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摘  要 : 3-羟基丁酮 (Acetoin) 作为一种重要的食用香料和平台化合物被广泛应用于医药、食品等领域。为改善

解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefaciens 的 3-羟基丁酮生产能力，采用常压室温等离子体 (ARTP) 和 60Co γ 射

线进行复合诱变，以 3-羟基丁酮产量为分析指标，筛选获得最优突变株 B. amyloliquefaciens H-5，3-羟基丁酮产

量为 68.2 g/L。为进一步实现 3-羟基丁酮的高效生产，对此突变株进行 5 L 发酵罐水平的培养条件优化，并于 30 L

发酵罐上进行放大培养，最终 3-羟基丁酮产量达 85.2 g/L，较出发菌株 B. amyloliquefaciens FMME088 提高了

26.8%。上述研究结果表明，ARTP 和 60Co γ 射线复合诱变能够有效获得高产菌株，该突变株具有较高的工业化

微生物发酵生产 3-羟基丁酮的潜能。 

关键词 : 解淀粉芽孢杆菌，3-羟基丁酮，常压室温等离子体， 60Co γ 射线，发酵条件优化  
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Abstract:  As a platform chemical, acetoin has a great potential of application in medicine and food industries. In order to 

improve the efficiency of acetoin production, Bacillus amyloliquefaciens was treated by atmospheric and room temperature 

plasma and gamma rays. Two-round screening was adopted for obtaining positive mutants, and the best mutant           

B. amyloliquefaciens H-5 produced acetoin up to 68.2 g/L in shake flask. Then, culture conditions were optimized in 5-L 
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fermentor to enhance acetoin production. Finally, 85.2 g/L acetoin was produced by B. amyloliquefaciens H-5, which was 

increased by 26.8% compared with that of the original strain B. amyloliquefaciens FMME088. These results indicated that the 

high-producing strain can be obtained efficiently by compound mutagenesis, which has a promising prospect for commercial 

scale process. 

Keywords:  Bacillus amyloliquefaciens, acetoin, atmospheric and room temperature plasma, 60Co gamma rays, fermentation 

