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工程谷氨酸棒状杆菌提高纤维素聚 3-羟基丁酸酯产量的研究 

摘要 

聚 3-羟基丁酸酯（Poly 3-hydroxybutyrate, PHB）是一类可以由微生物全合成的高分

子聚酯，具有与石油基塑料相似的物理性质和热加工性能以及生物可降解性。PHB 可以

生物质资源进行发酵生产，但其昂贵的生产成本是产业化大规模生产 PHB的最大障碍。

PHB 生产大多以淀粉和糖类物质作为原料，其成本占总生产成本的 30%-40%以上，因

此降低 PHB 的原料成本十分重要。木质纤维素具有来源广泛、价格低廉和可再生的优

势，并且不存在“与人争粮”的问题，是未来工业化生产 PHB 的最具应用潜力的原料。  

前期工作以高抗逆性 Corynebacterium glutamicum S9114 为出发菌株，将 PHB 合成

相关基因和木糖代谢、转运相关基因整合到基因组上，获得了一株能够利用葡萄糖和木

糖稳定合成 PHB 的 C. glutamicum JH02 菌株。本论文的研究目的是在 C. glutamicum JH02

基础上通过分子生物学改造和探究谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的最适 NH4
+添加量进一步

提高重组谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力，并且将获得的重组菌株在麦秆水解液中检

验其生产 PHB 的能力。具体研究内容包括：（1）细胞形态工程改造增大细胞体积，从而

提供 PHB 在胞内积累的潜力；（2）膜定位表达 PHA 合酶，提高 PHA 合酶的稳定性以

及缩短 PHA 合酶参与聚合反应的空间距离；（3）引入 phaP 基因，缩小 PHB 颗粒的粒

径起到保护菌体的作用；（4）增加乙酰辅酶 A 流入 PHB 合成路径的代谢通量；（5）探

究氨氮水平（NH4
+）对 C. glutamicum 合成 PHB 的影响；（6）适应性进化提高 C. glutamicum

对木质纤维素中木糖的利用能力。 

第一部分是通过分子生物学改造来提高 C. glutamicum JH02 合成 PHB 的能力。为了

增大细胞体积，为 PHB 的积累提供更多的空间，通过过表达细胞形态相关的 pknB 和

WhcD 基因分别使细胞干重增加了 1.0 倍和 1.1 倍，促进了谷氨酸棒状杆菌细胞生长，最

终 PHB 的产量分别提高了 177.0%和 163.0%。为了提高 PHA 合酶的稳定性，缩短 PHA

合酶参与聚合反应的空间距离，将 PHA 合酶定位在细胞膜上，获得的两株重组菌株

JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 和 JH02-Peftu-(porB)phaC 使胞内 PHB 含量显著提高 70.1%，

140.6%，使细胞干重增加 1 倍左右，最终两株重组菌的 PHB 产量分别提高 195.0%和

310.6%。 

第二部分是探究了氨氮对 C. glutamicum 合成 PHB 的影响。通过浓度梯度实验确定

当 NH4
+添加浓度为 45 g/L 时，C. glutamicum JH02 获得最高的 PHB 产量。RT-qPCR 实

验表明当添加合适的 NH4
+浓度时，EMP 途径、TCA 循环和 PHB 合成路径的相关基因

转录水平都明显上调，这证明氨氮的添加不仅能促进细胞生长，更重要的是能有效促进

PHB 合成相关基因的表达，从而促进胞内 PHB 的积累。 

第三部分是检验重组菌株在麦秆水解液中合成 PHB 的能力，以及通过适应性进化

提高 C. glutamicum 对木质纤维素中木糖的利用速率。通过膜定位表达 PHA 合酶获得的
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重组菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 在 30%固含量的麦秆水解液中经过补料批发酵，最终获

得了 16.2 g/L 的 PHB 产量。C. glutamicum 木糖利用能力的适应性进化实验表明，对于

非天然的 PHB 生产菌株，适应性进化不利于胞内合成 PHB。 

本论文获得的重组菌株 C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 在合适的 NH4
+浓度下

利用木质纤维素合成 PHB 的能力显著提升，胞内 PHB 含量最高可以达到 39.3 wt%，

PHB 产量最高可以达到 16.2 g/L, 与对照菌株 C. glutamicum JH02 相比，胞内 PHB 含量

提高了 134.8%，PHB 产量提高了 57.3%。本论文获得的工程菌株实现了利用真实木质

纤维素体系生产 PHB 的最高指标，为接下来木质纤维素生产 PHB 的工业化应用提供了

一株有潜力的候选菌株。 

关键词：谷氨酸棒状杆菌；木质纤维素；PHB；PHA 合酶；NH4
+
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Study on the Improvement of Cellulose Poly 3-hydroxybutyrate (PHB) 

of the Engineered Corynebacterium glutamicum Strain 

ABSTRACT 

Poly 3-hydroxybutyrate (PHB) is a class of polymeric polyesters synthesized by microbial 

cell factories. Not only PHB has the physical properties and thermal processing properties 

similar to petroleum-based plastics, but also is biodegradable from renewable resources. PHB 

can be produced by fermentation from biomass resources, but its expensive production cost is 

the biggest obstacle to industrial large-scale production of PHB. Most of the PHB production 

uses starch and sugar substances as raw materials, the cost of which accounts for more than 

30%-40% of the total production cost, so it is important to reduce the raw material cost of PHB. 

Lignocellulose is the most promising raw material for future industrial production of PHB 

because it is widely available, inexpensive and renewable, and there is no "competition for 

food". 

The previous work used the highly resistant Corynebacterium glutamicum S9114 as a 

starting strain and integrated PHB synthesis-related genes and xylose metabolism and transport-

related genes into the genome to obtain a C. glutamicum JH02 strain capable of stable PHB 

synthesis using glucose and xylose.The objectives of this paper were to further improve the 

ability of recombinant C. glutamicum to synthesize PHB by molecular biology modification 

and exploring the optimum NH4
+ addition for PHB synthesis by C. glutamicum JH02, and to 

test the ability of the obtained recombinant strain to produce PHB in straw hydrolysate.The 

specific research includes: (1) Cellular morphological engineering modifications to increase 

cell volume and thus provide potential for intracellular accumulation of PHB; (2) membrane 

localized expression of PHA synthase to improve the stability of PHA synthase and shorten the 

spatial distance of PHA synthase involved in polymerization reaction; (3) introduction of phaP 

gene to reduce the particle size of PHB particles to protect the bacterium; (4) increase the 

metabolic flux of Acetyl-CoA into the PHB synthesis pathway; (5) investigation of the effect 

of ammonia nitrogen levels (NH4
+) on PHB synthesis by C. glutamicum; (6) adaptive evolution 

to improve the ability of the strain to utilize xylose. 

The first part was to improve the ability of C. glutamicum JH02 to synthesize PHB through 

molecular biology modification. To increase cell volume and provide more space for PHB 

accumulation, cell growth of C. glutamicum cells was promoted by overexpressing the cell 

morphology-related pknB and WhcD genes, which increased cell dry weight by 1.0-fold and 

1.1-fold, respectively, and the final PHB production was increased by 177.0% and 163.0%, 

respectively. In order to improve the stability of PHA synthase and shorten the spatial distance 

of PHA synthase involved in the polymerization reaction, PHA synthase was localized on the 

cell membrane, and the two recombinant strains JH02-Peftu-(Ncgl)phaC and JH02-Peftu-

(porB)phaC obtained could significantly increase the PHB content by 70.1% and 140.6%, and 

the cell dry weight increase about 1-fold. The final PHB titer of the two recombinant strains 
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were increased by 195.0% and 310.6%, respectively. 

The second part explored the effect of ammonia nitrogen on the synthesis of PHB by C. 

glutamicum. It was determined by concentration gradient experiments that C. glutamicum JH02 

could obtain the highest PHB production when NH4
+ was added at a concentration of 45 g/L. 

RT-qPCR experiments showed that the transcript levels of genes related to the EMP pathway, 

TCA cycle and PHB synthesis pathway were significantly up-regulated when appropriate NH4
+ 

concentrations were added, which demonstrated that the addition of ammonia nitrogen not only 

promoted cell growth, but more importantly, effectively promoted the expression of genes 

related to PHB synthesis, and therefore promoted the accumulation of intracellular PHB. 

The third part was to examine the ability of the recombinant strain to synthesize PHB in 

straw hydrolysate and to improve the rate of utilization of xylose from lignocellulose by C. 

glutamicum through adaptive evolution. Recombinant strain JH02-Peftu-(Ncgl)phaC obtained 

by membrane-localized expression of PHA synthase was fermented in a 30% solids content 

straw hydrolysate by fed-batch fermentation to obtain a PHB production of 16.2 g/L. Adaptive 

evolution experiments of the xylose utilization capacity of C. glutamicum showed that for non-

natural PHB-producing strains, adaptive evolution negatively affected the intracellular 

synthesis of PHB. 

The recombinant strain C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC obtained in this paper has 

a significantly higher ability to synthesize PHB from lignocellulose at suitable NH4
+ 

concentrations, and the intracellular PHB content can reach up to 39.3 wt% and PHB titer can 

reach up to 16.2 g/L. Compared with the control strain C. glutamicum JH02, the intracellular 

PHB content was increased by 134.8% and the PHB titer was increased by 57.3%.The 

engineered strain obtained in this paper achieved the highest index of PHB production using 

real lignocellulosic system, providing a promising candidate strain for the next industrial 

application of PHB production from lignocellulose. 

Keywords: Corynebacterium glutamicum; lignocellulose; PHB; PHA synthase; NH4
+ addition 
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第 1 章  文献综述 

1.1  生物基聚合物 

石油基塑料的广泛使用给人类生活带来极大的便利，但其致命缺点是产生不可降解

的废品[1]。由于这些产品的高分子质量以及复杂的结构，它们可以在水体、土壤和垃圾

填埋场停留很多年，这种不可生物降解的性质给环境带来了很大的负担。如果不采取积

极有效的预防措施，塑料垃圾对环境的影响以及为了处理塑料垃圾所带来的经济成本也

会成倍增加，随着公众和环境机构对这些石油基塑料带来的有害影响的关注度越来越高，

科学界开始努力寻找传统塑料的绿色替代品[2]。其中，生物基聚合物具有传统塑料相类

似的性能，同时还具有可生物降解的优良性能，因此具有替代传统聚合物的潜力，从而

减少因人类活动给环境带来的损害[3]。 

1.1.1  聚羟基烷酸酯（Polyhydroxyalkanoates, PHA） 

聚羟基烷酸酯（PHA)是目前备受关注的一类高聚物，由于其可生物降解、热塑性和

生物相容性的特性而具有广泛的应用[4]。PHA 是天然的生物聚酯，通常作为许多微生物

的碳源贮存物储存在细胞内。由于 PHA 的生物相容性和生物可降解性，这种天然的生

物聚酯在生物医学领域具有广泛的应用，可以用于制造心血管产品（心脏瓣膜、支架）、

药物输送系统（用于抗癌治疗的片剂、微载体）、伤口处理（缝合线、棉签）的材料[5]。 

PHA 是绿色塑料，与传统塑料相比，对环境具有积极的影响。此外，PHA 在体内使用

时不会对健康产生影响。这类生物塑料作为一种可再生和可持续的绿色资源，可以减少

垃圾填埋的需求，不会造成持久性污染问题。 

迄今为止，已有超过90个革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌属被鉴定为PHA产生菌[6]。

