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摘  要 : 吡咯喹啉醌 (Pyrroloquinoline quinone，PQQ) 作为一种新型的氧化还原酶辅酶，在医药和食品等领

域有广阔的应用前景。为改善扭脱甲基杆菌 Methylobacterium extorquens AM1 PQQ 生产性能，采用常压室温

等离子体 (Atmospheric and room temperature plasma, ARTP) 进行诱变，结合高通量快速筛选方法，得到以 PQQ
产量为指标的正向突变株。ARTP 诱变的菌株正突变率为 31.6%，筛选得到的较优正突变株 M. extorquens AM1 
(E-F3)，PQQ 产量达到 54.0 mg/L，是出发菌株的近 3 倍。系统的高通量方法筛选 ARTP 诱变菌为后续进一步

提高 M. extorquens AM1 菌株 PQQ 的产量奠定了基础，亦为改善菌株生产性能提供了新思路。 
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Abstract:  As a novel cofactor of oxidoreductase, pyrroloquinoline quinone (PQQ) has a great potential of application in 
medicine, food industries. In order to improve the efficiency of the PQQ production by Methylobacterium extorquens AM1, 
the strain was treated by atmospheric and room temperature plasma (ARTP). Positive mutants with changes in PQQ yield 
were obtained based on a high-throughput screening approach. After ARTP treatment, analysis data show that the positive 
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mutation rate was 31.6%. Furthermore, we obtained an excellent positive mutant M. extorquens AM1 (E-F3) with the yield 
of 54.0 mg/L PQQ, which was approximately 3 times as much compared with that of the wild-type strain. The robust 
high-throughput screening method for mutagenesis by ARTP improves PQQ production. In addition, this method also 
provides a new strategy for further strain improvement. 

Keywords:  atmospheric and room temperature plasma, pyrroloquinoline quinone, high-throughput screening, positive 
mutation 

 

吡咯喹啉醌 (Pyrroloquinoline quinone，PQQ)

是继烟酰胺核苷酸和黄素核苷酸之后发现的第 3

类氧化还原酶的辅酶[1-2]，能通过参与蛋白转运来

调节酶的活性[3]。PQQ是高水溶性、热稳定性分子，

具有强大的抗氧化活性[4]，是当今科学界的研究 

热点。 

诱变育种是菌种改良的重要手段[5]，针对传统

诱变方法的低突变率和操作安全性不足等问题[6]，

研究人员发展了新型常压室温等离子体 
(Atmospheric and room temperature plasma, ARTP)
诱变技术[7]。目前 ARTP诱变技术已成功应用于 40

多种微生物，包括细菌、真菌及微藻等[8-9]。 

扭脱甲基杆菌M. extorquens AM1的 PQQ合成

能力强[10]，且具备已知的全基因组序列信息，对于

菌株 PQQ 合成的代谢工程研究具有重要意义。目

前生物发酵法是 PQQ 合成的主要研究方向[11]，因

此筛选 PQQ高产菌株是实现 PQQ工业化发酵生产

的前提。本研究以 M. extorquens AM1为研究对象，

结合高通量筛选手段，建立快速筛选 PQQ 高产诱

变株的方法，为今后逐步实现发酵法工业化生产

PQQ奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

扭脱甲基杆菌 M. extorquens AM1为本研究的

出发菌株；M. extorquens AM1 (E-F3) 为本研究获

得的诱变株。 

1.1.2  培养基 

Mex 培养基： KH2PO4 1.0 g/L，K2HPO4     

2.12 g/L，Methylamine·HCl 6.75 g/L，MgSO4·7H2O 

0.1 g/L，CaCl2·2H2O 10 mg/L，FeSO4·7H2O 10 mg/L，

MnSO4·7H2O 0.5 mg/L，Na2MoO4·2H2O 0.5 mg/L。 

改良 LB培养基：在 LB培养基中按照Mex培

养基添加相同浓度 MgSO4·7H2O、CaCl2·2H2O、

FeSO4·7H2O、MnSO4·7H2O、Na2MoO4·2H2O。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

Methylamine·HCl购自 Sigma Aldrich公司；其

他化学试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 

本研究所用仪器主要有：ARTP 诱变育种仪 

(无锡源清天木生物科技有限公司)；QPix 420微生
物筛选系统  (Molecular Devices 公司 )；BioTek 

Cytation 3酶标仪 (美国 BioTek公司)。 

1.2  培养方法 
种子培养条件：M. extorquens AM1进行菌种

活化后挑取单菌落接种于Mex培养基中，30 ℃、

220 r/min培养 72 h。 

摇瓶发酵条件：取种子培养物接种于 Mex 培

养基中，接种量为 10% (V/V)，30 ℃、220 r/min

发酵培养 6−7 d。 

发酵罐发酵条件：3 L发酵罐装液量 1.5 L，接

种量 10% (V/V)，搅拌转速 600 r/min，通气比 1 vvm，

30 ℃发酵 7−8 d。 

1.3  ARTP 诱变方法 
诱变菌液制备和预处理方法见参考文献[5]。 

1.4  高通量筛选 
将诱变单菌落转移到 96孔深孔板中的Mex培

养基中，900 r/min、30 ℃培养 72 h；再以 10%接
种量转接到 48孔深孔板中，900 r/min、30 ℃发酵
培养 4−5 d。 

1.5  分析方法 
1.5.1  菌体生长情况测定 

取 1 mL发酵液，测定吸光值 OD600。 

1.5.2  胞外 PQQ测定 
检测方法见参考文献[12]。 

1.5.3  诱变致死率和突变率计算 

致死率及突变率计算方法见参考文献[5]和[8]。 

1.5.4  遗传稳定性分析 

为分析正向突变株的遗传稳定性，分别进行 4
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代和 6代传代培养，并分析正突变株的菌体生长情

