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圆柚酮生物转化菌种筛选及培养基组分优化

彭芷芊１,曹婷２,范刚１,李晓１,任婧楠１,张璐璐１
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２．武汉食品化妆品检验所,武汉４３００４０

摘要　为筛选具有特定生物转化功能的菌株,从柑橘果园取得土样,以生长曲线及转化瓦伦西亚橘烯生成

圆柚酮的产量为指标,进行菌株的初筛和复筛.利用SPMEＧGCＧMS技术,对菌株转化瓦伦西亚橘烯生成的产物

种类及含量进行测定与分析;通过生理生化实验以及１６SrDNA 测序对所筛菌株进行菌种鉴定,结果表明所筛

菌株为伯克霍尔德菌属,将其命名为Burkholderiasp．PZQ１４.在LB培养基的基础上,以圆柚酮转化量为指标,

进行培养基成分单因素试验,再通过响应面优化试验,探讨培养基成分不同质量浓度组合对圆柚酮转化量的影响.

结果表明,最优培养基组分为:葡萄糖３８g/L,蛋白胨２５g/L,FeSO４０．６０g/L.在此条件下进行验证试验,圆柚酮

转化量为３２８．６９±１７．８８mg/L,转化率为３５．７３％±１．２４％,相比LB培养基,圆柚酮转化量提高了２５１mg/L.
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　　圆柚酮((＋)Ｇnootkatone)是一种双环倍半萜

酮,是瓦伦西亚橘烯((＋)Ｇvalencene)的同类衍生

物.圆柚酮是柑橘类水果的典型香气物质,具有非

常低的气味阈值[１],有葡萄柚气味[２],因此被广泛应

用于商业香精和香料领域[３].圆柚酮除了商业用途

外,有多项研究证明其在医学防治[４]、驱虫防治[５]、
抑菌[６]等方面也具有很高的价值.

圆柚酮在天然产物中含量很低,而且分离提纯

难度 高,提 取 成 本 大[７].工 业 上 常 通 过 化 学 合

成[８Ｇ１０]的方法来生产圆柚酮.然而根据欧洲食品法

规,通过化学合成法得到的圆柚酮不能作为天然香

料进行销售和使用,这使得合成的圆柚酮在市场流

通中受到限制[１１].采用生物合成法或生物转化法

生产制备的圆柚酮被认为是天然的,可以添加到食

品、化妆品中.
目前已有多项研究利用真菌、细菌和生物酶等

将前体物质瓦伦西亚橘烯生物转化生成圆柚酮,但
转化技术还有所限制,且圆柚酮产量较低.天然圆

柚酮主要存在于柑橘类水果果皮提取物中,推测柑

橘果树土壤中有丰富的具有多种降解作用的菌株,
故本研究以柑橘果园土壤为样本,旨在筛选出具有

圆柚酮高转化量的菌株,为后续圆柚酮的工业化生

产提供理论基础.

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

菌种筛选自湖北省华中农业大学柑橘果园

土样.
圆柚酮(＞９７．０％),购于日本东京化成工业株

式会社(TCI);瓦伦西亚橘烯(＞７０．０％),购于美国

Sigma公司.
基础培养基:６g/LNa２HPO４、０．５０g/LNaCl、

３g/LKH２PO４、１g/LNH４Cl,溶于０．８５％生理盐

水中.初筛培养基:基础培养基＋１％瓦伦西亚橘烯

(０．２２μm 滤膜过滤除菌,４℃保存).LB培养基:１０
g/L蛋白胨、５g/L酵母提取物、１０g/LNaCl,溶于

蒸馏水.
萃取纤维头(５０/３０μmDVB/CAR/PDMS)、固

相微萃取头,美国 Supelo公司;６８９０N/５９７５B气相

色谱Ｇ质谱(GCＧMS)联用仪,美国Agilent公司;THZＧ
CＧ１全温振荡器,苏州培英实验设备有限公司;LDZXＧ
５０KBS高压灭菌锅,购自上海申安医疗器械厂.
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1.2　圆柚酮标准曲线的绘制

准确称取１g圆柚酮标准品,以无水乙醇为溶

剂,分别配制终质量浓度为１００、１５０、２００、３００mg/L
的圆柚酮标准溶液,于相同的 GCＧMS条件下测定

圆柚酮峰面积,设置３次平行.
1.3　菌种筛选

取适量土样于灭菌生理盐水中混匀,接种于初

筛培养基中,３７℃、１２０r/min下培养２~７d后,稀
释涂布分离菌株.

