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工业生物技术                                                               

牛瘤胃分离菌株静息细胞培养体系生物转化黄豆苷原 

张琪，王秀伶，王世英，郝庆红，郭云霞，王树香 
河北农业大学生命科学学院，保定 071001 

摘  要: 从牛瘤胃胃液中分离了一株在厌氧条件下能利用其生长细胞将大豆异黄酮黄豆苷原高效还原为二氢黄豆苷原

的革兰氏阳性细菌菌株 Niu-O16。研究了菌株 Niu-O16 静息细胞体系转化黄豆苷原的最佳转化条件，通过单因素试验

确定菌株 Niu-O16 静息细胞转化黄豆苷原的最佳条件是：初始 pH 6.0∼8.0，静息细胞浓度 32∼64 mg/mL (湿重)，加入底

物浓度 0.8∼1.2 mmol/L。通过正交试验确定了静息细胞浓度、加入底物浓度及转化时间的最佳组合为：静息细胞浓度

32 mg/mL、加入底物浓度 0.8 mmol/L、转化时间 24 h；最佳转化条件下底物转化率最高为 63.9％。该结果为厌氧菌的

静息细胞转化及工业应用提供了参考。 

关键词 : 牛瘤胃细菌，静息细胞体系，黄豆苷原，二氢黄豆苷原，生物转化  

Biotransformation of daidzein by resting cell system of  
bacterial strain isolated from bovine rumen gastric juice 

Qi Zhang, Xiuling Wang , Shiying Wang, Qinghong Hao, Yunxia Guo, and Shuxiang Wang 

College of Life Sciences, Agricultural University of Hebei, Baoding 071001, China 

Abstract:  In previous study we isolated a gram-positive bacterial strain, designated Niu-O16, from bovine rumen gastric juice. 
The growing cells of bacterial strain Niu-O16 is capable of biotransforming isoflavone daidzein into dihydrodaidzein efficiently 
under anaerobic conditions. In this study we investigated the optimal bioconversion conditions for the resting cells of bacterial strain 
Niu-O16 to convert daidzein into dihydrodaidzein. Single factor test showed that the optimal conditions for the initial pH of 
phosphate buffer, the concentration of the resting cell and the concentration of the substrate daidzein were 6.0–8.0, 32–64 mg/mL 
(wet weight) and 0.8–1.2 mmol/L, respectively. Orthogonal experiments were used to determine the optimal combination of the 
resting cell concentration, substrate concentration and biotransformation time. The results showed that the optimal combination 
included resting cell concentration 32 mg/mL, substrate concentration 0.8 mmol/L and the biotransformation time 24 h. Furthermore, 
the biotransformation kinetics under optimal conditions were studied, under which conditions the highest bioconversion rate was 
63.9% in the resting cell system. The results might provide information for resting cell biotransforming of anaerobes as well as its 
industrial application. 

Keywords:  bovine rumen bacteria, resting cell system, daidzein, dihydrodaidzein, biotransformation 

大豆异黄酮 (Soy isoflavones) 是大豆在其生长 过程中形成的一类次级代谢产物，主要分布于大豆种
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子的子叶和胚轴中，其中含量最高的是黄豆苷 

(Daidzin) 和染料木苷 (Genistin)。体内及体外试验均

表明，摄入动物体内的大豆异黄酮糖苷，在肠道和肝

组织中的β-葡萄糖苷酶作用下首先脱去糖苷，被水解

为黄豆苷原 (Daidzein) 和染料木黄酮 (Genistein)。

其后，在胃肠道微生物菌群作用下又进一步被降解为

各种不同的大豆异黄酮代谢产物。其中黄豆苷原可被

降解为二氢黄豆苷原 (Dihydrodaidzein，简称 DHD)、

四氢黄豆苷原 (Tetrahydrodaidzein，简称 THD)、去

氧甲基安哥拉紫檀素 (O-Desmethylangolensin，简称

O-Dma) 和雌马酚 (Equol) [1-4] 等不同代谢产物。 

大量流行病学研究证实，大豆异黄酮能明显降

低与性激素相关疾病如乳腺癌、前列腺癌、子宫内

膜癌等的发病率，预防骨质疏松，有效缓解妇女更

年期综合症；此外，大豆异黄酮还能降低心脑血管

发病率及抗氧化、抗溶血、抗真菌等生物学功能[5-8]。

最新研究表明大豆异黄酮代谢产物具有比大豆异黄

酮更高更广的生物学活性。近年来有关大豆异黄酮

黄豆苷原代谢产物 DHD 生物学功能方面也屡见报

道。DHD 是保持血管活性的成分之一，由于它与 17β-

雌二醇的结构相似，从而能有效地抑制血管收缩，防

止内皮组织受伤害。Chin-Dusting 等[9]、Jiang 等[10]

