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摘要：研究了利用嗜麦芽黄单胞菌 %&’!!#（!"#$%&’&#"( ’")$&*%+)+" %&’!!#）游离细胞生物催化合成!’熊果苷，系统探
讨了温度、对苯二酚浓度、对苯二酚与蔗糖摩尔比、反应时间、转速、细胞浓度、磷酸缓冲溶液 ()值和浓度对反应转
化率的影响。最佳反应条件为：反应温度为 #*+，菌体对对苯二酚的最大耐受度为 ,"--./01，蔗糖和对苯二酚的摩
尔比为 #"2!，反应时间为 3*4，摇床转速为 !5"60-78，细胞浓度为 9*:01，磷酸缓冲溶液浓度为 #*--./01、()值为 9;"。
在此条件下!’熊果苷转化率高达 95;<=（以对苯二酚计算）。
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!’熊果苷（!’?6ODP78）属氢醌苷化合物，化学名为
3’羟基苯基’!’a’吡喃葡萄糖苷，具有显著的抑制酪
氨酸酶活性，减少酪氨酸酶在皮肤中的沉积，对皮

肤有漂白、防色变和祛斑的功效，是一种新兴的无

刺激、无过敏、配伍性强的天然美白活性物质［#，,］。

在利用人体黑色素细胞比较!’熊果苷与"’熊果苷
效果的实验中，ZMSD47QM等［5，<］发现!’熊果苷的美白
效果是"’熊果苷的 !"倍以上，而且!’熊果苷的美白
机理是直接抑制酪氨酸酶活性，不抑制人体细

胞［9］；然而相同浓度的"’熊果苷却对人体细胞出现
了抑制，对使用者有一定的副作用。所以!’熊果苷
是一种更高效、更安全的美白剂［3，*］。随着!’熊果
苷作为美白剂被越来越多人接受，对!’熊果苷的研
究也越来越多。本文使用游离细胞催化法生产!’

熊果苷在国内是创新的，与直接利用发酵液相比，

它含杂质少，减少了分离纯化步骤，降低了生产成

本；而且解决了化学合成法所得产物多是!、"’熊果
苷的混合物导致的产品含量低、分离难的问题。因

此游离细胞法生产!’熊果苷具有重要的现实意
义［!］。

6 材料与方法

676 材料
67676 菌种：CM8P4.-.8MQ -M/P.(47/7M %&’!!#，由本实
验室保存。

67678 培养基
斜面培养基：蔗糖 !":，蛋白胨 !":，b:H[3 ";*:，

Z#)E[3·,)#[ #:，LML/#·#)#[ ";"*:，G8L/# ";"!:，

·<!3·#""<年 ,3（,） 微 生 物 学 通 报



!"#$%·&’%( )*+,，-.%/0(&·%’%( )*)1,，琼脂 +1,，水

定容到 +2，3’4*)，+ 5 +)16.灭菌 %)789。
发酵培养基：蔗糖 1),，蛋白胨 +),，/,:(& )*1,，

;%’6(&·<’%( %,，#.#$%·%’%( )*)1,，=9#$% )*)+,，

!"#$%·&’%( )*+,，-.%/0(&·%’%( )*)1,，维生素 >+

)*)%,，维生素 >+% )*)1,，烟酸 )*))+,，对氨基苯甲
酸纳 )*))%,，水定容到 +2，3’4*)，+ 5 +)16. 灭菌
%)789。
!"# 方法
!"#"! 培养方法：以菌种斜面接种液体培养基，
+?)@A789，<)B摇瓶培养 +4C。
!"#"# !D熊果苷的生物合成：将上述发酵液 &%))
@A789离心 <)789收集菌体，用 %1770$A2的磷酸缓冲
溶液洗涤菌体两次，加入反应物蔗糖和对苯二酚，

反应 &1C。反应方程式：
#?’?(% E #+%’%%(++ ! #+%’+?(4 E #?’+%(?