初筛:挑取单菌落接种于初筛培养基中,３７℃、

２００r/min下培养,每隔１２h测１次菌液 OD６００值,
绘制菌株的生长曲线,选取生长良好的菌株进行下

一步试验.
复筛:将 初 筛 菌 株 转 接 至 LB 培 养 基 中,于

３７℃、２００r/min下培养,待菌液 OD６００值达到０．６~
０．７后添加０．１％瓦伦西亚橘烯,继续培养至７２h,
取培养２４、４８、７２h的发酵液进行SPMEＧGCＧMS检

测,测定产物圆柚酮的含量.
选择圆柚酮产量高的菌株活化后转接至LB培

养基中,３７℃、２００r/min下培养,待菌液 OD６００值达

到０．６~０．７后添加０．１％瓦伦西亚橘烯,继续培养

至７２h,取培养２４、４８、７２h的发酵液进行SPMEＧ
GCＧMS检测,对转化产物进行测定分析.

根据对转化产物的分析,最终选择圆柚酮转化

率及产量最高的菌种进行菌种鉴定.
1.4　GCＧMS 转化产物分析

顶空萃取条件、气相色谱Ｇ质谱条件及定性分析

方法参照李晓等[１２].
定量分析:圆柚酮定量采用外标法,其他产物定

量采用内标法,内标物质为环己酮.圆柚酮转化率

及各挥发性产物质量浓度的计算公式如下:

圆柚酮转化率 ＝
圆柚酮浓度

瓦伦西亚橘烯浓度 ×１００％

各挥发性产物质量浓度 ＝
各产物的峰面积 × 内标物质量

内标物峰面积 × 样品量

1.5　菌种形态鉴定及生理生化指标测定

参照«常见细菌系统鉴定手册»[１３]对菌株进行

多项生理生化指标测定,包括氧化酶试验、淀粉水

解、明胶液化、葡萄糖、麦芽糖、甘露醇、丙二酸盐、运
动性试验、甲基红试验、VＧP试验等项目.
1.6　16S rDNA 的扩增和序列分析

提 取 细 菌 DNA 后 通 过 PCR 技 术 扩 增

１６SrDNA,将PCR产物送武汉天一辉远生物科技

有限公司测序.通过 NCBI网站的Blast搜索获得

与筛选菌株同源性最接近的菌株核苷酸序列,用

MEGAＧX软件构建系统发育树.
1.7　单因素试验确定发酵培养基成分

１)菌株在LB培养基中生长曲线的测定.将菌

株接种于 LB培养基中,设置３个平行,３７℃、２００
r/min振荡培养,每隔４h取少量菌液测定 OD６００

值,以无菌的 LB培养基为空白对照,一直测定至

７２h,绘制菌株在LB培养基中的生长曲线.

２)发酵培养基中碳源对转化效果的影响.基础

培养基为LB培养基,分别以麦芽糖、葡萄糖、可溶

性淀粉、βＧ环糊精、甘油、αＧ乳糖、蔗糖作为唯一碳

源,设置质量浓度为３０g/L,待菌株培养到对数生

长期后,添加０．１％瓦伦西亚橘烯,转化２４h,以
圆柚酮转化量及转化率为指标,考察碳源种类对

Burkholderiasp．PZQ１４ 转 化 生 成 圆 柚 酮 的

影响.

３)发酵培养基中氮源对转化效果的影响.蛋白

胨作为有机氮源,被广泛应用于微生物和动物细胞

培养基中,对微生物的生长发育有着重要作用.分

别以２０g/L 的蛋白胨、酵母膏、牛肉膏、NH４Cl、
(NH４)２SO４作为单一氮源,考察氮源种类对转化效

果的影响,转化条件同本文“１．７　２)”.

