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研究报告 

原儿茶酸的生物转化 
杨秀清*  刘亚妮  席婧雯 
山西大学生物技术研究所 化学生物学与分子工程教育部重点实验室  山西 太原  030006 

摘  要：【背景】原儿茶酸(Protocatechuic acid，PCA)是一些植物的主要活性成分，可作为许多聚合

物和药物的前体物质，目前 PCA 的主要来源是利用化学法从植物中提取，然而该法提取率低且对环

境造成一定程度的破坏。【目的】克隆对羟基苯甲酸-3-羟化酶基因 ρ-HBA-3H 并进行异源表达，利用

该酶催化实现原儿茶酸的生物转化。【方法】以红球菌 R04 基因组 DNA 为模板，PCR 扩增得到对羟

基苯甲酸-3-羟化酶基因 ρ-HBA-3H，构建重组基因工程菌 BL21(DE3)/pET21a(+)-ρ-HBA-3H，诱导表

达对羟基苯甲酸-3-羟化酶，在底物对羟基苯甲酸(ρ-Hydroxybenzoic acid，ρ-HBA)存在下进行 PCA
的生物转化，并对生物转化的条件进行优化。【结果】对羟基苯甲酸-3-羟化酶基因在大肠杆菌中实

现了高效表达。通过生物转化 PCA 产量可达 1.156 g/L。优化实验表明 Mg2+、Triton X-100 对转化效

率无影响，增加反应体系的溶氧量及添加适量的吐温-80 能够促进转化反应的进行。细胞连续转化

基础上适量补充葡萄糖可以有效增加工程菌的转化效率，减少 PCA 的消耗。【结论】通过生物酶催

化法实现了 PCA 的高效率、绿色生产，为其他重要发酵产品的工业化生产提供理论研究基础。 
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Biotransformation of protocatechuic acid 
YANG Xiu-Qing*  LIU Ya-Ni  XI Jing-Wen 
Key Laboratory of Chemical Biology and Molecular Engineering, Ministry of Education, Institute of Biotechnology, 
Shanxi University, Taiyuan, Shanxi 030006, China 

Abstract: [Background] Protocatechuic acid is the main active ingredient of some plants and can be used 
as a precursor of many polymers as well as various drugs. At present, protocatechuic acid is mainly 
extracted from plants by chemical methods, with poor extraction efficiency and certain degree of damage 
to the environment. [Objective] The cloning and heterologous expression of ρ-hydroxybenzoic 
acid-3-hydroxylase gene ρ-HBA-3H for realizing the biotransformation of protocatechuic acid catalyzed by 
ρ-hydroxybenzoic acid-3-hydroxylase. [Methods] The ρ-hydroxybenzoic acid-3-hydroxylase gene 
ρ-HBA-3H was amplified by PCR using Rhodococcus sp. R04 genomic DNA as a template and then 
constructing recombinant genetic engineering strain BL21(DE3)/pET21a(+)-ρ-HBA-3H. The expression of 
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ρ-hydroxybenzoic acid-3-hydroxylase was induced, and conducted biotransformated of PCA by this 
enzyme in the presence of the substrate ρ-hydroxybenzoic acid (ρ-HBA), besides, the conditions of 
biotransformation were optimized. [Results] The ρ-hydroxybenzoic acid-3-hydroxylase gene was highly 
expressed in E. coli. The yield of protocatechuic acid by biotransformation can reach 1.156 g/L. 
Optimization experiments showed that Mg2+ and Triton X-100 have no effect on the conversion efficiency. 
Increasing the dissolved oxygen content of the reaction system and adding appropriate amount of Tween- 
80 can promote the conversion reaction. On the basis of continuous cell transformation, proper amount of 
glucose can effectively increase the transformation efficiency of engineering bacteria and reduce the 
consumption of protocatechuic acid. [Conclusion] This study realized the high-efficiency and green 
production of protocatechuic acid by bio-enzymatic catalysis, and provided theoretical research basis for 
the industrial production of other important fermentation products. 

