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摘  要 : 吡咯喹啉醌 (PQQ) 是一种细菌脱氢酶的辅酶，具有促进机体生长、调节机体自由基水平等功能，应用

于食品、医药等领域。由于化学合成法成本较高，微生物发酵法生产 PQQ 受到关注。目前，发酵法生产 PQQ 产

量较低，限制了其工业应用。然而，由于对 PQQ 菌株的合成与调控机制尚缺乏深入理解，以及对野生型菌株缺

乏必要的基因工程改造手段，目前采用代谢工程强化 PQQ 合成菌株还缺乏相关基础。因此，本研究以扭脱甲基

杆菌 Methylobacterium extorquens I-F2 为研究对象，整合常压室温等离子体诱变、流式细胞术分选和高通量筛选

策略，对样品制备和流式分选过程进行优化，最终筛选出一株 PQQ 高产突变菌株 1-C6，PQQ 产量比出发菌株 I-F2

提高 98.02%。本文所述的流式细胞术结合高通量筛选方法能简单、快速地获得高产突变菌株，相比于基因工程

改造和传统筛选方法，具有提升效果明显且易于实施等优势。 

关键词 : 吡咯喹啉醌，高通量筛选，流式细胞术，常压室温等离子体诱变，碘化丙啶 
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Abstract:  Pyrroloquinoline quinone (PQQ) is a bacterial dehydrogenase coenzyme. PQQ can promote body growth and 

regulate the function of free radical level of the body. It could be applied in food, medicine and other fields. Due to the 

extremely high cost of chemical synthesis, the production of PQQ by microbial fermentation attracted more and more 

attention. At present, the production titer of PQQ by fermentation method is too low to achieve industrial application. Due to 

the lack of a thorough understanding of the PQQ biosynthesis and its regulation mechanisms, and the lack of necessary genetic 
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engineering modification methods for wild type strains, metabolic engineering of microorganisms to enhance PQQ production 

still lacks essential requirements. In this study, a PQQ-producing bacterium, Methylobacterium extorquens I-F2, was employed 

as a model strain. By integration of Atmospheric and room temperature plasma (ARTP) mutagenesis, flow cytometry sorting 

and high-throughput screening strategies, optimization of sample preparation and flow sorting process, a high-titer PQQ 

mutant strain was obtained. The titer of PQQ was increased by 98.02% compared with that of M. extorqunens I-F2. The 

process described here showed that the combination of the flow cytometry with high-throughput screening method can be used 

to obtain high-titer mutants more simply and rapidly, compared with genetic engineering and traditional screening methods. 

Keywords:  pyrroloquinoline quinone, high-throughput screening, flow cytometry, ARTP, PI 

吡咯喹啉醌 (Pyrroloquinoline quinone, PQQ) 