分别分析比较了黄豆苷原及化学合成的黄豆苷原不

同代谢产物对心脑血管的保护作用，研究结果均表

明 DHD 对心脑血管的保护作用远高于其亲本化合

物黄豆苷原。此外，DHD 是合成高活性植物雌激素

雌马酚的第一个重要中间产物，目前能将 DHD 特定

转 化 为 雌 马 酚 的 稀 有 微 生 物 菌 株 Eggerthella 

Julong732 (AY310748) 已经从人体肠道微生物菌群

中分离出来[11]，因此，DHD 可作为雌马酚微生物生

物合成的直接原料。 

尽管目前 DHD 可利用化学氢转移法进行人工

合成，但生成的大量副产物给分离纯化造成困难，

加之所用化学催化剂昂贵，目前化学合成的 DHD 国

际市场售价较高 (美国 Lclabs)。微生物生物转化是

利用微生物产生的酶作用于化合物的特定部位，使

它转化为结构相似但具有更大经济价值的新化合物

的过程。微生物转化既可用生长细胞完成又可用静

息细胞来完成。静息细胞是有生命、很少或不分裂、

保持许多酶活性的细胞。静息细胞转化法是在菌体

培养到一定时间，用过滤或离心方法进行分离，收

集菌体，将其悬浮于缓冲液或不完全培养基中，加

入底物，在一定温度、pH 和振荡条件下进行的转化

方法[12-14]。与生长细胞相比，静息细胞转化法可自

由改变转化体系中底物和菌体比例，提高转化效率。

另外，静息细胞转化中产物的杂质较少。本实验室

曾报道过一株筛自牛瘤胃胃液的能将黄豆苷原还原

为 DHD 的 革 兰 氏 阳 性 细 菌 菌 株 Niu-O16 

(AY263505)，并对其生长细胞转化条件进行了优化

研究[15]。 

本研究首次尝试利用牛瘤胃分离菌株 Niu-O16

静息细胞体系生物转化黄豆苷原，对静息细胞转化

条件进行了优化，建立了适于牛瘤胃分离菌株

Niu-O16 转化的最佳静息细胞转化体系。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与设备 
菌种：Niu-O16 (本实验室保藏)。培养基：种子

培养基和发酵培养基均为脑心浸液  (Brain heart 

infusion，简称 BHI)，购自美国 Bacto 公司。底物：

黄豆苷原 (Daidzein)，购自美国 Indofine 公司。菌株

培养装置：Concept 400 厌氧工作站 (英国 Ruskinn)，

工作站内气体种类及配比为 5％ CO2、10％ H2 和

85％ N2。检测装置：HPLC 系统 (美国 Waters)，1525

型双泵，2487UV 检测器，Kromasil C18 分析色谱柱 

(5 μm，250 mm × 4.6 mm)。离心装置：Eppendorf 

5417R 低温高速离心机  ( 德国 ) 。蒸干装置：

DK-VC010-IR 真空离心浓缩仪 (韩国 DAIKI)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  种子培养 

从−80℃冰箱中取出菌株冻存液，接种于 1 mL

的种子培养基中，接种量为 10％；37℃恒温培养箱

培养 24 h 后再次转接于 1 mL 种子培养基中，接种

量为 5％，37℃恒温培养 18~20 h，此时得到的菌悬

液可作为种子。 

1.2.2  菌体制备、收集及培养 

参考 Masata M 等 [16]的方法加以改良。将种

子以 5％的接种量接种于盛有 1 mL BHI 的发酵培
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养基中，37℃下厌氧培养 18~20 h；在厌氧工作站

