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热带假丝酵母产辅酶j

$#

发酵条件的研究
李继扬!丁妍!周!

$复旦大学药学院生物合成教研室'上海"###)"%

摘要!目的!以热带假丝酵母作为辅酶j

$#

的生产菌!研究不同的发酵条件对辅酶j

$#

产量的影响!以获得比较高的辅酶j

$#

产
量& 方法!用酒精提取!用紫外分光光度法检测& 结果!葡萄糖是较好的碳源!大豆蛋白胨是较好的氮源!磷酸盐不同的比
例对细胞生长及辅酶j

$#

合成的影响较显著!添加硫酸锰对辅酶j

$#

的合成有一定的促进作用& 发酵初始HN.<#!接种量为
/<#Z!"'# 3F三角瓶装液量为/# 3F!发酵时间为-" 9!葡萄糖/<#Z!大豆蛋白胨'<#Z!辅酶j

$#

产量达到-#

$

8'3F

G$

&

结论!热带假丝酵母作为高产辅酶j

$#

菌种具有较好的实用性以及进一步提高产量的潜力和广阔的应用前景&

关键词!辅酶j

$#

)发酵)热带假丝酵母
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!!辅酶j

$#

$X:j

$#

%又名泛醌'广泛存在于动物,

植物及微生物体内'是生物细胞呼吸链中重要递氢
体'也是人体不可缺少的重要辅酶'能作为代谢活性

剂激活细胞呼吸'加速呼吸链的产能过程&它还是某
些细胞自身产生的天然抗氧化剂'能抑制线粒体的
过氧化'保护生物膜的结构完整+ 在医学上主要用
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于心脏病,胃肠系统和抗衰老及外科等诸多疾病的
治疗'对心脏,肝脏和肾有良好的保健作用'可预防
动脉硬化,中风和高血压'保持牙龈健康和防治癌
症)$*

+ X:j

$#

的一个重要特点是无毒副作用+ 因此
在医学上可作为一种多功能性的生化药物'在临床
中有着广泛的用途'并日益受到重视+

X:j

$#

的制备方法主要有动植物组织提取法,化
学合成法和微生物发酵法+ 我国于"#世纪.#年代
初开始对微生物发酵生产X:j

$#

进行研究和开发'

优良的X:j

$#

生产菌种和良好的发酵工艺是实现
X:j

$#

产业化的前提'但目前国内发酵法生产X:j

$#

的产量远远不能满足市场需求+ 虽然目前国内研究
报道中能生产X:j

$#

的菌种很多'但产量大多集中
在"#

$

8!3F

2$左右)"*

'个别达到.#

$

8!3F

2$))*

+

本实验以热带假丝酵母$8#'A+A# I*&5+,#-+2%为出发
菌株'通过发酵条件的优化探索X:j

$#

的最适发酵
条件'为以后生产应用奠定基础+

5N材料和试剂
5<5N菌种

热带假丝酵母原种购自中国科学院微生物菌种
室'经本课题组育种处理+

5<6N培养基
5<6<5N种子培养基N葡萄糖"<#Z'蛋白胨$<#Z'

酵母粉#<'Z'自然HN'$"$ a灭菌"' 357+

5<6<6N发酵培养基N葡萄糖,蛋白胨,酵母粉,无机
盐'一定HN' $"$ a灭菌"' 357+

5<7N试剂
辅酶j

$#

标准品$上海阿法迪斯生物技术公司
生产纯化并赠送'纯度为00<"Z%'蛋白胨$上海康
润生物科技优先公司%'所用其他试剂均为化学纯+

5<ON仪器
紫外分光光度$hLBX_h\"###%+

6N实验方法
6<5N标准曲线的绘制

精密称取X:j

$#

标准品用无水乙醇配成
#<(" 38! 3F

2$的母液'进一步用无水乙醇稀释成
#<##( "'#<#$" /' #<#$. (' #<#"/ .' #<#)$ #'

#<#)- " 38! 3F

2$不同质量浓度的X:j

$#

标准溶
液+ 根据不同质量浓度X:j

$#

标准溶液在"-' 73处
吸光度绘制标准吸收曲线)/*

+

6<6N培养条件
6<6<5N种子培养条件N摇床振荡培养'摇床转速为
"## T!357

G$

'". a'培养/. 9+

6<6<6N发酵培养条件N种子培养液以一定接种量

接入发酵培养基中' ". a振荡培养'摇床转速为
$'# T!357

G$

'培养-" 9+

6<7N菌体重量的测定
混匀后取发酵液' 3F'经) '## T!357

G$离心
$# 357后倾去上清液'去离子水洗涤" 次' ) '##

T!357

G$离心$# 357'弃去上清液'称菌体重量+

6<ONX:j

$#

的提取及检测
在""<)#项下离心后的菌体中加入' 3F无水

乙醇'超声提取'以" '## T!357

G$离心$# 357'过滤
并取一定量上清液'"-' 73处测定X:j

$#

的含量)/*

+

7N结果与分析
7<5NX:j

$#

标准曲线的绘制
根据不同质量浓度X:j

$#

标准溶液"-' 73处的
吸光度绘制标准吸收曲线' if$'</0.P[#<##) "

