 mutant APV.12 with
good genetic s tab ility the mutants were further
identified by specific screening with high -
concentra tion coenzyme Q10 precursor p -
hydrobenzoic acid and s tructure analog of end
product vitamin K3, in the second run , and the final
coenzyme Q10 yie ld of the APV.12 reached
23.958mg/L, which was 1.76 times higher than the
orig inal s tra in .
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辅 酶 Q10, 又 称 泛 醌 、 癸 烯 醌 ( Coenzyme Q10、

Ubiquinone- 10, 简称 CoQ10) , 是一类脂溶性醌类化合

物, 化学名称 2,3- 二甲氧基- 5- 甲基- 6- 癸异戊烯基

苯醌[1]。作为细胞代谢的激活剂和天然抗氧化剂 , 辅

酶 Q10 在临床中有着广泛的用途 [2], 日本最早将其做

为心脏病治疗的药物使用 , 随后扩展到糖尿病、癌

症、急慢性肝炎等疾病的治疗中。近年来逐步应用到

食品、保健品和化妆品领域 , 展现出了广阔的市场前

景[3]。采用微生物发酵法生产辅酶 Q10 得到的产品为

天然品 , 生物活性好 , 易被人体吸收 ; 而且没有原材

料的制约 , 反应条件温和 , 可通过规模放大提高生产

能力, 是辅酶 Q10 生产最具潜力的生产方法[4]。目前制

约发酵法工业发展的主要因素是菌体发酵产量较低,

使得产品产率低, 生产成本较高。由于辅酶 Q10 合成

途径复杂 , 受多基因调控 , 构建辅酶 Q10 基因工程高

产菌至今未取得突破性进展[5]。本课题以菌体内辅酶

Q10 含量较高 [6]的热带假丝酵母为出发菌株 , 研究了

紫外线和硫酸二乙酯对出发菌株的诱变育种效应 ,

并建立了辅酶 Q10 高产突变菌株高效筛选模式 , 该法

能较大幅度地提高辅酶 Q10 的发酵产量, 从而解决微

生物发酵法生产辅酶 Q10 菌种发酵产量低的工业化

难题。

1 材料与方法

1.1 实验材料

热带假丝酵母( Candida tropicalis) AS 2.1387 购

于中国科学院微生物菌种室; 辅酶 Q10 标准品 购于

Sigma 公司 ; 斜面培养基 PDA 培养基 ; 种子培养基

7°Bx 麦芽汁 , 葡萄糖 2%, 酵母膏 0.5%, pH 自然 ; 发

酵培养基 葡萄糖 3%, 酵母膏 0.5%, 蛋白胨 0.2%,

( NH4) 2SO40.1% , 玉 米 粉 0.1% , MgSO40.05% ,

K2HPO40.05%, KH2PO40.1%, pH 自然。

1.2 实验方法

1.2.1 菌悬液的制备 将热带假丝酵母斜面种接入种

子培养液中, 30℃振荡培养 24h, 使其处于对数生长

期 , 离心收集菌体 , 用 0.1mol/L pH7.0 的磷酸缓冲液

洗涤 3 次 [7], 并制备成细胞浓度为 106 个/mL 的菌悬

液 , 另取 1mL 稀释至 103 个/mL, 作为计算致死率的

空白对照。