内将培养液转入已灭菌的 1.5 mL 离心管中，将离心

管取出厌氧工作站，4℃、12 000 r/min 离心 5 min，

放回厌氧工作站后弃上清，收集菌体；加入 0.05 moL/L 

pH 6.0 的磷酸缓冲液，定容至 1 mL，制成不同

浓度的静息细胞转化体系，在厌氧工作站内静置

培养。  

1.2.3  静息细胞培养基成分的筛选 

向静息细胞转化体系中添加适量的糖、氮源、

氨基酸、尿素及金属离子等成分可控制菌体维持最

低限度生命活动及合成某一特定代谢产物[17-19]。日

本学者 Nagasawa 等发现在荧光假单胞菌静息细胞

培养过程中加入烟酸可诱导羟基化酶的形成[20]。因

此参考相关信息，向静息细胞培养体系中添加葡萄

糖、L-半胱氨酸、尿素和硫酸铵等成分，研究其对

牛瘤胃菌株 Niu-O16 转化的影响。 

1.2.4  不同静息细胞浓度转化体系的建立 

将牛瘤胃分离菌株按 5％接种量接种于 1 mL 

BHI 培养基中，在厌氧工作站内培养 18~20 h 后离

心收集菌体于 1.5 mL 离心管中，管内菌体平均湿重

为 8 mg，向该离心管内加入 1 mL pH 6.0 的磷酸缓

冲液定为 1 倍 (1×) 静息细胞浓度转化体系；将两

个离心管内菌体合并后加入 1.0 mL pH 6.0 的磷酸缓

冲液定为 2 倍 (2×) 静息细胞浓度转化体系，依次

建立 4 倍 (4×)、6 倍 (6×) 和 8 倍 (8×) 的不同静息

细胞浓度转化体系。 

1.2.5  高效液相检测 

转化结束后，取 100 μL 静息细胞培养液置于

1.5 mL 离心管中，加入 1.0 mL 乙酸乙酯萃取 1 次，

取上清在真空离心浓缩仪中蒸干，100％甲醇溶解后

用 HPLC 检测底物黄豆苷原被转化情况。检测波长

为 270 nm，流动相为乙腈和水，具体方法见 Wang

等[15]的报道。 

2  结果与讨论 

2.1  静息细胞培养体系的建立 
菌株 Niu-O16 在 BHI 培养基中培养后离心获静

息细胞，按 8 mg/mL 的比例悬浮于灭菌试管中，悬

浮液为 0.05 mol/L、pH 7.0 的磷酸缓冲液，加入底物

黄豆苷原 0.1 mmol/L，在厌氧工作站内 37℃反应

48 h 后萃取，并用 HPLC 检测底物被转化情况。向

磷酸缓冲液 (8#) 中添加了一定浓度的葡萄糖、L-

半胱氨酸、尿素和硫酸铵，组成不同静息细胞培养

体系，其转化效率见表 1。 
 

表 1  静息细胞培养基组分及相关转化结果 
Table 1  Nutrient components of resting cell system and the 
correlated biotransformation 

Components 1# 2# 3# 4# 5# 6# 7# 8#

Glucose (g/L) 1 0 0 0 1 1 1 0

L-Cysteine (g/L) 0 1 0 0 0 1 0 0

Carbamide (g/L) 0 0 1 0 1 0 0 0

Ammonium  
sulfate (g/L) 0 0 0 1 0 0 1 0

Daidzein (mmol/L) 0.03 0.02 0.02 0.01 0.02 0.03 0.02 0.02

Dihydro-daidzein 
(mmol/L) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.05 0.06

ΔWCW (mg/mL) 0.01 -0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01 -0.01

