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摘  要 : 吡咯喹啉醌 (PQQ) 广泛存在于生物体内，具有促进机体生长、维护线粒体功能、促进神经生长因子合

成和调节机体自由基水平等生理功能，在医药、食品和化妆品领域具有广阔的应用前景。为提高脱氮生丝微菌

Hyphomicrobium denitrificans FJNU-6 的 PQQ 生产性能，文中以高浓度甲醇为拮抗因子进行实验室适应性定向驯

化，通过光谱法快速筛选体系，选育 PQQ 高产正突变株。6 轮适应性驯化后，每轮驯化的正向突变率达到 90%

以上，产量提高 1 倍的突变株达到 10%左右。最后，利用 5 L 发酵罐对突变株 FJNU-R8 进行分批补料培养，相

较于出发菌株，突变株在不同甲醇浓度下 pqq 和 moxF 基因簇的表达量较高且差异较小，甲醇消耗和生长速度较

慢，PQQ 产量达到 1 087 mg/L (143 h)，单位细胞产量提高了 1.42 倍，展现出良好的工业应用潜力。文中所述的

适应性定向驯化结合快速筛选体系能简单、快速地获得高产 PQQ 的生丝微菌突变菌株，对其他甲基营养菌高产

PQQ 突变株的高通量筛选具有借鉴作用。 
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Abstract:  Pyrroloquinoline quinone (PQQ) is widely distributed in organisms and has physiological functions such as 

boosting body growth, maintaining mitochondrial function, promoting synthesis of nerve growth factor and regulating free 

radical levels in the body. It has broad application prospects in the fields of medicine, food and cosmetics. In order to improve 
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the PQQ production of Hyphamicrobium denitrificans FJNU-6, the high-concentration methanol was used as the antagonistic 

factor for laboratory adaptive domestication. The PQQ positive mutants were selected using rapid screening system by 

spectroscopy. After 6 rounds of adaptive domestication, about 10% mutants were acquired with a doubled yield, and over 90% 

positive mutation rate of each round of domestication was reached. Subsequently, the mutant strain FJNU-R8 was fermented 

by 5 L fermenter. Compared with the original strain, the expression of pqq and moxF gene clusters were higher at different 

methanol concentrations and similar to each other. Meanwhile, the methanol consumption rate and growth rate were slower 

than the original strain. Finally, the PQQ yield was increased by 1.42 times to 1 087.81 mg/L (143 h), indicating good 

industrial application potential. The adaptive domestication combined with rapid screening system described in this study can 

easily and rapidly obtain mutants with high yield of PQQ, which can be used as reference for high-throughput screening of 

other high-yield PQQ mutants of methylotrophic bacteria. 

Keywords:  Hyphomicrobium denitrificans, pyrroloquinoline quinone, high-throughput screening, adaptive domestication 

吡咯喹啉醌 (Pyrroloquinoline quinone，PQQ)

