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摘要 以特定方法筛得羚基脂肪酸聚醋 (P H A )S 产生株 A M B
一

。 0 1
,

初步鉴定为产

碱菌 ( lA o ll ge ne : ) 属
。

经紫外线与亚稍基孤诱变
,

变异株 A U N
一

39 产聚舟丁酸

(P H )B 和聚羚丁 戊酸共聚物 (P H B V ) 的产率分别为细胞干重的 3 5% 和 47
.

5%
.

透

射 电镜观察表明 A U N
一

39 胞内积 累的 P H B 粒子可充满胞 内空间
。
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1

0 前 言
轻基脂肪酸聚醋英文全称 p o l y h y d r o x y a

l k a n o a t e s
( p H A s )

.

不同的 p H A s ,

其单体碳

链可为 Q 一 C
: :

不等
,

其中聚轻丁酸 (P H B )和聚轻丁戊酸共聚物 (P H B V )具有较大的开发价

值
,

它们的物理性质与一些化学合成材料比较接近
,

可开发成接骨材料
,

缓释药物载体
,

外科

缝线等医用材料
;
各种包装薄膜

,

容器
,

卫生用品等工业材料
; 以及地膜

,

除虫剂
,

除草剂载体

等农用材料
。

P H A s

材料是由多种微生物在碳源丰富而氮源贫乏的情况下在胞 内积累的
,

作

为胞内碳源储存物
,

川 故很容易在生态环境中彻底降解
。

在当今生态环境 日益恶化
,

石油资

源 日趋耗竭的情况下
,

开发这类生物合成高分子材料具有 十分重要的意义
。

本研究着重从当

地 自然环境 中筛选出能合成 P H B 和 P H B V 的产生菌
,

并进 行改良
,

初步提高其 P H B 和

P H B V 的生物合成能力
。

1 材料与方法
L I 培养基

培养基 A ( g l/ 。 0n 讨 )
:

酵母膏 1 蛋白陈 1 牛肉膏 .0 5 葡萄糖 2
.

。 硫酸钱 0
.

5

培养基 B ( g / L
声

)
:

葡萄糖 20 硫酸钱 1 磷酸盐 10 硫酸镁 0
.

2 氯化钙 0
.

01 柠檬酸

亚铁钱 0
.

06

培养基 C
:

培养基 A + 0
.

04 %显色剂 + 琼脂 2
.

0
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2 基本培养方法

温度 30 C
,

旋转式摇床振荡 2 0 0 r / m in
,

培养方式
:

富氮 (培养基 A ) 培养菌体 3 h0 左右
,

菌体转接人贫氮 (培养基 B )摇瓶
,

以利产 P H A s
.

1
.

3 染色法

苏丹黑染色法曰

1
.

4 测定方法

1) P H B 紫外分光吸收测定法川
。

2 ) P H B V 气相色谱分析法 P H B V 溶于氯仿
。

色谱条件 柱 O V
一

1 7
,

检测器 FI D
,

2 2 O C 程序升温 80 C五云言几五瓜而
卜 1 80 C

,

维持 1Om i“
,

进样量 .0 3浏
·

分馏比 1 :

10 .0

结果与讨论
菌种筛选

l 筛选方案 可产生 P H A
s

的微生物多为细菌
,

种类较多
,

就生物合成 P H A s 的潜力

,自.2.2

而言
,

产碱杆菌属 ( A I。 石ge
。 。 ) 是一类较为理想的菌属

。

针对 A I ,a ll ge en
、
的生理特征

,

筛

选路线设计为
:

以特定显色剂筛 出产生变色圈的细菌
十

以蕃红染色筛出革兰氏阴性菌
十

以苏丹黑染色
,

检查筛出 P H A s

产生菌

专

以紫外分光吸收法初测所产的 P H A s
种类

十
以气相色谱确证

专

根据形态
,

生理生化特征初步鉴定菌种

2
.

1
.

2 初 筛 收集多种 土壤
、

污泥
、

污水
,

稀释后
,

分别涂布在培养 基 C 平板上
,

培养 d2

后
,

在平板的粉红色的背景下
,

寻找黄褐色的变色菌落
。

这是因为 A l ca ll ge ne
、
产生的某些物

质能使显色剂变色
。

对 14 个不同土样的分离
,

共挑到 7 个黄褐色菌落
。

经蕃红染色鉴别为

革兰氏阴性的杆菌
。

分别编号为 A M B
一

00 1
,

… A M .B 二
00 7

.

