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耐高浓度甘油的 1, 3�丙二醇生产菌的诱变选育
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摘要 : � 利用紫外线对克雷伯杆菌进行诱变, 筛选出耐高浓度甘油且 1, 3�丙二醇( 1, 3�PD)产量较高的突变株

Kp � . 实验结果表明,在距离 34 cm, 功率 30 W 的紫外灯垂直照射下, 最佳紫外诱变时间为 6 min,此时, 致死

率为 90. 9% .克雷伯杆菌经过紫外诱变后, 菌落明显增大,是原始菌株的 2~ 4 倍; 变异菌株 K p � 经过 6 代遗

传稳定性考察,甘油消耗率和 1, 3�PD 产量稳定,且保持了较高水平. 在甘油质量浓度为 90 g L- 1的条件下,

变异菌株 K p� 的甘油消耗率为 98. 3% ,甘油转化率为 50. 4% , 1, 3�PD 产量为 44. 81 g  L - 1 , 生产能力达到

0. 75 g  ( L  h) - 1.
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1, 3�丙二醇( 1, 3�PD)是一种重要的化工原料, 主要的作为聚酯、聚醚和聚亚氨酯的单体 [ 1] . 利用微

生物歧化甘油生产 1, 3�PD,是一种对环境有益的生产工艺. 甘油发酵生产 1, 3�PD的菌种已发现了许多

种,目前国内外采用较多的菌种是肺炎克雷伯氏菌
[ 2�4]

. 微生物发酵法生产 1, 3�PD较化学合成法有很

多优点,但是发酵过程中存在多种物质的抑制作用 [ 2, 5] .甘油为微生物发酵法生产 1, 3�PD的底物, 原始

菌株批式发酵适宜的甘油初始质量浓度为 60 g  L
- 1

,若初始质量浓度的过高会对细胞产生毒性, 抑制

细胞生长和 1, 3�PD的生成.目前,国内关于耐高浓度甘油的 1, 3�丙二醇生产菌的选育研究还鲜见报
道,且筛选得到的菌株耐甘油质量浓度不高, 1, 3�PD产量和转化率均较低[ 6�7] .本实验主要通过对克雷

伯杆菌进行多次紫外诱变,逐步提高甘油浓度来获得耐高浓度甘油且高产 1, 3�丙二醇的菌株.

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 菌种 � 克雷伯杆菌( K lebsiel la pneumoniae DSM 2026,德国生物技术中心) .

1. 1. 2 � 培养基 � 种子( LB)培养基参见文[ 8]配方. 发酵培养基: 甘油, 60. 0~ 90. 0 g  L - 1 ; KCl, 1. 6

g  L- 1 ; NH 4Cl, 6. 7 g  L - 1 ; CaCl2  2H 2 O, 0. 28 g  L- 1 ; 酵母浸膏, 2. 8 g  L - 1 ; pH = 7. 0. 固体培养

基在此基础上加 1%琼脂.

1. 2 � 实验方法

1. 2. 1 � 紫外诱变处理 � ( 1) 菌悬液的配制. 将保存于- 70 ! 的原始菌株 1 mL 接入 50 mL 种子培养

基中,于 37 ! , 250 r  min
- 1
的旋转式摇床中培养 24 h,用去离子水稀释至 10

8
个 m L

- 1
. ( 2) 紫外线

处理. 打开石英紫外光管预热 20 m in,使光波稳定.诱变过程在自制的暗箱中进行,照明采用红色灯泡.