是许多细菌中脱氢酶 (包括甲醇脱氢酶、葡萄糖

脱氢酶和甘油脱氢酶等) 的辅酶[1-2]。研究发现能

合成 PQQ的菌株中绝大部分是革兰氏阴性菌[3]，

如肺炎克雷伯氏菌 Klebsiella pneumonie、扭脱甲

基杆菌 Methylobacterium extorquens[4]、氧化葡糖

杆菌 Gluconobacter oxydans[5]、甲基营养菌

Methylotrophic bacteria[6]等。甲醇脱氢酶中的

PQQ接受来自甲醇的自由电子转变为 PQQH2，之

后再将电子传递至细胞色素 c，此时 PQQH2又被

氧化成 PQQ[7-8]。PQQ 具有提高细菌对毒性和辐

射等极端条件耐受性[9-10]、防护肝损伤、促进机

体生长[11-14]、调节机体自由基水平[15-16]、促进神

经生长因子合成[17]等重要的生理功能。目前 PQQ

生产以化学法为主，由于化学法合成步骤复杂、

提纯步骤多，导致成本较高。发酵法由于培养基

成分简单、利于产物提取、反应温和、能降低成本

等优点，因此有很大的产业化前景。目前为止，PQQ

整个生物合成途径及其调控机制仍未完全阐明。研

究发现，在 M. extorquens AM1中 PQQ的合成需要

pqqA–G 7个基因[18]。敲除 pqqA基因导致 PQQ的

合成量大幅度降低但依然有合成[19]。Postma 等将

K. pneumonia的 PQQ基因簇与高拷贝载体 pUC19

构建质粒，转化大肠杆菌 Escherichia coli后只能产

微量的 PQQ[20]。王朝绚等将 PQQ合成基因和信号

肽基因 pelB 在大肠杆菌 Escherichia coli BL21 

(DE3) 中融合表达，PQQ的产量与不加信号肽的对

照菌相比提高了 24%[21]。 

高通量筛选可通过单细胞研究快速获得有关

克隆相关性、克隆内差异和延续突变的信息[22]。

此前，获得状态良好的单细胞比较困难，而流式

细胞仪的发展和应用能解决这一问题[23-24]。流式

细胞术 (Flow cytometry，FCM) 可以从细胞群中

高速分选出被指定的细胞并将其分选至试管或细

胞培养板中，分选时间短，分选到的细胞活性良

好，方便后续实验[25-26]。MoFlo XDP分选型流式

细胞仪是目前高端流式细胞仪之一，具有高度一

体化的电子系统、高速的电子系统计算速度及上

样分选速度、自动调节和优化液滴成像、自动调

节分选参数维持分选、完全程序化控制的上样系

统、高度智能的分选模式。本文采用常压室温等

离子体诱变 (Atmospheric and room temperature 

plasma，简称 ARTP) 以及流式细胞术分选单细胞

的高通量筛选方法获得高产 PQQ的M. extorquens

菌株，并通过传代检测突变菌株遗传稳定性。目

前，将流式细胞术与高通量筛选结合来提高 PQQ

产量的方法还没有相关报道。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 

M. extorquens I-F2由本研究室诱变筛选得到。 

1.1.2  培养基 

固体培养基：酵母抽提物 4.5 g/L，蛋白胨

5 g/L，玉米浆干粉 0.75 g/L，CoCl2·6H2O 5 mg/L，

MgSO4·7H2O 0.1 g/L，CaCl2·2H2O 10 mg/L，
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FeSO4·7H2O 10 mg/L，MnSO4·7H2O 0.5 mg/L，

Na2MoO4·2H2O 0.5 mg/L，固体培养基添加 2%琼

脂粉，pH调至 7.0，121 ℃灭菌 15 min。 

筛选培养基：甲醇 30 mL/L，硫酸铵 3 g/L，

KH2PO4 1.0 g/L，K2HPO4 2.12 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，pH调至 7.0，121 ℃灭菌 15 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

酵母抽提物和蛋白胨，购自 Oxoid 公司；

PQQ，购自 Sigma-Aldrich公司；其余化学试剂，

购自国药集团化学试剂有限公司。常压室温等离

子体诱变育种仪，购自无锡思清源生物科技有限

公司；FE20K pH计，购自瑞士 Mettler-Toledo公

司；FREEDOM EVO移液工作站，购自瑞士 Tecan

公司；MoFlo XDP流式细胞仪，购自美国 Beckman

公司；Cytation3酶标仪，购自美国 BioTek公司；

Eppendorf 5424高速离心机，购自美国 Eppendorf

公司。 

1.1.4  摇瓶培养条件 

种子液的制备：将保藏于–80 ℃条件下的甘

油管中的菌液接种在固体培养基平板上，30 ℃恒

温培养箱中培养 4 d 使其活化后，从平板上刮取

单菌落接种于含有 25 mL 筛选培养基的 250 mL

锥形瓶中，在 30 ℃、220 r/min条件下培养 72 h，

即为种子液。 

1.2  方法 

1.2.1  制备荧光标记样品 

本研究采用碘化丙啶 (Propidiumiodide，简称

PI) 作为样品的荧光标记染料。确定 PI 浓度：将

0.5 mL已制备好的菌悬液分别与 0.5 mL 10、20、

50 g/mL的 PI混合，避光 4 ℃染色 10 min，过滤

转移至试管中，上机检测。确定染色的温度：将

0.5 mL已制备好的菌悬液与 0.5 mL PI (20 g/mL) 

混合，分别避光在 4 ℃、室温、30 ℃下染色 10 min，

过滤转移至试管中，上机检测。确定染色时间：将

0.5 mL已制备好的菌悬液与 0.5 mL PI (20 g/mL) 