Keywords: Protocatechuic acid, Intermediate metabolites, Biotransformation 

原儿茶酸别名 3,4-二羟基苯甲酸(Protocatechuic 
acid，PCA)，为白色至褐色结晶性粉末，在空气中

氧化变色，广泛存在于植物、糙米、水果、中草药

中，是多种中药的主要活性成分和多种药物的前体

物质，其生物学功效具有抗氧化、抗菌、抗肿瘤、

抗炎等作用[1-5]，此外还能添加于食物和化妆品中

以延迟氧化[6-7]。目前国内市场对 PCA 的需求量逐

年增长，其生产方法主要采用化学化工法从植物中

抽提。在实验室水平下紫丁香叶中 PCA 的提取率

最高仅能达到 0.075 9 mg/g[8]；利用超声波提取

PCA 的平均含量为 0.623 mg/g[9]；还有些学者利用

酶解法提取鸡血藤中的 PCA，发现果胶酶比纤维

素酶的提取率高，但优化条件后 PCA 提取率仅为

2.88%[10]；利用超临界二氧化碳从半枝莲中提取

PCA，最高提取率为 64.094±2.756 μg/g[11]。以上方

法不仅造成植物资源的浪费，而且提取工艺复杂耗

时长，在多步提取过程中 PCA 有不同程度的损耗，

提取率低，同时用化工法抽提过程中基于化工原料

的使用会产生多重污染物。 
目前国内外学者对 PCA 的研究主要集中于提

取工艺的优化以及生物学效应探究，但由于化工法

提取 PCA 存在多种缺陷，使得 PCA 的生物转化成

为研究的新方向[12-13]。国外的部分研究利用 4-羟
基苯甲酸羟化酶和去甲基化酶进行了 PCA 的生物

转化。如 Okai 等利用谷氨酸棒杆菌 F (Ubi C)将大

肠杆菌体内的分支酸-丙酮酸裂解酶进行异源表

达，在葡萄糖培养条件下利用 4-羟基苯甲酸羟化

酶将胞外产生的 4-HBA 转化为 PCA，其产量最高

达 1 168.1±11.6 mg/L[14]；同时他们还利用香草醛

去 甲 基 化 酶 将 阿 魏 酸 转 化 为 PCA ， 其 产 率 为

62.8%[15]。国内也有学者利用鼠李糖乳杆菌将天然

花青素转化为 PCA，转化率为 30%−40%[16]。我们

课题组通过基因组和转录组测序数据分析了在联

苯培养条件下红球菌 R04 联苯下游途径的基因表

达水平，发现红球菌 R04 参与苯甲酸代谢的对羟

基苯甲酸-3-羟化酶基因在联苯条件下显著上调表

达[17]。实验过程中发现红球菌 R04 菌悬液中加入

ρ-HBA 6 h 后，反应液和细胞内均未检测到对羟基

苯甲酸，表明红球菌能够代谢 ρ-HBA。我们将红

球菌 R04 中对羟基苯甲酸-3-羟化酶基因重组至大

肠杆菌细胞内表达，该基因表达产物可将 ρ-HBA
转化为 PCA 并泵出胞外。如图 1 所示，ρ-HBA 在

ρ-HBA 羟化酶的作用下转化生成 PCA。 

 

 
 

图 1  原儿茶酸的生物转化途径 
Figure 1  Biotransformation pathway of protocatechuic 
acid 
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本研究拟建立一种绿色高效的生物酶催化法

来生产 PCA，底物 ρ-HBA 可通过化学方法工业合

成，成本低、易获取 [18]。通过构建重组工程菌

BL21(DE3)/pET21a(+)-ρ-HBA-3H 诱导表达对羟基

苯甲酸-3-羟化酶并进行生物转化，并且对转化条

件进行优化。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、载体及培养基 

菌株 Rhodococcus sp. R04、E. coli DH5α、E. 
coli BL21(DE3)和质粒 pET-21a(+)均由本实验室保

存。所用培养基为 LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，

酵母提取物 5.0，氯化钠 5.0；基础矿物盐培养    
基 (g/L) ： KH2PO4 2.93 ， K2HPO4·3H2O 5.87 ，

MgSO4·7H2O 0.30，FeSO4·7H2O 0.01，NaCl 0.20，

(NH4)2SO4 5.00，NiSO4·7H2O 0.006，CaCl2 0.03，

丁二酸钠 1.00，微量元素盐溶液 200 µL。微量元

素盐溶液(g/L)：Na3-Citrate·2H2O 0.18，FeSO4·7H2O 
0.034，CoCl2·6H2O 0.005，Na2MoO4·2H2O 0.005，

