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摘  要：【目的】获得高产聚 β-羟基丁酸酯(Poly-β-hydroxybutyricacid，PHB)菌株。【方法】以假

单胞菌属 Pseudomonas koreensis PK3 菌株为出发菌株，采用硫酸二乙酯和紫外线相结合的诱变方

法进行多轮诱变。【结果】经过初筛和复筛得到一株高产 PHB 突变菌株，命名为 Pseudomonas 
koreensis UVCN-18。连续传代 9 次后，发酵 28 h 条件下，PHB 产量达到 15.94 g/L，占细胞干重

69.54%，较原出发菌株 Pseudomonas koreensis PK3 (4.42 g/L)提高了 2.61 倍，并且该菌株具有良

好的遗传稳定性。【结论】采用硫酸二乙酯和紫外线相结合的诱变方法，成功获得了一株高产 PHB
突变菌株。 
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Abstract: [Objective] We aim to get a high-yield poly-β-hydroxybutyricacid (PHB) mutant strain. 
[Methods] We use composite multiple rounds of mutagenesis breeding of UV and diethyl sulfate and 
after primary and secondary screening from the original strain Pseudomonas koreensis PK3. [Results] 
It’s named Pseudomonas koreensis UVCN-18. After serially passed 9 times and fermentation 28 h, 
PHB production of the mutant was 15.94 g/L, Accounting for cell dry weight 69.54%. PHB 
production of the mutant was increased by 2.61 times compared with the original strain 
Pseudomonas koreensis PK3 (4.42 g/L), and the strain has a good genetic stability. [Conclusion] We 
use composite multiple rounds of mutagenesis breeding of UV and diethyl sulfate to get a high-yield 
PHB mutant strain. 

Keywords: UV, Diethyl sulfate, PHB 



刘俊梅等: 紫外线和硫酸二乙酯复合诱变选育 PHB高产菌株 2243 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

聚 β-羟基丁酸酯(Poly-β-hydroxybutyricacid，
PHB)是一种生物可降解材料，由多种微生物在碳氮
比失衡的条件下作为自身的能源物质时所积累[1-2]。

由于 PHB 具有相对较低的溶解性和相对较大的摩
尔质量，因此可以在细菌胞内大量存储而不影响胞

内外的渗透压[3]。PHB与传统的聚丙烯塑料有相似
的材料学性质，还具有生物相容性和生物降解性等

独特性质，在工业、农业、食品和环保等领域具有

十分广阔的应用前景[4-6]。目前 PHB 的生产方法主
要采用微生物合成法，但其出发菌株产率较低，生

产成本较高，是当前 PHB生产和应用的瓶颈问题。
硫酸二乙酯(DES)是一种诱变谱较为广泛的烷化
剂，能与 DNA中碱基的磷酸部分发生烷化作用，
从而引起 DNA 复制时碱基错误配对而引起的突
变[7]。紫外诱变是微生物育种中最常用和最有效的

诱变方法之一[8]，核酸在波长 254 nm处有最大吸收
峰，而紫外诱变时常采用的波长为 200−300 nm，这
样阻碍碱基间的正常配对，从而有可能引起基因突

变。目前采用紫外线和硫酸二乙酯复合诱变的方法

获取高产 PHB 菌种还未见报道。本试验以实验室
前期筛选获得的Pseudomonas koreensis PK3菌株为
出发菌株，采用紫外线和硫酸二乙酯相结合的复合

诱变方法进行多轮诱变，以期获得一株 PHB 产量
高和遗传稳定好的突变菌株。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
出发菌株：假单胞菌属 Pseudomonas koreensis 

