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摘  要：以枯草芽孢杆菌 TM903 为供试菌株，采用摇瓶分批补料发酵的培养方式，考察了甜菜碱添加量对枯草芽孢杆

菌合成利巴韦林及其合成途径中嘌呤核苷磷酸化酶(PNPase)活力的影响．结果表明，初始培养基添加 0.7.g/L 的甜菜

碱，发酵 36 h 后每间隔 3 h 流加 0.1 g/L 甜菜碱，可显著提高 PNPase 的相对酶活，并且使利巴韦林的产量达 4.21.g/L，比

未添加前提高了 47.2%． 
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Effects of Betaine on Biosynthesis of Ribavirin by Bacillus subtilis 
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Abstract：The activity of PNPase and ribavirin production via Bacillus subtilis TM903 was investigated by fed-batch 

fermentation in shake flasks with the different concentration of betaine. 0.7 g/L betaine was added to the initial fermentation 

medium，and 0.1 g/L betaine was added into the fermentation system every three hours after 36 hours. The results show that 

the activity of PNPase can be improved markedly and ribavirin yield raise by 47.2%(4.21.g/L)compared with the 

fermentation system without betaine. 
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利巴韦林(ribavirin)化学名为 1-β-D-呋喃核糖

基-1H-1，2，4-三唑-3-甲酰胺，为广谱抗病毒药物，

对 DNA 和 RNA 病毒均有抑制作用，由于其具有毒

性低、活性强、疗效高、副作用少、不易产生耐药性等

优点，所以有很高的临床应用价值[1-3]．主要有化学合

成[4]、酶法合成[5]和发酵合成[6]等方法生产利巴韦林，

目前国内外对酶法合成以及化学法合成的研究较多，

而对发酵法生产利巴韦林的研究鲜有报道，且发酵水

平低，因此研究利巴韦林的高水平发酵势在必行．发

酵法生产利巴韦林的菌株主要是枯草芽孢杆菌，而由

其生物合成途径可知，要提高利巴韦林转化率，一方

面需要刺激前体物鸟苷的积累，另一方面必须提高微

生物体内嘌呤核苷磷酸化酶(PNPase)的活性．表达量

的增加可以促进鸟苷分解成鸟嘌呤与外加的三氮唑

甲酰胺(TCA)进一步转化合成利巴韦林． 
有报道[7-12]，许多表面活性剂用于氨基酸和核苷

类物质的生产．汪泽等人在腺苷发酵中发现，培养基

中添加 4%的季铵盐阳离子表面活性剂十六烷基三甲

基溴化铵，能使腺苷产率提高 20%；Udagawa 等人和

Konicek 等人在谷氨酸和赖氨酸发酵中添加表面活性

剂能增加产量近 30%．甜菜碱(三甲氨基乙内酯)是一

种表面活性剂，能够改善细胞的通透性，有利于产物

的分泌和营养物的运输，减少产物的反馈抑制．目前

尚未见文献报道在利巴韦林发酵过程中添加甜菜碱

对枯草芽孢杆菌生长和代谢的影响．本文对此进行

了考察． 
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1 材料与方法 

1.1 材料 
1.1.1 菌种 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)TM903 由天津科

