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发酵法生产京尼平菌株的筛选与培养
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摘摇 要: 从土壤中筛选到一株产 茁鄄葡萄糖苷酶的菌株 FYS鄄9,其发酵可将京尼平苷转化为京尼平。 通过菌落形态

特征、孢子和菌丝显微观察及 18S rDNA 基因序列分析,初步鉴定该菌株为泡盛曲霉(Aspergillus awamori)。 以 FYS鄄
9 为出发菌株,通过紫外线、原生质体诱变,选育得到一株高产 茁鄄葡萄糖苷酶的突变株 70C鄄3,该突变株发酵产酶平

均酶活力达到 36郾 15 IU / mL,比 FYS鄄9 提高 39郾 4% 。 对突变株 70C鄄3 发酵转化京尼平苷条件的优化结果表明,在京

尼平苷添加量 1郾 5%,30益、150 r / min 转化 24h 的条件下,京尼平苷的转化率达到 97郾 7%,京尼平的产量可达 8郾 5 g / L。
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引摇 言

京尼平是一种环烯醚萜类无毒物质,对抗炎、治
疗肝脏疾病、抗脂质过氧化、降压、缓解域型糖尿病

症状、抗 NO 生成、通便等具有良好效果[1 - 4]。 它同

时是一种优良的天然生物交联剂[5]。 京尼平在自

然界中的含量很少,直接提取十分困难。 目前的制

备方法一般采用酶解法,即利用 茁鄄葡萄糖苷酶水解

京尼平苷生产京尼平[6],但由于其成本较高,从而

限制了它的应用,未能实现工业化生产。
对 茁鄄葡萄糖苷酶的发酵生产已有一些报道。

沈加成等[7]利用 N + 注入棘孢曲霉 L22,筛选得到产

酶活力为 16郾 24 IU / mL 的突变株 NIP35;张玲[8] 以

果曲霉菌株 CN鄄67 为出发菌,通过原生质体紫外诱

变法获得一株突变菌株 UV鄄29,酶活力达到(20郾 48 依
0郾 01) IU / mL;刘敏等[9]利用黑曲霉 NL02 以麸皮为

碳源发酵所产酶活力为 19郾 12 IU / mL。 陈军杰[10]以

无花果曲霉为出发菌,通过诱变筛选获得一株遗传

稳定性较好的突变株 N鄄9,所产酶活力为 6郾 86 IU /
mL,后经优化培养条件后 茁鄄葡萄糖苷酶活力达到

8郾 50 IU / mL。 Garcia鄄kirchnerd 等[11]用 Aspergillus ni鄄
ger C鄄6 发酵产 茁鄄葡萄糖苷酶,在优化了的发酵条件

下得 茁鄄葡萄糖苷酶活达 7郾 2 IU / mL。 王永宏等[12]筛

选到一株产 茁鄄葡萄糖苷酶酶活为 8郾 2 U / mL 的青霉

MK鄄1,利用它发酵转化京尼平苷的转化率达 95% 。
本文利用泡盛曲霉发酵生产京尼平,这是首次

报道利用该种微生物生产京尼平。 用紫外、原生质

体诱变技术作用于所筛菌株 FYS鄄9,获得高 茁鄄葡萄

糖苷酶活力突变菌株 70C鄄3,平均酶活达到 36郾 15
IU / mL,优于已报道水平。 微生物发酵法在常温、常
压等温和条件下直接实现京尼平苷的转化,不仅最