况和 PQQ产量变化。 

2  结果与分析 
2.1  ARTP 诱变致死率曲线测定 
如图 1所示，ARTP处理 85 s后致死率趋于稳

定达到 100%，但处理 65 s出现致死率下降的折点。

故本研究在避开折点的前提下选择致死率在 95%

以上的处理时间，即 80−95 s处理菌株，以方便后

续的高通量筛选。 

2.2  高通量快速初筛突变株 
初筛结果如图 2所示，其中较优正突变株初筛

结果见表 1。以 PQQ 产量为指标，对近 500 株诱

变菌的初筛结果进行统计，得到菌株突变率为 

 
 

图 1  扭脱甲基杆菌的致死率曲线 
Fig. 1  The lethal rate curve of the M. extorquens AM1. 

 

 

图 2  基于 48 孔板的高通量筛选结果 (*A1 为野生菌，图中字母 A-I 分别编码 48 孔深孔板初筛结果的热图，每个小图中

字母 A-H 为孔板竖排编号，数字 1-6 为孔板横排编号) 
Fig. 2  Results of high-throughput preliminary screening. 
 
表 1  较优正突变株初筛结果 
Table 1  Preliminary screening results of excellent positive mutant strains 

Object B-C2 C-E6 E-E2 E-F3 F-G4 G-F1 H-G6 

Concentration of PQQ (mg/L)   5.4±0.13   5.3±0.07   5.4±0.10   6.0±0.12   5.3±0.08   5.2±0.05   5.5±0.11

The degree of improvement (%) 122.3±3.1 120.8±1.6 131.2±2.4 158.1±3.2 125.6±1.9 123.1±1.2 134.2±2.5 
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49.8%，其中正突变率为 31.6%。可见 ARTP诱变方
法得到的菌株正突变率较高。由表 1 可知，对      

M. extorquens AM1首次尝试 ARTP诱变初筛效果良
好，较优菌株 PQQ 产量提高在 120%以上。根据图
2选择 PQQ产量提高较明显的 7株突变株进行后续
复筛实验验证。 

2.3  较优正突变株摇瓶复筛 
诱变菌株的摇瓶复筛结果如图 3 所示。由图可

知，正突变株 PQQ产量均比出发菌株高，其中 E-F3

的 PQQ 产量提高最明显，PQQ 摇瓶产量达到     

6.3 mg/L，比出发菌株提高 142.3%。 

2.4  遗传稳定性分析 
为分析正突变株的遗传稳定性，选择上述得到的

较优正突变株 E-E2和 E-F3进行传代发酵 (表 2)。从
表 2可知，从菌体生长情况看，上述两株诱变菌进入
生长对数中期的时间较野生菌长，可能是 ARTP诱变
的不定向性，引起的负面影响。以 PQQ 产量为评价
指标，经诱变得到的M. extorquens AM1突变株 PQQ

产量波动幅度较小，能保持良好的遗传稳定性。 

2.5  正突变株 E-F3 分批发酵 
M. extorquens AM1野生菌和正突变株 E-F3发

酵结果分别如图 4A和图 4B所示。 

比较图 4A 和图 4B，发现 M. extorquens AM1

出发菌株在发酵 156 h，发酵液中 PQQ积累量达到
最大值，约为 18.0 mg/L；E-F3发酵 168 h达到最大
值，约为 54.0 mg/L，是出发菌株的 3倍。可见，经
ARTP诱变后，PQQ产量有明显提高。 
 

 
 

图 3  较优正突变株复筛结果 (*虚线代表野生菌产量值) 

Fig. 3  PQQ yield of excellent positive mutant strains. 
 

表 2  突变菌的遗传稳定性 
Table 2  Genetic stability of mutant strains 

Strains 
The 4th subculture The 6th subculture 

Time to OD600=3.5 (h) Concentration of PQQ (mg/L) Time to OD600=3.5 (h) Concentration of PQQ (mg/L)

Wild 103±0.9 2.6±0.05 100±0.9 2.6±0.07 
E-E2 96±0.6 6.0±0.11 98±0.6 6.1±0.12 
E-F3 108±0.8 6.3±0.09 106±0.7 6.2±0.10 

 

 

 
图 4  M. extorquens AM1 野生菌 (A) 和正突变株 E-F3 (B) 的分批发酵结果 
Fig. 4  Batch fermentation of M. extorquens AM1 (A) and E-F3 (B). 
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3  讨论 
据 报 道 食 甲 基 营 养 菌 Methylovorus sp. 

MP688[11]、生丝微菌 TH205[13]和假单胞杆菌

Pseudomonas sp. 0813[14]产 PQQ 最高水平分别可

达到 15 mg/L、26.6 mg/L 和 448 mg/L。可见，     

M. extorquens AM1 菌株在 PQQ 产量提升方面还

有很大进步空间。首先，可以尝试从多次累积诱

变或者发酵工艺优化方面来进一步提高 PQQ 产

量。其次，研究表明，在氧化葡萄糖酸杆菌

Gluconobacter oxydans 621H 中 过 量 表 达

pqqABCDE基因簇，PQQ产量提高了近 30倍[15]。

由此启发我们，可以尝试调节 PQQ基因簇中某个

基因的比例或过量表达 PQQ合成基因簇来进一步

提高 PQQ产量。最后，结合基因组学和蛋白质组

学技术，可以尝试将 PQQ高产诱变菌中基因的改

变，与 PQQ生物合成途径相关联，以进一步促进

PQQ的合成。 
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