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[摘要 ]  从水塘污泥中富集分离到一株产 CoQ10含量较高的光合细菌菌株, 并对其进行系统鉴定. 采用了丙酮

作为 CoQ10的提取溶剂,样品经超声波破碎后,用紫外分光光度法 ( UV )作为 CoQ 10的定性定量方法, 成本低且快

速, 可以作为筛选 C oQ 10含量较高菌株的方法. 以此方法筛选得到菌株 LZC, 其 CoQ 10产量为 91 49 Lg /mL菌液.

16S rDNA序列系统发育分析表明,菌株 LZC在系统进化树上与 GenBank中序列号为 AB2514071 1、AB2514081 1、

AB0177991 1、DQ34232211的红假单胞菌 (红细菌 )聚为一族, 初步确定菌株 LZC为生芽红假单胞菌 (Rhodobacter

blasticus ).菌株 LZC至少能稳定传代 15次 .
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Abstrac t: The iso lates produc ing C oenzyme Q l0 ( CoQ 10 ) of purp le non sulfur photosynthetic bac teriaw ere enriched out o f

pond sludge, one iso late nam ed LZC w as se lec ted based on its h igh CoQ l0 content and identified system atically. The

stra in LZC g rows anaerob ica lly in the light and ae robically in the dark. Optim al grow th occurs at 30 ~ 35e and at

pH 71 0~ 81 0, Various o rganic compounds are used as photosynthe tic e lectron donors and carbon sources. The CoQ10w as

ex tracted from the sam ple w ith organ ic so lvent by ultrason ic extraction and determ ined by the UV m ethod. The w ay,

cheap and faster, w as the proper se lectw ay of PSB strain w ith h igh CoQ10 concentration. The CoQ10 concentra tion deter-

m ined by UV way o f stra in c reached 9149Lg /mL. A phy logene tic ana lys is based on 16S rDNA gene sequences revea ls

tha t strain LZC gathers a cluster w ith 4 stra ins of R hodobacter sp. w hose access ion number in GenBank are

AB2514071 1, AB2514081 1, AB01779911, DQ3423221 1, respective ly. The stra in LZC subcultures stab ly at least 15

genera tions. The results presented here dem onstrated strain LZC is Rhodobacter blasticus.
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  光合细菌 ( Photosynthet ic bacteria,简称 PSB )是地球上最早出现的一类能进行光合作用而不产氧的特

殊生理类群的原核生物的总称.光合细菌作为一种营养丰富的光能自养菌, 含有多种生物活性物质, 在人

类生活的多方面都具有重要作用,光合细菌己经在世界上许多国家得到广泛应用.光合细菌菌体中辅酶

Q 10 ( CoQ 10 )的含量普遍较高,尤其是红螺菌科细菌亦称红色无硫细菌, Yosh idaH
[ 1 ]
等报道了用 Rhodobact-

er sphaero ides KY - 4113生产 CoQ 10.目前日本已实现利用光合细菌工业化发酵生产 CoQ10, 而国内应用光

合细菌发酵的生产技术还未成熟,主要还是用来作为净化水体和动物饲料添加剂
[ 2- 4]

.

CoQ 10作为一种新兴的药物或者说保健品正被各国积极关注. C oQ10是类维生素物质, 又叫泛醌, 癸烯

醌,为脂溶性醌类化合物, 主要存在植物、动物和微生物体内,在细胞体内与线粒体内膜相结合,是细胞呼
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吸链上的一种氢递体
[ 5]
.它在生物体中有着许多重要生理功能性质,是生物体细胞能量生成要素和具抗

氧化、可控制细胞内氧气的流动等性能
[ 6, 7]

. CoQ 10除了在某些替代治疗中起重要治疗作用外,还是医药领

域中一种具有广泛用途的辅助药,目前还没有被其他药物所取代的趋势, 也不存在被淘汰的风险. 因此筛

选高产 CoQ 10的光合细菌具有积极的现实意义,我们利用光合细菌的富集培养基从鱼池污泥中富集和分

离光合细菌,同时探索简便的 CoQ10的提取和定量方法来筛选高产 CoQ10的光合细菌, 以此方法筛选出 6

株产生 CoQ 10的光合细菌,并对其中 CoQ 10含量最高的 1株菌进行了表型特征、生理生化特性及 16S rDNA

的系统发育分析,为以后提高 CoQ10产量提供菌株材料.