大限度避免了其有效成分的破坏,同时有利于简化

生产工艺,降低生产成本,提高产率。

1摇 实验部分

1郾 1摇 试剂与仪器

1郾 1郾 1摇 实验试剂

微晶纤维素,纤维二糖,国药集团化学试剂有限

公司;纤维素酶、蜗牛酶,北京拜尔迪生物技术有限

公司;京尼平苷,京尼平,临川之信生物科技有限公

司;pNPG,对硝基苯酚,Sigma 公司;其他试剂均为国

产分析纯。 高渗液为 0郾 6 mol / L 的 NaCl 溶液。
1郾 1郾 2摇 实验仪器

HZQ鄄R 全温振荡培养箱,哈尔滨东联电子技术

开发有限公司;HPS鄄250 生化培养箱,哈尔滨东明医

疗仪器厂;BDJT鄄VS 超净工作台,北京碧都空气净化

设备公司;LDZX鄄40BI 立式自动电热压力蒸汽灭菌

器,上海申安医疗器械厂; TDL鄄5A 型低速大容量离

心机,上海安亭科学仪器厂;DYY鄄6C 型电泳仪,北
京市六一仪器厂;My鄄Cycler 梯度 PCR 仪,Gel Doc
XR Imaging System,美国 BIO鄄RAD;UV鄄3000 紫外 /
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可见光分光光度计、10 A 高效液相色谱仪,日本 Shi鄄
madzu 公司。
1郾 2摇 培养基

菌种富集培养基( g / L):纤维二糖 5,(NH4 ) 2

SO4 3,KH2PO4 1,MgSO4·7H2O 0郾 5,NaCl 2,链霉素

适量。 筛选平板培养基:参见文献[13]。 PDA 培养

基(g / L):马铃薯 200,葡萄糖 20,琼脂 20,pH 6郾 0。
再生培养基:在察氏培养基的基础上加入 NaCl 0郾 6
mol / L。 产酶发酵培养基 ( g / L):麸皮 15,玉米芯

15,酵母粉 5, ( NH4 ) 2 SO4 5, KH2 PO4 2,吐温 80
1郾 0% (体积分数),MgSO4·7H2O 0郾 5。 以上培养基

115 益灭菌 30 min 后备用。
1郾 3摇 产 茁鄄葡萄糖苷酶菌株的筛选

取自山东滨州农村多年堆积秸秆的土壤,用无

菌水配制成土壤悬液,吸取 1 mL 于富集培养基中,
30 益,150 r / min 条件下震荡培养 3 d。 菌种经富集

培养后,梯度稀释至 10 - 7 ~ 10 - 3,将各梯度菌悬液

分别涂布于平板筛选培养基上,置于 30 益培养箱中

倒置培养 4 d。 观察菌落,将能产生明显透明圈的菌

落挑取,接种到 PDA 斜面培养基上,待测酶活。 通

过测定酶活高低,挑取优势菌株进行纯化保藏。
1郾 4摇 菌种鉴定

吸取 100 滋L 适宜浓度的孢子悬液涂布于 PDA
平板上,置于 30 益培养箱中培养 3 d,观察其菌落形

态;在凹玻片的凹孔内加入适量 PDA 培养基,待其

凝固,用接种环挑取少量孢子接种于凹孔内的培养

基上,置于 30 益培养箱内培养 1 d,显微镜下观察其

菌丝及孢子梗形态。 利用优化的 SDS 法从处于旺

盛生长期的菌体中提取基因组 DNA[14],以常用引

物 SSU鄄0817 和 SSU鄄1536 扩增 18S rDNA 基因,PCR
产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳分析[15],并交由北京