细菌将 PHA 作为碳源贮藏物储存在细胞质中，PHA 以 0.2-0.5 μm 大小的颗粒存在[2]。

根据 PHA 合成所需的条件，PHA 生产菌株可以分为两类：第一类，细菌需要限制磷、

氮、氧或镁等营养来积累 PHA，并且它们在生长阶段不积累 PHA，例如 Ralstonia eutropha， 

Cupriavidus necator，Methylobacterium organophilum 和 Pseudomonas putida；第二类，细

菌在生长阶段积累 PHA，并且不需要任何营养限制，该类细菌包括 Alcaligenes latus 和

含有 PHA 生物合成相关基因的重组 Escherichia coli[1]。 

根据有关文献报道，碳源的选择对 PHA 的产率具有重要的影响[2]。例如葡萄糖、柠

檬酸盐、甘油、玉米油和废弃煎炸油都可以分别被 Pseudomonas SP. DR2 菌株作为唯一

碳源合成 PHA，但该菌株利用不同碳源合成的胞内 PHA 含量却有所不同，其中，利用

玉米油作为唯一碳源培养 72 h 胞内 PHA 含量可以达到 37.3%（w/w），相同条件下利用

废弃煎炸油作为唯一碳源胞内 PHA 含量只能达到 23.5%（w/w）[7]。 

1.1.2  聚 3-羟基丁酸酯（Poly 3-hydroxybutyrate, PHB） 

迄今为止，研究人员已经发现大约 150 种羟基烷酸是 PHA 的单体，这些单体与各

种烷基侧链一起形成了具有不同性质和潜在应用的广泛的聚合物家族，PHB 是最为常见
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的一类 PHA[8]。 

PHB 是一种短链长度（SCL）的聚合物，其单体中主要包含 3-5 个碳原子的 3-羟基

丁酸[9]。世界上首次从微生物中分离出 PHB 是在 1926 年，由法国科学家 Lemoigne 从

Bacillus megaterium 中分离得到[5]。这种聚合物的合成过程主要由三个基因参与：PhaA，

PhaB 和 PhaC[10]。PHB 的合成过程主要包括：一开始，葡萄糖经过 EMP 途径转化为乙

酰 CoA； 之后，2 个分子的乙酰辅酶 A 被 β-酮硫解酶（PhaA）转化为乙酰乙酰辅酶 A；

接下来，乙酰乙酰辅酶 A 在 NADPH 依赖性乙酰乙酰辅酶 A 还原酶（PhaB）的催化作

用下形成 PHB 的前体（R）-3-羟基丁酰辅酶 A；最后，(R)-3-羟基丁酰辅酶 A 在 PHA 合

酶（PhaC）的聚合作用下形成 PHB[11]。 

 

图 1.1  PHB 的生物合成路径[12] 

Fig. 1.1  Biosynthetic pathway of PHB 

1.2  聚 3-羟基丁酸酯（PHB）的生物合成 

PHB 是一类可以由微生物全合成的高分子聚酯，因其可生物降解性而被认为具有替

代传统的石油基塑料的潜力，目前，PHB 的生物合成已成为研究的热点[13]。用于 PHB

合成的菌株主要是芽孢杆菌[14]、贪铜菌[15]、嗜盐菌[16]、假单胞菌[17]、工程酿酒酵母[18]和

工程大肠杆菌[19]。另外，海洋微生物由于耐受高盐环境或低温海洋环境，因而成为 PHB

生产的有力候选菌株[10]。这是因为，一方面，来自海洋环境的耐盐细菌可以在低温和高

盐介质中进行发酵，这在一定程度降低了染菌的可能性；另一方面，由于后期无需抗生

素处理或灭菌等操作，简化了发酵工艺中的操作步骤。 

目前，关于 PHB 生产菌株的代谢工程改造主要涉及以下几个方面：（1）提高 PHB

生物合成路径中关键酶的活性：NADPH 依赖型的乙酰乙酰辅酶 A 还原酶（phaB）在

PHB 的合成路径中负责将 β-酮硫解酶（phaA）合成的乙酰乙酰辅酶 A 还原为 PHB 的前

体（R）-3-羟基丁酰辅酶 A。Matsumoto[20]等人将 R. eutropha 的 phaB 基因通过定向进化

的方式设计，获得了两个带有 Gln47Leu(Q47L)和 Thr173Ser(T173S)的突变体，这两个突

变体 Kcat 值分别比野生型 phaB 基因酶活高 2.4 倍和 3.5 倍。将获得的 phaB 突变体基因

转入重组谷氨酸棒状杆菌中可以观察到 PHB 的积累能力得到明显的提高。（2）提高

phaCAB基因的表达量：Jo等人将源自R. eutropha的PHA生物合成基因操纵子（phaCABRe）
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引入谷氨酸棒状杆菌中，建立了 PHB 的合成路径。之后，Jo 等人一方面通过对 PHA 合

酶基因（phaCRe）N 端密码子进行优化来提高其表达水平，另一方面通过双质粒表达

phaCABRe 基因簇的方式增加 phaCAB 基因的拷贝数，最终提高了谷氨酸棒状杆菌合成

PHB 的能力[21]。需要注意的是，研究人员将 PHB 合成相关的基因簇 phbCAB 在谷氨酸

棒状杆菌中通过质粒形式进行表达，这不仅具有遗传不稳定性，还会限制后续为提高

PHB 产量进行的进一步代谢工程改造。 

1.3  利用低成本碳源生产 PHA 

尽管微生物塑料比传统的石油基塑料相比，具有可生物降解等明显的优势，但是其

主要缺点是发酵生产的成本高。PHA的生产成本比聚乙烯等传统石油基塑料高 5-10倍，

这是阻碍其替代传统的石油基塑料实现广泛应用的主要因素[2]。其中，在 PHB 的生产

中，为微生物提供碳源的原料来源大约占据总成本的 40%[22]。因此，研究人员的关注点

越来越多地集中在使用低成本的碳源来降低 PHA 的生产成本上。 

1.3.1  利用第一代糖基原料合成 PHA 

乳清是奶酪和酪蛋白工业生产过程中的副产品，占加工牛奶体积的 90%。其中一半

的乳清被转化为可供人类和动物使用的产品，其余的通常被丢弃到环境中。据报道， 

Pseudomonas hydrogenovora 可以将乳清中的主要碳源乳糖，水解为葡萄糖和半乳糖，将

水解产物作为碳源，在氮源限制条件下发酵生产 PHB，可以最终获得 1.27 g/L 的 PHB

产量[23]。 

小麦是世界范围内大量种植的粮食作物，麸皮是小麦粒的外壳，含有蛋白质、碳水

化合物和其他矿物质。利用来自 Aspergillus oryzae NM1 的粗酶制剂水解麦麸，得到主要

由葡萄糖、甘露糖、木糖和阿拉伯糖组成的还原糖混合物，Halomonas boliviensis 可以利

用混合糖中的葡萄糖和木糖作为碳源，生产 1.08 g/L PHB [24]。此外，水稻和玉米也是世

界范围内广泛种植的主要粮食作物。据报道，Haloferax mediterranei 可以利用米糠和玉

米淀粉作为碳源，积累 55.6%（w/w），77.8 g/L 的 PHA[25]。 

淀粉是市场上潜在的廉价原料，但许多微生物缺少水解它的 α-淀粉酶，因此需要外

源添加这种酶来水解淀粉并用作碳源[26]。根据相关文献报道，R. eutropha NCIM 5149 能

够以马铃薯淀粉为唯一碳源，通过高细胞密度的补料分批发酵积累 55%（w/w），94 g/L

的 PHA，细胞生物量达到 179 g/L[27]。甘蔗糖蜜，是制糖工业将压榨出的甘蔗汁液经过

一系列工序制糖后剩下的浓稠液体，属于食品加工过程中产生的废弃物。有相关文献报

道，Bacillus flexus ME-77 可以利用低成本的甘蔗糖蜜作为唯一碳源有效生产 PHA, 最终

积累 4.5 g/L PHB[28]。 

除了上面提到的粮食类糖基原料外，如今，随着社会推动发展循环经济的目标，将

废弃物转化为更有价值的产品越来越受到关注[29]。因为这些废弃物的处理会产生额外的

成本，将这些工业生产过程中产生的残留废弃物作为 PHA 生产的底物，在减轻环境污

染的同时可以进一步降低 PHA 生产成本。据报道 R. eutropha H16 和 Pseudomonas 
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oleovorans 可以分别利用工业化生产鼠李糖脂的残油作为唯一的碳源积累 41.3%（w/w）

和 38.9%（w/w）的 PHA[30,31]。有关研究报道，美国每年产生超过 110 亿升的废弃植物

油，主要来自马铃薯加工厂、休闲食品厂以及快餐店的工业油炸机，尽管生产的大部分

废弃植物油对野生动物不会产生直接的毒性影响，但如果处置不当，会导致水环境中生

物需氧量（BOD）和化学需氧量（COD）增加，废弃植物油中某些有毒物质深入土壤也

会产生潜在的危害[1]。如果能将这些废弃植物油作为廉价碳源用作 PHA 的生产不仅有

助于将废物转化为更有价值的产品，而且有利于降低 PHA 的生产成本。Pozo 等人研究

发现，菌株 Azotobacter chroococcum H23 可以利用橄榄油厂的废水作为唯一碳源生产

PHB 和(P[HB-coHV] )的共聚物[32]。 

1.3.2  第一代糖基原料合成 PHA 的优势及不足 

不同的 PHA 生产菌株以不同的糖基原料为碳源可以获得不同的 PHA 产量。尽管利

用第一代糖基原料在一定程度上能够降低PHA的生产成本，但是却存在许多不足之处。 

一方面，利用乳清、麦麸、甘蔗糖蜜和马铃薯淀粉等成本相对较低的碳源虽然在一

定程度上能够降低 PHA 的生产成本，但是却存在“与人争粮”等问题，例如当玉米被

用作底物葡萄糖的碳源时，34,000 吨 PHA 需要消耗 126,000 吨的玉米[33]，这在一定程

度上可能会造成粮食危机。此外，这些原料在种植、收获、运输和加工过程中需要消耗

大量的人力、物力，这将大幅度增加 PHA 的生产成本[34]。因此为了避免粮食供应与 PHA

生产相竞争，开发非食品碳源至关重要[33]。 

另一方面，虽然将工业生产过程中产生的废食用油等废弃物用于 PHA 生产，在废

弃物处理方面具有实质性的好处，但是，由于这些废弃物中成分复杂，导致最终合成的

PHA 产品结构不单一。另外，废弃物中某些有毒物质的存在不仅阻碍获得的 PHA 产品

在医疗方面的应用，还会进一步提高下游 PHA 分离纯化的成本[26]。 

1.4  木质纤维素生物炼制 

第二代木质纤维素生物质是一类丰富的碳资源，主要含有 40%-80%的纤维素、

10%-40%的半纤维素和 5%-25%木质素[35]。纤维素属于多聚糖，主要是由 D-葡萄糖的

β-1,4-糖苷键组成，由于巨大的分子量和结晶结构，使其既不溶于水，也不被人消化；

半纤维素是几种简单戊糖的无定形多糖，如木糖、甘露糖、阿拉伯糖、半乳糖和鼠李

糖，其中主要是木糖[33]。由于纤维素和半纤维素都属于多糖，因此不能直接被菌体利

用，需水解为单糖后才能用做碳源。木质纤维素的许多生理化学结构和组成因素阻碍

了纤维素酶对木质纤维素生物质的水解能力，为了消除酶水解过程中的结构和成分阻

碍，提高酶的水解率，增加纤维素和半纤维素的可发酵糖产量，需要首先对木质纤维

素进行预处理[36]。常用的预处理方法包括稀酸预处理、蒸汽爆破、AFEX 预处理、有

机溶剂预处理和碱法预处理[33]。木质纤维素在预处理过程中会产生各种有毒的抑制

剂，如糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）、乙酸和酚醛，这些抑制物的存在会对发酵菌株的

正常生长以及水解酶的活性产生严重影响，因此需要在发酵之前去除[37]。一般的脱毒
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方法可以分为化学脱毒（碱法脱毒、还原剂脱毒、氨基酸脱毒）、物理脱毒（膜脱毒、

