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需钠弧菌（!"#$"% &’($")*)&+）合成聚羟基丁酸的研究

刘双江
（中国科学院微生物研究所，北京 !%%%"%）

摘 要 研究结果表明，3 * $+/*#%1%$& 可以利用葡萄糖、果糖、以及糖蜜为碳源合成聚羟基丁酸［G()H（6IJ）］；当以糖
蜜为碳源时，积累的 G()H（6IJ）达到细胞干重的 $"*4K。实验结果还表明，G()H（6IJ）的积累滞后于细胞生长，在培
养前加入过量的碳源，不仅没有 G()H（6IJ）积累，还抑制细胞的生长。测定了与 G()H（6IJ）合成相关的 GIL聚合酶、

!3酮硫解酶和乙酰乙酰 M(L还原酶的活性。结果表明，伴随 G()H（6IJ）合成，GIL聚合酶活性从无到有，!3酮硫解酶
活性提高了 !%倍以上。进一步通过利用脂肪酸合成代谢抑制物———浅蓝菌素（F-2A)-B>B），研究了脂肪酸从头合成
途径与 G()H（6IJ）合成途径的关系，发现浅蓝菌素能够明显降低细胞 G()H（6IJ）的累积。根据以上结果，推测在 3 *
$+/*#%1%$& 中可能存在有两条代谢途径参与 G()H（6IJ）的合成。
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就合成聚羟基烷酸［G()H（@HP2(;H:)Q:B(>F :F>P?），
GIL?］而言，人们对弧菌属（3#4*#(）的认识和了解非
常有限，有时文献中给出互相矛盾的结论。例如，$%
世纪 <%年代的文献中指出多数弧菌属的菌种不能
合成 GIL?［!，$］，在伯杰氏手册（J-2C-H’? R:BA:) (S
,H?/-0:/>F J:F/-2>()(CH，&/@ -P>/>(B）记载的 6< 个种和
亚种中，只有需钠弧菌（ 3 * $+/*#%1%$&）和海蛹弧菌
（3 * $%*%#&）能够合成 GIL?。但是，T>/:?- 对包括霍
乱弧菌（3 * 0"(,%*+%）、副溶血弧菌（3 * 5+*+"+%6(,2/7
#0)6）在内的 !% 种弧菌研究表明，他们都能合成
GIL?［6］，说明合成 GIL是弧菌属的一个比较普遍的
特性。哈氏弧菌（3 * "+*8%2#）曾经被认为是不能合
成 GIL?，现已经被证明能够合成 GIL［4］。我们曾经
对 U,RV（U-A/?F@- ,:00)ABC W(0 R>Q2((2C:B>?0-B ABP
V-))QA)/A2-B）保藏中心的部分弧菌菌株和分离自某
海湾污泥样品中的弧菌进行了研究，发现多数弧菌

具有合成 GIL的能力（未发表资料）。尽管受生产
成本等因素的影响，GIL?作为普通塑料推广应用受
到了限制，但作为重要高附加产值而应用于医学组

织工程，仍然受到广泛重视。寻找新的 GIL合成菌
种和发现新的 GIL 种类［# X <］，获得新的基因资源，
是当前本领域的研究热点之一。

对 GIL合成代谢途径和分子生物学研究比较

清楚的菌种包括 9 * %)/*(5"+，: * 5)/#;+，: * +%*)17
#$(&+，!"*(6+/#)6 8#$(&)6 等［"］。但对弧菌属细菌合
成 GIL的特性以及其合成途径还知之甚少。本文
以需钠弧菌为对象，考察了它合成 GIL的特性并对
其合成 GIL的代谢途径进行了探讨。

! 材料与方法

! "! 菌种和培养条件
需钠弧菌 U,R<#&购买于 U,RV保藏中心。液

体培养使用海水培养基 $$!5号（U>SF( Y:1*，U-/2(>/，
Z,L），称取 6< *4 C培养基溶解于 !%%% 0Y水中。琼
脂培养基中加入 !# C8Y琼脂。6%[，$5% 280>B振荡
培养。依据试验设计，在培养前或培养对数期加入

!% C8Y葡萄糖或其他碳水化合物作为合成 GIL 的
碳源。

! "# 酶活性分析和测定
# \ !# 0Y培养液经离心，收集细胞重新悬浮在

! 0Y的磷酸3甘油缓冲液（!% 00()8Y T>G]4，!%K甘
油，.I <*%）。超声波破碎 $ 0>B，取 !% \ $%"Y做酶
活性测定。

GIL合成酶活性测定参考文献［&］。

!3酮硫解酶和乙酰乙酰 M(L还原酶活性测定分
别参照文献［!%］和文献［!!］。



! "# 浅蓝菌素（$%&’(%)*)）对累积 +,-的影响
培养 !" #后加入 $ %! &’()的浅蓝菌素，同时加

入 !$ ’()的葡萄糖，继续培养 "* #后收集细胞，并
测定 +,-含量。
! ". 测定项目和方法

+,-测定采用气相色谱法［!"］。称取 . / 0 &’干
细胞，加入 " &)甲醇（!01）：硫酸（201）混合液和 "
&) 氯仿，!$03酯化 " #。待冷却后加入 $ % 0 &)水，
充分震荡，混匀，取氯仿层测定。