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1.2.2 单因素诱变处理

1.2.2.1 硫酸二乙酯( DES) 诱变方法 各取细胞浓度

为 106 个/mL 的菌悬液 1mL, 加入 DES 使其终浓度为

1%, 分 别 置 30℃处 理 20、30、40、50、60、70min( 磁 力

搅 拌 ) , 25%的 Na2S2O3 终 止 反 应 , 各 取 0.3mL 涂 布

PDA 平板, 30℃培养, 参照空白对照计算致死率。

1.2.2.2 紫 外 ( UV) 诱 变 方 法 [8] 分 别 取 细 胞 浓 度 为

106 个/mL 的菌悬液 2mL 至平皿中 , 在功率为 20W

的紫外灯下 , 距离 30cm 处进行紫外照射 , 分别处理

30、45、60、75、90、120s( 磁力搅拌 ) , 各取 0.3mL 涂布

于 PDA 平板中 , 避光操作 , 30℃培养 , 参照空白对照

计算致死率。

1.2.3 硫酸二乙酯- 紫外复合诱变 分别取细胞浓度

为 106 个/mL 的菌悬液 1mL, 加入 DES 使其终浓度为

1%, 分 别 处 理 20、30、40、50、60min; 转 至 平 皿 中 , 再

置紫外灯下分别照射 30、45、60、75、90s, 各取 0.3mL

涂布于 PDA 平板中, 30℃避光培养, 参照空白对照计

算致死率。

1.2.4 辅酶 Q10 高产突变菌的筛选方法

1.2.4.1 放线菌素 D( Act.D) 抗性突变株的筛选 分别

以浓度 1.0%、1.5%、2.0%的 Act.D 为稀释液, 制备突

变菌菌悬液 , 使细胞浓度为 103 个/mL, 涂布 PDA 平

板上, 30℃培养, 观察 Act.D 对突变菌株的生长抑制

情况, 筛选出 Act.D 抗性突变株。

1.2.4.2 高浓度对羟基苯甲酸( PHB) 抗性突变株的筛

选 [9] 在 PDA 平板中分别添加浓度为 0.4%, 0.5%,

0.6%, 0.7%的 PHB, 接入 Act.D 抗性突变株 , 30℃培

养, 观察 PHB 对其生长抑制情况, 筛选出 Act.D- PHB

双抗突变株。

1.2.4.3 终产物结构类似物抗性突变株的筛选[10] 在

PDA 平 板 中 分 别 添 加 浓 度 为 0.4% , 0.5% , 0.6% ,

0.7%, 0.8%, 0.9%的维生素 K3, 接入 Act.D- PHB 双抗

突变株, 30℃培养, 观察不同浓度维生素 K3 对其生长

抑制情况 , 筛选 Act.D- PHB- 维生素 K3 三抗突变菌

株, 最后进行发酵产量鉴定。

1.2.5 辅酶 Q10 突变菌株的发酵产量鉴定

1.2.5.1 辅酶 Q10 标准曲线的制作 称取 5mg 辅酶 Q10

标准品, 无水乙醇溶解后准确稀释成 0、4、8、12、16、20、

24、28、32、36、40μg/mL 梯度浓度的溶液, 以无水乙醇

作对照, 在 275nm 下分别测其吸光度, 作标准曲线。

1.2.5.2 突变菌的发酵培养 取 Act.D- PHB- 维生素

K3 三抗突变菌斜面种接入种子培养基中 , 30℃摇床

培养 24h, 以 7%的接种量转接至发酵培养基中 , 30℃

摇床培养 48h。

1.2.5.3 辅酶 Q10 的分离提取 采用碱皂化提取 [11], 将

抽提液溶于 1mL 无水乙醇中, 4℃冰箱保存。

1.2.5.4 辅酶 Q10 的检测

TLC- UV 检测 抽提液通过荧光薄层层析( TLC)