CuSO4·5H2O 0.004 ， MnCl2·4H2O 0.002 ， ZnCl2 
0.003，H3BO3 0.002。基础矿物盐培养基使用时添

加 10 mmol/L 葡萄糖作为碳源。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ购自 TaKaRa
公司；FastPfu DNA Polymerase 以及 T4 DNA 
Ligase 购自北京全式金生物技术有限公司；琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒(Agarose Gel DNA Recovery 
Kit)和普通质粒小提试剂盒(Plasmid DNA Miniprep 
Kit)购自中科瑞泰(北京)生物科技有限公司；氨苄

青霉素购自 Sigma-Aldrich 公司；对羟基苯甲酸(4-
羟基苯甲酸)及原儿茶酸(3,4-二羟基苯甲酸)购自

生工生物工程(上海)股份有限公司；其他化学试剂

购自太原市津海有限公司。 
PCR 仪，MJ Reserch 公司；超声波细胞粉碎

机，宁波新芝生物科技股份有限公司；Waters 1525 
Binary HPLC Pump 和 Waters 2487 Dual 

Absorbance Detector，Waters 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  对羟基苯甲酸-3-羟化酶基因片段扩增 

使用酚-氯仿法提取红球菌 R04 的基因组，以

红球菌 R04 基因组为模板，以 P1 (5′-TAGAATTCA 
ATGCAACCCGCACGGTC-3′，含 EcoR Ⅰ位点)和
P2 (5′-TAAAGCTTTCAGCGGTCGGGCCGG-3′，
含 Hind Ⅲ位点)为引物，PCR 扩增对羟基苯甲酸-3-
羟化酶基因 ρ-HBA-3H。引物由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成。PCR 反应体系(50 μL)：基

因组 DNA (50 ng/μL) 1 μL，引物 P1、P2 (10 μmol/L)
各 3 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 5 μL，FastPfu DNA 
Polymerase (2.5 U/μL) 0.5 μL，5×FastPfu buffer  
10 μL，ddH2O 27.5 μL；PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 45 s，58 °C 30 s，72 °C 1.5 min，循环 30 次；

72 °C 10 min，4 °C 保存。凝胶电泳分离纯化 PCR
产物并切胶回收。 
1.2.2  重组质粒的构建及鉴定 

将 pET-21a(+)质粒与回收片段 ρ-HBA-3H 分别

进行 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ双酶切，酶切产物用 T4 
DNA 连接酶连接后转化至 E. coli DH5α 感受态细

胞，转化产物涂布至含 50 mg/L 氨苄青霉素的 LB
平板，37 °C 培养过夜。挑取平板上的单菌落，接

入含 50 mg/L 氨苄青霉素的 LB 液体培养基，37 °C、

200 r/min 振荡培养 10−12 h 后提取质粒，测序确认

pET-21a(+)中插入的 ρ-HBA-3H 基因序列正确，得

到 pET21a(+)/ρ-HBA-3H 重组质粒。 
1.2.3  对羟基苯甲酸-3-羟化酶的诱导表达 

将重组质粒和 pET-21a(+)空质粒分别转化

至大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)感受态细胞，转化

产物涂布至含 50 mg/L 氨苄青霉素的 LB 平板。

经 37 °C 培养过夜，挑取含有重组质粒的大肠杆

菌及含有 pET-21a(+)空质粒的对照大肠杆菌转

化子，接入含 50 mg/L 氨苄青霉素的 LB 液体培

养基，37 °C、200 r/min 培养 8−10 h。然后以 2%
接种量接种至含 50 mg/L 氨苄青霉素的 LB 液体培

养基，37 °C、200 r/min 培养至 OD600 约为 0.6 时，
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加入 0.1 mmol/L IPTG 进行低温诱导表达，16 °C 培

养过夜得到发酵液。4 °C、8 000 r/min 离心 10 min
收集菌体，菌体用 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)
重悬。40 W 超声 15 min 破碎细胞，12 000 r/min
离心 10 min 取上清，经 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测蛋白表达。 
1.2.4  对羟基苯甲酸和原儿茶酸的光谱特性以及