optimization 

3-羟基丁酮  (Acetoin) 具有特殊的奶油香

气，天然存在于可可、干酪、香蕉、葡萄、玉米

等许多食品中，是一种广泛使用的食品级香料[1]。

同时，3-羟基丁酮作为一种重要的四碳平台化合

物，被美国能源部列为 30 种优先开发利用的平台

化合物之一[2]，具有高附加值，可广泛应用于手

性药物和化学中间体的合成[3]。 

目前，3-羟基丁酮的生产方法主要有化学合

成、酶转化和微生物发酵法[4]。相较于其他方法，

微生物发酵法具有高效、稳定、低碳等明显优势，

能实现大规模工业化生产，从而逐渐成为人们关

注的焦点。Zhang 等筛得一株高产 3-羟基丁酮的

多粘类芽孢杆菌，通过连续性统计学实验对发酵

培养基成分进行优化，并利用两阶段搅拌转速控

制策略得到 3-羟基丁酮 55.3 g/L[5]。Sun 等经过发

酵优化，采用两阶段溶氧控制策略，使得一株粘质

沙雷氏菌的 3-羟基丁酮产量达到 75.2 g/L[6]。Li 等通

过代谢工程改造，弱化一株地衣芽孢杆菌的 2,3-丁 

二醇脱氢酶，并利用三阶段搅拌转速控制及 pH 控

制的发酵策略得到 3-羟基丁酮 78.79 g/L，为目前报

道以微生物发酵法生产 3-羟基丁酮的最高产量[7]。

但是上述发酵法生产 3-羟基丁酮的研究主要集中

于发酵工艺的优化，大部分产量也相对较低。 

3-羟基丁酮高产菌株的选育多是通过传统诱

变 (如物理诱变和化学诱变) 或简单筛选 (VP 试

验) 而获得[8]。然而，相较于传统单一诱变方法

的低突变率和操作安全性不足等问题，整合了多

种诱变方法的复合诱变具有协调效应，因其突变

率高逐渐成为应用热点。Jia 等通过紫外线和硫酸

二乙酯 (DES) 复合诱变筛得一株耐热的高产 3-羟

基丁酮的枯草芽孢杆菌突变株，通过优化发酵温

度，以玉米纤维进行同步糖化发酵，得到 3-羟基

丁酮 22.76 g/L，且产率达 0.46 g/g (玉米秸秆)[9]。

ARTP 能够均匀发射等离子体作用于微生物细胞，

有效造成 DNA 多样性的损伤，利用胞内启动的

错配修复机制形成遗传稳定、种类丰富的突变体，

突变率高，操作简便、安全[10-11]。60Co γ射线辐照能

够直接引起细胞染色体损伤、断裂以及 DNA 中碱基

的变化，产生染色体突变和基因突变，具有突变率高、

不易发生回复突变等优势[12]。因此，本实验采用ARTP

和 60Co γ 射线复合诱变的方式，对产 3-羟基丁酮    

解淀粉芽孢杆菌[13]进行复合诱变筛选，以期提高   

突变率[14]，并获得 3-羟基丁酮高产菌株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefaciens 

FMME088 由本实验室保藏[14]。 

1.1.2  主要试剂 

Acetoin、(R,R)-(-)-2,3-Butanediol 购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司；其他化学试剂购自

国药集团化学试剂有限公司。 

1.1.3  培养基 

固体培养基 (g/L)：葡萄糖 20，酵母粉 10，

大豆蛋白胨 10，氯化钠 5，琼脂粉 20，pH 7.0。 

固体筛选培养基 (g/L)：3-羟基丁酮（0、40、

45、50、55、60 或 65），葡萄糖 20，酵母粉 10，

大豆蛋白胨 10，氯化钠 5，琼脂粉 20，pH 6.5。

固体培养基冷却至 60 ℃，加入不同浓度的 3-羟
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基丁酮溶液 (无菌水溶解、0.22 μm 无机滤膜过滤

