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摘  要: 从自然界中筛选出一批以葡萄糖为底物发酵产2,3-丁二醇的菌株, 经初步发酵测定发酵

液中2,3-丁二醇含量, 其中菌株6-7的2,3-丁二醇产量最高达49.6 g/L。对其进行常规生理生化鉴定

实验, 并结合16S rDNA 序列分析, 比对结果表明, 菌株6-7与 Bacillus subtilis strain BIHB332相似

性达99%。在细菌分类学上属于枯草芽孢杆菌属, 将其命名为 Bacillus subtilis 6-7。其特点是属

于环境友好和食品安全型菌株, 因此, 利用 Bacillus subtilis 6-7生产2,3-丁二醇具有良好的工业应

用价值。 
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Screening and Identification of a Strain Producing  
2,3-Butanediol from Glucose as Substrate 
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Abstract: Most strains with capability of producing 2,3-butanediol (2,3-BDO) from glucose were iso-
lated from different natural environment samples. The Strain 6-7 with high capability of producing 
2,3-BDO was screened from the isolated strains and the production of 2,3-BDO reached 49.6 g/L. In 
addition to general morphological and biochemical characteristics, the strain 6-7 was identified by 
16S rDNA sequence and systematic analysis. The results showed that 16S rDNA sequence of strain 6-7 
had similarity of 99% with Bacillus subtilis strain BIHB332, suggesting that the strain 6-7 is one of 
Bacillus subtilis species. It is an environmentally friendly strain and Bacillus subtilis is generally re-
garded as safe microorganism used for industrial production. This strain showed the potential applica-
tion in the future. 

Keywords: 2,3-BDO, Screening, Identification, Bacillus subtilis 



1582 微生物学通报 2010, Vol.37, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2,3-丁 二醇 , 英 文 名为 2,3-Butanediol, 简 写为

2,3-BDO, 是一种手性化合物 [1−2], 同时它也是一种

重要的化工原料和医药前体, 可广泛应用于药物、

食品、化妆品、洗液等多个领域[3]。目前只有化学

合成法实现了2,3-丁二醇小规模的工业化生产 , 但

设备成本较高, 污染环境[2]。微生物法生产2,3-丁二

醇较化学法具有反应条件温和、原料利用率高及工

艺条件简单等优点, 从长远发展及环境保护角度来

看, 微生物发酵法显得更有生命力。因此, 用微生

物发酵法来生产2,3-丁二醇并对其衍生物进行开发

应用逐渐引起了人们的关注, Olson 和 Johnson 利用

产气节杆菌(A. aerogenes)将266 g/L 的葡萄糖转化

成97 g/L 的2,3-丁二醇和14 g/L 的3-羟基丁酮; Yu
和 Saddler 利用肺炎克雷伯氏菌(K. pneumoniae)从
226 g/L 的葡萄糖得到2,3-丁二醇和3-羟基丁酮共

113 g/L[4−5]。 
本实验针对以葡萄糖为底物 , 筛选了产2,3-丁

二醇的菌种42株 , 对其中2,3-丁二醇产量最高的一

株6-7进行菌种鉴定及初步发酵的研究。 

1  材料与方法 

1.1   实验材料 
1.1.1  采样与初筛供试菌株: 江苏某制糖厂及无锡

某化工厂附近土样。 
1.1.2  培养基 [6−7]: 种子富集培养基 (g/L): 葡萄糖

20, 酵母膏 5, 蛋白胨 10, 氯化钠 10, 1 × 105 Pa 灭菌

15 min; 平板分离培养基(g/L): 酵母膏 5, 蛋白胨

10, 氯化钠 10, 琼脂 18, 1 × 105 Pa 灭菌 15 min; 斜

面保藏培养基(g/L): 酵母膏 5, 蛋白胨 10, 氯化钠

10, 琼脂 18, 1 × 105 Pa 灭菌 15 min; 2,3-丁二醇发

酵培养基(g/L): 葡萄糖 150, 玉米浆 6, 尿素 2, 酵

母膏 5, pH 6.0, 1 × 105 Pa 灭菌 15 min。 
1.1.3  试剂: 2,3-丁二醇(2,3-butanediol)标样购自

Sigma (USA) 公 司 , 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 胺

(CTAB) 购 自 Sangon, 溶 菌 酶 (Lysozyme) 购 自

SeebioBiotechnology, 蛋白酶 K (Proteinase K)购自

MerckKGaA (Germany), PMD18-T 载体购自 TaKaRa 
(Japan), 微孔滤膜为孔径 0.22 μm, 购自上海亚东核

级树脂有限公司。其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  菌种筛选[8−11]: (1) 菌种筛选培养: 将采集到