吸附剂脱毒）和生物脱毒（酶法脱毒、抑制物高耐受菌株）三类[38]。经过脱毒的木质

纤维素生物质在纤维素酶的水解作用下进行水解释放出可发酵单糖。纤维素主要水解

为葡萄糖，半纤维素主要水解为五碳糖，如木糖和阿拉伯糖。这些可发酵单糖可用于

生产乙醇[39]、谷氨酸[40]、赖氨酸[41]等高附加值产品。 

1.4.1  利用木质纤维素生物质合成 PHA 的现状 

第二代木质纤维素生物质原料，如甘蔗渣、玉米秸秆、小麦秸秆、稻草等农业废弃

物是丰富的可再生生物能源[42]。全球每年木质纤维素生物质原料的供应量可以达到

1,500 亿吨[34]。为了避免 PHA 的生产与粮食供应相竞争，从木质纤维素中提取葡萄糖

和其他单糖用于 PHA 的生产引起了极大关注。木质纤维素原料的利用是生产 PHA 最有

前途、可持续和生态友好的方法，不仅完全避免了粮食作物的消耗，更重要的是，使用

这些廉价且可再生的原料可以降低 PHA 的生产成本，并促进这些碳中性生物基聚酯的

商业化[34]。 

近年来，通过利用富含葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和鼠李糖的木质纤维素水

解液发酵生产 PHA 引起了广泛研究。例如，麦麸含有大量的纤维素和半纤维素，可通

过水解释放出大量的可发酵单糖，为 PHA 的合成提供碳源。Annamalai 等人将经过碱法

预处理的麦麸，利用木霉纤维素酶（37 FPU/g）和黑曲霉葡萄糖苷酶（50 CBU/g）进行

酶解，释放出包含 48.3 g/L 葡萄糖和 14.56 g/L 木糖的可发酵糖，之后产 PHB 的突变菌

株利用该水解液进行批发酵，最终获得细胞干重，PHB 胞内含量及得率分别为 24.5 g/L，

62.5%（w/w）和 0.319 g PHB/g Sugar[43]。水葫芦是水域环境中广泛存在的一种水生杂草，

其繁殖能力强，容易覆盖在水体表面，导致水体由于无法受到阳光的照射而发臭。即便

如此，这种植物超强的繁殖能力以及富含木质纤维素的性质使其可以作为低成本的碳源，

用于生产 PHA。Radhika 等人的研究发现，在氮和磷限制的条件下 Cupriavidus necator

可以利用经过酶水解的水葫芦水解物合成 4.3 g/L PHB[44]。龙舌兰酒甘蔗渣是龙舌兰酒

生产过程中产生的渣滓，它的产量很大，仅 2018 年就有 346,700 吨甘蔗渣产生[45]。这种

废弃物没有其他有价值的用途，但由于含有大量的纤维素和半纤维素，因此可以作为低

成本的碳源用于发酵生产 PHA。Gonzalez-Garcia[45]等人研究表明，B. sacchari 可以利用

脱毒后的龙舌兰酒甘蔗渣水解液作为碳源进行PHB生产，经过批发酵后胞内积累的PHB

含量可以达到 24%（w/w）。稻草是我国南方非常丰富的生物质资源之一，经过稀酸预处

理后稻草含有丰富的戊糖[46]。Sindhu 等人研究发现，Bacillus firmus NII0830 可以利用未

脱毒的稻草水解液作为唯一的碳源发酵生产 PHB，胞内积累的 PHB 含量最高可以达到

89%（w/w），产量达到 1.9 g/L[46]。软木和硬木也可以作为廉价碳源用于生产 PHA。两

者可提供的可发酵单糖的种类有所不同，软木半纤维素主要含有葡萄糖、半乳糖、甘露

糖等六碳糖和木糖、阿拉伯糖等五碳糖；硬木半纤维素主要是由木糖和阿拉伯糖组成，

只有少量的葡萄糖和葡萄糖醛酸[47]。Radhika 等人将软木水解物和硬木水解物以不同比

例混合后作为廉价碳源用于 PHB 的发酵生产，发现当利用硬木水解液时，可以获得最
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大细胞干重和 PHB 胞内含量，分别为 6.7±0.1 g/L 和 71±5%（w/w）[47]。 

1.4.2  利用木质纤维素生物质合成 PHA 的挑战 

（1）抑制物的存在对菌株合成 PHA 产生不良影响 

木质纤维素生物质的主要成分包括木质素、半纤维素和纤维素。纤维素是一种无支

链的结晶结构的生物聚合物，由几个到几十万个单位的葡萄糖组成，通过 β-1,4 糖苷键

连接，由于纤维素微纤维的高稳定性和围绕在其周围的多糖，使得酶水解纤维素释放可

发酵糖的效率极低；半纤维素是一种由多种己糖和戊糖组成的支链杂聚物，它是木质纤

维素中最容易水解的部分；木质素是一种无定形、不溶于水的杂聚物，由于其衍生物的

毒性以及结构特性，木质素的存在抑制了生物质的水解作用[48]。为了释放出更多的可发

酵单糖供菌体利用，在进行水解之前需要对木质纤维素进行预处理，以便减轻木质素的

影响，破坏纤维素的结晶结构使其充分的与纤维素酶接触。 

但是，除了单糖和低聚糖之外，木质纤维素生物质在预处理过程中还会释放出抑制

物，如有机酸（乙酸、甲酸、乙酰丙酸）、糠醛（5-羟甲基糠醛和糠醛），以及芳香族或

酚类化合物（4-羟基苯甲酸和 1,2-二羟基苯）[34]。一方面，这些抑制物的存在会抑制许

多微生物的生长繁殖，包括许多天然的 PHB 生产菌株，使它们无法在水解液中存活；

另一方面，预处理的生物质中存在的酚类抑制物会对酶的活性产生影响，Kim [49] 等人

通过研究发现，由于酚类物质对酶的抑制和沉淀作用，导致纤维素水解效率降低 50%。  

为了解决由于抑制物存在而使 PHB 积累较少的问题，在进行水解之前，需要对预

处理之后的木质纤维素进行脱毒处理。根据已有的研究发现，一般的脱毒方法是通过将

抑制物吸附在各种吸附剂上去除，这些方法包括用碱（NaOH、Ca(OH)2 和 NH4OH）、离

子交换树脂、还原剂（如亚硫酸钠和连二亚硫酸钠）和活性炭进行处理[50]。但这样的脱

毒方法在增加生产成本的同时还进一步增加下游分离纯化工艺，且效率极低。因此，确

定高效、廉价且与下游过程兼容的脱毒过程至关重要。 

此外，寻找对抑制物具有较强耐受性的 PHA 生产菌株也成为提高 PHA 产量的另一

种方法。天然的 PHA 生产菌株，如伯克氏菌、嗜盐菌、真氧产碱杆菌以及经过改造的

产 PHB 的大肠杆菌通常对抑制物的耐受性较弱，因此至今没有利用真实木质纤维素生

产 PHA 的相关研究报道[51,52]。 

（2）木质纤维素水解液中的碳源浓度限制发酵模式 

PHB 作为一种在微生物胞内积累的聚合物，高密度的细胞培养对于 PHB 产量的提

高具有十分重要的作用[53]。一些研究已经报道了通过采取有效的发酵策略提高 PHA 的

产量，比如采用分批发酵、补料分批发酵的方式。 

由于批发酵的灵活性和操作低成本，分批发酵是一种有效且常用的生物基聚合物发

酵方式。分批发酵定义为：在一个封闭系统中，在实验开始时加入底物和其他成分，底

物与其他成分在反应器中发生反应，当底物耗尽即发酵结束，此时可提取所需产品[54]。

然而，批发酵在操作过程中也存在不足：一方面，由于 PHA 作为一种胞内碳源贮藏物，

很多 PHA 生产菌株，尤其是天然 PHA 生产菌株都具有降解利用 PHA 的能力，因此，
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随着发酵进行，碳源被不断消耗，到发酵后期碳源耗竭后，处于饥饿状态的细胞自然会

利用 PHA 作为碳源，导致菌体胞内 PHA 含量下降；另一方面，当向分批培养物中添加

高浓度的初始底物以解决碳耗竭时，菌体的生长和产量会受到抑制，因此在批发酵过程

中，初始碳源添加量成为决定发酵体系中最终菌体浓度和 PHA产量最主要的因素[54,55]。 

补料批发酵作为另一种常见的发酵模式，是实现高密度细胞培养、高产量的有效方

式，因此它通常被用于微生物发酵生产 PHA[54]。在补料批发酵中，细胞先在含有一定底

物浓度的生物反应器中进行批发酵，当细胞接近指数生长期结束时，在不取出培养液的

情况下向反应器中补加一定底物，直到反应器中达到所需体积。此发酵模式可以使菌体

保持在特定的生长速度，可以弥补由于初始底物添加量的限制而导致的菌体浓度不高的

问题[56]。分批补料技术最初是由酵母生产商在 20 世纪初设计的，用于调整酿酒酵母分

批培养的生长[53]。这一发酵模式之后扩展到其他产品的生产，如一些酶、抗生素、氨基

酸和其他有机酸以及聚合物（如 PHA）[53]。 

然而，受生物炼制过程技术的限制，木质纤维水解液中释放出来的可发酵糖的浓度

有限，使得水解液中提供的碳源无法满足细胞高密度培养状态下对碳源的需求。Cesario 

[57] 等人曾研究利用 B. sacchari DSM 17165 作为 PHB 生产菌株，以含有 32.4 g/L 葡萄

糖，12.9 g/L 木糖和 4.5 g/L 阿拉伯糖的麦秆水解液作为唯一碳源进行摇瓶发酵，最终

只获得 7.0 g/L 细胞干重和 2.4 g/L PHB。之后研究人员将麦秆水解液浓缩 10 倍用于分批

补料，经过 70 h 的发酵可以获得 100-140 g/L 的细胞干重[57]。这种方法虽然能够为菌体

合成 PHB 提供充足的碳源，却大大增加了操作成本，这与利用低成本的木质纤维素生

物质生产 PHA 的初衷相违背。 

1.4.3  谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的优势 

近几年来，许多研究报道了提高 PHB 产量的基因工程方法，大多数关于在细菌胞

内积累 PHB 的研究都是用革兰氏阴性菌作为生产菌株，包括大肠杆菌、真氧产碱杆菌

和假单胞菌[58]。然而，革兰氏阴性细菌积累 PHB 具有明显的不足，即革兰氏阴性菌合

成大量的内毒素（又称免疫原性脂多糖），即使利用 NaOH 或氯仿尝试去除 PHB 中混有

的内毒素，聚合物中仍然会有微量的内毒素存在，这可能会影响 PHB 在医疗、食品等

领域的应用[21]。 

为了克服这一问题，关于利用革兰氏阳性菌进行 PHB 生产的研究成为人们关注的

焦点。因为这些革兰氏阳性菌中不含内毒素，因此不会污染利用 PHB 生产的医疗用品

或食品。谷氨酸棒状杆菌于 1956 年首次从土壤当中分离出来，该细菌是一种需氧的、

生物素营养缺陷型的革兰氏阳性菌[59]。与其他革兰氏阳性菌相比，谷氨酸棒状杆菌具有

许多优势。比如，谷氨酸棒状杆菌是通过美国食品安全局认证的安全菌株， 并且已经建

立了大规模的发酵技术来有效地发酵生产氨基酸，如谷氨酸、赖氨酸，谷氨酸棒状杆菌

生产的这些氨基酸产品已在食品、饲料和医药产品中使用了几十年[21]。 

更重要的是，木质纤维素生物质原料在预处理过程中产生大量抑制物：例如糠醛、

5-羟甲基糠醛（HMF）、香草醛、丁香醛等，这些抑制物会导致许多天然的 PHB 生产菌
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株以及改造的工程化大肠杆菌等菌株无法在木质纤维素体系中正常生长。谷氨酸棒状杆