混合，分别避光 4 ℃静置 10 min、30 min、2 h

染色，过滤转移至试管中，上机检测。 

1.2.2  ARTP诱变 

本研究采用常压室温等离子体诱变对    

M. extorquens I-F2进行处理，将菌株进行活化并

制备得到种子液 (OD600约为 3)。取 1 mL菌悬液

于 1.5 mL EP管中，8 000 r/min 离心 3 min，弃去

上清液。用 PBS溶液洗涤 2次后，稀释制成菌体

浓度在 106–107之间的菌悬液，取 10 μL菌悬液均

匀涂布于无菌的载片表面。然后将载片置于ARTP

诱变育种系统的载台上，在入射功率为 100 W、

氦气流量为 10 SLM条件下，分别照射 15、30、

45、60、75、90、105、120 s。样品处理完毕，

用镊子将载片转移到装有 1 mL 5%甘油的 EP 管

中，持续充分振荡 1 min，将附着在载片上的菌体

充分洗脱形成菌悬液，对照组为同样的条件照射

0 s后，将载片转移至装有 1 mL 5%甘油的 EP管

中，持续充分振荡 1 min制备成菌悬液。 

1.2.3  流式细胞仪分选 

首先进行光路调节，先粗调液流，再精确校

准，优化所有信号，自动优化断点并确定液滴延

迟，调节分选参数。对 M. extorquens细胞进行染

色，PI不能穿透完整细胞膜，但能穿透凋亡晚期

细胞和死细胞的破损细胞膜，嵌入双链 DNA 后

使细胞核染色产生荧光，通过流式细胞仪可以分

析计数死细胞或活细胞占所有细胞的比例，分选

活细胞至 96孔板中，其中致死率方程： 

致死率=S/A×100% 

S 是 ARTP 处理后流式细胞检测出的有荧光

细胞数即死细胞数，A 是流式细胞检测出的所有

细胞数。 

1.2.4  高通量筛选 

将活细胞分选于含有 100 μL 固体培养基的

96 孔深孔板中，30 ℃条件下培养 4 d 后，加入

800 μL液体筛选培养基在 30 ℃、900 r/min条件
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下培养 3 d，以 10%的接种量转接于含有 2 mL液

