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摘  要: 从活性污泥中分离筛选得到一株能代谢甘油生产 1,3-丙二醇(1,3-PD)的菌株 2-1, 通过形

态学鉴定、生理生化试验、16S rRNA 序列分析对菌株分类学地位进行鉴定, 用 MEGA 4.1 软件构

建的系统发育树显示菌株 2-1 与 Klebsiella pneumoniae (CP001891)的亲缘关系最近。16S rDNA 序

列同源性比较发现, 菌株 2-1 与模式菌株同源率为 95.4%, 疑似为新种。对菌株 2-1 在 5 L 发酵罐中

进行发酵特性研究, 分批补料发酵时得到较高的 1,3-PD 终浓度, 达到 63.5 g/L, 此时生产强度为

2.19 g/(L·h), 底物转化率 0.64 mol/mol。 
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Abstract: A bacterial strain named as 2-1 was isolated from activated sludge, which can product 
1,3-propanediol (1,3-PD) from glycerol. Morphologic properties, physiological and biochemical char-
acteristics and 16S rRNA gene sequence analyses were used to identify the strain. The phylogenetic 
analysis of the 16S rRNA sequence indicated that the strain 2-1 closely with Klebsiella pneumoniae 
(CP001891), whereas, the homologous rate was 95.4%. The strain 2-1 might represent a new species. In 
the fed-batch fermentation at 5 L fermentor: the maximum concentration of 1,3-PD was 63.5 g/L; pro-
ductivity was 2.19 g/(L·h); substrate conversion rate was 0.64 mol/mol. 
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1,3- 丙 二 醇 (1,3-Propanediol, 1,3-PD, 化 学 式

CH2OHCH2CH2OH)作为一种重要的化工原料, 以其

二元醇的特性合成的聚酯材料有较大的优越性。其

中, 1,3-PD 与对苯二甲酸聚合而成的聚对苯二甲酸
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丙二醇酯(PTT)是人们研究较多的一种聚酯。PTT
有较好的弹性恢复、良好的着色性、生物易降解性

等优点[1], 在纺织、地毯等行业中有着广泛的应用。

作为 PTT 合成单体的 1,3-PD, 同样存在巨大的市场

需求。另外, 1,3-PD 本身是一种良好溶剂, 可用作抗

冻剂、保护剂和润滑剂[2]。 

厌氧环境下, 一些功能微生物可以转化甘油生

成 1,3-PD、乙醇、2,3-丁二醇、乙酸、乳酸等[3]。

相对于目前化学法生产 1,3-PD 的高环境污染性 , 

微生物发酵法是一种“绿色环保”的生产方法, 逐渐

成为人们研究的热点。以甘油作为微生物发酵的能

源和碳源, 一般底物转化率已超过 60%, 目的产物

1,3-PD 的 最 终 质 量 浓 度 在 50 g/L 以 上 [1,3] 。

Saint-Amans 等人[4]和 Reimann 等人[5]通过分批补料

发酵都获得了相对较高的 1,3-PD 终浓度, 可以达

到 70 g/L 左右。从目前研究报道中可知, 利用驯化

后的野生型菌株发酵生产 1,3-PD 仍然较难实现工

业化目的。因此, 得到生产性能高的菌种仍然是发

酵生产 1,3-PD 的首要问题。本文对一株能代谢甘

油生产 1,3-PD 的野生型菌株进行分类学鉴定和系

统发育分析, 通过 5 L 发酵罐初步研究该菌株的发

酵特性。 

1  实验材料 

取自山东济南的活性污泥。 

LB 培养基、种子培养基、发酵培养基及培养方

法参照文献[6], 略有改动。 

鉴定培养基: 参照文献[7]。 

Taq DNA 聚合酶、16S rDNA 扩增通用引物合

成、PCR 产物序列测定均由上海生工生物技术有限

公司完成。 

2  实验方法 

2.1  菌种筛选 
取无菌封口袋内保存的活性污泥样 1 g, 梯度

稀释后在固体富集培养基平板上涂布。采取质子

自杀[8]和外源添加高浓度产物相结合的平板筛选策

略, 以期获得能耐受高浓度 1,3-PD 且副产物少的菌

株。30 °C 恒温培养一段时间后, 挑取平板上生长速

度快、直径大的菌落。平板分离筛选获得 8 株菌, 其

中一株编号为 2-1 的细菌在三角瓶培养中有较优的

发酵特性。经纯化后, 4 °C 保藏。 

2.2  菌种分类学地位鉴定 
2.2.1  形态学鉴定: 观察菌落特征及光学显微镜、

扫描电镜下菌株特征。进行革兰氏染色、芽孢染色

和荚膜染色。 
2.2.2  生理生化试验 : 对所分离的菌株进行生理

生化试验。主要参考书目为: 东秀珠《常见细菌系

统鉴定手册》 [7], 《伯杰细菌系统鉴定手册 (第 9
版 )》 [9]。 
2.2.3  16S rRNA 序列分析: 细菌的 16S rDNA 序列

因其高度保守性常被用于细菌的分类学鉴定。 
(1) 细菌总 DNA 提取: 采用 CTAB/NaCl 法[7,10]。 
(2) 16S rDNA 基因序列的 PCR 扩增 : 采用