除菌)，混合均匀倒平板。 

液体筛选培养基 (g/L)：葡萄糖 180，酵母粉

15，大豆蛋白胨 15，MgSO4·7H2O 0.4，K2HPO4 3，

KH2PO4 3。 

种子培养基 (g/L)：葡萄糖 60，酵母粉 10，

蛋白胨 10，牛肉膏 10，氯化钠 0.5。 

发酵优化培养基 (g/L)：葡萄糖 (180、200、

210 或 220)，酵母粉 15，大豆蛋白胨 15，

MgSO4·7H2O 0.4 ， K2HPO4 3 ， KH2PO4 3 ，

CH3COONa (0、0.25、0.5 或 1.0)。 

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 210，酵母粉 15，

大豆蛋白胨 15，MgSO4·7H2O 0.4，K2HPO4 3，

KH2PO4 3，CH3COONa 0.5。 

1.1.4  主要仪器 

Ultimate 3000 高效液相色谱仪购自美国戴安

公司；ARTP 育种机来自思源清生物科技有限公

司；60Co γ 射线辐照设备由苏州大学提供；5 L 发

酵罐购自上海保兴生物设备工程有限公司；30 L

发酵罐购自瑞士伊浮森生物技术有限公司。 

1.2  菌株培养条件 

种 子 培 养 条 件 ： 从 甘 油 管 保 藏 的          

B. amyloliquefaciens FMME088 取 200 μL 接种于

装有 50 mL 无菌种子培养基的 500 mL 三角瓶中，

37 ℃、200 r/min 培养 12 h。 

摇瓶发酵条件：取种子培养物接种于装有   

70 mL无菌液体筛选培养基的 750 mL具挡板三角

瓶中，接种量为 10% (V/V)，37 ℃、200 r/min 发

酵培养 48 h 。 

5 L 发酵罐发酵条件：5 L 发酵罐的发酵优化

培养基的装液量为 2.5 L，接种量 10% (V/V)，

37 ℃，通气比 1.0 vvm，发酵过程中 pH 维持 6.5，

发酵周期为 52 h，搅拌转速 0–36 h 为 350 r/min，

36–52 h 为 500 r/min。 

30 L 发酵罐发酵条件：30 L 发酵罐的发酵培

养基的装液量为 18 L，接种量 10% (V/V)，37 ℃，

通气比 1.0 vvm，发酵过程中 pH 维持 6.5，发酵周

期为 52 h，搅拌转速 0–36 h 为 450 r/min，36–52 h

为 600 r/min。 

1.3  复合诱变 

1.3.1  菌悬液的制备 

从 甘 油 管 保 藏 的 B. amyloliquefaciens 

FMME088 取 200 μL 接种于装有 50 mL 无菌种子

培养基的 500 mL 三角瓶中，37 ℃、200 r/min 培

养 12 h 至对数中后期，将菌液 4 ℃、6 000 r/min 离

心 5 min，弃去培养基，菌体用 PBS 溶液洗涤 3 次，

再用生理盐水重悬，将菌悬液 OD600 调至 3.0。 

1.3.2  ARTP 诱变及首轮摇瓶筛选 

吸取 10 μL 上述菌悬液滴在灭菌后的金属载

片中央，并置于 ARTP 育种机中诱变，诱变条件

详见表 1。将诱变处理后的载片放入装有 990 μL

种子培养基的 1.5 mL 离心管中，用涡旋振荡仪振

荡菌体至少 100 s，彻底洗脱菌液，而后转入装有

50 mL 种子培养基的 500 mL 摇瓶中，37 ℃、    

200 r/min 培养 12 h，适当稀释后取 100 μL 涂布于

固体培养基，置于 37 ℃恒温培养 12–36 h。 

从含有不同浓度 3-羟基丁酮的平板上分别挑

取新长出的单菌落于装有 50 mL 种子培养基的

500 mL 三角瓶中，37 ℃、200 r/min 培养 12 h，

以 10% (V/V) 的接种量接入装有 70 mL 发酵培养

基的 750 mL 具挡板三角瓶中，37 ℃、200 r/min

发酵 48 h，将 3-羟基丁酮生产能力较出发菌株优

良的突变株再次进行摇瓶发酵验证，筛得 1 株   

3-羟基丁酮生产能力最优的突变株。 
 

表 1  ARTP 处理条件 

Table 1  Treatment conditions of ARTP 

Parameters Treatment condition 

Output power (W) 100 

Irradiation distance  
(mm) 

2 

Flow rate (SLM) 10 

Irradiation time (s) 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 

Carrier gas He 
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1.3.3  60Co γ 射线辐照处理及二轮摇瓶筛选 

