
! 引言
辅酶 !"#!$%&’()*&!"#"$%!"##又称泛醌"是一种类维生素

物质"以极低的含量存在于动物$植物$微生物等细胞内"并
能在所有的有机体组织中合成% 由于辅酶 !"#是细胞自身合

成的天然抗氧化剂和细胞代谢激活剂" 能保护蛋白$+,- 分
子等免受由自由基诱导的氧化作用的侵害而被广泛应用于

药物$化妆品$食品等行业."/01%

生产辅酶 !"#原料的方法主要有生物提取法$ 茄呢醇半
合成法和微生物发酵法 2 种" 其中微生物发酵法生物活性
高$原料成本低并可通过规模放大提高生产能力"被公认为

是最具优势和潜力的一种技术工艺 .3/41% 目前获得辅酶 !"# 高

产菌株的主要方法还是利用传统的物理或化学方法进行诱

变育种" 仅有日本学者报道过用于生产的辅酶 !"#高产菌株

的选育"在国内也有进行选育辅酶 !"#高产菌株的研究报道"
但得到的菌株辅酶 !"#产量较低"不能用于工业生产.5/61%
近些年来空间诱变育种被广泛应用于微生物育种"并取

得了一定的成果 .7/"#1"但将空间诱变技术应用于类球红细菌筛
选辅酶 !"#高产菌株还没有报道% 本实验利用空间搭载技术
对类球红细菌进行空间诱变选育"通过筛选"得到能用于工
业化生产的辅酶 !"#高产菌株%

以空间搭载为诱变手段!筛选可用于工业化生产的辅酶 "$%高产菌株"以类球红细菌#!"#$#%&’()* +,"&)*#-.)+$为出发菌株
进行空间搭载!根据菌落形态进行初筛!摇瓶发酵进行复筛!&’() 检测含量等方法筛选辅酶 "#% 高产菌株% 最终得到名为 *+,-!
.+/01 的突变株产量比对照菌株提高 2%"!产量可达&%345!3!6$78(!经过优化培养可满足工业生产需要% 同时也说明空间诱变因其
复杂的空间环境条件!可以作为一种诱变手段进行工业化菌样的筛选%

类球红细菌’辅酶 "$!’空间诱变
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! 材料与方法
!"! 菌株
类球红细菌!!"#$#%&’()* +,"&)*#-.)/"#中国空间技术研

究院空间生物实验室自有$

!"# 搭载条件
!"#"! 搭载样品准备
取生长良好菌株的新鲜固体培养物# 在无菌条件下转移

到搭载专用管中#拧紧管盖#接口处用封口膜封口后装入搭载
用大管#送交搭载前于 !!保存$此搭载管放入%实践&"号航天
育种卫星的实验装置中#在太空中随飞船飞行 #$% 后回收$
!"#"# 搭载的空间环境
育种卫星飞行过程中#空间环境的相关数据为’卫星姿

态控制为三轴稳定姿态#其中卫星的 & 象限指向地面#卫星回
收舱小头为飞行方向$ 育种卫星轨道为椭圆形倾斜轨道#卫
星运行在近地点高度 #"’()( 远地点高度 !*’() 的轨道上#
轨道倾角 *+"#近地点位置在北纬 +$"附近#卫星飞行 #$%#共
飞行 ,+* 圈#,+*圈后通过回收区中心$ 测试结果表明#本次
飞行试验期间空间辐射剂量最大为 $-".+)/0# 最小为
,-!"!)/0$ 卫星在轨期间种子测温点的最高温度为 ,’-1,!#
最低温度为 1-,#!$

!"$ 类球红细菌突变株的地面筛选!分离和提取
!"$"! 菌株培养

#" 固体培养基质量百分比!#"’葡萄糖 ,-’#牛肉膏 ’-+#
鱼蛋白胨 #-’#酵母膏 ’-$#氯化钠 ’-$#琼脂粉 ’-$2,-’#34 值
1-’$

," 种子液质量百分比!#"’葡萄糖 ,-’#鱼蛋白胨 #-’#酵
母粉 #-’#氯化钠 ’-$#碳酸钙 ’-$#34 值 *-,)$’’)5 三角瓶分
装#" 层纱布封口灭菌$

+" 发酵液质量百分比!#"’葡萄糖 ,-1#白砂糖 ,-’#玉米
浆 !-’#硫酸铵 ’-"#磷酸二氢钾 ’-’$#磷酸氢二钾 ’-’$#硫酸镁
’-’,$)$’’)5三角瓶分装#" 层纱布封口灭菌$