16S rDNA 通用引物[7], 以提取的细菌总 DNA 为模

板进行扩增。 
(3) PCR 扩增产物测序: 扩增产物克隆后送交

上海生工生物技术有限公司测序。 
(4) 构建系统发育树: 将测序得到的 16S rDNA

序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 同源性比对, 采

用 MEGA 软件构建系统发育树。 

2.3  菌株 2-1 发酵特性研究 
5 L 发酵罐中, 装液量 3 L, 发酵液初始甘油浓

度 5%, 按 10%接入种子液。发酵过程通入 0.2 vvm
的氮气维持厌氧环境。10 mol/L KOH[11]维持发酵液

pH 7.0, 37 °C 培养。分批补料发酵时, 采取底物与碱

连续流加策略[12]。发酵液中残余甘油浓度降到 2%, 

开始连续流加 50%甘油浓缩液 420 mL, 甘油流加结

束后 6 h 停止发酵。 

2.4  检测方法 
生物量以 650 nm 下的吸光度值 A650 表示。发酵

液离心后经 0.2 μm 膜过滤, 气相色谱法测定残余甘

油及产物 1,3-PD 的量, 气相色谱图见图 1。 

1,3-PD 回归方程为:  

y=357 274x−26 369, R2=0.999 9。 
甘油回归方程为:  

y=307 209x−28 132, R2=0.999 3。 
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3  结果与分析 

3.1  菌种筛选 
经过初筛、复筛, 从 5 份活性污泥中分离得到 8

株细菌, 经纯化分离后做进一步的菌种鉴定。其中

编号为 2-1 的菌株有较优的发酵性能, 经多次传代

稳定性试验以后 , 在 5 L 发酵罐中进行发酵特性

研究。  

3.2  菌种分类学地位鉴定 
3.2.1  形态学鉴定: 菌株 2-1 菌落为圆形上凸状、

乳白色、不透明、有光泽、边缘整齐。菌株大小

(0.3−0.8) μm×(1−3) μm, 杆状, 不运动, 为无芽孢、

无荚膜的革兰氏阴性菌。菌株 2-1 菌落及菌体形态

见图 2。 

3.2.2  生理生化试验: 菌株 2-1 最适生长温度为

37 °C, 最适 pH 7.0。其生理生化特征见表 1。 

3.2.3  16S rRNA 序列分析: 以菌株总 DNA 为模板

进行 PCR 扩增, 得到长约 1.5 kb 的目的片段, 如图

3 所 示 。 将 扩 增 后 测 得 的 16S rDNA 序 列 提 交

GenBank, 菌株 1-3、1-13、1-14、1-15、1-16、2-1、

2-16、4-15 登录号分别为: HQ434552、HQ434553、

HQ434554、HQ434555、HQ434556、HQ441178、

HQ434557、HQ434558。 
 

 

图 1  1,3-PD 及甘油气相色谱图 
Fig. 1  Gas chromatogram of 1,3-propanediol and glycerol 

 

  

图 2  菌株 2-1 菌落形态(A)及在扫描电镜(B, ×24 000)下的细胞形态 
Fig. 2  Colony morphology (A) and cell morphology (B) of strain 2-1 under scanning electron microscopy (×24 000) 

 

A B 

2.0 μm 
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表 1 菌株 2-1 的生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics of 

strain 2-1 
生理生化特征 

Physiological characteristics 
鉴定结果 

Identification results 

M.R 试验 M.R test − 

V-P 测定 V-P test − 

柠檬酸盐实验 Citrate test + 

H2S 产生 H2S generation − 

苯丙氨酸脱氢酶 
Phenylalanine dehydrogenase 

− 

色氨酸脱氢酶 
Tryptophan tryptophylquinone redox

+ 

明胶液化 Gelatin liquefaction + 

乳糖利用 Lactose utilization + 

蔗糖利用 Sucrose utilization + 

D-果糖利用 D-Fructose utilization + 

D-葡萄糖利用 D-Glucose utilization + 

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

 

图 3  PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of PCR amplified prod-
ucts of 16S rDNA 
Note: M: Marker; 1−8: 1-3、1-13、1-14、1-15、1-16、2-1、2-16、

4-15. 
 