菌对于木质纤维素体系中的抑制物耐受性较强，可以将丁香醛，糠醛，5-羟甲基糠醛

（HMF），香草醛等有毒的抑制物转化为对细胞没有毒害作用的酸类或醇类，因此谷氨

酸棒状杆菌可以利用低成本的木质纤维素生物质作为唯一碳源发酵生产 PHB。 

1.5  本研究的立题依据及意义 

由石化原料制备的传统塑料由于其优越的热加工性能和稳定性而得到广泛应用。但

与此同时，不可降解的传统塑料废弃物处理不当，会带来巨大的环境问题[60]。聚 3-羟基

丁酸酯（PHB）具有与石油基塑料相似的物理性质和热加工性能，并且具有很好的生物

相容性和生物可降解性，因此有潜力替代传统的石油基塑料。 

PHB 作为一种可以由微生物全合成的高分子聚酯，能够由多种微生物合成。目前微

生物发酵生产 PHB 的技术，绝大部分以粮食淀粉作为可发酵单糖的原料来源，仅仅是

原料成本就占据了 PHB 生产总成本的一半以上。利用粮食淀粉作为碳源生产 PHB 不仅

大幅度提高了生产成本，而且存在“与人争粮”的问题，无法实现 PHB 对石油基聚合物

的替代。非粮可发酵单糖的碳水化合物原料中，玉米秸秆、小麦秸秆、稻草、蔗渣、林

业废弃物等木质纤维素生物质具有价格低廉、来源广泛的特征，以先进的生物炼制方法

获得葡萄糖、木糖等可发酵单糖，进而将这些可发酵单糖作为碳源进行 PHB 的生产不

仅具有原料来源丰富、成本低廉的优势，而且在减轻环境污染、促进碳中和、促进农业

产业升级等各个方面具有巨大的潜力。 

然而利用木质纤维素原料作为碳源进行 PHB 生物合成过程中存在一定的问题，由

于木质纤维素水解液体系中抑制物的存在，导致许多天然的 PHB 生产菌株以及经过改

造的大肠杆菌无法存活。在之前的研究中本实验室研究人员发现谷氨酸棒状杆菌对木质

纤维素体系中的抑制物具有较强的耐受性，另外，由于该菌株属于生物素营养缺陷型菌

株，在生长过程中需要外源添加生物素来促进细胞的生长，而木质纤维素中本身就含有

大量的生物素，这就促使谷氨酸棒状杆菌可以在高固体含量的木质纤维素水解液体系中

进行快速生长。因此，在上一阶段研究中，本实验室将 C. glutamicum S9114 作为出发菌

株通过合成生物学的方法构建了能同时利用葡萄糖和木糖合成 PHB 的重组菌株 C. 

glutamicum JH02。  

事实上，C. glutamicum 属于非天然的 PHB 生产菌株，单纯将 PHB 合成相关的三个

基因整合在基因组上，所获得改造菌株 PHB 生产能力并不高。这是因为，第一，PHB 作

为微生物在胞内积累的聚合物，其合成受到细胞体积的限制，大的细胞体积可以为 PHB

的积累提供更多的空间，而谷氨酸棒状杆菌作为一种革兰氏阳性菌，体积大约只有 0.7-

0.9×1.0-2.5 μm，微小的细胞体积在一定程度上限制了谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 产量的

提高；第二，相关研究表明由 PHA 合酶催化进行的 PHB 聚合过程在整个 PHB 合成路

径中起着关键性作用，是整个 PHB 合成过程的限速步骤，因此 PHA 合酶的表达量及其

稳定性对谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力具有重要影响；第三，PHB 作为一种高分子
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聚合物，在胞内以固体颗粒的形式存在，当颗粒体积过大时会给菌体的正常生长造成不

良影响；第四，乙酰辅酶 A 是 PHB 合成的前体，在 phaA 基因编码的 β-酮硫解酶的作

用下形成乙酰乙酰辅酶 A，之后通过一系列反应最终聚合为 PHB，故乙酰辅酶 A 供应

量是 PHB 产量的重要影响因素；第五，相关研究表明，氮源是影响 PHB 合成的重要影

响因素，大多数天然的 PHB 生产菌株需要在限氮条件下才能合成 PHB，但由于 C. 

glutamicum JH02 的 PHB 合成路径是人为构建，因此该菌株在 PHB 合成过程中对氮源

的需求需要进一步的探究；第六，微生物利用真实的木质纤维素水解液合成 PHB 过程

效率方面还存在诸多未解决的问题。 

针对以上问题，本论文为了提高 PHB 的产量对获得的菌株进行了进一步的定向优

化：第一，通过分子生物学改造提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力，包括，（1）细胞

形态工程改造增大细胞体积，从而提供 PHB 在胞内积累的潜力；（2）膜定位表达 PHA

合酶，提高 PHA 合酶的稳定性以及缩短 PHA 合酶参与聚合反应的空间距离；（3）引入

phaP 基因，缩小 PHB 颗粒的粒径起到保护菌体的作用；（4）通过代谢工程改造增加乙

酰辅酶 A 流入 PHB 合成路径的代谢通量，为 PHB 的合成提供更多的前体；第二，探究

氨氮水平（NH4
+）对 C. glutamicum 合成 PHB 的影响。探究谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的

最适 NH4
+添加量，并通过 RT-qPCR 实验鉴定在合适的氨氮添加条件下与 PHB 合成相关

基因转录水平发生的变化；第三，在麦秆水解液中检验通过分子生物学改造获得的重组

菌株产 PHB的能力，并通过适应性进化提高菌株对木质纤维素体系中木糖的利用能力。

最终本论文成功构建了一株能够在木质纤维素体系中实现高产的改造菌株，实现了谷氨

酸棒状杆菌利用真实木质纤维素生物质发酵生产 PHB 的最高指标。 

本论文的研究内容包括： 

（1） 通过质粒过表达或弱化表达谷氨酸棒状杆菌细胞形态相关的基因来干扰谷氨酸

棒状杆菌的生长分裂，增大细胞体积，使胞内有更多空间用于 PHB 的积累。 

（2） 通过将分泌表达信号肽或细胞膜表面展示蛋白与 phaC 基因融合表达，将 PHA 合

酶定位在细胞膜上，提高 PHA 合酶的稳定性，缩短 PHA 合酶参与聚合反应的空

间距离，促进 PHB 的合成。 

（3） 通过过表达在天然 PHB 生产菌株中普遍存在的 phaP 基因，缩小 PHB 颗粒的尺

寸，起到保护菌体的作用，从而促进 PHB 的合成。 

（4） 通过代谢工程改造，减少乙酰辅酶 A 流入 TCA 循环的代谢通量，为 PHB 的合成

提供更多的乙酰辅酶 A 前体，促进 PHB 的合成。 

（5） 探究 NH4
+添加量对谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的影响，通过补加合适浓度的氨氮

促使谷氨酸棒状杆菌在胞内积累更多的 PHB。 

（6） 在 30%的麦秆水解液中检验通过分子生物学改造获得的重组菌株产 PHB的能力，

并通过适应性进化提高谷氨酸棒状杆菌对木质纤维素体系中木糖的利用能力。 
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第 2 章  通过分子生物学改造提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力 

2.1  引言 

PHB 作为一种可以由微生物全合成的生物基聚合物，通常作为碳源贮藏物储存在细

胞内。由于具有可生物降解性和生物相容性的优良特性，PHB 在生物医学领域具有广泛

的应用前景；又因为具有与石油基塑料相似的物理特性和热加工性能，被认为具有替代

传统石油基塑料的潜力；更重要的是，由于该聚合物能够利用可再生和丰富的生物质资

源进行生物合成，以及在生产过程中能够实现碳中和，因此符合可持续发展的目标。 

时至今日，已经有 90 多种微生物被鉴定为天然的 PHB 生产菌株，此外，研究人员

还通过代谢工程改造使大肠杆菌具备合成 PHB 的能力。然而，不管是天然合成 PHB 的

革兰氏阴性菌还是经过代谢工程改造的大肠杆菌，都是已知的能够产生潜在有害物质

（如内毒素和脂多糖）的细菌。考虑到聚合物的实际应用，特别是食品级和生物医学方

面需求时，不产生内毒素的革兰氏阳性菌通常被作为优先选择的生产菌株。 

其中，谷氨酸棒状杆菌作为一种好氧、无孢子产生、革兰氏阳性的细菌，已经通过

美国食品安全局认证是一株安全菌株。谷氨酸棒状杆菌已经作为工业生产菌株用于大规

模发酵生产，由该菌株生产的氨基酸产品已经在食品、医药产品和饲料中使用了几十年。

除此之外，在本实验室之前的研究中发现，谷氨酸棒状杆菌在价格低廉且来源丰富的木

质纤维素生物质体系中生长状况良好。因此，将谷氨酸棒状杆菌作为 PHB 生产的出发

菌株具有天然的优势。 

尽管天然的谷氨酸棒状杆菌不具备合成 PHB 的能力，但已经有相关研究人员将来

自 R. eutropha 的 PHB 合成相关的基因簇 phbCAB 导入谷氨酸棒状杆菌， 成功构建了

PHB 的合成路径，并合成了一定量的 PHB，这表明谷氨酸棒状杆菌是具有积累 PHB 的

潜力的。但是现有的关于在谷氨酸棒状杆菌中合成 PHB 的报道，大多采用质粒表达的

形式，将 PHB 合成相关的基因簇 phbCAB 在该菌株中进行表达，这种表达方式不仅具

有遗传不稳定性，还会限制后续为提高 PHB 产量进行的进一步基因工程改造。 

为了弥补上述不足，本实验室在前一阶段的研究中，已经通过将 PHB 合成相关基

因和木糖代谢、转运相关基因整合到基因组上，获得了一株能够利用葡萄糖和木糖稳定

合成 PHB 的 C. glutamicum JH02。但由于谷氨酸棒状杆菌不是天然的 PHB 生产菌株，

单纯将 PHB 合成相关的三个基因引入菌体内，获得的 PHB 产量较低。 

因此，本章节的研究内容是以 C. glutamicum JH02 作为出发菌株，进一步通过分子

生物学手段对该菌株进行改造来提高其合成 PHB 的能力，包括：（1）细胞形态工程改

造增大细胞体积，从而提供 PHB 在胞内积累的潜力；（2）膜定位表达 PHA 合酶，提高

PHA 合酶的稳定性以及缩短 PHA 合酶参与聚合反应的空间距离；（3）引入 phaP 基因，

缩小 PHB 颗粒的粒径，起到保护菌体的作用；（4）增加乙酰辅酶 A 流入 PHB 合成路径

的代谢通量，从而为 PHB 的合成提供更多的前体。  
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2.2 材料与方法 