的样品于富集培养基中 37°C、150 r/min 摇床富集培

养 10 h, 取不同稀释度稀释涂布培养。挑取单菌落

在 平 板 分 离 培 养 基 上 进 行 划 线 分 离 , 37°C 培 养

1−2 d, 镜检, 待试菌株保藏于斜面保藏培养基, 作

初筛备用; (2) 三角瓶发酵培养: 从斜面上挑取菌株

接种到种子培养基中, 培养至对数期, 按 5%接种量

接入发酵培养基中, 然后置于 37°C、150 r/min 条件

下振荡培养 96 h。收集发酵液, 离心, 取上清液以

备检测。 
1.2.2  2,3-丁二醇定性检测方法 [12]: 2,3-丁二醇定

性检测采用气相色谱-质谱联用仪(GC-MS)检测: 取

2 mL 上清液, 用 2 mL 乙酸乙酯进行萃取, 然后采

用气相色谱-质谱联用仪(GC-MS)鉴定萃取液中是否

含有 2,3-丁二醇。气质联用检测条件: 采用的色谱柱

温控程序为 :首先在 60°C 下保温 1 min, 然后以

6°C/min 的升温速率升至 90°C 并保持 2 min, 最后以

30°C/min 的升温速率升至 180°C, 恒温 2 min。进样

口温度为 250°C, 进样量为 1 μL, 载气为高纯氦气, 

载气流量 1.2 mL/min, 检测器温度为 240°C。 

TraceMS 质谱条件 : EI+轰击源 , 全扫描方式 , 

扫描质量范围为 30−500 amu, 发射电流为 200 μA, 

电子能量为 70 eV, 质谱检测谱库为 NIST2003 谱库。 

1.2.3  2,3-丁二醇定量分析方法 [13−14]: 高效液相

色谱 (HPLC)法测定 : 色谱条件 : 糖柱 Sugarpak1 

(6.5 mmid × 300 mm); 柱温: 85°C; 流动相: 纯水; 

流速 0.4 mL/min; 进样量为 10 μL; 检测器: 示差折

光检测器。 

1.2.4  生长曲线测定 [9]: 按细菌生长曲线的测定方

法, 以 600 nm 处的浊度表示。 

1.3  菌株的鉴定 
1.3.1  菌株形态学、生理生化特征[15]: 根据《常见

细菌系统鉴定手册》所列菌种鉴定方法进行菌种

鉴定。 

1.3.2  基因组 DNA 的提取: 采用 SDS-蛋白酶 K 裂

解法, 十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)沉淀细菌碎片

和多糖, 再用无水乙醇沉淀提取总 DNA。 

1.3.3  16S rDNA 的扩增: 使用细菌 16S rDNA 的通

用引物进行扩增。 

正 向 引 物 F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCA 

G-3′; 
反 向 引 物 R: 5′-CTACGGCTACCTTGTTACG 

A-3′。 
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反应体系: 取 DNA 模板 1 μL, 10 × PCR 缓冲

液 5 μL, 引物 1 μL, dNTPs 4 μL, Taq DNA 聚合酶

1 μL, 总反应体积为 50 μL。循环参数: 94°C 5 min; 
94°C 1 min, 56°C 2 min, 72°C 2 min, 30 个循环; 72°C 
10 min。取扩增产物 10 μL 用 0.8%琼脂糖凝胶电泳

检测, Goldview 染色, 紫外灯下观测结果。 
1.3.4  PCR 产物的克隆与 16S rDNA 序列测定及同

源性比较、系统分析: 用胶回收试剂盒纯化 PCR 扩

增产物, 电泳验证。将纯化后的 PCR 扩增产物连接

到 pMD18-T 载体上, 转化 E. coli JM109。经氨苄青

霉素抗性筛选, 获得阳性克隆。16S rDNA 测序由上

海 生 工 生 物 科 技 有 限 公 司 完 成 , 将 测 序 结 果 在

NCBI 中 BLAST 后交送 GenBank 库与数据库已有

序列进行比较分析。并以 Neighbor-joining 法构建

了系统进化树。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株筛选 
从自然界分离出的 106 株菌经发酵采用 HPLC