标准曲线的制作 
精密称取适量 ρ-HBA 和 PCA 的标准样品，溶

于 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液中，配制浓

度范围在 10−200 μg/mL 的标准样品，然后进行紫

外全波长扫描以获得其紫外吸光光谱。根据扫描结

果选择测定波长，将不同浓度(ρ-HBA 浓度梯度为

0、25、50、100、200 μg/mL；PCA 浓度梯度为 0、

50、100、200、500 μg/mL)的 ρ-HBA 和 PCA 的标

准样品 20 μL 注入高效液相色谱仪中，测定峰面

积，并以峰面积和进样量(单位 μg)的线性关系绘制

标准曲线。 
1.2.5  原儿茶酸的生物转化 

工程菌的处理：将重组大肠杆菌 E. coli BL21 
(DE3)经 0.1 mmol/L IPTG 诱导后，发酵液于 4 °C、

8 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，菌体用 20 mmol/L 
Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液洗涤，重复洗涤 2 次后用

相同的缓冲液重悬菌体至 OD600 值为 3.0。 
产物原儿茶酸的检测：取 OD600 值为 3.0 的菌

液 50 mL，加入 200 μg/mL ρ-HBA，200 r/min 振荡

反应 2−4 h 后，取 1 mL 反应液 12 000 r/min 离心   
5 min，取上清液，采用高效液相色谱(HPLC)检测

ρ-HBA 的消耗率以及 PCA 的生成率。Waters C18
色谱柱[4.6 mm×150 mm，5 μm]；流动相：9%乙腈

和 91%的水(用磷酸调 pH 至 2.5)；柱温：室温；检

测波长 250 nm；流速：1 mL/min；进样量：20 μL[19]。 
1.2.6  原儿茶酸的转化率及回收率 

转化率的计算：以 1.2.4 中测定的标准曲线为

计算依据，运用高效液相法检测 PCA 的生成量，

从而对应得到 ρ-HBA 实际转化量，它与 ρ-HBA 反

应初始总含量的比值乘以 100%即为转化率。 

回收率的计算：采用样品加标回收法计算，在

实验样品中加入定量的标准物质，实验样品(未加

标)与加标样品按相同的步骤进行分析，加标样品

与未加标样品所得结果之差同加入标准物质的理

论值之比即为样品加标回收率[20]。精密称取 PCA

标准样品溶于 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液

中，配制 100、150、200 μg/mL 三种不同浓度的

标样溶液；经 IPTG 诱导后的重组工程菌菌液与

200 μg/mL ρ-HBA 混合摇瓶反应 2−4 h 后，取 1 mL

反应液 12 000 r/min 离心 5 min，取上清液；将得

到的上清液分别与缓冲液(未加标样品)和上述 3 种

不同浓度的标样溶液(加标样品)等体积混合，将

20 μL 混合液注入高效液相色谱仪，测定并计算含

量，得到回收率。 
1.2.7  原儿茶酸生物转化过程的条件优化 

氧气对转化率的影响：实验组反应体系是

OD600 为 3.0 的菌液 50 mL 中加入终浓度为 200 μg/mL

的 ρ-HBA，37 °C 静置反应 3 h；对照组反应体

系相同，37 °C、200 r/min 振荡反应 3 h。每组设

3 个平行试验，HPLC 检测反应速率。 

Mg2+对转化率的影响：实验组反应体系是 OD600

为 3.0 的菌液 50 mL 中加入终浓度为 200 μg/mL 的

ρ-HBA，然后分别加入终浓度为 1、2、5、10 mmol/L

的 Mg2+，37 °C、200 r/min 振荡反应 3 h；对照组

不添加 Mg2+，其余条件相同。每组设 3 个平行试

验，HPLC 检测反应速率。 

Triton X-100 对转化率的影响：实验组反应体

系是 OD600 为 3.0 的菌液 50 mL 中加入终浓度为

200 μg/mL 的 ρ-HBA， 然后分别添加 0.1%、0.2%、

0.5%、1.0%的 Triton X-100，37 °C、200 r/min 振

荡反应 3 h；对照组不添加 Triton X-100，其余条

件相同。每组设 3 个平行试验，HPLC 检测反应

速率。 

吐温-80 对转化率的影响：实验组反应体系是

OD600 为 3.0 的菌液 50 mL 中加入终浓度为 200 μg/mL
的 ρ-HBA，然后分别添加 1%、2%、4%、8%的吐
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温-80，37 °C、200 r/min 振荡反应 3 h；对照组不