2.2.1 改造菌株、培养基和培养条件 

本章节所用的原始菌株和经过改造的工程菌株在表 2.1 中列出。 

Escherichia coli DH5α 用于构建各个重组质粒；大肠杆菌 E.coli: pK18mob 用于提供

敲除整合质粒；大肠杆菌 E.coli: Peftumob 用于提供表达质粒；C. glutamicum S9114 用于

提供构建质粒所用的目的基因。本研究所用的表达质粒和敲除质粒分别为质粒 Peftu 和

质粒 pK18。本研究的出发菌株是 C. glutamicum JH02，该菌株是在实验室之前的研究当

中构建的可以同时利用葡萄糖和木糖稳定合成 PHB 的代谢工程改造菌株。Paecilomyces 

variotii FN89 是实验室在之前研究过程当中分离出来的一株脱毒菌株，主要用于去除木

质纤维素经过预处理后产生的抑制物。本研究当中用到的培养基组成成分如下： 

（1） Luria-Bertani（LB）培养基：10 g/L 氯化钠，5 g/L 酵母提取物和 10 g/L 蛋白胨。 

（2） LK 培养基：10 g/L 氯化钠，5 g/L 酵母提取物，10 g/L 蛋白胨和 50 mg/L 卡那霉

素。 

（3） PHB 发酵培养基：3.0 g/L 尿素，1.0 g/L 磷酸二氢钾，60 g/L 一水合葡萄糖，5 g/L

酵母提取物，10 g/L 蛋白胨，0.6 g/L 硫酸镁。 

（4） CGXⅡ-NL 培养基：120 g/L 葡萄糖，1.0 g/L 硫酸铵，0.01 g/L 七水合硫酸亚铁，

2.5 g/L 尿素，1.0 g/L 磷酸二氢钾，0.001 g/L 七水合硫酸锌，0.0002 g/L 五水合硫

酸铜，0.0001 g/L 生物素，0.01 g/L 一水合硫酸锰，0.0005 g/L thiamin(VB1)，1.0 

g/L 磷酸氢二钾，0.03 g/L 原儿茶酸，0.01 g/L 氯化钙，0.00002 g/L 六水合氯化镍，

0.25 g/L 硫酸镁。 

（5） CGXⅡ-NR 培养基：120 g/L 葡萄糖，20 g/L 硫酸铵，0.01 g/L 七水合硫酸亚铁，

5.0 g/L 尿素，1.0 g/L 磷酸二氢钾，0.001 g/L 七水合硫酸锌，0.0002 g/L 五水合硫

酸铜，0.0001 g/L 生物素，0.01 g/L 一水合硫酸锰，0.0005 g/L thiamin(VB1)，1.0 

g/L 磷酸氢二钾，0.03 g/L 原儿茶酸，0.01 g/L 氯化钙，0.00002 g/L 六水合氯化镍，

0.25 g/L 硫酸镁。 

（6） SOC 培养基：20 g/L 蛋白胨，0.95 g/L 氯化镁，5.0 g/L 酵母粉，0.31 g/L 氯化钾，

0.5 g/L 氯化钠，3.6 g/L 葡萄糖。 

（7） LBG 感受态培养基：20 g/L 葡萄糖，30 g/L 甘氨酸，6 g/L 蛋白胨， 6.0 g/L 氯化

钠， 1.0 g/L 吐温 80，3 g/L 酵母提取物。 

（8） LBS 平板：10 g/L 蛋白胨，15 g/L 琼脂粉，10 g/L 氯化钠，100 g/L 蔗糖，5 g/L 酵

母提取物。 

（9）储存液：0.1 M 氯化钙，19%（w/w）甘油。 

LB 培养基主要用于培养大肠杆菌，LK 培养基主要用于培养含有卡那霉素抗性质粒

的大肠杆菌。用于菌株活化的 LB 平板和 LK 平板则需要分别在 LB 培养基和 LK 培养

基的基础上添加 20 g/L 的琼脂粉。PHB 发酵培养基主要用于谷氨酸棒状杆菌生产 PHB

的摇瓶发酵；CGXⅡ-NL 培养基和 CGXⅡ-NR 培养基主要用于谷氨酸棒状杆菌生产 PHB
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的 3 L 罐发酵；SOC 培养基和 LBG 感受态培养基主要用于谷氨酸棒状杆菌电转实验；

LBS 平板则主要用于敲除整合质粒电转入谷氨酸棒状杆菌之后的二次重组验证；储存液

主要用于 Escherichia coli DH5α 感受态细胞的制备。 

2.2.2  实验所用酶及试剂 

扩增基因片段所用酶为 DNA 聚合酶，是从 Vazyme（Nanjing, China）公司购买获

得；将质粒或基因片段切开产生相应粘性末端的酶为限制性内切酶，是从 Thermo 

Scientific（Wilmington, DE, USA）公司购买获得；将切开的含有相同粘性末端的质粒和

基因片段连接在一起所用的酶为 DNA 连接酶，是从 Takara（Otsu, Japan）公司购买获

得。从汉恒生物科技公司（Nanjing, China）购买的无缝克隆试剂盒用于将含有同源片段

的目的基因片段何质粒载体连接起来。分子生物学实验中用于质粒提取、PCR 产物回收

纯化和琼脂糖凝胶回收纯化的试剂盒均从上海捷瑞生物科技有限公司（Shanghai，China）

购买获得。实验中用到的其他试剂等均从上海泰坦科技股份有限公司（（Shanghai，China）

旗下的探索平台购买获得。木质纤维素生物炼制过程中用于水解木质纤维素体系中纤维

素和半纤维素所用的酶为纤维素酶 CTec 2.0，是从诺维信生物技术有限公司（Beijing, 

China）购买获得。 
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表 2.1  本研究使用到的菌株 

Table 2.1  Strains used in this study 
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表 2.2  本研究用到的质粒 

Table 2.2  Plasmids used in this study 
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表 2.3  本研究用到的引物 

Table 2.3  Primers used in this study 
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2.2.3  重组质粒的构建 

本研究所用到的质粒和引物如表 2.2 和表 2.3 所示，其具体构建过程如下： 

对于表达质粒，其作用主要是将相应的目的基因在菌株中进行过表达。为了改变谷

氨酸棒状杆菌的细胞形态，选取了与细胞生长和分裂相关的 6 个基因 FtsZ，pknA，pknB， 

DivIVA，RodA 和 WhcD，通过构建表达质粒分别对这 6 个基因进行过表达：首先，以 C. 

glutamicum S9114 为模板，利用引物 FtsZ-F (XbaI)/FtsZ-R (SalI)，pknA-F (XbaI)/pknA-R 

(SalI)，DivIVA-up-F (BamHI)/DivIVA-R (SalI)，pknB-F (SalI)/pknB-R (PstI)，RodA-F 

(XbaI)/RodA-R (SalI) 和 WhcD-F (XbaI)/WhcD-R (SalI)通过 PCR 的方式扩增得到加有相

应酶切位点的目的基因，接着用相应的限制性内切酶对 Peftumob 表达质粒和扩增出来

的目的基因进行双酶切，将酶切完成后的片段用 T4 DNA 连接酶进行连接，分别构建了

Peftu-FtsZ，Peftu-pknA，Peftu-DivIVA，Peftu-pknB 和 Peftu-RodA 表达质粒, 由于利用 eftu

作为启动子时，未成功获得相应的重组菌株，因此用 H36 启动子替换 eftu 启动子并成功

构建了 PH36-WhcD 表达质粒。为了将 PHA 合酶定位到细胞膜上，选取了两个分泌表达

信号肽 CGR 和 Ncgl，以及两个细胞膜表面展示蛋白 porB 和 porC，分别将这四个信号

肽连接在 phaC 基因的氮端，构建了 4 个融合表达质粒：首先，以 C. glutamicum S9114 

为模板，利用引物 CGR-F (SalI)/CGR-R (IF phaC)，Ncgl-F (SalI)/Ncgl-R (IF phaC)，porB-

F (XbaI)/porB-R(IF) 和 porC-F (XbaI)/porC-R (IF)通过 PCR 的方式扩增得到目的基因；

然后以 C. glutamicum JH02 为模板，利用引物 phaC-F (IF CGR)/phaC-R (PstI)，phaC-F (IF 

Ncgl)/ phaC-R(SalI)，phaC-F (IF-proC)/phaC-R (SalI) 和 phaC-F (IF-proB)/phaC-R (SalI) 通

