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工业生物技术                                                               

利用嗜盐菌 Salinivibrio YS生产 2,3-丁二醇和琥珀酸 

薛源生 1，古丽斯玛依·艾拜都拉 2，陈国强 1 
1 清华大学生命科学学院 蛋白质科学教育部重点实验室，北京 100084 
2 新疆大学生物科学与技术学院，乌鲁木齐 830046 

摘  要: 以从新疆艾丁湖采集的土样中分离出的中度嗜盐菌 Salinivibrio YS 为研究对象，利用该菌在厌氧条件下生产

2,3-丁二醇和琥珀酸，在单因素摇瓶实验基础上，确定影响产物积累的各因素及其相应条件，再利用正交试验确定这些

参数的最佳水平，即温度 33 ℃，起始 pH 为 8.0，发酵过程 pH 为 7.0，乙酸添加量为 3 g/L，NaCl 浓度为 10 g/L。利用

优化条件进行 3 L 体系的发酵放大实验，经过 108 h 的无氧发酵，2,3-丁二醇的产量可达 35.05 g/L，而琥珀酸的含量则

高达 22.46 g/L，且其糖的总转化率高达约 50％。首次利用嗜盐菌在厌氧条件下生产 2,3-丁二醇和琥珀酸，拓展了嗜盐

菌的应用，同时也为生产 2,3-丁二醇和琥珀酸提供了新的思路。 
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Production of 2, 3-butanediol and succinic acid by  
Salinivibrio YS 
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Abstract:  The production of 2, 3-butanediol and succinic acid by a moderate halophile under anaerobic condition was 
investigated. This halophile, termed Salinivibrio YS, was isolated from the solid samples collected from Aydingkol Lake. Based on 
the single factor experiment, the parameters and their values for the production were obtained. Then, the optimum values of these 
parameters by the orthogonal experiments were obtained: temperature, 33 °C; initial pH of fermentation, 8.0; the pH during 
fermentation, 7.0; the concentration of acetic acid was 3 g/L and NaCl was 10 g/L. Finally, a 3-L fermentation based on these 
conditions was carried out. After 108 h of fermentation under anaerobic condition, 35.05 g/L of 2, 3-butanediol and 22.46 g/L of 
succinic acid were obtained. About 50% of total glucose conversion was achieved. The study on 2, 3-butanediol and succinic acid by 
a halophile under anaerobic condition will expand the applications of halophiles and open a new area of production of 2, 3-butanediol 
and succinic acid. 
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琥珀酸 (Succinic acid) 又名丁二酸，是三羧