 
从表 1 可以看出，向磷酸缓冲液静息细胞培养

体系中添加不同营养成分对菌体的生长和转化均无

明显影响，因此本研究直接选用磷酸缓冲液作为菌

株 Niu-O16 的静息细胞培养体系，并在此基础上对

其他转化条件进行优化研究。 

2.2  静息细胞转化条件的优化 
2.2.1  不同初始 pH 值对静息细胞转化的影响 

不同 pH 值会改变酶活性及与之相关基团的解

离状态[21]。处于培养基中的生长细胞在一定范围内

可通过其生长过程中的代谢物改变培养基初始 pH；

静息细胞则不同，在静息细胞培养体系中，菌体本

身不能进行正常的生长繁殖，只能被动处于初始培

养体系的 pH 下，如果初始 pH 对转化酶系活性影响

较大，则该初始 pH 将直接影响静息细胞对底物的转

化效率。本研究表明，静息细胞培养体系的初始 pH

过高或过低均不利于 Niu-O16 菌体对底物黄豆苷原

的转化。初始 pH 为 4.5 时，转化体系中只生成极少

量 DHD；当初始 pH 接近中性，即初始 pH 在 6.0~8.0

之间时底物转化率最高 (图 1)，这与菌体 Niu-O16

生长细胞在不同初始 pH 下的 BHI 培养基中转化结

果基本一致[15]。 
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图 1  不同静息细胞转化体系初始 pH 对牛瘤胃菌株

Niu-O16 转化黄豆苷原的影响 
Fig. 1  Effect of initial pH conditions on the biotransformation 
of daidzein in bovine rumen bacterial strain Niu-O16. Resting 
cell concentration: 1×, substrate concentration: 0.1 mmol/L. 
 

2.2.2  静息细胞浓度对转化的影响 

菌体对底物的转化率不仅与单个菌体细胞产生

的转化酶活力大小有关，而且与单位体积内的菌体

数量即菌体浓度有关。与生长细胞相比，静息细胞

转化法可通过提高转化体系内的细胞浓度来提高底

物转化率。参考菌株 Niu-O16 生长细胞能转化黄豆

苷原的最大底物浓度[15]，向不同浓度静息细胞培养

体系中分别加入 1.2 mmol/L 的底物黄豆苷原，在

37℃厌氧工作站内培养 48 h，乙酸乙酯萃取后加

入 100％甲醇进行 HPLC 检测。 

研究结果表明，转化体系中的不同静息细胞浓

度对底物转化有明显影响。当细胞浓度为 1×∼4×时，

生成的 DHD 的量随细胞浓度增加而增加。然而，当

静息细胞浓度超过 4×时，静息细胞转化体系中底物

黄豆苷原的剩余量及产物 DHD 的生成量均有所降

低，尤其当静息细胞浓度增大到 8×时，这种剩余底

物量及生成的 DHD 的量其下降趋势变得更为明显 

(图 2)。造成这一现象的原因可能是：牛瘤胃分离菌

株产生的能将黄豆苷原还原为 DHD 的还原酶是胞

内酶，加入到转化体系中的底物首先要进入到细菌

静息细胞体内，在菌体内被转化为 DHD 后再被排出

到静息细胞培养液中，转化反应处于一种动态平衡

中。当转化体系中的静息细胞浓度过高时，残存在

静息细胞中的底物及产物不能被乙酸乙酯有效萃取

出来，致使未被转化的底物黄豆苷原浓度与生成的

产物 DHD 之和明显小于反应前加入的底物黄豆苷

原总量。 

2.2.3  不同底物浓度对转化的影响 

分别向 4×静息细胞浓度的转化体系中加入 0.4、

0.8、1.2、1.6 mmol/L 的底物黄豆苷原，在厌氧工作

站内 37℃反应 48 h，乙酸乙酯萃取后用 HPLC 检测。

研究结果表明，当底物浓度为 0.4~0.8 mmol/L 时，

生成的产物 DHD 随加入底物黄豆苷原的增加而增

加，底物浓度为 0.8 mmol/L 时，菌体对底物的转化

率达到最高 (57.9％)；当底物浓度增至 1.2 mmol/L

时，生成的 DHD 量与加入 0.8 mmol/L 底物时相比并

无明显增加；当加入的底物浓度增大到 1.6 mmol/L

时，大部分底物不能被转化 (图 3)。 

 

图 2  不同静息细胞浓度对牛瘤胃菌株 Niu-O16转化黄豆

苷原的影响 
Fig. 2  Effect of different resting cell concentrations on the 
biotransformation of daidzein in bovine rumen bacterial strain 
Niu-O16. 