过 PCR 扩增得到与相应信号肽连接的 phaC 基因；再通过融合 PCR 将两个信号肽和两

个细胞膜表面展示蛋白分别连接到 phaC 基因的氮端得到融合片段 CGR_phaC, 

Ncgl_phaC, porC_phaC 和 porB_phaC；接着用相应的限制性内切酶对 Peftu 表达质粒和

融合片段进行双酶切，最后将酶切完成后的片段用 T4 DNA 连接酶进行连接，分别构建

了四个融合表达质粒 Peftu-(CGR)phaC，Peftu-(Ncgl)phaC，Peftu-(porC)phaC 和 Peftu-

(porB)phaC。为了过表达 phaP 基因，构建了 Peftu-phaP 表达质粒：首先通过擎科生物

科技公司（Shanghai, China）合成 phaP 基因，接着用 XbaI 和 SmaI 分别对合成的 phaP

基因片段和表达质粒 Peftumob 进行双酶切处理，然后用 T4 DNA 连接酶将 phaP 基因片

段连接到质粒 Peftumob 上，得到 Peftu-phaP 表达质粒。 

对于敲除整合质粒，其作用主要是通过同源重组的原理，将基因组上特定位点的基

因进行删减、替换或弱化表达。为了对选取的与细胞分裂周期相关的 6 个基因 WhcD，

pknA，pknB，DivIVA，RodA 和 FtsZ 进行弱化表达，分别构建了相应的敲除整合质粒，

用转录起始强度为 0.1 的 RBS 序列替换掉基因组上原始的 RBS 序列：以为了弱化表达

WhcD 基因所构建的 pK18-WhcD_RBS0.1 质粒为例：首先，将 C. glutamicum JH02 作为

模板，设计末端带有 WhcD_RBS0.1 序列的引物 WhcD _RBS0.1-F (IF)，WhcD _RBS0.1-

R (IF)；接着利用设计的引物分别扩增得到上游片段（WhcD _RBS0.1-upstream）和下游

片段（WhcD _RBS0.1-downstream）；接着通过融合 PCR 的方法将上下游片段连接在一



第20页  华东理工大学硕士学位论文 

起；将获得的融合片段和 pK18 质粒用相应的限制性内切酶进行双酶切，最后用 T4 DNA

连接酶连接起来，构成 pK18-WhcD_RBS0.1 敲除整合质粒。为了将 Ncgl 信号肽整合到

C. glutamicum JH02 基因组上 phaC 基因的氮端，构建了 pK18-ΔphaC::(Ncgl)phaC 敲除

整合质粒，其作用是用 Ncgl_phaC 基因片段替换掉基因组上的 phaC 基因片段，首先，

以 C. glutamicum JH02 基因组为模板，利用引物 ifc-(Ncgl)phac-F/ Ncgl-up-R (IF)通过 PCR

扩增得到 Ncgl-up 基因片段，以上述构建的表达质粒 Peftu-(Ncgl)phaC 为模板，利用引

物 Ncgl-F (IF)/ ifc-(Ncgl)phac-R 通过 PCR 扩增得到 Ncgl_Ncgl-down 基因片段；然后，

通过融合 PCR 利用引物 ifc-(Ncgl)phac-F/ifc-(Ncgl)phac-R 将上一步扩增得到的两个基因

片段融合起来得到 Ncgl-up_Ncgl_Ncgl-down 基因片段；利用 XbalI 和 SalI 内切酶将

pK18mob 质粒切开，最后通过无缝克隆将目的基因片段连接到质粒 PK18mob 上，获得

敲除整合质粒 pK18-ΔphaC:: (Ncgl)phaC。为了减少乙酰辅酶 A 流入 TCA 循环的代谢通

量，构建了 pK18-gltA-1RBS0.1 敲除整合质粒，对 gltA-1 基因进行弱化表达：首先，提

取 C. glutamicum JH02 基因组作为模板，利用引物 ifc-gltA RBS 0.1-F/ gltA RBS0.1 

upstream-R(IF）通过 PCR 扩增得到 gltA-upstream 基因片段，利用引物 gltA RBS0.1 

downstream-F(IF)/ ifc-(Ncgl)phac-R 通过 PCR 扩增得到 gltA RBS0.1_ gltA RBS0.1 

downstream 基因片段；接下来，通过融合 PCR 利用引物 ifc-gltA RBS 0.1-F/ifc-(Ncgl)phac-

R 将两个基因片段连接起来，得到 gltA RBS0.1-up_ gltARBS0.1_gltA RBS0.1-down 基因

片段；然后利用内切酶 XbalI 和 SalI 将 pK18mob 质粒切成线性，最后通过无缝克隆将

目的基因片段连接到 pK18mob 上，获得敲除整合质粒 pK18-gltA-1_RBS0.1。 

将上述构建成功的质粒经过热激法转化进 Escherichia coli DH5α 感受态细胞，具体

步骤如下： 

（1）制备 Escherichia coli DH5α 感受态细胞 

① 从-80 ℃的冰箱中取出一只保存有 E. coli DH5α 菌株的保种管，用 100 μL 的移液枪

从保种管中蘸取少量液体在 LB 平板上划线，将划好线的平板放置在 37 ℃的恒温箱

中过夜培养。 

② 第二天早上，在长出单菌落的平板上挑取一个单菌落接种在含有 5 mL LB 培养基的

试管内，将试管放置在 37 ℃的摇床中，设置转速 200 rpm，继续摇床培养 12-16 h。 

③ 将试管中培养好的 5 mL 菌液全部接种在装有 100 mL LB 培养液的锥形瓶中，培养

5-7 h。 

④ 将锥形瓶中的菌液转移至 50 mL 离心管中，放在冰上，冰浴 30 min。 

⑤ 冰浴完毕后用离心机在 4 ℃下离心 10 min，离心转速为 4,000 rpm。弃去上清液，并

用移液枪吸干残留的培养基，加入 10 mL 0.1M 的氯化钙，用 5 mL 移液枪轻柔吹吸

菌体，使细胞重新悬浮起来。 

⑥ 重复步骤（5）两次。 

⑦ 最后弃去上清后加入 2 mL 储存液，用 5 mL 移液枪轻柔吹吸菌体，重悬细胞。将制

备好的感受态分装在 EP 管中，每个 EP 管中装 100 μL。将分装好的感受态保存在 
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-80 ℃的冰箱中备用。 

（2）质粒转化进大肠杆菌 

① 将目的基因片段和酶切后的质粒在 DNA 连接酶的作用下 16 ℃反应 30 min，之后加

入 100 μL 的感受态细胞，用移液枪轻轻吹吸后混匀，注意动作要尽量轻柔，混合均

匀后放在冰上冰浴 30 min； 

② 冰浴完成后，在 42 ℃条件下热激 1min 30 s，冰浴 2 min 之后迅速加入 900 μL 的 LB

培养基，同样用移液枪轻轻混匀后在 37℃摇床培养 1 h； 

③ 培养 1 h 后，利用离心机在 6,000 rpm 下离心两分钟，去除部分上清，留 100 μL 涂

在相应的抗性平板上； 

④ 将抗性平板放置在 37 ℃恒温箱中过夜培养 12 h 左右，第二天早上待长出单菌落后

进行菌落 PCR 验证； 

⑤ 挑取菌落 PCR 结果为阳性的单菌落，培养后抽取质粒送去公司测序，测序结果没有

问题则质粒构建成功。 

2.2.4  重组菌株的构建 

本研究所用的出发菌株为 C. glutamicum JH02。所用的质粒转化方式为电转化。将

构建的质粒转入宿主菌 C. glutamicum JH02 的具体操作步骤如下所示： 

（1）预先制备谷氨酸棒状杆菌感受态细胞 

① 从-80 ℃的冰箱中取出一只保存有 C. glutamicum JH02 的保种管。利用 100 μL 的移

液枪蘸取少量菌液在 LB 平板上划线，将划线后的平板放置在 30 ℃恒温箱中培养。 

② 待平板上长出合适大小的单菌落后，挑取单菌落接种到含有 5 mL LB 培养基的试管

中，放在 30 ℃摇床中过夜培养 12-16 h，摇床转速设置为 200 rpm。 

③ 第二天将培养好的菌液按照 10%的接种比例，接种到含有 50 mL LBG 感受态培养基

的 500 mL 摇瓶中，继续在温度 30 ℃，转速 200 rpm 的摇床培养 5-6 小时。 

④ 将培养好的菌液倒入 50 mL 的离心管中，放在冰上冰浴 20 min。 

⑤ 待冰浴结束之后，将离心管放置在预冷至 4 ℃的高速离心机中，转速设置为 5,000 

rpm，离心 10 min 收集菌体，倒掉上清液后加入 5 mL 预冷的 10%的甘油，用 5 mL

移液枪轻柔的吹吸菌体，使细胞重新悬浮起来，之后再补加 10%的甘油至 30 mL。

然后再次在 5,000 rpm，4 ℃的条件下离心 10 min。用 10%的甘油清洗菌体两次。 

⑥ 最后清洗完毕弃去上层甘油后，再加入 1 mL 左右的 10%甘油（具体甘油添加量视菌

体量而定，可适量增加或减少），并用枪头轻柔吹吸，使细胞重悬并混合均匀。将制

备好的感受态分装在 1.5 mL 的 EP 管中，每个 EP 管中装 100 μL，放在冰块中冰浴

备用。 

（1） 电转实验 

① 取 25 μL 待转化的质粒与 100 μL 感受态细胞轻柔混匀，放在冰上冰浴 30 min。 

② 冰浴完后，将混合有质粒的感受态细胞转移到预冷干燥的电击杯中，并轻轻在桌子

上磕几下确保加入的菌液中无气泡产生。用纸巾擦干电击杯外壁的水珠，确保电击



第22页  华东理工大学硕士学位论文 

杯外壁干燥。设置电转仪电击程序为电压 2,000 V，电阻 200 Ω。将电击杯放入电转

仪中盖好盖子，按下电击按钮进行电击，待电转仪“嘀”声后即电击完成。 

③ 将电击完成后的感受态细胞吸回到 1.5 mL 的离心管中，立即加入 800 μL SOC 培养

基，用移液枪轻轻吹吸，混合均匀后将感受态细胞在 46 ℃的水浴锅中热激 6 min，

热激完成后再立即放回到冰上，冰浴 2 min。 

④ 冰浴完成后，将离心管放置在 30 ℃，200 rpm 的摇床中，摇床培养 2 h，此步骤的作

用是使电转入质粒的感受态细胞恢复生长。待摇床培养结束后，将装有感受态细胞

的离心管在 5,000 rpm 的条件下离心 2 min，用 1,000 μL 的移液枪吸走 900 μL 剩下

100 μL 用涂布棒均匀涂抹在 LK 平板上，最后将平板放在 30 ℃恒温箱中培养 2-3

天，待长出单菌落后用于菌落 PCR 验证。 

（3）菌落 PCR 验证 

① 表达质粒菌落 PCR 验证：质粒 Peftumob 用于构建表达质粒，因此用于表达质粒筛

选验证的引物为 Peftu 质粒上的通用引物 Peftu-F/Peftu-R，通过菌落 PCR 进行验证，

能够在凝胶电泳中跑出正确条带大小的菌株则认为是已经正确转化进目的质粒的重

组谷氨酸棒状杆菌。 

② 敲除整合质粒菌落 PCR 验证： 

A. 一次重组验证：质粒 pK18mob 用于构建敲除整合质粒，第一次重组验证选取

pK18mob 质粒上的通用上游引物和目的基因在基因组上的下游引物作为一次重组

验证引物，通过菌落 PCR 和凝胶电泳能够跑出正确条带大小的菌株即认为是完成一

次重组的菌株。 

B. 一次重组菌株筛选培养：将上一步中验证出来的完成一次重组的菌株接种在含有 5 

mL LB 培养基的试管中，在 30 ℃，2,000 rpm 的摇床中过夜培养，第二天将养好的

菌液按不同的稀释梯度（一般稀释到 10-2 即可）涂布在 LBS 平板上，最后将平板放

在 30 ℃恒温箱中培养 2-3 天，待长出单菌落后进行后续的二次重组验证。 

C. 二次重组验证：以目的基因的上游引物和基因组下游同源臂的下游引物作为二次重

组验证的引物，挑取 LBS 平板上长出的单菌落进行菌落 PCR 验证，通过琼脂糖凝

胶电泳能跑出正确条带大小的菌株，可初步认为该菌株完成了二次同源重组。接下

来，将认为完成二次同源重组的菌株的基因组作为模板，利用目的基因的上下游引

物扩增得到基因片段并送去公司测序，最终筛选出将目的基因成功整合到了基因组

上的重组菌株。 

2.2.5  胞内 PHB 产物定量测定 

取 10 mL 发酵液于已知空管质量的 50 mL 离心管中，8,000 rpm 离心 10 min，倒掉

上清后，加入 20 mL 去离子水，用 5 mL 移液枪吹吸菌体，使细胞悬浮，混合均匀后再

次在 8,000 rpm 条件下离心 10 min，从而达到洗去残余发酵液的作用，重复此步骤两次。

最后离心完毕后，将含有菌体沉淀的离心管放到 65 ℃烘箱中烘干至恒重。称取 20 mg

左右（摇瓶发酵获得的干菌体可称取 100 mg 左右）干菌体于已称重的 5 mL 具塞试管
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中，用移液枪准确吸取 1 mL 浓硫酸加到具塞试管中，用封口膜封口，防止浓硫酸在沸

水加热过程中从具塞试管中溅出。将含有反应物的具塞试管在沸水中反应 40 min，反应

完毕后将具塞试管中的反应液转移到 1.5 mL 的离心管中，用去离子水稀释 10 倍。用

0.22 μm 的水系滤头过滤除菌后通过装有 HPX-87P 型色谱分析柱（Bio-rad, Hercules, CA, 

USA）的 HPLC 来测定反应液中丁烯酸的浓度，然后间接计算出聚 3-羟基丁酸酯的浓

度。 

2.2.6  PHB 得率计算 

通过发酵过程中消耗的葡萄糖和木糖以及生成的 PHB 可以计算出 PHB 的得率，具

体计算公式如下： 

𝑃𝐻𝐵 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 =
[𝑃𝐻𝐵] × 𝑉 − [𝑃𝐻𝐵]0 × 𝑉0

[𝐺 + 𝑋]0 × 𝑉0 − [𝐺 + 𝑋] × 𝑉
× 100% (2 − 1) 