中科希林生物科技有限公司进行测序。 测序结果提

交 GeneBank 进行 BLAST 检索。
1郾 5摇 孢子紫外诱变株的筛选

以无菌生理盐水冲洗孢子斜面,制成浓度为

106 ~ 107 mL - 1的孢子悬液,梯度稀释后涂布于筛选

平板,分别紫外照射处理 3、5、7、9、11 min。 通过透

明圈大小进行初筛。
1郾 6摇 菌株原生质体的制备

将紫外诱变所得菌株孢子涂布于带有玻璃纸的

PDA 平板培养基上,培养 24 h 后将玻璃纸上的菌丝

接种于液体培养基,摇瓶培养 24 h 后离心收集菌丝

体。 将菌丝加入到 5mg / mL 的蜗牛酶与 5mg / mL 的

纤维素酶组成的酶解体系中,于 32益,180 r / min 震

荡处理 2 ~ 4 h。 显微镜下观察,待有大量原生质体

形成时停止酶处理,再用高渗液洗涤,800 r / min 离

心即得原生质体。
1郾 7摇 原生质体紫外诱变及再生

取 15 mL 经高渗液稀释至适当浓度的原生质体

悬浮液倒入 9 cm 的平板中,置于距离 30 W 紫外灯

30 cm 处,进行紫外照射诱变。 分别在不同时间点

取样作梯度稀释,于原生质体再生培养基中培养,观
察菌落生长情况,同时以水悬浮原生质体悬液作再

生对照。
1郾 8摇 分析方法

1郾 8郾 1摇 茁鄄葡萄糖苷酶酶活测定

根据文献[16]方法测定 茁鄄葡萄糖苷酶酶活。
一个酶活单位规定为每 min 水解 pNPG 产生 1 滋mol
的对硝基苯酚所需要的酶量。 酶活利用公式(1)计
算

U = cN / ( tV) (1)
其中:U 为酶活,IU / mL;N 为粗酶液稀释倍数; t 为
反应时间,min;V 为加入酶液的体积,mL;c 为对应

于标准曲线上对硝基苯酚的浓度值,mmol / L。
1郾 8郾 2摇 京尼平苷转化率的测定

挑取所筛得菌株孢子接种于发酵培养基,于 28
益,130 r / min 摇床中培养 3 d,然后加入一定量的京

尼平苷,于 30 益、150 r / min 摇床反应 24 h,发酵液于

4200 r / min 离心 15 min,上清液用高效液相色谱检

测[17],色谱柱:YWG鄄C18 柱,4郾 6mm 伊25 cm 伊5滋m;
柱温:25 益;流动相:V甲醇 颐 V水 = 30 颐 70;流速:1 mL /
min;检测器:紫外检测器;检测波长:240 nm;进样

量:20 滋L。
配制不同已知浓度的京尼平标准品溶液。 各吸

取 20 滋L 分别进样,HPLC 测定出峰面积。 以峰面积

(Y)对京尼平质量浓度(X)作线性回归。 得回归方

程(2)为
Y = 20385X - 70360 (2)
京尼平在质量浓度为 10 ~ 100 滋g / mL 的范围内

具有良好的线性关系。 R2 = 0郾 9978。 保留时间为

13郾 282 min。 根据回归方程可计算发酵液中京尼平

的产生量。
京尼平苷的转化率(y)利用公式(3)计算

y =m2 / m1 伊 100% (3)
其中: m1为添加的京尼平苷物质的量,mol;m2为反

应后发酵液中京尼平物质的量,mol。
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2摇 结果与讨论

2郾 1摇 菌种筛选及鉴定

由于 茁鄄葡萄糖苷酶产生菌可降解微晶纤维素,
可在平板培养基上产生明显的透明圈,根据透明圈

的大小,初步判定不同菌株产酶活力的高低。 通过

该方法共初步分离筛选到 15 株产 茁鄄葡萄糖苷酶的

菌株,分别命名为 FYS鄄1 ~ FYS鄄15。 随后,将各菌株

接种到发酵产酶培养基中震荡培养 6 d,测定 茁鄄葡萄

糖苷酶活。 其中菌株 FYS鄄5、FYS鄄8、FYS鄄9 酶活较

高,分别为 25郾 34、25郾 54、25郾 93 IU / mL。 选择酶活最

高且传代稳定性最好的菌株 FYS鄄9 纯化并保藏。
FYS鄄9 菌落呈丝绒状、平薄、具放射状皱纹、全

缘;菌落初为绿褐色,后变为褐黑色;反面初为黄色,
后变为淡黄色。 菌落边缘放射状白色菌丝,渗出物

缺乏;产孢结构双层,分生孢子头近球形,壁粗糙。
孢子梗着生于基质,孢梗茎壁光滑;顶囊近球形,表
面全面可育。 将测得的该菌株 18S rDNA 基因序列

输入 NCBI 网站,用 BLAST 程序与数据库中已有的

序列进行比对分析,其与 Aspergillus awamori strain
HKF77 相似度为 100% 。 经形态特征及 18S rDNA
序列比对,初步鉴定该菌为泡盛曲霉 ( Aspergillus
awamori)。
2郾 2摇 菌种的诱变选育

