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一株烟酸羟基化转化菌株的筛选和鉴定

陆伟宏 徐 莉 戴亦军 袁 生"
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摘 要：从南京地区的土壤中筛选到一株高效转化烟酸为 86羟基烟酸的菌株 136#。形态及生理生化特征测定结果

表明，136# 菌株与假单胞菌属（!"#$%&’&()"）中的恶臭假单胞菌（! ) *$+,%)）种的特征基本一致。测定了该菌株的

#8I -J13 序列并根据 #8I -J13 构建了系统发育树；在系统发育树中，136# 菌株与恶臭假单胞菌形成一个类群，序

列同源性为 99K。因此将 136# 菌株鉴定为恶臭假单胞菌。
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在化学农药的最新发展中，含氮杂环化合物占

据了主要地位。以吡虫啉、吡虫清为代表的吡啶甲

胺类农药具有高效、广谱、低毒的特点，已成为当今

新农药开发的重点，这类农药以尼古丁乙酰胆碱为

作用的靶标，对有机磷类、氨基甲酸酯类和拟除虫菊

酯类农药已产生抗性的害虫防治有良好效果［#］。

86羟基烟酸是合成吡啶甲胺类农药的重要中间体，

同时广泛用于医药和染料的合成。用化学方法合成

86羟基烟酸步骤繁杂，提纯困难。生物转化技术具

有反应条件温和，流程简单，产品纯度高，不污染环

境等特点，显示出广阔的应用前景［$ M "］。

利用微生物转化烟酸生产 86羟基烟酸已经成

为国外研究热点，如 1/B/?/H/ 报道的荧光假单胞菌

71" 菌株［8］、N.-@ 报道的粘质沙雷氏菌 O*P#$8!5 菌

株［:］均能用于 86羟基烟酸的生产。目前，国内的

86羟基烟酸市场均为外国公司占领，且价格昂贵，严

重制约国内相关产品的研发生产。为了突破此瓶

颈，本实验室进行了大量的菌株筛选工作，得到多株

烟酸转化菌。其中一株高产菌株 136# 经分类鉴定

确定为恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)），尚未见

文献公开详细报道。本文的工作为国内开发 86羟
基烟酸的生物转化法生产工艺奠定了坚实基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种来源：筛选的土样采自南京化工厂、紫

金山、江心洲、古城墙、鸡鸣寺、农药厂污水排放口、

南湖、雨花台和江浦开发区等地。

!"!"# 培养基：筛选培养基 3：每升含酵母粉 "B，蛋

白胨 #%B，1/Q( #%B，烟酸 #%B，RN:S%。筛选培养基 2：

每升含牛肉膏 4B，蛋白胨 #%B，1/Q( "B，烟酸 #%B，
RN:S%。筛选培养基 Q：每升含蛋白胨 #%B，酵母粉

#%B，T$NUP! 4B，TN$ UP! #B，烟酸 #%B，RN:S%。筛选

培养基 J：每升含烟酸 #%B，（1N! ）$ IP! $S%B，VBIP!·

:N$P %S$B，1/N$ UP!·N$P %S"B，Q/Q($·$N$P %S#B，

T$NUP!%S"B，RN8S"。斜面和平板培养基：每升含酵

母粉 "B，蛋白胨 #%B，1/Q( #%B，烟酸 #%B，琼脂 $%B，
RN:S%。

!"!"$ 仪器：I=/-W 4%%% 型分光光度计购自 2>’6X/E
公司，4T4% 高速冷冻离心机购自 I>B=/ 公司，NJ694%
型全 温 摇 床 购 自 博 莱 特 仪 器 厂，YQ6VIJ67-/R6IY6
%##%% 液质联用仪购自 3B>(+AW 公司，3Z/AF+!%% 核磁