酸循环的中间产物，也是厌氧代谢的发酵产物之

一 [1-2]。作为一种重要的化工原料，琥珀酸在医药、

食品以及表面活性剂等行业有着广泛的用途[2-3]。目

前，工业级琥珀酸主要是通过石化法生产，但这一

方法会产生污染，同时考虑到石油资源越来越紧缺，

因此需要研究一种可利用再生资源且污染较少的生

产方法 [4]。近年来微生物发酵法生产琥珀酸已成为

有 机 酸 发 酵 研 究 的 热 门 课 题 。 琥 珀 酸 放 线 菌

Actinobacillus succinogenes[5]、产琥珀酸曼海姆菌

Mannheimia succiniciproducens[6]、产琥珀酸厌氧螺

菌 Anaerobiospirillum succiniciproducens[7]和大肠杆

菌 Escherichia coli[8]是目前研究最多的琥珀酸生产

菌。然而，目前我国发酵法生产琥珀酸尚未取得成

功，仍处于实验室研究阶段。 

2,3-丁二醇 (2,3-butanediol，2,3-BD) 广泛用于

化工、食品、航空航天燃料等领域[9]。2,3-丁二醇的

脱水产物甲乙酮可作树脂、油漆等的溶剂；酯化后

的脱水产物 1,3-丁二烯可用于合成橡胶、聚酯和聚

亚胺酯；热值较高可作为燃料添加剂[10]；与甲乙酮

脱氢形成辛烷异构体可生产高级航空用油 [10]；2,3-

丁二醇还可制备油墨、香水、熏蒸剂、增湿剂、软

化剂、增塑剂、炸药及药物手性载体等[11]。 

近几年 2,3-丁二醇国内市场的需求大约是每年

500 t，其中需进口 100~200 t。目前，国内用微生物

发酵法生产 2,3-丁二醇还处于试生产阶段，规模也

较小。但生物法制备 2,3-丁二醇将具有可观的经济

效益和社会效益，也符合可持续性发展战略。因此，

发酵法生产 2,3-丁二醇成本的降低、发酵水平的提

高，是现有研究的努力方向。 

嗜盐微生物 (Halophiles) 是一类在一定浓度盐 

(NaCl) 中可正常生长，且高浓度盐是生长必需条件

的微生物[12-13]，一般生活在含 10％~20％盐成分的

天然碱湖中 [14]。中度嗜盐微生物的最适生长 NaCl

浓度是 0.5~2.5 mol/L，从许多含盐浓度较高的环境

中都可以分离得到这一类群的微生物。极端微生物

由于其独特的生理特点和生化特性，在工业、化工、

食品以及基础研究等领域具有巨大的应用价值[15-16]。

作为一个较新的领域，嗜盐菌可能为生产 2,3-丁二

醇和琥珀酸，以及解决微生物法生产过程中的成本

等问题提供了一种新的思路。 

本研究首次利用一株可积累 PHB 的中度嗜盐菌

Salinivibrio YS，在厌氧条件下积累 2,3-丁二醇和琥

珀酸，拓展了嗜盐微生物的应用，为微生物发酵生

产 2,3-丁二醇和琥珀酸提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养基 
1.1.1  菌株 

本研究所用菌株为本实验室从新疆艾丁湖采集

的土样中分离出的一株可积累 PHB 的中度嗜盐菌，

经鉴定属于 Salinivibrio 属，命名为 Salinivibrio YS。

该菌的最适生长温度为 30 ℃，pH 为 8.0，NaCl 浓

度为 60 g/L，可耐受的盐浓度为 10~250 g/L。 

1.1.2  摇瓶和种子培养基 

改进的 LB 培养基成分 (g/L) 如下：NaCl 50，

酵母提取物 5，蛋白胨 10，pH 为 8.0。摇瓶和发酵

实验的种子培养基均为改进 LB 培养基，在 37 ℃摇

床中 200 r/min 培养 12 h。 

MM-G 培养基 (g/L)：NaCl 60，酵母提取物 1，

葡萄糖 30，(NH4)2SO4 2，MgSO4 0.2，KH2PO4 1.5，

Na2HPO4·12H2O 9.65，微量元素Ⅰ 10 mL/L 和微量

元素Ⅱ 1 mL/L。其中，微量元素Ⅰ包含 (g/L)：Fe 

(Ⅲ)-NH4-citrate 5，CaCl2 2，HCl 1 mol/L；微量元素

Ⅱ包含 (mg/L)：ZnSO4·7H2O 100，MnCl2·4H2O 30，

H3BO3 300，CoCl2·6H2O 200，CuSO4·5H2O 10，

NiCl2·6H2O 20，NaMoO4·2H2O 30，HCl 1 mol/L。 
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1.2  生产 2,3-丁二醇和琥珀酸条件优化 
1.2.1  单因子变量试验 

