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摘要：进行了费氏中华根瘤菌（ !"#$%&"’$(")* +%,-""）合成羟基丁酸和羟基己酸共聚体［$（%&’%%）］的研究，通过摇瓶

正交试验优化了培养基成分、培养条件和癸酸盐调控条件，采用发酵罐分批发酵和两阶段补料分批发酵方式及两

步加盐法研究了 $（%&’%%）的高密度发酵技术参数。经 (() 发酵，$（%&’%%）产量可以达到 *+,((-./，其中 %% 单体

含量占共聚体的 0!,#1，该共聚体的分子量约为 *,2 3 *!(4。结果表明 ! 5 +%,-"" 的生产性状优良，有可能通过该菌

株的高密度发酵与代谢调控实现 $（%&’%%）的工业化生产。
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多 聚 羟 基 烷 酸（ $HJP)PNMHRP=JS=>H=IBL，简 称

$%8L）是一类由某些生物在不平衡代谢条件下合成

的碳源与能源储藏物质。这类物质不仅具有石化塑

料的一般特性，而且具有生物可降解性、生物相容

性、表面可修饰性等特性，是一类无毒、无污染的新

型环境友好型材料。它不仅可以用于轻工、化工、食

品、农业等领域，还可以用于医疗卫生及医学组织工

程。

根据所含单体的不同，$%8L 被分为两大类：一

类为短链羟基烷酸聚酯（\</’$%8L，以 " _ ( 个碳原

子的羟基脂肪酸为单体）；另一类为中长链羟基烷酸

聚酯（Z</’$%8L，以 # _ *2 个碳原子的羟基脂肪酸

为单体）［*］。通常，\</’$%8L 同型聚合体的硬度较

高，但韧性不足；Z</’$%8L 同型聚合体的韧性较

好，但硬度较差；而短链单体与中长链单体的共聚

体，可依其单体比例改变聚合体的物理性质与加工
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性能，使其应用范围更加广泛。因此对于羟基烷酸

异型聚合体的研究越来越多地受到关注。

本文研究了 !"#$%&"’$(")* +%,-"" 合成羟基丁酸和

羟基己酸共聚体［!（"#$""）］的培养基成分、培养条

件及调控技术，并在此基础上进行了两阶段补料分

批发酵试验，获得了 !（"#$""）工业化放大生产的

必要技术参数。

! 材料与方法

!"! 菌种

费氏中华根瘤菌 !"#$%&"’$(")* +%,-""（%%&%% ’()
*# +,-.+），中国典型培养物保藏中心提供。

!"# 培养基

种子培养基：黄豆芽 ,--/，葡萄糖 ,-/（称新鲜

豆芽 ,--/，放入烧杯中，加水 0---12，煮沸约 3-145，

用纱布过滤。用水补足原量，再加入葡萄糖 ,-/，煮

沸溶化，0 6 0-7!8 灭菌 ,-145。）优化后的发酵培养基

见本文结果。

!"$ 培养基及培养条件的优化

选用 2,9（303）正交设计表，分两次进行培养基配

方及培养条件的摇瓶正交试验，其表头设计见表 0、

表 ,。以生物量为检测指标。摇床转速为 0:-;<145，

其他条件参见表 0、, 所示。

表 ! 第一次 %#&（$!$）正交试验水平因子设计表

水平

因子

* 碳源

（/<2）

# 氮源

（/<2）

% 生长因子

（/<2）

= 接种量

（>）

?
@"

A
温度（B）

0 葡萄糖 3- 蛋白胨 . 豆芽 ,-- 0 CD7 ,:

, 蔗糖 3- 硫酸铵 3 酵母粉 0D7 7 9D- 3-

3 淀粉 3- 牛肉膏 . 空白 0- 9D7 3,

表 # 第二次 %#&（$!$）正交试验水平因子设计表

水平

因子

* 葡萄糖

（/<2）

# 硫酸铵

（/<2）

% 豆芽

（/<2）

= 氯化钙

（/<2）

? 培养时间

（E）

A 磷酸盐

（/<2）

F 硫酸镁

（/<2）

0 : -D7 0-- - 0, -D:- G 0D7- -D.

