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通过耐受前体或结构类似物筛选提高辅酶犙１０产量
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【摘要】　目的　提高热带假丝酵母生产辅酶Ｑ１０的能力。方法　将热带假丝酵母通过紫外诱变后耐受生物合

成前体物质或结构类似物的实验，从抗性菌株中筛选获得辅酶Ｑ１０的高产菌株。结果　通过苯甲酸和对羟基苯

甲酸的耐受试验，获得辅酶Ｑ１０产量比出发株分别提高８４．１１％和１８４％的高产菌株Ａ和Ｂ，最高可达１２０μｇ／

ｍＬ。结论　通过发酵产物前体结构类似物的耐受实验，可以提高产物的产量。
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　　辅酶 Ｑ１０又名泛醌、癸烯醌（ＣｏｅｎｚｙｍｅＱ１０、

Ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ－１０，简称辅酶Ｑ１０），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，广泛存在于动物、植物及微生物

体内，是生物细胞呼吸链中的重要递氢体［１］，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。在医学上主要用于心脏病、

胃肠系统和抗衰老及外科等疾病的治疗，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［１－３］。辅酶Ｑ１０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，日益受到重视。

辅酶Ｑ１０的制备方法主要有以下３种：动植物

组织提取法、化学合成法和微生物发酵法。我国于

２０世纪８０年代初开始对微生物发酵生产辅酶Ｑ１０

进行研究和开发，但目前国内发酵法生产辅酶Ｑ１０

的产量远远不能满足市场需求。虽然目前国内研究

报道中能生产辅酶Ｑ１０的菌种很多，但产量大多集

中在２０μｇ／ｍＬ左右
［４］，个别达到８０μｇ／ｍＬ

［５］。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见具有突破性进展的报

道［６］。本实验以辅酶Ｑ１０含量较高的热带假丝酵母

为出发菌株，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
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产量低的工业化难题。

