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摘要!介绍了冠菌素生物合成的研究进展"总结了冠菌素合成研究的 ! 个阶段# 介绍了近年来发酵生产冠菌素菌株的选育

及诱变"重点总结了发酵生产冠菌素过程中培养条件优化"指出了目前冠菌素的生物合成仍然存在产量低)发酵条件苛刻等不

足"在新菌株的选育)分子手段的应用以及培养基优化是今后生物合成冠菌素研究的热点#
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相近# 首先"冠菌素可以有效地提高植物的抗逆性"

提高玉米*?+

)花生*#+

)香蕉*8+和冬小麦*O+越冬时的

抗旱性"提高小麦*R+

)黄瓜*;+的抗寒性"提高棉花*"(+

的耐盐性等$第二"促进植物次生代谢产物的积

累*""+

"提高大豆类黄酮)红豆杉紫杉醇*"'+等的产

量"对改善烟草品质)水稻田灭草等*"!+都有潜在的

应用价值$第三"冠菌素是多种植物细菌病的致病因

素之一"诱导西红柿叶斑病的氧化反应*"?+

"使拟南

芥叶片气孔张开"利于细菌侵入*"#+

$第四"冠菌素具

有极高的生物活性"低浓度冠菌素可浸种培育健壮

水稻幼苗*"8+

"促进玉米种子萌发*"O+

# 但 .We目前

价格昂贵"难以大规模直接用于工农业生产"对于

.We的工业化发酵的研究"拥有广阔的应用前景#

9:冠菌素的结构和合成方法

冠菌素的结构见图 "# 自 .We于 ";OO 年首次

被发现*"+

"对于冠菌素纯品获得的研究一直是植物

激素领域的热点"可分为 ! 个阶段!第一个时期"'(

世纪 R( 年代和 ;( 年代初"冠菌素生物合成通路的

<<<<<<<

图 "<冠菌素及相关化合物的结构

,#',



现代化工 第 !" 卷第 # 期

阐明$第二个时期"'( 世纪 ;( 年代末"生物合成的

基因调控研究"并成功实现了化学合成冠菌素$第三

个时期"'" 世纪至今"新菌种的选育"与发酵液中纯

品冠菌素的分离纯化# 通过 !( 多年的研究和探索"

分别建立了化学合成和生物发酵 ' 条冠菌素获得的

途径#

但是"无论是纯化学合成途径"还是生物发酵手

段"都还处于实验室研究阶段"仅能够满足生理生化

性质的研究所需"而无法应用于工农业生产中"并且

长期无法突破冠菌素的工业化瓶颈"使得对于冠菌

素的生产研究陷入低谷"日本北海道大学的市原狄

民*"R+曾经认为生物发酵法获得大量冠菌素是不可

能的"跨入 '" 世纪后"随着冠菌素分子背景的清晰"

以及对其功能的不断深入研究"它蕴含的巨大经济

价值"冠菌素的发酵研究再次兴起#

;:冠菌素的生物合成研究

早期的冠菌素发酵研究证明了发酵途径的可行

性*";+

"以及冠菌素的生长相关性*'(+

"相关文献研究

报道了其生物合成受到温度的调节和影响*'" >''+

"但

既缺少细致的育种工作"又缺少对冠菌素的产生条

件的细致优化与研究# 近年来这 ' 方面受到了研究

者的重视"并取得了一定进展#

;?9:冠菌素的检测手段

在冠菌素生物合成的研究中"需要定量研究冠

菌素的合成规律"常用的检测手段包括薄层层析法)

高效液相色谱法)气相色谱法*"R+ 和毛细管电泳

法*'!+

# 高效液相色谱法的使用较多"检测冠菌素可

以使用."R 和 .R 的分析柱*'?+

"'#? -0或 '(R -0

波长检测"流动相一般为含 (S(#V三氟乙酸的乙腈

水溶液" 流速为 " U# 0a[01-" 或者流动相!

(S# 0a[a磷酸的
$

T8(V甲醇水溶液"也有选择

(S# @[a磷酸的
$

T8(V 甲醇水溶液$ 流速!

" 0a[01-$检测波长!'#? -0$进样量!"# U'(

)

a$

柱温!!( U!#Y#

丰娟等*'#+建立了发酵液中冠菌素检测的薄层

色谱法# 以乙醇>乙酸>丙酮>氯仿%体积比为 (S!b

(S"b!S(b"#&的混合溶剂为最佳溶剂系统"硅胶 .