取 15 mL 制备好的菌悬液,放于直径 9 cm 无菌的平皿内,用磁力搅拌器进行搅拌, 在 30 W 紫外灯,照

射距离为 34 cm,分别照射0. 5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 min, 将其稀释成 10
- 1

~ 10
- 5
个 mL

- 1
,分别取 10

- 3
,

10- 4 , 10- 5 3个稀释度菌悬液各 0. 1 mL 涂平板,于 37 ! 下培养 24 h 后作菌落计数,并计算不同照射时

间的致死率.
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1. 2. 2 � 目的突变菌株的筛选 � ( 1) 平板初筛.将诱变后的菌株稀释至 10- 5个 mL - 1 , 取 0. 1 mL 涂布

于含高质量浓度甘油的发酵培养基平板上,于 37 ! 下培养 24 h,从中挑选能生长的菌株.然后, 再接入

种子培养基中,于37 ! 下培养 24 h,进行下一轮诱变, 并逐步提高发酵培养基平板的甘油质量浓度. ( 2)

摇瓶复筛.将初筛得到的菌株接入到发酵培养基中,于 37 ! 及200 r  min- 1振荡培养 24 h,测定其残余

甘油质量浓度和 1, 3�PD生成量,从中筛选 1, 3�PD的产量较高的菌株.

1. 2. 3 � 甘油和 1, 3�丙二醇质量浓度的测定 � 采用 Agilent 1100高效液相色谱系统,测定甘油残余量与

1, 3�PD的生成量.色谱柱为 Aminex H PX�87H 型离子交换柱, 柱温为 40 ! ,检测器为示差检测器,温

度为室温,流动相为 0. 005 mo l  L - 1的 H 2 SO 4 , 流速为 0. 5 mL  min- 1 , 进样量为 20 �L,采用内标法

定量.样品的预处理取 2 mL 样品于 13 000 r  m in- 1下,离心 10 min后取上清液进样.

2 � 结果与分析

2. 1 � 诱变条件的选择

2. 1. 1 � 诱变后菌体稀释度的选择 � 将未经过紫外( U V)诱变的菌株培养后, 分别取 10- 3 , 10- 4 , 10- 5

个 mL
- 1
稀释度的菌悬液各 0. 1 mL 涂布于发酵培养基平板上, 于 37 ! 下培养 24 h 后作菌落计数.结

果表明, 10- 3 , 10- 4 个 mL - 1稀释度下单菌落过于密集,难以计数; 而在10- 5 个 mL - 1稀释度下则合

表 1 � 紫外诱变的结果

T ab. 1� Result o f U V mutant

t/ min N 0 H / ( % ) S/ ( % )

0� 407 100. 0 0 �

0. 5 359 88. 2 11. 8

1. 0 308 75. 7 24. 3

2. 0 221 54. 3 45. 7

4. 0 126 31. 0 69. 0

6. 0 37 9. 1 90. 9

8. 0 13 3. 2 96. 8

10. 0 0 0 � 100. 0

适.故诱变后菌体涂布采用 10- 5个  m L- 1稀释度.

2. 1. 2 � 紫外光诱变最佳照射时间的确定 � 将制备

好的 10
8
个  m L

- 1
的菌悬液, 用紫外线分别照射 0,

0. 5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 m in, 然后, 稀释至 10- 5 个  

mL - 1� 取0. 1 mL 菌悬液涂布于含有 20 mL 发酵培

养基(甘油质量浓度为 60 g  L
- 1

)的平板中, 每个

诱变条件下涂布 6个平板, 于 37 ! 下培养 24 h 后

作菌落平均数计数,结果如表 1所示.表1中, t为诱

变时间, H 为存活率( H = N/ N 0 ∀ 100% ) , S 为致

死率( S= 1- H ) , N 0 为对照平板上的菌落数, N 为

经紫外线照射后平板上的菌落数. 由表 1可以看出,克雷伯杆菌经紫外线照射后,致死率明显增加.一般

认为致死率在 90%~ 95%之间, 诱变效果最好. 所以采用 6 m in作为紫外克雷伯杆菌诱变的最佳作用

时间,此时致死率为 90. 9% .

2. 2 � 诱变后菌落形态的变化
经过紫外诱变后,菌落形态没有变化,呈现圆形、白色、表面湿润、饱满.菌落的直径明显增大, 是原

表 2� 部分菌株诱变后的生长情况

T ab. 2 � Gr ow th situat ion of part ly bacterium after mut ant

菌株
�(甘油) / g L - 1

60 75 90
t/ min

K p0 + + + + - 0

K p# + + + + 6

K p∃ + + + + - 6

K p% + + + + + 6

K p& + + + + + + + + 6

K p∋ + + + 6

K p� + + + + + + + + + 6

K p( + + + + + 6

K p) + + - 6

K p∗ + + + + + + 6

K p+ + + + - 6

始菌株的 2~ 4倍.

