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摘  要 : 以生物柴油的副产物甘油生产高附加值的 1,3-丙二醇，现已成为提升生物柴油产业链经济性的重要途

径，而中间代谢产物 3-羟基丙醛积累造成细胞死亡，发酵异常终止是生物法生产 1,3-丙二醇过程中的关键问题。

不同于传统的降低 3-羟基丙醛积累的思路，本文从增强克雷伯氏菌对 3-羟基丙醛的抗逆性出发，改善克雷伯

氏菌 1,3-丙二醇的生产性能，首次将聚羟基丁酸路径引入克雷伯氏菌中，构建了新型基因工程菌，并对其 1,3-

丙二醇发酵性能及聚羟基丁酸代谢进行了初步的研究。经 IPTG 诱导，工程菌中检测到聚羟基丁酸，其含量随

IPTG 浓度增加而增大。优化的 IPTG 浓度为 0.5 mmol/L。初始甘油 50 g/L 时，野生菌可正常发酵生产 1,3-丙

二醇，1,3-丙二醇浓度达到 22.1 g/L，其质量得率为 46.4%。当初始甘油达到 70 g/L 时，由于高浓度 3-HPA 积

累，野生菌发酵终止，而工程菌可正常发酵生产 1,3-丙二醇，PDO 产量可达 31.3 g/L，其质量得率为 43.9%。

同时检测到聚羟基丁酸积累。研究结果有助于加深对克雷伯氏菌 1,3-丙二醇代谢机理的认识，为克雷伯氏菌的

进一步优化提供了新的思路。 

关键词 : 1,3-丙二醇，克雷伯氏菌，3-羟基丙醛，聚羟基丁酸 
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Abstract:  1,3-propanediol production with the byproduct of biodiesel production is important to increase the economic 

benefit of biodiesel industry. Accumulation of 3-hydroxypropionaldehyde is one of the key problems in the 1,3-propanediol 

fermentation process, leading to the cell death and the fermentation abnormal ceasing. Different from the traditional way of 

reducing the accumulation of the 3-hydroxypropionaldehyde, we introduced the polyhydroxybutyrate pathway into the 

Klebsiella pneumoniae for the first time to enhance the tolerance of K. pneumoniae to 3-hydroxypropionaldehyde, at the 

same time, to improve the 1,3-propanediol production. Plasmid pDK containing phbC, phbA, phbB gene was constructed 

and transformed into K. pneumoniae successfully. PHB was detected in the engineered K. pneumoniae after IPTG induction 

and its content enhanced with the IPTG concentration increasing. The optimized IPTG concentration was 0.5 mmol/L. The 

constructed K. pneumoniae could produce 1,3-propanediol normally, at the same time accumulate polyhydroxybutyrate. 

With the constructed strain, the fermentation proceeds normally with the initial glucose was 70 g/L which the wild type 

strain stopped growing and the fermentation was ceasing; 1,3-propanediol concentration and yield reached 31.3 g/L and 

43.9% at 72 h. Our work is helpful for the deep understanding of 1,3-propanediol metabolic mechanism of Klebsiella 

pneumoniae, and also provides a new way for strain optimization of Klebsiella pneumoniae. 

Keywords:  1,3-propanediol, Klebsiella pneumoniae, 3-hydroxypropionaldehyde, polyhydroxybutyrate 

1,3-丙二醇(PDO)是一种重要的化工原料，

具有独特的对称结构，可用于医药工业、汽车

工业、印染工业等。目前 PDO 最重要的用途是

用作新型聚酯聚对苯二甲酸丙二醇酯  (PTT) 

