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摘要：从活性污泥中分离到 " 株能够利用丁酸合成聚羟基脂肪酸酯（:;.）的细菌 <=>!，对该菌株积累 :;. 的发酵特性进行

了研究，包括 :;. 产量随碳氮比、?;、发酵时间的变化，并考察了整个发酵过程中碳源、氮源、生物量、?; 值和 :;. 产量之间

的关系 4结果表明，当 1 @ ’ 为 !8，?; 为 A7 $ 时，<=>! 的 :;. 合成能力最高 4在最佳培养条件下，细胞生长达到稳定期时，该菌

:;. 产量高达 !7 $" B·/ C "，占细胞干重的 D87 DE，且 :;( 所占比例达到三分之一 4 经 "F0 6*’. 基因测序分析，初步确定该

菌属于 !>变形菌亚纲中的肠杆菌属 !"#$%&’()#$%4
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% % :;. 是许多原核生物在非平衡生长条件（如

’、:、0、,B 限制或 +# 限制）下合成的细胞内碳源与

能源储存物［"，#］4 它不仅具有类似于化学合成塑料

的理化性质，而且具有生物可降解性、生物相容性、

压电性和光学活性等优良特性，在工业、农业、医药、

食品、环保等行业有着广阔的应用前景，是一类新型

高分子热塑材料［!］4 自然界中许多属、种的细菌在

胞内都能积累 :;. 颗粒 4 自 "9#F 年 /ZM2NBVZ［D］从

巨大芽孢杆菌（ *()+,,-. /$0(#$%+-/）中分离得到
:;e 开始，相继在包括光能自养、化能自养和异养
菌在内的 F8 个属 !$$ 多个种的微生物细胞内发现
了 :;e 的存在，其中主要的属有芽孢杆菌属
（*()+,,-.）、产碱杆菌属（ 1,)(,+0$"$.）、假单胞菌属
（2.$-3&/&"(.）、甲基营养菌属（4$#56,&#%$75.）、固氮
菌属（ 18&#&’()#$%）、红螺菌属（ 95&3&.7+%+),-/）和肠
道杆菌的某些菌属 4 这些菌属的微生物在不同条件

下积累 :;. 产量有一定差异［8］4
与传统塑料相比，:;. 的生产成本仍然相对较

高，053ZUNP5‘ZU 等［F］的研究表明，:;. 的生产成本
中 !$E来源于底物中的碳源 4 微生物能够利用并且
合成 :;. 的碳源有烷烃、脂肪酸和糖类等［A］4 如果
使用回收资源作为底物合成 :;.，其生产成本可以
降低 8$E［H］4
高浓度有机废水作为废弃资源，经过厌氧发酵

后，其液相产物主要是由小分子有机酸组成，为了降

低 :;. 的生产成本同时资源化利用有机废水厌氧
发酵废液中的含碳有机物，本课题组提出将这 # 个
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过程相偶联 %使微生物能够利用厌氧发酵废液中的
小分子有机酸为碳源合成 "#$%
本研究通过尼罗兰平板初筛与气相色谱复筛相

结合等手段，成功地从大豆废水处理厂的活性污泥

中分离到 & 株能够利用小分子有机酸高产 "#$ 的
细菌，并对其利用丁酸为碳源合成 "#$ 的特性进行
了分析 %

!" 材料与方法

!# ! ’ 实验材料
!# !# !" 样品
实验用活性污泥取自哈高科大豆废水处理厂二

沉池污泥 %
!# !# $ ’ 培养基
（&）分离培养基 ’ 牛肉浸膏 ! (·) * &，蛋白胨

&+ (·) * &，,-./ 0 (·) * &，琼脂粉 1+ (·) * &，尼罗

兰染色剂（终浓度 0+ !( 2 3)）、4# 56 +%
（1）筛选培养基 ’ 种子培养基：蛋白胨 &+

(·) * &，牛肉膏 0 (·) * &，,-./ &+ (·) * &，4# 56 +%
发酵培养基：丁酸钠 &1 (·) * &，硫酸铵 +6 0

(·) * &、无机元素液（) * &）,-1#"78·5#17 96 : (，
;#1"78&6 0 (，<(=78·5#17 +6 1 (，柠檬酸铁铵 >+
3(，.-./1·1#17 &+ 3(，及 & 3) 微量元素液，内含：
#!?7!+6 ! (，.@./1·>#17 +6 1 (，AB=78·5#17 +6 &
(，<B./1·8#17 !+ 3(，,-<@78·1#17 !+ 3(，
,C./1·>#17 1+ 3(，.D=78·0#17 &+ 3(%
!# $ ’ 实验方法
!# $# ! ’ 产 "#$ 菌株的筛选
（&）菌株初筛 ’ 将稀释至合适梯度的活性污泥
样品涂布在分离培养基平板上，!+E培养 18 F 89 G
后，在紫外灯下观察，挑选出具有荧光的菌落 %
（1）复筛 ’ 将初筛获得的菌株在发酵培养基中
进行摇瓶培养，!+E培养 >+ G，定量检测 "#$ 含量，
选出 & F 1 株菌，进一步研究其发酵条件 %
!# $# $" 发酵条件
（&）种子培养 ’ 从活化后的斜面接两环菌苔于
种子培养基中，!+E、&0+ H 2 3CB摇瓶培养 &9 F 18 G%
（1）发酵培养 ’ 将活化后的种子培养物，9 +++