材 料 和 方 法

试剂　辅酶Ｑ１０标准品（上海Ａｍａｄｉｓ生物技术

公司赠送，纯度为９９．２％）；苯甲酸（上海化学试剂

公司）；对羟基苯甲酸（上海化学试剂公司），其他为

化学纯。

菌种　热带假丝酵母Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｃａｌｉｓ（原种

购于中国科学院微生物菌种保藏中心，经过本室选

育）。

仪器　 紫外分光光度（ＵＮＩＣＯＵＶ２０００）。

培养基

斜面培养基　ＰＤＡ培养基。

种子培养基　葡萄糖２．０％、蛋白胨１．０％、酵

母粉０．５％，自然ｐＨ，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。

发酵培养基　葡萄糖、蛋白胨、酵母粉、无机盐，

ｐＨ８．０，１２１℃灭菌２５ｍｉｎ。

标准曲线的绘制　精密称取辅酶Ｑ１０标准品，

用无水乙醇配成０．６２ｍｇ／ｍＬ的母液，再稀释成

０．００６２、０．０１２４、０．０１８６、０．０２４８、０．０３１０和

０．０３７２ｍｇ／ｍＬ不同质量浓度的辅酶Ｑ１０标准溶液。

据不同质量浓度辅酶Ｑ１０标准溶液在２７５ｎｍ处的

吸光度绘制标准吸收曲线。

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的ｐＨ７．０的磷

酸缓冲液洗涤３次，并制备成细胞浓度为１０６ 个／

ｍＬ的菌悬液，另取ｌｍＬ稀释至１０３个／ｍＬ，作为计

算致死率的空白对照。

紫外（犝犞）诱变方法　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。

抗性菌株的选育　取紫外诱变后辅酶Ｑ１０产量

最高的微生物进行斜面培养后，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的

ｐＨ７．０的磷酸缓冲液稀释成细胞浓度为１０
６ 个／

ｍＬ的菌液，取１ｍＬ接种于３ｍＬ２倍浓度的液体

培养基中，分别加入无菌过滤的１０％苯甲酸０．１、

０．３、０．５、０．７、０．９、１．１、１．３ｍＬ，用无菌水定容至

６ｍＬ，同时做不加１０％苯甲酸和菌液的对照组。

２８℃１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３ｄ。取能耐受高浓度的

苯甲酸的培养液１ｍＬ涂平板，培养所获菌株，做摇

瓶发酵试验，筛选获得高产菌株命名为Ａ。

高产菌株 Ａ培养斜面，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的ｐＨ

７．０的磷酸缓冲液稀释成细胞浓度为１０６个／ｍＬ的

菌液，取１ｍＬ菌液接种于３ｍＬ２倍浓度的液体培

养基中，分别加入无菌过滤的２０％对羟基苯甲酸

１．０、１．５、２．０、２．５和３．０ｍＬ，无菌水定容至６ｍＬ，

同时做不加２０％对羟基苯甲酸和菌液的对照，２８℃

培养３ｄ。取能耐受高浓度对羟基苯甲酸的培养液

１ｍＬ涂平板，培养所获菌株，做摇瓶发酵试验，筛选

获得高产菌株命名为Ｂ
［７］。

突变菌的发酵培养　取突变菌Ａ、Ｂ的斜面种

接人种子培养基中，３０℃ 摇床培养２４ｈ，以４％ 的

接种量转接至发酵培养基中，２８℃摇床培养

７２ｈ
［８，９］。

辅酶犙１０的分离提取及含量测定　采用碱皂化

提取［１０］，将抽提液溶于ｌｍＬ无水乙醇中，４℃ 冰箱

保存。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（犞∶犞／１∶１）为展开

剂，风干后从层析板上刮下与标准品平齐的黄色条

带，溶于ｌｍＬ无水乙醇，在２７５ｎｍ处测吸光度，通

过辅酶Ｑ１０标准曲线计算含量
［７］。

结　　　果

辅酶犙１０标准曲线的绘制　根据不同质量浓度

辅酶Ｑ１０标准溶液在２７５ｎｍ处的吸光度绘制标准

吸收曲线（图１）。

图１　辅酶犙１０紫外吸收标准曲线

犉犻犵１　犜犺犲犪犫狊狅狉犫犪狀犮犲狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犮狅犲狀狕狔犿犲犙１０

　　标准曲线 犢＝１５．４９８犡＋０．００３２（狉＝

０．９９９９），因此可以利用紫外分光光度法测定辅酶

Ｑ１０的含量。

紫外诱变　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可以看出，ＵＶ诱变处理７５ｓ时，致死率为

９６．１％，突变率为１．１６％，达到最大；随着时间的延

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紫外诱变处理７５ｓ。
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表１　紫外诱变剂量对致死率及突变率的影响

犜犪犫１　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲犱狅狊犲狅犳犝犞狅狀犳犪狋犪犾犻狋狔

狉犪狋犲犪狀犱犿狌狋犪狋犻狅狀狉犪狋犲

Ｔｉｍｅ（ｓ） ３０ ４５ ６０ ７５ ９０ １０５

Ｆａｔａｌｉｔｙｒａｔｅ（％）６２．５ ８４．２ ８６．３ ９６．１ ９９．７ １００

Ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ（％）０．５１ ０．６２ ０．８５ １．１６ － －

　　耐受高浓度苯甲酸菌株的选育　通过苯甲酸的

耐受实验（表２），从浓度１５ｍｇ／ｍＬ的苯甲酸溶液

中（相当于１０％的苯甲酸溶液取０．９ｍＬ加入到诱

变体系中）筛选出能耐受高浓度苯甲酸的菌株，通过

摇瓶发酵，选出辅酶Ｑ１０产量最高的Ａ菌株。

耐受高浓度对羟基苯甲酸菌株的选育　通过对

羟基苯甲酸的耐受实验（表３），从浓度为１００ｍｇ／

ｍＬ的对羟基苯甲酸溶液中（相当于２０％的对羟基

苯甲酸溶液３．０ｍＬ加到诱变体系中），筛选出能耐

受高浓度对羟基苯甲酸的菌株，通过摇瓶发酵，选出

辅酶Ｑ１０产量最高的菌株Ｂ。

表２　耐受苯甲酸菌株的选育

犜犪犫２　犜犺犲狊犮狉犲犲狀犻狀犵狅犳狊狋狉犪犻狀狋狅犾犲狉犪狋犻狀犵犫犲狀狕狅狀犻犮犪犮犻犱

１０％Ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ（ｍＬ） ０．０ ０．０ ０．１ ０．３ ０．５ ０．７ ０．９ １．１