!" 固体培养条件’菌种接种到带有固体培养基的培养皿
或试管中#于 +’!培养 ,$1%$

$" 种子液培养条件’用无菌接种环从培养皿或斜面中取
菌体适量# 接种到已灭菌的种子液中#+’!##,’$+’’67)89 摇
床培养 ,!$!":$

*" 发酵培养条件’按照 ,;$#’;接种比例#将培养好种
子液接种到发酵培养基中#+’!##$’$+’’67)89 摇床培养 1%$
!"$"# 菌株地面筛选
在无菌条件下取搭载回收样品#用无菌水洗脱菌体到无

菌离心管中#用移液器吸打均匀菌体洗脱液#进行倍比稀释$
取稀释 #’! 和 #’$倍的稀释液涂布到平板培养基# 待菌液被
培养基吸收后于培养箱中 +’!倒置培养 ,$1%$
待平板上长出菌落后#挑选颜色变深或呈粉色(菌落较

大的用小量摇瓶发酵#进行初筛$ 初筛菌株的发酵液于 "’’’
67)89 条件下离心 ")89#取沉淀 *’$"’!烘干#研磨后按质量
体积比!#<#’’"加入无水乙醇#超声处理 #$,:$处理液 "’’’67)89

条件下离心 #’)89#取上清液#利用高效液相色谱进行检测$
挑选辅酶 =#’含量比对照菌株高的深颜色菌落进行复筛$ 复
筛后菌株进行多次传代培养#获得遗传稳定的菌株进行检测
和菌株保存$

!"% 发酵产物 &’(!)的检测

!"%"! 提取
向各发酵液中加入 *)>?75盐酸# 调 34 值到 ,-’2!-’#之

后加入 *)>?75 氢氧化钠溶液#使 34 值回复到 *-’2"-’#将菌
液于 "’’’67)89 条件下离心 #’)89#取菌体#按照固液比例!#<
#’’"加入石油醚#打散菌体#使之与提取溶剂混合均匀$ !$!
摇床##"’67)89 条件下提取 ,:$ 提取液 "’’’67)89条件下离心
#’)89#取上清液在旋转蒸发仪上进行旋转蒸发$
!"%"# 检测
将蒸发后的干物质用无水乙醇溶解 #检测方法参见*中

华人民共和国药典+中辅酶 =#’的检测方法进行$ 以甲醇@无
水乙醇!#<#"为流动相 #柱温 +$!#检测波长为 ,1$9)$ 辅酶
=#’标准品购自 A8B)C 公司$
!"* 菌株鉴定
利用 #*A 6DEF测序方法进行菌株鉴定$ 提取出发菌株

和高产菌株的总 DEF#具体实验过程参见试剂盒!天根生化
科技有限公司" 说明书$ 利用细菌 #*A通用引物对待测细菌
#*A 进行 GHI 扩增#引物序列为’J,1’$KLF/F/MMM/FMHFM!
//HMHF/ L+K#I#!.,’$K LMFH//HMFHHMM/MMFH/FHMM L+K$
GHI 扩增$ $’!5的 GHI反应体系组分为’%EMGN#!!5)OPQQR6#
$!5)J,1#!!5)I#!.,#!!5)DEF 模板 #,!5)MCS 酶 #’-,$!5)
%%4,T#+’-1$!5$

GHI 反 应 程 序 ’.$! $)89#.!! #)89#$*! #)89#1,!
,)89#+’个循环#1,! #’)89$ GHI产物进行琼脂糖凝胶电泳
进行检测$ 样品送生工生物工程!上海"有限公司进行测序$

# 结果与分析
#+! 菌株筛选
搭载后的菌株经倍比稀释处理培养后#在平板培养物中

共得到 +," 个单菌落#根据文献U,V#以色深突变表性为 H>=#’

高产菌株重要的筛选标志# 以菌落大小和颜色为筛选标准#
在这 +,"个单菌落中筛选菌落较大且颜色较深的菌落#共获
得 1+个菌落$ 对这 1+个单菌落进行发酵培养#4G5H 检测发
酵含量#从这 1+株菌株中筛选辅酶 =#’含量高产菌株$
为保证菌株的遗传稳定性# 对高产菌株进行稳定性实