４)发酵培养基中金属离子对转化效果的影响.
无机盐不仅是生物体内酶或者辅酶的激活剂,而且

在维持细胞结构和生物大分子稳定性方面也起着关键

作用.分别添加０．５g/L 的 CaCl２、ZnSO４􀅰７H２O、

MnSO４ 􀅰 H２O、FeSO４ 􀅰７H２O、CuSO４ 􀅰５H２O、

MgSO４􀅰７H２O,考察无机盐对转化效果的影响,转
化条件同本文“１．７　２)”.
1.8　响应面试验确定最佳发酵培养基组分

以单因素试验结果为基础,结合BoxＧBenhnken
试验设计原理,以圆柚酮转化量为响应值,考察葡萄

糖(A)、蛋白胨(B)、Fe２＋ (C)不同浓度组合对响应

值的影响.响应面试验设计因素与水平见表１.
表１　BoxＧBehnken试验设计因素与水平

Table１　Codeandlevelofindependentvarlables

usedforBoxＧBehnkendesign g/L

水平

Levels

因素 Factors
A

葡萄糖 Glucose
B

蛋白胨Peptone
C

FeSO４

－１ ２０ １５ ０．４
０ ３０ ２０ ０．５
１ ４０ ２５ ０．６

1.9　数据统计与分析

本试验所有测定重复３次,数据均以“平均值±

２９１
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标准差”表示,采用 Excel２０１９、Orgin２０１９与 DeＧ
signＧExpert．V８．０．６．１ 软件进行分析与绘图.用

SPSS２０．０进行 ANOVA 单因素方差分析,采用

Duncan’s法检验数据的差异显著性.

2　结果与分析

2.1　圆柚酮标准曲线及初筛菌株生长曲线的绘制

利用 GCＧMS测定不同浓度的圆柚酮峰面积,
以圆柚酮浓度为横坐标,圆柚酮峰面积为纵坐标,绘
制出标准曲线.利用 Excel和 Origin进行线性回

归分 析,所 得 的 回 归 方 程 为 y＝４３５８７６．８９x －

３１０９１４８．４０,R２＞０．９９,表明回归方程拟合度好,即

该标准曲线可用于后续试验定量分析.

将土样的菌悬液在初筛培养基中培养５d,期间

通过检测培养液的 OD６００值来判断是否有菌生长.

将培养液稀释涂布平板,从稀释比例为１０－５的平板

中挑取了１６个单菌落,分别在初筛培养基中培养,

每隔１２h测培养液的 OD６００值,绘制１６个菌株的生

长曲线.如图１所示,根据生长曲线,从中选出生长

状况良好的菌株１、２、３、４、５、９、１３、１４、１５进行下一

步试验.

A:菌株１~８的生长曲线;B:菌株９~１６的生长曲线.A:Growthcurveofstrains１Ｇ８;B:Growthcurveofstrains９Ｇ１６．

图１　分离出的１６个菌株在初筛培养基中的生长曲线

Fig．１　Growthcurveof１６isolatedstrainsinprimaryscreeningmedium
2.2　复筛菌株转化生成圆柚酮产量的对比

将初筛选出的菌株进行富集培养,加入底物瓦

伦西亚橘烯,利用 GCＧMS检测产物中圆柚酮的含

量,并设置不接菌株仅加入底物的培养基作为空白

对照.由图２可知,转化２４h时,转化生成圆柚酮

产量较高的是菌株３、１４;转化４８h时,转化生成圆

柚酮产量最高的是菌株３、５、９、１４;转化７２h时,转

图２　复筛菌株转化生成圆柚酮产量的比较

Fig．２　Comparisonoftheyieldofnootkatone

transformedbymultiplescreeningstrains

化生成圆柚酮产量最高的是菌株３、５、９、１４.根据

圆柚酮的产量,最后选择菌株３、５、９、１４进行下一步

试验.

