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积累 PHB 菌种隐藏嗜酸菌 DX1-1 的诱变改良 
徐爱玲  张  帅  张燕飞  历  丽  杨  宇*  夏金兰* 

(中南大学 生物冶金教育部重点实验室 资源加工与生物工程学院  长沙  410083) 

 
 

摘  要: 采用紫外线照射和放射性元素钴 60 辐射诱变方法, 对分离纯化的一株可积累聚β-羟基

丁酸酯(PHB)的 Acidiphilium cryptum DX1-1 进行了诱变改良, 以获得 PHB 高产菌。结果显示钴 60
诱变最佳诱变剂量为 100 Gy, 紫外诱变的最佳剂量为 15 W、30 cm、60 s, 紫外诱变的效果比钴

60 诱变的效果好。诱变后筛选得到的一株菌 UV60-3, PHB 含量达到 28.56 g/L, 是原菌株的 1.45
倍, 并且可稳定遗传。对菌株 UV60-3 积累 PHB 的碳氮比进行了探索, 结果显示在碳源浓度 60 g/L, 
氮源浓度 30 g/L, C/N 为 3.76 时 PHB 含量最高, PHB 含量达到 30.57 g/L。 
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The Mutagenic Effect on PHB Accumulation of  
Acidiphilium cryptum DX1-1 
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Abstract: The strain Acidiphilium cryptum DX1-1 producing PHB was irradiated respectively by UV and 
Co60 to raise PHB production. The results indicated that the effect of UV better than using Co60. One strain 
of the UV mutagenized called UV60-3 has the highest PHB production yield, showing final PHB concentra-
tion of 28.56 g/L, 1.45 times higher than that of original strain. FT-IR spectroscopy analysis shows that the 
polymers obtained from the strain DX1-1 have the same IR spectra of standard PHB. Further research about 
the best appropriate C/N ratio of the mutant was done. The optimum ratio of C/N was about 3.76, the final 
PHB concentration reaches to 30.57 g/L. 
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聚β-羟基丁酸酯(poly-β-hydroxybutyrate, 以下

简称为 PHB)具有良好的生物可降解性, 其分解产物

可全部为生物利用, 对环境无任何污染[1]。PHB 是

微生物在碳、氮营养失衡(如碳源过剩、而其它如氮、

磷、硫等营养限制)的情况下 , 作为其营养和能量 

物质积累在体内的天然产物 ,  其分子量在 5000~ 

1000000之间[2]。其结构为：  

 
PHB除了具有与化学合成高分子相似的性质外,

还具有一般化学合成高分子不具有的性质, 如光学

活性好、透氧性低、抗紫外线辐射、生物可降解性、
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生物组织相容性、压电性和抗凝血性等, 拥有广阔

的应用前景, 越来越受到人们的关注。目前, 国内外

许多研究室和科研人员在致力于 PHB 的研究[3], 但

总的来说生产 PHB的成本较高。为了降低成本, 国

外做了许多这方面的工作, 如克隆 PHB合成基因在

大肠杆菌中表达[4]; 利用核磁共振来研究 PHB 的合

成等等[5]。国内有关 PHB研究的报道主要见于清华

大学、中科院成都生物所和中科院微生物所[6−8], 山

东大学微生物系也偶有 PHB研究的信息[9−11]。就国

内当前的研究来看, 实验中所研究菌株的 PHB 含

量与国外已进行的  PHB 工业化生产的菌株相比 , 

存在一定差距。 

产生 PHB 颗粒或 PHB 类似物的原核生物既有

革兰氏阴性菌、也有革兰氏阳性菌[12], 实验出发菌

株(DX1-1)由江西德兴铜矿的酸性矿坑废水中分离

得出, 中国典型培养物保藏中心将其定为隐藏嗜酸

菌(Acidiphilium cryptum) , 该菌可在细胞内大量积

累 PHB[13]。本实验采用了紫外线和 Co60作为物理诱

变手段, 选育得到了几株可稳定遗传的正突变菌株, 

较原始菌株在 PHB产量上有较大提高。 

1  材料和方法 

1.1  菌种 
Acidiphilium cryptum DX1-1, 中南大学生物冶

金教育部重点实验室从取自江西德兴铜矿的酸性矿

坑废水中分离出, 保藏于武汉大学微生物菌种保藏

中心, 保藏号为：CCTCC M 208056。 

1.2  仪器 
透射电镜(Hitachi, H2600), 傅立叶红外(FT-IR)

