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富养罗尔斯通氏菌菌株 !"#“泄漏”
机理的初探

刘双江
（中国科学院微生物研究所 北京 "$$$5$）

摘 要：建立了一种分离纯化聚羟基丁酸（C&’/D/E,&9/+-F/,.F*，CGH）颗粒的改良方法。采用这种方法从 !"#$%&’(" )*+
%,&-."菌株 G"2（野生型）、IJ"!51（4A7诱变的 CGH泄漏菌株）、KLC###（野生的 CGH泄漏菌株）分离了 CGH颗粒。进
一步比较研究了不同菌株的 CGH解聚酶和 :6羟基丁酸脱氢酶的活性。研究结果表明，菌株 IJ"!51的 CGH解聚酶
活性（!5D培养后达 "(5# MN<O）明显高于野生型菌株 G"2（!5 D培养后达 $( :8 MN<O），菌株 KLC###的 :6羟基丁酸脱
氢酶活性（培养 12 D后达 "27P1 MN<O）比菌株 G"2培养（12 D后达 2!P$ MN<O）高许多。这些结果显示，不同菌株 CGH
的泄漏有不同的原因，突变株 IJ"!51导致 CGH泄漏的原因是解聚酶活性高，而野生型 KLC### CGH泄漏的原因主
要是 :6羟基丁酸脱氢酶活性高。
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聚羟基丁酸是许多细菌在碳源过剩条件下合成的一种

生物多聚酯，贮存于细胞内，当碳源贫乏时可以被重新分解

作为细胞生长的碳源和能源［"］。由于聚羟基丁酸（C&’/6

D/E,&9/+-F/,.F*，CGH）及其它类似物（聚羟基烷酸，C&’/6

D/E,&9/.’S.A&.F*>，CGR>）具有生物相容性和生物降解性，它们

作为新材料在医学、食品、农业等有重要的应用前景。过去

几十年对 CGH、CGR>的微生物合成途径及机理进行了大量

的研究［#］，而对于这类生物大分子在细胞内代谢的另一个方

面，即在碳源贫乏时细胞是如何分解利用 CGR>的研究却关

注很少［:］。

胞内 CGH解聚酶和 :6羟基丁酸（:6GH）脱氢酶是 CGH分

解代谢过程中十分关键的两个酶［! T 2］，前者负责把 CGH降解

为 :6GH单体或寡聚体，后者把 :6GH脱氢转化为乙酰乙酸，

进入三羧酸循环（图 "）。在过去克隆富养罗尔斯通氏菌

（!"#$%&’(" )*%,&-."）的 CGH合成酶基因过程中，4A7诱变获得

了一株 CGH积累能力明显降低的突变株，当时称之为 CGH
泄漏株（CGH6’*.S/ <-F.AF）［8］。对该菌株的遗传学研究表明，

该菌株 CGH合成酶系统没有受到影响［8］。有趣的是在自然

界中也发现了表型为 CGH 泄漏的菌株（ ! ( )*%,&-."

KLC###），曾经推测该菌株 CGH泄漏的原因是与某种蛋白质

因子相关，但缺乏明确的证据［5］。本文通过比较 ! ( )*%,&-."
不同菌株的胞内 CGH解聚酶、:6羟基丁酸脱氢酶活性，从酶

学水平阐明了聚羟基丁酸解聚酶和 :6羟基丁酸脱氢酶对菌

株 CGH“泄漏”的影响。

图 $ 细胞内 !"#合成与分解
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$ 材料和方法

$%$ 菌种和培养条件
富养罗尔斯通氏菌（ !"#$%&’(" )*%,&-."）菌株 G"2（野生

型）、KLC###（从自然环境中分离的 CGH 泄漏型）和 IJ"!51
（由 4A7诱变获得的 CGH泄漏型）为德国明斯特大学微生物
研究所实验室储藏菌种。#$ <Z的 0H培养基（: O H.BF&牛肉
膏，7 O H.BF& 蛋白胨，" Z蒸馏水，YG 8P$ T 8P7）接种后，:$[
过夜培养，之后转接到 #$$ <Z的 0H培养基中，培养 #! D 后
收集细胞，转移到 7$$ <Z的 LL"培养基上（含 "$ O 葡萄糖
酸钠和 $P7 O 0G!W’，补水到 " Z，YG 8P$ T 8P7），继续培养，在