细胞生长采用测定 4$$ 5&的光密度（!"4$$）表

示。细胞干重（678）采用恒重法［!.］。
蛋白质浓度采用 9:;<=>:<法测定［!*］。

/ 结 果

/ "! 细胞生长、碳源补加与 +,-合成的关系
微生物积累 +,-是在营养不平衡例如碳源过

量的条件下作出的一种生理反应，其结果是 +,-作
为能源和碳源在细胞内存储起来。因此，我们开始

培养需钠弧菌时在培养基中加入了 !$ ’() 的葡萄
糖，结果表明，不但细胞内没有 +,-累积，而且细胞
生长很差，测定分析发现，培养基在接种后 ?,下降
很快（海水培养基 ""!4号的缓冲能力很差），从开始
的 @ %0迅速下降到 * % 0左右，抑制了细胞的进一步
生长。在没有补加葡萄糖的情况下，菌株在 ""!4号
海水培养基上生长良好，!" #后接近对数生长末期，
但没有 +,-累积，继续培养 !" #也同样（图 !）。进
一步研究发现，接种后当细胞生长到一定程度时补

加葡萄糖，+,- 合成被诱导和启动（图 ! 和表 !）。
从表 !中还可以看出，在细胞进入对数生长期后补
加葡萄糖的时间对最终 +,-的积累影响不大。

表 ! 不同时间补加葡萄糖对细胞生长和累积

01(2（#,3）的影响!

456(% ! 788%9: 18 ;(’91<% 8%%=>’0 1) :?% 599’@’(5:*1) 18
01(2（#,3）*) ! " "#$%&’(’") "!

ABB<C5’ DC&B(# 678(（&’(&)）+>EF（.,9）(（&’(&)）+>EF（.,9）(1

" !"%! ! %*G !" %.

* !! %! ! %4G !0 %"

2 !$ %* ! %@! !4 %*

"$ !$ %2 ! %0. !* %"

.$ !$ %. ! %4G !4 %*

!（!$1 >= ’EHI>JB K;J =B< ;D <C==B:B5D DC&BJ ;=DB: C5>IHE;DC>5% LM?B:C&B5DJ

KB:B I>5<HIDB< C5 .$$ &) =E;JNJ I>5D;C5C5’ 0$ &) &;:C5B O:>D#，C5IHO;DB< ;D

.$3，"4$ :(&C5%）

色谱分析表明，# % $%&’()*)$+ 以葡萄糖为碳源
合成的 +,-是单一组分（.P羟基丁酸）组成的聚羟
基丁酸同聚物［?>EF（.P#F<:>MFOHDF:;DB），?>EF（.,9）］，
?>EF（.,9）是目前了解最多的一种聚羟基烷酸生物
多聚酯。

图 ! 需钠弧菌细胞生长与 +,-累积的关系
AC’%! Q#B :BE;DC>5J#C? OBDKBB5 IBEE ’:>KD# ;5<
;IIH&HE;DC>5 >= ?>EF（.,9）C5 # % $%&’()*)$+ %

M?B:C&B5DJ KB:B I>5<HIDB< C5 .$$ &) =E;JNJ I>5D;C5C5’ 0$ &) &;:C5B O:>D#%

!$ ’() ’EHI>JB（=C5;E I>5IB5D:;DC>5）K;J =B< ;=DB: "2 # C5IHO;DC>5%

" 6BEE ’:>KD# ;J C5<CI;DB< OF !"4$$；

# +>EF（.,9）;IIH&HE;DC>5

/ "/ 需钠弧菌利用不同碳源合成 01(2（#,3）
如表 "所示，需钠弧菌可以利用包括葡萄糖、果

糖、葡萄糖酸钠和糖蜜在内的多种碳源合成 ?>EF
（.,9），糖蜜最好，最终占细胞干重的 "2 % *1。葡萄
糖酸钠是良好的生长碳源，但不适合积累 ?>EF
（.,9），其最终 ?>EF（.,9）仅占细胞干重的 . %01。

表 / 需钠弧菌利用不同碳源合成 01(2（#,3）
456(% / -99’@’(5:*1) 18 01(2（#,3）62 ! " "#$%&’(’")

