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摘  要: 利用核糖体工程技术对丙酮丁醇梭菌 Clostridium acetobutylicum L7 进行诱变筛选，以获得丁醇高产

菌株。使用链霉素诱变 C. acetobutylicum L7 并结合设计的平板转接逐次提高链霉素浓度的筛选路线，获得丁

醇产量较高的菌株 S3。结果表明，S3 丁醇产量为 (12.48±0.03) g/L，乙醇产量为 (1.70±0.07) g/L，相对于原始

菌分别提高了 11.2%及 50%；丁醇/葡萄糖转化率由原始菌的 0.19 提高到 0.22，丁醇生产率达到 0.24 g/(L·h)，

相比提高 30.5%；耐受丁醇浓度由原始菌的 12 g/L 提高到 14 g/L；发酵液粘度下降到 4 mPa/s，同比降低了 60%，

利于后续分离工作的进行，降低发酵成本。进一步研究工作表明，S3 菌株遗传稳定性良好。因此，核糖体工

程技术是一种选育丁醇高产菌株的有效方法。 
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Abstract:  We used ribosome engineering technology, with which antibiotic-resistant strains are resulted from mutations 
on microbial ribosome, to screen a high butanol-producing Clostridium strain. A novel mutant strain S3 with high butanol 
production and tolerance was obtained from the original Clostridium acetobutylicum L7 with the presence of mutagen of 
streptomycin. Butanol of 12.48 g/L and ethanol of 1.70 g/L were achieved in S3, 11.2% and 50%, respectively higher than 
the parent strain. The conversion rate of glucose to butanol increased from 0.19 to 0.22, and fermentation time was 9 h 
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shorter. This caused an increase in butanol productivity by 30.5%, reaching 0.24 g/(L·h). The mutant butanol tolerance was 
increased from 12 g/L to 14 g/L, the viscosity of fermentation broth was dramatically decreased to 4 mPa/s, 60% lower than 
the parent strain. In addition, the genetic stability of mutant strain S3 was also favorable. These results demonstrate that 
ribosome engineering technology may be a promising process for developing high butanol-producing strains. 

Keywords:  ribosome engineering, Clostridium acetobutylicum, butanol fermentation, butanol tolerance, streptomycin 