共振仪购自 2-.[+- 公司，N8%%6## 透射电镜购自日

立公司，U7Q6#%% 型 UQX 仪购自 V\ X+?+/-F@ 公司。

!"# 菌种筛选

取土样 "B，加入 !"=Y 无菌水混匀后，取 #=Y 接

入筛选培养基中，4%]振荡（$%%-^=>A）培养 $!@，以

适宜稀释度的培养液于平板划线或涂布进行分离纯

化，获得的单菌落分别挑于斜面培养基培养（4%]，

$! M !5@），置 于 !] 保 存。将 斜 面 培 养 物 经 活 化

（4%]，$! M !5@）后，取一接种环加入筛选培养基中

（$%=Y 装液量^#%%=Y 锥形瓶），4%]、$%%-^=>A 培养



!"# 后供转化试验。

!"# 转化

定量吸取 $%& 菌液离心（’"""()%*+，$"%*+），菌

体用 ","!%-.)& 的磷酸缓冲液（/01,"）’%& 洗涤两

次，并悬浮于 $%& 此缓冲液中，加入终浓度为 $2的

烟酸。于 3"4振荡（!""()%*+）反应 $!"%*+。反应体

系置于用一次性透气膜封口的 ’"%& 离心管中进

行。离 心（’"""()%*+，$"%*+）取 上 清，加 热（$""4，

’%*+），离心（’"""()%*+，$"%*+）取上清供测试。在上

述反应的条件下，$%*+ 催化烟酸生成 $!%-. 56羟基

烟酸所需的酶量定义为一个活力单位（7）。另设两

组分析检测对照样品：对照 $（转化菌株 8 缓冲液），

排除菌株自身代谢物的干扰；对照 !（烟酸 8 缓冲

液），排除非微生物因素引起的烟酸结构的改变。

!"$ 形态特征的观察

用革兰氏法染色，在光学显微镜下观察菌体形

态、大小；用磷钨酸钠染色，在透射电子显微镜下观

察鞭毛。在固体培养基 &9 平板、血平板上观察 !:#
菌龄的菌落形态。

!"% 生理生化特征的测定

各项 生 理 生 化 指 标 的 测 定 均 按 常 规 方 法 进

行［;］。

!"& !&’ ()*+ 的扩增和序列分析

!"&"! 基因组 <=> 的提取：基因组 <=> 的提取参

照文献［?］的方法并稍做改进，即进行到加入等体积

酚)氯仿)异戊醇步骤时，重复此步操作，直到上下液

层界面清楚，再继续后续操作。

!"&", @AB 扩 增：以 /(*%C( >（’D6>>AEF>>F>F
EEEF>EAAEFFAEA63D）和 /(*%C( 9（’D6E>AFFEE>A6
AEEFEE>AF>AEE63D）为上下游引物扩增 =>6$ 菌株

的 $5G (<=>。/(*%C( > 和 /(*%C( 9 分别靶向大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’）$5G (<=> 的 ! H !’ 位和 $:?! H
$’$3 位 核 苷 酸［$"］。@AB 反 应 体 系（’"!&）：’"+I
<=>，",!%%-.)& J=E@，!,"%%-.)& KIA.!，!"/%-.)&

/(*%C( >，!"/%-.)& /(*%C( 9，$ L @AB 反应缓冲液，

$,!’7 +(, <=> 聚合酶。反应条件：?’4 ’%*+；?’4
$%*+，’?4 !%*+，1!4 !%*+，!1 个循环；1!4 $"%*+。

!"&"# 测序：扩增的 $5G (<=> 纯化后由上海联合

基因有限公司直接测序。

!"- 系统发育学分析

从 FC+9M+N 中调取假单胞菌属（ -"%./)0)1("）

$! 个菌株的 $5G (<=> 序列用于系统发育学分析。

$5G (<=>全序列用 A.OPQM. R（$,;）软件包排序，选择

大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）为外群，用 KSF>TC(P*-+ !
软件包中的 U*%O(M!6@M(M%CQC( <*PQM+VC 模型计算进