2.3　菌株的 GCＧMS 转化产物分析

对菌株 ３、５、９、１４ 进行富集培养,待菌液的

OD６００值达到０．６~０．７后,加入底物瓦伦西亚橘烯,

再继续培养７２h,并分别取培养２４、４８、７２h的发酵

液,利用 GCＧMS对转化产物的种类及含量进行检

测分析,其中圆柚酮作为目标产物,其含量是通过外

标法计算,其他产物均采用内标法进行定量.结果

如表２所示,这４株菌株生物转化的产物种类及含

量大致相同,包括αＧ松油醇、二氢香芹醇、(＋)Ｇ二氢

香芹酮、(＋)ＧpＧ薄荷Ｇ１Ｇ烯Ｇ９Ｇ醇、芹子烯、βＧ紫罗酮、
圆柚 酮 等 ７ 种 物 质,其 保 留 指 数 (RI)分 别 为

１１０１．４４、１１０５．８１、１１１４．１９、１２０３．９６、１３８２．１４、

１３８７．６１、１７０５．１９.
对于菌株３,在最初的２４h,主要产物有αＧ松油

醇、二氢香芹醇、(＋)Ｇ二氢香芹酮、(＋)ＧpＧ薄荷Ｇ１Ｇ

３９１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第４０卷　

烯Ｇ９Ｇ醇、芹子烯、βＧ紫罗酮、圆柚酮,目标产物圆柚酮

含量为４８．４０±９．４３mg/L.转化４８h后,圆柚酮含

量增加(５８．８１±７．３３mg/L);转化７２h后,圆柚酮

含量继续增加(６７．１７±１．６４mg/L),其他大部分产

物含量随着转化时间延长而减少.
对于菌株５,在最初的２４h,主要产物有αＧ松油

醇、(＋)Ｇ二氢香芹酮、(＋)ＧpＧ薄荷Ｇ１Ｇ烯Ｇ９Ｇ醇、芹子

烯,目标产物圆柚酮含量为５０．６０±４．３３mg/L.转

化４８h后,圆柚酮含量增加(６７．２９±５．０７mg/L);
转化７２h后,圆柚酮含量略有下降(５９．１５±９．８１
mg/L).每个时间段都没有检测出二氢香芹醇,且
(＋)Ｇ二氢香芹酮的含量相比菌株３检测出的更高,
推测二氢香芹醇被完全氧化生成(＋)Ｇ二氢香芹酮.

对于菌株９,在最初的２４h,主要产物有αＧ松油

醇、(＋)Ｇ二氢香芹酮、(＋)ＧpＧ薄荷Ｇ１Ｇ烯Ｇ９Ｇ醇、芹子

烯、βＧ紫 罗 酮、圆 柚 酮,目 标 产 物 圆 柚 酮 含 量 为

５０．９５±７．８６mg/L.转化４８h后,圆柚酮含量增加

(７４．２４±８．８０mg/L);转化７２h后,圆柚酮含量略

有下降(６６．４３±２１．２６mg/L),其他大部分产物含量

随转化时间延长有所减少.

对于菌株１４,在最初的２４h,主要产物有αＧ松

油醇、(＋)Ｇ二 氢 香 芹 酮、(＋)ＧpＧ薄 荷Ｇ１Ｇ烯Ｇ９Ｇ醇、

βＧ紫罗酮、圆柚酮,目标产物圆柚酮含量为６４．７７±

３．０８ mg/L. 转 化 ４８ h 后,圆 柚 酮 含 量 增 加

(７７．５５±１１．７７mg/L);转化７２h后,圆柚酮含量略

有下降(７６．０３±７．１６mg/L),含量趋于稳定,其他产

物含量变化不大.
表２　筛选所得菌株在２４、４８、７２h对瓦伦西亚橘烯的转化产物含量

Table２　Concentrationofvalencenebiotransformationproductsobtainedduringdifferentperiods(２４h,４８h,７２h) mg/L

菌株编号

StrainsNo．
时间/h
Time

αＧ松油醇

αＧTerpineol
二氢香芹醇

Dihydrocarveol
(＋)Ｇ二氢香芹酮

(＋)ＧDihydrocarvone
(＋)ＧpＧ薄荷Ｇ１Ｇ烯Ｇ９Ｇ醇
(＋)ＧpＧMenthＧ１ＧenＧ９Ｇol

芹子烯

Selinene
βＧ紫罗酮

βＧIonone
圆柚酮

Nootkatone

３

２４ １．６７±０．１９b ４．３７±０．６０b ０．８１±０．３９b １０．１０±１．３７b １．９１±０．５６b ６．３２±１．４３b ４８．４０±９．４３a

４８ ３．３７±０．４８bc ３．５６±０．４９bc ０．５５±０．０６c ９．２７±１．２９b ３．４４±０．５０bc ６．４９±１．５３bc ５８．８１±７．３３a

