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真氧产碱杆菌在双营养（碳、氮）限制区内

合成聚羟基烷酸酯

严 群 堵国成 陈 坚"

（江南大学工业生物技术教育部重点实验室，无锡 $!#%&1）

摘 要 研究了真氧产碱杆菌以混合有机酸为碳源，硫酸铵为氮源，在双营养（碳、氮）限制区内聚羟基烷酸酯的生

物合成。结果表明：双营养限制区的长度与聚羟基烷酸酯的产量呈正相关。同时，在对两种不同的双营养限制区

实现方式进行比较后发现，首先限制碳源的双营养限制方式比首先限制氮源的双营养限制方式更有利于聚羟基烷

酸酯的合成；在这两种不同营养限制方式下，GHID 的最高产量分别为 &J’$ K7L 和 $J44 K7L。
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和哺乳动物细胞中的糖原以及植物细胞内的淀粉一样，

微生物将会在培养基中碳、氮、氧、磷、硫、镁和钾等营养元素

分别或其中两种甚至三种同时受到限制时合成聚羟基烷酸

酯（G)*/A/FN):/9*O9B)9E6D，GHID）作 为 其 碳 源 和 能 源 储 备。

GHID 主要包括由食油假单胞菌（3&%)4(5($+& (,%(6(*+$&）等所

合成的中链 GHID（P6F>.=0@A9>B0*6BKEA0GHID，=@*0GHID）和真

氧产碱杆菌（7+,&/($#+ %)/*(8"+）等所合成的短链 GHID（QA)NE0
@A9>B0*6BKEA0GHID，D@*0GHID）。引人瞩目的是，GHID 由于其独

特的生物可降解性而被称为“可降解塑料”，并有望部分代替

源于石油的传统塑料以减轻对环境的污染［!，$］。

图 ! 图解两种不同方式的双营养（碳、氮）限制方式
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由于在微生物合成 GHID 所需限制性营养条件中，当培

养基内碳源过剩、并且氮源受到限制时，微生物可以合成占

细胞干重最大比例的 GHID，因而这种单营养限制条件下的

GHID 合成已成为目前普遍采用的 GHID 生产方式。近几年

来的研究表明，3 + (,%(6(*+$& 在合成 =@*0GHID 时其细胞量和

细胞组成受到碳、氮双重营养限制的影响，并且双重限制区

的宽度将直接决定胞内 =@*0GHID 量的多少，而双重限制区

的宽度又是由稀释率决定的；3>BB 还研究了在三重营养限制

（碳、氮、磷）的 条 件 下 3 + (,%(6(*+$& 合 成 =@*0GHID 的 过

程［&，#］。但对于由 7 + %)/*(8"+ 在双营养限制区（碳、氮）内合

成 D@*0GHID 的研究，到目前为止国内外尚无这方面的报道。

为了深入了解 GHID 的合成过程，以及探求有效提高有

机酸作碳源时的 GHID 产量的途径，本文研究了 7 + %)/*8"+
以混合有机酸为碳源，硫酸铵为氮源，在 I、2 两种不同的双

营养限制区实现方式下合成 GHID 的情况（图 !）。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：真氧产碱杆菌 7+,&/($#+ %)/*(8"+ I5ZZ !’1""。

!"!"# 斜面培养基和种子培养基：参见文献［’］。

!"!"$ 发酵培养基：参见表 !。碳源、氮源流加液浓度分别

为 !%% K7L、$% K7L，混合有机酸比例为：乙酸 [ 乳酸 [ 丙酸 [ 丁

酸 \ ![![& [&（质量比）［;］。其他与种子培养基同。

!"# 方法

!"#"! 双营养限制培养方式的实现方法（见表 !）：4 L 发酵

罐（]25，韩国）装液 & L（发酵装置见图 $），接种量 !%^，搅拌

转速 #%% N7=>B，通气量 #J4 L7=>B，通过自动流加 & =)*7L 盐酸

或氢氧化钠溶液调节 _H 值为 ’J%，发酵时间 #; A。



!"#"# 细胞干重（!"# $%&& ’%()*+，!,-）、./01 测定均按文献

［2］方法。

!"#"$ 有机酸的测定：液相色谱法（0)(&%3+ 4455，美国）［2］。

!"#"% 硫酸铵的测定：钠氏试剂分光光度法［6］。

表 ! 两种不同的双营养限制区实现策略!

&’()* ! +,-’,*./*0 12 3’/4,’/4/4. ,5* 67’)847,-/*4,8)/3/,’,/14 914*!