光谱仪(Nexus640, Nicolet, USA), 紫外分光光度仪 

UV2300 (美国莱伯泰科公司), Co60诱变设备由湖南

农科院提供。 

1.3  培养基 
9K 基础培养基[14]：1000 mL 溶液中包含以下

组分：(NH4)2SO4 3 g, KCl 0.1 g, K2HPO4 0.5 g, 

MgSO4·7H2O 0.5 g, Ca(NO3)2
 0.01 g。 

固体培养基：9K基础培养基+1.5%葡萄糖+1％

琼脂粉, pH 4.5;  

发酵培养基(9K葡萄糖液体培养基)：9K基础培

养基+6%葡萄糖液体培养基, pH 3.0;  

菌株产 PHB 碳氮比培养基：9K 葡萄糖液体培

养基+不同量硫酸氨, pH 3.0。 

1.4  方法 
1.4.1  出发菌株生长曲线和 PHB 生产曲线测定：生

长曲线测定采用血球计数板法进行测定[15]; PHB 含
量采用硫酸法测定：利用浓硫酸在 100°C 加热条件
下会分解菌体和菌体内的 PHB, 使其降解为巴豆酸, 
巴豆酸在 235 nm紫外光谱区有吸收峰, 通过紫外分
光光度仪测定其吸收值, 对照 PHB标准曲线来判断
PHB含量[13]。 
1.4.2  菌悬液制备：菌株在发酵培养基里扩培, 收
集对数生长期的菌体, 洗涤, 用 pH 3.0 无菌水制备
成菌悬液, 浓度约 108个/mL[16]。 
1.4.3  紫外线照射：取 10 mL菌悬液放入 9 cm平皿
中, 磁力搅拌置于 15 W 紫外灯下 30 cm处进行照
射, 照射时间分别为 0 s, 30 s, 60 s, 120 s, 180 s,  
240 s, 做 3组平行对照。发酵培养基中 30°C避光培
养 36 h。 
1.4.4  放射性元素 Co60 辐射：浓缩菌悬液到浓度

1011个/mL, 用离心管密封进行诱变。诱变剂量分别
为 0 Gy, 50 Gy, 100 Gy, 150 Gy, 200 Gy, 250 Gy, 发
酵培养基中 30°C培养 36 h。 
1.4.5  致死率测定：将菌液稀释至 106、105、104

涂平板, 根据长出菌体数量计算致死率。同时采用
镜检计数的方法辅助测定致死率。 
1.4.6  诱变菌株初筛：将 1.4.2和 1.4.3得到的菌液, 
分别稀释到 106、105、104涂在固体培养基上, 30°C
培养箱中培养 48 h, 挑取较大的菌斑接液体培养基, 
选取生长较快, 相同体积菌液 PHB积累量较高的菌
株进行复筛。 
1.4.7  诱变菌株复筛：在相同条件下, 以细胞量和
PHB 含量变化为指标, 将原菌株和经过初筛的优良
菌株分别接入 20 mL液体培养基中, 每 8 h取样, 测
定细菌总量和 PHB含量, 绘制生长曲线和 PHB含量
曲线。 
1.4.8  稳定性检测：诱变菌株连续传 8 代, 测定每
一代的细胞量和 PHB含量, 比较其变化。 
1.4.9  诱变优势菌种积累 PHB 所需氮源量的检测：

采用 9K 葡萄糖液体培养基, 改变硫酸铵的终浓度, 
使其分别为 3 g/L, 10 g/L, 30 g/L, 60 g/L, 培养 80 h
后测定 PHB含量。 
1.4.10  胞内聚合物颗粒成分变化的分析：用红外光

谱法。 
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2  结果与分析 

2.1  出发菌 DX1-1 生长和 PHB 积累 
透射电子显微镜结果显示细胞内存在大量颗 

粒, 初步鉴定为 PHB颗粒[13]。出发菌于发酵培养基

摇瓶培养, 每 12 h取样, 测定细菌和 PHB含量, 做
平行实验取平均值, 绘制生长曲线, 所得结果如图
1所示。 
 

 
 

图 1  DX1-1 生长和 PHB 产量曲线 
Fig. 1  Cell growth &PHB production curves 

结果表明, 该菌株在前 24 h 处于延滞期, 24 h

后进入对数生长期, 同时 PHB开始积累, 稳定期细

胞量和 PHB积累为最大, 即该菌的 PHB积累与菌体

细胞的生长是同步的, 属于一步发酵类型[17]。120 h 

时 DX1-1 的细胞量为 8×108 个/mL, PHB 产量为

19.75 g/L。 

2.2  紫外线诱变 
将照射后的菌悬液分别稀释, 涂布于固体培养

基平板上进行培养 , 根据菌斑的数量计算致死率 , 

发现紫外线照射的致死率随照射时间的增加而增加, 

照射时间和致死率如表 1所示。 

从照射时间不同的平板上分别随机挑取 30 个

菌落进行发酵培养并测定细菌量和 PHB产量。以细

胞量高于 9×108 个/mL,  PHB 含量高于 19.75g/L

的为正突变株, 其中, 照射 60 s 后存活的编号为

UV60-3 菌株产量最高, 细胞量为 9.5×108 个/mL, 

PHB含量为 28.56 g/L, 符合正突变指标, 并且可稳

定遗传(见表 2)。对其进行发酵培养, 测定其生长曲

线和 PHB积累曲线, 结果见图 2。 
 

表 1  紫外线诱变结果 
Table 1  The result of UV mutated strain 

诱变时间 
Radiation time(s) 