添加吐温-80，其余条件相同。每组设 3 个平行试

验，HPLC 检测反应速率。 
连续转化对转化率的影响：(1) 反应体系是 OD600

为 3.0 的菌液 50 mL 中加入终浓度为 200 μg/mL 的

ρ-HBA，37 °C、200 r/min 振荡反应 3 h；(2) 将反

应液于 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min 弃上清，收集

菌体；(3) 菌体用 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)的缓冲

液洗涤 2 次后用相同的缓冲液重悬菌体至 OD600 为

3.0；(4) 加入 ρ-HBA 至终浓度为 200 μg/mL，37 °C、

200 r/min 振荡反应 3 h；(5) 重复(2)−(4)步；以上

每一次转化结束后经 HPLC 检测反应速率。 
补充碳源对转化率的影响：连续转化实验中，

在每轮反应初始时向反应液中补充 1 mL (每 50 mL
反应液) 10%的葡萄糖(Glucose，G)作为菌株碳源，

其余步骤与连续转化实验相同。每一步反应结束后

通过 HPLC 检测反应速率。 

2  结果与分析 

2.1  对羟基苯甲酸-3-羟化酶的基因克隆与鉴定 
以红球菌 R04 总 DNA 为模板，PCR 扩增获得

对羟基苯甲酸-3-羟化酶基因 ρ-HBA-3H。该基因片

段大小为 1 285 bp，图 2 为扩增出的 ρ-HBA-3H 基

因特异性片段。 
 

 
 

图 2  对羟基苯甲酸-3-羟化酶基因的 PCR 扩增 
Figure 2  PCR amplification of ρ-HBA-3H gene 
注：M：1 kb DNA marker；1、2：对羟基苯甲酸-3-羟化酶基

因 ρ-HBA-3H PCR 产物. 
Note: M: 1 kb DNA marker; 1, 2: The PCR products of the 
ρ-HBA-3H gene. 

将连接产物转化至 E. coli DH5α 感受态细胞

中，通过菌落 PCR 筛选阳性克隆，结果见图 3。

泳道 9 是含 pET-21a(+)空白质粒的大肠杆菌 DH5α
为模板作为筛选的阴性对照，其 PCR 产物大小约

为 200 bp；泳道 5 和泳道 8 是正确的阳性克隆片段，

片段大小约为 1 500 bp，阳性克隆片段经华大公司

测序确认 pET-21a(+)中插入的 ρ-HBA-3H 基因序列

正确，得到 pET21a(+)/ρ-HBA-3H 重组质粒。 

2.2  对羟基苯甲酸-3-羟化酶的诱导表达 
重 组 基 因 工 程 菌 BL21(DE3)/pET21a(+)-ρ- 

HBA-3H 经 0.1 mmol/L IPTG 诱导表达对羟基苯甲

酸-3-羟化酶，超声破碎细胞通过 SDS 聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测蛋白表达。该酶基因大小为 1 285 bp，

其蛋白分子量大小约为 47.12 kD；由图 4 可见，经

IPTG 诱导后含有重组质粒 pET21a(+)/ρ-HBA-3H
的大肠杆菌超声破碎上清液 45 kD 左右出现一条

明显的主带，与预测的理论分子量(47.12 kD)一
致，说明对羟基苯甲酸-3-羟化酶在大肠杆菌中诱

导表达成功。 

2.3  对羟基苯甲酸和原儿茶酸的光谱特性及

HPLC 检测 
利用紫外全波长扫描获得 ρ-HBA 和 PCA 的紫

外吸光光谱，从全波长扫描图(图 5)可知，ρ-HBA
在 250 nm 处有最大吸收峰，在 210 nm 处有一较

小的吸收峰，PCA 在 218 nm 和 256 nm 处有吸收

峰。两者在 250 nm 左右有大致相同的吸收峰，为 
 

 
 

图 3  重组质粒的菌落 PCR 扩增筛选 
Figure 3  Colony PCR amplification identification of 
recombinant plasmid 
注：M：1 kb DNA marker；1−8：阳性克隆片段；9：阴性对照. 
Note: M: 1 kb DNA marker; 1−8: Positive clone fragment;     
9: Negative control. 
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图 4  ρ-HBA-3H 蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis for the expression of 
ρ-HBA-3H protein 
注：M：蛋白质 Marker；1：经 0.1 mmol/L IPTG 诱导的含

pET-21a(+)的细胞破碎上清液；2：经 0.1 mmol/L IPTG 诱导的

含 pET21a(+)/ρ-HBA-3H 的细胞破碎上清液.  
Note: M: Protein marker; 1: Supernatant of cell lysate containing 
pET-21a(+) induced by 0.1 mmol/L IPTG; 2: Supernatant of cell 
lysate containing pET21a(+)/ρ-HBA-3H induced by 0.1 mmol/L 
IPTG. 