验$ 采用 !!冰箱保存和传代实验#经过多次传代后#对高产
菌株进行摇瓶发酵#4G5H检测辅酶 =#’含量$
#"# 菌株 &’(!,含量

经初筛和多次复筛#以及稳定性实验后#得到一株辅酶 =#’

的高产菌株#命名为 A:R9W:>P*#其辅酶 =#’的发酵单位能够达

到!’-"X’-’,"B75#较出发菌株的!’-*X’-’#"B75 提高了 ++#!图
#"$ 目前已对 H>=#’产生菌进行了大量实验#期望获得高产菌
株#但效果均不理想#离工业化生产还有很大差距!表 #"$
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从表 ! 可以看出!本实验得到的类球红细菌!辅酶 "!#含

量与目前国内已有的报道 $%&’()&!!*相比高出 !# 倍以上!进行工
业化生产有较大的优势" 目前该菌株已送中国微生物菌种保
藏管理委员会普通微生物中心进行保藏 ! 菌株保藏号为

+,-++ ./0 12%)"
!"# 菌株鉴定
为鉴定筛选到的菌株是否由出发菌株经诱变而得到的!

对出发菌株和筛选到的高产菌株进行细菌 !34 56.7 鉴定"
利用 !34 56.7进行菌株分类与鉴定是目前常用的一种高效
准确的菌株鉴定方法! 基本原理是利用 !34 56.7 两端的引
物 8+9 扩增未知菌株的 !34 59.7基因! 并进行 6.7测序!
与 ,:;<=;> 中的已知序列进行同源性比较后! 判定细菌种
类" 图 1 为出发菌株和筛选到的高产菌株 4?:;@?/A3 的 8+9
电泳结果!与 -=5>:5 比较可知目标扩增产物的片段长度大约
为 !%##BC" 将得到的 4?:;@?/A3菌株测序结果和出发菌株进

行比对!序列相似性为 DDE!可以确定为同一种菌株" 该高产
菌株的 !34 56.7 序列已在 ,:;<=;> 上注册 ! 登录号是
FG32D’#H"

# 讨论
利用微生物发酵原理实现辅酶 "!#工业化生产! 不仅需

要高精度分离仪器和技术!更重要的是要有满足规模化生产
的稳定高产菌种"

辅酶 "!#是一种具有重大经济价值的基本药物和原料!
研究人员已对其做了大量研究!其生物合成途径与代谢过程
已经较为清楚" 在这些研究基础上!研究人员构建了多种基
因工程菌如光合细菌或大肠杆菌 $!1(!%*!将带目的基因的质粒
转化至产辅酶 "!#的菌株中! 构建基因工程菌或通过单独或
同时表达辅酶 "!# 前体合成途径中的关键酶基因提高辅酶

"!#生物合成途径等!由于微生物体内辅酶 "!#生物合成途径

非常复杂!参与基因比较分散!构建出高效#稳定的基因工程
菌还需进一步的研究 $!3*" 同时利用地面单一物理诱变因素对
产 +/"!#的微生物也进行了大量的诱变选育工作! 但获得的
菌株生产 +/"!#的能力不高!并不能达到产业化要求"

本实验以已有的类球红细菌为出发菌株!经空间搭载筛
选出 +/"!#高产菌株 4?:;@?/A3!其发酵产量可达 #0)IJK"分析
原因认为!除出发菌株辅酶 "!#含量较高外!还可能与选用的
诱变方式有关" 空间诱变育种是近年来被广泛应用的一种新
型育种方式" 与常规的单因素诱变条件相比!空间诱变是空
间辐照#微重力#粒子撞击等因素综合作用的结果!能引起生
物体的染色体畸变!进而导致生物体遗传变异!经地面选育
试验后!能快速而有效地育成生物新品种$D*" 但是空间诱变的
机制目前还不清楚! 空间诱变是引起菌株合成辅酶 "!#合成

相关基因的突变还是相关调控基因的变异还有待深入研究"
对于该高产菌株!还可根据菌株特性!进一步筛选合理

图 $ 对照菌株与 %&’()&*+,菌株 -./0 自动标尺色谱图
123" 4 -./0 5&6*789*3687: *; 0*<4=

!8" 对照样品

>8? 0*(96*@

!A" %&’()&*+,菌株

>AB %&’()&*+, :9682(

表 4 辅酶 <4=产生菌及其产量

C8A@’ 4 0*<4=DE6*F+52(3 7256**638(2:7:
8(F 0*<4= 5*(9’(9

+/"!#产生菌
+/"!#产量

J$I%K(!&

根癌土壤杆菌$!"#$%&’(")*+ ’*+(,-&)(.&
放射型根瘤菌$/0)12$)*+ "-3)2$-&’(&
球形红假单胞菌$/023245(*32"-2.-5 540-("2)3(&
土壤杆菌$6 7"2$-&’(")*+ LC0&

