
!" 卷 #期
$%%"年 &$月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
’()*!"
+,-,./,0

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：国家“2#"计划”新材料领域（3&4 5 %%! 5 %&#%）；陕西教育厅重大产业化资助项目（%&67%"）
"通讯作者。8,)：2#9$:92"%$!&&；;9.<=)：>)?(@AB@CD* ,?@* -@*
作者简介：张 圆（&:32 5），女，湖南醴陵人，西北大学生命科学学院硕士生，主要从事微生物工程和微生物次生
代谢产物的研究。

收稿日期：$%%"9%&9%"，修回日期：$%%"9%39$"

利用微生物混合培养技术生产聚羟基烷酸（!"#）研究
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摘 要：研究了圆褐固氮菌（!"#$#%&’$() ’*)##’#’’+,）突变株 E9"与巨大芽孢杆菌（-&’.//+0 ,(1&2
$().+,）E9#发酵生产聚羟基烷酸（FGH）的人工可配伍性，确定了它们混合培养的适宜条件，先
将 E9"菌株发酵培养 $! I $2 J后，再以 &4K（LML）接种量接入 E9#菌株并同时补加 %N4K（AMA）
蛋白胨（OF）和 %N4K（AMA）1G!1P"，继续混合培养 !$ I !# J，细胞干重达 "$ AMQ，FGH含量为

2%K，再结合补料技术最终生物量可达 4" AMQ，FGH产生量达 !$N! AMQ。糖对 FGH的转化率为

%N"$。人工混合培养成功地解决了固氮菌发酵生产 FGH过程中，发酵液粘度过高，传质较
差，补糖总量上不去等技术问题。
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聚羟基烷酸（F()SJS?0(TS<)U<@(<V,W，简称 FGH）是许多微生物合成的胞内能量和碳源
贮藏物质［&］。此物质是一种聚脂类物质，具有热塑性。同化学合成塑料相比，其不仅有很

多相类似的理化性质，而且具有独特的生物可完全降解性。因此，它在替代化学合成塑

料，消除“白色垃圾”对环境的污染，具有极为重要的意义。同时，FGH生物合成还赋予它
好的生物相容性、压电性等，它作为医疗植入和组织工程用可降解性高分子材料，也具有

很好的发展前景。目前人们对 FGH的研究开发多集中于 3&/0$#4.&，!"#$#%&’$() 和5($*6/2
#$)#7*0 中的某些种的单一菌株的纯培养［$ I !］。其中固氮菌以它产生的 FGH 分子量大，
FGH颗粒外无被膜使后续提取比较容易，而受到人们的关注。因此 $%世纪 2%年代，英国
帝国化学公司（X7X）在工业规模生产 FGY用菌株时，固氮菌也被初选为 "种生产用菌株之
一。但后因固氮菌在产 FGH同时，还产荚膜多糖，给生产带来一些技术难题而被淘汰［4］。
本文报道了用固氮菌和产 FGH的芽孢杆菌进行混合培养，通过芽孢菌向胞外分泌的多糖
酶［#］，及时降解发酵液中的荚膜多糖，以改变固氮菌发酵生长过程中发酵液粘度高、传质

较差、生长速度过低、糖的转化率不高等问题。

$ 材料和方法

$%$ 菌种
圆褐固氮菌（!"#$#%&’$() ’*)##’#’’+,）E9"和巨大芽孢杆菌（-&’.//+0 ,(1&$().+,）E9#，均

来自本实验室。



!"# 培养基
斜面培养基：每升含甘露醇 !"#，$!%&"’ (#，)#*+’·,%!+ "-!#，./.+0 "-1#，23.40·,%!+

"-!1#，5/!)+’·!%!+ "-1#，琼脂 (1 #，6% ,-!。液体培养基：每升含蔗糖 !"#，$!%&+’ "-7#，

$%!&+’ "-!#，)#*+’·,%!+ "-!#，./.+0 "-1#，23.40·,%!+ "-(!1#，5/!)+’·!%!+ "-!1#，蛋白
胨（或 5%’5+0）(#，微量元素液 ( 89，6%,-!。微量元素液：%0:+0 "-0#，.;.4!·<%!+ "-!#，