将由 ARTP 筛得的突变株制备菌悬液分置于

4 支试管中，每管 10 mL，直接进行 γ 射线处理，

辐照剂量分别为 0、0.6、0.8 和 0.9 kGy，适当稀

释辐照处理后的菌悬液，取 100 μL 涂布于固体筛

选培养基，置于 37 ℃恒温培养 12–36 h 后同 1.3.2

进行摇瓶发酵验证，所得发酵液进行 3-羟基丁酮

产量的分析检测，产量最高的菌株即为筛得的最

佳突变株。 

1.3.4  突变株遗传稳定性分析 

将 经 复 合 诱 变 筛 得 的 最 优 突 变 株         

B. amyloliquefaciens H-5 进行 4–8 代的传代培养，

分析 3-羟基丁酮产量变化。 

1.4  5 L 发酵罐上培养条件的优化 

在 5 L发酵罐中按照 1.2中培养条件对突变株

B. amyloliquefaciens H-5 进行发酵培养，发酵 24 h

时流加不同浓度的葡萄糖，继续发酵至 52 h，所

得发酵液进行 3-羟基丁酮产量的分析检测，确定

最优葡萄糖流加浓度。 

在上述流加一定浓度葡萄糖的基础上，向发

酵优化培养基中添加不同浓度的乙酸钠，按照 1.2

中培养条件发酵至 52 h，所得发酵液进行 3-羟基

丁酮产量的分析检测，确定最优乙酸钠添加量。 

1.5  30 L 发酵罐上放大培养 

在 30 L 发酵罐中对突变株 B. amyloliquefaciens 

H-5 进行放大培养，按照 1.2 中优化后的发酵培养

基及培养条件发酵至 52 h，HPLC 检测发酵液中

3-羟基丁酮含量。 

1.6  分析方法 

1.6.1  高效液相色谱 (HPLC) 检测法 

取发酵液 10 000 r/min 离心 10 min，收集上

清液，并以 3-羟基丁酮、2,3-丁二醇、无水葡萄

糖作为标准品，配制不同浓度的标准溶液。将上

清液与标准溶液经 0.45 μm 微孔滤膜过滤后，用

高效液相色谱测定 3-羟基丁酮、2,3-丁二醇及葡

萄糖的含量。 

HPLC 检测条件：色谱柱：Aminex HPX-87H；

流动相：5 mmol/L 稀硫酸；柱温：60 ℃；检测器：

示差折光检测器；进样量：10 μL；流速：0.6 mL/min。 

1.6.2  紫外分光光度计检测法 

取发酵液适当稀释，使用紫外分光光度计在

波长为 600 nm 的条件下测定 OD600。 

1.6.3  正突变率计算 

突变株的正突变率[15]的计算以发酵生产 3-羟

基丁酮的产量为准。3-羟基丁酮产量较出发菌株

提高的突变株定义为正突变株，正突变率(%)=3-羟

基丁酮产量提高的诱变菌株数/总诱变菌株数。 

2  结果与分析 

2.1  ARTP 诱变筛选 3-羟基丁酮高产菌株 

首先对 ARTP 诱变的处理时间进行优化，如

图 1 所示，正突变株主要集中出现在经 ARTP 处

理 120 s 和 150 s 的突变株中，可知该处理时间为

本研究中 ARTP 诱变的最适条件。在此基础上，

以 B. amyloliquefaciens FMME088 为出发菌株进

行 ARTP 诱变，根据 3-羟基丁酮产量，对筛选平

板上长出的 140 株 ARTP 突变株进行首轮筛选，

获得 39 株突变株，其中 27 株的 3-羟基丁酮产量

高于出发菌株，正突变率达 19.3%。 

将初筛得到的正突变株进行首轮复筛，全部

突变株的 3-羟基丁酮产量均高于出发菌株，其中

产量较出发菌株提高 10%以上的突变株见表 2。

突变株 A-21 和 A-35 较出发菌株的 3-羟基丁酮产

量分别提高了 24.74%和 26.84%，产率较出发菌

株均提高了 18.92%，生产强度分别提高了 24.79%

和 26.44%。突变株 A-21 的副产物 2,3-丁二醇为

9.42 g/L 略高于 A-35，发酵后期转化为 3-羟基丁

酮的潜能更大，且由于 A-21 的 3-羟基丁酮产量

较 A-35 稳定。因此，选择 A-21 作为后续 60Co γ

射线辐照的出发菌株。 
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图 1  ARTP 诱变首轮初筛结果 

Fig. 1  Preliminary screening results of the first round for mutants with ARTP mutagenesis. 