技大学代谢工程研究室保存． 
1.1.2 培养基 
  斜面培养基、种子培养基、发酵培养基的组成见

文献[13]． 
1.2 方法 
1.2.1 种子培养 

接一环生长良好的斜面种子至装有 25,mL 种子

培养基的 500,mL 摇瓶中，9 层纱布封口，置于旋转式

摇床上，180,r/min，36,℃振荡培养 8~10,h． 
1.2.2 摇瓶发酵培养 

按 10%的接种量吸取 3,mL 种子发酵液至装有

30,mL 发酵培养基的 500,mL 摇瓶中，置于旋转式摇

床上，220,r/min，36,℃振荡培养至 24,h 时补加 1.0%三

氮唑甲酰胺，继续培养至 64,h 发酵结束． 
1.2.3 菌体生长量的测定 

取一定体积(30,mL)的发酵液，8,000 r/min，离心 
5,min，弃去上清液，用去离子水洗涤 3 次后，80,℃烘

干至恒重，为菌体的干重(g/L)． 
1.2.4 利巴韦林含量的测定 

采用高效液相(HPLC)方法测定发酵液中利巴韦

林 含 量 ．测 定 条 件 ：色 谱 柱 为 C18(5,μm，4.6,mm× 
250,mm) ，流 动 相 为 4% 乙 腈 ，柱 温 22 ℃ ，流 量

0.8,mL/min，吸收波长 207,nm． 
1.2.5 PNPase 活力的测定 

通过测定反应体系中利巴韦林的生成量测定酶

活力[14]． 

2 结果与讨论 

2.1 甜菜碱对菌体生长和利巴韦林合成量的影响 
为考察甜菜碱对菌体生长和利巴韦林合成的影

响，分别在 0,h、24,h、48,h 添加不同浓度的甜菜碱，发

酵 64,h 后，测定菌体生长量和利巴韦林合成量，每个

条件重复 3 次，对实验结果进行方差分析，并对均值

进行两两比较，Tukey-kramer 检验，显著水平选择

0.05．其中甜菜碱添加浓度为 0.3、0.7、1.2,g/L，以发酵

培养基中不加甜菜碱作为对照，结果如表 1、图 1、图

2 所示． 

 
图 1 甜菜碱对利巴韦林发酵过程菌体生长的影响 

Fig.1 Effect of betaine addition level on bacterial growth 

 
图 2 甜菜碱对利巴韦林产量的影响 

Fig.2 Effect of betaine addition level on ribavirin 
production 

表 1 甜菜碱的添加时间和添加浓度对菌体生长和利巴韦林合成的方差分析 
Tab.1 Analysis of variance of ribavirin synthesis and thalline about betaine addition 

different level and time in ribavirin production 
细胞生长 利巴韦林合成 

变量         自由度 
SS           F 值          P>F SS              F 值           P>F 

质量浓度 
添加时间 
交互作用 

2 
2 
4 

12.04 
8.489 
3.598 

33.25 
23.49 
4.979 

<0.000 1 
<0.000 1 

0.009 7 

4.890 
9.169 
7.358 

34.86 
65.40 
27.26 

<0.000 1 
<0.000 1 
<0.000 1 

 
从表 1 可以看出，甜菜碱的添加时间和添加浓度

对菌体生长和利巴韦林积累的影响都很大，而且添加

浓度和添加时间有交互作用．  
从图 1 可以看出，添加甜菜碱会影响菌体的生 

长，其中在发酵中期(24,h)添加对菌体的影响最大，

而在发酵前期和发酵后期添加低浓度的甜菜碱对菌

体生长影响不大．这可能是因为发酵中期菌体处于

对数期，生长代谢旺盛，需氧量大，而甜菜碱的加入改
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善了发酵液与空气的混合，提高了溶氧，利于菌体生

长．然而，发酵前期添加 1.2,g/L 的甜菜碱使菌体量降

低为对照的 74.6%；发酵中期添加 0.7,g/L 甜菜碱使菌

体量提高了 13.3%．因此，高浓度甜菜碱对菌体的生长

有一定的抑制作用． 
由图 2 可知，在培养基中添加甜菜碱不会抑制利

巴韦林合成，0.3~1.2,g/L 的范围内利巴韦林产量都在

2.68,g/L 以上．在发酵中后期添加甜菜碱对利巴韦林

合成最有利．发酵 48,h 添加 1.2,g/L 甜菜碱，利巴韦

林的产量比 0,h 添加 1.2,g/L 甜菜碱的产量(2.71,g/L)
提高了 26.2%(3.42,g/L)；24,h 和 48,h 添加 0.3,g/L 甜

菜碱，利巴韦林的产量比 0,h 添加 0.3,g/L 甜菜碱的产

量(2.92,g/L)，分别降低了 8.22%(2.68,g/L)和 3.42% 

(2.82,g/L)．因此，低浓度的甜菜碱只有在发酵早期添

加才有利于利巴韦林发酵，而高浓度的甜菜碱则在发

酵中后期添加最有利于利巴韦林的发酵．分析其原因

是：前期加入低浓度甜菜碱改善细胞膜的通透性，利

于前体物鸟苷的外溢，降低产物的反馈抑制，刺激前

体物鸟苷的大量合成；后期由于菌体生长处于衰亡

期，加入高浓度甜菜碱破坏了细胞膜的生理功能，加

速 PNPase 的泄漏，促进利巴韦林的合成． 
由上述结果可知，在枯草芽孢杆菌发酵生产利巴

韦林的过程中添加一定量的甜菜碱，可促进目的产物

利巴韦林的合成，但高浓度的甜菜碱对菌体生长有一

定的抑制作用．  
2.2 培养基中甜菜碱的初始浓度对利巴韦林合成的

影响 
由于甜菜碱对菌体生长有一定的抑制作用，而且

其抑制强度与其浓度呈正比．所以，在初始培养基中

分别添加 0.3、0.5、0.7、0.9、1.2、2.0,g/L 的甜菜碱，进

一步考察不同初始浓度甜菜碱对利巴韦林产量的影

响，结果见表 2． 

表 2 不同初始浓度甜菜碱对利巴韦林产量的影响 
Tab.2 Effect of betaine addition different level on 

                  ribavirin production 
甜菜碱初始质量浓度/(g·L-1) 利巴韦林产量/(g·L-1) 