2. 3 � 目的突变菌株的筛选
目的突变菌株通过测定底物、产物的质量

浓度的高低来进行筛选. 将诱变后的菌株稀释

至 10- 5个  m L- 1 ,取 0. 1 m L 涂布于质量浓

度为 60 g  L
- 1
的甘油发酵培养基平板上,于

37 ! 培养 24 h, 从中挑选出菌落直径较大、生

长饱满的菌株.然后,将挑选的菌株接入种子

培养基中,于37 ! 培养24 h, 按相同条件进行

下一轮诱变,并逐步提高发酵培养基平板的甘

油质量浓度至 90 g  L- 1 , 部分菌株的生长状

况如表 2 所示. 表中, �(甘油)为甘油质量浓

度; , + + + −表示生长良好, 菌落数多于 100;

, + + −表示生长一般, 菌落数在 20~ 100之
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间; , + −表示生长较差,菌落数少于 20; , - −表示不生长.从表 2 中可以看到, 菌株 Kp #, Kp %, Kp &,

Kp∋, Kp � , Kp)和 Kp ∗能在质量浓度为 90 g  L
- 1
的甘油中生长,故挑选其作为我们诱变的初步筛

表 3 � 初筛菌株残余甘油质量浓度和 1, 3�PD 生成量

T ab. 3 � Remainder glycero l mass concentr ation and

1, 3�PD pr oduction of fir st scr eened bacter ium

菌株 �(甘油) / g  L - 1 �( 1, 3�P D) / g L - 1  / ( %) !/ ( % )

Kp0 6. 80 18. 95 88. 7 35. 6

K p# 45. 54 11. 93 49. 4 26. 8

K p% 82. 12 2. 19 8. 8 27. 8

K p& 13. 68 33. 96 84. 8 44. 5

K p∋ 74. 88 5. 95 16. 8 39. 4

K p � 1. 70 40. 39 98. 1 45. 7

K p) 36. 98 14. 23 58. 9 26. 8

K p ∗ 60. 47 8. 96 32. 8 30. 3

选得到的菌株, 并将其接入到

发酵培养基(甘油质量浓度为

90 g  L
- 1

)中培养, 测定其残

余甘油质量浓度和 1, 3�PD生

成量.表 3 为初筛菌株残余甘

油质量浓度�(甘油)和 1, 3�PD

生成量 �( 1, 3�PD)的表. 菌株

Kp0中, 发酵培养基的甘油质

量浓度为 60 g  L - 1 . 从表 3

中可以看出,菌株 Kp �的甘油

消耗率  和 1, 3�PD的产量最

高,故挑选 Kp �作为诱变的筛选得到的菌株,接入 LB 培养基中,保藏在- 70 ! 冰箱中. 对比表 2 和表

3可见, 菌株生长与甘油消耗率高低密切相关.

2. 4 � 目的菌株的遗传稳定性
在传代培养时, 诱变菌株的性状常常不稳定, 为了验证所得到的突变株的遗传性状是否稳定,将菌

株 Kp � 进行了 6代遗传稳定性实验, 每传代 2次进行发酵液中甘油和 1, 3�PD产量的测定,如表 4所

表 4 � 遗传稳定性发酵实验

T ab. 4� F erment ex periment of inher it stability

代数 �(甘油) / g  L- 1 D / g L - 1  / ( %) !/ ( % )

2 1. 75 37. 98 98. 1 43. 0

4 1. 60 41. 08 98. 2 46. 5

6 1. 63 42. 36 98. 2 47. 9

平均值 1. 66 40. 47 98. 2 45. 8

示.由表 4可以看出,目的突变株

的遗传性状稳定, 未发生回复突

变等情况. 并且突变株 Kp � 的

1, 3�PD产量也稳定,较出发菌株

Kp0有较大幅度的提高.