78$+* 04，09，0: 74，79，7:
!5 ;（);<） 5 9
"5 ;（);<） 4=> 5

#$8"?@3 ;（A<;*）
5 B C * 49，42，9> 5
C B D2 * 49，42，9> 49，42，9>

#3(+"@)%3 ;（A<;*）
5 B C * 5 4C
C B D2 * 44 44

! 4）,5，E5 "%F%" +@ +*% (3(+(8& $@3$%3+"8+(@3 @F $8"?@3 83G 3(+"@)%3

1@H"$%1I #$8"?@3 83G #3(+"@)%3 "%F%" +@ +*% F%%G(3) "8+%1 @F $8"?@3 83G 3(+"@)%3

1@H"$%1I

9）04，09，0: 83G 74，79，7: 1+83G F@" +*% +*"%% ?8+$*%1 @F ./01

F%"A%3+8+(@3 ’(+* G(FF%"%3+ F%%G(3) 1+"8+%)(%1 @F $8"?@3 83G 3(+"@)%3 1@H"$%1 1@

81 +@ A8(3+8(3 +*% $@""%1J@3G(3) GH8&K3H+"(%3+ &(A(+8+(@3 A833%"1 @F 0 83G 7，

"%1J%$+(L%&#I

图 9 双营养限制发酵方式的结构示意图
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# 结果与讨论

#:! ! : "#$%&’() 在 ; 方式下的 <=;0 发酵

0 方式是指发酵培养基内起初加入一定量的氮源（硫酸

铵），但不加入碳源，作为碳源的有机酸从发酵过程起始即由

流加方式进入发酵罐，以此达到限碳的目的；随着细胞生长

进入对数期和 ./01 的大量合成，流加到培养基中的硫酸铵

和有机酸大部分被消耗，因而发酵进入双营养限制阶段（图

:K09、0:）；最后，由于碳源、氮源不断流加入发酵培养基，以

及细胞生长周期进入衰亡期，培养基内的有机酸以及硫酸铵

浓度逐渐升高，最终使得双营养限制区结束。

图 : $ I %&’()*+, 在 0 方式下的发酵 ./01 过程

M()I: O(A% $@H"1% @F ./01 F%"A%3+8+(@3 ?# $ I %&’()*+,

" 0$(G1；#（E/D）9NPD；N*8G@’：GH8&K3H+"(%3+K&(A(+8+(@3 Q@3%

M() 04，09，0: (3G($8+% +*% $@""%1J@3G(3) +(A% $@H"1% @F +*% H+(&(Q8+(@3 @F $8"?@3 83G 3(+"@)%3 1@H"$%1 @F +*% +*"%% ?8+$*%1 @F ./01 F%"A%3+8+(@3 G%K

1$"(?%G 81 O8?&% 4，"%1J%$+(L%&#

图 :K04、09、0: 比较了 : 种不同的有机酸流加速率对该

方式下双营养限制区域以及 ./01 合成的影响。由图 :K09
可知，当有机酸的流加速率为 42 A<;* 时，双营养限制区域的

长度最大，从发酵过程的第 2 * 开始，到第 9> * 结束，总长度

约为 4R *；当有机酸的流加速率为 49 A<; *（图 :K04）时，基本

无双营养限制区域出现；而当有机酸的流加速率为 9> A<;*
时（图 :K0:），双营养限制区域的长度仅为 45 * 左右。图 :K7、

,为 : 种发酵方式下细胞生长（!,-）和 ./01 合成过程曲

线，由图可知，当有机酸流加速率为 42 A<;* 时，该发酵方式

可以取得最大 !,- 和 ./01 产量，分别为 2 );<（:C *）和 :=R9
);<（D9 *），其中在双营养限制区内所合成的 ./01 量大约为

4=> B 4=R );<，约占整个发酵过程中总 ./01 增量的 >5S 左

右。而当有机酸的流加速率为 49 A<;* 时，由于整个发酵过

程中培养基内残留有机酸的浓度大多低于检测限度（图 :K
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!"），因而不足以维持 ! # "#$%&’() 细胞的生长甚至 $%!& 的