, ,- 0 07- -D0 0C -DC0 G -D3+ -DC

3 3- 3 ,-- -D, ,- -D3+ G -D:9 -D:

!"’ 癸酸盐的配制

称取癸酸盐 :CD03/，溶于蒸馏水，以 C1(H<2 的

氢氧化钠溶液调节 @" 值至 9D-，最终定容为 7--12，

配制成 -D71(H<2 癸酸盐溶液，灭菌备用。

!"( )（*+,**）合成的调控条件优化

!"("! 癸酸盐浓度范围的选择试验：将进入对数生

长期的种子液接种到发酵培养瓶中，当生长至菌体

浓度达到 ./C--为 .，然后分别加入不同量的无菌癸

酸 盐 溶 液，使 培 养 基 中 癸 酸 盐 浓 度 分 别 达 到

- 11(H<2，0 11(H<2，, 11(H<2，3 11(H<2，. 11(H<2，

7 11(H<2，C 11(H<2，0-11(H<2，每个浓度梯度做 3 个

重复，在 0D3 所得优化条件下摇床培养 ,7E，离心得

菌体，烘干称重并检测其 !"*I 组分。

!"("# 癸酸盐浓度及调控时间选择的正交试验：当

发酵摇瓶中菌体浓度 ./C--达到 . 时，以癸酸盐的浓

度 和 调 控 时 限 为 因 子，分 别 以 癸 酸 盐 浓 度 为

.11(H<2，C11(H<2，:11(H<2，0-11(H<2 和调控培养时

间为 7E，0-E，07E，,-E 为水平，以所得干细胞中 !

（"#$""）的 "" 单体含量为检验指标，采用 20C（.7）

正交表（表 3），进行正交试验。结果经方差分析，确

定最适癸酸盐浓度和调控时间。

表 $ %!-（’(）正交试验水平因子设计表

水平

因子

癸酸盐浓度

（11(H<2）

调控时间

（E）

0 . 7

, C 0-

3 : 07

. 0- ,-

!"- 分批发酵

采用 72 发酵罐（’JK #;L5IK4MN OM4J5P4Q4M ) %(，
R5M ) ?S4I(5，’) T )，UO*），装入 3D72 发酵培养基，磷

酸盐（包括 V",!W.·0,",W 和 V,"!W. ）经单独灭菌

后加入，接种体积分数为 7>，利用 C1(H<2 ’8W" 和

,1(H<2 "%H 调节 @" 恒定为 9D-，培养温度 3-B，搅
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拌速 度 !""#$%&’ ( )""#$%&’ 使 溶 氧 饱 和 度 保 持 在