丁醇作为一种新型的生物燃料，具有其独特

的性质：能量密度高、腐蚀性低、挥发性低[1]，

与汽油的性质相似，可直接用于现有的发动机系

统，已受到世界各国的广泛关注。目前丁醇发酵

中，丁醇的产量相对较低，这加大了后续分离成

本，降低了其经济实用性，因此提高丁醇产量是

提高丁醇产业经济性的手段之一[2]。微生物发酵

产业中，微生物菌种起着至关重要的作用。性状

优良的高产菌株可以减少发酵和产物分离成本，

提高经济效益，具有良好的科学研究价值和市场

潜力[3]，因此获得一株高产丁醇菌株成为提高丁

醇 产 量 的 前 提 。 丁 醇 本 身 对 发 酵 菌 株

C. acetobutylicum 具有很大的毒性。当丁醇浓度

达到 10~11 g/L 时，菌体生长受到强烈抑制，并

大量死亡[4]，从而限制更高浓度丁醇的生成，因

此菌体对丁醇的耐受性低也是制约丁醇产量提

高的重要因素[5]。 

核糖体是微生物进行蛋白质合成的重要细

胞器，与胞内代谢活动、基本生理过程密切相关。

核糖体发生突变将严重影响胞内物质的代谢[6]。

核糖体工程技术是近几年发展起来的微生物育

种方法。通过向微生物核糖体组分 (核糖体蛋白

和 rRNA) 引入点突变，调控代谢系统，诱导或

刺激代谢产物的表达，获得代谢产物合成能力提

高的突变菌株[7-8]。通常使用链霉素、氯霉素、

庆大霉素、卡那霉素等抗生素诱变微生物，使其

核糖体发生突变。核糖体工程技术具有较好的诱

变效果，目前主要用于提高微生物代谢物的产量

及化学耐受程度等[6,9-10]。Kurosawa 等[11]以枯草

芽胞杆菌 Bacillus subtilis 168 为出发菌诱变获得

链霉素突变株，其 α-amylase 和 protease 产量提

高了 20％~30％。Hosokawa 等[12]对恶臭假单胞

菌 Pseudomonas putida KH146-2 进行链霉素、利

福平和庆大霉素的抗性诱变，筛选得到的抗生素

突变株对 4-羟基苯甲酸丁酯耐受程度由出发菌

的 0.8％提高到 5％。 

与其他的育种方法相比，核糖体工程简单易

行，无需特殊设备，便于大批量的筛选。在所使

用的抗生素中，链霉素诱变效果较好，正突变和

增产率高，且其抗性突变在诱变育种中应用较

多[10]。核糖体工程用于 C. acetobutylicum 的诱变

筛选，以提高丁醇产量目前还没有报道。鉴于此，

本文通过核糖体工程技术，使用链霉素诱变

C. acetobutylicum L7，期望获得高产高耐丁醇菌

株，解决丁醇产量低的实际问题，并为后续的研

究工作奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种 

本 实 验 室 驯 化 保 存 的 丙 酮 丁 醇 梭 菌

Clostridium acetobutylicum L7。 
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1.1.2  培养基 

活化培养基 (g/L)：葡萄糖 20，胰蛋白胨 30，

酵母粉 10。 

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 70，CH3COONH4 

2.3，MgSO4·7H2O 0.2，K2HPO4·3H2O 0.5，KH2PO4 

0.5，FeSO4·7H2O 0.01，MnSO4·H2O 0.01，酵母

粉 2，生物素 0.01，对氨基苯甲酸 0.01，pH 5.5。 

平板培养基 (g/L)：葡萄糖 30，CH3COONH4 

2.3 ， MgSO4·7H2O 0.2 ， K2HPO4·3H2O 0.5 ，

FeSO4·7H2O 0.01，MnSO4·H2O 0.01，胰蛋白胨 6，

琼脂 20，pH 6.2。 

抗生素：配制浓度为 20 g/L 的链霉素母液，

保存于−20 ℃。使用时按一定比例稀释。 

所用培养基均在 121 ℃高压蒸汽灭菌 15 min。 

1.2  方法 
1.2.1  培养方法 

菌种活化：将 1 mL 冷冻保藏的菌种接种于

20 mL 活化培养基中，37.5 ℃厌氧箱 (Forma 

1029，Thermo Fisher Scientific) 中活化培养。 

摇瓶培养：将活化好的菌种以 10％ (V/V)的

接种量接种于 110 mL 发酵培养基中，37.5 ℃厌

氧箱中静置培养。 

发酵培养：1.2 L 发酵培养基装入 3 L 发酵罐 

(1.5BG-4-3000，上海保兴生物公司) 中，通氮气

30 min，保证罐内厌氧环境。将菌种以 10％ (V/V)