 

图 3  不同底物浓度对牛瘤胃菌株Niu-O16静息细胞转化

黄豆苷原的影响 
Fig. 3  Effect of different substrate concentrations on the 
biotransformation of daidzein in bovine rumen bacterial strain 
Niu-O16. 
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由于静息细胞转化法可自由改变体系中底物和

菌体的浓度，其转化效率理论上会明显高于生长细

胞转化法。Yi 等[22]利用新月弯孢霉研究甾体转化时

也发现，静息细胞转化法显著高于发酵液中生长细

胞转化法。然而，本研究中 4 倍细胞浓度的静息细

胞转化能力却与 1 倍生长细胞相近。以往利用菌株

Niu-O16 的生长细胞进行转化时，加入到 BHI 培养

基中的底物黄豆苷原浓度在 0.4~0.8 mmol/L 时，菌

株 Niu-O16 的生长细胞几乎能全部将其转化为

DHD；当底物浓度在 1.0~1.2 mmol/L 时，Niu-O16

生长细胞亦能将加入的大部分底物黄豆苷原转化为

DHD[15]。本研究中，当加入到 Niu-O16 静息细胞转

化体系中的底物浓度超过 0.8 mmol/L 时，底物的转

化率呈明显下降趋势，这可能是由于底物黄豆苷原

对菌体具有毒性。以往测定菌株 Niu-O16 生长曲线

时曾发现，接菌后同时加入 0.1 mmol/L 的底物黄豆

苷原导致延滞期延长 6 h[15]。本研究中，0.8 mmol/L

的底物黄豆苷原对 Niu-O16 静息细胞造成的毒性可

能远高其生长细胞，进而影响 Niu-O16 静息细胞大

量分泌能将底物黄豆苷原转化为二氢黄豆苷原的还

原酶及辅酶，最终导致静息细胞还原能力的下降。

此外，牛瘤胃分离菌株 Niu-O16 为严格厌氧菌株，

无论静息细胞还是生长细胞都必须在厌氧条件下才

能有效完成转化过程。然而，静息细胞离心过程需

在厌氧工作站外完成。尽管离心时间仅有 5 min，但

这很可能足以使大部分 Niu-O16菌株发生“氧中毒”，

当离心完成放回厌氧工作站后，仍不能正常发挥其

转化能力，最终导致 4 倍用量细胞的实际转化能力

反而不如 1 倍的生长体系的细胞，这很可能是导致

转化效率下降的主要原因。 

2.2.4  正交试验设计 

影响转化的因素很多，其中包括静息细胞转化

体系初始 pH、静息细胞浓度、加入底物浓度以及转

化时间等。通过单因素试验已确定菌株 Niu-O16 高

效转化的最适 pH 值范围，且在此最适 pH 范围内，

静息细胞浓度及底物浓度等因素对转化的影响不受

pH 变化的干扰。因此，选定静息细胞浓度 (mg/mL)、

底物浓度 (mmol/L) 和不同转化时间 (h) 3 种因素，

采用正交表 L9 (33)[23]对这 3 个因素进行综合考察，

研究其对生物合成 DHD 的影响。正交试验设计如表

2 所示，正交试验结果见表 3。 

由表 3 可以看出，静息细胞浓度对 DHD 生物合

成影响最大，其次为转化时间和所加底物浓度，主次

因素为 RB＞RA＞RC，理论最优组合为 A2B2C2。然而，

组合 A2B2C2 并未出现在表 3 的 9 个试验组中，9 个试

验组中的最佳组合为 A2B2C3 (5#)。组合 A2B2C2 与组

合 A2B2C3 的唯一差异在于所加底物浓度的不同。在组

合 A2B2C2 中，加入底物黄豆苷原浓度为 0.8 mmol/L，

而组合 A2B2C3 中加入底物浓度为 1.2 mmol/L。根据

单因素试验结果，底物浓度为 1.2 mmol/L 时，产物 
 

表 2  正交试验因素水平表 
Table 2  Factors and levels of orthogonal experiment 

Factors 
Different 

levels Incubation 
time (h) 

Resting cell 
concentration 

(mg/mL) 

Substrate 
concentration

(mmol/L) 

1 12 16 0.4 

2 24 32 0.8 

3 48 48 1.2 

 
表 3  静息细胞初始转化条件正交试验结果 
Table 3  Results of orthogonal experiment on the resting 
cell incipient transformation condition 

Concentration of 
dihydrodaidzein (mmol/L)