#0#H!
#0#2!
#0#%#
#0#%D

G#标准分子量$4#空白对照$!#对照菌株$##高产菌株

图 ! 4,% 6HIJ 的 .0K扩增结果
123L ! .0K *; 4,% 6HIJ
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的培养方法和发酵工艺! 引入先进的培养模式和控制方式!
同时利用生物信息"生化工程控制"在线检测等技术进行发
酵过程动力学及代谢流量分析!提高发酵产量 !"## 同时可根据

$%&’( 的合成与代谢途径!加入前体物质和生长因子!进一步
提高菌株的 $%&’(产量!用于工业生产$

! 结论
利用空间诱变手段对类球红细菌进行诱变选育!得到一

株 $%&’( 高产菌株 ! 该菌株 $%&’( 含量比出发菌株提高了

))!!达%(*+,(*(-&./0!是已有文献报道 1%&’( 含量的 ’( 倍以
上!可用于工业生产!同时也揭示空间诱变作为一种新型诱
变手段!可用于工业化菌株的选育$

参考文献!"#$#%#&’#("
!’# 2345 6 17 89: ; <7 1=%9 < >7 !" #$% ?3@A= 3BC DECF3@A= G4%CHA@9%B%D

A%EBIJ:E &’( 9B 4EA%:F9B3B@ KLA=E49A=93 A%M9 A%B@39B9B. @=E CEA3G4EBJM
C9LG=%LEG=3@ LJB@=3LE .EBE D4%: NMHA%B%F3A@E4 LHF%OJC3BL !<#* &’’$
()*+,-),$ .),"#*/0,$7 -((P7 Q"R’ST ’U-V’UQ*

!-# 武标7 张千7 李辉7 等* 氩离子激光照射对类球红细菌的诱变效应及对
辅酶 ’( 产生量的影响!<#* 激光生物学报7 -((W7’QR)ST )QXV)QY*
ZH ?93%7 [=3B. &93B7 09 >H97 !" #$% &*"# 1#2!+ .),$,34 5)0)*#7 -((W7 ’Q
R)ST )QXV)QY*

!)# >3BL \7 83@49B ;7 034L N* ]E^9E_ @=E :HM@9GME DHBA@9%BL %D A%EBIJ:E!<#*
6 .),,+3 7/!87 -((’7 -‘R’Sa ’V’)*

!X# bH4HBEB c7 dMLL%B <7 e3MM_E4 N* cE3@3F%M9L: 3BC DHBA@9%B %D A%EBIJ:E
&!<#* .),*/)8 .),’/42 &*"#7 -((X7 ’QQ(R’V-Sa ’W’V’UU*

!P# 李焱生7 方建军7 钟卫鸿* 微生物法高产辅酶 &’(的研究进展 !<#* 生物
技术通报7 -((UR-Sa PUVQ-*
09 63BL=EB.7 f3B. <93BgHB7 [=%B. ZE9=%B.* .),"!*/0,$,34 .9$$!")07
-((UR-ST PUVQ-*

!Q# 潘春梅7 堵国成7 陈坚* 辅酶 &’(高产菌 :/);,-)98 +#<),-#*"!+ 的选育
及发酵条件优化!<#* 过程工程学报7 -((X7 XRPST XP’VXPQ*
23B 1=HB:E97 eH NH%A=EB.7 1=EB <93B* =/! 7/)0!2! >,9+0#$ ,? @+,*!22
A03)0!!+)037 -((X7 XRPST XP’VXPQ*

!W# 潘春梅7 李寅7 堵国成7 等* 利用广谱性和特异性组合诱变技术选育辅
酶 &’(高产菌!<#* 应用与环境生物学报7 -((P7 ’’R)ST )Q)V)QW*
23B 1=HB:E97 09 69B7 eH NH%A=EB.7 !" #$% 7/)0 > &’’$ A0B)+,07 -((P7
’’R)ST)Q)V)QW*

!Y# 刘克杉7 吴文芳7 韩斯琴7 等* 辅酶 &’(高产菌株的选育!<#* 沈阳农业大
学学报7 -((P7 )QR’ST YUVU-*
09H 8EL=3B7 ZH ZEBD3B.7 >3B ;9h9B7 !" #$% >,9+0#$ ,? 5/!04#03
&3+)*9$"9+! C0)B!+2)"47 -((P7 )QR’ST YUVU-*