合成，最终使得该发酵过程结束后的 ’() 和 $%!& 产量均较

低；当有机酸的流加速率为 *+ ,-./ 时（图 01!0），从第 *2 /
左右，基质内的残留有机酸浓度已高于 * 3.-，并逐渐升高至

发酵过程结束，由于超过一定浓度的有机酸在培养基中将会

抑制微生物的生长［"2］，因而该发酵过程的 ’()、$%!& 产量

也较低。

这表明，$%!& 合成过程中的碳源或者氮源受到限制并

非指培养基内的有机酸或者硫酸铵被刻意控制在一个极低

的浓度，而是指流加到发酵罐内有机酸以及硫酸铵的量与细

胞的生长以及产物形成所需碳源的量大体相当，从而出现培

养基中剩余碳源以及氮源浓度较低，甚至接近或低于检测限

度的现象，因而形成所谓“双营养限制”的情形。

!"! ! # "#$%&’() 在 $ 方式下的 %&’( 发酵

和 ! 方式相反，4 方式是指发酵培养基内起初加入一定

量的碳源，但不加入氮源，作为氮源的硫酸铵从发酵过程一

开始由流加方式进入发酵罐以达到限氮的目的，其余与 !
同。

图 514"、4*、40 比较了 0 种不同的有机酸流加速率对该

方式下双营养限制区域以及 $%!& 合成的影响。由图 514*
可知，当有机酸的流加速率为 "6 ,7./ 时，双营养限制区域的

长度最大，从发酵过程的第 "2 / 开始，到第 52 /，总长度约为

02 /；当有机酸的流加速率为 "* ,-. / 时（图 514"），基本无双

营养限制区域出现；而当有机酸的流加速率为 *+ ,-./ 时（图

5140），与图 01!0 所示类似，双营养限制区域的长度同样仅为

"2 / 左右。图 51!、( 为上述 0 种发酵方式的细胞生长（’()）

和 $%!& 合成过程曲线，同样地，当有机酸流加速率为 "6 ,-.
/ 时，该发酵方式可以取得最大 ’() 和 $%!& 产量，分别为

68*6 3.-（5* /）和 *8++ 3.-（5* /），其中在双营养限制区内所

合成的 $%!& 量大约为 286 9 "82 3.-，约占整个发酵过程中总

$%!&增量的 52:左右。而当有机酸的流加速率为 "* ,-./
和 *+ ,-./ 时，出现与 !" 以及 !0 类似的情形。

图 5 ! # "#$%&’() 在 4 方式下的发酵 $%!& 过程

;<3#5 =<,> ?@AB&> @C $%!& C>B,>DEFE<@D GH ! # "#$%&’()

! !?<I&；"（J%5）*KL5

;<3 4"，4*，40 <DI<?FE> E/> ?@BB>&M@DI<D3 E<,> ?@AB&> @C E/> AE<7<NFE<@D @C ?FBG@D FDI D<EB@3>D &@AB?>& @C E/> E/B>> GFE?/>& @C $%!& C>B,>DEFE<@D I>1
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与 !* 相比，方式 4* 的双营养限制区域虽然较长，并且

最终 ’() 亦稍高于 !*，然而这种方式的 $%!& 产量较低，两

者相差最大为 02:左右。这种差别显然是由于不同方式的

双营养限制过程造成的，即首先限碳的双营养限制方式比首

先限氮的双营养限制方式更有利于 $%!& 的合成。由图 014、

( 和图 51!、( 可知，在细胞生长方面，方式 !* 的 ’() 从发酵

过程开始后就高于 4*，直到第 0P / 左右。在 $%!& 的合成方

面，从 2 9 "* /，二者的 $%!& 变化趋势基本一致，然而从第 "*
/ 开始，!* 中 $%!& 的合成速度开始高于 4*，直到发酵过程

的第 0P /，其中第 "*1*5 / 正是 !* 中双营养限制区域的主要

组成部分；对 4* 而言，尽管该方式下 $%!& 合成一直持续到

第 5* /，并且整个 $%!& 合成过程也大部分包含在双营养限

制区域内，但最终 $%!& 产量仍大大低于 !*。

这可能是因为，无论是由 * # &+"&,&%)-. 合成 ,?71$%!&，
还是由 /"$(0+&1)2$"%3#4 %(&5".3)-#4、67&$&1)2$"% ,3-"+)-533 或 ! #
"#$%&’() 合成 &?71$%!&，细胞内与 $%!& 合成相关的中间产物

池（Q>EFG@7<E> M@@7&）首先应处于饱和状态，此时任何的代谢溢

出（LO>BC7@R ,>EFG@7<&,）将直接导致 $%!& 前体物质和 $%!& 的

合成［""］。在细胞生长的前期及中期，首先限氮的双营养限制

方式中，由于氮源的相对缺乏，造成细胞内 $%!& 合成酶系的
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相对不发达，也就是不能够使得中间产物池处于相对饱和，