PK3[9]菌株由实验室前期筛选所获得，以下称为

PK3。 

1.2  培养基 
种子培养基 [10]和发酵培养基 [11]均来自相关

文献。 
筛选固体培养基(g/L)：发酵培养基+2%琼脂

粉+尼罗蓝，培养基中尼罗蓝的终浓度为 50 mg/L。 

1.3  主要试剂 
PHB 标准品购自 Sigma-Aldrich 公司；尼罗蓝

购自上海生物科技有限公司。 

1.4  菌体生长曲线的测定 
将菌株接种于种子培养基上，32 °C 恒温摇床

中 150 r/min培养 24 h，然后按 5%接种于液体种子
培养基培养，培养 18 h，每隔 2 h用紫外分光光度法
测定波长为 620 nm下的OD值，计算菌株生长情况。 

1.5  菌悬液的制备 
将菌种活化后，接种于装有 100 mL种子培养

基的 250 mL三角瓶中，于 32 °C、150 r/min培养
8 h后，吸取 5 mL培养液，加入装有 45 mL生理
盐水和玻璃珠的三角瓶振荡 20 min，使菌体得到
充分搅拌。采用血球计数板检测菌体浓度，使其

为 107−108个/mL。 

1.6  紫外诱变育种 
将稀释好的菌液各取 10 mL放入 10个无菌培

养皿中，依次放置于距 15 W紫外灯 30 cm照射，
时间分别为 0、10、20、30、40、50、60、70 和
80 s (做 3组平行样)。在暗光环境下，分别取经紫
外线诱变的菌悬液 0.2 mL涂布于 10个含有尼罗蓝
的固体平板培养基上，倒置于 32 °C恒温培养箱中
避光培养 48 h。培养好的菌种在紫外透射仪下观察
菌落情况，计算致死率。通过致死率选取合适的诱变

时间的菌悬液，涂布在有尼罗蓝的固体培养基上，挑

取具有荧光且菌落较大的菌株 20 个，用试管斜面培
养保存，同时取对应的菌株接入含 100 mL发酵培养
基的 250 mL摇瓶中，置于 32 °C、150 r/min培养 28 h
后，测定 PHB产量和 PHB所占细胞干重的量。 

1.7  硫酸乙酯(DES)诱变 
以紫外线诱变所得产 PHB高的菌株作为出发

菌株，进行硫酸二乙酯诱变。取 5 mL 菌悬液    
20份，与浓度为 2%的DES溶液 5 mL混合，在 32 °C
振荡处理，分别振荡处理 0、10、20、30、40、50、
60、70和 80 min，最后加入 1 mL 25%硫代硫酸钠
溶液中止反应。将诱变处理的菌液稀释到 10−5，以

未经化学诱变处理的出发菌为对照，在 32 °C恒温
培养箱中培养 48 h。将培养好的平板取出，菌落计
数，计算致死率。挑取具有荧光且菌落较大的菌株

20个，用试管斜面培养保存，同时取对应的菌株接
入含 100 mL培养基的 250 mL摇瓶中，置于 32 °C、
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150 r/min培养 28 h后，测定 PHB产量和 PHB所占
细胞干重的量。 

1.8  致死率计算 
诱变菌株致死率(%)=(未诱变平板菌落数−诱

变后平板菌落数)/未诱变平板菌落数×100。 

1.9  遗传突变菌株稳定性试验 
将经过紫外线和 DES 复合诱变筛选出的 PHB

产量最高的菌株连续 9 代传代培养后，测定 PHB
产量和 PHB所占细胞干重的量。 

1.10  PHB 的测定 
通过超声破碎机对细胞破碎处理，条件为：

功率 600 W，工作时间 5 s，间隔时间 5 s，连续
20次。然后在 8 000×g条件下离心 10 min，去上清，
烘干菌体，取 10 mg干菌体，加入 5 mL氯仿溶液，
60 °C水浴 1 h，获得含 PHB的抽提溶液。然后吸
取 0.5 mL的抽提溶液于试管中，80 °C水浴加热除
去氯仿，然后加入 10 mL浓硫酸，密封试管后置于
100 °C水浴加热 10 min，冷却至室温，采用紫外分
光光度计在 235 nm处测定溶液的 OD值。 