以 MM-G 培养基为培养基，设置各参数梯度，

检测各条件下产物浓度，以研究厌氧条件下菌株生

产 2,3-丁二醇和琥珀酸的最适条件。选择参数并设

置梯度 (表 1)，每个条件设置 3 个平行样，摇瓶体

系为 100 mL，分装在 500 mL 三角烧瓶中，接种量

为 5％ (V/V)；培养条件为 37 ℃ (温度梯度除外) 摇

床静置培养 72 h。 

1.2.2  正交试验 

以 pH 值、NaCl 浓度、葡萄糖浓度及添加剂乙

酸作为因素，设置各因素位级 (表 2)，进行正交试

验 (表 3)，研究各因素对 2,3-丁二醇和琥珀酸生产

的影响，以确定最终的最适条件。以 MM-G 为培养

基，在 33 ℃条件下静置培养 72 h。 

1.3  发酵培养基及发酵流程 
根据摇瓶实验摸索出的条件，利用 6 L 发酵罐  

(Bioflo 3 000，NBS，美国) 进行批量补料发酵放

大生产 2,3-丁二醇和琥珀酸。发酵体系为 3 L，发

酵初始培养基为改进的 MM-G 培养基：乙酸 3 g/L，

酵母提取物 2 g/L，NaCl 10 g/L，葡萄糖浓度为

80 g/L，其余成分与 MM-G 培养基相同；种子液

为改进 LB 培养基，接种量为 10％  (V/V)。发酵条

件为：温度 33 ℃，起始 pH 调节至 8.0，而发酵期

间 pH 设定为 7.0，溶氧  (Dissolved oxygen，DO) 设

置为 10％，转速根据溶氧调节，最低 50 r/min，最

高 200 r/min，不通气。补料培养基为 100 mL 600 g/L

的葡萄糖，当发酵液中葡萄糖浓度低于 20 g/L 时

进行补料。  

1.4  检测方法 
1.4.1  细胞干重(CDW)的测定 

摇瓶培养结束或者发酵期间，取 25 mL 菌液于

50 mL 离心管中，8 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，

然后用去离子水洗涤 1 次，再次离心。将得到的细

胞在−80 ℃冰箱中冷冻 1 h，然后在抽真空条件下冰

冻干燥至恒重，测定细胞干重。 

1.4.2  高效液相色谱(HPLC)检测葡萄糖和有机酸 

采用美国 tsp 公司 Spectra 系列 HPLC 仪器系

统，利用有机酸离子柱分离检测葡萄糖和各种

有机酸。色谱条件：Bio-Rad Aminex® HPX-87H 

(7.8 mm×300 mm) 分离柱；流速 0.50 mL/min；柱温

设置为 40 ℃；RI检测条件Range=4；进样量为 10 μL；

流动相：5 mmol/L H2SO4 溶液。 
 
 

表 1  摇瓶试验参数及其梯度 
Table 1  Factors and their gradients in shake flask 
expriments 

Factors Gradients 

Temperature (°C) 30, 33, 37 

Initial pH 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 

NaCl concentration (g/L) 20, 40, 60 

Acetic acid (g/L)* 3, 5 

Glucose (g/L) 30, 60, 90 

*Acetic acid was used as a co-factor to enhance the production 
of 2, 3-BD and succinic acid[17]. 
 
 
表 2  正交试验因素位级表 
Table 2  Factors and levels of orthogonal experiment 

Initial pH Acetic acid (g/L) NaCl (g/L) Glucose (g/L)
Factor

A B C D 

1 6.0 2.0 10 60 

2 7.0 4.0 20 80 

3 8.0 6.0 30 100 

 
 
表 3  正交试验计划表 
Table 3  The assignment of orthogonal experiment 

Initial pH Acetic acid (g/L) NaCl (g/L) Glucose (g/L)
 

A B C D 

1 1    6.0 1    2.0 3    30 2   80 

2 2    7.0 1    2.0 1    10 1   60 

3 3    8.0 1    2.0 2    20 3  100 

4 1    6.0 2    4.0 2    20 1   60 

5 2    7.0 2    4.0 3    30 3  100 

6 3    8.0 2    4.0 1    10 2   80 

7 1    6.0 3    6.0 1    10 3  100 

8 2    7.0 3    6.0 2    20 2   80 

9 3    8.0 3    6.0 3    30 1   60 



薛源生等: 利用嗜盐菌 Salinivibrio YS 生产 2,3-丁二醇和琥珀酸 1745 

 