*+,以上，通气量 -.+/$%&’。发酵过程中定时取样

测定生物量、葡萄糖、硫酸铵含量。

!"# 两阶段补料分批发酵

采用 *"/ 自动控制发酵罐（镇江东方生物工程

有限公司制造）进行两阶段补料分批发酵放大试验，

发酵罐装液量为 0/，通气量为 0/$%&’，其它参数同

分批发酵。第 * 阶段为菌体培养阶段，在此发酵阶

段，定时取样测定生物量、葡萄糖、硫酸铵含量，适时

流加葡萄糖或硫酸铵溶液保持发酵液中葡萄糖含量

在 *"1$/ 以上，硫酸铵含量保持在 ".-1$/ ( *."1$/
之间，以保证该阶段积累大量菌体。第 ! 阶段当生

物量达到 -!1 干细胞$/ 时，通过流加癸酸盐溶液调

节 2（34533）的合成。采用两步加盐法，首先一次

性加入一定量的癸酸盐使发酵液中癸酸盐的浓度达

到 6%%78$/，然后在 *9 内将一定量的癸酸盐溶液流

加入发酵液，使其中癸酸盐终浓度达到 )%%78$/。

此阶段中调节发酵液 :3 在 0.!，在不影响菌体生长

的情况下使癸酸盐更易被利用。

!"$ 检测方法

细胞干重测定方法见文献［-］，发酵液中葡萄糖

采用 -，+5二硝基水杨酸法测定［6］，铵离子采用改良

靛酚兰比色法测定［+］。23;< 及其单体含量的测定

采用气相色谱法［=］，其结构以核磁共振测定［0］，分子

量采用粘度计法［)］。

% 结果

%"! 培养基成分及培养条件的优化

经 ! 次正交试验，我们得到了最佳的培养基配

方及 培 养 条 件（表 6，表 +），最 佳 培 养 基 配 方 为

（1$/）：葡萄糖，-"1$/；（>36 ）! ?@6，-1$/；A3!2@6·

*!3!@，".=*1$/；A!32@6，".-B1$/；CDC8!，".*1$/；

酵母粉，*1$/；微量元素（3-4@-，+1$/；>D!E7@6，

+1$/），6%/。最佳培养条件为 !BF，:30."，接种量

*",。

%"% 癸酸盐浓度范围选择试验

当加 入 发 酵 液 的 癸 酸 盐 浓 度 在 6%%78$/ (
*"%%78$/ 之间经 !"9 培养后得到的菌体中含有一种

新的 23;<，由气相色谱图（图 *）可以看出在 34 单

体特征峰和内标峰之间出现了 * 个新的峰，这说明

! G "#$%&& 很可能合成了 * 种含有 34 及新单体的

23;，经核磁共振确定了该 23; 的结构为 2（-5345
H75-533）（图 !）。

表 & 培养基配方及培养条件的方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 I 值 显著性

碳源 ! 6.=0 !.-6 **.)+ !!

氮源 ! 6.0+ !.-) *!."= !!

碳源 J 氮源 6 =."+ *.+* 0.=) !!

生长因子 ! !-.-- **.=0 +B.!* !!!

接种量 ! +.!) *.-! =.0" !!

:3 ! *B.") 6.00 !6.!* !!

温度 ! +.66 !.0! *-.)* !!

误差 *" +.-* ".*B

注：!!’ K "."*

表 ’ 培养基各组分的含量与培养条件的方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 I 值 显著性

葡萄糖 ! ".== *.!+ +.6! !!

硫酸铵 ! ".0= *.*B =".= !!

葡萄糖 J 硫酸铵 6 *."+ ".0+ -.!B !!

豆芽 ! *".-- =.0- !6.-- !!!

葡萄糖 J 豆芽 6 !.-! ".=! -.6" !!

硫酸铵 J 豆芽 6 ).") !.-- **.!* !!

氯化钙 ! !.-! *.-* =.0= !!

磷酸盐 ! *!".-6 +".60 -6*.*= !!!!

硫酸镁 ! *.*! ".+6 !.-" !!

误差 ! !.-* ".*B

注：!!’ K "."*

图 * 2（34533）的 LC 图谱

* 甲醇特征峰 ! 氯仿特征峰 - 34 单体特征峰 6 33 单体特征峰 +

苯甲酸特征峰（内标峰）

%"( 癸酸盐调控条件的优化

正交试验的结果表明，癸酸盐浓度对于 2（345
33）合成的影响是显著的（见表 +），考虑到节省成
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图 ! 经癸酸盐调控的 "#$% 产品在 &’ (#)

的*+ , -(. 图谱

本等因素，采用 /001234，调控 ’5 作为 ! 6 "#$%&& 合成

"（#78##）的条件。

表 ! 癸酸盐的浓度与调控时间对 "" 单体

含量影响的方差分析

方差来源 自由度 平方和 均方 9 值 显著性

癸酸盐的浓度（$）） + *:;< ;:+= *;:** !!