$*f#<000 0%+ 因此可以利用紫外分光光度法测定
X:j

$#

的含量+

7<6N培养条件的选择
7<6<5N发酵时间对细胞生长及合成X:j

$#

能力的
影响)'*

!在发酵的"/,/.,-",0( 9时取样分析'分
别测定菌体重量和X:j

$#

的含量+ 发酵时间对细胞
生长及X:j

$#

合成的影响较大'并且菌体生长与
X:j

$#

的产生有一定的相关+ 菌体数量和X:j

$#

的产
量在-" 9时达到最大+

7<6<6N装液量对细胞生长及X:j

$#

合成能力的影
响)(*

!摇瓶的不同装液量反映发酵介质的溶氧水
平+ "'# 3F发酵瓶装液量分别为"'')#')''/#'/''

'# 3F'/<#Z接种量'". a$'# T!357

G$振荡培养-"

9+ 观察不同溶氧水平下菌体生长与X:j

$#

的变化+

当装液量'# 3F时'菌体总量的下降明显增加'

X:j

$#

的产量下降+ 而在装液量为)# E/# 3F之间
时'X:j

$#

合成较多'且含量较为稳定+ 综合考虑选
择装液量/# 3F+

7<6<7N初始HN值对细胞生长及合成X:j

$#

的影
响)-*

!初始HN值影响菌体生长速度和代谢产物的
变化+ 调节初始培养基HN值分别为'<#''<''(<#'

(<''-<#'-<''.<#'.<''0<#'装液量为/# 3F'/<#Z

接种量'". a$'# T!357

G$转速振荡培养-" 9'测定
菌体重量和X:j

$#

的含量'结果见表$+

7<6<ON接种量对细胞生长及X:j

$#

合成能力的影
响!发酵培养基初始HN.<#'装液量为/# 3F$"'#

3F%三角瓶'按)<#Z'/<#Z''<#Z'(<#Z和-<#Z

的接种量加入发酵培养基中'". a $'# T!357

G$培
养-" 9'观察不同接种量对菌体重量和X:j

$#

合成
的影响+

!/#$!
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表5N初始HN对X:j

$#

产量及菌体重量的影响
9;=5N1SS+@R:SQ4T5:>CHN\4,>+:7 @+,,8T:WR9 47? X:j

$#

HT:?>@R5:7

初始HN 菌体重量d8!$' 3F%

G$

X:j

$#

产量d

$

8!3F

G$

'<# #<)## b#<#)' )#<'- b/<-.

'<' #<0)) b#<$#' )#<"" b'</)

(<# #<0"( b#<#.- )#<(. b)<")

(<' #<0)( b#<$$# )$<0( b/<$.

-<# #<0#0 b#<$#' )'<$0 b/<")

-<' #<0$( b#<#." )'<") b)<'(

.<# #<00. b#<#0- )(<(" b/<(-

.<' #<0## b#<$#$ )$<0# b)</"

0<# #<0## b#<#0. )$<). b)<$/

!!当接种量为/<# Z时'菌体体积和X:j

$#

产量
均达到最大值+ 在接种量为(<#Z时菌体重量出现
最低+ 可能系较大的接种量改变了发酵培养基营养
物质的组成和酶的组成'影响了菌体的生长+ 而
-<#Z的接种量菌体重量的增加可能系接种量大所
致+

!!弱碱性条件有利于菌体生长和X:j

$#

的合成'

故选择初始HN为.<#+

7<6<PN碳源对细胞生长及X:j

$#

合成能力的影
响)-*

!本实验采用的碳源有葡萄糖,蔗糖,麦芽糖
和可溶性淀粉'添加量均为)Z'其他组分及发酵条
件不变'分别测定菌体重量和X:j

$#

的产量+

!!结果表明葡萄糖为较合适的碳源+ 在此基础
上'采用"<'Z')<#Z')<'Z'/<#Z和/<'Z的不同
葡萄糖浓度'其他组分一致'不同葡萄糖浓度对菌种
生长与X:j