Journals.im.ac.cn 

2  结果与分析 

2.1  摇瓶试验优化菌株YS生产 2,3-丁二醇和琥珀

酸条件 
30 ℃条件下静置培养过程中，MM-G 培养基 pH

急剧下降，经 HPLC 检测上清中含有 2,3-丁二醇和

琥珀酸，表明 Salinivibrio YS 在厌氧条件下可积累

2,3-丁二醇和琥珀酸。 

根据表 1 中各因素及其梯度设计单因子变量摇

瓶实验，静置培养 72 h，表 4 为实验结果，其中实

验组 2~12 除表中所列条件外，其余条件均与实验组

1 一致。从结果可知琥珀酸产量与 2,3-丁二醇产量的

变化趋势一致。 

2.1.1  温度对 2,3-丁二醇和琥珀酸生产的影响 

30 ℃到 37 ℃，菌株 CDW 基本一致 (实验组 1、

2、3)；33 ℃时，琥珀酸和 2,3-丁二醇积累浓度最高，

最适合产物的积累 (实验组 2)。 

2.1.2  起始 pH 偏碱有利于 2,3-丁二醇和琥珀酸积累 

当起始 pH 为 8.0 时，目的产物含量最高 (实验

组 1)。而有文献报道，一般情况下，发酵液偏碱时

比较容易生成有机酸，而偏酸时有机酸含量急剧下

降，同时 2,3-丁二醇产量提高[9,18]。因此，发酵起始

培养基 pH 调节至 8.0，发酵过程中则设置为 7.0。 

2.1.3  低浓度 NaCl 有利于目的产物的生产 

降低 NaCl 浓度，CDW 逐渐降低；而琥珀酸和

2,3-丁二醇积累量逐渐增大 (实验组 1、9、10)，表

明低渗透压有利于 2,3-丁二醇和琥珀酸的积累。 

2.1.4  添加乙酸有助于目的产物产量的提高 

根据相关文献，添加一些营养因子或乙酸有利

于 2,3-丁二醇的积累[18]。在 MM-G 培养基中添加乙

酸，与不添加乙酸的对照组 (实验组 1) 相比，琥珀

酸和 2,3-丁二醇产量均显著提高，表明添加乙酸有

助于该菌目的产物的积累，且添加 3 g/L 丙酸时产量

略高于添加 5 g/L 丙酸。 
 
 
 
表 4  摇瓶实验优化 2,3-丁二醇和琥珀酸生产条件结果 
Table 4  Optimization of the production condition of 2,3-BD and succinic acid in shake flask experiments 

Assay No. Conditions Cell dry weight (g/L) Succinic acid (g/L) 2,3-BD (g/L) 

1 30 °C, initial pH 8.0, NaCl 60 g/L, Glucose 30 g/L, 1.71±0.09 2.50±0.19 6.75±0.31 

2 33 °C 1.75±0.03 3.39±0.03 9.15±0.43 

3 37 °C 1.74±0.05 3.18±0.29 7.74±0.13 

4 Initial pH 6.0 1.58±0.05 1.79±0.03 5.67±0.15 

5 Initial pH 7.0 1.64±0.04 2.23±0.11 6.65±0.24 

6 Initial pH 9.0 1.39±0.02 2.20±0.01 5.80±0.17 

7 Acetic acid 3 g/L 1.73±0.12 3.06±0.08 8.08±0.13 

8 Acetic acid 5 g/L 1.69±0.22 2.99±0.14 7.94±0.09 

9 NaCl 20 g/L 1.49±0.16 3.09±0.21 8.88±0.50 

10 NaCl 40 g/L 1.65±0.08 3.01±0.03 7.96±0.07 

11 Glucose 60 g/L 2.03±0.06 4.21±0.32 9.12±0.21 

12 Glucose 90 g/L 1.91±0,16 3.19±0.05 8.32±0.27 

*Ace is acetic acid 
 



1746    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech         December 25, 2011  Vol.27  No.12 

  