的单体[1]。PTT 是继上世纪 50 年代聚对苯二甲

酸乙二醇酯 (PET)、70 年代聚对苯二甲酸丁二

醇酯  (PBT) 之后实现工业规模的新型可成纤

聚酯高分子材料，是一种极有发展前途的新型

聚酯材料。生物法生产 1,3-丙二醇具有发酵条件

温和，较易操作；选择性好，副产物少，易于

分离纯化以及可以利用成本较低的可再生资源

等优点，具有较好的发展前景。近年来，以生

物柴油的主要副产物甘油生产高附加值的 1,3-

丙二醇[2-5]，已成为提升生物柴油产业链经济性

的重要途径。 

在 PDO 的生产菌中，克雷伯氏菌 Klebsiella 

pneumoniae 具有较高的底物转化率和 PDO 生产

强度[6-7]，近年来受到国内外研究者的广泛关注。

3-羟基丙醛 (3-HPA) 是 K. pneumoniae PDO 代

谢的中间产物，但 3-HPA 又具有细胞毒性，高

浓度 3-HPA 积累导致细胞死亡，发酵异常终  

止 [8-10]。近年来，人们采用不同途径对 3-HPA

积累的问题进行了研究。一方面，通过工艺调控来

降低 3-HPA 积累(ZL200710063347.0)，另一方面通

过基因工程手段降低菌种的 3-HPA 积累[11-13]。降

低 3-HPA 积累虽能降低 3-HPA 对细胞的毒害，

但由于 3-HPA 也是 PDO 代谢的中间产物，因此，

PDO 的产量也会随之而降低。 
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聚 β-羟基丁酸酯(PHB)是微生物在不平衡

生长条件下作为碳源和能源的储备物而贮存于

细胞内的一种高分子聚合酯类[14]，是最广泛、

结 构 最 简 单 的 一 种 聚 羟 基 脂 肪 酸 酯

(Polyhydroxyalkanoic acids，简称 PHA)，其单体

是 3-羟基脂肪酸，在自然界中可被多种微生物

合成[15]。PHA 作为生物可降解塑料的应用已有

广泛报道[16]，而 PHA 与微生物抗逆的相关研究

近年来也引起了研究者的关注。许多 PHA 合成

菌能够在有机物以及重金属离子污染区生存，

这提示我们 PHA 可能与细菌的抗逆能力有一定

的关系[17-18]。自 Satoh 等率先提出活性污泥积累

PHA 的可能性开始[18-20]，活性污泥法合成 PHB

工艺已日趋成熟[21]。Nancy 等分离出一株耐高

温能力很强的假单胞菌，其耐受程度与自身

PHA 的积累程度相关[14]。Nicolaps 等发现假单

胞菌 Pseudomonas p11423 对低温的耐受能力很

强，此菌表现出高水平的 PHB 累积量[22]。Lopez

等研究了具有 PHB 合成能力的巨大芽胞杆菌

Bacillus megaterium 和罗尔斯通氏菌 Ralstonia 

eutropha 及其相应 PHB 合成缺陷型突变株，结

果表明缺陷株的生存能力明显减弱[23]。Kadouri

等的研究表明原始菌较 PhaZ 缺失型突变株具有

更高的生长速率，而且对饥饿、渗透压、热激、

紫外照射等不利因素的抗逆程度也更高[24]。 

上述研究表明 PHB 路径可能增强菌株的抗

逆能力。因此，本文首次将 PHB 路径引入克雷

伯氏菌中，以增强克雷伯氏菌对 3-HPA 的抗逆

性，改进克雷伯氏菌 PDO 的生产性能。本研究

有助于加深对克雷伯氏菌 PDO 代谢机理的认

识，同时也为解决 3-羟基丙醛积累造成 1,3-丙

二醇发酵过程异常中断的难题提供了新的思路

和方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种与质粒 

本文所用的菌株与质粒如表 1 和表 2 所示。 

1.1.2  培养基   

Luria-Bertani(LB) 液体培养基：酵母浸粉  

5 g，蛋白胨 10 g，NaCl 10 g，去离子水定容至   

1 L，用 NaOH 调节 pH 7.0~7.2，121 ℃高压蒸

汽灭菌 20 min。 

LB 固体培养基：在 LB 液体培养基灭菌前

加入 10~15 g/L 的琼脂粉。 

 
表 1  实验用菌株 

Table 1  Experimental strain 

Bacterial strain 
Property and 

genotype 
Source and 
reference 

Klebsiella 
pneumonia HR521 

Wild type, Ampr Laboratory 
collection 

Escherichia coli  
DH5α 

LaczΔM15 Tiangen 
biotech 
co,.LTD. 