为红褐色的具有强氧化还原活性的芳香三环邻位

醌类化合物，是继黄素核苷酸 (FMN/FAD) 和吡

啶核苷酸(NAD/NADP)之后发现的第 3 种氧化还

原酶辅因子[1-2]。PQQ 虽然是作为细菌脱氢酶辅因

子被发现，但是广泛存在于植物、动物和人体组

织器官中，人乳中 PQQ 含量高达 140–180 μg/L[3]。

真核细胞中，PQQ 作为受体协同辅酶 Q10 完成呼

吸链的电子传递，提供生物生长所需的生物能，具

有促进机体生长、线粒体增殖、神经生长因子合成

和清除胞内自由基等功能，在食品、医药及化妆品

领域具有重要的应用价值[4-6]。需要指出的是，PQQ

虽然是动物正常生长发育和繁殖的必需因子，但是

哺乳动物自身不能合成，只能从外界摄取[7-8]。 

PQQ的生产方法主要是化学合成法和微生物

发酵法，化学法合成步骤繁杂、纯化成本高昂，

微生物发酵法成为 PQQ 产业化的发展方向[9]。截

止 2019 年 9 月，6 家向美国 FDA 申请 PQQNa2 进

行 GRAS 注册的企业中，只有诸城市浩天药业有

限公司采用的是化学合成法。目前，PQQ 的生物

合成途径已经解析清楚，不同于辅酶 Q10 等其他常

见的从头合成辅因子，PQQ 是一种仅需通过 5–6 步

酶促反应催化合成的翻译后蛋白修饰产物[10]。然

而 PQQ 的调控机制仍未阐明且遗传操作体系不成

熟，通过理性设计手段改造大幅度提高甲基营养菌

的 PQQ 产量相对比较困难，传统育种方案仍然是

主要手段[11-15]。因此，低成本、高通量的高产 PQQ

突变株的筛选方案，对实现优良菌株大规模选育是

迫切需要的。 

迄今为止，能够合成 PQQ 的生物主要是细

菌，其中又以革兰氏阴性细菌为主[16]。不同细菌

PQQ 的合成量差异显著，有些细菌只能合成微量

的 PQQ 以满足自身的代谢需求，如微环菌属、假

单胞菌属和枝动杆菌属等；有的细菌却能产生过

量的 PQQ，如生丝微菌属、嗜甲基菌属和交替假

单胞菌属等，其中甲基营养型细菌的 PQQ 合成水

平最高[17-18]。甲基营养菌是一类以甲醇等 C1 化合

物为唯一碳源和能量进行生长的革兰氏阴性菌，

PQQ 随菌体生长在细胞质中合成，然后转运至细

胞间质与脱氢酶结合氧化碳源为细胞生长提供碳

骨架[19]。然而，PQQ 与脱氢酶是通过 Ca2+或 Mg2+

介导的配位键相连，结合力较弱，转运过程中容

易游离至胞外，PQQ 大量合成 [20-21]。根据美国

FDA 公布的 GRAS 文件，日本 Mitsubishi Gas 和

海正药业等 5 家微生物发酵法生产 PQQ 的企业均

是以 Hyphomicrobium denitrificans 作为生产菌株。

传统的诱变育种存在正突变率低、遗传稳定性差

等问题，适应性驯化能够在较短的时间内有效地

改善菌株的目标表型和生理特征，而不影响除目

的 性 状以外 的 其他优 良 性状 [22] 。 本 研 究 以          

H. denitrificans FJNU-6 为研究对象，根据生丝微

菌能在纯无机盐培养基中以甲醇为唯一碳源和能

量来源进行生长的生理特性，设计出甲醇为拮抗

因子进行实验室定向驯化，建立光谱法快速筛选
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方法，选育获得 PQQ 高产突变株。最后，对突变

株进行了 5 L 发酵罐培养，相较出发菌株，不仅

甲醇消耗速率和 PQQ 产量提高，而且单位细胞的

PQQ 产量提高超过 142.2%，展示出其工业应用潜力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 

脱氮生丝微菌 H. denitrificans FJNU-6 为本课

题组从福建省泉州市惠安湄洲湾南岸海域沉积物

中筛选获得[23]。 

1.1.2  培养基 

筛选培养基(g/L)：(NH4)2SO4 3，KH2PO4 2，

Na2HPO4·12H2O 3，MgSO4·7H2O 1，CaCl2·2H2O 

0.5，FeSO4·7H2O 0.1，pH 6.8；固体培养基添加

2%的琼脂粉。 

发酵培养基：甲醇 25 g/L，(NH4)2SO4 2 g/L，

Na2HPO4·12H2O 5 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L，

KH2PO4 1.4 g/L，微量元素液 1 mL/L，维生素辅

液 2 mL/L，pH 6.8。 

微量元素液 [24](mg/L) ： FeSO4·7H2O 80 ，

ZnSO4·7H2O 22.5，MnSO4·4H2O 40，CuSO4·5H2O 

5，NaCl 15，(NH4)6Mo7O24·4H2O 0.3，KI 0.3，

CoCl2·6H2O 0.03，H3BO3 3，CaCl2·2H2O 300。 

维生素辅液[17](g/L)：核黄素 0.2，吡哆素 0.4，

硫胺素 0.4，泛酸钙 0.4，烟酸 0.4，对氨基苯甲

酸 0.2，生物素 0.02，叶酸 0.02，肌醇 2。 

1.1.3  引物 

表 1 为本研究使用的引物，均采用 AlleleID 

6.0 软件设计。 

1.2  实验室适应性驯化构建突变库 

1.2.1  紫外诱变 

取培养至对数中期的培养液 8 000×g 离心 5 min，

弃上清，用等体积的无菌生理盐水混匀洗涤 2 次，

然后转移至放有搅拌子的培养皿中，置于预热 30 min

紫外灯 (功率 15 W) 下 30 cm 处的磁力搅拌器上 

(50 r/min) 照射 40 s，8 000×g 离心 5 min，弃上清。 

表 1  RT-qPCR 中使用的引物 
Table 1  Primers used in RT-qPCR 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp)

