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红树林土壤中产聚羟基脂肪酸酯细菌的分离及其评估 
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摘  要：【背景】细菌能通过合成聚羟基脂肪酸酯(Polyhydroxyalknoates，PHA)在细胞内储存物质和

能量，提高对环境的适应能力。在红树林中，由于土壤周期性受海水浸没，形成营养物质种类丰富

和含量波动大的特殊生境，为细菌进化出特殊的 PHA 合成途径提供了条件。【目的】为了增加对红

树林产 PHA 细菌资源的了解，获得产 PHA 细菌，使用纯培养方法分离和鉴定细菌，并评估菌株

的产 PHA 能力。【方法】采集红树植物海桑根系和红树滩涂土壤样品，连续 5 周培养、分离纯化

获得细菌菌株；通过 16S rRNA 基因相似性及系统进化分析鉴定细菌分类地位，利用 PHA 合成酶

基因(phaC)鉴定细菌合成 PHA 的能力；通过基因组草图测序，分析细菌的 phaC 基因种类、代谢

通路及系统进化关系；通过气相色谱分析细菌产 PHA 的累积量及组成。【结果】从红树林土壤样

品中分离得到 97 株细菌，其中 13 株带有 phaC 基因，包括坚强芽孢杆菌(Cytobacillus firmus)、弯曲

芽 孢 杆 菌 (Bacillus flexus) 、 除 烃 海 杆 菌 (Marinobacter hydrocarbonoclasticus) 和 酯 香 微 杆 菌

(Microbacterium esteraromaticum)。B. flexus MN15-19 以丙酮酸盐为碳源，可累积细胞干重 11%的

PHA，同时具有固碳功能的还原性三羧酸循环通路，有开发成为固碳产 PHA 工程菌株的潜力。酯香

微杆菌可产 PHA，但是其 phaC 基因结构特殊，基因组注释未能识别出任何已知 phaC 基因。【结论】

研究发现红树林土壤可培养细菌中存在未知的 PHA 合成途径，说明红树林生态系统中的细菌具有资

源挖掘的重要价值。 

关键词：红树林生态系统，细菌，聚羟基脂肪酸酯，代谢通路，phaC 基因 
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Abstract: [Background] Bacteria can synthesize polyhydroxyalkanoates (PHA) as intracellular carbon 
and energy storage compounds in order to better adapt to the environment. In mangroves, the soil is 
periodically submerged by seawater, which forms a special habitat with abundant nutrients and fluctuating 
contents, providing conditions for bacteria to evolve a special PHA synthesis pathway. [Objective] In 
order to improve the understanding of PHA-producing bacterial resources, we isolated and identified the 
PHA-producing bacteria, and evaluated their ability to produce PHA. [Methods] We collected soil samples 
from shoal and Sonneratia caseolaris rhizosphere, isolated bacteria during the 5 weeks of incubation, 
identified them by 16S rRNA gene sequence similarity and phylogenetic tree, and determined the PHA 
producing ability by testing the PHA synthase gene (phaC). Based on the draft genome sequence data, we 
determined the class of phaC gene, the metabolic pathways and the phylogenetic relationship among 
different strains. We analyzed the PHA content and composition using gas chromatography. [Results] A total 
of 97 strains of bacteria were isolated, among which 13 strains were PHA-producing bacteria, including 
Cytobacillus firmus, Bacillus flexus, Marinobacter hydrocarbonoclasticus and Microbacterium 
esteraromaticum. B. flexus MN15-19 using pyruvate as the sole carbon source could accumulate 11% PHA 
per dry cell weight. This strain had reverse tricarboxylic acid cycle, which is considered as carbon fixation 
pathway. Therefore, based on B. flexus MN15-19, PHA production technique directly using CO2 could be 
developed. Mi. esteraromaticum was a PHA-producing bacterium, whose phaC gene was too unique to be 
identified as any known phaC genes. [Conclusion] Bacteria isolated from mangrove ecosystem have unknown 
PHA synthase pathway, which indicates that mangrove bacterial biological resources deserve further study. 