的接种量接于发酵罐内，发酵温度 37.5 ℃，转速

150 r/min。 

1.2.2  菌体浓度的测定 

在 620 nm 测量菌体的吸光度作为菌体的浓

度 (OD620)，空白对照为离心后的发酵液。 

1.2.3  链霉素最小抑菌浓度的确定 

将处于对数生长期的菌液  (OD620≈1.0) 涂

布于含有不同浓度 (0、2、4···10···50) mg/L 的链

霉素平板上，每个平板 100 µL，相同链霉素浓度

设置 3 个平行，37.5 ℃厌氧箱中培养 2 d，观察

菌落的生长情况，记录无菌落生长的最小链霉素

浓度，即为链霉素对 C. acetobutylicum L7 的最小

抑菌浓度[13]。 

1.2.4  核糖体工程诱变筛选 C. acetobutylicum 

L7 技术路线 

使用链霉素对 C. acetobutylicum L7 进行核

糖体工程诱变育种。将活化好的菌液涂布于含有

4~5 倍 MIC 的链霉素平板上，培养 4~5 d。挑取

直径较大或形态与原始菌有差异的菌落，96 深孔

板活化培养 20 h，以 10％ (V/V)的接种量接于发

酵培养基中培养 72 h，气相色谱检测丁醇产量，

比较得出产量提高较多的菌株 (以原始菌为对

照)。再以其为出发菌，涂布获得单菌落，将其

挑至链霉素平板上，此时浓度比前次筛选菌株时

增加 5 mg/L，挑取菌落进行发酵检测，重复以上

步骤直到获得高产菌株。经过长时间大批量的诱

变筛选，最终获得丁醇产量提高率在 10％左右的

菌株。以上操作均在 37.5 ℃厌氧箱中进行。诱变

筛选技术路线如图 1 所示。 

1.2.5  氧化还原电位 (ORP) 和 pH 值的测定 

分别采用氧化还原电极 (Pt4805-DPAS-SC- 

K8S, Mettler Toledo) 和 pH 电极 (405-60-T-S7/ 

120/9848，Mettler Toledo) 测定。 

1.2.6  糖浓度的测定 

葡萄糖浓度使用 SBA-40E 生物传感分析仪 

(山东省科学院生物研究所 ) 测定。发酵液离

心，取上清稀释至糖浓度小于 1 g/L，取 25 μL

稀释液直接进样，读取数值，并计算发酵液的

糖浓度。 



陈丽杰 等/利用核糖体工程选育丙酮丁醇菌提高丁醇产量 

cjb@im.ac.cn 

1051

 

 

图 1  核糖体工程筛选丁醇高产菌路线图 
Fig. 1  Schematic diagram of screening for high butanol-yield strain by ribosome engineering. 