化距离，用 =C*I#W-(6X-*+*+I 法构建系统发生树，$"""
次随机抽样，计算自引导值（9--QPQ(M/）以评估系统发

生树的置信度。

, 结果

,"! 菌种筛选和产物鉴定

,"!"! 筛选结果：采用诱导方法或唯一碳源的方

法，筛选到大量利用或耐受烟酸的微生物，约 $!""
株菌。经摇瓶复筛，检测生成产物的能力，发现有几

株具有较高的转化效率（表 $）。与菌对照和底物对

照相比，菌株 =>6$ 转化液出现了一个新的很强的

烟酸转化产物峰。

表 ! 菌株转化烟酸的羟基化酶的活力测定

EMW.C $ 0YJ(-RY.MPC MVQ*T*QY -Z PQ(M*+ Z-( Q(M

!
!!!!

+PZ-(%*+I +*V-Q*+*V MV*J

=M%C -Z
PQ(M*+

S+[Y%C MVQ*T*QY
)（7)%&）

=M%C -Z
PQ(M*+

S+[Y%C MVQ*T*QY
)（7)%&

!!!

）

!!!

=>6$ ",$! =>6: ",$"

!!!

=>6! ","? =>6’ ","1

=>63 ","1

,"!", 产物鉴定：图 $ 是烟酸和转化产物的质谱

图，结果表明，转化产物的分子量是 $3?，比烟酸的

分子量 $!3 多 $5，即多一个氧原子，显然是在烟酸分

子结构上引入了一个羟基。转化产物的核磁共振氢

谱图（图 !）与 56羟基烟酸标准品的完全吻合，其数

据为：$ 06=KB（<KG\6J5）：3,3?（WP，$0），5,3’（J，

] ^ ?,5 0[ $0），1,1;（JJ，] ^ !,5 0[，] ^ !,50[，
$0），1,??（J，] ^ !,5 0[，$0），$!,3（WP，$0）。因

此证明转化产物即为 56羟基烟酸。

图 ! 烟酸（+）和转化产物（.）的质谱图

_*I‘$ KMPP P/CVQ(-I(M%P -Z +*V-Q*+*V MV*J（>）M+J Q(M+PZ-(%MQ*-+ /(-J6

OVQ（9）

E#C /CMN MQ %)[ -Z $!:," aMP MPP*I+CJ MP %-.CVO.M( *-+（K8 0）-Z =>；

E#C /CMN MQ %)[ -Z $:"," aMP MPP*I+CJ MP %-.CVO.M( *-+（K 8 0）-Z

560=>‘
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图 ! 转化产物的核磁共振氢谱图

!"#$% &’ ()* +,-./012 34 /056+43025/"36 ,0371./

89- .9-2".5: +9"4/ .300-+,367"6# /9- ,03/36：&，9;703<;: 5/ =>；%，=?；

@，=A；A，=%；?，.50B3<;:

!"#"$ 转化底物特异性：将 (CD& 菌株分别用于转

化烟酸及其结构类似物，结果（表 %）表明 (CD& 菌株

能高效地转化烟酸，对 @D氰基吡啶稍有一点转化能

力，但不能转化其它结构类似物。

表 ! %&’# 菌株对底物的特异性

85B:- % E1B+/05/- +,-."4"."/; 34 (CD&
E1B+/05/- 8056+43025/"36 05/-FG

(".3/"6". 5."7 ??HI
@D’;703<;,;0"7"6- I
@D=;563,;0"7"6- IHJJ

K;0"7"6- I
@D)-/9;:,;0"7"6- I

!"! 菌株鉴定

!"!"# 形态与培养特征：(CD& 菌株的形态为短杆

状，宽 IHJ!2 L &HI!2，长 &HM!2 L @HI!2，无芽孢，革

兰氏 阴 性，有 亚 极 生 鞭 毛，在 NO 平 板、血 平 板 上

@IP培养 %A9，菌落呈圆形光滑状、湿润、不透明、边

缘整齐、白色、易挑取，在 NO 液体培养基中呈混浊，

不形成菌膜。

!"!"! 生理生化特征：表 @ 为 (CD& 菌株的生理生

化特征。

表 $ %&’# 菌株的生理生化特征

85B:- @ K9;+":3#".5: 567 B"3.9-2".5: 4-5/10-!! + 34 +/05"6 (CD&
=9505./-0"+/".+ *-+1:/+ =9505./-0"+/".+ *-!! +1:/+
QF!（.:3+-7） !!R C0;"6"6- 7"9;703:5+- S
QF!（3,-6） !!R ="/05/- 1/":"T5/"36 S