Keywords: mangrove ecosystem, bacteria, polyhydroxyalkanoates, metabolism pathways, phaC 
 

聚羟基脂肪酸酯(Polyhydroxyalkanoates，PHA)

是由细菌、古菌、真菌和植物合成的天然高分子基

材料，具有良好的生物相容性、压电性、气体阻隔

性、光学活性及生物降解性[1-3]，是在医学、农业

和日用品等方面具有广泛应用前景的环境友好型

材料。根据单体的碳原子数，PHA 可被分为单体

碳原子数 3−5 个的短链(Short-Chain-Length，SCL) 

PHA 和单体碳原子数 6−14 个的中长链(Medium- 

Chain-Length，MCL) PHA；SCL-PHA 结晶性较好、

抗拉强度差[4]，MCL-PHA 弹性好、结晶性较差、

熔点低[5]；由 2 种或 2 种以上单体共聚合成的 PHA

为共聚物，其单体间摩尔比决定了共聚 PHA 弹性

及抗拉强度[6]。因此，为了满足不同的应用场景，

我们需要能够合成结构各异 PHA 的细菌。 

PHA 作为细胞内的能量和碳源储存物，与细

胞抗逆性相关[1]，而其单体结构直接由细菌 PHA

合成酶(PhaC)的底物特异性决定，如铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa) PHA 合成酶能利用癸酸

(HD)生产聚羟基十二酸酯(PHDD)[7]，食酸戴尔福

特菌(Delftia acidovorans)以 4-羟基丁酸(4HB)或

1,4-丁二醇作为底物合成聚 4-羟基丁酸酯(P4HB)[6]，

而恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida KT2440)能

够利用葡萄糖、甘油、柠檬酸、月桂酸作为碳源，

分别合成单体摩尔比不同的聚羟基癸酸羟基十二

酸羟基辛酸酯(PHDHDDHO)、聚羟基癸酸羟基十

二酸酯(PHDHDD)和聚羟基辛酸羟基癸酸羟基己
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酸羟基十二酸酯(PHOHDHHxHDD)[8]。PhaC 的底

物特异性高低直接决定是否能够通过改变培养条

件调整 PHA 种类，因此，在工业生产中具有重要

价值。 

红树林是生长在热带、亚热带潮间带的木本植

物群落，其土壤处于周期性遭海水浸没的潮间带环

境。红树林生态系统中的微生物进化出了独特的生

理生化特征，以适应这种特殊环境[9]。Rawte 等[10]

自印度中西部沿海红树林中分离出 866 株细菌，其

中 337 株具有产 PHA 的能力，占总细菌数目的

39%，说明红树林作为高盐、高碳、低氮、低磷的

生境蕴含着丰富的产 PHA 细菌微生物资源。

Van-Thuoc 等[11]自红树林中分离出产 PHA 的太平

洋杨氏菌(Yangia pacifica QN271)。Moorkoth 等[12]