致死率 
UV kill rate 

(%) 

挑选菌株数(株) 
Number of colony(Strain) 

正突变株数(株) 
Number of positive mutated colony 

(Strain) 

正突变率(%) 
Positive mutation rate (%) 

30 50 30 2 6.7 

60 75 30 5 16.7 

120 98 30 3 10 

180 99 30 0 0 

240 100 0 − − 

 
表 2  UV60-3 稳定性遗传结果 

Table 2  The genetic stability of UV60-3 

代数 
Generation 

number 

PHB最高产量(g/L)
The highest produc-

tion of PHB(g/L) 

PHB积累达最大量时的时间
The time of PHB  
accumulation (h) 

1 25.23 75 

2 27.34 83 

3 29.21 85 

4 27.93 76 

5 28.42 81 

6 28.56 80 

 
通过比较原菌株和诱变后 UV60-3 的生长及

PHB 产量曲线, 可以看出 UV60-3 进入对数期的时
间明显缩短, 相同体积 PHB含量达到最高值的时间 

 
 
图 2  UV60-3 生长和 PHB 产量曲线 
Fig. 2  UV60-3 growth &PHB production curves 
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也大大缩短, 大约在培养 80 h 后达到峰值, 比原菌
株提前了 40 h, 同时在细胞内积累时间减少, 并迅
速降低。原因可能是紫外线照射导致的 DNA突变提
高了菌株 PHB代谢途径中的某些降解酶的活性。 

2.3  Co60 诱变作用 
Co60辐射剂量和致死率关系见表 3。结果表明, 

Co60 照射的致死率随辐射剂量的增加而增加 , 在
200 Gy的实验照射剂量中, 能得到最多数量的正突
变菌株。 

从 Co60 辐射剂量不同的平板上分别随机挑取

30个菌落进行摇瓶液体培养, 选出单位体积 PHB积
累量较高的 11株进行复筛, 经过辐射的菌株比原菌

株进入对数期的时间有明显缩短, PHB 含量有所提
高, 但是这一突变并不能稳定遗传, 经过 3~4 次传
代后产量基本恢复到原菌株情况, 可能是 Co60辐射

对细胞生长具有刺激作用, 使该菌的初级代谢旺盛, 
加快了细胞增殖速率[18], 但对细菌 DNA 分子的结
构没有造成或造成较小的改变, 所以很快得到了修
复, 并没有从根本上促进 PHB的合成。 

2.4  诱变菌积累 PHB 的碳氮比 
诱变菌株 UV60-3积累 PHB的最佳萄糖浓度为

15 g/L, 硫酸铵浓度 30 g/L, 即 C/N为 3.76 (碳源氮
源中碳氮两种元素所占质量比)时, PHB积累量最大, 
可以达到 30.57 g/L(结果见表 4)。 

 
表 3  Co60 诱变结果 

Table 3  The result of Co60 mutated strain 

诱变剂量 
Radiation dosage (Gy) 

致死率 
UV kill rate (%) 

挑选菌株数(株) 
Number of colony (Strain)

正突变株数(株) 
Number of positive mutated colony 

(Strain) 

正突变率 
Positive mutation rate (%)

50 60 30 1 3.3 

100 68 30 2 6.7 

150 78 30 3 10 

200 80 30 5 16.7 

250 100 0 − − 

 
表 4  UV60-3 硫酸铵浓度与 PHB 产量 

Table 4  PHB production of UV60-3 using different 
nitrogen concentration 

硫酸铵浓度 
Concentration of ammonium 

sulfate (g/L) 
3 10 30 60 

PHB产量 
Production of PHB (g/L) 

28.56 29.22 30.57 25.39

 
 出发菌 DX1-1的最适 C/N为 37.2, 萄糖浓度为
60 g/L, 氮源浓度 3 g/L 时, PHB 积累量最大, 为
19.56 g/L, 与 DX1-1 相比 UV60-3 对氮源浓度要求
增加, 但是过大的氮源浓度会抑制细菌生长[17]。 

2.5  红外光谱分析 PHB 成份 
提取 PHB, 以 PHB标准品(Sigma-Aldrich, USA)