2. 5 � 5L发酵罐间歇发酵实验

为了使目的突变株的性能更

好的发挥出来, 我们将较好的目的突变株 Kp �进行了 5L 发酵罐规模的试验.按 5%的接种量,将 150

图 1� 甘油和 1, 3�PD 浓度与发酵时间关系

Fig . 1 � T he relatio nship of g ly cer d co nlentr atio n and

1, 3�P D concentr ation dur ing fer ment

mL 种子液接入装有 3 L 发酵培养基(甘油质

量浓度为 90 g  L - 1 )的发酵罐中, 搅拌转速

200 r  m in- 1 , 培养温度 37 ! , pH 值为 7. 0,

发酵时间( t )为 60 h,用高效液相色谱测定残

余甘油和 1, 3�丙二醇随时间变化量,试验结果

如图 1 所示. 从图 1 中代谢曲线可以看出, 在

48 h后,甘油消耗与1, 3�PD的生成渐趋平缓,

60 h分别达到最大值. 最终甘油的残余量为

1. 53 g  L - 1 , 1, 3�PD产量为 44. 81 g  L - 1 ,

甘油转化率为 50. 4% .

3 � 结束语

通过改变紫外诱变的时间来调节紫外诱

变的剂量, 并根据致死率的变化确定了最佳诱

变剂量.即在 30 W 紫外灯(预热 20 min) ,垂直照射距离 34 cm 的条件下, 紫外诱变的时间 6 min为最

佳,此时致死率为 90. 9%,紫外诱变的半致死量为 2 m in. 克雷伯杆菌经过紫外诱变后,菌落明显增大,

是原始菌株的 2~ 4倍.紫外诱变筛选到的变异菌株 Kp � , 经过了 6代遗传稳定性考察,甘油消耗率和

1, 3�PD产量稳定,且保持了较高水平.原始菌株(甘油质量浓度 60 g  L- 1 )的甘油消耗率为 88. 7% ,甘
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油转化率为35. 6% , 1, 3�PD的产量 18. 95 g  L - 1 ,生产能力0. 38 g  L - 1  h. 由5L 发酵罐实验结果可

以看出,在耐较高甘油浓度的条件下, 变异菌株 Kp � 的甘油消耗率为 98. 3% , 甘油转化率为 50. 4%,

1, 3�PD产量为 44. 81 g  L- 1 ,生产能力为 0. 75 g  L - 1  h,比原始菌株均有了较大提高.

德国生物技术中心曾安平博士赠送实验用克雷伯杆菌( K lebsiel la pneumoniae DSM 2026) ,特此致

谢.
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Breeding of Strain Producing 1, 3�Propanediol in High

Concentration of Glycerol

LAN Lin, LIN Xi�huang, PENG Yi�qiang, FANG Bai�shan

( Lab or atory of In dust rial Biotechnology of Fujian Pr ovince University, Huaqiao University, Quan zhou 362021, Ch ina)

Abstract: � A mutant K lebsiella pneumoniae ( K p� ) st rain that endure hig h g lycero l concentr atio n and had high 1, 3�P D

yield w as scr eened by ultr avio let ( U V ) . T he o pt imal mut at ion t ime w as 6 min w hen 30 W ultrav iolet plumb irradiation

from 30 cm distance, the lethal r atio w as 90. 9% . T he K l ebsiella p neumoniae str ain w as enlar ged distinctly after ult rav io�

let mut ation, 2~ 4 t imes than or ig inal str ain. T he mutant st rain K p � had show ed steady g lycero l consumption rate and

high 1, 3�P D y ield via 6 g enerat ion inherit stability rev iew. T he mutant str ain.s g lycero l co nsumpt ion r ate w as 98. 3% ,

glycero l t ransformat ion r ate w as 50. 4% , 1, 3�PD y ield w as 44. 8 g L - 1 and the throug h put was 0. 75 g  ( L  h) - 1 when

glycero l concent ratio n w as 90 g L - 1 .

Keywords: � K lebs iella p neumoniae ; 1, 3�pr opanedio l ; ultrav iolet mut agenesis; g lycer ol
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