自红树林中分离出一株能使用多种碳源的芽孢杆

菌(Bacillus sp.)，其可利用酸性废糖蜜合成聚羟基

丁酸酯(PHB)和聚羟基丁酸羟基戊酸酯(PHBHV)。

Lakshmanan 等[13]在红树林底泥宏基因组数据中组

装得到具有广泛底物特异性的新型 PhaC 合成酶基

因 ； 该 酶 在 PHB 缺 陷 株 (Cupriaviadus necator 

PHB-4)中成功表达，实现以复合碳源合成 6 种  

不同的 PHA，包括 PHB、PHBHV、聚羟基丁酸

5-羟基戊酸酯(PHB5HV)、聚羟基丁酸 4-羟基丁酸

酯(P3HB4HB)、聚羟基丁酸 3-羟基 4-甲基戊酸酯

(PHB3H4MV) 和 聚 羟 基 丁 酸 羟 基 己 酸 酯

(PHBHHx)。挖掘红树林中丰富的产 PHA 细菌和

新型 PhaC 合成酶资源，获得能够利用廉价碳源生

产功能各异 PHA 的细菌菌株，具有重要的工业应

用价值。 

本研究开展红树林土壤微生物挖掘工作，从深

圳市福田区红树林保护区收集土壤样品，使用寡营

养海洋细菌分离方法[14]，获得可培养细菌。研究

进一步通过功能基因分析和发酵产物测试，寻找产

PHA 含量高和具有特殊结构、底物特异性低、合

成效率高的 PHA 合成酶菌株，以期为大规模工业

化生产 PHA 提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  采样 

采 样 点 位 于 深 圳 市 福 田 区 红 树 林 保 护 区

(E113°78′27.69′′，N22°75′34.53′′)的一处海桑(Sonneratia 

caseolaris)红树林。采集时间为 2019 年 7 月 29 日

退潮时。样品为表层 10 cm 的土壤，其中样品 GN

来自海桑根际，样品 MN 来自邻接无红树生长的

滩涂，每处采集 500 g，样品在 4 °C 条件下当日运

送至实验室，开始菌株分离。 

1.1.2  菌株和培养基 

研究使用恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida) 

KCTC 1751 作为 PHA 阳性对照菌株，在使用气相

色谱法(Gas Chromatography，GC)分析菌株产 PHA

能力时，对照菌株与被试菌株同步培养和提取，以

控制 PHA 的测试质量。该菌购自韩国菌种保藏中

心(Korean Collection for Type Cultures，KCTC)。 

菌株培养的培养基[14]：NH4Cl 1.0 g，CH3COONa 

2.0 g，蛋白胨 0.2 g，酵母粉 0.2 g，丙酮酸钠 1.25 g，

EDTA 1.0 g，MgSO4 0.1 g，5% NaHCO3 溶液 20 mL，

5% KH2PO4 溶液 4.0 mL，pH 7.0，陈海水补足 1 L，

1×105 Pa 灭菌 20 min；菌株分离使用 2216E 固体

培养基，购自青岛海博生物公司；PHA 累积使用

营养肉汤(Nutrient Broth，NB)合成培养基，购自生

工生物工程(上海)股份有限公司；无机盐培养基

(Minimum Mineral，MM)的配制参照文献[15]，分

别添加 1%葡萄糖作为碳源(MM1)或 1%丙酮酸钠

作为碳源(MM2)。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

2×Accurate Taq Master Mix (Dye Plus)，湖南艾

科瑞生物工程有限公司；DL2000 DNA Marker，

TaKaRa 公司；3-羟基丁酸甲酯、3-羟基癸酸甲酯、

苯甲酸甲酯，Sigma-Aldrich 公司；所有引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

恒温培养箱，上海精宏实验设备有限公司；

PCR 仪，TaKaRa 公司；凝胶电泳系统，北京凯元

信瑞仪器有限公司；蓝光透色仪，上海勤翔科学仪
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器有限公司；冷冻干燥仪，Christ 公司；气相色谱

仪，岛津公司。 

1.2  红树林细菌的分离与纯化 

无菌操作下称取 1.0 g 供试土样，溶于装有 100 mL

菌株培养的培养基锥形瓶中，30 °C、160 r/min 恒

温振荡培养 35 d。从 0 d 开始，每周进行一次稀释

涂布，共 5 周。具体操作为：取 1 mL 振荡均匀的

培养液，稀释至 10−3、10−4、10−5，涂布于 2216E

培养基平板上，30 °C 恒温培养箱培养 48 h 后挑取

具有不同形态特征的单菌落，在 2216E 平板上进

行划线纯化，获得的纯化菌株于含 1%氯化钠的

15%甘油管内保藏于−80 °C。菌株编号中 GN 与

MN 后的数字表示样品纯化时实际培养的天数，例

如 GN0-1 为培养 0 d 分离的编号为 1 的菌株。 

1.3  细菌 16S rRNA 基因的鉴定 

采用菌落 PCR 方法进行纯化细菌的 16S rRNA

基因片段扩增。挑取单菌落加入含 50 μL 无菌水的

灭菌 PCR 管中，95 °C 10 min 得到菌落 PCR 模板。

PCR 扩增引物为 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG-3′)和 534R (5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′)。