检测, 得到了 42 株能够利用葡萄糖发酵生产 2,3-丁
二醇的菌株。由表 1 可知, 不同菌株产 2,3-丁二醇的

能力有很大的差别, 大部分集中于中等及偏下水平, 
高水平较少。 

通过筛选选取 4 株 2,3-丁二醇产量相对较高的

菌株, 进行复筛实验, 利用 HPLC 测定各菌株发酵

液中 2,3-丁二醇的含量, 计算摩尔转化率, 其中编

号为 6-7 的菌株 2,3-丁二醇产量最高达 49.6 g/L, 结

果如表 2 所示。 
 

表 1  菌株初筛结果 
Table 1  The result of screening 

2,3-丁二醇含量水平 
2,3-BDO production levels 

2,3-丁二醇含量 
2,3-BDO concentration (g/L) 

菌株数 
Strains 

占总菌株数的百分比 
Percentage of all strains (%) 

高水平 High level > 30 2  4.76 

较高水平 Relatively high level 20−30 2  4.76 

中等水平 Middle level 10−20 9 21.43 

中等偏下水平 Lower-middle level 5−10 19 45.24 

低水平 Low level 0−5 10 23.81 

 
表 2  菌株复筛结果 

Table 2  Results of the second screening strain 
菌株编号 

Strain number 
2,3-丁二醇产量 
2,3-BDO (g/L) 

摩尔转化率 
Molar conversion rate (%)

6-7 49.60 66.14 

6-8 33.77 45.03 

3-10 27.61 36.81 

2-5 21.83 29.11 
 

2.2  初步发酵条件研究 
将菌株 6-7 在种子培养基中 37°C、150 r/min 摇

床培养 7 h, 以 5%的接种量分别接种至装有 50 mL
发酵培养基的 250 mL 三角瓶中, 150 r/min、37°C 发

酵 96 h, 测定发酵液中 2,3-丁二醇含量。菌株 6-7
生长曲线如图 1 所示, 当菌体在种子培养基中生长

10 h 时生长量达到最大值, 10 h 后菌体量不再增加。

菌株 6-7 产 2,3-丁二醇发酵曲线如图 2 所示, 发酵

72 h 时 2,3-丁二醇的产量达到最大值。 

2.3  2,3-丁二醇定性检测 
采用气相色谱 -质谱联用仪 (GC-MS)来鉴定产

物中是否含有 2,3-丁二醇。结果如图 3−6 所示: 图

3 为以乙酸乙酯为溶剂的 2,3-丁二醇标样 GC-MS 图

谱, 图 4 为菌株 6-7 发酵液用乙酸乙酯萃取后的

GC-MS 图谱, 图 5 为在图 4 中 3.37 min 解图后的结

果, 图 6 为图 4 中 3.5 min 解图后的结果。从图 3 和

图 4 可以看出, 在 3.37 min 和 3.5 min 处均有物质峰

出现, 说明发酵液中很可能含有 2,3-丁二醇, 通过

图 5 和图 6 结果可以断定, 发酵液中确实含有 2,3-

丁二醇。 
 

 

图 1  菌株 6-7 生长曲线 
Fig. 1  Growth culture of the strain 6-7 
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图 2  菌株 6-7 发酵产 2,3-丁二醇曲线 
Fig. 2  Time courses of the 2,3-BDO production from glu-
cose by strain 6-7 

2.4  2,3-丁二醇定量检测 
采用 HPLC 来测定菌株 6-7 发酵液中 2,3-丁二

醇的含量。结果如图 7、8 所示: 图 7 为 2,3-丁二醇

标样 HPLC 图谱(所用 2,3-丁二醇标样纯度 > 99%, 

为外消旋体和内消旋体的混合物), 图 8 为发酵液用

高氯乙酸去除菌体蛋白后的 HPLC 图谱。 

2.5   菌种鉴定 
2.5.1  培养特征及形态学鉴定: 菌株 6-7 在平板分

离培养基上 37°C 培养 24 h 后的菌落直径达 2 mm, 

不透明 , 菌落较薄 , 圆形 , 边缘不光滑 , 乳脂色菌

落, 菌落中间有微小突起, 菌落易挑起。平板培养细 
 

 
图 3  2,3-BDO 标样 GC-MS 图谱 

Fig. 3  GC-MS chromatogram of 2,3-BDO standard sample 
 

 
图 4  萃取液 GC-MS 图谱 

Fig. 4  GC-MS chromatogram of extraction liquid 
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图 5  图 4 中 3.37 min 解图结果 

Fig. 5  3.37 min analysis result of extraction liquid chromatogram 
 

 

图 6  图 4 中 3.5 min 解图结果 
Fig. 6  3.5 min analysis result of extraction liquid chromatogram 

 

 

图 7  2,3-BDO 标样 HPLC 图谱 
Fig. 7  HPLC chromatogram of 2,3-BDO standard sample 

 