 
1.2.7  溶剂及有机酸的测定  

Agilent6890气相色谱测定发酵液中各溶剂的

含量。检测条件：毛细管色谱柱 (30 m×0.25 mm× 

0.50 µm)，柱温 120 ℃；进样口温度 250 ℃；FID

检测器温度 300 ℃。H2 流速 40 mL/min；空气流

速 400 mL/min；N2 流速 30 mL/min，进样量

0.2 µL。采用内标法测量，内标物为异丁醇。 

Waters1525 液相色谱测定有机酸浓度。检

测 条 件 ： Aminex HPX-87H 有 机 酸 分 析 柱 

(300 mm×7.8 mm)，柱温 50 ℃，二极管阵列检

测波长 210 nm，示差折光检测器温度 50 ℃。流

动相及流速：0.005 mol/L H2SO4，0.5 mL/min，

进样量：20 µL。 

1.2.8  发酵液粘度测定方法 

采用NDJ-1旋转式粘度计 (上海方瑞仪器有

限公司) 测定。选择合适转子，将其浸没在待测

发酵液中，室温下调整到合适的转速对发酵液粘

度进行测定。 

1.2.9  丁醇耐性实验 

将活化好的菌种以 5％ (V/V)的接种量接种

于 500 mL 活化培养基中，37.5 ℃厌氧箱中培养。

待菌体生长到 OD620 ≈1.0 时，充分混匀，分装于

4 个摇瓶中，每瓶 100 mL，添加丁醇至浓度为 0、

6、12、14 g/L。测定不同丁醇浓度下菌体的生长

情况，以 OD620 表示。 

2  结果与分析 

2.1  链霉素对 C. acetobutylicum L7 的最小抑

菌浓度 
微生物具有一定的抗生素耐受浓度，高抗生

素浓度下微生物全部被杀死，而低浓度下则发生

突变的概率极低，不易获得突变菌株[14]，因此确

定抗生素筛选浓度非常重要。合适的抗生素浓度

将有利于诱变工作的进行，提高诱变效率。最小

抑菌浓度 MIC 是反应抗菌活性和能力的一个指

标，定义抗生素的 MIC 为无菌落生长的最小抗

生素浓度。 

按照 1.2.3 方法进行平板涂布，并记录不同

链霉素浓度下 C. acetobutylicum L7 菌落生长情

况，如图 2 所示。从图中可以看出，无链霉素的

平板中，C. acetobutylicum L7 生长好，培养至 2 d

时菌体铺满整个平板，无单菌落 (图 A)；在含有

链霉素的平板上，菌体生长受到抑制。10 mg/L

链霉素浓度下，C. acetobutylicum L7 在 2 d 内

无菌落生长 (图 B)，确定 10 mg/L 为 MIC；在

40~50 mg/L 的链霉素平板中，大部分菌体被杀
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死，培养至 4 d 只有 2~4 个菌落存活，形态如图

C 和图 D。生长出的菌落为链霉素抗性菌，有可

能发生突变。 

在确定链霉素的 MIC 后，按照 1.2.4 设计的

技术路线，通过平板转接逐次提高链霉素浓度开

始诱变筛选 C. acetobutylicum L7，以获得丁醇高

产菌株。 

2.2  丁醇高产菌 S3 的获得及传代稳定性 
得到丁醇高产的 C. acetobutylicum 一直是

人们关注的焦点。通过使用链霉素的核糖体工

程育种技术大批量筛选，共获得 6 株丁醇产量

较高的菌株，其中 7 倍 MIC 链霉素抗性菌株 S3

丁醇产量最高，达到(12.00±0.10) g/L，如表 1

所示。 

通过分析表中筛选结果，得出链霉素用于诱

变 C. acetobutylicum 提高丁醇产量，效果比较理

想 。 抗 性 菌 中 ， S13 丁 醇 产 量 最 低 ， 为 

(11.72±0.11) g/L，提高了 10.05％；其他 5 株菌

丁醇产量提高率在 10.14％~12.68％。 

连续传代次数用于表达微生物菌株的使用

寿命。传代稳定说明菌株性状优良，不易衰退[15]。

通过核糖体工程技术筛选所获得的 6 株菌，对其

进行传代发酵实验，发现 S3 的发酵性能最稳定，

结果见表 2。从表中可以看出，传代 5 次，S3 的

丁醇和总溶剂产量较稳定，分别维持在 11.8 g/L

和 18.7 g/L 左右，相比于原始菌一直稳定高产；

丁醇在总溶剂中所占比例为 0.62~0.63。说明 S3

遗传稳定性较好，有利于后续研究的进行。 

2.3  S3 与 C. acetobutylicum L7 的生长及发酵

特性 
为考察 S3 生长及发酵情况，将 S3 进行上罐

发酵实验，并与原始菌进行了对比。两者的生长、

耗糖、各溶剂、有机酸的生成及 ORP 变化情况

如图 3~5 所示。 

丁醇发酵分为两个时期：产酸期，菌体快速

生长，产生有机酸 (乙酸和丁酸)，pH 降低；产

溶剂期，菌体代谢相对缓慢，溶剂 (丙酮、丁醇

和乙醇) 大量生成，并伴随乙酸和丁酸的重吸 

 
图 2  链霉素平板中 C. acetobutylicum L7 的生长情况 
Fig. 2  The growth of C. acetobutylicum L7 on streptomycin plates with different concentrations. (A) 0 mg/L 
streptomycin. (B) 10 mg/L streptomycin. (C) 40 mg/L streptomycin. (D) 50 mg/L streptomycin. 