1.11  胞内产物定性分析 
分别称取 10 mg菌粉、PHB标品于两个试管中，

向每个试管中加入 1 mL氯仿和 1 mL酸化甲醇(含
3%浓硫酸，体积比)，密封试管，放置于 100 °C水
浴中加热 4 h，然后冷却至室温，加入 1 mL蒸馏水
充分振荡后，转移到 5 mL离心管中，5 000 r/min
离心 5 min，下层即为溶有胞内产物的氯仿相，进
行气相色谱分析。气相色谱条件：3.5% PEGA，柱
长为 2 m，以氮气作为载体，流速为 40 mL/min，
进样器温度为 200 °C，FID检测器温度为 250 °C，
柱温 80 °C维持 2 min，然后以 20 °C/min升高至
195 °C，维持 3 min。 

2  结果与分析 

2.1  菌体生长曲线的绘制 
取 2 环新鲜活化斜面菌种 Pseudomonas 

koreensis PK3 接种到种子培养基中，在培养温度
32 °C条件下，180 r/min振荡培养 16−18 h，然后接
菌量 5%移入新鲜发酵培养基中培养，每隔 2 h用紫

外分光光度法测波长为 620 nm下的 OD 值，绘出
菌体的生长曲线，如图 1所示。 
选用对数生长中后期的细菌细胞进行诱变处

理，此时的细胞不但菌浓合适、生理状态同步，而

且绝大多数细胞对理化因素敏感，有利于诱变的作

用。由图 1可看出，Pseudomonas koreensis PK3在
培养 2 h后开始进入对数生长期，在培养 12 h后达
到对数生长末期，因此选取培养 10 h的菌体来进行
诱变处理。 

2.2  诱变条件的选择 
2.2.1  紫外诱变：测定紫外线的不同照射时间对出

发菌株致死率的影响，结果如图 2所示。 
根据图 2所示结果可以看出，出发菌株对紫外线

比较敏感，致死率与紫外线照射时间呈正相关。用诱

变剂处理菌株后，只有当致死率达到 70%左右时得到
的突变株才能满足诱变筛选的条件[12]。本研究中，对

菌种 PK3紫外线照射时间为 60 s时，致死率为 75%。
所以，将紫外诱变 60 s的菌悬液涂布在含有尼罗蓝固
体培养基上，在 32 °C条件下培养 48 h。由于在筛选
培养基中添加尼罗蓝染料，当细菌生长时，尼罗蓝能 
 

 
 

图 1  生长曲线 
Figure 1  Growth curve 

 

 
 

图 2  紫外致死曲线 
Figure 2  UV lethal curve 
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透过细胞壁进入细胞体内，并能特异性地与胞内的

PHB结合，在 365 nm紫外灯照射下产生橙红色荧
光。因此，通过在含有尼罗蓝的固体培养基中上挑

选菌落较大、橙红色荧光较强的菌落，作为诱变后

正向突变的菌株。本研究中挑取具有荧光且菌落较

大的菌株 20个，接入含 100 mL发酵培养基的摇瓶
中，置于 32 °C、150 r/min培养 28 h后，测定 PHB
产量和 PHB所占细胞干重的量。见表 1。 
从表 1可以看出，紫外诱变对菌种诱变效果较

好，诱变所得到的 20个菌株与出发菌株相比，PHB
产量和 PHB 所占细胞的干重都明显提高。其中
UV-14的 PHB产量达到 13.75 g/L，PHB所占细胞
的干重达到 65.41%。所以，选择 UV-14 作为 DES
诱变的出发菌株。 
2.2.2  DES 诱变：实验采用终浓度为 1% (体积比)
的 DES于 37 °C进行诱变处理，DES诱变时间与致
死率的关系如图 3所示。 

 
 