 

 
 

图 5  对羟基苯甲酸和原儿茶酸的紫外吸光光谱 
Figure 5  The UV absorbance spectrum of ρ-HBA and 
PCA 

 
了在同一波长下检测两种物质，后续的 HPLC 试

验选择 250 nm 为检测波长。 
根据紫外光谱图确定检测波长为 250 nm，图 6

为标准品 ρ-HBA 和 PCA 的高效液相色谱图，PCA
出峰时间约为 8 min，ρ-HBA 约为 12 min，该结果

说明所采用的流动相能将 ρ-HBA 和 PCA 较好分

离，不会对实验结果造成干扰。 

取 OD600 值为 3.0 的菌液 50 mL，加入 200 μg/mL 
ρ-HBA，200 r/min 振荡反应一段时间后将反应液

离心后取上清注入高效液相色谱仪中，如图 7 所

示，在 8 min 和 12 min 时分别出现了 PCA 和 ρ-HBA
吸收峰，说明经过反应后部分 ρ-HBA 已经转化

为 PCA。 

2.4  原儿茶酸的加样回收率测定 
从表 1 可知，产物原儿茶酸的平均回收率为

90.98%，说明所建立的 HPLC 检测条件能够使转

化产物基线分离，并且分离效果较好，适用于反应

液中 PCA 的分析。 
 

 
 

图 6  对羟基苯甲酸和原儿茶酸的高效液相色谱图 
Figure 6  HPLC chromatogram of ρ-HBA and PCA 

 

 
 

图 7  产物原儿茶酸的检测 
Figure 7  Detection of PCA 
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表 1  标准品的 HPLC 测定方法验证 
Table 1  HPLC method validation of standard sample 

Items 
Loading system (10 μL+10 μL) 

S+Buffer S+100 μg/mL Standard PCA S+150 μg/mL Standard PCA S+200 μg/mL Standard PCA

Total area 5 738 422±77 7 481 983±124 8 040 789±231 8 699 376±96 

Area difference 0 1 743 561±143 2 302 367±169 2 960 954±103 

Corresponding quality difference (μg) 0 0.933±0.015 1.337±0.005 1.810±0.113 

Theoretical quality difference (μg) 0 1.0±0.3 1.5±0.2 2.0±0.2 

Recoveries (%) − 93.30±0.31 89.13±1.32 90.50±0.52 

Average recoveries (%) 90.98±0.06 

RSD (%) 1.1±0.2 

注：S：实验样品. −：无数据. 
Note: S: The experimental sample. −: No data.  

 
2.5  工程菌转化生产原儿茶酸条件的优化 

氧气对转化率的影响：实验组和对照组反应液

经 HPLC 检测，反应 3 h 后，静置的反应液中只有

少量的 PCA 生成，而振荡反应液中有大量 PCA 生

成，且 ρ-HBA 几乎完全被转化(表 2)。表明对羟基

苯甲酸-3-羟化酶在催化生成 PCA 的过程中需要提

供充足的氧气。 
Mg2+对转化率的影响：分别将对照组和添加

Mg2+的实验组在反应进行 1、2、3 h 后取样，经

HPLC 检测，发现两组实验在各时间段内原儿茶酸

的生成量相差不大(表 2)，但 2 h PCA 的生成量和

ρ-HBA 转化率与对照组相比有稍微下降。实验组

中添加不同浓度 Mg2+的实验结果之间几乎没有差

别，表明添加 Mg2+对反应催化效率影响较小。 

Triton X-100 对转化率的影响：将 Triton X-100
溶于缓冲液中，经 HPLC 检测，在 8 min 和 12 min
时均无特异峰出现，说明添加 Triton X-100 不会对