表 1  核糖体工程用于 C. acetobutylicum L7 的筛选结果 
Table 1  The high butanol-producing Clostridium strains by ribosome engineering 

Strain Parent strain S3 S9 S13 S16 S26 S28 

Butanol (g/L) 10.65±0.08 12.00±0.10 11.73±0.08 11.72±0.11 11.86±0.06 11.90±0.10 11.78±0.04
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表 2  S3 传代稳定性 
Table 2  The genetic stability of S3  

Strain Passage times Butanol (g/L) Total solvent (g/L) Butanol/total solvent 

Parent strain  10.65±0.08 17.39±0.06 0.61 

S3 1 12.00±0.10 18.90±0.08 0.63 

S3 2 11.54±0.06 18.61±0.08 0.62 

S3 3 11.82±0.05 18.70±0.09 0.63 

S3 4 11.83±0.05 18.67±0.10 0.63 

S3 5 11.75±0.05 18.81±0.08 0.62 

 

 

图 3  原始菌 (A) 和 S3 (B) 的 OD620、pH 及残糖曲线 
Fig. 3  Time course of OD620, pH and residual sugars by C. acetobutylicum L7 (A) and S3 strain (B). 

 
图 4  原始菌 (A) 和 S3 (B) 的发酵生产溶剂及有机酸曲线 
Fig. 4  Time course of solvents and acids production by C. acetobutylicum L7 (A) and S3 strain (B). 
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图 5  原始菌和 S3 的 ORP 曲线 
Fig. 5  Time course of ORP by C. acetobutylicum L7 
and S3 strain. ORP: oxidoreduction potential. 

 
收，pH 缓慢升高。发酵过程中，菌体为维持自

身代谢，消耗大量的葡萄糖。如图 3 和图 4 所示，

S3 和原始菌在产酸期代谢旺盛，生物量 OD620

快速增加；14 h 左右，二者 pH 降到最低，即 pH

拐点，此时 S3 的 pH 值 (4.3) 和原始菌的 (4.2) 