图 3  DES 致死曲线 
Figure 3  DES lethal curve 

 
从图 3可以看出，用 DES诱变 30 min时细胞

致死率为 72%。所以选择诱变 3.0 min的菌悬液涂

布在含有尼罗蓝的固体培养基上，在 32 °C条件下

培养 48 h，挑取具有荧光且菌落较大的菌株 20个，

接入液体培养基中，置于 32 °C、150 r/min 培养   

28 h后，测定 PHB产量和 PHB所占细胞干重的量。

结果如表 2所示。 

从表 2中可以看出，经 DES诱变后的菌株 PHB 

 
表 1  紫外诱变后 PHB 产量和 PHB 占细胞干重 

Table 1  PHB yield and PHB accounted dry cell weight after UV mutagenesis 

菌株 
Strains 

PHB所占细胞的干重 
PHB accounted DCW (%) 

PHB产量 
PHB yield (g/L) 

菌株 
Strains 

PHB所占细胞的干重 
PHB accounted DCW (%) 

PHB产量 
PHB yield (g/L) 

PK3 24.60±0.12 4.42±0.11 UV-11 63.42±0.12 11.51±0.14 

UV-1 63.03±0.11 11.30±0.12 UV-12 64.63±0.11 12.87±0.12 

UV-2 63.50±0.13 11.56±0.11 UV-13 62.89±0.14 11.26±0.11 

UV-3 64.02±0.14 12.08±0.15 UV-14 65.41±0.15 13.75±0.13 

UV-4 61.66±0.15 10.06±0.11 UV-15 64.33±0.13 12.54±0.09 

UV-5 62.59±0.12 11.03±0.12 UV-16 61.78±0.12 10.50±0.12 

UV-6 63.89±0.13 11.72±0.13 UV-17 61.99±0.09 10.65±0.11 

UV-7 63.69±0.14 11.55±0.08 UV-18 63.72±0.11 11.64±0.12 

UV-8 62.06±0.06 10.85±0.12 UV-19 64.06±0.12 12.01±0.13 

UV-9 62.14±0.13 10.88±0.12 UV-20 62.77±0.13 11.23±0.11 

UV-10 63.98±0.11 11.91±0.14    

注：菌株培养在发酵培养基中，置于 32 °C、150 r/min培养 28 h后，测定 PHB产量和 PHB所占细胞干重的量，每组数据测定 3次，
取平均值. 
Note: After the strain was cultured in a fermentation medium, placed in 32 °C, 150 r/min shaking culture 28 h, measured PHB and PHB yield 
percentage of the amount of cell dry weight. Each set of data was measured three times and used the average. 
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表 2  DES 诱变后 PHB 产量和 PHB 占细胞干重 
Table 2  PHB yield and PHB accounted dry cell weight after DES mutagenesis 

菌株 
Strains 

PHB所占细胞的干重 
PHB accounted DCW (%) 

PHB产量 
PHB yield (g/L) 

菌株 
Strains 

PHB所占细胞的干重 
PHB accounted DCW (%) 

PHB产量 
PHB yield (g/L) 