recA-F AGGTCGTCAAGAACAAGG 18 

recA-R CGTTATAGGACATCCAAGC 19 

gapdh-F CGACTTCAACCACGATGC 18 

gapdh-R TCATACCAGGCGAGAACG 18 

pqqA-F ATGGAAAGCAGTTACCG 17 

pqqA-R TCAGATGAGGTTGATCTCAG 20 

pqqB-F ATCGTAAAGCCAGCAAGTC 19 

pqqB-R ATCATCTCGCCGTCTTCG 18 

pqqC-F AAGGACGCAGCACTCATC 18 

pqqC-R TCATCAGGAAGCAGACCATC 20 

pqqD-F GCGACGAGTGTTGAGGAAATC 21 

pqqD-R TGTCAGCGAGGATCTCTTGC 20 

pqqE-F TCGGCATTCTCCAAATCC 18 

pqqE-R GATGAGGTTCGTGTAGAGG 19 

moxFα-F ATCGGGATGCGTCAGAAG 18 

moxFα-R CAAGATGAAGTTCGGCTACC 20 

moxFβ-F CCTTGCGAGACTCAACCTG 19 

moxFβ-R CAACTGCTGGGAACCGAAG 19 

 

1.2.2  NTG 诱变 

取培养至对数中期的培养液 8 000×g 离心 5 min，

弃上清，用等体积的无菌生理盐水混匀洗涤 2 次，

然后加入 5 g/L NTG 母液至终浓度 1.1 g/L，30 ℃、

150 r/min 避光培养 60 min。8 000×g 离心 5 min，

取菌体，用等体积的 PBS 缓冲液 (pH 7.0) 重悬，

重复 1 遍。 

1.2.3  实验室适应性驯化 

按照 UV 和 NTG 诱变方法间隔处理培养至对

数生长期的菌体，每次处理后的菌悬液转移至等

体积的筛选发酵培养基中，30 ℃、220 r/min 避光

培养。初始甲醇浓度为 2%，每轮驯化后浓度增加

1%；初始培养时间为 5 d，每轮驯化后增加 1 d。 

1.3  PQQ 高产菌株的高通量筛选 

1.3.1  高产突变株的快速筛选 

按照驯化流程进行 10 轮适应性驯化，每轮驯

化后取培养液测定菌浓、甲醇残留浓度和 PQQ 含

量，并进行梯度稀释涂布于含有 4%甲醇的固体筛
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选培养基平板上培养 7 d。挑取平板上的单菌落转