PCR 反应体系：2×Accurate Taq Master Mix (Dye 

Plus) 25 μL，正向引物 27F (100 μmol/L) 1 μL，反

向引物 534R (100 μmol/L) 1 μL，模板 1 μL，ddH2O

补足 50 μL。PCR 反应条件：94 °C 6 min；94 °C   

45 s，54 °C 30 s，72 °C 90 s，31 个循环；72 °C 10 min，

4 °C 保存。PCR 产物由生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序，所得序列上传 NCBI 数据库(序

列号为 MW418204−MW418302)，用 BLAST 比对

NCBI 数 据 库 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中 的

16S rRNA 基因数据库确定菌株的分类地位，经

Clustal W 进行序列联配后，用 MEGA X 最大似然

法构建系统进化树，确定红树林土壤分离获得细菌

的相似性及系统进化地位。系统发育树利用在线工

具 iTOLv5 美化(https://itol.embl.de/)。 

1.4  细菌 phaC 基因的鉴定 

菌落 PCR 模板制备方法同 1.3。由于革兰氏阳

性细菌和阴性细菌无通用的 phaC 基因引物，因此 

使用 2 对引物。第 1 对引物针对 I 型和 II 型 PhaC：

PHACGNF[16] (5′-CCYRGATCAACAAGTTCTAC-3′)
和 PHACGNR (5′-TTCCAGAACAGMAGGTCGAA 

GG-3′)；第 2 对引物针芽孢菌属的 IV 型 PhaC：

BmphaC015F[17] (5′-CGTGCAAGAGTGGGAAAA 
AT-3′)和 BmphaC931R (5′-TCGCAATATGATCAC 

GGCTA-3′)。PCR 反应体系和反应条件同 1.3。PCR

产物进行 1%的琼脂糖凝胶电泳，蓝光透色仪观察

胶体，有条带的样品即为 phaC 基因阳性菌株。 

1.5  产 PHA 细菌的基因组测定和注释 

7 株 phaC 基因阳性菌株的单菌基因组框架图

由广东美格基因科技有限公司通过 Illumina 测序

平台测定，基因组上传 NCBI 数据库，序列号为

JAEMWV000000000 、 JAEMWY000000000 、

JAEMWX0000000000 、 JAEMEG000000000 、

JAEMWW000000000 、 JAEMWU00000000 和

JAEKJQ000000000 。 利 用 KEGG 数 据 库

(https://www.kegg.jp/)注释 7 个基因组中的功能基

因，并查询 5 株具有 I−IV 类 PhaC 合成酶的代表

性菌株的相关信息[18]。7 株 phaC 阳性细菌与 5 株

已知产 PHA 细菌菌株基于 16S rRNA 基因序列构

建系统发育树，方法同 1.3。5 株菌为贪铜钩虫菌    

(C. necator=Ralstonia eutropha H16，T00416，I 型

PhaC 合成短链 PHA)、铜绿假单胞菌(P. aeruginosa 

PAO1，T00035，II型PhaC)、酒色着色菌(Allochromatium 

vinosum DSM 180T，T01168，III 型 PhaC)和巨大

芽孢杆菌(B. megaterium QM B1551，T01208，IV 型

PhaC)。 

1.6  细菌产 PHA 的种类和含量 

7 株 phaC 基因阳性菌株分别使用单一碳源

(丙酮酸盐、葡萄糖)和复合碳源(来自牛肉浸膏和

酵母提取物)培养。菌株接种于含有 100 mL 培养基

的锥形瓶中，在 150 r/min、30 °C 条件下培养 4 d。

菌体在 5 000 r/min 条件下离心 15 min 后冻干、提

取并进行气相色谱分析，测定方法和含量计算方法

参考 Juengert 等[15]。提取测试步骤主要包括：称取

冻 干 样 品 约 20 mg ， 记 录 细 胞 干 重 (Cell Dry 

Weight，CDW)，然后加入 1 mL 氯仿和 15% (体积 
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分数)浓硫酸的甲醇溶液，100 °C 油浴 150 min，进