UV-14 65.41±0.11 13.75±0.12 UVCN-11 69.42±0.11 15.98±0.11 

UVCN-1 67.03±0.12 14.88±0.12 UVCN-12 68.63±0.12 15.65±0.13 

UVCN-2 67.50±0.12 14.97±0.13 UVCN-13 67.89±0.13 15.32±0.14 

UVCN-3 68.02±0.14 15.21±0.15 UVCN-14 67.41±0.08 15.02±0.12 

UVCN-4 66.66±0.12 14.06±0.11 UVCN-15 68.33±0.14 15.34±0.09 

UVCN-5 68.72±0.13 15.88±0.11 UVCN-16 67.78±0.12 15.15±0.12 

UVCN-6 66.89±0.13 14.21±0.13 UVCN-17 66.99±0.12 14.95±0.11 

UVCN-7 67.69±0.12 15.11±0.08 UVCN-18 69.59±0.12 16.03±0.12 

UVCN-8 66.06±0.08 14.01±0.12 UVCN-19 69.06±0.12 15.91±0.13 

UVCN-9 66.14±0.11 14.13±0.12 UVCN-20 68.48±0.14 15.40±0.12 

UVCN-10 68.98±0.12 15.71±0.16    
注：菌株培养在发酵培养基中，置于 32 °C、150 r/min摇床培养 28 h后，测定 PHB产量和 PHB所占细胞干重的量，每组数据测定
3次，取平均值. 
Note: After the strain was cultured in a fermentation medium, placed in 32 °C, 150 r/min shaking culture 28 h, measured PHB and PHB yield 
percentage of the amount of cell dry weight. Each set of data was measured three times and used the average. 
 

产量和 PHB 所占细胞干重都明显提高。其中
UVCN-18的 PHB产量可达到 16.03 g/L，PHB占细
胞干重达 69.59%。 

2.3  菌种遗传稳定性及稳产试验 
将菌株 UVCN-18 在种子培养基固体斜面上连

续转接 9 次，测定其遗传标记与 PHB 产量情况，
结果见表 3。 
从表 3中可以看出，UVCN-18的遗传稳定，连

续传代 9次后的 PHB产量和 PHB所占细胞干重分
别为 15.94 g/L和 69.54%。对菌种 PK3采用紫外诱
变法和硫酸二乙酯复合诱变，并没有影响菌种正常

生理生长，可能产生突变的 PHB 合成关键酶的相
关基因遗传稳定，所以诱变后的菌种 PHB 的产量
没有下降。 

2.4  产物鉴定结果 
采用气相色谱法对菌种 UVCN-18 的胞内产物

进行定性分析，PHB标品结果如图 4所示，样品结
果如图 5所示。 
通过气相色谱图可以看出，通过氯仿抽提获得

的胞内产物和 PHB 标准品的校正保留时间均为
1.854，完全一致，应为同一物质，所以确定
UVCN-18菌种能积累 PHB。 

表 3  菌种连续传代 9次的PHB产量和PHB占细胞干重

Table 3  Strains serially passaged 9 times PHB yield and 
PHB accounted dry cell weight 

传代数 
The number of 

generations 

PHB占细胞干重 
PHB accounted DCW 

(%) 

PHB产量 
PHB yield 

(g/L) 

1 69.60±0.12 16.06±0.14 

2 69.58±0.08 16.01±0.12 

3 69.57±0.12 15.97±0.11 

4 69.51±0.11 15.89±0.12 

5 69.52±0.14 15.91±0.12 

6 69.55±0.12 15.93±0.09 

7 69.52±0.13 15.91±0.14 

8 69.52±0.12 15.91±0.13 

9 69.48±0.12 15.89±0.11 

平均 Average 69.54±0.14 15.94±0.15 

注：通过固体培养基连续传代 9 次，每次传代后接入液体发
酵培养基中，置于 32 °C、150 r/min摇床培养 28 h后，测定
PHB产量和 PHB所占细胞干重的量，每组数据测定 3次，取
平均值. 
Note: Through solid medium serially passaged 9 times, then access 
liquid fermentation medium , placed in 32 °C, 150 r/min shaking 
culture 28 h to measure PHB and PHB yield percentage of the 
amount of cell dry weight. Each set of data was measured three 
times and used the average. 
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图 4  PHB 标品气相图谱 
Figure 4  GC spectrum of PHB standard 

 

 
 

图 5  样品气相色谱 
Figure 5  GC spectrum of samples 
 

3  讨论 

本研究采用紫外线和硫酸二乙酯复合诱变选

育 PHB高产菌株，从研究结果来看，紫外线和 DES
对该菌种的致死率较高。当用紫外照射 60 s时，对
菌种的致死率就达到 75%；DES诱变 30 min时，
对菌种的致死率达到 72%。最终获得的突变体
UVCN-18连续转接 9次后，平均可积累 PHB产量
达 15.94 g/L，占细胞干重 69.54%，较原出发菌株
Pseudomonas koreensis PK3 (4.42 g/L)提高了2.61倍。
在近几年的报道中可以看出，对于从野外筛选获得