8&1@ =*88%&%): 95&61) <1’&9%<

+>EF（.,9）(（&’(&)）678(（&’(&)） 6>5DB5DJ(1
REHI>JB（!$ ’()） .%4$ !0 %" "* %$
REHI>5;DB（!$ ’()） $%@! "$ %* . %0
A:HID>JB（!$ ’()） *%." !G %* "" %.
S>E;JJBJ（!" ’()） *%"$ !* %2 "2 %*

（A>: <BD;CEJ >= D#B BM?B:C&B5DJ，:B=B: D> D#B 5>DBJ >= Q;OEB ! %）

/ "# 与 +,-合成代谢相关酶活性测定
+,-聚合酶、!P酮硫解酶和乙酰乙酰 6>-还原

酶是 , % )-&’./0% 从乙酰 6>-开始合成 +,-代谢途
径中的关键酶［!!］。因此通过测定这些酶的活性，可

以初步判定这一代谢途径是否存在。从表 .结果可
以看出，在需钠弧菌培养过程中补加碳源对 +,-聚
合酶和!P酮硫解酶诱导作用十分明显：在补加之前，
测不出 +,-聚合酶活性，补加葡萄糖 " #之后，+,-
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聚合酶活性和!!酮硫解酶活性显著提高，其中!!酮
硫解酶活性提高 "#倍以上。

表 ! 需钠弧菌细胞中与 "#$合成相关的酶活性!

%&’() ! $*+,-,+,). /0 "#$ 1/(23)4&.)，!56)+/+7,/(&.) &89
&*)+/&*)+2(5:/$ 4)9;*+&.) /0 ! < "#$%&’(’")

9;4,8= ,8*;’&+,/8 &89 1/(2（!#>）&**;3;(&+,/8!

$%&’(’&’)*
（++,-).+/ ,0
12,&)’3*）

45+1-)* 50&)2 /-6%,*) 577’&’,3 .8

# 9 : ;

<=$ 1,->+)25*) # ?# " ?@A " ?:" " ?#B

!!C)&,&8’,-5*) "D ?A "EA ?# "9" ?# ";D ?#
$%)&,5%)&>-!F,$ 2)76%&5*) "9 ?; "D ?B ;: ?E @D ?9

!（F)--* G)2) %6-&’(5&)7 &8) *5+) 5* 7)*%2’H)7 ’3 I5H-) " ? $0&)2 E 8 %6-&’(5!

&’,3（45+1-) #），/-6%,*)（"# /.J）G5* 0)7 &, &8) %6-&62)? 45+1-)* G)2) ,H!

&5’3)7 50&)2 062&8)2 %6-&’(5&’,3 0,2 9，:，; 8?）

? <! 浅蓝菌素对合成 1/(2（!#>）的影响
浅蓝菌素是脂肪酸从头合成途径的抑制剂，它

通过抑制!!酮脂酰!$F<（5%>- %522’)2 12,&)’3，脂酰基
载体蛋白）合成酶而抑制脂肪酸的合成。在一些细

菌如 ! ? "#$%&’()*" 中，已经证明 <=$的合成是与脂
肪酸合成相偶连的［"A］。因此，向培养液中加入浅蓝

菌素后，如果其代谢途径与脂肪酸合成相偶连，<=$
的合成将会受到抑制。如表 :所示，加入浅蓝菌素
后细胞内 1,->（@=K）累积较对照降低了 @DL，说明
该菌 1,->（@=K）合途径成与脂肪酸从头合成途径密
切相关。但浅蓝菌素并不能完全（"##L）抑制 1,->
（@=K）的合成，表明需钠弧菌合成 1,->（@=K）还存在
其他途径。

表 @ 浅蓝菌素对需钠弧菌合成 1/(2（!#>）的影响
%&’() @ A00)*+. /0 *)4;()8,8 /8 1/(2（!#>）&**;3;(&+,/8 ,8 ! < "#$%&’(’")

MN1? O,? FPQ（+/.+J） <,->（@=K）（+/.+J） <,->（@=K）%,3&)3&*（L）

F,3&2,-（3, %)26-)3’3）
"

9

@

""?A

"9 ?@

"A ?B

9 ?;#

@ ?#9

9 ?AD

9" ?D

9: ?A

9@ ?A

# ?" +/.J ,0 %)26-)3’3

"

9

@

; ?D

D ?"

; ?:

# ?B9

# ?B"

" ?"#

"@ ?B

"9 ?E

"D ?9

$()25/) 7’00)2)3%)*：
（+/.+J）

（L）!
R A?"