H 2 3CB离心 1 3CB 后，接种到发酵培养基中，10+ 3)
三角瓶，装液量 >+ 3)，接种量 0I，!+E、&0+ H 2 3CB
摇瓶培养 89 F 51 G%
!# %" 分析方法
!# %# !" "#$ 定性观察及定量分析

"#$ 的定性观察利用苏丹黑染色法［:］；"#$ 定

量分析利用传统气相色谱［&+］改进后的方法，样品的

预处理过程为首先取 8 3) 左右发酵混合液，离心分
离后弃去上清液；经过冰箱预冻后放置于真空冷冻

干燥机中冷冻干燥；冷冻干燥后的样品，称重后直接

加入一定比例的氯仿、甲醇、苯甲酸和硫酸的混合溶

液，而后在&+0E条件下进行消解 %消解后的样品，加
入超纯水、去离子水或者蒸馏水剧烈振荡后低温静

置后，取下层有机相进行色谱分析 % 色谱分析采用
JKL 检测器 %
!# %# $" 其他常规参数分析
细胞干重测定：将离心后弃去上清的样品冷冻

干燥，然后在分析天平上称重即可；氨氮测定：采用

纳氏试剂分光光度法 ；挥发酸测定：气相色谱 %

$" 结果与分析

$# !" 产 "#$ 菌株的筛选
$# !# !" 初筛
在紫外灯下，从尼罗兰平板上挑取有荧光的单

菌落，再用苏丹黑染色，以视野中黑色颗粒的多少为

筛选标准，初步筛选得到 9 株具有合成 "#$ 能力的
菌株 %
$# !# $" 复筛
将初筛获得的菌株进行摇瓶培养，并利用气相

色谱测定其中 "#$ 的含量，结果见表 &% 经过比较
后以编号 MLN! 的菌株作为研究对象 % 实验结果表
明 MLN! 与其它几株菌相比生物量较高，且 "#$ 的
合成能力较强 %因此，将这株菌作为出发菌株，对其
进行进一步的研究 %

表 !" 不同菌株生物量及 &’( 含量对比

O-P/Q &’ $RRD3D/-SQT "#$ -BT RQ// THU VQC(GS @W TCWWQHQBS XSH-CBX

编号 菌体干重 2 (·) * & "#$ 干重比 2 I

MLN& 16 0 &9
MLN! >6 10 1&
MLN8 !6 05 &&6 !
MLN9 &6 9 &&
MLN&+ &6 >5 >6 0
MLN&& 16 95 96 :

$# $" 菌株积累 "#$ 的影响因素静态实验
$# $# !" 碳源对菌体生长和 "#$ 积累的影响
为了考察碳源对 MLN! 细胞生长及 "#$ 合成

情况的影响，设计碳源的单因素影响实验，硫酸铵的

浓度为 & (·) * &，发酵培养时间为 51 G% 实验结果
如表 1 所示 %
从表 1 中可看出，MLN! 在分别以乙酸钠、丙酸

钠和丁酸钠为碳源时，菌体生长情况良好，其中以丁
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酸钠为碳源时，菌体干重最大达到 $% $$ &·’ ( #，乙

酸钠次之 ) *+, 的合成情况在以丁酸钠为碳源时产
量最高，达到细胞干重的 "-% -.，乙酸钠为碳源时，
产量为 /0% /.，碳源的不同，同时还会影响到 *+,
的单体组成，根据表 / 所示，当碳源不同时，123"
所合成的 *+4 与 *+5 所占的比例不相同，当以乙
酸钠和丁酸钠为碳源时，*+4 的比例大于 *+5，而
当以丙酸钠为碳源时，*+5 所占产物的比例大于
*+4，即当碳源为奇数碳，菌体内部合成的 *+5 6
*+4，碳源为偶数碳时，*+4 6 *+5) 这可能与微生
物合成 *+, 的途径的差异性有关 )

表 !" 碳源对细胞生长和 #$% 合成的影响

789:; /! <==;>?@ A= >8B9AC @ADB>;@ AC *+, >AEFA@G?GAC

8>>DED:8?;H 9I 123" A= J/K >D:?DB;

碳源
浓度

L &·’ ( #

菌体干重

L &·’ ( # *+4M *+5
*+, 干重比

L .