$#

产量的影响较大'结果显示比较合适
的葡萄糖浓度为/<#Z+

7<6<QN氮源对细胞生长及X:j

$#

合成能力的影
响).*

!分别采用"<#Z的大豆蛋白胨,胰蛋白胨和
鱼蛋白胨作为氮源'其他培养基组分及发酵条件均
相同'采用大豆蛋白胨比使用胰蛋白胨和鱼蛋白胨
X:j

$#

发酵单位提高$.<$.Z和""<.0Z+ 在此基础
上'采用不同浓度的大豆蛋白胨$分别为"<#Z'

)<#Z'/<#Z和'<#Z%'其他条件相同'发现'Z的
蛋白胨浓度比较适合目的产物的生成'大豆蛋白胨
浓度'<#Z比)<#Z提高X:j

$#

产量"$<#Z+

7<6<RN无机盐对X:j

$#

合成能力的影响!无机盐
是药物产生菌生长繁殖和代谢所必需的物质'结合
文献)'2(*本试验采用的无机盐及浓度分别为(O8]_

/

#<(/ 38! F

2$

'Y+]_

/

! -N

"

_$(<# 38! F

2$

'

l7]_

/

!-N

"

_/'<"# 38! F

2$

'O7]_

/

!'N

"

_$.<#

38! F

2$

'其他条件相同+ 结果表明O7]_

/

促进
X:j

$#

合成的能力最强' 进一步研究发现当
O7]_

/

!'N

"

_添加量为0 38!F

G$时'热带假丝酵
母菌体生长和X:j

$#

产量均达到最大值+

/# 3F发酵培养基中加入不同比例的磷酸二氢
钾$#<$Z%和磷酸氢二钾$#<$Z%'其他条件同'测
定不同磷酸盐浓度对菌体生长及X:j

$#

合成的影
响+ 结果显示磷酸盐对菌体的生长和X:j

$#

的合成
有较大的促进作用+ 其中磷酸二氢钾n磷酸氢二钾
为"n$的配比较佳+

ON讨论
目前国内虽有以热带假丝酵母生产X:j

$#

的报
道'但发酵产量不高)0*

+ 本实验利用育种得到的热
带假丝酵母发酵生产X:j

$#

'发现葡萄糖是较适碳
源'大豆蛋白胨是较好的氮源'硫酸锰和磷酸盐对细
胞生长与产物X:j

$#

合成的影响较显著'适宜的初
始HN值为.<#'最佳接种量为/<#Z'发酵时间为
-" 9+ 通过以上发酵条件的筛选'采用最佳配比培
养基配方和发酵工艺热带假丝酵母发酵产生X:j

$#

的生产能力可达-#

$

8!3F

G$左右'与目前国内文
献报道其它菌种的微生物发酵水平相当))*

'远高于
同类菌种的发酵单位'但与国外水平相比还有一定
差距)$#*

+

高产菌株的选育和分离提取工艺的探讨进一步
研究中'通过以上工作的进行相信能为X:j

$#

的工
业化生产奠定良好的基础+
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FX2O]同时测定人血浆中氯哌丁%氯苯那敏和伪麻黄碱
胡晓!张丽芳!张红

$南昌大学医学院临床药理研究所'南昌))###(%

摘要!目的!建立一种同时测定人血浆中氯哌丁(氯苯那敏和伪麻黄碱的FX2O]!并用于含上述组分的复方酚咖伪麻胶囊人
体药动学研究& 方法!以苯海拉明为内标!血样经乙酸乙酯提取后!采用FX2O]进行测定& 色谱柱为]9532H4@I _̂ ]柱#$'#

33o"<# 33!'

$

3$)流动相为含#<'r冰醋酸和#<' 33:,'F

G$醋酸铵的水溶液及甲醇)检测离子为6K$))#<$#氯哌丁$(

6K$"-'<##氯苯那敏$(6K$$((<# #伪麻黄碱$及6K$"'(<$'#内标$)裂解电压为"' \& 结果!氯哌丁(氯苯那敏和伪麻黄碱
的线性范围分别为#<' E'#<#!#<" E"'<#和(<"' E/##<# 78'3F

G$

)最低可定量浓度分别为#<'!(<"'和#<" 78'3F

G$

)日
内(日间J]^小于$#Z!方法回收率均大于.'Z& 结论!该方法简便!快速!重复性好!灵敏度高!可用于含氯哌丁(伪麻黄碱
和氯苯那敏的复方制剂临床药动学研究&

关键词!氯哌丁)氯苯那敏)伪麻黄碱)液相色谱2质谱联用)药动学
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