行甲酯化反应，反应完成后冰浴冷却 5 min，加入

1 mL 去离子水，充分混匀 30 s，静置 1 min，取下

层有机相 150 μL 放入 GC 小管中，加入内标，用

于色谱分析。使用 3-羟基丁酸甲酯和 3-羟基癸酸甲

酯作为气相色谱的标准品，使用苯甲酸甲酯作为内

标 计 算 标 准化 峰 面 积 ，使 用 DB-WAX 型 号 柱

(Agilent Technologies，G6501-CTC)。PHA 含量以

单位细胞干重中含 PHA 的百分比计算。  

1.7  数据分析 

研究中所有统计学分析使用 R 语言(3.5.1)的

vegan、ape 和 ggplot2 程序包完成。不同采样点和

培养时间的样品之间比较采用基于 Bray-Curtis 距 

离的主坐标分析(Principal Co-ordinates Analysis，

PCoA)，结果显著性使用相似性分析(Analysis of 

Similarities，ANOSIM)检验。以序列相似度≤98.0%

的标准划分物种水平，通过韦恩图分析 2 个采样点

可培养细菌种水平的异同。 

2  结果与分析 

2.1  红树林土壤产 PHA 细菌的分离与筛选 

从广东省深圳市福田的红树林样品共分离 97 株

细菌，厚壁菌门(Firmicutes)细菌占 46%，变形杆

菌 门 (Proteobacteria) 细 菌 占 40% ， 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)和放线菌门 (Actinobacteria)细菌各

占 6%。如图 1 所示，phaC 基因阳性的菌株共 13 株 
 

 
 

图 1  红树林海桑根际土壤和滩涂土壤中可培养细菌的 16S rRNA 基因的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences from culturable bacteria isolated from Sonneratia caseolaris 
rhizosphere and shoal of mangrove ecosystem 
注：产 PHA 细菌以星号标记在系统发育树上；最外圈数字表示菌株分离的样品培养时间(周)；系统发育树基于 1 000 次 Bootstrap

测试的邻接法构建，Bootstrap 值>50%以黑色圆圈表示 

Note: PHA-producing bacteria are indicated by stars at the phylogenetic tree tips; The numbers at the outmost circle indicate the weeks of 
culturing before isolation; The neighbor-joining phylogenetic tree is based on bootstrap 1 000 replicates and bootstrap values >50% are 
shown by black dots at the nodes 
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(图 1 标星号菌株)，它们分别来自芽孢杆菌科

(Bacillaceae)、微杆菌科(Microbacteriaceae)和交替

单胞菌科(Alteromonadaceae)，占总分离细菌的 13%。 

总而言之，红树林滩涂土壤样品(MN)和海桑

根际土壤样品(GN)的可培养细菌种类相差大，图 2A

中显示，GN 和 MN 样品分布聚成两大类(椭圆的

置信区间为 0.6；ANOSIM，R=0.318 5，P=0.007，

Permutations=999)。图 2B 显示菌株在种水平仅有

4 个物种相同。此外，延长培养时间使样品区系发

生变化，图 2A 中 MN0 和 GN0 样品中可培养细菌

种类并不在椭圆范围内。产 PHA 细菌中只有一株

(GN0-18)来自直接分离的样品，说明延长培养时间

能增加从样品中分离的细菌的多样性，从而获得更

多的产 PHA 细菌菌株。 

2.2  产 PHA 细菌的代谢通路和 PHA 相关基因 

13 株 phaC 阳性细菌来自 4 个科(图 1)，根据

16S rRNA 基因相似度以及菌株活化情况，共完成

测试 7 株 phaC 阳性菌的基因组框架图，菌株的分

类信息及基因组特征见表 1。芽孢杆菌科包括 3 株

细菌，其中 Cytobacillus firmus 为 2019 年由坚强芽

孢菌(Bacillus firmus)更名而来[19]。3 株菌都注释出

了逆三磷酸循环(Reverse Tricarboxylic Acid Cycle，

rTCA)通路，说明其具有固碳的潜力(图 3)。此外，

基于 16S rRNA 基因序列全长的相似度，C. firums 

MN36-4 为 一 株 潜 在 新 菌 。 发 现 除 烃 海 杆 菌

(Marinobacter hydrocarbonoclasticus MN29-10)含

有与铜绿假单胞菌相似的 phaC 基因，3 株酯香微

杆菌(Microbacterium esteraromaticum) GN22-13、

GN8-5 和 MN29-11 虽 然 在 分 离 阶 段 利 用 引 物

PHACGN 扩增出 500 bp 的条带，但是在基因组中

未注释出任何与已知 PHA 合成有关的基因。因为

使用的引物针对已知 phaC 基因，推测由于该引

物特异性差，导致后续二次重新扩增 phaC 基因

未成功。 

 