根据 A I。 。 ll ge
、 。 产生 P H A

、
的特点

,

将初筛到的上述 7 个菌株分别接人培养基 A
,

富

氮培养 3 h6
,

无菌离心收集菌体
,

转人培养基 B
,

贫氮培养 3 h6
.

分别在富氮和贫氮培养过程

中取 出细胞
,

以苏丹黑 B 染色镜检
,

发现 A M B
一

0 0 1
,

A M B
一

0 02
,

A M B
一

。05 三个菌株经富氮

培养呈负染
,

经贫氮培养
,

染色后呈蓝黑色
。

初步判断 A M B
一

。。 1
,

A M B
一

0 02
,

A M B
一

0 05 可产

生轻基脂肪酸聚酉旨
。

2
.

1
.

3 产物鉴别 上述 3 支筛得株经富氮转贫氮培养后
,

分别取出 l ml 菌液
,

离心获得细

胞后
,

分别以次氯酸钠处理
,

无水乙醇洗涤
,

再以氯仿萃取经基脂肪酸聚酷
,

紫外分光吸收法

和气相色谱法测定皆表明这 3 支菌株都能产生 P H B
.

色谱图上
,

上述产物与购 自 lA dr i c h

公司的 P H B 标准样品出峰位置相同 ( 图谱略 )
。

说明上述 3 个菌株皆可产 P H B
.

它们所产的

P H B 含量 以菌株 A M B
一

00 1 为最多 (见表 1)
.

选菌株 A M B
一

0 01 作为下一步诱变育种的出发株
。
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。
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大
,

耐葡萄糖浓度更高的变异株
。

经复筛后获得一株 P H B 占细胞干重为 15 %
,

耐葡萄糖浓

度 6%的变异株 A U v
一

68
.

么 .2 2 亚硝基孤诱 变 以变异株 A U V
一

68 作为亚硝基肌诱变的出发株
,

在诱变剂浓度为
.0 l m g /ml 菌液

,

处理时间为 1 5m in
,

致死率为 83 % 的条件下
,

从存活株中挑出耐葡萄糖浓

度高
,

生长快的 90 个菌落
,

经复筛
,

其中 16 个菌落产 P H B 的产率超过 1 5% 最高的一株

达到 35 %
,

定 名为 A U N
一

39
.

A U N
一

39 经斜

面转接 7 次
,

每次都进行摇瓶培养测定其产

P H B 的稳定性
,

结果表 明其产 P H B 的产率

基本上仅有 1 个百分点 的差异
,

转接到第 7

次产率为 33 %
,

说明 A U N
一

39 产 P H B 的遗

传性状基本上稳定
。

菌株 A U N
一

3 9 的诱变谱

系见表 2
.

表 2 菌株 A U N
一

39 的诱变谱系

菌 株 诱变剂法
p H B 产率 (

% )

( P H B / 细胞干重 )

A M B
一

() 0 1

紫外线

紫外线

1 1
.

5

15
.

0

N T G

2
.

3 轻基脂肪酸聚醋产生条件研究

2
.

3
.

1 几种破氮源对 菌体生长和 P H B 生成的影响 以菌株 A U N
一

39 为研究对象
,

选择可

利用碳源中 5 种完全不同类型的碳源葡萄糖
、

甘油
、

丁酸
、

色拉油
、

正 己烷进行了碳源对菌体

生长和 P H B 生成的影响进行 比较
,

结果发现对菌体生长而言
,

色拉油最为有利 ; 而丁酸抑制

生长
。

对于 P H B 的生成而言
,

丁酸是最好的碳源
,

而甘油的效果则最差
。

另外无论对于菌体

生长还是 P H B 生成而言
,

葡萄糖都是较好的碳源 (表 3)
.

4 种氮源对细胞生长和 P H B 生成的影响也进行 了比较
,

各种氮源浓度保持氮源百分比

相同
,

富氮期为 0
.

1 05 写
,

贫氮期为 .0 0 21 %
,

结果发现硝酸按在两种情况下都是最有利的氮

源
,

硫酸钱次之 (表 4)
.