Journals.im.ac.cn 

2.1.5  葡萄糖对 2,3-丁二醇和琥珀酸生产的影响 

加大培养基中葡萄糖含量 (实验组 1、11、12)，

当葡萄糖浓度为 60 g/L 时，CDW、琥珀酸和 2,3-丁

二醇浓度均最高。经 HPLC 检测上清，葡萄糖浓度

为 30、60 g/L 时均已消耗完，而葡萄糖浓度 90 g/L

时还有大量残余的葡萄糖。表明葡萄糖浓度过高增

大培养基渗透压，抑制了 2,3-丁二醇和琥珀酸的积

累，这进一步验证了 NaCl 浓度试验的结论，因此，

可降低 NaCl 浓度同时增大葡萄糖浓度以保持一定

的渗透压。例如，降低 NaCl 浓度至约 10~20 g/L，

而提高葡萄糖浓度至约 100 g/L，增大培养时间，可

提高目的产物产量。 

2.1.6  正交试验确定最终优化生产条件 

经过 72 h 静置培养，当 pH 为 6.0 时，Salinivibrio 

YS 并未生长 (表 5)，且极差很大，表明 pH 对菌株生

长及其产物的合成有很大的影响。而添加剂乙酸和 
 
 

表 5  正交实验结果及分析 
Table 5  The results of the orthogonal experiment 

A B C D 
Assay No. 

pH Acetic acid NaCl Glucose 
Analysis

1 1 1 3 2 0.00 

2 2 1 1 1 13.55 

3 3 1 2 3 17.51 

4 1 2 2 1 0.00 

5 2 2 3 3 8.27 

6 3 2 1 2 17.82 

7 1 3 1 3 0.00 

8 2 3 2 2 6.15 

9 3 3 3 1 13.05 

k1 0 31.06 31.38 26.60 

k2 27.97 26.09 23.66 23.97 

k3 48.38 19.20 21.32 25.78 

Total 
76.35 

      

NaCl 浓度为一般因素，乙酸浓度约为 2~4 g/L，NaCl

浓度为 10~20 g/L，葡萄糖对产量影响最小 (表 5)。 

综合单因素摇瓶试验结果以及正交试验结

果，菌株 Salinivibrio YS 积累 2,3-丁二醇和琥珀

酸的条件为：温度 33 ℃，NaCl 10 g/L，起始 pH

为 8.0，生产时 pH 设置为 7.0，葡萄糖浓度约为

100 g/L。  

2.2  发酵放大实验生产 2,3-丁二醇和琥珀酸 
利用优化条件，进行 3 L 体系放大发酵实验，

在厌氧条件下发酵 108 h。随着发酵时间的推移，

CDW 基本维持在 2~3 g/L，而琥珀酸和 2,3-丁二醇

的含量逐渐上升，但到 80 h 后，产量增加缓慢，可

能是产物的大量积累抑制了菌株进一步的积累 (图

1)。108 h 后，琥珀酸含量高达 22.5 g/L，而 2,3-丁

二醇含量为 35.1 g/L (图 1)，葡萄糖转化为 2,3-丁二

醇和琥珀酸的总转化率约为 50％。 

菌株 Salinivibrio YS 在无氧发酵条件下可积累

琥珀酸和 2,3-丁二醇，但同时积累两种产物不利于

后期的提取过程。因此，后续的研究可利用该菌提

高某一种化合物的产量，例如降低琥珀酸产量，而

提高其 2,3-丁二醇的产量。 

3  结论 

本研究首次利用嗜盐菌在厌氧条件下生产 2,3-

丁二醇和琥珀酸，对中度嗜盐菌 Salinivibrio YS 生

产 2,3-丁二醇和琥珀酸的条件进行了优化，确定各

因素的最佳水平，即温度 33 ℃，起始 pH 为 8.0，发

酵过程 pH 为 7.0，乙酸添加量为 3 g/L，NaCl 浓度

为 10 g/L。基于这些条件进行 3 L 体系的发酵放大

试验，经过 108 h 的无氧发酵，2,3-丁二醇的产量可

达 35.05 g/L，尤其是琥珀酸的含量高达 22.46 g/L，

且其总的转化率高达约 50％。本研究拓展了嗜盐菌

的应用，为微生物发酵生产 2,3-丁二醇和琥珀酸提

供了新的思路。 



薛源生等: 利用嗜盐菌 Salinivibrio YS 生产 2,3-丁二醇和琥珀酸 1747 

 

Journals.im.ac.cn 

 

图 1  Salinivibrio YS 厌氧发酵放大实验结果 
Fig. 1  Results of fermentation by Salinivibrio YS under anaerobic condition. 
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