CAB-pDK6/DH5α Cmr, Ampr, Kmr This work 

K.P/pCAB Cmr, Ampr, Kmr This work 

pDK6/P.S Cmr, Ampr, Kmr This work 

 
 
表 2  实验用质粒 

Table 2  Experimental  plasmid 

Plasmid 
Property and 

genotype 
Source and reference 

pBHR68 Kmr 

Gifted by Prof. Chen 
Guoqiang (Department of 
Biological Sciences and 
Biotechnology, Tsinghua 
University, China) 

pDK6 Expressing 
vector, Kmr 

Kleiner et al [25] 

pDK-CAB Constructed, 
Kmr 

This work 
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种子培养基及发酵培养基见表 3。微量元素

组成见表 4。铁溶液的配制：每升水中加入 37%

的浓盐酸 4 mL，FeSO4·H2O 5.0 g。 

1.2  方法 

1.2.1  培养方法   

大肠杆菌的培养：在 LB 培养基中，37 ℃、

200 r/min 培养。需要加入抗生素时，卡那霉素

终浓度 50 μg/mL。 

 
表 3  发酵培养基及种子培养基组成 

Table 3  Medium composition 

Composition 
Fermentation 
medium (L–1) 

Seed medium 
(L–1) 

(NH4)2SO4 4.0 g 2.0 g 

KH2PO4 0.25 g 3.4 g 

K2HPO4·3H2O 0.69 g 1.3 g 

MgSO4 0.2 g 0.2 g 

Glycerol 20–50 g 1.0 g 

Yeast extract 1.5 g 30 g 

Fe2+ solution 1.0 mL 1.0 g 

Trace element solution 1.0 mL 2.0 mL 

CaCO3 / 1.0 g 

 
 
表 4  微量元素溶液组成 

Table 4  Trace element solution composition 

Component Content (L–1) 