图 8  6-7 发酵液 HPLC 图谱 
Fig. 8  HPLC chromatogram of fermentation broth 
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胞经透射电镜(Hitachi H-7000, Honshu, Japan)观察, 
细胞呈杆状或球杆状 , 大小不一 , (0.3−2.2) μm × 

(1.2−7.0) μm, 有芽孢。其电镜照片见图 9。 
 

 

图 9   6-7 菌株在斜面保藏培养基上的细胞电镜图

(× 30000) 
Fig. 9  Electron micrographs of the strain 6-7 (× 30000) 
 
2.5.2  生理生化特征: 对该菌株进行常规生理生化

特征鉴定, 结果见表 3。参照《伯杰氏细菌鉴定手

册》(第 8 版)对枯草芽孢杆菌的描述, 菌株 6-7 与枯

草芽孢杆菌生化特征基本一致。 
2.5.3  菌株 16S rDNA 序列分析及分子鉴定: 提取

菌株 6-7 细胞总 DNA, 以通用引物 F、R 扩增菌株

的 16S rDNA 部分基因片段约 900 bp, 产物片段经

纯化、测序。通过序列分析获得该片段的 DNA 序列, 

利用 BLAST 软件将这些序列与美国国家生物信息

中心(NCBI)收录的 DNA 序列进行比对, 并绘制系

统进化树(图 10)。结果表明其与 Bacillus subtilis 
strain BIHB332 相似性最高, 达 99%以上, 该序列在

GenBank 数据库中登录号为 HM242217, 将其命名

为 Bacillus subtilis 6-7。 
 

表 3  菌株 6-7 的生理生化结果 
Table 3  Physiological and biochemical characters of 

the strain 6-7 
特征反应 

Characterization
结果 

Result 
特征反应 

Characterization 
结果
Result

革兰氏染色  
Gram staining 

+ 淀粉水解  
Starch hydrolysis 

+ 

阿拉伯糖  
Arabinose 

+ 蛋白酶试验  
Protein test 

+ 

蔗糖  
Sucrose 

+ 好气性试验  
Aerobic test 

+ 

果糖  
Fructose 

+ 氧化酶  
Oxidase 

+ 

乳糖  
Lactose 

+ 硝酸盐还原  
Nitrate reduction test 

+ 

木糖  
Xylose 

+ V-P 试验  
V-P test 

+ 

葡萄糖  
Glucose 

+ 明胶水解  
Gelatin hydrolysis 

+ 

麦芽糖  
Maltose 

+ MP 试验  
MP test 

− 

甘露醇  
Mannitol 

+ 运动性  
Mobility 

− 

注: +: 阳性; −: 阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 

 

 

图 10  菌株 6-7 的 16S rDNA 基因序列系统发育树 
Fig. 10  Phylogenetic tree derived from 16S rDNA gene sequence of strain 6-7 

Note: Numbers at nodes present bootstrap percentages (based on 1000 samplings). The numbers in parentheses are accession numbers of 
sequences in GenBank. Bar: 0.005 sequence divergence. 
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3  讨论 

目前 , 微生物发酵法生产2,3-丁二醇已成为国

内外研究的热点之一, 菌种以克雷伯氏菌和产气肠

杆 菌 为主 , 山东大学的秦加阳等利用克雷伯氏菌

(Klebsiella sp. LN145)将 208 g/L葡 萄 糖 转 化 为

84.0 g/L 2,3-丁二醇和10.5 g/L 3-羟基丁酮, 2,3-丁二醇

的摩尔转化率达到理论水平的91%[12]。但克雷伯氏菌

和产气肠杆菌具有潜在的致病性, 限制了其工业化的

应用。 

本实验筛选获得的产2,3-丁二醇 Bacillus sub-

tilis 6-7是环境安全型菌株, 具有良好的工业应用价

值 。 尽 管 目 前 本 研 究 中 2,3- 丁 二 醇 产 量 与 菌 株

Klebsiella sp. LN145相比有一定差距。在发酵过程

中, 通过对培养基的优化、发酵过程控制等来提高

发酵产物的产量是发酵研究中的主要方向[16−18], 因

此本课题组将通过对 Bacillus subtilis 6-7发酵产2,3-

丁二醇的条件进行优化来提高其产量。此外, 国内

外对枯草芽孢杆菌的分子改造是食品安全领域的研

究热点, 其转化、敲除等方法都已建立, 我们将在

Bacillus subtilis 6-7发酵产2,3-丁二醇的代谢途径研

究的基础上进行分子定向改造。综上所述, 菌株6-7

的2,3-丁二醇产量具有很大的提升空间 , 相关工作

正在进行中。 
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