的产 PHB 菌株，直接用于发酵生产 PHB，所获得
的 PHB产量相对较少。在 2013年，董静[13]在土壤

中筛选获得的甲烷氧化混合菌，在供氧条件下，培

养基丰富的条件下培养 5 d，然后饥饿培养 15 d，
PHB含量可以达到细胞干重的 35.5%。在 2014年，
Han 等 [14]从绿藻中分理出一株产 PHB 的菌株
UMI-21，在以淀粉为碳源时合成 PHB 可达细胞干
质量的 45.5%。以前也有人采用转基因植物来合成
PHB，John 等[15]将产 PHB 的关键基因与棉花纤维

特异启动子相连构建了表达载体，导入棉花植物

中，在纤维成熟时积累 PHB水平为 30−3 440 μg/g
干纤维。但当 PHB 积累时会抑制植物生长，所以
目前转基因合成 PHB 依然没有大规模应用。也有
人利用活性污泥来合成 PHB，但由于活性污泥环境
中杂菌较多，导致合成的 PHB纯度低，所以对 PHB
的分离提纯很困难。采用诱变的方法选育高产 PHB
菌株，不仅成本低、操作简单，而且所选育的菌种

PHB产量高、遗传稳定。 
近年来，采用紫外线和硫酸二乙酯复合对菌

种诱变的报道较多，在 2012年，罗跃中等[16]曾经

利用紫外线与硫酸二乙酯复合诱变，选育出一株

遗传稳定的高效油脂降解菌株，其脂肪酶活性为

14.85 U/mL，比出发菌株提高了 15.2%；在 2012年，

张卫兵等[17]利用紫外线与硫酸二乙酯复合诱变，筛

选获得一株凝乳活力较高且水解活力较低的突变

株 DES-6，其凝乳活力为 184.65 SU/mL，比原菌株

增加了 15.41%，水解活力为 23.35 U/mL，比原菌

株降低了 64.80%。可见紫外线和硫酸二乙酯复合对

菌种诱变效果显著，其主要原因在于这两种诱变方

式均能使细胞中的遗传物质 DNA 发生突变，硫酸

二乙酯是一种诱变谱较为广泛的烷化剂，能与 DNA

中碱基的磷酸部分发生烷化作用，从而引起 DNA

复制时碱基错误配对而引起的突变。在产 PHB 的

菌种中，PHB聚合酶是 PHB合成过程中的关键酶。

DES可能导致编码 PHB聚合酶的基因 phbC发生突

变，影响了 PHB 聚合酶的活性中心位置，使其酶

活性提高，加快了对 PHB 合成所需的前体物质

(R)-3-羟基丁酰辅酶 A 的聚合速度，进而提高了胞

内的 PHB 积累量。对于确定诱变处理合成 PHB

相关基因的影响，还需通过分子生物学手段进一

步探讨。 

4  结论 

(1) 通过气相色谱检测，诱变后的菌株依然能
够在胞内积累 PHB。并且采用紫外诱变法和硫酸二
乙酯复合诱变出发菌株 Pseudomonas koreensis 
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PK3，筛选获得 PHB产量较高且遗传稳定性好的菌株
Pseudomonas koreensis UVCN-18，UVCN-18的 PHB
产量可达到 16.03 g/L，PHB占细胞干重达 69.59%。 

(2) 将菌株Pseudomonas koreensis UVCN-18连
续转接 9次后，经摇瓶培养，在转速 180 r/min、初
始 pH 7.6、接菌量 5%，温度为 32 °C，发酵 28 h
条件下，平均可积累 PHB产量达 15.94 g/L，占细胞
干重 69.54%。较原出发菌株 Pseudomonas koreensis 
PK3 (4.42 g/L)提高了 2.61倍。该突变菌株具有良好
的遗传稳定性。 
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