 
 
图 2  红树林样品中海桑根际土壤和滩涂土壤中细菌组成的差异 
Figure 2  Differences of species composition between bacteria isolated from the soil samples collected from Sonneratia 
caseolaris rhizosphere and shoal of mangrove ecosystem 
注：A：物种组成随培养时间变化的主坐标轴分析；B：样品在种水平上的韦恩图；GN 和 MN 分别表示样品来自根际和滩涂；

0−5 表示样品分离前培养的周数 

Note: A: PCoA plot of species from 2 samples cultivated for 5 weeks; B: Venn diagram of species from 2 samples; GN and MN indicate 
samples from rhizosphere and shoal, respectively; 0−5 indicates the weeks of culturing before isolation 
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表 1  红树林土壤分离产 PHA 细菌的基因组特征 
Table 1  Genome features of PHA-producing bacteria isolated form mangrove soil samples 

Strain Taxonomy 16S rRNA gene similarity (%) Genome size (Mb) GC (mol%) Scaff old Gene number

MN29-10 Ma. hydrocarbonoclasticus 99.7 4.24 57.1 33 3 967 

GN22-4 B. flexus 99.9 4.07 37.8 26 4 198 

MN15-19 B. flexus 99.1 3.95 37.9 36 4 105 

MN36-4 C. firmus 98.5 5.00 41.9 15 5 522 

GN22-13 Mi. esteraromaticum 98.9 3.06 68.0 6 2 861 

GN8-5 Mi. esteraromaticum 99.2 3.06 68.0 6 2 860 

MN29-11 Mi. esteraromaticum 99.1 3.18 67.9 3 3 014 

 

 
 
图 3  红树林产 PHA 细菌的代谢途径和 PHA 合成基因 
Figure 3  Metabolic pathways and PHA synthesis genes of PHA producing bacteria isolated from mangrove ecosystem 
注：括号中标注 16S rRNA 基因序列的序列号；7 条代谢通路信息从左至右分别对应 KEGG 代谢通路图：map00010、map00010、

map00020、map00061、map00071、map00710 和 map00720 

Note: Accession number of 16S rRNA gene sequences are shown in brackets. The metabolic pathways correspond to KEGG pathway 
maps: map00010, map00010, map00020, map00061, map00071, map00710 and map00720 in KEGG 
 

2.3  细菌中聚羟基脂肪酸酯的含量和种类 

7 株来自红树林的细菌菌株利用 3 种碳源产

PHA 的组成和含量见表 2。全部细菌合成的 PHA

由 3-羟基丁酸(3HB)和 3-羟基戊酸(3HV)构成，碳

源对菌株 PHA 的单体组成和 PHA 在细胞中的含量

均有影响。利用葡萄糖作为碳源培养芽孢菌科细菌

MN15-19、MN36-4，培养 4 d 的 PHA 累积量占细

胞干重的比值分别达到了 11.3%和 7.0%。 

3  讨论与结论 

自红树林土壤样品中分离出 97 株可培养细 

菌，厚壁菌门以 46%的比例占优势地位，其次为

占比为 40%的变形菌门。研究发现近海沉积物中

变形菌门占总可培养细菌的 63%[20]，说明红树林

土壤可培养细菌与近海沉积物样品有较大差别。基

于宏基因组数据显示，深港两地红树林沉积物[21]

和雷州市红树林林间沉积物[22]变形菌门细菌为优

势种群，而本研究中厚壁菌门细菌占优势地位。细

菌群落组成受到检测方法的影响，当使用可培养细

菌估计群落组成时，由于变形菌门、厚壁菌门细菌

更容易培养，因此会高估其比例；而使用免培养方

法时，由于芽孢杆菌科细菌的 DNA 较难自环境样 
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表 2  7 株细菌利用 3 种碳源产 PHA 的分析 
Table 2  Analysis of PHA from different carbon sources in 7 strains 