接于装有 1 mL 发酵培养基的白色 96 深孔板中，

30 ℃、500 r/min 振荡培养 5 d。8 000×g 离心 5 min，

吸取上清至透明 96 孔板中，通过光谱法测定上清

液中的 PQQ 含量。 

1.3.2  摇瓶培养复筛 

将快速筛选获得的产量较高菌株转接至装有  

30 mL 发酵培养基的 250 mL 挡板瓶中，30 ℃、    

220 r/min 振荡培养 6 d。8 000×g 离心 5 min，吸取上

清，利用 HPLC 法精确测定培养液中的 PQQ 含量[20]。 

1.3.3  遗传稳定分析 

将复筛获得的高产突变株在发酵培养基平板

上划线连续传代 9 次，每代次随机挑取 5 个单菌

落进行摇瓶培养，测定其 PQQ 产量，验证菌株的

遗传稳定性。 

1.4  分批发酵验证高产菌株产 PQQ 性能 

采用二级培养模式分批培养出发株 FJNU-6

和突变株 FJNU-R8，按 10% (V/V) 接种量，将种

子液接入初始装有 3 L 发酵培养基的玻璃罐，

30 ℃培养 143 h。初始甲醇浓度为 5 g/L，然后控

制在 0.5 g/L 左右；通气量：2.4–3 L/min；罐压：

0.05 MPa；pH：对数生长期前 6.2–6.5，之后调节

为 7.0；搅拌转数关联溶氧，控制在 40%。 

1.5  pqq 和 moxF 基因簇表达差异分析 

将出发菌株 FJNU-6 和突变株 FJNU-R8 分别在

含有 2%、4%、6%、8%、10%和 12%甲醇的培养

基中培养 60 h，离心收集菌体。采用 NcleoSpin RNA

试剂盒提取总 RNA，反转录获得 cDNA。以获得的

cDNA 为模板，进行荧光定量 PCR 分析 pqq 和 moxF

基因簇的表达差异。采用 LightCycler® 96 SW 1.1

软件，以 recA 和 gapdh 为内参基因。基因表达差异

分析通过 2–Ct 算法进行计算。 

2  结果与分析 

2.1  PQQ 高产菌快速筛选方法的建立 

PQQ 是以 pqqA 编码的含有谷氨酸和酪氨酸

残基多肽链 PqqA 为前体，经 PqqB、PqqE 和 PqqD

等酶的缩合、氧化和异构形成中间产物 AHQQ，

然后在 PqqC 的作用下通过 3 分子 O2 参与进行 8 个

电子的氧化及环化形成 PQQ。因此，AHQQ 是摇

瓶培养过程中最主要的代谢副产物[15, 25]。全波谱

扫描表明，筛选培养基没有任何明显的吸收峰，

AHQQ 在 275 nm 处有较强的吸收峰，FJNU-6 培

养液上清含有 AHQQ 和蛋白质多肽等代谢副产

物，但仍具有 254 nm 和 330 nm 两个 PQQ 特征吸

收峰 (图 1)。光谱法是一种精密度较高的 PQQ 发

酵液快速检测方法，其准确度受培养基组分干  

扰[26]。分别用 HPLC 法和光谱法 (OD254 与 OD330)

测定 FJNU-6 培养过程中 PQQ 含量的变化，培养

液中的 PQQ 含量与 254 nm 和 330 nm 处的吸光值

呈正相关，且相关系数均高于 R2>0.999。培养液

在 330 nm 处的吸光值受培养过程中产生的中间

代谢产物影响较小，且组内和组间精度偏差均小

于 2%。因此，选择 330 nm 作为酶标仪的筛选波

长 (CPQQ=35.40×OD330+0.844 4，R2=0.999 5)。 

2.2  适应性驯化轮次的确定 

按照驯化过程进行 10 轮定向驯化，菌株长势

良好，菌体浓度逐步提高，甲醇残余浓度均低于

0.8 g/L (图 2A)。当初始甲醇浓度超过 6%，菌体 

 
 

 
图 1  FJNU-6 培养液上清的全波谱扫描曲线 
Fig. 1  The full-spectrum scanning curve of culture 
supernatant from H. denitrificans FJNU-6. 
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图 2  驯化中 OD650、PQQ 含量和甲醇浓度的变化 
Fig. 2  The content of methanol and PQQ, OD650 in the process of domestication. 
 

生长加快，每轮菌液的 OD650增加幅度均大于 1.1，

残余甲醇浓度低于 0.4 g/L；初始甲醇浓度只有低

于 8%时，驯化液中 PQQ 的含量才随甲醇浓度增

加而提高。单位细胞 PQQ 产率 (图 2B) 分析表

明，随着驯化甲醇浓度的提高，单位细胞的胞内

PQQ 含量逐步提高；当甲醇浓度超过 5%，胞内

PQQ 含量超过 0.2 mg/g DCW，单位细胞的 PQQ

分泌量开始迅速减少。过高浓度的甲醇不但降低

了 PQQ 的合成量，也抑制了 PQQ 的分泌。因此，

甲醇驯化浓度确定为 6%、7%、8%和 9%。 

2.3  高产突变株的筛选 

将经过 5、6、7 和 8 轮驯化的菌液稀释涂布

于 4%甲醇平板，各挑取 100 个单菌落进行快速筛

选，结果如图 3 所示。从图中可以看出，随着驯

化轮次的增加，突变株的 PQQ 平均含量和最高产

量也呈现出先升后降的现象，进一步表明驯化过

程中甲醇的浓度并非越高越好，高甲醇浓度的确

会降低 PQQ 的产量。 

4 轮驯化结果统计分析 (表 2) 表明，适应性

驯化是一个正突变株富集过程，菌株的正突变率

从 80%提高到 98%。随着驯化的进行，菌株出现

了钝化现象，产量差异越来越小。 

2.4  高产突变株遗传稳定性分析 

挑取 5 株产量最高的突变株分别在 2%的甲

醇平板上连续划线传代 9 次，每次挑取单菌落进

行摇瓶验证 PQQ 产量 (图 4)。结果发现，经过 8 轮

驯化以后筛选获得的突变株具有较高的稳定性，

传代培养的 PQQ 产量差异在 6%之内波动。突变

株 FJNU-R8 的 PQQ 产量最高，9 轮传代培养的

PQQ 含量在 65 mg/L 上下波动。因此选择突变株

FJNU-R8 进行分批发酵验证。 

2.5  高产突变株的分批发酵 

采用二级发酵培养 FJNU-6 和 FJNU-R8 (图 5)。

从图中看出，甲醇作为唯一碳源和能量来源而迅速

被消耗，菌体快速进入对数生长期，出发菌株FJNU-6

的甲醇消耗较快，31 h 初始甲醇仅剩 0.13 g/L，而突

变菌株在 39 h 初始甲醇还剩 0.10 g/L。下罐 (143 h)