1 材料和方法

111 材料

111. 1 主要试剂和仪器
  DNA M arker和 PCR扩增试剂盒 ( TaKaR a公司 ) ; PCR产物纯化试剂盒 (碧云天生物工程有限公司 ) ;

细菌通用引物 (上海生工生物技术有限公司 ) ;琼脂糖 (英国 OXO ID ); CoQ10标准品 ( Sigma) . Ag ilent 1200

Series高效液相色谱仪 (美国 ) , Sh imadzu UV - 2410型紫外 /可见光分光光度计 (日本 ) ; E ffendorf PTC-

150型 PCR仪 (德国 ) ;六一 DYCP- 31B型水平电泳槽 (北京 ) ; B io- R ad Ge l Doc 2000型凝胶成像系统

(美国 ) .

11112 培养基
PSB富集培养基: NH 4C l 1 g, M gC l2 012 g, 酵母浸膏 011 g, K2HPO4 015 g, N aC l 2 g, ddH2O 900mL,

高压灭菌后加入 50mL过滤灭菌 4%的丙氨酸,调 pH至 710.
PSB分离培养基 Ñ:在富集培养基里添加 115%琼脂.

PSB分离培养基 Ò: NH4C l 1 g, M gC l2 012 g, 酵母浸膏 2 g, K 2HPO 4 015 g, N aC l 2 g,琼脂 15 g, ddH2O

900mL, N a2 S# 9H2 0 110 g /50mL ddH2O.高压灭菌后加入 50mL过滤灭菌 4%的丙氨酸.

112 菌株富集分离和培养
用富集培养基对采自鱼池底表层的污泥进行光照厌氧培养,光照保证 2 000 1x,白炽灯 40W, 距离 30

~ 40 cm亦可. 10 d后,培养基呈桃红色至棕红色,取微红培养物接种于第 2瓶富集培养基中继续培养,重

复 2~ 3次后用 PSB分离培养基在一系列无菌试管中进行多次稀释分离,用半固体琼脂培养基待冷凝后

覆盖无菌液体石蜡,光照厌氧培养.

113 筛选菌种 CoQ10含量的测定

将分离获得的光合细菌,在 PSB富集液体培养基中光照厌氧培养 10 d, 待培养液颜色变红,用丙酮法

和超声波破壁法
[ 8, 9]
提取 CoQ 10,从每个纯种菌培养液中各取出 100mL菌液各自分装在离心管, 以 8 000

r /m in离心 20m in,倾去上清液, 菌体加入丙酮至 100mL;以超声波清洗机破壁 30m in后, 以 8 000 r /m in离

心 10m in.分离得到上清液,旋转蒸发使之干燥,用 3mL丙酮或无水乙醇溶下,避光 4e 保存待用.

用 CoQ 10标准品进行紫外法
[ 10]
和高效液相色谱法

[ 9]
进行 CoQ10定性定量测定.紫外测定方法为: 精确

配制 200 Lg /mL CoQ 10的标准溶液, 取适量标液稀释成不同浓度, 在 275 nm处测定吸光度,根据 CoQ10标准

溶液的浓度和 275 nm处的吸光度数值绘制标准吸收曲线, 将样品得到的 A 275根据标准曲线计算其浓度.

高效液相色谱柱为 XDB- C18型, 用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂,以甲醇 /无水乙醇,体积比为 1B1作

为流动相.柱温为 35e , 检测波长 275 nm, 进样量为 20 LL.以 200 Lg /mL CoQ 10的标准溶液配制成不同浓

度,根据 CoQ 10标准溶液的浓度和峰高响应值制作标准曲线, 由丙酮法初提得到的适宜稀释倍数 CoQ10样

品进行 HPLC测定,根据标准曲线算出样品的浓度.比较得到的各组数据, 筛选出 CoQ10含量最高的一个

样.

114 菌株的形态结构特征鉴定
记录固体分离培养基上的菌落形态, 通过革兰氏染色和倒置显微镜观察筛选菌株的个体形态.活细胞

吸收光谱的测定方法为将培养液经离心洗涤后,悬浮于 60%的蔗糖溶液中, 在 190~ 900 nm做波长连续扫

描,记录特征吸收峰处波长.
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115 菌株 16S rDNA序列测定

以上海生工生物技术有限公司合成的 16S rDNA通用引物 F primer: 5c- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

- 3c; R prim er: 5c- ACGGTTACCTTGTTAGGACTT- 3c进行 PCR扩增. PCR反应体系 ( 50 LL) :包括筛选出

的 CoQ 10含量最高的菌液 115LL; 16S rDNA引物 1和 2各 1 LL, 10 @Ex Taq buffer 5 LL, 4 @ dNTP 4 LL,

M gC l2 4LL, ddH2O 33 LL,最后加入 Ex Taq 015LL. PCR反应条件: 94e 2m in, 94e 30 s, 56e 1m in, 72e

1m in,循环 30次, 72e 10m in. PCR产物纯化按碧云天试剂盒说明书操作步骤进行,测序由上海生工生物

技术有限公司完成.