ZnCl2 70 mg 

NiCl2·6H2O 25 mg 

H3BO3 60 mg 

CuSO4·5H2O 29.28 mg 

CoCl2·6H2O 200 mg 

MnSO4·4H2O 100 mg 

Na2MoO4·2H2O 35 mg 

37% HCl 0.9 mL 

克雷伯氏肺炎杆菌的种子培养：250 mL 三

角瓶，100 mL 种子培养基，接入斜面培养菌一

环，用 8 层纱布封口后置于 30 ℃摇床培养，转

速 180 r/min，培养 14 h。 

克雷伯氏肺炎杆菌的摇瓶发酵培养：   

250 mL 三角瓶，100 mL 发酵培养基，接种量

1%，用 8 层纱布封口后置于 37 ℃摇床培养，

转速 150 r/min 培养 12~48 h。 

克雷伯氏肺炎杆菌的发酵罐培养：5 L 的发

酵罐(B.Braun, Germany)，装量 4 L，接种量为

1%，通气量 0.5 vvm，搅拌转速 250 r/min，发

酵温度 37 ℃，利用质量分数为 30%的 NaOH

溶液控制发酵体系 pH 6.5。 

1.2.2  克雷伯氏菌感受态细胞的制备   

用接种环挑取野生克雷伯氏菌株一环，接

种到灭菌 LB 液体培养基中，37 ℃摇床过夜。

取 150 μL 菌液接种至 15 mL LB 培养基中，继

续摇至 OD 值在 0.3~0.4 之间。将菌液在冰上预

冷 30 min，分装至 50 mL 预冷灭菌离心杯中，   

4 ℃、2 500 r/min 离心 10 min。弃上清，用灭

菌 ddH2O 使沉淀悬浮后离心，重复 2 次。弃上

清，离心杯中加入 5 mL 10%甘油，沉淀悬浮后，

将菌液以 200 μL 分装于 1.5 mL 离心管中，放入

–80 ℃冰箱中保存。 

1.2.3  克雷伯氏菌的电转化方法   

将质粒、0.1 cm 电极杯以及感受态细胞分别

预冷 10 min。之后在 200 μL 感受态细胞中加入

10 μL 质粒，冰上放置 10 min。开电转仪(BTX，

美国)，调节电压值 2.5 kV。将混合物转移至预

冷电极杯中，将电极杯推入电转仪。结束后，

向电极杯中迅速加入 1 000 μL SOC 液体培养

基，重悬细胞并转至 1.5 mL 离心管中。37 ℃，
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200 r/min 复苏培养 1 h。取 100 μL 菌液涂在相

应抗性平板上。37 ℃培养箱静置培养。 

1.2.4  SDS-PAGE 蛋白电泳 

分别制备分离胶和浓缩胶。取样品与适量

体积的上样缓冲液混合，放入沸水浴中 5 min，

12 000 r/min 离心 3 min，取上清液 20 μL 进行电

泳。浓缩胶 80 V，分离胶 120 V。电泳结束后加

入考马斯亮蓝染色液染色约 0.5 h 后用脱色液脱

色，直至呈现清晰条带。 

1.3  分析方法 

1.3.1  生物量测定 

根据 650 nm 光吸收值与菌体干重的标准曲

线，通过测定发酵液 650 nm 的光吸收计算菌体

的生物量。 

1.3.2  发酵液中底物与产物含量测定   

甘油、PDO、乳酸、乙酸、2,3-丁二醇、丁

二酸、乙醇采用高效液相色谱(岛津公司，日本)

测定。色谱柱为 AminexHPX-87H 柱，检测器为

RID-10vp 型折光示差检测器，柱温为 65 ℃，

流动相为 0.005 mol/L H2SO4 溶液，流速为    

0.8 mL/min。进样量为 20 μL。发酵液中各组分

含量通过标准曲线计算得到。 

1.3.3  3-HPA 含量的测定 

3-HPA 含量采用比色法测定[26]，用丙烯醛

代替 3-HPA 作标准品。该检测系统中含 1 mL

样品，3 mL 37%的浓盐酸及 0.75 mL 色氨酸试

剂，37 ℃水浴 20 min 显色，然后在 560 nm 处

检测吸光值。色氨酸试剂：浓盐酸 4.16 mL，D,L-

色氨酸 2.04 g，用蒸馏水稀释至 1 L。 

1.3.4  PHB 含量测定   

1) 样品的制备：收集发酵液，10 000×g 离

心 5 min 获得菌体，用去离子水洗涤后再次离

心，弃上清，在–80 ℃冰箱冰冻 30 min；用冷

冻干燥机将细胞冰冻干燥 48 h，测定细胞干重。

称取约 50 mg 干细胞于酯化管中，加入 2 mL 酯

化液(3%体积的浓硫酸溶于甲醇中，含 2 g/L 苯

甲酸作为内标)和 2 mL 氯仿，加盖密闭，在   

100 ℃烘箱中酯化 4 h；冷却至室温后，加入   

1 mL 去离子水，充分振荡，静置分层，取下层

氯仿相进行气相色谱(岛津公司，日本)分析。2) 

标样的制备：用分析天平精确称取约 10 mg PHB

纯物质于酯化管中，同上操作，作为气相色谱

分析标样。3) 气相色谱分析：气相色谱分析使

用安捷伦公司的 HP6890 气相色谱仪。色谱柱为

HP-5 毛细管柱。检测器为火焰离子化检测器

(Flame ionization detector，FID)。用高纯氮气作

为载气，氢气作为燃气，空气为助燃气。根据

样品浓度的不同，进样量为 0.4~1 µL。采用内

标法对 PHB 进行定量分析。PHB 含量定义为

PHB 对细胞干重的比值。 

2  结果与分析 

2.1  重组载体 pDK6-CAB 的构建及验证 

聚羟基丁酸酯 (PHB)在生物体中合成途径

如图 1 所示。 

 
 