公式中[PHB]代表发酵终点发酵体系中 PHB 的浓度；[PHB]0 代表发酵开始时发酵

体系中起始浓度；[G+X]代表发酵终点发酵体系中葡萄糖和木糖的浓度；[G+X]0 代表发

酵开始时发酵体系中起始浓度；V 和 V0 分别代表发酵终点发酵液体积和发酵开始时发

酵液初始体积。 

2.2.7  PHB 的摇瓶发酵 

从-80 ℃超低温冰箱中取出保存有实验菌株的保种管，用接种环蘸取少量发酵液在

在 LB 平板上划线活化（含有表达质粒的在 LK 平板上活化）。将划好线的平板放置在

30 ℃的恒温培养箱中培养，待菌体在平板培养基上长出单菌落后，用接种环挑单个菌落

接种在含有 10 mL PHB 发酵培养基的 100 mL 锥形瓶中，在恒温摇床过夜培养 16 h，培

养条件为 30 ℃，200 rpm。接下来，按照 10%接种量将种子液接种到含有 30 mL PHB 发

酵培养基的 250 mL 摇瓶中，在 30 ℃，200 rpm 的恒温摇床培养 48 h，期间每隔 12 h 用

5M NaOH 调节 pH 至 7.0。 

2.2.8  产物检测方法 

本实验室人员用装有 HPX-87H 型色谱柱（Bio-rad, Hercules, CA, USA）的 HPLC 来

分析测定胞内 PHB，培养基中葡萄糖、木糖的浓度以及麦秆水解液中糠醛、HMF、乙酸

等抑制物的浓度。HPLC 测定时柱温维持在 80 ℃，流速 0.6 mL/min，所用流动相为 5 

mM 硫酸溶液。 

2.2.9  细胞样品制作方法与电镜拍摄 

取 1mL 发酵液于 1.5 mL EP 管中，12,000 rpm 离心 5 分钟，离心完毕后弃去上清，

收集到的菌体用于制备拍摄电镜所用的样品。往装有收集到的湿菌体的 EP 管中加入 1 

mL 2.5%（v/v）的戊二醛溶液，用移液枪轻轻吹打菌体，使细胞悬浮起来并与戊二醛溶

液混合均匀后，放置在 4 ℃冰箱中固定 4 h；固定完毕后，8,000 rpm 下离心 2 min 并弃

去上清，用 0.1M 磷酸缓冲溶液清洗 3 次；接着用 4%（v/v）的多聚甲醛溶液在 4 ℃下

继续固定 4 h，需要注意的是多聚甲醛溶液应当现配现用；固定完后，同样在 8,000 rpm

下离心 2 min 并弃去上清，最后用 0.1 M 磷酸缓冲溶液冲洗 3 遍。将处理好的细胞送至
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上海师范大学（Shanghai, China）进行透射电镜（FEI Tecnai Spirit G2 BioTWIN, FEI, 

Holland）图片的拍摄。用于进行场发射扫描电镜拍摄的样品则需要进行进一步的处理，

首先要在在 30%，50%，70%，85%和 90%的 5 个不同浓度梯度乙醇溶液中进行脱水处

理，之后再冷冻干燥 24 h。将干燥后的样品送至华东理工大学（Shanghai, China）分析

测试中心进行进一步的喷箔处理以及拍摄场发射扫描电镜（GeminiSEM 500, ZEISS, 

Germany）图片。 

2.2.10  激光共聚焦显微镜的拍摄 

将单个菌落接种于含有 30 mL PHB 发酵培养基的 250 mL 摇瓶中，并在 30 °C，200 

rpm 下培养 12 小时。吸取 1 mL 发酵液在 1.5 mL 的 EP 管中，离心收集菌体，再在装有

收集到菌体的 EP 管中加入 1 mL 去离子水，并用去离子水稀释 10 倍。取 20 uL 稀释后

的发酵液，均匀地铺在培养小皿的底部。处理好的样品被送到华东理工大学（Shanghai, 

China），用激光共聚焦显微镜（A1R，Nikon，Japan）拍摄荧光显微照片。 
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2.3  结果与讨论 

2.3.1  细胞形态工程改造促进谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 

相关研究表明，PHB 的积累受到细胞尺寸的限制，大的细胞体积可以为胞内 PHB

的积累提供更多的空间[62]。本章节计划通过质粒过表达或弱化表达谷氨酸棒状杆菌细

胞形态相关的基因来干扰谷氨酸棒状杆菌的生长分裂，使细胞体积增大，从而促进胞

内 PHB 的合成。谷氨酸棒状杆菌细胞形态为短杆状，属于放线菌属，细胞在伸长过程

中表现为“顶端生长”，这是因为 C. glutamicum 中的 DivIVA 基因编码的 DivIVACG蛋

白可以将肽聚糖定位到细胞两极进行新细胞壁的合成，当 DivIVA 基因缺失时，会导致

菌体由杆状变为球状[63,64]。同样参与新细胞壁顶端合成的 RodA 基因对于维持谷氨酸棒

状杆菌的杆状生长也至关重要，该基因的缺失会导致菌体生长速度变慢和细胞长度变

短[65,66]。FtsZ 是最保守的细胞分裂蛋白之一，其主要作用是在细胞分裂过程中招募其

他蛋白形成功能性的 FtsZ 环，引起细胞质膜内陷，从而完成细胞分裂，根据相关文献

报道，在谷氨酸棒状杆菌中对 FtsZ 基因进行过表达或弱化表达能够干扰细胞分裂过

程，从而改变细胞形态[67,68]。PknA 和 PknB 都属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（STPK），

是细胞信号转导通路的关键参与者，有相关文献报道，对 PknA 和 PknB 基因进行弱化

表达，会产生细胞分裂缺陷型细胞，导致细胞细长；对 PknA 和 PknB 基因进行过表达

会导致细胞顶端生长迟缓，细胞形态由杆状变为球状[69]。这表明 PknA 和 PknB 对于维

持谷氨酸棒状杆菌细胞正常生长和形态是必不可少的。WhcD 基因作为 WhiB 基因的同

系物，是一种生长调控基因，该基因能够参与许多细胞活动，如细胞分裂、分化和应

激反应[70]。相关文献报道，当谷氨酸棒状杆菌缺失 WhcD 基因时，会导致与细胞生长

分裂相关的 FtsZ、DivIVA 等基因转录水平下调[70]。 

我们将上述选取的与细胞形态相关的 6 个基因 DivIVA，pknA，WhcD，RodA，FtsZ

和 pknB 首先通过质粒表达的形式分别对其进行过表达，成功构建的 6 个工程菌株分

别为 JH02-Peftu-DivIVA，JH02-Peftu-pknA，JH02-PH36- WhcD，JH02-Peftu-RodA，

JH02-Peftu-FtsZ 和 JH02-Peftu-pknB。需要强调的是，当利用 eftu 启动子过表达 WhcD

基因时，始终无法筛选出正确的重组菌株，分析原因可能是由于 eftu 启动子使 WhcD

表达强度过高，对细胞的正常生长产生了抑制作用，因此最后用启动强度相对较弱的

H36 启动子替换掉了强启动子 eftu，成功获得重组菌株 JH02-PH36- WhcD。将获得的 6

株工程菌株与对照菌株 JH02 通过摇瓶发酵比较产 PHB 能力的变化，同时用 X100 倍的

光学显微镜观察谷氨酸棒状杆菌细胞形态的变化。 

摇瓶发酵结果如图 2.1 所示，分别过表达 pknB 或 WhcD 基因的重组菌株细胞生长

状况明显变好，两株菌的细胞干重分别增加 88.0%和 115.0%，同时胞内 PHB 含量也有

小幅度的增加，分别增加了 36.0%和 19.5%，因此最终 PHB 产量分别增加了 177.0%和

163.0%；分别过表达 pknA 和 RodA 基因的两株重组菌株胞内 PHB 含量增加的最多，

分别提高了 43.4%和 50.7%。但是通过光学显微镜照片，未观察到细胞形态变化。该结

果证明，尽管过表达细胞形态相关的基因不能有效改变谷氨酸棒状杆菌的细胞形态，
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但在一定程度上促进了细胞的生长和胞内 PHB 含量的增加，从而使 PHB 产量提高。 

 

 

 

 

 
图 2.1  过表达细胞形态相关基因促进 C. glutamicum JH02 合成 PHB 

Fig. 2.1  Promoting PHB synthesis of the C. glutamicum JH02 by overexpression of cell 

morphology-related genes: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L); (d)× 100 

microscope photos 

X100 microscope photos 
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发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm 的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 

 

 

 

 

图 2.2  弱化细胞形态相关基因促进 C. glutamicum JH02 合成 PHB 

Fig. 2.2  Promoting PHB synthesis of the C. glutamicum JH02 by attenuation of cell morphology-

related genes: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L); (d)SEM photos 

发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm 的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 
 

 

SEM photos 
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接下来，本论文又通过替换 RBS 序列，改变这 6 个基因的转录起始强度，对这 6

个基因进行弱化表达。由于弱化表达 RodA 和 WhcD 基因时导致菌株无法生长，因此最

终未获得这两个基因的弱化表达菌株，并且 FtsZ 基因弱化表达强度过高时也导致菌体

无法正常存活，因此最终只获得了转录起始强度为 100 的弱化表达菌株。最终成功构

建的 4 株弱化表达的菌株分别是 JH02-pknA_RBS0.1，JH02-FtsZ_RBS100，JH02-

DivIVA_RBS0.1 和 JH02-pknB_RBS0.1，利用获得的 4 株弱化表达菌株进行摇瓶发酵，

比较产 PHB 能力的变化。 

发酵结果如图 2.2 所示，与对照菌株 JH02 相比，这 4 株菌的胞内 PHB 含量都没

有明显提高。但由于弱化表达 DivIVA 基因的菌株细胞干重有明显提高，增加了

151.0%，因此最终 PHB 产量提高了 83.0%。通过拍摄光学显微镜发现，弱化表达

DivIVA 基因的工程菌株 JH02-DivIVA_RBS0.1 的细胞形态发生了较明显的变化，视野中

的细胞长度明显变短。为了更清楚地观察到细胞发生的变化，又对该菌株拍摄了场发

射扫描电镜（如图 2.2（d）所示），从拍摄的照片可以明显观察到对照菌株 JH02 细胞

形态为短杆状，而改造菌株 JH02-DivIVA_RBS0.1 细胞形态变为球形。综上所述，只有

对 DivIVA 基因进行弱化表达时，细胞形态发生了显著改变，由原来的短杆状变为球

状，但是细胞体积增大之后并没有用来积累更多的 PHB，因此对于非天然的 PHB 生产

菌株，仅仅通过体积增大来促进 PHB 的积累是行不通的。 

2.3.2  膜定位表达 PHA 合酶促进 PHB 生产 

在 PHB 的合成过程中主要涉及三个基因，分别是：phaA，phaB 和 phaC。phaC 基

因编码的 PHA 合酶负责将单体(R)-3-羟基丁酰辅酶 A 聚合为 3-羟基丁酸酯，相关研究

表明该聚合过程在整个 PHB 合成路径中起着关键性作用，是整个 PHB 合成过程的限速

步骤[71]。PHA 合酶的表达量及其稳定性对 PHB 生产菌株合成 PHB 的能力具有重要影

响。迄今为止，有许多关于膜定位表达来提高相关酶活及稳定性的研究报道，例如，研

究人员通过将几丁质酶定位在苏云金芽孢杆菌的细胞膜上，从而提高了几丁质酶的活性

和稳定性；将木聚糖酶定位在大肠杆菌的细胞膜上从而提高了木聚糖酶的活性[72,73]。另

外，相关报道称，通过对新合成的 PHB 颗粒进行定位，发现 PHB 积累的早期阶段，大

多数 PHB 颗粒附着在细胞质膜上或分布在非常靠近细胞质膜的地方，因此推测 PHB 颗

粒的形成并不是在细胞质中随机发生，而是发生在细胞质内膜或细胞质膜上，并且 PHB

颗粒在细胞内不是随机分布，而是倾向于定位在细胞两极[74]。因此，将 PHA 合酶定位

在细胞膜上进行表达，能够有效缩短参与聚合反应的空间距离。在已发表的文献中也有

通过缩短酶作用于相关反应的空间距离来促进产物合成的报道。例如，为了减少胞外游

离脂肪酸（FFAs）排出体外的空间距离，减轻 FFA 对细胞的毒害作用，研究人员通过将

硫酯酶定位到膜上，从而在细胞膜附近生成 FFA，促进 FFA 快速排泄到细胞外[75]。 

基于以上研究结果，本论文尝试通过膜定位表达 PHA 合酶的方式来提高 PHA 合酶

的活性和稳定性以及缩短 PHA 合酶参与聚合反应的空间距离，从而提高 PHB 的生产能

力。在谷氨酸棒杆菌中有两个主要的蛋白转运途径，分别是 Sec 途径和 Tat 途径，这两
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条途径都具有介导靶蛋白分泌的特异性信号肽。其中，介导 Tat 途径的信号肽为