2郾 2郾 1摇 泡盛曲霉 A5鄄5 的获得

孢子经过紫外诱变后,于照射时间为 3 min,致
死率为 94郾 5% 的透明圈平板中,通过初筛、复筛得

到一 株 酶 活 力 为 30郾 16 IU / mL, 较 FYS鄄9 提 高

16郾 3%的菌株 A5鄄5。
2郾 2郾 2摇 原生质体的释放

显微镜下观察原生质体释放过程,如图 1 所示。
酶解 2 h 后,只有少量原生质体从菌丝顶端释放出

来,且最早释放出来的原生质体的体积较小。 此时,
菌丝基本未被破坏,内部仍有成串的原生质体。 随

着酶解时间达 3 h 后,有较多体积较大的原生质体

释放,但仍有细长菌丝存在。 酶解至 4 h,酶解液中

已无太长菌丝,大量不同体积的原生质体位于断裂

的菌丝片段之间。 此时,原生质体的释放较为完全。

图 1摇 菌株 A5鄄5 原生质体释放过程

Fig. 1摇 Release of protoplasts from A5鄄5

2郾 2郾 3摇 原生质体的紫外诱变筛选结果

原生质体致死率曲线图如图 2 所示,原生质体

的致死率随着照射时间的延长而增加,当紫外照射

时间为 30 s 时,致死率为 36郾 7% ,当达到 70 s 时,致
死率迅速增加到 84郾 6% ,达到 120 s 时,原生质体致

死率已经接近 100% ,在 30 s 到 90 s 的照射时间段

内紫外线对 A5鄄5 原生质体致死率的影响最大。
从经诱变处理 70 ~ 150 s 的再生平板单菌落中

挑取 334 株突变菌株,转接至 PDA 斜面培养基,待
长出孢子后标记保藏。 用接种环刮取孢子分别接种

于产酶发酵培养基中进行摇瓶培养 5 ~ 7 d,测定酶

活,挑选出了 5 株酶活明显提高的突变菌株 70A鄄2、
70B鄄4、70C鄄3、90B鄄6、120A鄄4。 将各菌株进行连续传

代培养后,得到酶活力显著提高且传代稳定的菌株

70C鄄3,其酶活力稳定在 36郾 15 IU / mL,比 FYS鄄9 提高

了 39郾 4% 。
2郾 3摇 发酵生产京尼平条件的优化

2郾 3郾 1摇 发酵温度

根据菌株 70C鄄3 的最佳生长温度选取 25、28、
30、33、35 益测定发酵温度对产酶及京尼平苷转化

率的影响。 由图 3 可知,当温度低于 30 益时,菌株

产酶活力较低,京尼平苷的转化率不高,随着温度的

升高而逐渐增大。 当温度达到 30 益 时,酶活达到

35郾 97 IU / mL,京尼平苷的转化率达到 92郾 9% 。 继续

升高温度,产酶活力有一定下降趋势,这是由于发酵

温度的升高,不利于菌体生长代谢及产酶从而影响
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图 2摇 不同紫外诱变时间原生质体致死率