时，出发菌株 FJNU-6 的生物量 45.41 g/L，比生

长速率最大为 0.19 h–1；突变株 FJNU-R8 的生物

量 41.83 g/L，比生长速率最大只有 0.16 h–1，略低

于出发菌株。PQQ 主要在对数生长期中后期和稳

定期合成，与菌体生长不完全同步。下罐 (143 h) 

时，出发菌株 FJNU-6 的 PQQ 产量为 487.6 mg/L，

比合成速率最大为 4.22×10–4 h–1，单位细胞产量
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为 10.74 mg/g DCW；突变株 FJNU-R8 的 PQQ 产

量达到 1 087 mg/L，比合成速率最高达到了

5.44×10–4 h–1，单位细胞产量达到 26.01 mg/g DCW，

是出发菌株的 1.42 倍。 

 
 

 

图 3  不同驯化浓度的菌株筛选结果 
Fig. 3  Screening results of mutant strain under different methanol concentration. 
 

表 2  筛选菌株的突变率分析表 
Table 2  Mutation rate analysis of mutant strains 
Methanol 
concentration (%) 

Positive mutation 
rate (%) 

Maximum 
yield (mg/L) 

Minimum 
yield (mg/L)

6 80 53.85 16.09 

7 91 68.74 18.21 

8 94 65.31 20.27 

9 98 55.56 18.66 

2.6  甲醇胁迫下 PQQ 合成和甲醇代谢相关基

因簇的表达分析 

针对突变株 FJNU-R8 甲醇消耗和 PQQ 合成

速率的变化，进一步通过荧光定量 PCR 分析在不

同甲醇浓度中 pqq 基因簇 (分别编码多肽 PqqA、

羟化酶 PqqB、氧化酶 PqqC、分子伴侣 PqqD 和 

 

 

 
图 4  突变株的遗传稳定性 
Fig. 4  Genetic stability of mutant strains. 
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图 5  H. denitrificans 出发株 FJNU-6 (A) 和突变株 FJNU-R8 (B) 的分批补料培养曲线 
Fig. 5  The culture curves of H. denitrificans FJNU-6 (A) and FJNU-R8 (B). 

 

SAM 自由基酶 PqqE) 和 moxF 基因簇 (编码甲醇

脱氢酶的和亚基) 的表达差异情况 (图 6)。从

图中可以看出，出发菌株 FJNU-6 和突变株

FJNU-R8 的 moxF 和 pqq 基因簇表达随甲醇浓度

的提高均呈现出先升后降的趋势，与驯化过程中

甲醇残余浓度和 PQQ 含量变化趋势相一致。然

而，突变株 moxF 和 pqq 基因簇的表达量随甲醇

浓度提高而变化的趋势变缓，从基因水平上证实

了突变株对甲醇的刺激出现了钝化。 

利用高浓度的甲醇进行拮抗驯化 FJNU-6，细

胞应激合成大量的甲醇脱氢酶和辅酶 PQQ，以加

快甲醇的氧化消耗，moxF 和 pqq 基因簇的表达量

随之提高。当甲醇浓度超过 5%时，单位细胞的

PQQ 产量却迅速降低 (图 2B)。因此，moxF 和 pqq

基因簇表达随甲醇浓度的提高呈现出先升后降的

现象。从图 6 中可以看出，突变株 FJNU-R8 的 pqq

基因簇中各基因的表达量均高于相应浓度下出发

株的表达量，而 moxF 基因簇的表达量在 6%以后

就低于出发菌株。由此可以看出，PQQ 分泌量与

pqq 基因簇表达量成正相关。 
 

 

 

图 6  不同甲醇浓度下 pqq 和 moxF 基因簇的表达 
Fig. 6  Gene expression of moxF and pqq gene cluster under different methanol. 