116 系统发育分析

将获得的序列递交 GenBank, 获得登录号为 EU0225857,首先用 B last的方式将测得的序列与 GenBank

中公布的细菌 16S rDNA序列进行相似性比较分析. 从中选出相似性最高的 3个和其他序列共 22个 16S

rDNA序列.用 CLUSTER程序对这 22个序列进行多序列联配并构建进化树, 重复次数选用 1 000, 用

BOOTSTRAP分析评估树的稳定性.

2 结果

211 CoQ 10含量较高菌株的筛选

  CoQ 10较难分离,在提取分离过程中容易损失,特别是在碱性条件下,即使加抗氧化剂也难以避免部分

CoQ 10被氧化破坏, 而且通过多次溶剂的抽提和萃取, 损失量也较大,因此我们采用超声波破壁和 1次丙酮

法提取菌体中的 CoQ10,以使实验结果比较接近菌株中 CoQ10的真实含量,使筛选结果更为可靠.图 1和图

2分别是 CoQ10标准品和丙酮法初提样品的紫外扫描吸收曲线图,在 275 nm的吸收峰都很特异.图 3和图

4分别是 CoQ10标准品和丙酮法初提样品的 HPLC分析图谱,可以看到 CoQ 10的峰出现在进样 22m in左右.

用紫外法和 HPLC法测定含量,比较结果发现, 紫外法和 HPLC法测定结果一致,但紫外法相对更简单易

行,因此选择紫外法作为筛菌或发酵条件优化等比较实验的定量方法. 通过测定发现 6株光合细菌发酵液

均含有 CoQ 10,紫外法测定 CoQ 10含量 ( Lg /mL菌液 )分别为 4101、4159、9149、7136、5156、6101, 我们选择
CoQ 10含量最高的菌株 ( 9149 Lg /mL菌液 ) ,将其命名为菌株 LZC.
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212 菌株的形态结构特征

具体见表 1.菌体观察菌落涂片,菌株 LZC革兰氏染色阴性.显微镜油镜 1 000倍观察,菌体大部分为

球状, 略扁. 单菌落在固体培养基上厌氧光照培养呈深红色,周边颜色稍浅些, 菌落圆形,光滑, 稍突起,边

缘齐整,有光泽.直径 015~ 115mm,适合光照厌氧培养,培养物为深红色. 适宜生长温度为 25~ 35e ,适宜

生长 pH为 710~ 715.
菌株活细胞的特征吸收峰为 378、591、806、863 nm, 因叶绿素 a在 390、810、860 nm处有特征吸收峰,

在 471, 500, 530 nm附近均出现 3个特征吸收峰, 表明有正常螺菌黄质系的类胡萝卜素存在. 因此菌株

LZC含有叶绿素 a和类胡萝卜素.

表 1 分离株 LZC的培养特征及形态结构特征

Table 1 Cultura l and m orpholog ical characteristics of the stra in LZC

鉴定项目 Characterist ics 菌株 S train LZC

厌氧液体培养物颜色 深红色

菌落颜色 深红色

黑暗好氧生长 不长

个体形态状及排列 球状,略扁

菌体大小 /mm 015~ 115

适宜生长温度 /e 25e ~ 35e

适宜生长 pH 710~ 715

菌体表面 光滑,稍突起,边缘齐整,有光泽

革兰氏染色 阴性

光吸收峰 /nm 378、591、806、863

光合色素 叶绿素 a和螺菌黄素

213 16S rDNA序列分析

菌株 LZC扩增出的 DNA片段条带单一,大小约为 1 430 bp, 该序列在 G enB ank中的登录号为 EU 0

225857( bank it 928591) ,将菌株 LZC的 16S rDNA基因序列与 GenBank数据库中的序列进行同源性比对,

发现菌株 LZC与红假单胞菌属的 16S rDNA序列自然聚类, 与登录号为 AB01779911的 Rhodobacter sp.