薄层板为层析板"香兰素>浓硫酸溶液为显色剂"

!"#>二羟基甲苯% \̂9&溶液为参照物"以冠菌素特

有的桔黄色斑点及其与参照物的相对比移值F

0

%约

为 (S##&进行定性分析"运用冠菌素点样量%1&冠菌

素与参照物斑点的面积比值%%&之间的标准曲线

1T!S'R%>(S!("1线性范围 (S'# U'S((

)

@"粗定

量测定发酵液中冠菌素的含量# 此方法操作简单)

方便"在产冠菌素菌株的筛选和发酵样品的分析中

得到很好的应用#

冠菌素作为细菌的次级代谢产物"含量往往很

低"因此需要较为精确地分析检测体系"高效液相色

谱利用常见的.R 和."R 色谱柱即可得到理想的检

测效果"因此成为现在应用最广泛的检测手段"薄层

色谱法可以在某些定量分析中得到应用"也具有一

定价值#

;?;:冠菌素产生菌的选育

冠菌素产生菌株的经典菌株为I6+5*)0)-%66&g

,1-@%+GES@3&21-+%IJ?"R("早期的研究说明了经典

菌株不能满足工业生产的需求# 因此新菌株的选育

成为后期发酵研究的基础"但大部分产冠菌素菌株

为植物病原菌"获得相对困难"因此对于经典菌株的

诱变选育成为研究热点"近年来也不断有新的冠菌

素产生菌株的报道#

'S'S"<菌株的诱变育种

目前诱变剂主要有紫外线%Dm&)硫酸二乙酯)

#>甲基>#Q>硝基>#>亚硝基胍%X9J&和亚硝基甲

基脲%X$D&等# 紫外诱变是传统且常用的育种手

段"被广泛应用于诱变获得具有耐高温积累冠菌素

菌种的研究中"亚硝基胍则具有极强的诱变效果"经

常与紫外诱变结合使用#

张国栋*"R+利用紫外诱变获得新菌株 "(? 号菌

株"产量提高 ?!S"V"又进一步利用 #>甲基>#

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
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硝基>#>亚硝基胍诱变后得到 '"' 号菌株"产量在

第一次的基础之上又提高了 "?S!V$李召虎等*'8+等

利用亚甲基胍"诱变丁香假单孢菌大豆致病变种

%IS6&,1-@%+GESJ3&21-+%&"获得了于 "RY下产量达

到 R?SO U""' 0@[a的新菌株$吴慧玲等*'O+通过紫

外)亚硝基胍结合诱变选育冠菌素高产突变体"得到

的突变体冠菌素产量是出发菌株的 "SR 倍#

紫外诱变与亚甲基胍诱变相结合得到了很好结

果"然而也暴露出了不确定性)工作量巨大的问题"

这是传统诱变育种的共同问题"因此人们利用更加

科学的方法诱变育种# 焦睿*'R+利用了 9-# 转座子

对冠菌素产生菌株丁香假单胞菌大豆致病变种

%IS6&,1-@%+SGES@3&21-+%& IJ?"R( 进行诱变$F+-*+,

等*';+向 /,2.基因中加入抗卡那霉素基因"获得

=Im" 菌种"它可以适应大规模生产冠菌素的温度

%'8Y&要求"并且菌种没有致病性$吴晓玉等*!(+分

别以菌株对萘代谢的温度敏感性及对红霉素抗性为

筛选标志"依次采用亚硝基胍)#>溴尿嘧啶)紫外

线)吖啶橙与紫外线混合等诱变方式"经系列推理选

育"获得产冠菌素能力为 "((

)

@[0a的突变菌株"