=>*+’·,%!+ "-( #，)>.4!·’%!+ 0"8#，5?.4!·<%!+ 0"8#，.@*+’·1%!+ ("8#，加水到

("""89。
!"$ 培养方式和条件
摇床培养：!1" 89三角瓶装培养液 0" A ’" 89，0"B，!!" CD8?>进行培养。发酵罐培

养：选用美国 EFGHF*公司生产的 !9IJ型全自动发酵罐，温度 0"B自控，6%<-K A ,-!碱液
间歇调控，初始搅拌速度和通气量分别为 <""CD8?>和 ( L(，初始装液量 (-! 9，接种量 ("M
（NDN）。采用间歇补料方法进行培养，培养期间每隔一定时间测定罐内蔗糖浓度，当罐内蔗
糖浓度降至 "-0M A "-1M（#D#）时，开启自动补料泵，用 0"M（#D#）蔗糖溶液补糖，使罐内蔗
糖浓度保持在 !M（#D#）左右。
!"% 分析方法
!"%"! 菌体生物量：发酵液经离心（’"""CD8?>），菌体水洗 ( A !次，乙醇洗一次，K"B恒温
干燥 !’O，冷却后称量。
!"%"# 糖类测定：蔗糖采用 G;3测定法［,］；总糖采用蒽酮法［7］。

表 ! 正交试验因素和水平安排
H/P43 ( HO3 /CC/>#383>Q ;R R/SQ;CT />U 43N34T ;R ;CQO;#;>/4 U3T?#>

93N34

2/SQ;C

JI< ?>;S@4/Q?>#

Q?83DO

F>;S@4/Q?>#

/8;@>QDM
*@664383>Q/4 >?QC;#3> T;@CS3

( " 7 (M&36Q;>3

! (7 (" "-1M&36Q;>3 V "-1 5%’5+0

0 !< (1 (M5%’5+0

!"%"$ &%W 的测定［K］：定性采用
苏丹黑 :染色法；定量采用紫外分
光光度计法。

!"%"% 发酵液粘度测定：培养物经
抽滤、除菌体，用乌氏粘度计测培养

液的相对粘度［("］。

!"& 正交实验
表 (为正交实验设计方案。

# 结果

#"! 圆褐固氮菌 ’($菌株在人工发酵培养条件下的生长繁殖和积累 )*+的规律
JI0菌株分批补料发酵动态的研究，采用发酵罐培养方式进行。从图 (可见，前期由

于补料延长了细胞生长的对数期，使培养物的生物量迅速增加。但补料 0次发酵至 !<O
后，发酵液粘度急骤增加，使补料再无法进行下去。继续培养到 0"O，发酵液粘度达最高，
测此时相对粘度为 ’-,(。同时，测其发酵液总糖量达 <M，高粘度直接影响了营养物和氧
的传递，使后期生物量没有明显变化。为了提高菌体 &%W的产率，发酵至 0<O后，通过降
低通气量，停止补加碱液，当 &%值自然降至 <-1时，菌体积累 &%W迅速。至 ’!O &%W占
细胞干重的 7"M（#D#），细胞干重最后达 (7#D9，细胞中 &%W的生成速率为 "-0<#D9·O。
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图 ! 固氮菌 "#$菌株生长繁殖和
积累 %&’的规律

!"#$% &’()"*# +*, -./ +001213+4"*#

(5 ! $ "#$%%"%""&’ &67

()( 巨大芽孢杆菌 "#*菌株适宜的培养条件
上述发酵过程发酵液粘度增加的原因，主

要是圆褐固氮菌在生长繁殖过程中向胞外分泌

荚膜多糖所致。为了能够及时降解发酵液中的

荚膜多糖，消除或减轻发酵液的粘度，我们采用

能向胞外分泌多糖酶的芽孢杆菌［8］与固氮菌混

合培养，来解决这一问题。通过多株芽孢菌的

初筛，实验发现巨大芽孢杆菌 &68菌株，在培养
过程中，具有降解圆褐固氮菌 &67菌株荚膜多糖
的特性。实验分两组进行，第一组在液体培养

基中接入 &68菌株；第二组将 &67菌株培养至 98
:的培养物灭菌后，接入 &68 菌株，两组均在
7;<条件下进行摇床培养，并每隔一定时间测其
各组培养物的菌体重量。由表 9可见，在 %8:细胞干重均达到最大值，!和"组的最大值
分别为 9=8;#>?和 @=@#>?，考虑到初始培养液中细胞量，两组细胞干重的净增长值分别为
9=A%#>?和 7=B;#>?。芽孢菌 &68菌株在 &67菌株灭活培养液中生长情况良好，生物量比

!组有较大幅度的增加。又有实验证明，芽孢菌 &68菌株能很好的利用葡萄糖，而不易利
用蔗糖、果糖等。由此推测，固氮菌 &67菌株产生的荚膜多糖，可能以葡聚糖为主。因此，
芽孢菌 &68菌株，生长所需碳源可能是 &67菌株在胞外形成的多糖物质，其氮源、C.值与
&67菌株相同。