对苯二酚的转化率：

转化率（"）F /%A/+ 5 +))G
其中 /+为加入到发酵液中对苯二酚的摩尔量，/%
为反应后发酵液中熊果苷的摩尔量。

!"#"$ !D熊果苷的检测：取 +72发酵液，加入 &72
甲醇，在 &%))@A789条件下离心 %)789。上清液用高
效液相色谱检测。色谱柱：HIJD#+K 柱，&*?77 5
%1L7，MN F 1#7；柱温：%1B；流动相：$（’%(）O$
（#’<(’）F P1G O 1G；流速：+72A789；检测器：紫外

检测器；检测波长：%K)97；进样量：+)#2。
!"#"% 数据处理和分析：以下实验所得数据均重复
<次，然后取平均值。

# 结果与讨论

#"! 温度的影响
该反应体系不同温度对反应转化率的影响的

实验结果（图 +）表明，!D熊果苷的最适反应温度为
%1B，此时转化率可达 4%*&1G。主要有两方面原
因，其一，一般提高温度有利于提高菌体中酶的活

性，但当反应温度过高时会使菌体及其酶失活，且

对苯二酚的氧化速度加快。分析 &)B时（反应后
&1C）对苯二酚的残留量，按转化率计算理论上对苯
二酚应为 %?*14770$A2，但实际检测为 4*&%770$A2。
这说明大部分的对苯二酚不是转化为!D熊果苷，而
是被氧化了，结束导致催化能力下降。

图 + 不同反应温度对反应转化率的影响

" 70$.@ L09Q"@R809，# L09L"9S@.S809 0T @"R8UV.$ CWU@0XV8909"，$
L09L"9S@.S809 0T .@YVS89

#"# 缓冲溶液体系 &’对反应的影响
试验了不同 3’值的磷酸缓冲溶液反应体系，

其它条件不变，测定了 3’值对全细胞催化反应的
影响。从图 % 可以看出，当磷酸缓冲溶液的 3’值
在 K*)时，转化率与在发酵液中转化率一样，这说明
黄单胞菌在 3’值为 K*) 的缓冲溶液中，酶活性最
大，且残余对苯二酚量最少。

图 % 不同缓冲溶液 3’值对反应转化率的影响

" 70$.@ L09Q"@R809，# L09L"9S@.S809 0T @"R8UV.$ CWU@0XV8909"，$
L09L"9S@.S809 0T .@YVS89

#"$ 不同缓冲溶液浓度的选择
缓冲溶液的作用在于保持适宜的 3’值范围，

同时保持水相中细胞和酶的活性，使反应能顺利进

行下去。通过实验不同浓度的磷酸缓冲溶液

+)770$A2、+1770$A2、%)770$A2、%1770$A2、<)770$A2，
寻找最佳的缓冲溶液浓度。实验结果如图 <所示，
从图 <中可以看出，在缓冲溶液浓度达到 %1770$A2
前，随着缓冲溶液浓度的逐渐加大，转化率逐渐增

加但增加缓慢。到 %1770$A2 时转化率最大，为
4%*%%G。随着缓冲溶液浓度的继续增大，转化率降
低。所以缓冲溶液浓度为 %1 770$A2最佳。
#"% 对苯二酚浓度对反应转化率的影响
由于对苯二酚具有杀菌作用，所以当反应液中

对苯二酚浓度超过一定量时，会把菌体杀死，导致

转化率降低。通过比较反应液中不同摩尔浓度的
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对苯二酚转化率，寻找最佳的对苯二酚浓度。结果

如图 !。由图 !可知，在开始阶段，反应随着对苯二
酚的摩尔浓度增大转化率缓慢降低，但当对苯二酚

的浓度超过 "#$$%&’(时，转化率迅速下降，这说明
菌体对对苯二酚是有一定的耐受度的。与发酵法

相比，耐受度较低。分析其原因，可能是发酵法产

生的黄原胶对菌体有保护作用。所以对苯二酚的

最佳摩尔浓度为 "#$$%&’(，即菌体对苯二酚的最大
耐受度为 "#$$%&’(，此时转率化达 )*+#,-，每升反
应液中含有!.熊果苷 *+/0。

图 " 不同缓冲溶液浓度对反应转化率的影响

! $%&12 3%456278%4，" 3%436492198%4 %: 2678;<1& =>;2%?<84%46，#
3%436492198%4 %: 12@<984