 
 

图 1  Wautersia eutropha H16 中的 PHB 合成途径 

Fig. 1  PHB synthesis way of Wautersia eutropha H16. 
PhbA: β-ketothiolase; PhbB: NADPH-dependent 
acetoacetyl-CoA reductase; PhbC: PHA synthase. 
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PHB 的合成涉及到 3 个独立的酶，由 phbA

编码的 β-酮基乙酰辅酶 A 硫解酶(β-ketothiolase, 

PhbA)、由 phbB 编码的 NADPH 依赖型乙酰乙

酰辅酶 A 还原酶以及由 phbC 编码的 PHB 合成

酶。2 个乙酰辅酶 A 分子 β-酮基硫解酶(PhbA)

催化生成 1 个乙酰乙酰辅酶 A 分子，后者再在

NADPH 依赖型还原酶(PhbB)的作用下还原为

(R)-羟基丁酰辅酶 A，最后在 PHA 聚合酶(PhbC)

的作用下聚合成 PHB。PhbC、phbB、phbA 源

自 Ralstonia eutropha H16 染色体 DNA 的 1 个

操纵元上，共用 1 个启动子。 

以携带有 phbA、phbB 和 phbC 基因(以后简

称 CAB)的质粒 pBHR68 为模板进行 Touch 

Down-PCR(TD-PCR)，获得目的基因 CAB，大

小为 3 961 bp。TD-PCR 所使用的引物序列如下： 

CAB-F: 5′-agtgaattcATGGCGACCGGCAAA 

GGCGCGGCAGC-3′；CAB-R: 5′-tcaaagcttTCA 

GCCCATATGCAGGCCGCCGTTGAAGG-3′。 

扩增结果经琼脂糖凝胶电泳，结果如图 2

所示，由图可知，TD-PCR 产物条带与目标 CAB

基因大小相符，表明成功获得 CAB 基因片段。 

 

 
 

图 2  目的基因 CAB 琼脂糖凝胶电泳 

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of CAB gene. M: 
DL 5000 DNA marker; 1, 2: CAB. 

将所获得的目的基因 CAB 以及载体 pDK6

用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ进行双酶切，通过凝胶回

收试剂盒得到含相同粘性末端的目的基因和载

体，再用 T4 DNA 连接酶进行连接得重组质粒

CAB-pDK6。 

将构建好的重组载体 CAB-pDK6 用热激法

转化感受态大肠杆菌 DH5α，在卡那霉素抗性平

板上筛选单菌落，进行菌落 PCR，初步验证所

得到的转化子。菌落 PCR 扩增条件如下：95 ℃  

2 min；95 ℃ 20 s，53 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，

34 个循环；72 ℃ 4 min，4 ℃ 0.08 min，16 ℃

保存。 

由于目的基因较长，为节约 PCR 时间，重

新设计了菌落 PCR 下游引物 B-R，该引物和基

因 phbB 的末端配对，产物长度为 1 770 bp，上

游引物保持不变。菌落 PCR 引物序列如下： 

CAB-F: 5′-agtgaattcATGGCGACCGGCAAA 

GGCGCGGCAGC-3′； 

B-R: 5′-TCATGCCTTGGCTTTGACGTATG 

GC-3′。 

菌落 PCR 结果见图 3，从图中可知，从卡 

 

 
 