设定的时间内取样（7$ <Z），离心收集细胞，3 #$[保存备



用。

!"# $%&颗粒的分离

约 !"# $ 湿细胞悬浮于 %! &’缓冲液（!"# &()*’ 蔗糖，#

&&()*’ +,-.，%! &&()*’ -/01234)，53 6"7）。加入 %!!$ 溶菌

酶，869保温 % :，#!!! /*&0;离心 <! &0;（=0;0>?$@ AB，3@/C@2

?1，D@/&C;E）。弃上清液，沉淀悬浮于 %! &’ 的缓冲液

（%! &&()*’ -/01234) 和 %! &&()*’ =$4)<，53 6"7），室温下缓

慢震荡 % :，裂解原生质球，同时加入微量 ,FC1@"。裂解液

轻轻加到甘油密度梯度（#!G H 7!G H I!G H J!G）离心管，

离心（%!!!! /*&0;，% :，K9），收集 L3M颗粒（位于 I!G甘油

层）。用 %!倍体积蒸馏水洗涤一次，保存在冰上，备用。不

能冷冻保藏。

!"’ 酶活测定

取 !"#&’上述颗粒悬浮液，加入到 !"#&’的 %!!&&()*’

-/01234)缓冲液（53 I"<）之中。8!9保温振荡 8! &0;，离心取

上清液测定 82羟基丁酸产量。%个酶活力单位定义为在上

述条件下产生 %!&()的 82羟基丁酸所需要的酶量。

82羟基丁酸脱氢酶活性通过测定 82羟基丁酸的减少而

测定。反应总体积为 %"8 &’，组成如下：!"% &’的!"%&()*’
的 83M，!"%&’的 F.,*N0C5:(/C1@（试剂盒提供），!"8&’ 5:(12

5:CO@*O/0@O:C;()C&0;@（53 I"7，试剂盒提供），!"I &’蒸馏水。

加入 %#!’无细胞提取液开始酶反应。无细胞提取液的制

备如下：!"% $ 湿细胞悬浮在 %"! &’ 的 %!! &&()*’ -/01234)
（53 6"#），超声波破碎 % &0;，%8!!! /*&0;离心 %! &0;。取上

清液用于酶活测定。

!"( 测定项目和方法

细胞生长采用测定 7!! ;&的光密度（!"7!!）表示。细胞

干重（4,P）采用恒重法。蛋白质浓度采用 M/CN>(/N 法测

定［%!］。82羟基丁酸含量的测定采用试剂盒进行（M(@:/0;$@/

=C;;:@0&，D@/&C;E）。

# 结果和讨论

#"! $%&颗粒的分离及其降解性能

实验中发现：胞内 L3M解聚酶对 L3M颗粒的物理状态

有一定的要求，不能以结晶或有机溶剂如氯仿抽提的 L3M
为底物。L3M在细胞内以无定形颗粒状态存在，颗粒上有

L3M聚合酶、解聚酶和稳定其结构的蛋白质（L:C10;）组成。

这种无定形颗粒 L3M也是胞内 L3M解聚酶的天然底物。无

定形 L3M颗粒离开细胞容易变化，变化后的 L3M颗粒不能

作为 L3M解聚酶的底物［%% H %<］。反复的高速离心、冻融、结

晶、表面活性剂（如 Q,Q）处理是分离和贮存过程中导致 L3M
结构变化的主要原因。试验过程中还发现经过 B/@;R: L/@11
（%! !!! LC，8次）或超声波（< &0;，7!循环）破碎细胞后 L3M
颗粒同样失去了酶解性。经过多次试验，我们选用溶菌酶处

理细胞、低渗透压涨裂的方法破碎细胞，然后用密度梯度离

心收集 L3M颗粒。采用这种方法制备的 L3M颗粒很好地保

持了其在细胞内的状态，是 L3M解聚酶的良好底物，容易被
附着于表面的解聚酶降解，降解率（降解的 L3M*初始 L3M）
高于 7!G。

#"# 不同培养阶段菌株 %!)、*+!(,-、./$### 细胞内 $%&
解聚酶活性、’0羟基丁酸脱氢酶活性及胞内 ’0羟基丁酸含量
三菌株 3%7，QS%KIJ，T=L<<< 培养 KI、6<、J7 : 后分离