3.2.4  构建系统发育树: 将目的菌株在 NCBI 中

BLAST 进行同源性比较 , 结果显示 , 1-3 与多株

Citrobacter freundii 的 16S rDNA 序列同源性较高; 

1-13、2-1、2-16、4-15 与多株 Klebsiella pneumoniae

的 16S rDNA 序列同源性较高; 1-14、1-15、1-16 与

多株 Pseudomonas aeruginosa 的 16S rDNA 序列同

源性较高。应用 ClustalX 进行多序列比对[13], 用邻

接法通过 MEGA 软件构建系统发育树。1 000 次随

机抽样进行自举分析检测置信度 [14]。图 4 为基于

16S rRNA 基因序列的系统发育树。 

3.2.5  分类学地位鉴定结果分析: 结合形态特征、

菌株生理生化试验和 16S rRNA 序列分析结果, 供

试菌株与模式菌株同源性比较见表 2。当前普遍观

点认为: 16S rDNA 基因序列同源性大于 97%, 则可

以认为属于同一个种[15]。从表 2 可以看出菌株 2-1

与模式菌株的 16S rDNA 序列同源性为 95.4%, 疑似

为一个新种或新属, 结果还有待进一步的形态及生

理生化鉴定。其余菌株同源性都大于 98%, 因此可

将其与模式菌株划归为一个种。 

3.3  菌株 2-1 发酵特性研究 
以甘油为唯一碳源, 采用 5 L 发酵罐对菌株 2-1

进行发酵特性研究。实验结果见图 5。 

由图 5A 可以看出 , 接种发酵 6 h 开始 , 产物

1,3-丙 二 醇 开 始 产 生 , 至 16 h, 底 物 甘 油 耗 尽 , 

产物 1,3-PD 浓度达到最大 35.3 g/L, 生产强度为

1.47 g/(L·h), 底物转化率为 0.66 mol/mol。OD650

及碱的消耗表明 , 在 8−16 h 产物积累的过程中 , 

菌体浓度及发酵过程产酸也急剧增大。底物甘油

的消耗、产物 1,3-PD 的产生同菌体的增加呈正相

关性。  

补料分批发酵结果见图 5B。OD650 从发酵开始

2−11 h 呈对数增加, 此后保持不变。从 9 h 开始按

23 mL/h 流加 50%甘油溶液 420 mL, 在发酵 27 h 时

流加结束。25 h 时产物浓度达到较大值 , 开始明显

抑制底物利用 , 且在 25−27 h 仍然在流加甘油 , 造

成底物浓度急剧上升。发酵液中 1,3-PD 浓度在

9−15 h 急剧增加, 15 h 之后伴随着甘油持续的流加, 

1,3-PD 含 量 增 加 缓 慢 。 补 料 分 批 发 酵 过 程 中 , 

1,3-PD 含量在 29 h 达到最大值 63.5 g/L, 生产强度

为 2.19 g/(L·h), 底物转化率 0.64 mol/mol。 
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图 4  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic neighbour-joining tree based on the 16S rRNA gene sequences 

 
表 2  依据 16S rDNA 序列的鉴定结果 

Table 2  Identification of the bacterial strains based on sequence analysis of the 16S rDNA 
属 

Genera 
种 

Species 
菌株 
Strain 

与模式菌株序列同源性 
Sequence similarity to type strain (%) 

GenBank accession 
number 

Citrobacter C. freundii 1-3 99.4 AF025365 

Pseudomonas P. aeruginosa  1-14 99.4 AB126582 

Pseudomonas P. aeruginosa  1-15 99.7 GU566322 

Pseudomonas P. aeruginosa  1-16 98.3 HM030752 

Klebsiella K. pneumoniae  1-13 99.3 CP000647 

Klebsiella K. pneumoniae 2-1 95.4 CP001891 

Klebsiella K. pneumoniae  2-16 99.2 HQ200406 

Klebsiella K. pneumoniae  4-15 99.5 EU078620 

 

    

图 5  菌株 2-1 分批及补料分批发酵结果 
Fig. 5  Result of batch and fed-batch fermentation of strain 2-1 

Note: A: Result of batch fermentation; B: Result of fed-batch fermentation. 
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4  结论 

本文采用质子自杀和外源添加高浓度产物相结

合的平板筛选策略, 从活性污泥中筛选能代谢甘油

的菌株。与目前文献中报道的野生型或简单驯化的

菌株发酵水平相比较, 本文中筛选的菌株 2-1 底物

转化率及 1,3-PD 终浓度都有较高的水平。本文研究

结果表明, 菌株 2-1 有一定的开发研究前景。因此, 
对菌株 2-1 进行进一步的生理生化鉴定及驯化培养、

诱变育种等后续研究有一定的必要性。 
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