为参照, 分别对提取物和标准品进行了红外光谱分
析。红外光谱分析结果如图 3所示, 在 1724 cm−1处

存在羰基(C=O)振动, 3436 cm−1处存在含 O-H伸缩
振动, 2976 cm−1、2935 cm−1、2874 cm−1处存在-CH3、

-CH2、-CH 振动, 这些都是 PHB 的特征峰; 此外在
1058 cm−1~1287 cm−1间存在大量 C-O振动, 为聚酯
的特征峰。此图与标准品的几乎完全相同。说明诱

变后, 胞内聚合物的依然是 PHB。 

3  讨论 

实验室前期采用 ARDRA(Amplified Ribosomal 
DNA Restriction Analysis)技术, 对我国多个硫化矿
区酸性矿坑废水(Acid Mine Drainage, AMD)进行了
微生物群落分析 , 并分离出 Acidiphilium cryptum 
DX1-1, 该菌的 16S rRNA 基因序列登录号为

DQ168464[13]。该菌既可以氧化低价态硫获取能量进

行自养生长, 又可以利用有机质进行异养生长。同
时 , 发现该菌异养生长时 , 不仅生长迅速 , 而且胞
内能产生大量聚合物颗粒, 该聚合物经红外和紫外
光谱检测证实为 PHB, 具有进一步开发成 PHB新型
生产菌的潜力。为了提高 PHB的产率, 我们采用了
紫外线和 Co60γ 射线诱变的方法对菌种进行诱变筛
选, 并对改良后的菌株进行了发酵条件的探索。 

紫外诱变是一种有效的育种方法, 越来越受到
人们的关注。本实验表明紫外诱变的最佳剂量为在

距离 15 W 紫外灯 30 cm处照射 60 s, 即致死率在
70%~80%诱变效果最佳,这与祁红兵等人[18]的报道 
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图 3  红外吸收光谱 
Fig. 3  Fourier transform infrared spectroscopy 

注：A: UV60-3菌株胞内 PHB; B: 标准品 PHB 
Note: A: Extraction of UV60-3; B: Standard 

 
相吻合。紫外诱变的方法可以提高 Acidiphilium 
cryptum DX1-1 的 PHB 积累量,得到的菌株 UV60-3
在适宜的 C/N 条件下最终积累 PHB 的量可达到
30.57 g/L, 比出发菌的产量 19.6 g/L有了明显提高。
Bormann EJ[19]等人报道利用 Ralstonia eutropha菌生
产 PHB 的最大积累量可达到 38.2 g/L, 与此相比
Acidiphilium cryptum DX1-1 积累 PHB的量并不算
高, 这主要是由于该菌的菌浓比较低造成的。但是
前者有利用蛋白水解产物作为碳源, 而 DX1-1 利用
葡萄糖就可以积累 PHB, 因此该菌在 PHB生产中也
有一定的优势。放射性元素 Co60对菌株 DX1-1的诱
变实验能提高 PHB的积累, 最佳诱变计量为 200 Gy, 
即致死率在 80%左右时诱变效果最好。但是 Co60诱

变的效果在菌株 Acidiphilium cryptum DX1-1中并不
能稳定遗传。因此就 Acidiphilium cryptum DX1-1而
言, 紫外诱变比 Co60诱变的效果好。 

通过比较诱变前后菌株的特性变化可以发现

UV60-3对氮源的需求量增加, 由原来的 3 g/L提高
到 30 g/L。菌株 DX1-1生长和代谢速率加快, 周期
缩短, PHB 产量也显著提高。这是由于起始时培养
基中高氮源含量会提供菌体生长繁殖充足的能源 , 
导致细菌生长进入对数期的时间明显缩短。由于单

位体积的细胞量迅速增加并超过了氮源浓度为 
3 g/L 时的细胞量, 所以单位体积的 PHB 含量也明

显增加。PHB是微生物在碳、氮营养失衡(如碳源过 

剩、而氮营养限制)的情况下, 积累在体内的天然产

物, 所以当氮的含量高过 30 g/L时反而不利于 PHB

的积累。另一方面盐度升高会影响细菌的生长, 使

单位体积细胞的数量降低, 直接影响单位体积 PHB

的积累量。诱变后 PHB积累量达到最大值后迅速降

低, 如图 3所示。这可能是诱变促使原菌株 PHB降

解酶在胞内 PHB 达到一定量时大量表达或活性增

加所致。 

目前的研究还没涉及基因或蛋白表达差异, 所

以上述的结论还不能从基因和蛋白的水平得到证

实。有待于进一步从生物化学与分子生物学的角度

进行分析[20], 以期阐明 Acidiphilium 属菌积累 PHB

的机理, 并找到相关基因或蛋白。 
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