分离 , 以辅酶 Q10 标准品为对照 , 氯仿/苯( v∶v/1∶1) 为

展层剂层析 50min, 风干后从层析板上刮下与标准品

平齐的黄色条带[12], 溶于 1mL 无水乙醇, 在 275nm 处

测吸光度, 通过辅酶 Q10 标准曲线计算含量。

HPLC 检测 [13] 抽提液经 TLC 层析纯化分离 , 以

HPLC 检测其纯度。HPLC 色谱分析条件如下: 色谱

柱: C18 柱; 流动相: 甲醇/无水乙醇( 体积比为 1∶1) ; 进

样量: 20!L; 柱温: 35℃; 流速: 1mL/min; 监测方法 : 紫

外 275nm 波长下检测。

1.2.6 辅酶 Q10 高产菌的遗传稳定性实验 将Act.D-

PHB- 维生素 K3 三抗突变菌连续传代 5 次, 并通过发

酵检测菌体生物量及辅酶 Q10 的发酵产量 , 观察其遗

传稳定性。

2 结果与分析

2.1 硫 酸 二 乙 酯 ( DES ) 、紫 外 线 ( UV) 单 因 素 诱 变

结果

诱变的最适剂量应该使突变株在存活群体中占

有最大的比例 , 从而减少筛选的工作量 , 从表 1、表 2

结果可以看出, 以 1%的 DES 诱变处理 40min 时, 致

死率为 86.1%, 突变率为 1.7%, 达到最大 ; 随着时间

的延长, 致死率不断增大, 突变率减小, 60min 时突变

率为 0。紫外诱变处理也呈现同样的规律, 在紫外作

用 75s 时 , 致死率为 95.3%, 突变率达到最大 1.2%,

随着时间的再延长 , 致死率迅速增大 , 突变率趋近于

0。因此, 我们将单因素的最佳诱变剂量选择为 1%的

DES 处理 40min, 紫外诱变处理 75s。

2.2 硫酸二乙酯- 紫外复合诱变结果

通过 DES- UV 复合诱变 , 在不同诱变剂量作用

下, 出发菌株的致死率与突变率如表 3、表 4 所示。从

结果可以看出 , 在复合诱变作用下 , 致死率基本上都

在 80%以上, 但从突变率上我们可以看到 , 复合诱变

效果要明显好于单因素诱变, 其中以 1%的 DES 处理

40min, 再经紫外处理 60s 后 , 突变率达到了 2.71%。

因此 , 我们将复合诱变作为高产菌筛选的最佳处理

方式 , 以 1%的 DES 处理 40min, 再经紫外处理 60s

的复合剂量作为诱变的最佳剂量。

2.3 辅酶 Q10 高产菌的筛选

2.3.1 放线菌素 D 抗性突变株筛选结果 经复合诱

时间( min) 20 30 40 50 60 70

致死率( %) 66.3 78.2 86.1 95.3 99.4 100
突变率( %) - 0.9 1.7 0.76 - -

表 1 1%DES 诱变剂量对致死率与突变率的影响

时间( s) 30 45 60 75 90 120

致死率( %) 75.6 80.7 88.4 95.3 99.6 100
突变率( %) 0.72 0.63 0.86 1.2 - -

表 2 UV 诱变剂量对致死率与突变率的影响
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变我们得到 2192 株突变菌 , 从中挑选出 200 株菌落

形态生长良好的菌株进行 Act.D 抗性实验, 结果见表

5。从结果中可以看出 , 浓度为 1.5%的 Act.D 适合抗

性突变菌的筛选 , 对突变菌的抑制作用比较适中 , 我

们在此浓度下得到了 67 株生长良好的 Act.D 抗性突

变株。

2.3.2 高浓度对羟基苯甲酸 ( PHB) 抗性突变株的筛

选结果 将获得的 67 株 Act.D 抗性突变株进行第二

次 PHB 抗性突变筛选, 结果见表 6。从 PHB 不同浓度

的抑制情况来看 , 0.6%的浓度比较适合 , 抑制率为

82.5%, 我们在此浓度筛到了 12 株 Act.D- PHB 双抗性

突变菌, 并进行了第三次维生素 K3 抗性突变筛选。

2.3.3 终产物结构类似物抗性突变株的筛选 将 12

株 Act.D- PHB 双抗性突变菌在不同维生素 K3 浓度

下进行维生素 K3 抗性突变筛选, 当浓度为 0.8%时抑

制率为 84.3%, 对突变菌的抑制作用比较适中 , 在这

一浓度下我们最后筛选得到 3 株 Act.D- PHB- 维生

素 K3 三抗突变菌株 , 编号为 APV.03、APV.10、APV.