No. A B C 
Repetiti

on I 
Repetiti

onⅡ Ti 

1# 1 1 1 0.0673 0.0654 0.1327

2# 1 2 2 0.1651 0.1744 0.3395

3# 1 3 3 0.1598 0.1801 0.3399

4# 2 1 2 0.1638 0.1449 0.3087

5# 2 2 3 0.3594 0.3637 0.7231

6# 2 3 1 0.2017 0.2118 0.4135

7# 3 1 3 0.1573 0.1389 0.2962

8# 3 2 1 0.1998 0.2145 0.4143

9# 3 3 2 0.3527 0.3664 0.7191

T1 0.8281 0.7376 0.9605    

T2 1.4453 1.4769 1.3673    

T3 1.4296 1.4725 1.3592    

K1 0.1380 0.1229 0.1601    

K2 0.2409 0.2462 0.2279    

K3 0.2383 0.2454 0.2265    

R 0.1029 0.1233 0.0678    
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DHD 的生成量与底物浓度为 0.8 mmol/L 时基本相

同，但从转化率上看，加入底物浓度为 0.8 mmol/L

时的转化率明显更高些。因此，通过本研究选定的最

佳组合为 A2B2C2。正交试验结果的方差分析见表 4。 

F0.05 (2，10) = 4.10，F0.01 (2，10) = 7.56，而 FA、

FB 均大于 7.56，表明 A、B 两因素对生物合成 DHD

均有显著性影响。其中静息细胞浓度对底物黄豆苷

原转化的影响最为显著，在实验过程应严格控制静

息细胞浓度。 

2.3  最佳转化条件下的转化动态 
将牛瘤胃菌株 Niu-O16 制备成静息细胞，按

32 mg/mL 悬浮于灭菌试管中，加入 0.8 mmol/L 底

物，每隔 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 和 72 h 分别取

样检测，测定底物黄豆苷原在菌株 Niu-O16 静息细

胞转化体系中的转化动态，实验结果见图 4。 

 
表 4  正交试验结果的方差分析 
Table 4  Variance analysis of orthogonal experiment 

Variance Sum of 
squares 

Degree of 
freedom

Mean 
square F value

Factor A 0.047846 2 0.023923 9.0777 ∗∗

Factor B 0.060370 2 0.030185 11.4540 ∗∗

Factor C 0.018029 2 0.009014 3.4205 

Error 1 0.025553 2   

Error 2 0.000800 8   

Combine error 0.026353 10 0.002635  

Sum mation 0.152597 16   

 

 

图 4  牛瘤胃菌Niu-O16最佳静息细胞转化体系对底物黄

豆苷原的转化动态 
Fig. 4  Biotransformation kinetics of daidzein by bovine rumen 
bacterial strain Niu-O16 under optical resting cell 
biotransformation system. 

由图 4 可以看出，将底物加入到 Niu-O16 静息

细胞转化体系后的 24 h 内，底物黄豆苷原浓度呈直

线下降，产物 DHD 呈直线上升；此后，随转化时间

延长，底物和产浓度变化不明显。通过比较牛瘤胃

菌株 Niu-O16 的生长细胞[15]和静息细胞转化动态，

发现在静息细胞转化体系中，底物黄豆苷原被转化

为 DHD 的速度有所加快。 

3  结论 

菌株 Niu-O16 (AY263505) 是从牛瘤胃胃液分

离的能将黄豆苷原高效还原为二氢黄豆苷原的严

格厌氧细菌菌株，本实验首次对菌株 Niu-O16 静息

细胞转化黄豆苷原进行了研究。结果表明，在厌氧

和适宜的 pH 条件下，细菌菌株 Niu-O16 静息细胞

能将底物黄豆苷原有效还原为二氢黄豆苷原；分别

通过单因素和正交试验研究了初始 pH 条件、静息

细胞浓度、加入底物浓度及转化时间对转化效率的

影响。正交试验结果表明，转化体系中的静息细胞

浓度和转化时间对转化效率均有显著影响，其中静

息细胞浓度对菌株 Niu-O16转化黄豆苷原的影响尤

为显著。在厌氧条件下，32 mg/mL 静息细胞浓度

制备成静息细胞转化体系，加入 0.8 mmol/L 底物黄

豆苷原，反应 24 h 时转化效率最高，摩尔转化率为

63.9％。 
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