７２ １．８９±１．１８de ３．０４±０．２９d ０．４６±０．０２e ９．３３±１．２０b － ６．０５±０．２０c ６７．１７±１．６４a

５

２４ ５．７１±１．８７c － ５．３５±０．７４c １１．８２±０．２２b ７．９４±０．９５bc － ５０．６０±４．３３a

４８ － － ３．１１±０．１３c ９．８６±１．３３b ８．８４±０．８８b ６．６３±２．００bc ６７．２９±５．０７a

７２ １．２４±０．８０c － １．５８±０．０５c ８．４１±１．８９bc １６．９５±４．３１b － ５９．１５±９．８１a

９

２４ ３．３２±２．６３bc － ４．２７±０．１８bc ９．５８±０．８２b ４．４６±１．０６bc ５．９１±０．３３bc ５０．９５±７．８６a

４８ ２．９２±０．８４cd － ３．３９±１．３２cd ９．７９±０．０４bc １３．２３±０．９４b － ７４．２４±８．８０a

７２ １．９８±０．７２b － １．７３±０．３２b ８．８５±２．８８b － － ６６．４３±２１．２６a

１４
２４ ５．３２±１．１９c － ０．９３±０．０３d ８．６６±０．２３b － ５．３２±０．２２c ６４．７７±３．０８a

４８ － ３．３２±０．５４b ０．５０±０．０３b ８．３２±１．７４b ３．２４±０．３５b ５．７４±０．９５b ７７．５５±１１．７７a

７２ ２．０８±０．５６bc ２．９７±０．０３bc ０．２４±０．０１c ８．９３±０．８６b ５．３３±１．３５bc ６．３０±０．８９bc ７６．０３±７．１６a

　注:“－”表示未检出;同行不同小写字母表示差异显著(P＜０．０５).Note:“－”meansnotdetected．Differentlowercaselettersinthesame

peerindicatesignificantdifferences(P＜０．０５)．

2.4　菌株形态及生理生化特征鉴定

筛选所得的菌株为杆状,为革兰氏阴性菌,在平

板上３６℃培养２４h,菌落呈圆形光滑状、湿润、边
缘整齐、淡黄色、易挑取,在液体培养基中呈浑浊.
生理生化实验结果显示,氧化酶实验、明胶液化、葡
萄糖、甘露醇和丙二酸盐项目为阳性,淀粉水解、麦
芽糖、运动性实验、甲基红实验、VＧP实验项目为阴

性,这些特征与伯克霍尔德菌属极为相似.
2.5　系统进化发育树的构建

经过１６SrDNA 序列分析,在 NCBI网站上使

用Blast比对,将获得菌株的１６SrDNA 序列进行

同源性比对,并构建菌株系统发育树.进化树结果

(图３)表明,筛选所得的菌株PZQ１４为BurkholdeＧ

riasp．,属于伯克霍尔德菌属,将其命名为BurkＧ

holderiasp．PZQ１４.

2.6　单因素试验结果

以菌液的 OD６００值为纵坐标,培养时间为横坐

标,绘制了Burkholderiasp．PZQ１４在 LB培养基

中的生长曲线,如图４所示.在３７℃、２００r/min的

培养条件下,菌株在４h进入对数生长期,２４h进入

稳定期,５２h进入衰亡期.
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图３　PZQ１４菌株和其他菌株之间关系的系统进化树

Fig．３　PhylogenetictreeofstrainPZQ１４andotherstrains

图４　Burkholderiasp．PZQ１４在LB培养基中的生长曲线

Fig．４　ThegrowthcurveofBurkholderiasp．PZQ１４inLBmedium

　　不同碳源对Burkholderiasp．PZQ１４转化生

成圆柚酮的影响如图５所示.由图５可见,不同碳

源均能不同程度地促进生物转化生成圆柚酮,其中

使用葡萄糖作为碳源时,生物转化生成圆柚酮的转

化量最高,达到１０１．８９mg/L,转化率达到１１．０７％.
因此,选择葡萄糖作为碳源.

不同氮源对Burkholderiasp．PZQ１４转化生

成圆柚酮的影响如图６所示.本试验选取的５种氮

源里,蛋白胨作为氮源时,生物转化生成圆柚酮的转

化量最高,达到２５１．６０mg/L,转化率为２７．３５％,其
他氮源的转化效果相差不大.因此,选择蛋白胨作

为氮源.
不同金属离子对Burkholderiasp．PZQ１４转

化生成圆柚酮的影响如图７所示.由图７可见,各
金属离子的添加都会导致圆柚酮的产量有不同程度

图５　不同碳源对Burkholderiasp．PZQ１４
转化生成圆柚酮的影响

Fig．５　 Effectofdifferentcarbonsourcesonthe
conversiontonootkatoneusingBurkholderiasp．PZQ１４

图６　不同氮源对Burkholderiasp．PZQ１４
转化生成圆柚酮的影响

Fig．６　Effectofdifferentnitrogensourcesonthe
conversiontonootkatoneusingBurkholderiasp．PZQ１４
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图７　不同金属离子对Burkholderiasp．
PZQ１４转化生成圆柚酮的影响

Fig．７　Effectofdifferentmetalionsontheconversion
tonootkatoneusingBurkholderiasp．PZQ１４

的增加,尤其是Fe２＋ ,说明Fe２＋ 的添加对于其转化

具有明显的促进作用.因此,选择Fe２＋ 添加到发酵

培养基中.
2.7　响应面模型建立与显著性检验

响应面设计试验结果见表３.将表３中的数据

利用DesignＧExpert８．０软件进行分析,建立葡萄糖

(A)、蛋白胨(B)、Fe２＋ (C)与圆柚酮转化量(Y)的

回归模型如下:

Y＝１１７．５６＋１１．０５A －２０．１０B ＋１３．６５C －
８．２２AB＋８２．１６AC－５．３５BC＋７４．５８A２＋８６．７２B２＋
３９．２４C２.显著性检验结果见表４.