 
 

柯崇榕/适应性驯化选育高产吡咯喹啉醌的生丝微菌突变株 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

159

 

3  讨论 

PQQ 属于翻译后蛋白修饰产物，其生物合成

途径虽然已经解释清楚，但是其调控机制尚未阐

明，通过基因工程等理性设计手段过表达一个或

几个 pqq 基因获得 PQQ 高产菌株相对比较困难。

Tina 等 [11]在氧化葡萄糖酸杆菌 Gluconobacter 

oxydans 621H 中过表达 pqq 基因簇，PQQ 产量从

0.04 mg/L 提高至 1.49 mg/L。因此，诱变育种还

是高产 PQQ 甲基营养菌的主要选育方法 (表 3)。

李慧芝等[27]和李红月等[28]通过 ARTP 技术对扭脱

甲基杆菌 M. extorquens 进行诱变，利用微生物筛

选系统或流式细胞仪最终获得的突变株 E-F3 和

1-C6 在 3 L 发酵罐的产量只有 54 mg/L (168 h) 和

208.7 mg/L (228 h)，产量及产率均未达到 PQQ 工

业化生产的要求。目前，PQQ 工业化生产的菌株

均来源于生丝微菌属 Hyphomicrobium。Teizi 等[17]

在 30 L 发酵罐中培养 Hyphomicrobium sp. TK0441 

10 d，PQQ 产量达到 1 000 mg/L。郑玲辉等[29]对

Hyphomicrobium sp. 1112-NTG-1953 (TK0415 的

UV 诱变菌 ) 进行 NTG 诱变，高产突变株

1112-NTG-2318 在 80 T 发酵罐中培养 240 h，PQQ

产量高达 1 783 mg/L。然而，上述高产 PQQ 的甲

基营养菌选育均采用物理或者化学诱变，存在正

突变率低、筛选工作量大和耗时长等问题且需要

借助昂贵的流式细胞仪等精密仪器。 

本研究所采用的出发菌株 H. denitrificans 

FJNU-6 在摇瓶中培养 88 h，PQQ 产量可以达到

121.4 mg/L，是一株极具工业化应用前景的 PQQ

产生菌株[23]。根据 PQQ 的特征吸收光谱以及采用

无机盐培养基筛选的特点，建立光谱法结合液相

色谱法快速筛选 PQQ 高产突变株的定量方法，提

高了菌株的筛选效率。通过设计的甲醇拮抗驯化

方案，大大提高了正突变株的比例，缩短了突变

株的筛选时间，6 轮驯化后的正突变率达到 80%

以上。本方案不仅能快速筛选出高产 PQQ 突变

株，也能筛选出 PQQ 低产突变株，能够为 PQQ

生物合成调控研究提供具有对比意义的资源库，有

助于加深 PQQ 合成机制的了解。利用本筛选方案，

成功地筛选出系列高产 PQQ 的突变株，并对其中

表现最好的突变株 (FJNU-R8) 进行 5 L 发酵罐扩

大培养，发现该突变株的单位细胞产率、甲醇转化

得率和 PQQ 产量均优于出发菌株，表现出更好的

工业应用潜力。本文在选育过程中发现 PQQ 合成

和甲醇脱氢酶的合成是一个相互协调的过程，一定

浓度的甲醇能够刺激 PQQ 和甲醇脱氢酶的同步增

加合成，过高浓度的甲醇反而会增强甲醇脱氢酶与

PQQ 的结合能力，造成 PQQ 产量的急剧减少。实

时荧光定量 PCR 检测显示，高浓度的甲醇能够提

高 pqq 和 moxF 基因簇的表达，大幅度提高 PQQ

产量。因此，通过适应性驯化结合光谱法能够简单

快速地构建出高正突变率的突变库，并从中迅速获

得高产突变株，而不需要流式细胞仪、微生物药物

筛选系统等昂贵的仪器设备。本文提供了一种新的

快速筛选高产 PQQ 甲基营养菌的方法，为获得适

用于工业化生产所需的高产菌奠定了基础。 

 
表 3  甲基营养菌高产突变株的 PQQ 产量 
Table 3  Production of pyrroloquinoline quinone using high-yield methylotrophic bacteria 

Strain Positive mutation rate (%) Titer (mg/L) Increase rate (%) Reference

H. denitrificans FJNU-R8 94.00 1 087 (5 L fermenter) 159.70 This work 

Hyphomicrobium sp. 1112-0-36 0.27 1 783 (80 T fermenter) – [29] 

M. extorquens 1-C6 3.04 208.7 (3 L Fermenter) 98.02 [28] 

M. extorquens E-F3 31.60 54.00 (3 L Fermenter) 142.30 [27] 
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