相当，发酵液中积累乙酸的量分别为 2.01 g/L、

2.05 g/L；丁酸 2.06 g/L、2.13 g/L，为发酵过程

中酸积累的最大浓度。之后有机酸毒性显现，

C. acetobutylicum 开始酸的重吸收，酸浓度降低，

溶剂快速生成，pH 升高。随着发酵进行，S3 和

原始菌 OD620 达到最大，分别为 3.18、3.19，此

时 51.4％的葡萄糖已被消耗。之后 10 h, 溶剂继

续生成，丁醇毒性开始发挥作用，菌体 OD620 下

降；此阶段 S3 和原始菌分别产生 3.78 g/L、

2.26 g/L 的丁醇，S3 优势比较明显。随着丁醇浓

度的增加，毒性进一步加大，加上营养匮乏，菌

体代谢停止，发酵结束，各溶剂产量达到最大。 

微生物代谢过程中会产生和消耗氧化还原

力：NAD(P) 与 NAD(P)H，且胞内 NAD(P)/ 

NAD(P)H 水平与菌体代谢和溶剂产生紧密相

关[16-18]。氧化还原电位 (ORP) 是发酵体系氧化-

还原性的外在反映[19]。分析原始菌和 S3 的发酵

过程，发现 ORP 变化与菌体生长、有机酸产生

和重吸收、溶剂生成、pH 变化密切偶联。如

图 3~5 所示，菌体生长代谢产生大量有机酸，pH

快速下降；同时产生大量能量和 NAD(P)H，ORP

随之降低。当有机酸积累到一定程度，毒性显现，

其分子态形式可以透过细胞膜，自由进入菌体产

生解偶联毒害作用[20-21]。于是开启酸的重吸收通

路，溶剂大量生成，有机酸浓度下降，pH 缓慢

升高，ORP 趋向稳定。随丁醇浓度的增加，细胞

代谢受到抑制，菌体加速死亡，ORP 升高至发酵

结束。ORP 在发酵全程伴随菌体生理代谢发生响

应变化[16]。发酵前 24 h，S3 的 ORP 表观响应更

为迅速，在−493 mV 至−470 mV 之间变化，浮动

较大；随后的 15 h 内，其维持在−490 mV 左右，

相比原始菌，此阶段还原力依然较强，产生

5.52 g/L 丁醇，而原始菌只生成 3.15 g/L，说明

在产溶剂期为主的生理代谢阶段，S3 迅速积累

溶剂丁醇，并具有更高的代谢通量，与 ORP 的

阶段性稳定 (−490 mV 状态下) 存在一定的关联

性。针对 C. acetobutylicum 进行 ORP 调控以提高

菌体发酵性能的研究已有报道[22]，全程控制 ORP

有利于菌体提前进入溶剂期，溶剂产量提高，发

酵时间缩短，且 ORP 的有效调控将改变细胞的

代谢流及生理过程。本研究通过核糖体工程选育

的菌株 S3，其发酵过程 ORP 变化与丁醇代谢通

量亦存在明显关联，暗示若 ORP 控制在−490 mV，

菌体丁醇代谢通量极有可能进一步提高。 

对 S3 与 C. acetobutylicum L7 发酵终点时，

消耗糖浓、各溶剂产量及丁醇/糖等参数进行了比

较 (表 3)。  
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表 3  S3 与原始菌的比较 
Table 3  The comparison of S3 with C. acetobutylicum L7 

Stains 
Total sugar 
fermented 

(g/L) 

Maximal 
biomass 
(OD620 ) 

Acetone
(g/L) 

Butanol 
(g/L) 

Ethanol 
(g/L) 

Total 
solvent 
(g/L) 

A/B/E YButanol/Sugar
(g/g) 

Parent 
strain 58.6±0.28 3.19±0.08 6.11±0.06 11.22±0.04 1.13±0.06 18.46±0.04 0.33/0.61/0.06 0.19 