!!Q<"75+- 5./"U"/; S C.-/52"7- 9;703:5+- S

!!=5/5:5+- 5./"U"/; S V-:5/"6 :"W1-45./"36 R
K;3.;56"6 ,0371./"36 R N",5+-（8X--6YI）!! R

K3:;D"D9;703<;B1/;05/- 5..121:5/-7 R K9-6;:5:56"!! 6- 7-52"65+- R

!!C."7 4032 :-U1:3+- R C2;:3:;+"+ R

!!C."7 4032 25:/3+- R !01./3+56 ,0371./"36 R
C."7 4032 +1.03+- R ’%E ,0371./"36!! R

!!Z05+- R AP #03X/9 S

!!("/05/- 0-71./"36 R A&P #03X/9 R

!!)5:365/- 1/":"T5/"36 R V:1.3+- 1/":"T5/"36 S
’5-23:;+"+（+9--, B:337） !!R !01./3+- 1/":"T5/"36 S

K-6"."::"6 +-6+"/"U"/; S

!"!"$ 构建系统发育树：测得 (CD& 菌株&>E 0[(C
序列 有 &A>@ 个 碱 基，将 此 序 列 在 V-6O56\ 中

ONCE8，显示与假单胞菌属有较高的同源性，图 @ 为

它与假单胞菌属构建的系统发育树。

图 $ 基于 #() *+%& 序列的系统发育树

!"#$ @ K9;:3#-6-/". /0-- B5+-7 36 &>E 0[(C +-W1-6.-+ 34 +-:-./-7

+/05"6+

(12B-0+ "6 ,50-6/9-+-+ 0-,0-+-6/ /9- +-W1-6.-+] 5..-++"36 612B-0 "6

V-6O56\$ 89- 612B-0 5/ -5.9 B056.9 ,3"6/+ "+ /9- ,-0.-6/5#- +1,,30/-7

B; B33/+/05,$ O50，%G +-W1-6.- 7"U-0#-6.-$

$ 讨论

工业生物转化技术被誉为“生物技术的第三次

浪潮”，广泛用于化工产品传统生产模式的改造，而

建立 生 物 转 化 生 产 工 艺 首 先 要 得 到 高 效 转 化 菌

种［&&］，在对应生态环境中筛选有助于找到目标菌

株。我们从吡啶类农药生产厂家污水排放口的附近

土壤筛选到一株高转化能力的菌株 (CD&。

(CD& 菌株的形态和生理生化特征与恶臭假单

胞菌基本一致［Y］。基于 &>E 0[(C 序列分析的系统

发育学和表型特征存在较好的相关性［&%］，越来越广

泛的应用于细菌的分类。在构建的系统发育树中，

菌株 (CD& 与恶臭假单胞菌聚成一个类群，序列同

源性为 MMG。综合各项实验结果，将 (CD& 菌株鉴

定为恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)）。烟酸羟基

化转化菌株的筛选和分类鉴定工作对于 >D羟基烟

酸的生物转化法生产工艺的建立有重要意义。进一

步实验证明，(CD& 菌株相对于其它报道的菌株［&@］而

言有一个突出的优点，它将烟酸高效地转化为 >D羟
基烟酸后，不能再继续降解 >D羟基烟酸，因此非常

有利于持续的生物转化生产中累积产物，简化了后

续提纯步骤。这些实验工作及 (CD& 菌株的发酵转

化研究将另文发表。
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