因而最终导致较低的 !"#$ 产量。当然，更进一步的原因尚

有待深入研究。

! 结 论

%&与双营养限制方式下的 !"#$ 分批发酵相比，在同样

的条件 下，采 用 单 营 养 限 制 方 式 的 !"#$ 分 批 发 酵，最 高

!"#$ 产量仅为 %’( )*+ 左右［,，-］；而在双营养限制条件下，

!"#$ 的最高产量为 .’,/ )*+；

/&!"#$ 的合成主要是在双营养限制区内进行的。在给

定的实现双营养限制方式下，双营养限制区域的长度往往与

!"#$ 的合成呈正相关，这就为进一步提高细胞量和 !"#$ 产

量开辟了新的思路；

.&在两种不同实现双营养限制的方式中，首先限碳的实

现方式（方式 #）显然由于其较高的合成效率因而对 !"#$ 的

合成更为有利。
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可用于研究 ML: 干扰的试剂盒简介

ML: 干扰（ML:!）指双链 ML:（%#ML:）通过刺激目标 ML: 降解而特异性抑制目标蛋白质合成的现象，这些目标 ML: 具

有与双链 ML: 相同的序列。人们假设 ML: 干扰的机理为两步反应：起始阶段和效应器阶段。在起始阶段，被导入非哺乳动

物细胞系统，例如果蝇的长双链 ML:（DNN X O NNN)&），被 ML(#’ !家族的一个成员（例如果蝇中的 Y!1’/ 酶）处理成 DO X DA$" 的

双链 ML:（短干扰 ML:，#!ML:）。再进一步切割生成 AZ端有两个核苷酸突出的许多双链 ML:。在效应器阶段，双链 #!ML: 诱

发 ML: 诱导的沉默复合体（MH;K）的形成，这是一个由若干蛋白质和 #!ML: 组成的核酸酶复合体。存在于 ML: 诱导的沉默复

合体中的解旋酶可以解开 #!ML: 双链，解开后形成的单链 ML:（##ML:）就作为选择目标基因的向导。一旦 ##ML: 与目标

,ML: 碱基配对，与 ML: 诱导的沉默复合体相联系的核酸酶就会将目标 ,ML: 降解掉。

若向哺乳动物细胞中导入长的 %#ML:，细胞内的各种抗病毒防御系统就会被激活。这些系统包括双链 ML: 活化抑制物，

这个抑制物与翻译起始因子 ’*>5D 发生磷酸化，阻止翻译及后续的蛋白合成；还包括 ML:#’ F，这个酶可使整个细胞中的 ML:
非特异性降解。这两个机制能有效地关闭哺乳动物细胞，从而制服长双链 ML: 使其不能诱导特异 ML:! 效果。然而，具有两

个碱基 AZ突出的较短（DO X DA$"）双链 ML: 不诱导这些抗病毒机制，可以有效诱发 ML: 干扰。

预估一个特定 #!ML: 对目标基因表达效果的抑制并非不可能。因此，针对每一个目标基因，一般筛选 A X G 个不同的

#!ML:。筛选可使用昂贵的合成 ML: 或费时制成的克隆 YL: 序列。普洛麦格（8/+,’3(）公司的新产品 #!F’$"Q’$’（",）[P 盒

式 ML: 干扰系统避免了这些问题，可以较快较容易的筛选多个 #!ML: 序列。

试剂盒 #!F’$"Q’$’（",）[P 盒式 ML: 干扰系统提供 [P 盒式 YL: 作为 8KM 模板，同时提供上游引物。由客户准备下游

8KM 引物。下游引物必须包括三个部分：与 [P 盒结合区域，能转录成 #!ML: 序列的区域，和一个 [P 终止子序列。

合成的 8KM 产物，即 [P 表达盒，包含 [P 启动子，目标序列或目标序列的互补序列和一个终止序列这三个部分。在实验

中必须制出两个表达盒，一个表达反义 #!ML:，一个表达正义 #!ML:。8KM 产物经过柱膜（试剂盒提供）纯化后，就可将两个表

达盒合在一起，使用 #!F’$"Q’$’（",）转染试剂（试剂盒提供）转染适当的细胞系。普洛麦格公司已确定这个试剂为转染小片段

YL:的最佳试剂。转染之后，内源 [P 聚合酶从每一个 8KM 产物转录每一个单链 ML:。得到的互补单链 ML: 经退火，生成

#!ML: 双链。接着，#!ML:E MH;K 复合体在细胞内形成，从而导致目标 ,ML: 特异降解。然后，可以用不同的技术，如 \’#"’/$
杂交，酶活性分析，免疫细胞化学等，分析 ML: 干扰的效果。

（戴钢 供稿）
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