R B;

R "?DA

R "DB ?A

R E?;

R @D

［#?" +/.J ,0 %)26-)3’3 537 "# /.J /-6%,*)（H,&8 52) 0’35- %,3%)3&25&’,3*）G)2) 577)7 ’3&, &8) %6-&625- H2,&8 50&)2 "9 8 %6-&’(5&’,3?］

!（实验值!对照值）.实验值 S "##L

! 讨 论
本项研究表明，需钠弧菌累积 1,->（@=K）滞后于

细胞生长，当培养开始时加入过量的碳源会严重影

响细胞生长和 1,->（@=K）合成。463 等人曾经报道
哈氏弧菌合成 <=$需要培养液中细胞达到一定的
密度，而多数弧菌当培养达到一定细胞密度后即开

始合成一种信号物质［O!（@!8>72,N>H6&53>-）8,+,!
*)2’3) -5%&,3)］，463等人进一步证明了在 + ? ,"$-#.’
中 1,->（@=K）的合成受这种信号物质的调节［";］。

<=$的合成代谢途径包括从乙酰 F,$ 开始的
/ ? #%0$)1," 途径、与脂肪酸合成或!!氧化的途径相
偶联的假单胞菌途径等。采用特异性的代谢抑制剂

研究 <=$合成途径的类型已有报道。=6’TH)2&*等人
利用包括浅蓝菌素在内的多种脂肪酸代谢抑制剂研

究表明，! ? 1%0’2" 合成 <=$ 与!!氧化以及脂肪酸
合成相偶连［"D］。最近，J))等人采用类似的方法证
明 ! ? 34%)$#*5#(* KU#D合成 <=$途径与脂肪酸合成
途径有关［"E］。本项研究结果证明了浅蓝菌素这一

脂肪酸合成抑制剂有效地抑制了 + ? ("0$’#&#(* 累积
1,->（@=K），说明需钠弧菌合成 1,->（@=K）的代谢途
径与其脂肪酸从头合成途径有关。同时，本项研究

的酶活测定结果表明在过量葡萄糖（碳源）诱导下，

<=$聚合酶、!!酮硫解酶、乙酰乙酰 F,$还原酶的活
性都有不同程度的提高，尤以前二者提高极其显著；

在最近完成的 + ? 5,)4#$"# 基因组中［"B］，我们通过同
源性分析发现了在 9 号染色体上存在有与 / ? #%6
0$)1," 的 <=$聚合酶、!!酮硫解酶、和乙酰乙酰 F,$
还原酶同源性较高的 VWX*，并且这些 VWX*构成一
个基因簇。以上这些结果表明，+ ? ("0$’#&#(* 可能

;"; 生 物 工 程 学 报 "E卷



存在有两条途径与 !"# 合成相关。如图 $ 假设的
那样，一方面可以通过!!酮硫解酶、乙酰乙酰 "#$
还原酶提供合成 %&$的前体 ’!羟基丁酰 "#$；另一
方面，’!羟基丁酰 "#$也可以由脂肪酸合成途径的
羟基酰基!$"% 在转移酶（’!()*+#,)-.)/!.-++01+ 2+#!
3104："#$ 3+-4561+-51）［78］催化下生成。

图 9 需钠弧菌合成 2#/)（’&:）的假设途径
;0<=9 %+#2#51* 2-3(>-) #6 2#/)（’&:）5)43(1505

04 % = &’()*+,+&-
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面向 F-世纪的农业生物技术

F..F年 /月 -F日中国工程院在北京举行了第 -Y场“工程技术论坛”，中心议题是“面向 F-世纪的农业生物技术”。中外
科学家在大会上将自己的研究成果向大会作了报告。范云六院士和旭日干院士分别主持上下午的报告会，并进行研讨；出席

会议者踊跃发言，提出了自己感兴趣的问题，报告者一一作解答。报告的内容有：Z - [ 转基因植物及其基础科学发现和应用
中的作用（J’& L%;,C45&教授，德国法兰克福分子生物技术及应用生态研究所所长）；Z F [ 通过 I*O\0标签技术研究水稻功能
基因组（]8(%>&() 0(教授，韩国 J5%’()科技大学生物技术学院院长）；Z 9 [ JW0NI基因沉默导致拟南芥温敏雄性不育（李家
洋教授，中国科学院遗传与发育生物学研究所所长）；Z G [ 棉纤维发育过程中特异表达基因的大规模克隆与功能分析（朱玉
贤教授，北京大学蛋白质工程及植物基因工程重点实验室）；Z R [ 提高卵母细胞体外培养成熟质量的生理基础（夏国良教授，
中国农业大学生物学院）；Z U [ 真核生物反应器生产植酸酶（姚斌教授，中国农业科学院饲料研究所）；Z V [ 植物对非生物
逆境的反应（陈受宜教授，中国科学院遗传与发育生物学研究所）；Z / [ 转基因植物的发展与生物安全（黄大!教授，中国农
业科学院生物技术研究所所长）；Z Y [ 动物克隆技术研究的历史现状与展望（谭景和教授，山东农业大学动物科技学院）；Z
-. [ 动物基因组学研究进展（李宁教授，中国农业大学农业生物技术国家重点实验室副主任）。上述这些报告均有中英文摘
要，供与会者参阅。

（柯为 供稿）
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