12, 将这三株菌分别进行摇瓶发酵实验 , 确定其辅酶

Q10 发酵产量, 结果见表 7。

2.4 抽提液中辅酶 Q10 的检测

2.4.1 辅酶 Q10 标准曲线 结果见图 1, 从线性系数可

以看出 , 在实验取值范围内 , 线性关系很好 , 可以通

过此标准曲线计算辅酶 Q10 提取样品的含量。

2.4.2 辅 酶 Q10 抽 提 液 UV 检 测 结 果 根 据 辅 酶 Q10

标准品的紫外吸收光谱可知 , 辅酶 Q10 在 209、275nm

处各有一吸收峰, 在 235nm 处出现波谷 , 其中 275nm

处为辅酶 Q10 的特征吸收峰, 可以用作辅酶 Q10 的定

量检测, 结果见图 2。

取 APV.03、APV.10、APV.12 突变菌株及出 发 菌

株的辅酶 Q10 抽提液, 分别进行紫外检测, 结果如图3。

图中 AS 2.1387 为出发菌株, 从样品的紫外吸收图谱

可以看出, 抽提液中的主要成分为辅酶 Q10, 虽含有一

些微量的脂溶性杂质, 我们仍可以根据 275nm 处的

光吸收值作为辅酶 Q10 的定量快速检测, 并通过标准

曲线计算出发菌株与高产菌的发酵产量。

2.4.3 辅酶 Q10 突变菌株与出发菌株发酵产量比较结

果 辅酶 Q10 高产菌与出发菌株发酵产量比较结果如

UV( s)
DES( min)

20 30 40 50 60

30 79.3 82.5 87.6 95.7 98.2
45 83.7 86.3 89.4 97.1 99.5
60 89.2 90.5 91.5 96.9 99.3
75 94.2 95.1 95.7 98.2 99.7
90 99.3 99.5 99.2 99.8 100.0

表 3 不同复合诱变剂量对出发菌致死率的影响( %)

20 30 40 50 60

30 1.10 0.97 1.42 1.53 0.82
45 1.47 1.50 1.91 1.36 -
60 1.73 2.12 2.71 1.89 -
75 1.29 1.52 2.08 - -
90 0.65 - - - -

UV( s)
DES( min)

表 4 不同复合诱变剂量对出发菌突变率的影响

质量浓度( %) 1 1.5 2.0

抑制率( %) 23.3 75.2 98.3

表 5 不同浓度 Act.D 对突变菌株的抑制作用

浓度( %) 0.4 0.5 0.6 0.7

抑制率( %) 51.0 57.9 82.5 99.2

表 6 不同浓度 PHB 对突变菌株的抑制作用

浓度( %) 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

抑制率( %) 0 28.2 67.5 84.3 98.7 100

表 7 不同浓度维生素 K3 对突变菌株的抑制作用

图 1 辅酶 Q10 标准曲线
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表 8 所示, 从表中可以看出, 3 株突变菌在菌体生物