表３　响应面设计方案及结果

Table３　BoxＧBehnkenexperimentaldesignandresults

试验编号

Testnumber
A B C Y

１ ４０ ２０ ０．６ ３７０．２０
２ ２０ ２０ ０．４ ３５６．８８
３ ２０ ２５ ０．５ ２８２．２１
４ ２０ １５ ０．５ ３０９．７２
５ ４０ １５ ０．５ ３７１．９５
６ ３０ ２０ ０．５ １１９．３６
７ ３０ １５ ０．４ ２７６．５６
８ ３０ ２０ ０．５ １１７．３５
９ ３０ ２０ ０．５ １１３．８０
１０ ２０ ２０ ０．６ ２０７．４８
１１ ４０ ２０ ０．４ １９０．９７
１２ ３０ ２０ ０．５ １０６．３３
１３ ４０ ２５ ０．５ ３１１．５７
１４ ３０ ２０ ０．５ １３０．９７
１５ ３０ ２５ ０．４ ２５０．８０
１６ ３０ ２５ ０．６ ２７９．７６
１７ ３０ １５ ０．６ ３２６．９４

表４　响应面试验方差分析

Table４　AnalysisofvariancefortheBoxＧBehnkenexperiment

方差来源

Sourceofvariance
自由度

Df
平方和

Sumofsquares
均值

Meansquare
F 值

Fvalue
P 值

Pvalue
显著性

Significance

模型 Model ９ １．０１０×１０５ １１２２６．４１ ４４．１４ ＜０．０００１ ∗∗

A １ ９７６．８７ ９７６．８７ ３．８４ ０．０９０９

B １ ３２３２．８９ ３２３２．８９ １２．７１ ０．００９２ ∗∗

C １ １４８９．９４ １４８９．９４ ５．８６ ０．０４６１ ∗

AB １ ２７０．１３ ２７０．１３ １．０６ ０．３３７０

AC １ ２７００１．５６ ２７００１．５６ １０６．１６ ＜０．０００１ ∗∗

BC １ １１４．６６ １１４．６６ ０．４５ ０．５２３５

A２ １ ２３４２２．５９ ２３４２２．５９ ９２．０９ ＜０．０００１ ∗∗

B２ １ ３１６６２．８０ ３１６６２．８０ １２４．４８ ＜０．０００１ ∗∗

C２ １ ６４８２．０７ ６４８２．０７ ２５．４８ ０．００１５ ∗∗

剩余项 Residual ７ １７８０．４６ ２５４．３５

失拟项Lackoffit ３ １４５７．１５ ４８５．７２ ６．０１ ０．０５７９ 不显著

纯误差 Pureerror ４ ３２３．３１ ８０．８３

总和 Cortotal １６ １．０２８×１０５

R２＝０．９８２７ R２
Adj＝０．９６０４

　注:∗代表差异显著(P＜０．０５);∗∗代表差异极显著(P＜０．０１).Note:∗ Significantdifference(P＜０．０５);∗ ∗ Extremelysignificant

difference(P＜０．０１)．

　　对模型进行方差分析,结果见表４.由表４可

见,回归模型极显著(P＜０．０００１),失拟项不显著

(P＝０．０５７９＞０．０５),说明失拟因素不存在.根据

回归方程系数(R２＝０．９８２７)可判断出,该模型与实
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际情况具有较好的拟合度.P 值和F 值的大小在

某种程度上可以作为判断各因素对响应值的影响作

用强弱的参照,由此可得出影响圆柚酮转化量的强

弱关系依次为:蛋白胨(B)＞ FeSO４(C)＞ 葡萄

糖(A).
根据模型得到的最佳培养基成分为:葡萄糖

３７．６４g/L、蛋白胨２４．８６g/L、FeSO４０．６０g/L,此
条件下,圆柚酮转化量为３３２．４１４mg/L.参考实际

操作,将优化后的培养基组分调整为:葡萄糖３８
g/L、蛋白胨２５g/L、FeSO４０．６０g/L,在此条件下

进行３ 次 验 证 试 验,圆 柚 酮 转 化 量 为 ３２８．６９±
１７．８８mg/L,与预测值非常接近,说明该回归模型

能较好预测培养基最佳成分,所得优化后的试验因

素参数组合有较强的可行性.