实验结果造成干扰。分别将实验组和对照组在反应

进行 1、2、3 h 后取反应液经 HPLC 检测，发现两

组实验中在各时间段内 PCA 的生成量相差不大，

实验组中添加不同浓度 Triton X-100 的实验结果

也几乎无差别。表明添加 Triton X-100 不能改变大

肠杆菌细胞通透性而增加 ρ-HBA 进入胞内的速

率，即不会影响反应催化的效率(表 2)。 
吐温-80 对转化率的影响：将吐温-80 溶于缓

冲液中，经 HPLC 检测，在 8 min 和 12 min 时均

无特异峰出现，说明添加吐温-80 不会对实验结果

造成干扰。分别将实验组和对照组在反应进行 
 

表 2  生物转化实验的条件优化 
Table 2  Conditions optimization of biotransformation experiments  

Groups Reaction conditions 2 h amount of 
PCA (μmol) 

3 h amount of 
PCA (μmol) 

2 h transformation rate of  
ρ-HBA (%) 

3 h transformation rate of 
ρ-HBA (%) 

A Static 0.26±0.02 2.35±0.28 0.40±0.12 3.20±0.11 
Oscillation 60.93±0.25 67.18±0.55 84.10±0.24 92.70±0.15 

B Addition 5 mmol/L Mg2+ 58.67±1.04 67.54±1.23 80.90±0.22 93.20±0.19 
Not addition Mg2+ 61.01±1.23 67.34±1.07 84.20±0.32 93.00±1.29 

C Addition 0.2% Triton X-100 54.84±0.36 64.40±2.03 75.70±1.04 88.90±0.14 
Not addition Triton X-100 55.49±0.22 64.95±0.39 76.60±0.34 89.60±0.21 

D Addition 2% Tween-80 69.85±0.31 69.86±1.64 96.40±0.61 96.10±1.32 
Not addition Tween-80 55.48±0.57 67.60±0.34 76.50±0.42 93.30±1.14 
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1、2、3 h 后取反应液经 HPLC 检测，发现不同时

间添加吐温-80 的实验组中 PCA 的产量均高于对

照组，实验组在 2 h 时 ρ-HBA 几乎转化完全，而

对照组则需 3−4 h 才能转化完全(表 2)。实验组中

添加不同浓度吐温-80 的实验结果之间差别很小，

表明添加吐温-80 能够改变大肠杆菌细胞膜的通透

性，有利于 ρ-HBA 与 PCA 的跨膜运输，从而提高

PCA 的产量。 
连续转化和补充碳源对转化率的影响：在预

实验中发现，转化 3−4 h 后反应液经 HPLC 检测，

12 min 处没有出现底物的吸收峰，即 ρ-HBA 已完

全消耗，产物峰面积达到最大，4 h 后产物不再增

加；但是随着时间增加，产物在后续的摇瓶发酵过

程中逐渐减少，至 7 h 后彻底消失。为了减少 PCA
的损耗和增加重组工程菌的利用率，设计了连续转

化实验，对工程菌重复利用使其可以多次催化底物

ρ-HBA。此外，在连续转化实验基础上对反应体系

进行优化，加入了葡萄糖，一方面可以为工程菌提

供正常生存所需的碳源，另一方面可以减少工程菌

对 PCA 的吸收，从而降低其损耗量。表 3 为连续

转化实验添加碳源前后底物 ρ-HBA 转化率及产物

PCA 的产量，从中能明显看出增加碳源能够有效

增加工程菌的转化效率，减少 PCA 的损耗。可计

算得出在未补充葡萄糖的条件下，连续转化反应完

成后每升反应液可生产 0.92 g PCA，补充葡萄糖后

PCA 产量可达 1.156 g/L。 
 

表 3  连续转化和补充碳源实验 
Table 3  Continuous biotransformation and supplementation 
of carbon source experiments 

Groups ρ-HBA transformation 
rate (%) 

Amount of 
PCA (g/L)