乙酸钠 /N% / $% ## 0"M -J /0% /
丙酸纳 #O% J$ 0% J$ "0M $0 /#% -
丁酸钠 #J% # $% $$ JJM /" "-% -

!& !& !" 碳氮比对菌体生长与 *+, 积累的影响
聚羟基脂肪酸酯（ FA:IKIHBAPI8:3Q8CA8?;@，*+,）

是原核微生物在碳、氮营养失衡的情况下，作为碳源

和能源贮存而合成的一类热塑性聚酯［##］，因此发酵

底物中碳氮比对菌体 *+, 的合成情况会有显著的
影响 )为了确定本研究获得的菌株在不同营养比底
物中 *+, 的合成情况，实验设计了不同的碳氮比，
初步确定发酵时间为 J/ K，碳源为丁酸钠，寻找最佳
的底物碳氮比组成 )实验结果如表 " 所示 )

表 ’" 不同碳氮比条件下菌种生长及 #$% 的合成情况

789:; "! *+, IG;:H 8CH ?K; &BAR?K A= @?B8GC 123" GC ?K;

@D9@?B8?; RG?K HG==;B;C? >8B9AC 8CH CG?BA&;C B8?GA@

S L T
（摩尔比）

丁酸钠浓度

L &·’ ( #

硫酸铵浓度

L &·’ ( #

菌体干重

L &·’ ( #
*+, 干重比

L .

"0 #J% N# # $% "- //% "
-N #J% O- # -% NN #-% J
-0 #O% J- # $% $O #J% $

! ! 从表 " 可以看出，S L T 为 "0 时，*+, 产率最
高，达到 //% ". )在 S L T 为 -0 时，菌体生长情况最
好，但此时的 *+, 产率并不高 ) 分析原因可能与不
同的碳氮比下，菌体内合成 *+, 的速率也不相同，
因此达到 *+, 最大合成量的时间也不相同，S L T 为
"0 的条件下，菌体生长达到稳定期所需时间可能比
S L T 为 -0 时短，在菌体生长达到稳定期后，相对于

大量的菌体，底物浓度开始成为限制因素时，微生物

开始在细胞内部大量合成 *+,) 鉴于以上原因，在
高 S L T 时，可考虑延长发酵时间，使底物中碳源和
氮源的浓度之比达到 *+, 积累的要求 ) 这可能在一
定程度上有利于菌体合成 *+,)
!& !& ’" 发酵时间对菌体生长和 *+, 积累情况影响

*+, 的大量积累主要是发生在菌体生长达到稳
定期后，在不同的底物浓度下，微生物生长达到稳定

期的时间不相同，菌体积累 *+, 的速率也不相同)因
此，考察在 S L T 为 -0 条件下，延长菌体发酵时间，每
#/ K 取一次样，观察随着发酵时间的延长，菌体内
*+, 合成情况的变化)实验结果如图 # 所示)

图 (" 发酵时间对 )*+’ 生长和合成 #$% 的影响

UG&) #! VC=:D;C>; A= =;BE;C?8?GAC ?GE; AC ?K; &BAR?K

8CH *+, @IC?K;@G@ A= ?K; 123"

实验结果表明，*+, 的积累与菌体生长呈明显
的正相关，即生长协同性，这与其他研究报道相

符［#/］，发酵时间延长有利于 *+, 的合成 ) 在 N W 0N
K，菌体生长处于适应期，细胞量有少量增加，此时
*+, 积累较缓慢；在 0N W #NN K，菌体生长处于对数
期，细胞菌体干重随着培养时间的延长而明显增加；

*+, 合成呈缓慢增长；#NN W #/N K 期间，菌体生长
进入稳定期，细胞生长较为稳定出现下降趋势，*+,
开始在细胞内大量合成，这可能是与在发酵后期底

物中碳源与氮源的浓度降低，微生物正常的生长繁

殖受到影响，同时发酵后期底物中的碳氮比较高，促

使 *+, 大量合成 ) #/N K 以后，菌体干重呈下降的趋
势，并且胞内 *+, 含量的降低较为明显 ) 这可能是
由于 *+, 是细菌细胞内能源和碳源的储存物，在菌
体生长的中后期可被降解利用而减少 ) 该株菌增殖
速度较快，在对数增长期后期，细胞干重达到 $% $/

N"O
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%·& ’ (，"#$ 积累量达到 !) *( %·& ’ ( +
!" !" #$ 培养基初始 ,# 值对菌体生长及 "#$ 积累
的影响

根据上述实验结果，考察在最佳碳源和最佳氮

源浓度下，- . / 为 !0 的情况下，发酵培养基不同初
始 ,# 值对菌体生长和产物形成的影响，发酵时间
为 12 3，结果如图 2 所示 +

图 !$ %& 值对 ’()* 生长及 +&, 合成的影响

45%+ 26 789:;<8=< >9 ,# >8 ?3< %@>A?3 B8C "#$

DE8?3<D5D >9 ?3< FGH!