体筛选培养基的 48孔深孔板中，在 30 ℃、900 r/min

条件下培养 5 d，4 000 r/min离心 15 min，取 200 μL

上清液至 96孔浅孔板中，用酶标仪检测 249 nm处

的吸光值，PQQ含量越高吸光值越高，复筛验证，

将筛选到的菌株再次进行 ARTP诱变，分选于多孔

板中初筛、复筛验证，连续多次传代检测突变菌株

的遗传稳定性。 

1.2.5  PQQ含量检测 

光谱法检测 PQQ 含量是将样品转移至 96 孔

浅孔板中用酶标仪检测 OD326与 OD400的差值，

同时将筛选培养基以同样的条件处理和检测，从

而扣除培养基吸光值[27]。计算结果取 3个平行发

酵实验的平均值。 

2  结果与分析 

2.1  样品染色条件的优化 

流式细胞术是通过激光激发高速流动的细胞

或微粒所携带的荧光染料或荧光素，并检测由此

产生的微粒的各种光信号，如散射光、自发荧光、

特异性荧光的强弱，来反映各项待检测指标[28]。

染色分选后，30 ℃培养 5 d至能清晰看见孔内的

单菌落，生长状态良好，计数每块孔板中分选的

单细胞克隆形成个数即克隆形成率。对染色条件

进行优化，结果如表 1所示。随着 PI浓度增大，

克隆形成率降低，可能由于 PI本身具有猝灭作用

的缔合分子或产生内滤光效应，说明合适的染料

浓度才能保证染色做到染料分子数与被染的某种

参量成一定的量效关系。短时存放  (10 min、

30 min) 的克隆形成率高于长时存放 (2 h)，说明

样品染色后应尽快上机检测。染色时温度对克隆

形成率有影响，温度升高可造成溶液粘滞性增加，

溶剂和 PI 分子动力加大，使荧光猝灭可能性加

大，荧光量减弱，所以应保持较低温度。流式细

胞术检测样品时染色相对较好的条件是 PI 浓度

为 10 g/mL、避光在室温条件下放置 30 min。 

2.2  流式细胞仪分选参数调校 

样品制备后，MoFlo XDP流式细胞仪检测，

PI染色，在 488 nm激发光、620 nm发射光条件

下进行优化，获得最佳调校值参数为：液流在光

路中央且聚焦清楚，液流打入废液收集管正中央，

光斑位于孔中央且最亮，液流分叉稳定，喷嘴型

号为 100 m，鞘液压力为 30.00 psi，Drop Delay

值为 40.00，分选模式为 Purify mode。在此条件

下，目的细胞群如 R6区域所示 (图 1A)。对于未

进行热处理的样品，PI无法对细菌染色，细菌的

荧光信号全部处于阴性区间，结果如图 1B所示；

而经过热处理 (100 ℃沸水浴 10 min) 的样品，

PI能穿过破损的细胞膜染色 DNA，细菌的荧光信

号均显示为阳性，结果如图 1C 所示。参数调校

以单细胞得率高、损伤少为目的，要避免出现鞘

液压力太大、不合适的鞘液或培养基、分选时间

太长以及高电压等情况[29]。 

2.3  ARTP 诱变致死率曲线 

ARTP 诱变通过控制等离子体强度破坏其

DNA结构，进而改变其生物特性，较高的致死率

能获得有效的突变率，研究表明致死率 90%以上

效果较佳[30]。ARTP处理 30 s后，I-F2菌体致死

率达到 93%以上，但随后 45 s 后的处理时间出 
 

表 1  样品染色条件优化 

Table 1  Optimization of sample dyeing conditions 

PI (g/mL) 
Clone formation rate 

(%) 
Temperature 

Clone formation rate 
(%) 

Time 
Clone formation rate 

(%) 
10 76.25±1.85 4 ℃ 76.17±2.16 10 min 75.87±0.68 

20 75.48±0.38 Room temperature 77.12±0.63 30 min 76.54±1.32 

50 24.71±0.87 30 ℃ 67.01±1.93 2 h 45.24±1.51 
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图 1  流式分选 (A：目标细胞群；B：阴性；C：阳性) 

Fig. 1  Flow sorting. (A) Target cell population. (B) 
Negative. (C) Positive. 
 

现致死率下降的现象，在 45–90 s 这段处理时间

内虽然致死率呈上升趋势，但均低于 90%，直到

处理时间为 105 s时致死率达到 95% (图 2)。ARTP

诱变对微生物细胞和 DNA 具有显著的影响，细

胞暴露在大量高活性等离子体下会导致细胞普遍

死亡，但同时过程中会有少量细胞通过自我修复

形成新的突变存活下来，分析出现致死率曲线折

点的原因可能是菌株自身存在的修复机制产生回

复突变，使存活的菌株增加，所以本研究将诱变

时间选在 100–110 s。 

2.4  高通量检测方法 

目前，PQQ检测方法包括高效液相色谱法、

重组酶法及非酶法 (氧化还原法)。高效液相色谱

法检测精准性高、范围广，但并不适用于高通量

筛选检测。重组酶法和非酶法都适于大量样品的

检测，但重组酶法中的 DCIP (2,6-二氯靛酚钠) 和

PMS (吩嗪硫酸甲脂) 配成检测溶液后会产生颜

色变化影响吸光值的检测，非酶法中的 NBT (四

唑硝基蓝) 是一种极易被氧化的物质，暴露在空

气中很短时间内即可被氧化，影响吸光值的测定，

所以重组酶法和非酶法这两种检测方法存在准确

度不高和重复性较差的问题。PQQ分别在 250 nm

和 330 nm左右有特征吸收峰，光谱扫描结果见图

3A。本研究采用光谱法检测 PQQ，用酶标仪检测

OD249值，如图 3B所示，PQQ浓度与 OD249关系

为 y=32.34x–7.99 (R2=0.997)。 

 

 
 

图 2  致死率曲线 

Fig. 2  The lethality curve. 
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图 3  高通量筛选方法建立 

Fig. 3  High-throughput screening method. 

 