图 3  工程菌 CAB-pDK6/DH5α 菌落 PCR 产物的琼

脂糖凝胶电泳 

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of engineered 
bacteria CAB-pDK6/DH5α colony-PCR. M: DL 5000 
DNA marker; 0: purpose gene CAB; 1–9: colony-PCR 
products of nine engineered bacterial colonies picked up 
randomly.  
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那霉素抗性平板上挑选的 9 个转化子，经过菌

落 PCR，2、4、5、9 号均扩增出了与目标条带

1 770 bp 相 符 的 片 段 ， 成 功 获 得 工 程 菌

CAB-pDK6/DH5α。 

2.2  PHB 路径在克雷伯氏菌中的构建 

从大肠杆菌阳性克隆 CAB-pDK6/DH5α 中

提取重组表达载体 CAB-pDK6，通过电转化法

将其转入克雷伯氏肺炎杆菌感受态细胞 P.S，在

卡那霉素抗性平板上筛选单菌落，鉴定并分离

出阳性克隆。 

挑取筛选后的转化子，提取质粒并对其进

行 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ的双酶切，以 CAB-pDK6

质粒及其酶切产物进行对照，结果如图 4 所示，

工程菌中提取的质粒与重组质粒 CAB-pDK6 位

置一致，对其进行酶切之后，出现与重组质粒

酶切后大小相同的条带。证明成功获得工程菌

K.P/pCAB。 
 

 
 

图 4  工程菌 K.P/pCAB 质粒及其酶切的琼脂糖凝胶

电泳 

Fig. 4  Agarose gel electrophoresis of plasmid and its 
enzyme-digested products in the engineered bacteria 
K.P/pCAB. M: 1 kb DNA ladder; 1: recombinant 
plasmid CAB-pDK6; 3: plasmid in engineered bacteria 
K.P/pCAB; 2,4: enzyme-digested products of 1 and 3. 

将工程菌 K.P/pCAB 在摇瓶发酵培养基中

进行培养，用 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导，以野

生 菌 HR521 为 阴 性 对 照 ， 分 别 对 其 进 行

SDS-PAGE 电泳。如图 5 所示，加入 IPTG 诱导

后，合成 PHB 所需的 3 种酶 phbA、phbB 和 phbC

均得到了有效的表达。 

2.3  PHB 含量的测定 

将野生菌和重组菌分别进行摇瓶培养和发

酵罐培养，重组菌在 50 μg/mL 的卡那霉素浓度

下，培养 6 h 后，分别加入 1 mmol/L IPTG 和

0.5 mmol/L IPTG 诱导，取 24 h 和 48 h 的样品

分别测菌体中 PHB 含量。测定结果如表 5 所示。 

由表 5 可知，野生菌中无 PHB 的合成，而

重组菌中均检测到了 PHB，说明成功将聚羟基

丁酸途径引入克雷伯氏野生菌中，使其获得了

PHB 合成能力。随发酵时间的延长，发酵 48 h

时，菌体 PHB 最高含量可达到菌体质量的

34.39%。当采用不同浓度的 IPTG 进行诱导时，

随着 I P T G 浓度由 0 . 5  m m o l / L 增大到         

1 mmol/L，重组菌中 PHB 含量也随之增加，由

20.47%增加至 34.39%。在实验中也观察到，当 

 

 
 

图 5  菌体全细胞 SDS-PAGE 电泳 

Fig. 5  SDS-PAGE analysis of proteins in whole cells. 1: 
promixed protein marker (low); 2: wild type         
K. pneumonia HR521; 3–5: recombinant strain 
K.P/pCAB; 6: promixed protein marker (high). 
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表 5  野生菌与重组菌 PHB 含量比较 

Table 5  Comparation of PHB content in wild type K. pneumonia HR521 and recombinant strain             
K. pneumonia/pCAB 

Cultivation time 
HR521 

PHB content 
(%) 

K.P/pCAB 
PHB content (%) 
(IPTG 1 mmol/L) 

K.P/pCAB 
PHB content (%) 

(IPTG 0.5 mmol/L) 

24 h (Shake flask) 0 9.74(±0.315) 6.27(±0.179) 