Strain Carbon source PHA content of CDW [W/W]  
(%) 

PHA composition (mol%) 

3HB 3HV 

Ma. hydrocarbonoclasticus MN29-10 Pyruvate 0.5 77.6 22.4 

Glucose 0.4 37.1 62.9 

NB 0.7 43.1 56.9 

B. flexus GN22-4 Pyruvate ND ND ND 

Glucose ND ND ND 

NB 0.3 44.1 55.9 

B. flexus MN15-19 Pyruvate 11.3 97.9 2.1 

Glucose 2.6 87.6 12.4 

NB 2.1 94.1 5.9 

C. firmus MN36-4 Pyruvate 0.7 51.2 48.8 

Glucose 7.0 97.1 2.9 

NB 1.9 92.4 7.6 

Mi. esteraromaticum GN22-13 Pyruvate 1.0 75.3 24.7 

Glucose 0.8 77.0 23.0 

NB 0.2 27.7 72.3 

Mi. esteraromaticum GN8-5 Pyruvate 1.1 81.4 18.6 

Glucose 1.0 47.2 52.8 

NB 0.3 19.7 80.3 

Mi. esteraromaticum MN29-11 Pyruvate 2.7 57.9 42.1 

Glucose 1.0 48.9 51.1 

NB 0.8 43.2 56.8 

注：NB：营养肉汤；CDW：细胞干重；3HB：3-羟基丁酸；3HV：3-羟基戊酸；ND：未检出；粗体表示 PHA 含量>1% 

Note: NB: Nutrient broth; CDW: Cell dry weight; 3HB: 3-hydroxybutyric acid; 3HV: 3-hydroxyvalerate; ND: Not detected; The numbers 
of PHA content larger than 1% are in bold 
 

品中提取[23]，可能导致宏基因组数据低估了厚壁

菌门细菌所占的比例。因此，该采样点的细菌群

落组成特征需要在后续研究中同步开展免培养和

可培养方法进行进一步的验证。此外，虽然基于

宏基因组的研究中发现红树林中也有古菌的分 

布[24]，但是由于古菌培养困难，本研究并未分离获

得任何古菌菌株。 

本研究以分离产 PHA 细菌为目标研究我国红

树林生态系统中的细菌资源，获得芽孢杆菌科

(Bacillaceae)、微杆菌科(Microbacteriaceae)和交替

单胞菌科(Alteromonadaceae)的产 PHA 细菌资源。

本研究产 PHA 细菌的分离比例较低(13%)，吴琼 

等[25]和 Rawte 等[10]分别自土壤、活性污泥和红树

林中筛选出约 40%的产 PHA 细菌。造成产 PHA

细菌比例差异较大的原因与分离策略有关。Anas

等[20]的研究以产 PHA 能力作为唯一标准，未鉴定

细菌的分类地位且不考虑菌株重复度，而本研究

仅将 16S rRNA 基因序列相似度差异大于 0.02%

的菌株作为个体，避免了 PHA 阳性菌落重复计算

的问题。 

目前报道的产 PHA 菌以革兰氏阴性细菌为

主，革兰氏阳性的产 PHA 细菌主要来自芽孢杆菌

属和链霉菌属，蜡样芽孢杆菌(B. cereus M5)能利用

甜菜糖蜜产高达 73.8% (质量分数)的 PHA[26]，苏

云金芽孢杆菌(B. thuringinensis EGU45)利用豌豆

皮废料产 55% (质量分数)的 PHA[27]，巨大芽孢杆

菌(B. megaterium)利用乳业废料和海水产 11% (质

量分数)的 PHA[28]。本研究分离出 7 株产 PHA 芽

孢杆菌科菌株，占总分离产 PHA 菌的 54%，其中

MN15-19 的 PHA 在细胞中的含量达 11.3% (质量
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分数)。芽孢杆菌是常用的工业生产菌株，其生长