TCR I 14菌株的 16S rDNA片断大小相符, 相似性达到 99%,表明菌株 LZC与 Rhodobacter sp. TCR I 14的亲

缘关系最近.在系统发育树上与序列号为 AB01779911、AB25140811、AB25140711、DQ 34232211的相似性
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都达到 99%,而其中 DQ34232211为生芽红假单胞菌 ( Rhodobacter blasticus ), 因此初步确定菌株 LZC与生

芽红假单胞菌聚为一族 (图 5) .

214 菌株传代稳定性

菌株连续传代 15次后,其生长速度、革兰氏染色结果、菌体形态大小、活菌体光谱吸收峰都无明显变

化.表明菌株 LZC能进行稳定传代, 符合一般生产菌种需要.

3 讨论

CoQ 10的提取方法主要有丙酮或沸腾酒精破碎法、醇碱皂化法和碱皂化法等
[ 11]

, 其中不经皂化的丙酮

或沸腾酒精破碎法, 然后经有机溶剂提取得到的是包括 CoQ 10的未皂化的总脂类提取物.而皂化法中碱皂

化法较醇碱皂化法更为有效,取得 CoQ10杂质少, 含量高,但这两种方法都要经过高温, 步骤繁琐, 易产生

副产物,考虑到筛选要以简单高效为原则,因此本实验选择丙酮初提法.

从上述实验分析,菌株 LZC为革兰氏阴性菌, 菌体球状,略扁. 单菌落在固体培养基上厌氧光照培养

呈深红色,直径 015~ 115mm,适合光照厌氧培养,培养物为深红色.适宜生长温度为 25~ 35e , pH为 710
~ 715.细胞含有特征性叶绿素 a和类胡萝卜素,酵母膏对其生长有刺激作用,以上特征是红假单胞菌所特

有.根据上述形态和生理生化特征,认为菌株 LZC为红假单胞菌. 又据 16S rDNA基因序列系统发育分析

可见 LZC与在系统发育树上与序列号为 AB01779911、AB25140811、AB25140711、DQ34232211的生芽红假
单胞菌 (生芽红细菌 )聚为一族, 而其中 DQ34232211确定为生芽红假单胞菌 (Rhodobacter blasticus), 因此

初步确定菌株 LZC为 1株未从 16S rDNA水平上鉴定过的生芽红假单胞菌 (Rhodobacter blasticus).综上生

芽红假单胞菌菌株 LZC CoQ10含量较高,其产量在 9149 Lg /mL菌液, 并传代稳定, 值得对其 CoQ10含量进

一步提高进行深入研究.

[参考文献 ]

[ 1]  Yosh idaH, KotaniY, Ochiai K Arak iK. P roduc tion o f ubiqu inone- 10 using bac teria[ J]. Journa l of Gene ra l and App lied

M icrob io logy, 1998, 44( 1): 19-26.

[ 2]  钱为, 王肇颖,韩波, 等.光合细菌中番茄红素的研究 [ J].山东大学学报:理学版, 2004, 39( 3): 111-115.

[ 3]  吴向华, 杨启银,刘五星 ,等.光合细菌的研究进展及其应用 [ J]. 中国农业科技导报, 2004, 6( 2) : 35-38.

[ 4]  周洪茂, 赵肖为,吴雪昌 .光合细菌沼泽红假单胞菌同化磷能力的研究 [ J] .科技通报, 2002, 18( 2): 142-146.

[ 5]  钱雪, 王祖巧,韩国平, 等.辅酶 Q10的药理与应用 [ J]. 食品与药品, 2006, 8( 01A ): 16-19.

[ 6]  吴祖芳, 翁佩芳,陈坚. 辅酶 Q10的功能研究进展 [ J].宁波大学学报: 理学版, 2001, 14( 2): 85-88.

[ 8]  欧阳平凯, 胡永红.辅酶 Q10的生产及其应用 [ J]. 化工进展, 1994, 13( 4): 9-11.

[ 9]  吴祖芳, 堵国成,陈坚. 发酵液中辅酶 Q 10的分离纯化和定量分析 [ J]. 无锡轻工大学学报, 2002, 21( 4): 420-423.

[ 10]  王春林.中国大豆辅酶 Q
10
的提取、分离和鉴定 [ J] .中国医药工业杂志, 1996, 27( 3) : 102-104.

[ 11]  邱卫华,刘萍, 钟桂芳,等. 粟酒裂殖酵母中辅酶 Q10的提取和测定方法 [ J].食品与发酵工业, 2004, 30( 11): 31-35.

[责任编辑:孙德泉 ]

)108)

南京师大学报 (自然科学版 )                              第 31卷第 3期 ( 2008年 )