表 ( 巨大芽孢杆菌在不同培养液中生长情况的比较
D+E3F 9 D:F #’()4: (5 ( $ ’)*+,)$-&’ &68 "* ,"55F’F*4 01341’F 2F,"12

G1341’F 4"2F>: ; B @ %9 %B %8 %@

H’I 0F33 )F"#:4 >（#>?） ! ;=;J %=8; %=J; 9=9; 9=B; 9=8; 9=A;

" A=B; 8=%; 8=@; K=9; @=8; @=@; @=A;

! = ?"L1", 01341’F 2F,"12；" = M4F’"3"NF, &67 01341’F M(314"(*$

()$ "#$菌株和 "#*菌株的可配伍性
从上述实验结果可知 &68菌株生长所需的碳源、氮源及 C.值与 &67 菌株具有配伍

性。根据配伍性，设计混合培养方案为：&67菌株先在 9O（#>#）蔗糖为碳源的液体培养基
中培养至 98:，其间分两次补入
%=A#蔗糖，再接入 %;O（P>P）&68
菌株种子培养物，同时加 Q.BQR7

和蛋白胨培养至 B9:。对照分别
为相同条件下的 &67 菌株和 &68
菌株单独培养在液体培养基中

（表 7）。由表 7 可知，混合培养
有利于培养菌株提高生物量和

表 $ 单独和混合培养 "#$菌株与 "#*菌株的
生长和 %&’的积累

D+E3F 7 D:F #’()4: +*, -./ +001213+4"(* (5 2"SF, +*,

T"*#3F 01341’F (5 &67 +*, &68

M4’+"* G1341’F 4"2F>: H’I 0F33 )F"#:4>（#>?） G(*4F*4 (5 -./>O US>T

&67

&68

&68 V &67

B9

%8

B9

%B=@

%=9

%K=J

@;

9%

@%

;=7K

;=;A

;=BA
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!"#的产率。$%&菌株和 $%’菌株在混合培养中分别比单独培养生长良好。混合培养的
培养液粘度，经测定相对粘度为 ()*(，粘度降低了 &+,，解除了对菌体生长繁殖的抑制作
用，增加了菌体的生物量和后期补糖的机会，说明这两株菌具有良好、稳定的配伍性。

!"# 混合培养的适宜条件
$%’菌株和 $%&菌株的混合培养，以 $%’菌株的培养为主，$%&菌株主要是利用 $%’

菌株在培养过程中积累的多糖物质进行生长。$%&菌株接入 $%’菌株培养物中的时间、
接种量、氮源为因素利用正交试验优化混合培养条件，实验结果及分析计算见表 -。氮源
是混合菌株积累 !"#和生长繁殖的主要因素。$%&菌株接入 $%’培养液中的时间对混合
菌株生长繁殖影响显著。从 !"#总产量考虑，试验的 #’.’/0 效果最好，当 $%’菌株培养

0&1后将 $%&菌株以 (*,（232）接种量接入并同时补加 4)*,（535）蛋白胨和 4)*,（535）
6"-67’ 时，菌体产量为 (-)0 538，!"#产量为 (()’& 538。

表 # 混合培养正交分析计算表
9:;<= - 91= >?@1>5>A:< :A:<BCDC >E FDG=H IJ<@J?=

KGL=?D%

F=A@:< A>M

NA>IJ<:@DA5

@DF=31

NA>IJ<:@DA5

:F>JA@

OJLL<=F=A@:< AD@?>5=A

C>J?I= :F>JA@

.D>F:CC

3（538）
!"#

3,

!"#

3（538）

( ( ( ( (4)& &P P)(

0 ( 0 0 (’)0 PP (4)(&

’ ( ’ ’ (()- PP +)P+

- 0 ( 0 (’ P4 Q)(

* 0 0 ’ (4)& P* P)Q*

& 0 ’ ( (()- P4 P)Q+

P ’ ( ’ (( P+ +)*+

+ ’ 0 ( (()0 +4 +)Q&

Q ’ ’ 0 (-)0 +’ (()P’
R( ’*)0 ’-)& ’’)0
R0 ’*)4 ’*)4 -4)0
R’ ’&)- ’P)4 ’’)4
S( (()P’ (()*’ (()4*
S0 (()&& (()&& (’)-
S’ (0)(’ (0)’’ (()44

T 4)-P 4)+ 0)-

! 0&)4- 0-)P+ 0-)4’

" 0*)40 0P)4& ’4)QQ

# 0Q)0* 0+)-P 0*)0Q

!
’ +)&+ +)0& +)4(

"
’ +)’- Q)40 (4)’’