L3M颗粒，并测定其 L3M解聚酶活力结果显示（图 <）。三株
菌在培养过程中 L3M解聚酶活力表现出不同的特征。菌株

3%7在培养初期（KI :）解聚酶活力较低（此时培养基中碳源、
氮源丰富），细胞以 L3M累积为主，但随着培养过程的进行
和营养的消耗，解聚酶活性逐渐提高，说明培养基中碳源开

始匮乏，细胞开始动用贮存的 L3M做碳源供生理代谢的需
要，至培养 J7:，解聚酶活力提高了 %!倍；同菌株 3%7形成明
显对比的是菌株 QS%KIJ和 T=L<<<在培养早期（KI :）L3M解
聚酶的活力就很高（分别为 %"I<和 %"!8 U*&$）（图 <）。

图 # 菌株 %!)、*+!(,-、./$###胞内解聚酶

在不同培养阶段的活性

B0$V< W;O/CR@))?)C/ N@5()E&@/C1@ CRO0X0O0@1 (>

1O/C0; 3%7，QS%KIJ C;N T=L<<< CO N0>>@/@;O

R?)O0XCO0(; 1OC$@1

根据以上结果分析，菌株 QS%KIJ和 T=L<<<在培养初期
解聚酶活力保持较高的水平，尤其是菌株 QS%KIJ，培养 KI:
解聚酶活力达到 %"I< U*&$，是菌株 3%7的近 7倍，这无疑导
致 L3M 在细胞内的快速降解，其最终的结果是细胞积累

L3M水平降低。由此可见，胞内 L3M解聚酶活力高是导致

L3M“泄漏”的原因之一。
在累积 L3M的培养条件下，菌株 3%7、QS%KIJ、T=L<<<分

别培养 KI、6<、J7 : 后测定 82羟基丁酸脱氢酶活力。试验结
果（图 8）清楚表明，菌株 3%7和 QS%KIJ的 82羟基丁酸脱氢酶
活力变化远不如菌株 T=L<<<的变化大，同培养 KI:相比，培
养 J7:菌株 T=L<<<细胞内 82羟基丁酸脱氢酶活力提高 #倍
以上。82羟基丁酸脱氢酶活力高低与胞内 82羟基丁酸含量
密切相关，当 82羟基丁酸脱氢酶活力高时，胞内 82羟基丁酸
被很快转化，使得胞内 82羟基丁酸含量明显降低（表 %）。从
以上分析可以看出，82羟基丁酸脱氢酶是导致 L3M“泄漏”的
第二个重要原因。
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图 ! 菌株 "#$，%&#’()，*+,---培养过程中

!.羟基丁酸脱氢酶活性

!"#$% &’(")"("*+ ,- %./012,3045(026(* 1*/012,#*76+*

"7 +(26"7+ 89:，;<9=>?，671 @ABCCC 152"7# ’5D(")6(",7

表 # 培养 )$/ 后菌株 "#$、%&#’()和 *+,---
细胞内 !.羟基丁酸含量

E64D* 9 %./012,3045(026(* ’,7(*7(+ "7 ’*DD+ ,- +(26"7+

89:，;<9=>?，671 @ABCCC 6-(*2 ?: / ’5D(")6(",7

;(26"7+ %./012,3045(026(*F（G#F#）

89: CH9

;<9=>? 9H%

@ABCCC IH>

! 结论

通过研究比较 ! $ "#$%&’()不同菌株的解聚酶和 %.羟基
丁酸脱氢酶的活性，发现保留在颗粒上的高活性 B8J解聚
酶和细胞内的 %.羟基丁酸脱氢酶均可以导致菌株成为 B8J
“泄漏”型。研究结果还表明，导致菌株 ;<9=>? 和菌株

@ABCCC呈 B8J“泄漏”型有不同的原因。突变菌株 ;<9=>?
“泄漏”B8J的原因是解聚酶活性高，而野生型 @ABCCC的原
因还有 %.羟基丁酸脱氢酶活性较高。
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《微生物学报》综述文章投稿说明

近一时期，我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。为使此栏目更加

新颖并更具可读性，特提出几点说明，欢迎大家根据要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。

.B本刊主要刊登微型综述（K-*- ;5E-5A），来稿字数最好控制在 U///字以内（不包括参考文献）。

LB综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。

!B参考文献应控制在 I/篇以内，近 !年发表的文献不少于 ./篇。

IB应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。

UB应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。

GB欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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