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摘　要:研究了南海海洋细菌嗜水性气单胞菌 Aerom onas hydroph ila (5-213) 和创伤弧菌 Vibrio vu lnificus (13-

203) 在培养基中添加单萜 (D)-柠檬烯后提取产物的组成变化情况。经 GC-M S分析发现该两细菌对 (D)-柠檬

烯有显著的生物催化转化作用 , 能对底物进行不同程度的氧化 、 还原 、 水解 、 酯化 、 开环等反应 , 并产生丰富

的系列结构不同的其它萜类化合物:包括单萜 、 倍半萜 、 二萜 、 以及三萜等。通过单萜微生物转化和生物合成

必将获得新的活性萜类产品 , 也为丰富的天然单萜资源的开发与利用提供新的途径和方法。
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　　萜类化合物 , 一直是天然产物化学研究的一个

重要内容 , 它广泛存在于自然界 , 到目前为止 , 已

发现的天然萜类化合物超过了 22 000个 , 其中很

多有重要用途 , 如:在脊椎动物和无脊椎动物中的

各种萜类激素和信息素 , 类维生素 A , 辅酶 Q , 维

生素 A、 D和 E , 胆固醇等;在植物中广泛存在的

萜类生长调节剂和防摄食的防卫剂;有些还是重要

的医药产品 , 如:紫杉醇 ( taxo l)用作抗肿瘤剂 ,

银杏内酯 (g inkgo lide)用于治疗老年痴呆症 , 青

蒿素 (a rtem isinin)用于抗疟疾。

在海洋生物代谢产物的研究中 , 人们也发现了

大批结构新颖的萜类化合物 , 在继续不断发现新的

萜类化合物的同时 , 人们也将专注于这些萜类化合

物是如何产生的 。随着研究的不断深入 , 发现很多

萜类化合物的真正生产者是海洋微生物 , 动物和植

物则靠与微生物的附生或寄生 , 以及摄食微生物从

而在体内积累萜类化合物 。这就预示着海洋微生物

拥有独特的萜类合成的基因 , 有丰富的萜类合

成酶
[ 1]
。

单萜化合物 , 是一类重要而丰富的天然资源 ,

广泛存在于植物的精油中。本文报道 2株南海海洋

细菌嗜水性气单胞菌 Aeromonas hydrophila (编号 5-

213)和创伤弧菌 Vibrio vuln ificus (13-203)对单萜

(D )-柠檬烯的生物转化 , 并在转化产物中发现了

丰富的萜类化合物 。

图 1　 (D)-柠檬烯的结构

F ig. 1　 S tructure o f(D)-limonene

1　实验部分

1.1　细菌培养与转化产物制备　嗜水性气单胞菌

Aeromonas hydroph ila (5-213)和创伤弧菌 Vibrio

vu lnificus (13-203), 采自南海大亚湾海岸底泥。

细菌以 2216E为培养基 , 120 ℃灭菌 20 m in。每株

细菌培养 6瓶 , 其中 3瓶做空白对照 , 在 120 r /

m in, 28 ℃条件下培养 1 d。(D)-柠檬烯溶解于

DMSO中 , 灭菌处理 , 平均接入细菌培养瓶中 , 使

柠檬烯含量为 200mg /L, 继续培养 2 d。对照组不

加柠檬烯 , 其余培养条件与实验组相同 。培养液用

乙酸乙酯提取 , 旋转蒸发浓缩得到提取物。

1.2　GC-MS分析实验条件 　HP25M S 30 m ×0.25

mm ×0.25μm弹性石英毛细管柱。程序升温:初
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始柱温 50℃, 5 ℃ /m in升至 250 ℃。进样口温度

230℃, He气为载气 , 流速 0.5 mL /m in , 分流比

20∶1。质谱条件:离子源为 EI源 , 温度 230 ℃,

质量范围 40 ～ 500 amu。

2　结果与讨论

2.1　实验结果　(D)-柠檬烯的细菌转化提取物

经 GC-MS分析 , 化合物的结构确定根据保留时间

以及质谱图与图谱库的检索确定。在添加柠檬烯的

实验组中 , 鉴定到丰富的单萜转化产物和萜类代谢

产物 (表 1);而在空白对照组中 , 鉴定出的化合

物几乎全是饱和和不饱和脂肪酸 (酯 )。细菌

Aeromonas hydrophila和 Vibrio vulnificus能在柠檬烯

的不同位置进行氧化 , 还原 、 水解 、 酯化 、开环等

反应 , 并产生丰富的系列结构不同的其它萜类化合

物:包括单萜 、 倍半萜 、 二萜 、 以及三萜等 。

Aeromonas hydrophila在 (D)-柠檬烯的 1位 , 2位 ,

3位 , 6位 , 7位等多个位置发生加氧反应 , 得到

羟基化或酮基化产物 , 表明该菌有丰富的加氧酶 。

在转化产物中 , 还发现系列不规则萜类化合物 , 而

这些化合物用化学反应的方法是难以得到的。

2.2　讨　论　对这些丰富萜类化合物的产生 , 一

个初步的解释是:亲脂性的单萜类化合物 , 与微生

物细胞膜磷脂疏水端有亲合作用 , 对细胞产生

“毒性” , 而引起细胞膜的过氧化应激反应 , 结合

在膜上的多种酶 , 活性得到提高或者抑制 , 但部分

氧化酶活性提高 , 导致产生丰富的氧化单萜。单萜

的生物转化是细胞为维持自身稳定结构的一种动态

调节
[ 2, 3]

。

深入研究单萜的微生物转化 , 以及其对微生物

代谢产物的影响 , 将能够发现系列新结构的萜类化

合物 , 对微生物活性代谢产物的研究具有重要的指

导作用 , 对丰富的天然单萜产品的综合开发与利用

也将提供新的思路和方法 。
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Abstract:The b iotransforma tion produc ts o f(D)-limenone by marine bacteria, Aeromonas hydrophila and Vibrio

vulnificus, which co llected from the Daya Bay of the South Ch ina Sea, we re investiga ted. A se ries of mono-,

sesqui-, di-and tri-te rpeno ids w ith various struc tura l types, which p roduced by bio-oxida tion, hydrogenation,

hydro lyzation , esterifica tion and cyclic cleavage tow ard (D)-limenone, were analyed by GC-MS. M icroo rganism

biotransforma tion of mono te rpene w ill prov ide the endless opportunities to ob tain some sign ificant bioactive

terpeno ids and to u tilize the abundantmonote rpene resou rce.
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Abstract:Prestressing force has been used w idely w ith long span struc ture, and it is the most impo rtan t facto r to

describe the load - carry ing capacity of the structure. Free and fo rced v ibrations of the beam a re studied. The

prestressed bridge ismodeled as a simp ly supported Eu le r-Be rnoulli beam and it is discre tized using finite elemen t

me thod. The effects of the prestress force on the modal frequencies and dynam ic responses are discussed. It is

found that the effects of prestress force on the lowe r natu ral frequencies and the dynam ic d isp lacement response o f

the beam are large.

Key words:vibration;prestress fo rce;dynam ics;dynam ic response

128