比野生菌株产量提高了 OS! 倍# 以上方法在传统诱

变的基础之上建立了新的育种思路"获得了许多产

冠菌素能力更加具备工业潜力的菌株#

'S'S'<新型菌株的发现

除传统的产冠菌素菌株的诱变选育以外"李昌

灵等*!"+ 发现了产冠菌素新菌株洋葱假单胞菌

I6+5*)0)-%62+G%21%d#O"在最优培养条件下"产量

可达 "'R 0@[a$吴晓玉等*!'+报道了一种伯克霍尔

德菌能够发酵生产冠菌素$笔者所在实验室从桑疫

病植株中分离获得一株具有产冠菌素活性的桑丁香

假单胞菌"新型菌株的发现为突破温度限制与工业

化限制提供了希望#

经过了.We发酵研究的新阶段之后"通过对菌

种的诱变与筛选"使得 .We产量大幅提升"但是低

温限制依然存在"大规模的发酵生产无法实现"而且

如此低的含量使得 .We的后期分离纯化成本也将

成为限制其工业化生产的重要因素# 综上所述"仍

然需要寻找更加适宜工业化生产的耐高温菌种"并

且建立新型快速的分离纯化手段#

;?<:冠菌素发酵条件的优化

冠菌素是细菌%如丁香假单胞菌等&的次级代

谢产物"是与菌体生长直接相关的"传统菌株产冠菌

素活性一直存在低温限制"因此"产冠菌素的发酵条

件需要在菌体生长与冠菌素积累两方面平衡"温度

作为菌体生长与产冠菌素活性的双重影响因子起着

至关重要的作用#

'S!S"<碳源的选择

碳源是影响菌体生长的关键因素"其浓度会影

响菌种液中冠菌素的积累# I%30+,等*'?+ 在对

I6+5*)0)-%66&,1-@%+GES@3&21-+%IJ?"R( 的液体培

养条件的影响因素研究中认为"最优组分中葡萄糖

质量浓度应该为 "( @[a$张国栋*"R+进行的冠菌素发

酵研究中"最优葡萄糖质量浓度为 "# @[a$焦睿*'R+

和李昌灵等*!"+则都提出最优葡萄糖质量浓度 '( @[a

的结论#

从现有报道可知"冠菌素发酵碳源的选择集中

在葡萄糖上%个别使用萘碳源进行菌种筛选&"仅仅

是因为菌种和其他因素的差异"导致最优浓度的不

同"说明了现阶段的冠菌素发酵研究还处于实验室

研究阶段"而且由于冠菌素的巨大的商业回报"研究

者忽略了多样性碳源的选择# 笔者所在实验室在前

期研究的基础上"正在尝试其他碳源%如农作物的

秸秆处理物&以降低生产成本"在大规模发酵生产

时应当极有意义#

'S!S'<氮源的选择

冠菌素发酵过程中氮源的选择不仅影响菌体生

长"而且直接影响菌液 G\的变化"因此对于冠菌素

的积累极其重要# 目前报道的常见氮源有氯化

铵*"R"'?"'R"!""!!+

) 蛋 白 胨*!"+

) 黄 豆 饼 粉*!'+

) 牛 肉

膏*!("!'+

)玉米浆*!'+等# 其中氯化铵的质量浓度均

为 " @[a"其他有机氮源的使用并没有显示出一定的

规律性"可见人们对于无机氮源的认识是一致的"并

且均满足各自菌种的产冠菌素需要及保证最大的积

累量# 无机氮源在发酵的早期无疑是更易于同化利

用的"然而在菌体的代谢酶系形成后"过于单一简单

的无机氮源并不利于菌体的生长"另外无机氮源会

引起发酵液 G\的变化"影响冠菌素的积累"因此笔

者所在实验室在优化发酵条件的基础之上"继续优

化了无机氮源和有机氮源的比例"希望能进一步提

高发酵液中冠菌素的含量#

'S!S!<温度的影响

产冠菌素活性受到温度的调控与限制"IJ?"R(

的最适产冠菌素温度为 "RY"于 'RY下活性基本消

失*!?+

# 李召虎等*'8+在 "RY条件下发酵产量达到

R?SO U""' 0@[a# 并且在最近的报道中"于 '8Y

*"R+

和 'RY下"发酵获得冠菌素的产量得到了一定的提

高# 焦睿*'R+筛选获得的IJ?"R( 突变株$iF"?" 在

'RY下产量达到 !OSO 0@[a#

,O',
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一方面"温度是制约冠菌素大规模发酵的关键

因素"总体显现出中温高活性%"RY&)高温失活性

% s'RY&的特征"另一方面"冠菌素产生是生长相

关型的"而菌体本身的生长温度则需要较之冠菌素

积累更高的温度"于是在发酵生产中"为了获得最合

适的发酵温度"需要综合考虑菌体生长与产冠菌素