 

目前报道中，为获得高的正突变率，建立了

利用多孔板培养的高通量筛选方法[16]，实现快速

高效筛选。本研究中出发菌株 B. amyloliquefaciens 

FMME088 及诱变获得的突变株发酵生产 3-羟基

丁酮均为高好氧发酵，孔板培养不利于菌体的生

长及生产，因此，我们通过优化诱变条件，以期

提高正突变率，并确定了最适 APTR 处理时间为

120 s 和 150 s，在此基础上进行后续诱变。 

2.2  60Co γ 射线诱变强化 3-羟基丁酮产量 

首先，对 60Co γ 射线诱变的辐照剂量进行优

化，得到最适辐照剂量为 0.8 kGy。在此基础上，

以 A-21 为出发菌株进行 60Co γ 射线诱变，根据

3-羟基丁酮产量，对筛选平板上长出的 250 株 60Co 

γ 射线突变株进行二轮筛选，获得 136 株突变株，

其中 62 株的 3-羟基丁酮产量高于出发菌株    

(图 2A)，正突变率为 24.8%。将全部正突变株进

行二轮复筛，其中 23 株正突变株的 3-羟基丁酮产

量较高 (图 2B)。其中，突变株 H-5 的 3-羟基丁

酮产量提高最显著，摇瓶水平达到 68.2 g/L，比      

B. amyloliquefaciens FMME088 提高 30.4%。 

由上述两种诱变方法计算获得的正突变率可

以表明，诱变条件的优化能够实现对正突变率的

提高。摇瓶水平的发酵法虽然能够用于高产 3-羟

基丁酮 B. amyloliquefaciens 的筛选，但工作量大，

效率较低，若进一步改善筛选效率及正突变率仍

需建立高效的筛选方法。 

2.3  突变株 B. amyloliquefaciens H-5 遗传稳定性

分析 

将复筛获得的突变株 B. amyloliquefaciens 

H-5 进行传代发酵验证，并分析其遗传稳定性   

(表 3)。以摇瓶水平发酵获得 3-羟基丁酮的产量为

检验指标，由表 3 可知经复合诱变筛选获得的   

B. amyloliquefaciens H-5 的 3-羟基丁酮产量不仅

优于出发菌株且产量变化幅度小。该结果表明，

突变株 B. amyloliquefaciens H-5 具有良好的遗传

稳定性。 
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表 2  正突变株的首轮筛选结果 

Table 2  Preliminary screening results of positive mutant strains  

Strains Titer of acetoin (g/L) 
Yield of acetoin 
on glucose (g/g)a

Acetoin productivity 
(g/(L·h))b 

Titer of 
2,3-butanediol (g/L) 

The increment of 
mutants (%)c 

The original strain 53.20±1.66 0.30 1.21 11.61±1.66 – 

A-1 63.04±1.79 0.35 1.43 13.15±1.79 18.50±0.40 

A-6 60.03±1.28 0.33 1.36 10.23±1.28 12.83±0.50 

A-19 61.14±0.99 0.34 1.39 10.78±0.99 14.92±0.41 

A-21 66.36±1.68 0.37 1.51 9.42±1.68 24.74±0.32 

A-23 61.68±1.23 0.34 1.40 8.14±1.23 15.94±0.38 

A-31 65.71±3.79 0.37 1.49 6.77±3.79 23.52±0.53 

A-35 67.48±2.94 0.37 1.53 8.17±2.94 26.84±0.43 

a Acetoin yield was calculated by g acetoin/g consumed glucose; b Acetoin productivity was calculated by maximum titer of 
acetoin (g/L)/glucose consumption time (h); c The increment of mutants was calculated by the increment of acetoin titer 
between original strain and mutants (g/L)/acetoin titer of original strain (g/L).  
 

表 3  H-5 突变株的遗传稳定性 

Table 3  Stability of mutant H-5 

Strains 
Titer of acetoin (g/L) 

The 4th subculture The 6th subculture The 8th subculture 

The original strain 55.13±1.33 57.32±2.01 54.58±1.08 

H-5 67.06±0.99 68.24±0.56 69.60±1.05 

 

 
 

图 2  复合诱变二轮初筛 (A) 及复筛 (B) 结果(虚线代表出发菌株的 3-羟基丁酮产量，星号代表 3-羟基丁酮产量最

优突变株) 

