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摘!要!从自然界筛选得到了.株可发酵甘油生产#!"/丙二醇的肠道细菌!经鉴定均为肺炎克雷
伯氏菌)经化学诱变!菌株的#!"/丙二醇产量有所提高!其最终产量达到!4左右)
关键词!#""/丙二醇$克雷伯氏菌$甘油
中图分类号!56.!" 文献标识码!7
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89:;<-%!=>*+?-/@<-A%!BC>DE+?,-
#=F;’’(’@G?’H<F;-’(’AI%=’JH;<K-L,-AHM<>-?N<KO?HI%PJQ?!#%$"3%:;?-,$

?@/0$&80!*?-<OHK,?-O’@<-H<K?FR,FH<K?,%F,S,R(<’@F’-N<KH?-AA(IF<K’(H’#%"/TUV<K<OFK<<-<W)
7((’@H;<OHK,?-OV<K<?W<-H?@?<W,O!"#$%&#""’()#*+,)&’#)7@H<KF;<X?F,(XJH,H?’-%H;<
SK’WJH?’-’@#%"/TUV,O?XSK’N<W)7@H<KR<<K?-A’SH?X?M<WH;<@<KX<-H,H?’-H;<I?<(W’@#%"/
SK’S,-<W?’(?OJSH’!4)
A.1B"$6/!#%"/SK’S,-<W?’("!"#$%&#""’()#*+,)&’#"A(IF<K’(

!!#%"/丙二醇##%"/TU$是一种重要的化工原料%
它可直接用于防冻剂%也是多种增塑剂&洗涤剂&防
腐剂和乳化剂的合成原料%广泛用于食品&化妆品
和制药等行业)但它最主要的消费领域是用作新型
聚酯T55的主要原料’#()
利用微生物歧化甘油生产#%"/丙二醇是一种

对环境友善的生产工艺%它克服了单纯化学合成’!(

带来的诸多不利)国内外发酵法生产#%"/丙二醇采
用最多的菌种%是肺炎克雷伯氏菌’"!Y()杜邦&杰能
科联合美国一些高校’3%2(将其关键酶基因克隆并转

化进大肠杆菌中%表达取得了成功)同时申请利用
基因工程菌一步法发酵生产#%"/丙二醇的专利’0(%
并已经工业化生产’.(%产品=’K’-,已经上市)据报

道%国际上利用生物转化法生产#%"/丙二醇的最高
产量已经达到3Y!2$A)8’#$()

C!材料与方法

CDC!菌株和培养基
人体肠道细菌!无锡市卫生防疫站搜集的野生

型菌株"8G培养基"以甘油为惟一碳源的培养基’#%(

等)
CDE!方法
将从无锡市卫生防疫站搜集的野生型人体肠

道细菌用无菌牙签挑至以甘油为惟一碳源培养基

的平板上%将长出的菌落接入装液量为"$X8的
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!Y$X8盐水瓶中!用橡皮塞塞紧!置"2Z恒温箱
中培养#$$;)

CDF!检测

取发酵液#X8于#)YX8离心管中于"$$$

K"X?-离心#YX?-!气相色谱检测上清液中#!"/TU
的质量分数##!!#"$)

C)F)C!色谱参数!安捷伦#%.$型气象色谱仪%氢

火焰离子化检测器&内径"XX!长!X 的不锈钢

柱!填充国产高分子微球DU1/%$#’3$!0$目(为固

定相%#!"/丙二醇色谱标准物)

C)F)E!色谱条件

#(色谱柱老化&自室温至!%$Z分段恒温饱和

!$;)

!(柱温&起始温度为#Y$Z!恒温YX?-%以#Y

Z"X?-的速率升温至#0$Z!恒温#$X?-%再以#Y

Z"X?-的速率升温至!!$Z!恒温#$X?-)

"(汽化室温度&!0$Z%检测室温度&!3$Z%载

气为氮气!体积流量%YX8"X?-)辅助气为氢气!体

积流量Y$X8"X?-!空气体积流量%$$X8"X?-)

%(将色谱标准#!"/丙二醇精确配成质量分数

为#4!#)Y4!!4!!)Y4及"4的水溶液!测定标准

曲线%#!"/丙二醇的保留时间为")0X?-左右)

Y(用外标法将发酵液用气相色谱检测!所得峰

面积与标准曲线比较得到发酵液中#!"/丙二醇的

质量分数)

CDG!筛选

挑选出产#!"/丙二醇的菌株共#3株!从中挑

选出产量较高的.株菌分别为&!$#"!!$!"!!$"

"!!Y3"!%.%"!202"!2.$"!##.!"!##."")