First round of control 92.91±0.31 0.415±0.021

First round of addition G 91.98±1.25 0.411±0.016

Second round of control 77.08±2.34 0.338±0.082

Second round of addition G 89.22±0.57 0.398±0.058

Third round of control 37.47±3.26 0.167±0.036

Third round of addition G 77.83±1.61 0.347±0.064
 

3  讨论 
随着生物科学的不断发展，生物转化已逐渐应

用于天然产物的研究中，与化学提取法相比，生物

转化反应具有高效、高选择性、反应清洁、产物单

一等优点，符合绿色化学的要求[13]；而运用化学法

提取活性成分会对环境造成一定程度的污染[8-11]。

本研究成功构建了对羟基苯甲酸-3-羟化酶的高效

表达菌株 BL21(DE3)/pET21a(+)-ρ-HBA-3H，并运

用该工程菌细胞首次实现了原儿茶酸的生物转化。

连续转化基础上，补充葡萄糖后 PCA 产量可达

1.156 g/L。Okai 等利用 4-羟基苯甲酸羟化酶进行

PCA 生物转化的产量达 1 168.1±11.6 mg/L[14]。本研

究与 Okai 等研究的 PCA 产量基本相当，不同之处

在于所用的酶和原料不同，Okai 等首先利用分支

酸-丙酮酸裂解酶将葡萄糖转化为胞外的 4-HBA，

然后在 4-羟基苯甲酸羟化酶作用下将 4-HBA 转化

为 PCA，而本研究则是直接利用对羟基苯甲酸-3-
羟化酶将底物 ρ-HBA 转化为 PCA，更为直接高效。

本实验反应上清中 PCA 的回收率基本可达 90%以

上，实现了 PCA 的高效率、无污染的绿色生产，

可以预见，此方法将为其他重要发酵产品的工业化

生产提供重要的理论研究基础。 
条件优化实验说明了 Mg2+、Triton X-100 对

转化效率影响较小甚至无影响，但增加反应体系

的溶氧量及添加适量的吐温-80 能够促进转化反

应的进行，同时实验结果表明增加适量葡萄糖能

够有效增加工程菌的转化效率，同时能够有效减

少 PCA 的消耗。胡纯铿等发现添加适当浓度的

Mg2+能显著降低受冲击菌体的细胞膜透性，提高

菌体的耐酒精存活率[21]。本研究发现 2 h PCA 的

生成量和 ρ-HBA 转化率有稍微下降可能与这一

原因有相关性。有研究表明使用吐温-80 可以显著

提高药物的渗透性，并且对细胞增殖、形态和运

动没有影响[22]。本研究中添加吐温-80 能够改变

大肠杆菌细胞膜的通透性，有利于 ρ-HBA 与 PCA
的跨膜运输，提高 PCA 的产量。同时吐温-80 对
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菌种生长有一定的促进作用，但 Trition X-100 对

菌种生长影响较小，从而影响发酵的产量[23]。除

上述影响转化效率的因素外，我们还对不同的诱

导温度、不同的反应温度以及细胞冻存前后等条

件下的转化进行了实验，发现诱导温度为 16 °C、

反应温度为 37 °C 时转化效率最高，冻存时间 48 h
之内转化率微弱下降，将菌体冻存 7 d 以上，转

化率下降较为明显。在预实验过程中出现 PCA 损

耗的现象，7 h 后反应液中的 PCA 可被完全消耗

掉。我们将 PCA 标准样品置于摇床之中，7 h 后

检测标准样品只出现微弱氧化，说明反应液中的

PCA 是被大肠杆菌吸收代谢而非自然氧化损耗，

所以转化反应结束后应将反应上清液与菌体及时

分离开。 
目前生物转化研究的主流仍然停留在整体细

胞催化水平，对催化酶展开的研究则相对较少，且

固定化技术的应用也为生物转化提供新的发展方

向。与游离细胞相比，固定化细胞具有细胞密度高、

反应速度快、耐毒害能力强、微生物流失少和产物

分离容易等优点[24-25]。本研究中对羟基苯甲酸-3-
羟化酶以活性形式存在于细胞中，产物生成后随即

被泵出细胞，但连续转化实验发现随着转化次数的

增加，底物的转化率和产物的生成量均降低，分析

原因可能是菌体细胞的活力随时间的增加而降低，

且细胞处于游离状态，产物后期与细胞分离时也会

造成一定的损耗。如果研究中能将细胞或者酶进行

固定化，可以预见，PCA 的产量还会进一步提高，

这将为工业化生产提供理论研究基础。 

4  结论 
本研究成功构建了对羟基苯甲酸-3-羟化酶的

高效表达菌株 BL21(DE3)/pET21a(+)-ρ-HBA-3H，

通过生物转化 PCA 产量可达 1.156 g/L，反应上清

液中 PCA 回收率达 90%以上；条件优化实验表明

Mg2+、Triton X-100 对转化效率影响较小甚至无影

响，但增加反应体系的溶氧量及添加适量的吐温- 
80 能够促进转化反应的进行，同时反应液在连续

转化基础上适量补充葡萄糖能够有效增加工程菌

的转化效率，减少 PCA 的消耗。 
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