48 h (Shake flask) 0 21.34(±0.785) 15.54(±0.523) 

24 h (Bioreactor) 0 26.93(±1.217) 16.13(±0.794) 

48 h (Bioreactor) 0 34.39(±1.547) 20.47(±1.149) 

 

IPTG 浓度大于 0.5 mmol/L 时，菌体生长速度有

所减慢，虽然 PHB 合成量较大，但 PDO 得率下

降。这说明添加过量 IPTG 诱导会影响工程菌菌

体生长以及其最终发酵产物 PDO 的合成。推测

其原因，一方面 IPTG 浓度过高会导致 PHB 的

大量合成，PHB 可以作为微生物的碳源储备，

因碳源分流使 PDO 得率降低。另一方面 IPTG

的添加对菌体生长也有一定的毒害作用。因此

较优化的 IPTG 浓度为 0.5 mmol/L。 

2.4  野生克雷伯氏菌 HR521 50 g/L 甘油发酵

生产 1,3-丙二醇 

用野生克雷伯氏菌在摇瓶中进行 1,3-丙二

醇的发酵实验，初始甘油浓度为 50 g/L，卡那霉

素浓度 50 µg/mL，培养 6 h 后，加入 0.5 mmol/L 

IPTG 诱导，48 h 取样分别测发酵液中底物和各

种产物浓度，结果如表 6 所示，在甘油浓度为

50 g/L 的条件下野生克雷伯氏菌 HR521 可正常

发酵生产 PDO 22.1 g/L，其得率为 46.4%。 

2.5  野生菌 HR521 和重组菌 K.P/pCAB    

70 g/L 甘油发酵生产 1,3-丙二醇 

采用野生菌 HR521 和工程菌 K.P/pCAB 在

摇瓶中进行 70 g/L 甘油发酵 1,3-丙二醇的对比

实验，卡那霉素浓度 50 µg/mL，培养 6 h 后，

加入 0.5 mmol/L IPTG 诱导，72 h 取样测发酵液

中底物和各种产物浓度，结果见表 7。 

底物甘油浓度为 70 g/L 时，野生菌发酵 24 h 

 
表 6  底物浓度为 50 g/L 时的野生菌 PDO 发酵 

Table 6  PDO fermentation with the initial glucose of 50 g/L by wild type K. pneumonia HR521 

Cultivation 
time 

Strain 
PDO yield 

(%) 
PDO 
(g/L) 

BDO 
(g/L) 

SUC 
(g/L) 

ACE (g/L) 
LAC 
(g/L) 

ETH 
(g/L) 

48 h HR521 46.42 22.11 4.43 0 0 0 1.35 

 
表 7  底物浓度 70 g/L 野生菌与重组菌发酵 PDO 

Table 7  PDO fermentation with the initial glucose of 70 g/L by wild type K. pneumonia HR521 and recombinant 
strain K. pneumonia/pCAB  

Cultivation 
time 

Strain 
PDO yield 

(%) 
3-HPA max
(mmol/L) 

PDO 
(g/L) 

BDO 
(g/L) 

SUC 
(g/L) 

ACE (g/L) 
ETH 
(g/L) 

HR 521 42.90 6.77 18.87 10.22 0.35 2.24 0.00 
72 h 

K.P/pCAB 43.89 7.09 31.30 9.05 0.00 1.51 0.80 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  October 25, 2013  Vol.29  No.10 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1512 

 
 