调控时间（7） + ;:;! ;:;* ;:!*

误差 *! ;:>> ;:;>

注：!!’ ? ;:;*

#$% 分批发酵

分批发酵进行了 ’;5，! 6 "#$%&& 以葡萄糖为碳源

合成 "#7 的细胞生长曲线、底物消耗、产物合成曲

线见图 +。由实验结果可以得知该菌细胞生长的延

滞期约为 *;5 左右。在对数期，细胞的生长速率为

;:/>@34·5，底物葡萄糖、硫酸铵的消耗速率分别为

*:>> @34·5、;:;+/@34·5，产物 "#7 的合成速率为

;:&’@34·5。在稳定期，细胞生长趋于平衡，但产物

"#7 仍继续合成，最高合成速率达 ;:/@34·5，最高产

量可达 ’:>’@34。由于碳、氮源营养物质的缺乏，从

>’5 开始发酵过程进入衰亡期，细胞浓度与细胞中

的 "#7 含量均有所下降。最终细胞相对于葡萄糖

的得率系数为 ;:’*（@3@）。这些结果与数据为两阶

段补料分批发酵提供了相应的发酵参数。

#$& 两阶段补料分批发酵

在分批发酵的基础上，进行了合成 "（#78##）

的两阶段补料分批发酵。在第一阶段，通过补充营

养物质，延长对数期，使细胞达到高密度，>;5 左右

细胞处于对数生长末期，加入癸酸盐进行代谢调控，

*5 后开始有 "（#78##）合成，其 ## 单体含量呈上

升趋势，并在 >=5 达到最大为 !:=@34，之后开始缓慢

下降（图 >）。经过 ’’5 的发酵，将发酵液离心烘干，

得干细胞 >&:;*@34，发酵过程中底物消耗及细胞生

长曲线见图 ’。将干细胞以氯仿萃取乙醇沉淀法提

取得到 "（#78##）*&:’’@34，其中 ## 单体含量占共

聚体含量的 !;:=A，#7 单体 &<:>A，经粘度计测定

其分子量约为 *:> B *;’C。

图 + 分批发酵

图 > 两阶段补料分批发酵过程中 "#$% 含量及单体变化

图 ’ 两阶段补料分批发酵

’ 讨论

! 6 "#$%&& 是 * 株快生型根瘤菌，以往的研究主

要集中在固氮方面，而以其作为生产菌株发酵生产

·;/;*· 微 生 物 学 通 报 !;;& 年 +>（=）



!"#$，尚未见到相关报道。我们在此前的研究中发

现，以葡萄糖作为唯一碳源时，该菌株合成聚羟基丁

酸（!"%），而以葡萄糖和癸酸盐作为混合碳源时，则

可以合成 !（"%&""）共聚体。本文初步优化了培养

基配方、培养条件及加盐调控条件后，!（"%&""）的

产量可以达到 ’()**+,-，达到该领域的先进水平。

倘若进一步提高发酵液的细胞密度，其产量还会有

较大提高［.］。

在癸酸盐调控过程中采用了两步加盐法，首先

加入 /0012,- 癸酸盐促进菌体开始合成 !（"%&""），

其次通过蠕动泵再将另外 /0012,- 癸酸盐缓慢流加

到发酵液中。3 步加盐法降低了由于一次性加入大

量癸酸盐对菌体造成的毒害作用，同时通过第 3 步

缓慢流加及调节发酵液 4" 值还可以避免大量泡沫

的产生，提高了癸酸盐的利用率。

此外根据文献报道，多数 !"#$ 产生菌在某些

营养（5、! 等）限制的情况下会大量积累 !"#$［’6］，而

! 7 "#$%&& 能够在氮源及磷酸盐相对充足的情况下大

量合成 !（"%&""）。这一生理学特性可以延长该菌

的存活时间，从而能够合成更多的 !"#$ 产品，对工

业化生产管理颇为有利。
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征 稿 简 则

O7/ 中英文摘要注意事项

’）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句开头。

3）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结论。

O）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不用，如基因、表达⋯⋯

( 特别说明

/7’ 关于测序类论文

凡涉及测定 K5#、G5# 或蛋白质序列的论文，请先通过国际基因库 CM%-（欧洲）或 L8>%=>X（美国）或 KK%I（日本），申请得

到国际基因库接受号（#BB8$$A1> 517）后再投来。

/73 关于版权

/73 7’ 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。

/73 73 凡在本刊通过审稿、同意刊出的文章，所有形式的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作者如有异

议，敬请事先声明。

/73 7O 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

/73 7/ 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

/7O 审稿程序及提前发表

/7O 7’ 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收稿 ’ 个月之内通

过 C&0=A2 说明原因，打印稿不退。稿件经过初审、终审通过后，作者根据编辑部返回的退修意见进行修改补充，然后以投稿时

的用户名和密码登陆我刊网址上传电子版修改稿，修改稿纸稿和签字盖章后的承诺书一并寄回编辑部。

/7O 73 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前发表，请在

投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格审查并通过后，

可予提前刊出。

! 发表费及稿费

论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表费并酌付稿酬、赠送样刊。
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