3　讨　论

已有研究报道瓦伦西亚橘烯转化生成圆柚酮的

过程分为两步,具体为:细胞色素P４５０酶区域选择

性地催化瓦伦西亚橘烯烯丙基 C２Ｇ羟基化,产生中

间产物顺式和反式Ｇ圆柚醇,随后这２种醇被非选择

性醇脱氢酶(ADH)进一步氧化为圆柚酮[１４].
目前有多项研究利用细菌、真菌以及生物组织

等将瓦伦西亚橘烯转化生成圆柚 酮.PalmerinＧ
Carreno等[１５]利用解脂耶氏酵母２．２ab实现了瓦伦

西亚橘烯到圆柚酮的生物转化,圆柚酮产量约为

７７３mg/L,生物转化率和体积生产率达到８２．３％和

８．０６mg/(L􀅰h),然而要运用到实际工业化生产还

存在一定限制.利用生物酶进行生物转化具有高效

性和专一性,Girhard等[１６]发现枯草芽孢杆菌的细

胞色素CYP１０９B１能催化瓦伦西亚橘烯的氧化,生
成圆柚醇和圆柚酮,并通过建立水Ｇ有机溶剂两相系

统,使圆柚醇和圆柚酮产量达到９４mg/L,占总产物

的９７％.现有研究利用生物酶来生产圆柚酮的转

化量及转化率都较低,本研究旨在筛选出圆柚酮高

转化量的菌株,通过条件优化以及对转化机制的研

究进一步提高圆柚酮的产量,为工业化生产圆柚酮

提供理论基础.
研究首先测得菌株在基础培养基中的生长曲

线,选取生长良好的菌株富集培养后加入底物瓦伦

西亚橘烯转化７２h,以测得圆柚酮的含量为指标,
选取圆柚酮转化量高的菌株进行下一步试验.利用

SPMEＧGCＧMS技术,对筛选所得菌株转化瓦伦西亚

橘烯生成的产物种类及含量进行测定与分析.对所

筛菌株进行菌种鉴定,确定其属于伯克霍尔德菌属,
将其命名为Burkholderiasp．PZQ１４.本研究以前

体物质瓦伦西亚橘烯作为唯一碳源,初筛过程中即

可以去掉不符合要求的菌株,大大缩短了菌种筛选

的工作量;随后再以圆柚酮产量为指标,缩小筛选范

围.这种菌种筛选方式具有高度专一性,快速高效,
工作量小,提高了筛菌效率.

随后通过单因素试验,确定了生物转化培养基

碳源、氮源及金属离子种类.对于碳源,试验结果显

示,葡萄糖作为碳源时对转化生成圆柚酮具有更明

显的促进作用.李纪顺等[１７]采用均匀设计试验探

讨了不同碳源对越南伯克霍尔德氏菌B４１８生长的

影响,结果也显示葡萄糖对菌株生长的影响最大.
对于氮源,试验结果选择了蛋白胨作为最佳氮源,这
与林仙菊等[１８]的试验结果相符.同时,在研究不同

金属离子种类对生物转化效率的影响时发现,添加

Fe２＋ 相比于添加 Mg２＋ ,圆柚酮的转化量提高了１８６
mg/L,这可能是因为在瓦伦西亚橘烯转化生成圆柚

酮这一代谢过程中,细胞色素 P４５０酶是起主要作

用的,而 CYP４５０酶系的成员都含有铁血红素和半

胱氨酸组合的活性中心[１９],因此 Fe２＋ 的添加对其

转化具有显著的促进作用.此试验结果也从侧面证

明,Burkholderiasp．PZQ１４ 中含有 的 细 胞 色 素

P４５０酶可能对瓦伦西亚橘烯转化生成圆柚酮起到

了关键作用.
在单因素试验的基础上进行响应面优化试验,

确定最佳培养基组分为:３８g/L葡萄糖、２５g/L蛋

白胨、０．６０g/LFeSO４,在此条件下进行３次验证试

验,圆柚酮转化量为３２８．６９±１７．８８mg/L,相比 LB
培养基,圆柚酮转化量提高了２５１mg/L,与Girhard
等[１６]所得到的９４mg/L的圆柚酮产量相比,提高了

２３４．６９mg/L.另外,菌株生物转化生成圆柚酮的

转化效率还受多种因素影响,包括添加底物的时间、
底物浓度、转化时间、助溶剂种类及浓度、培养温度

和转速等,后续还可以对这些转化条件进行优化,以
进一步提高圆柚酮的产量.