S3 57.5±0.28 3.18±0.03 6.07±0.01 12.48±0.03 1.70±0.07 20.25±0.11 0.30/0.62/0.08 0.22 
   
 
C. acetobutylicum 发酵产生 3 种溶剂：丙酮 

(A)、丁醇 (B) 和乙醇 (E)。发酵终点，A、B、

E 三者比例一般在 3∶6∶1 左右。表 3 数据显示，

S3 和原始菌的 A/B/E 比例相差不大；生长过程

中消耗的葡萄糖和最大生物量 OD620 基本相同，

而最终 S3 生成的丁醇和乙醇比原始菌高，分别提

高 11.2％ (1.26 g/L)、50％ (0.57 g/L)，丙酮相差

很小，总溶剂相应提高 9.7％ (1.79 g/L)；丁醇/糖

转化率由原始菌的 0.19 提高到 0.22。S3 发酵结

束用时 52 h，相比原始菌少 9 h，发酵周期缩短，

而产生的丁醇较多，说明 S3 丁醇的生产效率较

高，达到 0.24 g/(L·h)，相比提高 30.5％；因此

S3 在发酵中将更有优势，可以产生较多的溶剂，

其经济可行性得到提高。整个丁醇发酵过程中，

有机酸的重吸收与溶剂产生相偶联。S3 与原始菌

有机酸的重吸收量分别为 2.70 g/L、2.89 g/L，相

差不大；二者丙酮产量基本相同，而 S3 的丁醇

与乙醇总产量相比原始菌高 1.83 g/L，可以推测

S3 的丁醇与乙醇代谢通量有可能发生了变化。

生成丁醇与乙醇的途径中，丁醇脱氢酶和乙醇脱

氢酶是两个关键酶，且相互关联；二者结构是否

发生改变或活性增强，是否为核糖体工程作用的

靶点，有待于下一步进行研究确定。 

丁醇发酵后期，发酵液里存有大量菌体和一

些其他物质，例如金属离子、无机盐、菌体自溶

产生的蛋白、多糖、核酸等，致使发酵液具有一

定的粘性，影响了整个发酵体系的传质传热，并

增加搅拌的能量消耗[23]。若粘度较大，发酵效果

和设备利用率将降低，不利于后续工作的进行，

增加溶剂分离的难度。对 S3 发酵液的粘度进行

考察，发现其粘度由原始菌的 10 mPa·s 减小到

4 mPa·s，降低了 60％；这将便于溶剂分离和发

酵工作的展开，从而减少发酵成本。 

2.4  S3 与 C. acetobutylicum L7 的丁醇耐性 
微生物发酵法生产生物燃料时例如乙醇、1-

丙醇等，目标产物通常会对菌体产生很大的毒害

作用，影响菌体生长。丁醇发酵中，丁醇因其疏

水性 (离液序列高) 堆积在细胞膜表面，干扰膜

功能，其通透性和流动性增加，使 ATP、离子、

磷脂、RNA、蛋白等流失，破坏适合菌体生长的

pH，影响胞内新陈代谢和能量的运输及转换，加

速了菌体的死亡[5,24-25]。丁醇的毒性作用限制了

发酵液中丁醇的浓度，增加后期的分离成本。因

此对 S3 的丁醇耐性进行了考察，如图 6 所示不同

丁醇浓度下 (0、6、12、14 g/L)，C. acetobutylicum 

L7 与 S3 菌体的生长情况。 
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图 6  不同丁醇浓度下原始菌与 S3 的生长情况 
Fig. 6   Growth profiles of C. acetobutylicum L7 and S3 challenged with different concentration of butanol. (A) 0 g/L 
butanol. (B) 6 g/L butanol. (C) 12 g/L butanol. (D) 14 g/L butanol. 

 
从图中可以看出，在添加丁醇的情况下，S3

的生长均强于原始菌，同时间点 OD620 一直较原

始菌大，表现出较强的丁醇耐受力。原始菌在

12 g/L 丁醇中，起初能够维持生长，最大 OD620

为 1.39；之后因其丁醇耐受低，菌体大量死亡。

在添加 14 g/L 丁醇浓度下，S3 菌体 OD620 缓慢

增加，最大为 1.41；而原始菌无法存活，OD620

一直减小，得出 S3 的丁醇耐受浓度比原始菌高，

分别为 14 g/L 和 12 g/L。 

丁醇对 C. acetobutylicum 的毒害作用相当严

重。无丁醇的培养基中，原始菌和 S3 生长良好，

最大 OD620 各为 2.43、2.46；含有丁醇的情况下，

原始菌与 S3 的生长受到明显抑制，菌体增殖缓

慢，最大 OD620 都未能达到 2.4；并且 4 种丁醇

浓度下，出现正增殖的时间逐渐缩短，分别为：

原始菌 12 h，12 h，6 h，0；S3 15 h，15 h，9 h，

6 h。在耐受丁醇极限浓度下 (原始菌 12 g/L，

S3 14 g/L)，OD620 只能增殖到 1.40，比无丁醇浓
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度下减小 42.9％。可以得出，丁醇毒性严重影响

了菌体的生长代谢。文献指出[26-27]，丁醇作用下，

菌体细胞膜的组成发生很大改变；菌体不能维持

内部 pH，ATPase 活性降低。基于此，下一步可

对 S3 进行丁醇耐性机理的探索，并提出提高丁

醇耐受程度的策略，为进一步提高丁醇产量奠定

基础。 

3  结论 

本 研 究 首 次 使 用 链 霉 素 诱 变 C. 

acetobutylicum L7 提高丁醇产量。筛选获得的菌

株，丁醇产量提高率均超过 10％；其中 S3 产量

最高，达到 12.48 g/L，丁醇耐受程度也有显著提

高，表明核糖体工程技术在筛选丁醇高产菌株方

面 有 效 、 可 行 。 通 过 分 析 比 较 S3 与

C. acetobutylicum L7 发酵性能差异，推测 S3 的

丁醇及乙醇代谢通量有可能发生变化，后续研究

工作将对菌株 S3 的抗性突变、丁醇耐受机理及

代谢通路作进一步的研究，为更大程度提高丁醇

产能提供技术支持。 
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