0.0 2.68 

0.3 2.98 

0.5 3.21 

0.7 3.82 

0.9 3.89 

1.2 2.86 

2.0 1.45 

由表 2 可以看出：培养基中添加 0.9,g/L 甜菜碱

时，利巴韦林的产量最高．随着甜菜碱浓度进一步增

加，利巴韦林的产量逐渐下降．为控制成本，选择添

加 0.7,g/L 甜菜碱． 
2.3 甜菜碱的流加量对利巴韦林合成的影响 

研究表明[9]，起始培养基中加入 0.7,g/L 甜菜碱

后，在 36,h 时就基本被消耗完，若不再补加甜菜碱，

不利于利巴韦林的合成，因此需采用分批补料流加的

方式．在种子和发酵培养基包括发酵条件、甜菜碱初

始添加浓度(0.7,g/L)以及补料液浓度(0.1,g/L)相同

的条件下，分别采用 3 种补料方式进行补料分批发

酵，结果见表 3． 

表 3 不同流加方式对利巴韦林产量的影响 
Tab.3 Effects of the addition method of betaine on 

ribavirin production 
补料方式 利巴韦林产量/(g·L-1) A620 

A 3.02 1.542 

B 4.21 1.764 

C 2.48 1.026 

  注：A. 发酵 36 h 后，每隔 5 h 补料 10 mL；B. 发酵 36 h 后，每隔 3 h 
补料 5 mL；C. 发酵 36 h 后，每隔 1 h 补料 1 mL． 

从表 3 可知，补料方式 B 效果最好，A 次之，C 最

差．方式 C 加入补料时间间隔过于频繁，使基底中甜

菜碱浓度过大，而方式 B 则使甜菜碱浓度维持在最

佳水平，说明菌体在较低甜菜碱浓度下生长，加速了

底物转化，不存在对菌体生长和产苷的抑制作用，有

利于利巴韦林的积累． 
2.4 甜菜碱浓度对 PNPase 活力的影响 

PNPase 是利巴韦林生物合成过程中的关键酶之

一，PNPase 的表达量及活力的高低直接影响利巴韦

林的生成量．为研究甜菜碱对 PNPase 的影响，在发

酵培养基中分别加入 0.7,g/L、1.2,g/L 的甜菜碱，以不

添加甜菜碱作为对照，发酵 64,h，以 1.2.5 方法测定酶

活，结果如图 3、图 4 所示． 

 

图 3 添加不同浓度甜菜碱对发酵液中 PNPase 的影响 
Fig.3  Effect of betaine addition different level on 

PNPase in the fermentation broth 
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图 4 添加不同浓度甜菜碱对发酵液菌体中 PNPase 的影响 
Fig.4 Effect of betaine addition different level on  

PNPase of hacterium 

从图 3、图 4 可知，发酵后期添加 0.7,g/L 甜菜碱

发酵液中的比酶活是对照组的 3.07 倍，并且比添加

1.2,g/L 甜菜碱发酵液中比酶活提高了 41.6%，而菌体

中比酶活为对照组的 17.02%．这是因为添加甜菜碱

能改变细胞膜的通透性，加强胞内 PNPase 的外溢，增

强酶的活性，刺激利巴韦林的合成．但高浓度甜菜碱

对菌种的生长有一定程度抑制作用，而菌体浓度的高

低直接影响 PNPase 的潜在相对活力．因此，添加

0.7,g/L 甜菜碱不仅对菌体生长较宜，而且 PNPase 比

酶活也较高，利于利巴韦林的合成． 

3 结 论 

选择甜菜碱作为发酵促进剂，通过研究甜菜碱的

添加时间和添加浓度对 PNPase 及利巴韦林合成的影

响，确定的最佳工艺条件为：甜菜碱初始质量浓度

0.7,g/L，发酵 36,h 后，每间隔 3,h 补加 0.1,g/L 甜菜

碱，此时利巴韦林的产量为 4.21,g/L，比未添加甜菜

碱前提高了 47.2%． 
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