图 ! 不同对苯二酚浓度对反应转化率的影响

! $%&12 3%456278%4

!"# 反应物不同摩尔比对反应转化率的影响
根据反应动力学原理，增加一种反应底物的量

可以相对提高另一种物质的转化率。本实验的反

应底物蔗糖与对苯二酚的理论摩尔比为 A B A，通过
增加蔗糖的量来提高对苯二酚的转化率，从而相对

提高!.熊果苷的产量。
本研究试验了不同的蔗糖与对苯二酚摩尔比，

如图 C所示。实验结果发现，随着对蔗糖和苯二酚
摩尔比的增加，反应转化率迅速加大，当摩尔比增

加为 /#时，反应转化率达到最大值。再加大蔗糖与
对苯二酚摩尔比，转化率基本不变，因而最佳蔗糖

与对苯二酚摩尔比为 /# BA。

图 C 蔗糖与对苯二酚不同摩尔比对反应转化率的影响

! $%&12 3%456278%4，" 3%436492198%4 %: 2678;<1& =>;2%?<84%46，#
3%436492198%4 %: 12@<984

!"$ 反应时间的选择
试验了不同反应时间对转化率的影响。如图 *

所示。从图 *中可以看出，随着反应时间的延长，反
应转化率相应增加，随着反应时间的继续延长，反

应转化率逐渐下降，反应 !C=后菌体自溶。

图 * 不同反应时间对反应转化率的影响

! $%&12 3%456278%4，" 3%436492198%4 %: 2678;<1& =>;2%?<84%46，#
3%436492198%4 %: 12@<984

!"% 摇床转速的确定
游离细胞反应摇床转速的大小直接关系到溶

氧及代谢物的传质速度。且黄单胞菌是兼性好氧

菌，所以转速太小或太大都会对反应转化率起到负

面的影响。本研究试验了不同反应转速对转化率

的影响，如图 ) 所示。从图 ) 可以看出，当转速为
A*#2’$84时，反应转化率达到最大。此时转化率为
))+*,-。

图 ) 不同转速对反应转化率的影响

! $%&12 3%456278%4
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!"# 不同细胞浓度对转化率的影响
不同的细胞浓度对该反应转化率影响很大，从

理论上讲细胞浓度越大，相当于菌体中的酶量越

大，也就是反应催化剂量越大，在其它反应条件不

变的条件下，则反应转化率就越大。本文试验了不

同量的菌体（!"发酵液菌体湿重约为 #$，本文以湿
菌体为基准计算）对反应转化率的影响。实验结果

如图 #所示。从图 #中可以看出，在菌体浓度达到
#%$&"之前，随着菌体量的加大，反应转化率增加较
迅速，当菌体浓度达到 #%$&"后，随着菌体量的继续
增大，反应转化率增加较缓慢。综合考虑，取菌体

浓度 #%$&"较合适。

图 # 不同细胞浓度对反应转化率的影响

! ’()*+ ,(-./+01(-

$ 结论

本文主要研究细胞催化法生产熊果苷的最佳

条件，得出最佳反应条件：温度 2%3，对苯二酚浓度
45’’()&"，蔗糖和对苯二酚摩尔比为 25 6!，反应时间
为 7%8，转速为 !95+&’1-，细胞浓度为#%$&"，缓冲溶
液为 :;#<5、2% ’’()&"的磷酸缓冲溶液，此时，!=熊
果苷转化率达 #9<>?（以对苯二酚计算）。
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稿件规范化与标准化

论文中计量单位的表示方法

为执行国务院发布的《关于在我国统一实行法定计量单位的命令》的规定，计量单位和单位符号按国家

技术监督局发布的《量和单位》WL4!55 X 4!52 X M4执行。单位符号均用英文小写（正体），不允许随便对单位
符号进行修饰。现将本刊常用计量单位和符号介绍如下，希望作者参照执行。

时间：年用 * ；日用 Y ；小时用 8 ；分钟用 ’1- ；秒用 0等表示。
溶液浓度：用 ’()&"，不用 P（克分子浓度）和 H（当量浓度）等非许用单位表示。
旋转速度：用 +&’1- ，不用 +:’。
蒸汽压力：用 K*或 GK*、PK*表示。
光密度：用 %&（斜体）表示。
生物大分子的分子量：蛋白质用 Z或 GZ，核酸用 [:或 G[表示。
图表中数值的物理量和单位：用量和单位的比值表示数值，即物理量符号（斜体）与单位（正体）之间用

斜线隔开，例如：" & 8（表示时间，单位是小时）。
带数值的计量单位：计量单位不能省略，例如：25,’ \ 5<4,’，不能写成 25 \ 5<4,’；43 A %3不可写成

4 A %3；4? A 9?不可写成 4 A 9?等。
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