硝酸钱的阳离子和酸根中都含有氮元素
,

可望成为一步法培养的合

适氮源
。

表 3 碳源对菌体生长和 P H B 生成的影响 表 4 氮源对菌体生长和 P H B 生成的影响

碳源 (2 % ) 细胞干重 ( g I/ ) P H B /细胞干重 ( % ) 氮 源 细胞干重 (幻 I
J

) P H B /细胞干重 ( % )

葡萄糖

色拉油

正己烷 :
.

:

33

6

4 2

3 1

25

( N H ;
) 2 5 ( ) 4 选

.

9

N H
4
C I 4

.

7

C ( ) ( N H
,
)
。 `

1
.

1

N H
4
N ( )3 1 4

.

4

3 3

1 9油酸甘丁

艺6

3 5

2
.

3
.

2 胞 内 P H B 积 累情况 通过对碳源
、

氮源
、

摇瓶条件的摸索
,

以及正交试验 比较
,

在最

佳的条件下培养 A U N
一

3 9
,

取其 6 h4 摇瓶培养细胞
,

进行透射电镜观察 (图 1 )
,

可以看出细

胞生长期和 P H B 合成期的细胞形态截然不同
,

前者狭 长呈
“

辣椒
”

形
,

胞 内仅积累少量的

P H B 粒子 ; 后者呈圆形或椭圆形
,

胞内积累大粒 P H B 颗粒
,

有的甚至充满 了整个胞 内空间
。

电镜观察显示 了菌株 A U N
一

39 生成 P H B 的潜力
,

如果细胞群体中所有 的细胞个体都能积

累 P H B 至如此饱满的程度
,

P H B 的产率将能进一步提高
。

2
.

3
.

3 P H B V 的生物合成 轻基脂肪酸聚醋是一类化合物
,

除了 P H B 外
,

最有开发价值的

还有轻基丁酸与经基戊酸的共聚物
。

近几年有文献 [ 6
,

7〕报道一些 P H B 产生菌可吸收丙酸

或戊酸
,

合成 出经基丁酸 ( H B )和经基戊酸 ( H V )单体随机排列的共聚物 P H B V
.

本研究

以丁酸和戊酸为碳源
,

配成三种不同混合比的培养基
,

研究其对 P H BV 产量 以及其 中H B
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和 V H单体组分的影响
,

结果见 表 5 丁酸戊酸混合比对 P H B v 及其 H B 和 H v 组分的影响 ( % )

表 5
.

戊酸 T 酸 P H Bv /细胞干重 H B / P H B v H v / P H B v

由表 5 可 见 A U N 一 3 9 可利
2

.

5 0 4 7
.

5 3 9
.

5 60
.

5

用 戊 酸 作 为 唯 一 碳 源 合 成
`

·

“ 0
·

5 45
.

7 60
.

5 3 9
.

5

P H B V
,

其产率甚至 比利用葡萄
“

·

5 `
·

“ “ o
·

8 7 0
·

5 “ 9
·

5

糖或丁酸合成 P H B 的产率更高
。

另外从表中可以看出戊酸 比例的增加对 P H B V 中 H V 组分的提高有着直接的影响
。

通过人

为调节培养基中丁酸
、

戊酸的比例来控制 P H B V 共聚物中 H B 和 H V 的组分比例可开发出

物理性能略为不同的系列共聚物
。
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l k a n o a t e s
( P H A s

) w a s s e r e e n e d

o u t t h r o u g h s p e e i a l p r o e e d u r e
.

a n d id e n t if l e d a s t h e G e n u s A l e a l i g e n e s
.

T h e m u t a n t A U N
-

3 9 w a s o b t a i n e d a f t e r U V li g h t a n d N T G m u t a g e n e s l s
,

a n d f o u n d t o s y n t h e s 一z e P H B 3 5 %

a n d P H B V 4 7 % o f c e l l d r y w e i g h t r e s
p e e t iv e l y

.

T r a n s m i t t i o n a l E l e e t r o n m i e r o s e o p y

s h o w e d t h a t P H B g r a n u l e s a l m o s t o e e u p i e d t h e w h o le e e l l u l a r p l a
s
m i e s

p a e e
.

S u b j e e t
一

w o r d s A l e a l i g e n e s : P o l y h y d r o x y b u t y r a t e (P H B ) ; P o l y h y d r o x y b u t y r a t e
一 e o 一 v a le 卜

a t e ( P H B V )