#
’ Q)P* Q)-Q +)-’

T ()-( ()0’ 0)’0
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!"# 对混合培养发酵生产 $%&的动态研究
根据上述实验确定的混合培养条件，混合培养采用 !"全自动发酵罐进行补料分批发

酵实验。起始培养条件：装量 #$$$%"发酵培养基，起始糖浓度为 !&，起始 ’(值 )*!，通
气量 # +#，搅拌速度 ,$$-.%/0，温度 1$2，培养周期 3! 4 3,5，培养期间分 1次进行补料，最
终补糖总浓度为 )&，并根据发酵液的粘度，选用合适时间接种 #6&（7.7）的 89,菌株进行
混合培养。混合培养期间对发酵液的粘度、蔗糖浓度、总糖浓度、’(值、生物量和 :(;的
产量，定时检测（图 !）。接入 89,菌株（图中箭
头表示接入 #6&（7.7）89, 菌株时间）后，继续
培养至 1! 4 135后，发酵液变稀，测其相对粘度
降到 #*6以下，此时发酵液总糖浓度也急剧下
降，延长了混合菌株的对数生长期。继续发酵

至 1,5后，降低通气量，调节搅拌速度为 1$$-.
%/0。停止补加碱液，当 ’(自然降至 ,*6以下
时，:(;积累迅速，发酵至 3! 4 3,5后，当糖浓
度降至 $*1&（<.<），停止发酵。最终发酵生物
量达 1!<."，:(;占细胞干重的 =$&，产生量为
!,*,6<."，糖对 :(;的转化率为 $*1=。明显提
高了菌株的生长速率和 :(;的产率。

图 ! 混合培养的动态研究
>/<?! @5A BC0D%/E -AFAD-E5 GH %/IAB EJKLJ-A

!"’ 补糖量对混合培养的影响
从上述结果可知，混合培养能解决 89

1菌株因发酵液粘度过大总糖浓度过高，
而引起的对菌体生长的抑制作用，为进一

步通过增加补糖次数和提高补糖量，来增

加菌体的生物量和增大 :(;的积累量提
供了条件。表 6是混合培养至 1!5后又增
加了 !次补糖，使最终补糖次数增加到 6
次，最终总补糖量提高到 #1&（<.<），菌体
量最多达 61<."，:(; 量达 3!*3<."，糖对
:(;的转化率稳定在 $*1!左右。

表 # 增加混合培养补糖次数和补糖量的实验结果

@DMKA 6 @5A -AFJKLF GH /0E-ADF/0< L5A FJ’’KA%A0LDK L/%AF

D0B FJE-GFA D%GJ0LF /0 L5A %/IAB EJKLJ-A

@GLDK FJE-GFA

.&

N/G%DFF

.（<."）

:-GBJEL/G0

GH :(;.（<."）

OG07A-F/G0 -DLA

.&

6

)

#$

#1

!1

1!

36

61

#=*$1

!6*,1

16*#$

3!*3$

1,

1,

16

1!

( 讨论
圆褐固氮菌在生长繁殖过程中能产生大量的多糖物质作为它们荚膜物质的主要组成

部分。因此，在采用圆褐固氮菌进行分批补料生产 :(;的发酵过程中，补糖越多荚膜物
质积累越多。荚膜物质积累达一定值时，影响发酵体系的氧和营养物质传递，抑制了菌的

生长繁殖。巨大芽孢杆菌生长繁殖过程中，通过自身的代谢活动能向胞外分泌多糖酶。

此酶能将环境内的多糖物质降解成单糖或双糖，作为芽孢杆菌自身的营养物质而利用，并

将多余的糖在体内转变成 :(;的形式积累起来。
根据上述两类菌各自的生理特性和它们均能产生 :(;的优点。我们选用圆褐固氮
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菌 !"#菌株和巨大芽孢杆菌 !"$菌株进行混合培养生产 %&’，就是通过他们的糖代谢把
这两株菌联系起来。在此混合培养体系中，利用蔗糖的圆褐固氮菌 !"#菌株和产多糖酶
的巨大芽孢杆 !"$菌株形成代谢偶联。!"#菌株在利用蔗糖的情况下积累多糖物质，作
为 !"$菌株生长所需的碳源。而 !"$菌株在利用多糖物质作为营养进行生长繁殖的同时
降低了发酵液的粘度，改善了发酵液的传质，为 !"#菌株继续生长繁殖提供了良好的环
境，增加了发酵过程中的补糖次数和最终补糖量，进一步提高了发酵生物量和 %&’的产
率。为固氮菌继续作为 %&’研究开发的优良菌株，提供了一定的技术基础。
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