量上略低于出发菌株, 但在辅酶 Q10 的发酵产量上均

高于出发菌株, 其中以 APV.12 突变株的发酵产量最

高, 达到了 23.958mg/L, 是出发菌株的 1.76 倍。

2.4.4 抽提液中辅酶 Q10 的 HPLC 检测结果 为了进

一步确定抽提液中辅酶 Q10 的含量及纯度, 我们对抽

提液经 TLC 层析纯化分离到的辅酶 Q10, 与辅酶 Q10

标准品同时采用 HPLC 进行检测比较 , 检测结果如

图 4、图 5 所示。从结果中可以看出, 辅酶 Q10 标准品

的出峰时间在 21.83min, 抽提液中的辅酶 Q10 经过

TLC 薄层层析纯化后, 基本上得到了辅酶 Q10 纯品 ,

样品出峰时间为 21.55min, 波峰清晰 , 与标准品相对

应 , 在进样 5min 内 , 虽有一些小的杂质峰 , 但是从峰

面积来看 , 已经非常少了 , 根据峰面积积分计算 , 得

出样品中辅酶 Q10 的含量为98.16%。

2.5 辅酶 Q10 高产突变菌的遗传稳定性实验

将辅酶 Q10 高产突变菌株 APV.12 在斜面上连续

传代 5 次, 并分别进行发酵实验, 结果见表 9。在传代

过程中, 菌体的生物量以及辅酶 Q10 的发酵产量均比

较稳定, 具备良好的遗传稳定性。

3 讨论

3.1 本课题以热带假丝酵母 (Candida tropicalis)AS

2.1387 为出发菌株, 研究了紫外线、硫酸二乙酯单因子,

以及复合因子诱变对出发菌株的诱变效应。结果表明,

硫酸二乙酯- 紫外复合诱变是最佳的诱变方式, 其最适

剂量为 1%的 DES 处理 40min, 再经紫外处理 60s。

3.2 本实验利用放线菌素 D( Act.D) 抗性突变株广谱

抗毒害筛选途径, 筛选得到 67 株 Act.D 抗性突变株,

再进行 Act.D- PHB 双抗突变株特异性筛选 , 得到 12

株双抗突变株, 最后根据辅酶 Q10 合成的反馈调节途

径 , 特异性筛选到 3 株 Act.D- PHB- 维生素 K3 三抗

突 变 株 。 其 最 佳 筛 选 浓 度 为 : Act.D: 1.5% ; PHB:

0.6%; 维生素 K3: 0.8%。通过发酵实验, 最终选育得到

了一株遗传稳定性良好的辅酶 Q10 高产突变株 APV.

12, 其发酵产量达到了 23.958mg/L, 比出发菌株提高

了 1.76 倍。

3.3 辅酶 Q10 高产突变株 APV.12 的发酵产量是在尚

未进行发酵条件优化的基础上获得的 , 为满足突变

株辅酶 Q10 合成对营养条件、培养温度、最适发酵时

间和溶氧等条件的需求[14], 尚需进一步进行发酵条件

的优化及代谢调控的研究, 使其辅酶 Q10 发酵产量再

度提高。
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表 9 APV.12 的遗传稳定性实验结果

图 4 辅酶 Q10 标准品 HPLC 检测结果
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膜在浸入酶反应系统前后它们各自的紫外- 可见吸

收光谱。可以看出, 没有经过甲醛处理的壳聚糖膜在

浸入酶反应系统后, 在波长 350nm 附近, 膜的吸光度

比经过甲醛处理的壳聚糖膜在浸入酶反应系统后的

吸光度要大得多 , 而经过甲醛处理的壳聚糖膜在浸

入酶反应系统后的吸光度与没有放入酶反应系统的

吸收曲线差别很小。Yamamoto[6]等人提出 , 这可能是

由于酶催化 L- DOPA 产生的中间物- 多巴醌与剩余

氨基发生了交联反应, 而使该膜在 350nm 附近出现

吸收峰。另有一些研究者通过实验发现, 多巴醌很快

就能被有氨基的壳聚糖吸附上去[7,8]。

2.4.2 SEM 分析 见图 5。

对固定酶前后的壳聚糖进行电镜扫描 , 如图 5

所示 , 壳聚糖在未固定酶以前 , 颗粒直径在 0.45～

0.56mm 之间 , 颗粒上面无大孔 , 这说明酶只能固定

在颗粒表面。而从图 6 看, 固定化酶表面呈现多孔性

的形态特征 , 这预示着在酶催化反应期间 , 物质的大

规模转移对反应速度起着非常重要的作用。多巴醌

吸附在壳聚糖表面 , 反应期间 , 物质的传质阻力将大

大增加。因此, 未经甲醛遮蔽的壳聚糖固定化酪氨酸

酶 , 其稳定性和反应速度小于经过甲醛遮蔽的壳聚

糖固定化酪氨酸酶。

3 结论

3.1 当载体与戊二醛交联后 , 是否再经甲醛处理 , 对

固定化酶的稳定性影响较大 : 如果载体经甲醛处理

后 , 再进行酶的固定化 , 得到的固定化酶显示出很高

的使用稳定性。

3.2 未经甲醛处理的壳聚糖固定化酶 , 由于上面剩

余的氨基会吸附酶催化底物时产生的中间产物- 多

巴醌而增大传质阻力, 导致酶的催化活性降低。经过

甲醛处理后 , 可大大减少对多巴醌的吸附 , 因而酶的

稳定性大大提高。
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图 5 壳聚糖未固定酶的表面形态

图 6 壳聚糖固定酶后的表面形态
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