后逐渐停止生长，甘油停止消耗，PDO 产量也

不再增加，此时 3-HPA 持续积累显著，野生菌

致死，而工程菌 K.P/pCAB 则可正常发酵生产

PDO，耐受 3-HPA 的浓度更高，表明工程菌具

有较高的 3-HPA 的耐受性。推测其原因可能是

在克雷伯氏菌中引入 PHB 之后，诱导某种含有

不稳定巯基的保护蛋白高水平表达，该蛋白可

与 3-HPA 的醇醛基团结合，从而保护核糖核苷

酸还原酶维持其正常活性，使得菌体在高浓度

3-HPA 积累下依然可进行正常的细胞生长与分

裂。由表 7 可知，培养 72 h 时，工程菌 PDO 产

量达到 31.30 g/L，比野生菌增加 39.71%，其得

率为 43.89%；2,3-丁二醇的产量为 9.05 g/L，同比

野生菌降低 11.45%，副产物乙酸产量为 1.51 g/L，

较野生菌降低 32.59%。 

Xue 等的研究表明，PHB 往往与细菌抗逆

能力密切相关。致病型问号钩端螺旋体(问号钩

体，Leptospira interrogans)和腐生型双曲钩体

L. biflexa 由于能够大量合成菌体内贮藏物聚羟

基脂肪酸酯(PHA，亚类如聚 β-羟基丁酸 PHB

等)，使得其能够在贫瘠环境中长时间存活，且

适应不同的宿主和体外环境 [27]。隐藏嗜酸菌

Acidiphilium cryptum 常存在于极低 pH、放射性

和重金属污染的环境中，而在有机质存在时该

菌可在体内合成聚 β-羟基丁酸(PHB)，而 Yang

等的研究表明，隐藏嗜酸菌 DX1-1 单细胞内

PHB 的积累高达 88%，由此表明 PHB 与菌株抗

逆具有一定的相关性[28]。Wang 等将 phbCAB 基

因在大肠杆菌 E. coli DH5α 中进行表达，耐压实

验表明在有 PHB 积累的情况下，工程菌抗压性

显著增加，原因可能是一方面 PHB 在大肠杆菌

中的积累，导致细胞生长能力减弱，降低细胞

合成代谢蛋白的能力，同时诱导保护蛋白的高

水平表达；另一方面，PHB 的降解过程会伴随

着 ATP 以及 ppGpp 的升高，而 ppGpp 的升高使

得 rpoS 基因表达水平升高，从而上调菌株对于

环境的抗压能力[29]。本文在克雷伯氏菌中构建

了 PHB 路径，且该菌株可正常生产 PDO。PHB

路径与克雷伯氏菌抗逆性的相关机理还有待进

一步研究。 

3  结论 

本文以载体 pDK6 为基础，构建了能够在大

肠杆菌以及克雷伯氏菌中较稳定存在并较高水

平表达 CAB 外源基因的表达质粒 CAB-pDK6，

从而成功引入了一条从乙酰辅酶 A 到乙酰乙酰

辅酶 A 再到 3-羟基丁酰辅酶 A，最终生成 PHB 

的代谢途径。针对 PDO 发酵过程中底物和各产

物的抑制作用以及 3-HPA 的致死性积累问题，

通过基因工程的方法成功构建了含 PHB 表达途

径的克雷伯氏肺炎杆菌 K.P/pCAB，并且通过

EcoR Ⅰ 和 Hind Ⅲ 双 酶 切 以 及 全 细 胞

SDS-PAGE 鉴定了工程菌 K.P/pCAB 的正确性。 

发酵过程中，重组菌中均检测到了 PHB。

高浓度 IPTG 不利于菌体生长和 PDO 合成。优

化的 IPTG 浓度为 0.5 mmol/L。初始甘油 50 g/L

时，野生菌可正常发酵生产 1,3-丙二醇，初始甘

油浓度为 70 g/L 时，野生菌发酵终止。工程菌

K.P/pCAB 在积累 PHB 的同时，可正常发酵生

产 PDO。 

当前，开发低成本的 PDO 生产技术已成为

化纤行业关注的热点。随着 PTT 市场的逐步打

开，生物法生产 PDO 将会面临更广阔的应用前

景。本研究结果对深入理解克雷伯氏菌 PDO 代
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谢机理提供了有益的参考，对克雷伯氏菌的进

一步优化提供了新的思路。 
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