１０６／ｍＬＳｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎ（ｍＬ） ０．０ １．０ １．０ １．０ １．０ １．０ １．０ １．０

Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ －

Ｃｏｌｏｎｉｅｓｏｎｔｈｅｐｌａｔｅ ／ ／ ／ ／ ／ ２８ ３ ０

　　　　－：Ｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｏｕｔｓｔｒａｉｎ；＋：Ｇｒｏｗｔｈｓｔｒａｉｎｓｎｏｔｏｂｖｉｏｕｓ；＋＋＋：Ｓｔｒａｉｎｓｇｒｏｗｗｅｌｌ

表３　耐受对羟基苯甲酸菌株的选育

犜犪犫３　犜犺犲狊犮狉犲犲狀犻狀犵狅犳狊狋狉犪犻狀狋狅犾犲狉犪狋犻狀犵狆犺狔犱狉狅犫犲狀狕狅狀犻犮犪犮犻犱

２０％ｐｈｒｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ（ｍＬ） ０．０ ０．０ １．２ １．５ ２．０ ２．５ ３．０ ３．５

ＦｉｌｔｅｒｉｎｇｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎＡ（ｍＬ） ０．０ １．０ １．０ １．０ １．０ １．０ １．０ １．０

Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ －

Ｃｏｌｏｎｉｅｓｏｎｔｈｅｐｌａｔｅ ／ ／ ／ ／ ／ ３５ ５ ０

　　　　－：Ｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｏｕｔｓｔｒａｉｎ；＋：Ｇｒｏｗｔｈｓｔｒａｉｎｓｎｏｔｏｂｖｉｏｕｓ；＋＋＋：Ｓｔｒａｉｎｓｇｒｏｗｗｅｌｌ

表４　耐受菌株辅酶犙１０产量的测定

犜犪犫４　犜犺犲犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犆狅犙１０狔犻犲犾犱狅犳犿狌狋犪狀狋

Ｓｔｒａｉｎ ＣｏＱ１０ｏｕｔｐｕｔ（μｇ／ｍＬ） Ｒａｉｓｅｏｕｔｐｕｔ（％）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｔｒａｉｎ ４２．２５ ／

ＳｔｒａｉｎＡ ７７．７９ ８４．１１

ＳｔｒａｉｎＢ １２０．００ １８４．００

　　耐受菌株辅酶犙１０产量的测定　与原始菌种比

较，筛选得到的菌株Ａ、Ｂ，在同等发酵条件下，测定

辅酶Ｑ１０的含量，结果见表４。与出发菌株比较，

发酵单位高的耐受菌株辅酶 Ｑ１０的产量提高了

１．８４倍。

讨　　　论

辅酶Ｑ１０生物合成的途径中，４－羟基苯甲酸是

生物合成辅酶Ｑ１０的前体物质
［１１］。４－羟基苯甲酸

量的多少影响辅酶Ｑ１０的产量，成为影响辅酶Ｑ１０产

量的制约因素。所以在辅酶Ｑ１０的生物合成中应尽

可能提高４－羟甲基苯甲酸的量以提高目的产物的

产量。但在生物合成体系中，有很多因素制约４－

羟基苯甲酸的生成，其中４－羟基苯甲酸自身对发

酵菌株的影响成为关键的因素，如能提高热带假丝

酵母对４－羟基苯甲酸或其结构类似物的耐受性，

则有可能提高辅酶Ｑ１０的产量。

本实验通过热带假丝酵母对苯甲酸和对羟基苯

甲酸高浓度的耐受选育，筛选获得的菌株Ａ、Ｂ产生

辅酶Ｑ１０的能力比出发菌株分别提高了８４．１１％和

１８４％。菌株Ｂ的发酵单位为１２０μｇ／ｍＬ，远高于

目前国内文献报道８４．６μｇ／ｍＬ的水平
［５］。为以后

工业化的生产奠定了基础。
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