从图 2 可知，,# 值对 FGH! 的影响主要是体现
在菌体的正常生长 + ,# I 1) * 和 ,# J K) * 的环境不
利于 FGH! 的生长，细胞干重以及 "#$ 的干重比都
处于较低的水平；此外，"#$ 浓度和细胞干重随 ,#
的增加逐渐增大，,# 在 1) * L 1) 2 之间时，细胞干重
和 "#$ 干重比达到最大值，分别为 1) *( %·& ’ (和

() MN %·& ’ (；从 ,# 1) 0 开始，"#$ 干重比开始下
降，因此 ,# 1) * L 1) 2 为 FGH! 合成 "#$ 的最佳初
始 ,# 值 +
!" *$ 菌株 FGH! 积累 "#$ 的动态研究
利用动态实验，对菌种 FGH! 在发酵过程中

"#$ 的积累与碳源、氮源、生物量及 ,# 值之间的关
系进行了探讨 +
实验所用发酵条件为：利用 ( & 三角瓶，装液量

为 !** O& 接种量 0P，- . / 为 !0，碳源为丁酸钠，氮
源为硫酸铵，温度!*Q，初始 ,# 为 1) *+ 实验结果
如图 ! 所示 +
由实验结果看出，,# 值在整个发酵过程当中呈

稳定上升趋势 +在发酵前期 * L 1* 3，挥发酸即碳源
大量消耗，氮源也明显下降，此阶段细胞干重增长较

快，菌体处于对数增长期，而此时 "#$ 的增长较缓
慢，这可能是由于该阶段的碳源以及氮源主要被用
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于细胞自身的生长，为后期 "#$ 的积累做准备 + 在
1* L (R* 3 期间，硫酸铵基本上耗尽，S4$D 有少量剩
余，整个体系中碳源相对于氮源来说过剩，较高的碳

氮比促使 "#$ 大量合成，达到细胞干重 R0) RP + 其
中 "#TU "#S 为 2 U (，可见，FGH! 能够利用单一碳
源同时合成 "#T 和 "#S 这 2 种单体，而在对真养
产碱杆菌的研究中发现，真养产碱杆菌以奇数碳源

为底物时时合成 "#S，偶数碳源为底物时合成
"#T［(!］+与 "#S 相比，"#T 的性能较脆，不利于加
工生产，而 "#TS 则具有良好的可塑性［(R］，对于日
后应用以及 "#$ 的改性具有重大的意义 + 在后续的
实验中，结合工程应用的实际要求，笔者将通过研究

优化发酵方式及发酵条件，尽可能缩短发酵时间 +
研究中还观察到在发酵培养的过程当中，在培

养至 RK 3 后，发酵液黏度明显增加，呈黏稠状态，颜
色也发生改变，由初期的无色变为粉红色 +造成这种
变化的原因目前尚不清楚 +
!" #$ 菌种的初步鉴定
研究以提取的 FGH! 菌株的总 G/$ 为模板，利

用 (NV @G/$ 序列的特异扩增引物进行 "-W，将获
得的 "-W 产物送上海生工生物技术公司进行测序 +
序列 在 X<8TB8Y 进 行 注 册，获 得 了 序 列 号：

4ZRR*000+利用 [\X$ R) * 软件进行数据分析建立
了基于 (NV @G/$ 基因的系统进化树 + 进而，以
T5>:>% 微生物分类鉴定系统进行了鉴定 + 从分析结
果可见，该菌株与 !"#$%&’()#$% 的相似性最高，达到
MKP +所以初步鉴定此菌属于肠杆菌属，暂时命名其
为 !"#$%&’()#$% FGH!+所构建的 (NV @G/$ 基因进化
树见图 R+
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图 !" 菌株 #$%& 的 ’() *$+, 进化树
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&" 结论

（#）本研究通过对大豆废水污泥样品进行筛
选，获得了 # 株能够利用丁酸合成 =>. 的菌株 ’ 在
实验条件下，细胞干重达到 )? )@ & A B，=>. 合成量
占细胞干重 (C? (D，积累量达到 "? E# & A B’
（@）该株菌能够利用单一碳源同时合成 =>F 和

=>G 聚合物，=>G 所占比例达到三分之一 ’
（"）经过初筛及复筛获得的菌株经初步鉴定为

!"#$%&’()#$% 属内微生物，暂时命名为 !"#$%&’()#$%
;,<"’
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