2.5  高通量筛选 

流式分选和移液工作站应用于高通量筛选策

略可实现高效率的大批量转移，具有准确、快速、

灵敏、高通量和多参数同时分析等优点。本研究

通过 ARTP 诱变处理菌株后将筛选到的菌株再次

进行 ARTP诱变处理共 4次，用 PI染色后结合流

式细胞仪分选出 9 677 株活细胞，最后采用建立

的高通量检测方法检测 9 677株诱变菌株 PQQ产

量。结果如图 4A所示，294株菌株的 OD249比出

发菌株高。对这 294 株菌摇瓶发酵来进行复筛，

以 10%接种量转接至含有 20 mL 筛选培养基的

250 mL锥形瓶中，30 ℃、220 r/min条件下培养

180 h 后检测 PQQ 产量。如图 4B 所示，复筛中

有 7株 PQQ产量提升较高的菌株，分别是 3-B9、

2-B3、3-H8、3-A9、1-C6、2-D3、8-D9，它们的

PQQ 产量较出发菌株提高了 80.09%、85.2%、

73.3%、74.9%、98.02%、90.11%、94.19%。对这

7株菌进行传代培养 6代，检测 PQQ产量，如表

2所示，其中 6株菌株 2-B3、3-H8、3-A9、1-C6、

2-D3、8-D9 基本保持稳定，而菌株 3-B9 则明显

降低。 

 

 

 

 

 
图 4  高通量筛选结果 (A：初筛；B：复筛) 

Fig. 4  High-throughput screening results. (A) Primary 
screening. (B) Secondary screening. 
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表 2  突变菌株遗传稳定性 

Table 2  The genetic stability of mutant strains 

Strains 
PQQ (mg/L) 

The 1st 
subculture 

The 2nd 
subculture 

The 3rd 
subculture 

The 4th 
subculture 

The 5th 
subculture 

The 6th 
subculture 

Wild 8.60±0.25 8.92±0.51 7.94±0.58 8.80±0.67 8.24±0.20 7.80±0.49 

3-B9 13.96±0.35 7.53±0.28 8.86±0.25 8.38±0.18 8.83±0.24 7.41±0.32 

2-B3 11.55±0.26 11.72±0.40 10.15±0.84 11.56±0.67 10.63±0.34 9.53±0.17 

3-H8 13.69±0.38 13.08±0.11 11.16±0.69 12.33±0.16 11.38±0.50 10.62±0.12 

3-A9 15.80±0.30 14.08±0.12 12.09±0.73 14.52±0.16 13.51±0.40 12.38±0.09 

1-C6 14.72±0.06 14.12±0.06 12.22±0.50 13.67±0.36 12.58±0.46 11.88±0.02 

2-D3 15.88±0.32 15.39±0.47 13.80±0.51 14.48±0.61 13.78±0.03 12.96±0.03 

8-D9 11.96±0.11 12.38±0.05 12.01±0.14 11.16±0.39 10.63±0.33 9.47±0.43 

 

3  讨论 

本研究从 9 677株菌中复筛到 6株 PQQ产量

提高的菌株 2-B3、3-H8、3-A9、1-C6、2-D3、8-D9，

PQQ产量分别较出发菌株提高了 85.2%、73.3%、

74.9%、98.02%、90.11%、94.19%，其中 1-C6突

变株 PQQ 产量最高为 16.02 mg/L。目前野生菌

PQQ 产量最多为 2 mg/L 或更低[31]，Urakami 等

筛选到一株生丝微菌 TK0441 (Hyphomicrobium 

sp. TK0441)，摇瓶水平 PQQ产量为 0.3–0.9 mg/L[32]。

尹芳等对生丝微菌 TH205进行培养，10 L罐上发

酵后 PQQ产量为 26.6 g/mL[33]。为提高产量，诱

变是比较常用的育种方法。钟杉杉等对假单胞菌

PS0813 (Pseudomonas sp. 0813) 进行多种诱变，

获得 PM1、PM2两株高产菌，产量与对照相比提

高 1.63倍和 1.56倍[34]。王朝绚等对 K. pneumonia

进行紫外线和氯化锂诱变，得到 U2、L1 两株高

产菌，产量与对照相比提高 6倍和 5倍[35]。韩月

梅等对甲基营养菌 MP688进行转座诱变，筛选到

几乎不产 PQQ的突变株，并对其进行了突变基因

鉴定[36]。通过对诱变获得的 PQQ缺陷型菌株进行

分析，为从基因水平阐释 PQQ生物合成过程提供

了重要线索。由于目前 PQQ生产菌株的筛选大多

使用平板筛菌，人工挑选存在效率低、耗时长等

问题。 

本文提供了一种新的高通量筛选 PQQ 高产

菌株的研究方法，流式细胞术结合高通量筛选的

方法能更加简单、快速地获得高产突变菌株。相

比于基因工程改造和传统筛选方法，具有提升效

果明显、自动化、灵敏快速检测等优势，流式细

胞仪、全自动移液工作站等的应用为高通量筛选

开拓了新道路。 
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