CDH!菌种鉴定

鉴定步骤&显微镜镜检菌体形态!再进行革兰

氏染色!最后进行生理生化试验##%$)

CDI!化学诱变育种

选取##.!"菌为化学诱变的出发菌株进行亚

硝基胍诱变)诱变后共挑得!2#个菌落!对其分别

进行发酵!并进行气相色谱检测)

E!结果与分析
EDC!菌种初筛结果

从无锡市卫生防疫站搜集的野生型菌株中筛

选出可发酵产#!"/丙二醇且产量较高的菌株共.
株!见表#)#!"/丙二醇标准曲线见图#)

图C!C!F=丙二醇标准曲线

:+3DC!J4./0&%6&$68#$-."(C!F=>$">&%.6+"’

表C!菌株生产C!F=丙二醇性能

J&@DC!C!F=<K>$"6#80+"%>.$("$;&%8."(04./0$&+%/

试样 峰面积
质量
分数"4

试样 峰面积
质量
分数"4

2.$" #.Y#%# $)%! %.%" !"3.Y2 $)Y#

202" !"!"#$ $)Y$ !3$" !%3!%. $)Y"

##."" !!233Y $)%. YY3" !!"$#0 $)%0

##.!" !3$#00 $)Y3 2."" !%3!%. $)Y"

!$!" !YYY%! $)YY Y%%" !!"$#0 $)%0

!$#" !%#3$! $)Y! %.Y" !#0"2! $)%2

!$"" !%3!%. $)Y" #$3$" #%032. $)"!

!Y3" !!233Y $)%. ##$#" #Y""!Y $)""

EDE!菌落形态及显微镜镜检结果
在8G平板上!!$#"!!$!"!!$""!!Y3"!%.%

"!202"!2.$"!##.!"!##.""菌落圆形隆起!边
缘整齐!呈粘液状!显微镜下呈短杆菌)
EDF!革兰氏染色
所有菌株均为革兰氏阴性菌)

EDG!生理生化试验
通过生理生化试验可知!在8G平板上筛选得到

的##.!"等菌株的菌落呈圆形隆起!边缘整齐!呈粘
液状)吲哚试验和甲基红试验呈阴性%&/T试验)西蒙
氏柠檬酸盐试验呈阳性%硫化氢试验呈阴性%尿素酶
试验呈阳性!苯丙氨酸脱氨酶呈阴性%动力’鞭毛染
色(试验呈阴性%!$Z不能液化明胶%可利用U/葡萄
糖产酸产气%可以乳糖)蔗糖)U/甘露醇)U/山梨醇)

8/阿拉伯糖)8/鼠李糖)U/木糖)纤维二糖为惟一碳
源)不能利用!/甲基/U/葡糖苷为惟一碳源生长%U*7
酶试验’"2Z(呈阴性%硝酸盐试验呈阳性%[’N,O\氧
化酶试验呈阴性%"/半乳糖苷酶试验’]*TD(呈阳性%
不产生黄色素%葡萄糖法代谢为发酵型)
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根据以上鉴定结果!对照伯杰斯细菌分类学手
册"#%#!确定!$#"!!$!"!!$""!!Y3"!%.%"!202
"!2.$"!##.!"!##.""为肺炎克雷伯氏杆菌!且
产酸较少!试验结果见表!)
EDH!CCLE!诱变后发酵产C!F=丙二醇性能测定

##.!"菌株经亚硝基胍化学诱变后共得到!2#
个菌落经过气相色谱检测!发酵生产#!"/丙二醇产

量较高的见表")结果表明!##.!"菌株经亚硝基胍
化学诱变后共得到!2#个突变株!其中产量提高

!$$4以上的共有#"株!产量提高#$$4!!$$4的
有"Y株!产量提高$!#$$4的有#.0株!负突变的
有!Y株)由此可知!化学诱变对提高该菌种产量还
是很有效的!但由于出发菌株的产量很低!所以诱
变后的最终产量不是很高)