Fig. 2摇 The death rate of protoplasts treated for
different mutation times

京尼平苷的转化。 观察发现京尼平苷的转化率随着

发酵温度的升高明显下降且发酵液的颜色随之加

深,这是所产生的京尼平与培养基中某些氨基酸发

生了反应[18]而造成了损失。 因此选定最佳发酵温

度为 30 益。

图 3摇 温度对产酶及京尼平苷转化率的影响

Fig. 3摇 Effect of temperature on enzyme activity and
geniposide conversion

2郾 3郾 2摇 发酵时间

由图 4 可知,起初随着发酵时间的延长京尼平

苷的转化率逐渐增大,当转化时间超过 24 h 后,京
尼平苷的转化率逐渐下降,且发酵液的颜色逐渐加

深显蓝色。 这是由于产生的京尼平与培养基中的某

些氨基酸发生了不可逆反应生成栀子蓝色素[18] 的

缘故,为了保证京尼平的产量,减少损失,选定转化

时间为 24 h,此时京尼平苷的转化率达到 92郾 3% 。
2郾 3郾 3摇 转速

摇床的转速直接影响到发酵体系的溶氧量,以
促进菌体的生长及产酶,从而间接影响到京尼平苷

的转化率。 由图 5 可知,当摇床转速为 150 r / min
时,京尼平苷的转化率最大,达到 92郾 8% 。 而当转

速较低时,反应体系中的溶氧量较低,影响了菌体的

生长代谢及其与反应物的充分接触,从而延长了反

图 4摇 发酵时间对京尼平苷转化率的影响

Fig. 4摇 Effect of time on geniposide conversion

应时间。 当转速过高时,亦抑制了菌体的生长代谢,
不利于产物的合成。 因此选取最佳摇床转速为 150
r / min。

图 5摇 转速对京尼平苷转化率的影响

Fig. 5摇 Effect of rotation speed on geniposide conversion

2郾 3郾 4摇 京尼平苷质量浓度

图 6摇 京尼平苷添加量对京尼平苷转化率的影响

Fig. 6摇 Effect of geniposide content on conversion

底物质量浓度是影响生物催化反应的一个重要

因素。 当底物质量浓度较低时,反应速度会随底物

质量浓度的增加而急速增加;底物质量浓度过高则

可能产生底物抑制作用。 由图 6 结果表明,随着京

尼平苷质量浓度的增加反应转化率逐渐降低,产物

质量浓度也随之出现先增大后减少的变化趋势。 当

京尼平苷质量浓度达到 15 g / L 时,产物质量浓度达
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到最大,此时的转化率为 97郾 7% 。 从图 6 中可以看

出,当京尼平苷质量浓度高于 15 g / L 时,反应转化

率急剧下降,且产物的量也随之减少。 因此,选取最

佳京尼平苷添加质量浓度为 15 g / L。

3摇 结论

(1)从土壤中筛选到了一株具较高 茁鄄葡萄糖苷

酶活力的菌株 FYS鄄9,经鉴定为泡盛曲霉(Aspergillus
awamori)。 通过对菌株 FYS鄄9 进行紫外、原生质体

诱变,选育得到一株产酶活力达到 36郾 15 IU / mL,较
FYS鄄9 提高 39郾 4%的突变株 70C鄄3。

(2)发酵生产京尼平的最优条件为:30 益,150
r / min,添加京尼平苷 1郾 5%转化 24 h。 在此条件下,
京尼平苷的转化率达到 97郾 7% ,京尼平产量可达

8郾 5 g / L。
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摇

Screening of Aspergillus awamori for the biosynthesis of genipin

FU YanShuai摇 ZHANG Peng摇 CHEN Chang
(College of Life Science and Technology, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China)

Abstract: A strain of fungus FYS鄄9 for producing genipin from 茁鄄glucosidase was screened from soil. This strain
was identified as Aspergillus awamori according to its morphology characteristics and 18S rDNA gene sequence.
Strain FYS鄄9 was utilized as the original strain to obtain another isolated mutant 70C鄄3. The 茁鄄glucosidase activity
of strain 70C鄄3 was 36郾 15 IU / mL, an improvement of 39郾 4% compared with the original strain. The optimal condi鄄
tions were found to be fermentation for 24 h with addition of 1郾 5% geniposide at 30 益 with shaking at 150 r / min.
The conversion of geniposide reached 97郾 7% and the yield of genipin reached 8郾 5 g / L.
Key words: genipin; geniposide; 茁鄄glucosidase; Aspergillus awamori; microbial conversion
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