!U# 田兴山7 张玲华7 郭勇7 等* 空间诱变在微生物菌种选育上的研究进展
!<#* 生物技术通讯7 -((P7 ’QR’ST ’(PV’(Y*
b93B i9B.L=3B7 [=3B. 09B.=H37 NH% 6%B.7 !" #$% 1!""!+2 )0
.),"!*/0,$,347 -((P7 ’QR’ST ’(PV’(Y*

!’(# 张艳芬7 王红霞7 张根发 7 等 * 空间诱变育种及遗传变异研究方法综
述!<#* 河南科技学院学报T 自然科学版7 -((Y7 )QR’ST ’(V’)*
[=3B. 63BDEB7 Z3B. >%B.O937 [=3B. NEBD37 !" #$% >,9+0#$ ,? D!0#0
E02")"9"! ,? 5*)!0*! #0< =!*/0,$,34T F#"9+#$ 5*)!0*!2 A<)"),07 -((Y7 )Q
R’ST ’(V’)*

!’’# 郑君7 管斌7 孔青 7 等 * 高产辅酶 &’(光合细菌的选育 !<#* 中国酿造7
-((Y7 ’YQRUST Y)VYQ*
[=EB. <HB7 NH3B ?9B7 8%B. &9B.7 !" #$% 7/)0# .+!G)037 -((Y7 ’YQRUST
Y)VYQ*

!’-# 郜晓峰7 罗应刚7 官家发* 微生物发酵法生产辅酶 &’(研究进展!<#* 天
然产物研究与开发7 -((Q7 ’YT YPYVYQ-*
N3% i93%DEB.7 0H% 69B..3B.7 NH3B <93D3* F#" @+,< :!2 H!B7 -((Q7 ’YT
YPYVYQ-*

!’)# c35%@% 8 ?* ?9%LJB@=EL9L7 F9%G4%CHA@9%B 3BC B%^EM 4%MEL %D HF9hH9B%BE
!<#* > .),2*) .),!037 -((-7 UXRQST P’’VP’W*

!’X# [=%H i f7 ZH > > [7 f3B 6* 1M%B9B 3BC 9CEB@9D9A3@9%B %D A% *,$) )2’.
.EBE!<#* E0<92 ()*+,-),7 -((’7 )’R)ST -PV-Y*

!’P# f3B 67 09H i 67 1=EB N >* 24%CHA@9%B %D HF9hH9B%BE 9B ^349%HL
A2*/!+)*/)# *,$) =%L@L FJ EOG4ELL9%B %D CCLj .EBE D4%: NMHA%B%F3A@E4
LHF%OJC3BL!<#* E0<92 ()*+,-),$7 -((-7 )-RXST )UVX’*

!’Q# 王青云7 王发祥7 钟士清* 微生物发酵法生产辅酶 &’( 的研究进展 !<#*
化学与生物工程7 -((Q7 -)RYST ’’V’)*
Z3B. &9B.JHB7 Z3B. f3O93B.7 [=%B. ;=9h9B.* 7/!8)2"+4 I
.),!03)!!+)037 -((Q7 -)RYST ’’V’)*

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
"!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
"

!"#$%&’()*+,-./01234

!学术动态!

中国自然辩证法研究会将于 !"#"年 $! 月 $ 日在江苏省苏州市召开首届!全国科学"技术与公共政策论坛#$ 论坛主题%低
碳经济背景下的科学&技术与决策$
征文内容%! 低碳经济的内涵&定义及特征’" 中国低碳经济发展战略’# 低碳经济&中国城镇化与产业结构调整’$ 低碳

经济背景下的科学&技术选择’% 面向低碳经济的中国科技发展战略及路线图’& 中国低碳经济科技创新支撑体系研究’’ 其
他相关议题$
征文截止时间%!%$" 年 $" 月 $& 日$
联系方式%林萍(苏州大学)*电话%%&$!’()&%)%!)*电子信箱%*+,-+,./0123452167,’肖显静(中国科学院研究生院)*电话%

"$"899!&(&#:*电子信箱%;;<+,./.173063767,+
会议网址%=>>-?@@AAA67=+,302,6BC.67,@,$!D:&&%@,$!D:)!:@$$:)9:%D6=>E*+
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