活性两方面# 于是李昌灵等*!"+提出了变温培养发

酵产生冠菌素的方法"首先 !'Y下培养 " *"降温至

"RY发酵 ' *"冠菌素的产量提高了 !(V左右# 这

种方法兼顾了菌体生长和冠菌素积累"但是在实际

生产中"变温控制的实现较为困难"而且 !'Y与

"RY跨度较大"仍然需要很长时间 "RY培养"因此

需要进一步明晰温度对冠菌素产生的影响"因为冠

菌素发酵温度不断地提高"似乎暗示了温度限制不

是不可逾越的# 笔者所在课题组通过从桑疫病株上

筛选获得的新型产冠菌素菌株"于 !'Y发酵条件

下"\Ia.检测到产冠菌素活性"显现出了突破性进

步"不过产量不高"仍需进一步选育与研究#

'S!S?<其他因素的影响

发酵液 G\是发酵产冠菌素时要考虑到的"发

酵液初始 G\为 8S# UOSR

*'?+

"最常见的优化 G\为

8SR

*'R+

# 冠菌素作为细菌分泌于胞外的次生代谢产

物"在不同 G\下显示不同的溶解性"在酸性条件下

不溶于水"而易溶于甲醇)乙醇)丙酮)乙酸乙酯中"

碱性条件下形成钠盐和钾盐易溶于水# 因此发酵液

的 G\极大地影响冠菌素的积累"并且对菌体的生

长也作用明显#

在摇瓶发酵培养中"摇瓶装量和转速对冠菌素

积累的影响是明显的"较少的装量以及较高的转速

能明显提高发酵液的冠菌素浓度# I%30+,等*'?+优

化选择 'R( ,[01-发酵生产# 产冠菌素的同时也正

处于菌体生长的旺季"对于溶氧的较高需求也暗示

了产冠菌素过程的较高耗能"提供大量的氧气给菌

体成为实施工业化生产冠菌素的又一个难题"很多

较高产量的优化发酵条件在大规模扩大实施时无法

达到原有产量#

目前的发酵条件优化依然存在以下问题!

!

碳

氮源选择较为单一$

"

低温发酵限制的约束$

#

工业

化高通量溶氧无法实现#

;?@:冠菌素的分离纯化技术

发酵生产得到的菌液中"冠菌素含量很低"需要

便捷高效快速的分离纯化工艺"以降低工业化生产

成本# 大孔吸附树脂是最常见的天然产物分离提取

手段"而且易于工业化放大"成为实验室分离提取冠

菌素研究的热点#

.We作为小分子弱极性物质"吴晓玉等*!#+选

择孔径较小的弱极性与非极性 ! 种类型树脂 "?(()

\_R?" 和 \_R(! 进行实验"选择 "?(( 树脂进行初

步的分离纯化# 周静等*!8+筛选出 \_>R"R 树脂"并

对发酵液中冠菌素进行静态)动态吸附性实验"实现

最佳吸附率为 ;!S"?V"回收率可达 R8S8'V#

.We的分离纯化研究是冠菌素生产研究的下

游技术"是建立在传统菌种筛选的基础之上的"并且

结合了现代的工业微生物产物分离技术"尤其是大

孔吸附树脂的应用#

<:今后的研究方向

由于冠菌素的功能与生理研究的需要"以及冠

菌素越来越广阔的工业与农业应用前景"冠菌素的

生产研究也因此显得更为重要# 通过对冠菌素生物

合成通路的阐明"首先建立了化学合成冠菌素的工

艺"实现了冠菌素生产研究的第一次重大突破"但由

于不能满足大规模生产与应用的需要"人们开始进

行培养条件的摸索和优化"并在一定程度上提高了

冠菌素的发酵产量$在此基础上"从自然界重新筛选

优势菌种"应用一般的诱变手段获得了部分耐高温

的产冠菌素菌种"实现了冠菌素生产研究的第二次

重大突破$在结合了相关分子生物学对于调节产冠

菌素的基因研究之后"定点插入一定基因后的新型

诱变"使新菌种的获得更加具有方向性"实现了冠菌

素生产研究的第三次重大突破#

如果能够将菌种改造的手段明确地建立在分子

层面上"使得产冠菌素活性能够在高温下适应广泛

的营养条件"就可以进行大规模发酵生产"结合现代

化的发酵液纯化处理技术"可以说就可以实现冠菌

素生产研究的真正突破"将分子生物学)微生物代谢

工程学和生物化工综合利用"兼顾菌株发酵一体化"

变温积累的阶段性"发酵与分离的整体性"整个冠菌

素产业的前路艰辛#

冠菌素的工业化应用可以为建立绿色农业)生

态农业提供新一代农药"可以提高如紫杉醇等高附

加值产物的产量"实现.We作为植物调节剂产品的

大规模开发利用#
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