速度快、生物量累积的能力强，因此，下一步研究

中，我们将对菌株 MN15-19 产 PHA 的能力进行全

面测试，评估其工业化开发的潜力。 

目前细菌中的 PHA 聚合酶(PhaC)根据一级结

构、底物特异性和酶的亚基构成等方面分为 4 种类

型。所有 PhaC 都包含一个丝氨酸活性位点被半

胱氨酸取代的脂肪酶结构(Lipase Box)。不同的细

菌除了 PhaC 的类型不同，其差异也体现在 PhaC

与其他 PHA 代谢相关的基因形成的基因簇不  

同[29]。芽孢杆菌属细菌的 PHA 合成酶以巨大芽孢

杆菌为代表，需 IV 类 PhaC 合成酶与 PhaR 亚基共

同完成 PHA 合成[17]。本研究中 B. flexus GN22-4

和 MN15-19 中注释的 PhaC 即为此类(图 3)。然而

C. firmus MN36-4 虽然同属芽孢杆菌科，却仅注释

出 PhaC (图 2)。2020 年基于厚壁菌门细菌的保守蛋

白质序列，Cytobacillus 从原 Bacillus 中划出[19]，我

们推测 Cytobacillus 的 PHA 合成也可能与 Bacillus

存在差异，不需要 PhaR 亚基的辅助。由于本研究

报道的基因组数据尚未组装成环，该推测需要进一

步研究确认。 

本研究在 3 株芽孢杆菌科产 PHA 细菌菌株

GN22-4、MN15-19 和 MN36-4 中发现基因组中存

在逆三羧酸循环(rTCA)途径。通过文献调查，我

们并未发现与之类似的报道。该途径是自然界最

古老的固碳途径之一，能够合成乙酰辅酶 A、丙

酮酸等重要的代谢产物[30]，也是深海火山口细菌

的 主 要 固 碳 途 径 ， 广 泛 存 在 于 绿 菌 目

(Chlorobiales)、产水菌目(Aquificales)、ε-变形杆菌

纲(Episilonproteobacteria)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)

和少量变形杆菌门的细菌中[31]。虽然目前并无基

于 rTCA 固碳合成 PHA 的实例，但是已有报道自

养细菌红螺细菌(Rhodospirillum rubrum)能够通过

卡尔文循环进行光合作用并产 PHA[32]，紫色非硫

细菌在补加丙酮酸的海水培养基中产 PHA，最高

PHA 含量达细胞干重的 30%[33]。后续通过对 3 株

芽孢杆菌科细菌固碳产 PHA 的进一步研究，有望

发现一种新的生产 PHA 的模式。 

本研究发现 3 株 Mi. esteraromaticum GN22-13、

GN8-5 和 MN29-11 具有产 PHA 能力。查阅酯香微

杆菌属的分类学信息发现，该属细菌模式菌株并未

报道可产 PHA 的能力[34]。然而我们通过基因组注

释结果未发现 PHA 合成代谢途径的相关基因，推

测 GN22-13、GN8-5 和 MN29-11 的 PHA 途径较新

颖。该推测需要进一步基于基因组完整数据确认。

此外，我们对微杆菌属细菌进行第 2 次 phaC 基因

检测未能成功获得扩增条带，推测原因为其中

PhaC 合酶较为新颖，与现有引物结合度不高，导

致扩增不稳定。本研究使用菌落 PCR 特异性扩增

phaC 基因的方法筛选产 PHA 细菌，选择引物为文

献中针对已知的 I、II 和 IV 型 PhaC 设计的引物，

因此可能存在漏筛的情况，导致 PhaC 阳性菌比例

偏低。在后续的研究中我们将根据本研究数据对引

物进行优化，扩大识别产 PHA 细菌方法的准确度

和范围。 

本研究在红树林土壤样品中筛选产 PHA 细

菌，获得了革兰氏阳性产 PHA 细菌、具有潜在新

型 PhaC 合成酶的产 PHA 细菌以及具有固碳能力的

产 PHA 细菌，进一步证实红树林生态系统中的微

生物具有其特殊的生理生化特征，PhaC 合成酶基

因变异度大，具有资源挖掘的重要价值。 
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