伯克霍尔德菌属是一种广泛存在于水、土壤、植
物和人体中的革兰氏阴性细菌,已有多项研究证明

该菌属表现出多种酶活性.Wu等[２０]研究发现菌株

BurkholderiacepaciaGS３C中的细胞色素P４５０单

加氧酶对十六烷生物降解活性具有显著的促进作

用;Matsuda等[２１]从热带泥炭分离出 １ 株 BurkＧ
holderiasp．KTCＧ１,该菌在酸性条件下以(＋)Ｇ儿
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茶素为唯一碳源生长,并通过菌体中(＋)Ｇ儿茶素羟

化酶和白花青素脱氢酶的作用,将(＋)Ｇ儿茶素生物

转化为花旗松素.而本研究则利用伯克霍尔德菌

属,实现了瓦伦西亚橘烯到圆柚酮的生物转化,也为

伯克霍尔德菌属生物催化功能研究提供了参考.
后续可以对Burkholderiasp．PZQ１４的基因

组进行测序,通过基因组注释与分析,了解菌株的生

物学特性,并筛选可能参与瓦伦西亚橘烯代谢的相

关基因,再对其基因功能进行研究.此外,还可以对

瓦伦西亚橘烯生物转化过程中起关键作用的酶进行

分离纯化,为了解圆柚酮的生物合成及其相关酶的

研究提供新的途径.
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Screeningofstrainsforbiotransformationtonootkatone
andoptimizationofmediumcomponents

PENGZhiqian１,CAOTing２,FANGang１,LIXiao１,RENJingnan１,ZHANGLulu１

１．CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofEnvironmentCorrelativeDietology,MinistryofEducation,Wuhan４３００７０,China;

２．WuhanInstituteforFoodandCosmeticControl,Wuhan４３００４０,China

Abstract　Nootkatoneisatypicalaromasubstanceofcitrusfruits,andvalenceneisoftenusedasa
precursorsubstancetoproducenootkatoneinindustry．Comparedwiththemethodofphysicalextraction
andchemicalsynthesis,thebiotransformationmethodtoproducenootkatonehastheadvantagesofhigh
specificity,speedandefficiency,andcanbeaddedtofoodandcosmetics．Inordertoscreenstrainswith
specificbiotransformationfunctions,soilsampleswereobtainedfromcitrusorchards,andthegrowth
curveandtheyieldofthenootkatoneproducedbythetransformationofvalencenewereusedasindicaＧ
torstocarryoutpreliminaryscreeningandreＧscreeningofthestrains．SPMEＧGCＧMSwasusedtomeasＧ
ureandanalyzethetypesandcontentsoftheproductsproducedbyvalencenebiotransformation．ThereＧ
sultsofphysiologicalandbiochemicaltestsand１６SrDNAsequencingshowedthatthescreenedstrains
wereidentifiedasBurkholderiasp．,whichwasnamedBurkholderiasp．PZQ１４．OnthebasisofLBmeＧ
dium,thetransformationamountofnootkatonewasusedasanindicatortocarryoutasinglefactortest
ofmediumcomposition,andthentheeffectofthecombinationofdifferentmassconcentrationsofthe
culturemediumcomponentsonnootkatoneyieldwasinvestigatedbyresponsesurfaceoptimizationtest．
Theresultsshowedthattheoptimalmediumcomponentswereasfollows:glucoseconcentrationof３８
g/L,peptoneconcentrationof２５g/L,andFeSO４concentrationof０．６０g/L．Thecontentofnootkatone
was３２８．６９±１７．８８mg/Landthetransformationratiowas３５．７３％±１．２４％ whenthreevalidationtests
wereconductedundertheseconditions．Thenootkatoneyieldincreasedby２５１mg/LandthetransformaＧ
tionratioincreasedby２７．３０％ comparedwithLB medium．Itwillprovideanew waytoincreasethe
yieldofnootkatoneandlayatheoreticalfoundationforthefurtherindustrialproductionofnootkatone．

Keywords　strainscreening;valencene;nootkatone;biotransformation;Burkholderia sp．;reＧ
sponsesurfaceoptimization
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