Fig. 2  Preliminary (A) and secondary screening (B) results of second round for mutants with compound mutagenesis. 
The dashed line represents the acetoin production of the original strain, the asterisk represents the optimal mutant for 
acetoin yield. 
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2.4  突变株 B. amyloliquefaciens H-5 发酵条件

优化 

为进一步提高 3-羟基丁酮的产量和改善发酵

过程中细胞的生长，首先在 5 L 发酵罐上探究了发

酵过程中葡萄糖流加浓度对乙偶姻生产的影响。如

图 3A 所示，发酵 24 h 时流加 20 g/L 和 30 g/L 葡萄

糖，3-羟基丁酮产量分别为 70.71 g/L 和 76.6 g/L   

(表 4)，较未流加葡萄糖时分别提高了 4.72%和

13.45%。但是，产率及生产强度并没有得到提升，

可能原因在于当流加葡萄糖时，细胞生长已经进入

稳定期，此时细胞糖耗速率相对减小，导致发酵周

期延长。当葡萄糖流加浓度增大到 40 g/L 时，3-羟

基丁酮产量下降，与未流加葡萄糖时无显著差异，

可能是由于发酵体系中葡萄糖的浓度过高，对菌体

造成渗透压胁迫[13]。因此，选择 30 g/L 为葡萄糖最

适流加浓度，后续优化以此为基础进行。 
 

 
 

图 3  葡萄糖的流加浓度 (A) 及乙酸钠添加量 (B) 对 3-羟基丁酮产量的影响 (虚线代表流加葡萄糖的时间节点) 

Fig. 3  Effects of different glucose additive amount (A) and sodium acetate concentrations (B) on the titer of acetoin. 
The dashed line represents the time node where glucose is added. 
 

表 4  葡萄糖流加浓度及乙酸钠添加量对突变株发酵的影响 

Table 4  Comparisons of acetoin production from different glucose additive amount and sodium acetate 
concentrations 

Fermentation condition 
Titer of 

acetoin (g/L) 

Yield of 
acetoin on 

glucose (g/g)a

Acetoin 
productivity 

(g/(L·h))b 

Titer of 
2,3-butanediol (g/L) 

The increment 
of changes (%)c

Glucose 
additional 
amount (g/L) 

0.00 67.52±1.61 0.38 1.53 9.64±1.61 – 

20.00 70.71±2.12 0.35 1.36 17.43±2.12 4.72±0.53 

30.00 76.60±1.27 0.36 1.47 13.87±1.27 13.45±0.47 

40.00 68.28±0.28 0.31 1.31 20.71±0.28 1.13±0.38 

Sodium acetate 
concentration 
(g/L)d 

0.00 76.60±1.27 0.36 1.47 13.87±1.27 13.45±0.40 

0.25 78.44±1.35 0.37 1.51 13.98±1.35 16.17±0.45 

0.50 80.39±1.06 0.38 1.55 10.20±1.06 19.06±0.46 

1.00 76.02±1.69 0.36 1.46 12.63±1.69 12.59±0.52 
a Acetoin yield was calculated by g acetoin/g consumed glucose; b Acetoin productivity was calculated by maximum titer of 
acetoin (g/L)/glucose consumption time (h); c The increment of mutants was calculated by the increment of acetoin titer 
between original strain and mutants (g/L)/acetoin titer of original strain (g/L); d These parameters were based on adding 30 g/L 
glucose at 24 h of fermentation process. 
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较低浓度的乙酸在低 pH 条件下能够诱导调