表E!菌株的生理生化反应并与伯杰斯细菌分类学手册对照表

J&@DE!J4.@+"84.;+8&’+6.%0+(+8&0+"%"(04./0$&+%/&%604.+$8";>&$+/"%B+04M.$3.1"/;&%#&’"(/1/0.;&0+8@&80.$+"’"31

反应 待鉴定菌株 !"#$%&#""’()#*+,)&’#"#Y# 反应 待鉴定菌株 !"#$%&#""’()#*+,)&’#"#Y#

吲哚试验 ^ ^ 肌醇 _ _

甲基红试验 ^ "̂ # U/山梨醇 _ _

&/T试验 _ _ 8/阿拉伯糖 _ _

西蒙氏柠檬酸盐 _ _ 8/鼠李糖 _ _

硫化氢试验 ^ ^ U/木糖 _ _

尿素酶试验 _ _ 纤维二糖 _ _

苯丙氨酸脱氨酶 ^ ^ !/甲基/U/葡糖苷 ^ "_#

动力$鞭毛染色% ^ ^ 蜜二糖 _ _

明胶液化$!$Z% ^ ^ U*7酶$"2Z% ^ ^

丙二酸钠利用 _ _ 硝酸盐试验 _ _

U/葡萄糖!产酸 _ _ 氧化酶$[’N,O\% ^ ^

U/葡萄糖!产气 _ _ "/兰乳糖苷酶试验 _ _

乳糖 _ _ 黄色素 ^ ^

蔗糖 _ _ 甘露糖 _ _

U/甘露醇 _ _

!!注&_表示.$4!#$$4的菌株为阳性’"_#表示234!0.4的菌株为阳性’W表示!34!2Y4的菌株为阳性’"̂ #表示
##4!!Y4为阳性’̂ 表示$!#$4为阳性)

表F!CCLE!菌株诱变后生产C!F=丙二醇性能

J&@DF!C!F=<K>$"6#80+"%>.$("$;&%8."(04./0$&+%/CCLE!&(0.$84.;+8&’;#0&0+"%

试样 峰面积 质量分数(4
比诱前变
提高(4

试样 峰面积 质量分数(4
比诱变前
提高(4

##.!/#!# 03Y#"3 #).. !"!)Y ##.!/#3# 0#"#Y. #)2Y !#!)Y

##.!/#%0 0YY""% #).2 !!0)2 ##.!/#3% 0$0%%! #)2% !#$)2

##.!/#YY 0%$.22 #)." !!")! ##.!/!$! 0$0%". #)2% !#$)2

##.!/#!$ 0!0$Y% #).$ !#0)" ##.!/0 0$"2.3 #)2" !$0).

##.!/#%# 0#Y0"# #)00 !#")3 ##.!/2Y 2!$#3% #)YY #23)0

##.!/#Y# 0#$$2$ #)03 !##)" ##.!/2. 3YY##2 #)%# #Y#)0

##.!/!$# .#$2"0 #).3 !Y$)# ##.!/3! YY!.$$ #)#. ##!)Y

##.!/#3" 0"#32" #)2. !#.)3 ##.!出发菌株 !3$#03 $)Y3 $

##.!/#.. 0#22"Y #)23 !#%)"

"2!第#期 李 琛等!产#""/丙二醇菌株的筛选#改良及发酵

万方数据



EDI!发酵条件的初步优化

E)I)C!培养基组成!在文献!##"报道的培养基基
础上将无机盐进行了重组#得到试验所用的培养
基)培养基中含有$")%A%8 [!CT]%##)"A%8
[C!T]%#!A%8 &*C%’!=]%#$)!A%8 ‘A=]%(

2C!]#YXA%8a<=]%(2C!]#$)#A%8:,:(!#

!A%8:,:]"#用!X’(%8[]C 调SC 值#其他成
分与文献报道一致)
E)I)E!发酵条件初步优化!对##.!/#!#"菌株进
行发酵条件优化#结果见图!)

图E!CCLE=CEC!不同甘油质量分数发酵曲线

:+3DE!J4.(.$;.%0&0+"%0+;.8"#$/.#%6.$6+((.$.%0

3’18.$"’8"%0.%0("$04./0$&+%CCLE=CEC!

F!讨!论

从研究结果可以看出#人体肠道细菌中能歧化

甘油产生##"/丙二醇的微生物几乎都是肺炎克雷

伯氏菌)作者采用传统诱变育种方法提高了野生菌

株##"/丙二醇的产量#但作用非常有限#所获突变

株产##"/丙二醇仅能达到!4左右#因此用传统育

种方法获得##"/丙二醇高产菌株的可能性很小)代

谢甘油生产##"/丙二醇途径中的关键酶&甘油脱水

酶W;,G)##"/丙二醇氧化还原酶W;,5’等只在肺炎

克雷伯氏菌和柠檬酸杆菌等少数微生物中发现#由

于有关代谢途径并不为菌体生长所必需#因此有关

基因的表达水平较低)将获得的菌种作为基因供体

菌#将其整合后转入大肠杆菌#用外源强启动子高

表达上述基因是大幅度提高##"/丙二醇产量#获得

高产菌株更便捷的途径)
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