控子 AlsR 的表达[17]，从而正向调控 3-羟基丁酮

合成路径中两个关键酶 ——α-乙酰乳酸合酶 

(ALS) 和乙酰乳酸脱氢酶 (ALDC) 的表达，以促

进 3-羟基丁酮的合成[18]。因此，在发酵过程中流

加 30 g/L 葡萄糖的基础上，考察了添加乙酸钠对

突变株 B. amyloliquefaciens H-5 发酵生产 3-羟基

丁酮的影响。如图 3B 所示，乙酸钠的添加对 3-羟基

丁酮发酵影响较小，当添加 0.25 g/L 和 0.5 g/L 乙酸

钠时，3-羟基丁酮产量提高至 78.44 g/L 和 80.39 g/L，

较未添加乙酸钠时仅仅提高了2.40%和4.95%。另外，

当添加 0.5 g/L 乙酸钠时，副产物 2,3-丁二醇的生成量

相对减少，而当添加量增加到 1.0 g/L 时，3-羟基丁酮

产量与未添加乙酸钠时产量无明显差异。因此，选

择 0.5 g/L 为乙酸钠最适添加量。 

经上述培养条件优化，突变株 B. amyloliquefaciens 

H-5 在 5 L 发酵罐上发酵 52 h 时 3-羟基丁酮产量

为 80.39 g/L，较优化之前产量提高了 19.06%。 

2.5  突变株 B. amyloliquefaciens H-5 30 L 发

酵罐扩大培养 

采 用 上 述 优 化 后 的 培 养 条 件 对 突 变 株       

B. amyloliquefaciens H-5 进行 30 L 发酵罐的扩大培

养。如图 4 所示，B. amyloliquefaciens H-5 在 30 L

发酵罐发酵 0–12 h 时，菌体生长迅速，溶氧急剧

下降至 1.6%；发酵 12–24 h 时，细胞生长进入稳

定期，2,3-丁二醇大量产生，并在流加 30 g/L 葡

萄糖后继续缓慢积累；发酵 36 h 时，葡萄糖基本

耗尽，此时提高搅拌速度，使 2,3-丁二醇转化为

3-羟基丁酮；发酵 52 h 时，3-羟基丁酮的最大产

量为 85.24 g/L。由表 5 可知，在 30 L 发酵罐上，

3-羟基丁酮的产率及生产强度较 5 L 发酵罐上分

别提高了 7.89%和 5.81%。另外，在 30 L 发酵罐

上单位细胞的 3-羟基丁酮产量比 5 L 发酵罐上   

提高了 6.03%，可能是由于发酵后期主要通过  

2,3-丁二醇脱氢酶催化 2,3-丁二醇转化为 3-羟基

丁酮。因此，当菌体量较低时，间接使得发酵过

程中 2,3-丁二醇积累量增加，但是后期转化并不

彻底，从而降低了 3-羟基丁酮的产量。 

 

 
 

图 4  突变株 B. amyloliquefaciens H-5 发酵生产 3-羟

基丁酮过程曲线 

Fig. 4  Time course of acetoin fermentation by the 
mutant B. amyloliquefaciens H-5. 

 

表 5  突变株 B. amyloliquefaciens H-5 发酵生产 3-羟基丁酮过程参数 

Table 5  Parameters of acetoin fermentation by the mutant B. amyloliquefaciens H-5 

Parameters 5 L fermentor 30 L fermentor 

Time (h) 52 52 
Residual glucose (g/L) 0 0 
Titer of acetoin (g/L) 80.39±1.06 85.24±3.54 
The maximum DCW (g/L) 25.9 21.6 
Yield of acetoin on glucose (g/g)a 0.38 0.41 
Acetoin productivity (g/(L·h))b 1.55 1.64 
Titer of (R,R)-(-)-2,3-butanediol (g/L) 10.20±1.06 14.91±3.54 

 

a Acetoin yield was calculated by g acetoin/g consumed glucose; b Acetoin productivity was calculated by maximum titer of 
acetoin (g/L)/glucose consumption time (h). 
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3  结论 

本研究以 B. amyloliquefaciens FMME088 为

出发菌株，通过 ARTP 和 60Co γ 射线复合诱变，

筛选获得一株高产 3-羟基丁酮的解淀粉芽孢杆

菌，并命名为 B. amyloliquefaciens H-5。最终，在

30 L 发酵罐上进行放大培养，3-羟基丁酮产量达

到 85.24 g/L，是目前以微生物发酵法生产 3-羟基

丁酮的最高产量。 
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