CGR_RS04950 信号肽（缩写为 CGR），介导 Sec 途径的信号肽为 Ncgl1289 信号肽（缩

写为 Ncgl）[76-78]。此外有研究证实谷氨酸棒状杆菌中的孔蛋白是在谷氨酸棒状杆菌细胞

膜表面实现酶定位表达的非常有效的锚定蛋白[79]。因此为了将 PHA 合酶成功定位到细

胞膜上，首先选取了谷氨酸棒状杆菌中的 Ncgl 和 CGR 信号肽，以及两个细胞膜表面展

示蛋白 porC 和 porB，然后分别将这四个蛋白的编码基因融合在 phaC 基因的氮端，将

获得的融合片段插入到表达质粒，最后将构建成功的表达质粒在 C. glutamicum JH02 中

进行表达。 

 

 

图 2.3  膜定位表达 PHA 合酶 

Fig. 2.3  membrane-located expression of PHA synthase 

 

将构建的四个重组菌株 JH02-Peftu-(CGR)phaC，JH02-Peftu-(porB)phaC， JH02-Peftu-

(Ncgl)phaC 和 JH02-Peftu-(porC)phaC 作为实验菌株，并与出发菌株 JH02 和只过表达

phaC 基因的重组菌株 JH02-Peftu-phaC 进行比较，通过摇瓶发酵检验其 PHB 生产能力

的变化。结果如图 2.4 所示，与只过表达 phaC 基因相比，分别融合表达 Ncgl，porC 和

porB 这三种蛋白的重组菌株生长状况明显变好，细胞干重增加接近 1 倍，有效促进了细

胞的生长；分别融合表达这三种基因的重组菌株的胞内 PHB 含量显著提高，分别增加

了 70.1%，72.3%和 140.6%；三株重组菌株的 PHB 产量得到了显著的提高，分别提高

195.0%，160.5%和 310.6%。综上所述，通过将 PHA 合酶定位在细胞膜上显著促进了细

胞的生长和胞内 PHB 的积累，其中融合表达 Ncgl 信号肽的 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 重组

菌株和融合表达 porB 细胞膜表面展示蛋白的 JH02-Peftu-(porB)phaC 重组菌株的菌体生

长状况最好，PHB 产量提高最为显著。 
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对膜定位表达 PHA 合酶的重组菌株 PHB 生产能力显著提高的原因做出合理推测，

一方面，将 PHA 合酶定位在细胞膜上增加了 PHA 合酶的稳定性和活性，使其在参与

PHB 聚合过程中不易失去活性；另一方面，根据相关研究报道，PHB 颗粒形成的初期发

生在细胞膜内或细胞膜附近，将 PHA 合酶定位到细胞膜上能有效缩短单体参与聚合反

应的空间距离，从而促进 PHB 的合成。 

 

 

 
图 2.4  通过膜定位表达 PHA 合酶的方式促进 C. glutamicum JH02 合成 PHB 

Fig. 2.4  Promoting PHB synthesis of the C. glutamicum JH02 by membrane-located expression of 

PHA synthase: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L) 

发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm 的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 

 

由于上面提到在获得的 4 株重组菌中，融合表达 Ncgl 信号肽的 JH02-Peftu-

(Ncgl)phaC 和融合表达 porB 细胞膜表面展示蛋白的 JH02-Peftu-(porB)phaC 重组菌株

PHB 生产能力提高最为显著，因此接下来的研究主要围绕这两株重组菌株展开。 

为了确定融合 Ncgl 信号肽的 phaC 基因和融合 porB 细胞膜表面展示蛋白的 phaC

基因成功表达出相应蛋白，同时对成功表达的PHA合酶在细胞内的位置分布进行观测，

本实验将编码 GFP 绿色荧光蛋白的基因 gfp 分别融合到了(Ncgl)phaC 基因片段和

(porB)phaC 基因片段的碳端并将融合好的片段插入到表达质粒 Peftumob 中，最后将构
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建好的表达质粒转入 C. glutamicum JH02，成功构建菌株 JH02-Peftu-(porB)phaC(gfp) 和

JH02-Peftu-(Ncgl)phaC(gfp)重组菌株。 

利用全自动倒置荧光显微镜在 405nm 和 488nm 发射光下观测重组菌株和 JH02 原

始菌株胞内荧光情况，结果如图 2.5 所示。从拍摄的荧光照片可以清晰的看出，没有表

达 GFP 绿色荧光蛋白的对照菌株 JH02-Peftumob 没有绿色荧光；对于只表达 GFP 绿色

荧光蛋白而没有融合表达任何信号肽的对照菌株 JH02-Peftu-gfp，其绿色荧光均匀分布

在细胞内；融合表达 Ncgl 信号肽的重组菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC(gfp)的绿色荧光集中

分布在细胞两极且发出的绿色荧光亮度更高；融合表达 porB 细胞膜表面展示蛋白的重

组菌株 JH02-Peftu-(porB)phaC(gfp)的绿色荧光均匀分散在整个细胞中。基于以上现象，

推测 Ncgl 信号肽将 PHA 合酶定位在了谷氨酸棒状杆菌细胞的两极，而 porB 细胞膜表

面展示蛋白则将 PHA 合酶均匀的定位在了细胞膜上。 

 

 

图 2.5  PHA 合酶位置分布绿色荧光验证 

Fig. 2.5  Fluorescence microscopy of PHA synthase location distribution 

 

2.3.3  Ncgl 信号肽与 porB 细胞膜表面展示蛋白共表达提高 PHB 产量 

基于之前的研究，我们发现分别在 C. glutamicum JH02 通过质粒表达的形式，过表

达融合 Ncgl 信号肽的 phaC 基因或融合 porB 细胞膜表面展示蛋白的 phaC 基因，使谷

氨酸棒状杆菌产 PHB 能力提高最为显著。于是本实验计划通过在 C. glutamicum JH02

中共表达这两个信号肽来探究是否能进一步提高谷氨酸棒状杆菌产 PHB 的能力。首先

为了有利于菌株的筛选验证，构建了含有壮观霉素抗性的 Peftu-(porB)phaC 质粒，接下

来，在本身含有卡那霉素抗性质粒的 C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 中再次电转

入带有壮观霉素抗性的质粒 Peftu-(porB)phaC，成功构建了含有双质粒双抗性的谷氨酸

棒状杆菌 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC, Peftu-(porB)phaC。 

将构建的菌株与 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 和 JH02-Peftu-(porB)phaC 进行发酵对比，

结果如图 2.6 所示，结果显示双质粒的表达对谷氨酸棒状杆菌产 PHB 能力没有明显的

提高，甚至低于只融合表达一种蛋白的菌株，推测是由于双质粒的存在对菌体的正常

生理代谢产生了不良影响，这从菌体干重也可以看出。因此采用双质粒表达的模式实

现分泌表达信号肽与细胞膜表面展示蛋白在 C. glutamicum JH02 中共表达并不可行。 
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接下来，尝试先将 Ncgl 信号肽整合到基因组上 phaC 基因的氮端获得 JH02 -

ΔphaC::(Ncgl)phaC 改造菌株，并将其命名为 C. glutamicum JH03，然后再通过质粒表达

的形式过表达融合 porB 细胞膜表面展示蛋白的 phaC 基因，将获得的改造菌株命名为

JH03-Peftu-(porB)phaC。结果如图 2.7 所示，实现 Ncgl 信号肽和 porB 细胞膜表面展示

蛋白共表达的 JH03-Peftu-(porB)phaC 与对照菌株 JH02 相比，PHB 产量提高 2.5 倍，胞

内含量增加 1.9 倍；与只过表达融合 Ncgl 信号肽的 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 相比，PHB

产量提高 1.1 倍，胞内含量增加 0.9 倍；与只过表达 porB 细胞膜表面展示蛋白的 JH02-

Peftu-(porB)phaC 相比，PHB 产量提高 1.5 倍，胞内含量增加 1.4 倍。基于在摇瓶的发

酵结果，可以初步推断， Ncgl 信号肽和 porB 细胞膜表面展示蛋白共表达能够进一步

提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力。分析造成这一结果的原因是由于 Ncgl 信号肽

和 porB 细胞膜表面展示蛋白的共表达在提高 PHA 合酶稳定性的同时，在一定程度上

通过增加 phaC 基因的拷贝数增加了 PHA 合酶的表达量，从而进一步促进 PHB 的合

成。 

 

 

 

图 2.6  Ncgl 信号肽与 porB 细胞膜表面展示蛋白共表达提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力 

Fig. 2.6  Co-expression of Ncgl signal peptide and porB cell membrane surface display protein 

improves PHB synthesis in C. glutamicum: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L) 

发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 
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图 2.7  Ncgl 信号肽与 porB 细胞膜表面展示蛋白共表达提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力 

Fig. 2.7  Co-expression of Ncgl signal peptide and porB cell membrane surface display protein 

improves PHB synthesis in C. glutamicum: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L) 

发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm 的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 

 

2.3.4  探究 PHB 结合蛋白 phaP 对 C. glutamicum JH02 产 PHB 能力影响 

在天然的 PHB 生产菌株中存在一种促进 PHB 颗粒成熟的 PHB 结合蛋白 phaP，该

蛋白由 phaP 基因编码，相关文献报道，phaP 蛋白是一类大小在 14-28 kDa 之间的蛋白

质，可以包裹在 PHB 颗粒的疏水核心表面，从而形成一个个小的 PHB 颗粒[80]。相关研

究表明，phaP 基因可以通过调节 PHB 颗粒的表面积与体积之比来降低 PHB 颗粒的尺

寸从而起到对菌体的保护作用，并且可以通过与 PHA 合酶相互作用，引起构象的变化，

从而促进 PHB 的合成[81,82]。目前已经有相关文献报道，在改造的能够合成 PHB 的大肠

杆菌中表达 phaP 基因能够促进细胞生长和胞内 PHB 的积累[83]。 

因此本论文选用了来自 R. eutropha H16 中的 phaP 基因，用 Peftumob 质粒在 C. 

glutamicum JH02 中进行表达，得到过表达 phaP 基因的改造菌株 JH02-Peftu-phaP。将其

与含有空载质粒的 JH02 进行发酵对比。结果如图 2.8 所示，重组菌株 JH02-Peftu-phaP

与原始菌株 JH02 相比，PHB 产量和胞内含量没有明显的提高，因此在谷氨酸棒状杆菌

中引入 phaP 基因并不会提高其产 PHB 的能力。分析原因可能是，一方面，天然 PHB 生

产菌株或经过改造的大肠杆菌胞内 PHB 含量较多，比如经过改造的工程大肠杆菌胞内

PHB 积累量可以达到 90 wt%左右，而谷氨酸棒状杆菌中 PHB 含量相对较少，最大积累

量也只有 40 wt%左右，胞内还有足够的空间用于 PHB 的积累，所以 PHB 颗粒的存在不
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足以对菌体的生长造成不利影响；另一方面，在天然的 PHB 生产菌株中，phaP 基因的

表达还受到其他基因的调控，不同菌株之间胞质内蛋白所处的微环境也有所不同，所以

在谷氨酸棒状杆菌中只表达 phaP 基因不能使其在 PHB 生产中发挥有效的促进作用。 

 

 

 

图 2.8  过表达 phaP 基因提高 C. glutamicum JH02 的 PHB 产量 

Fig. 2.8  Increasing PHB titer of the C. glutamicum JH02 by overexpression of phaP: (a) PHB titer 

(g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L) 

发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm 的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 

 

2.3.5  弱化表达 gltA-1 基因提高 PHB 产量 

乙酰辅酶 A 是 PHB 合成的重要前提物质，首先在 phaA 基因编码的 β-酮硫解酶的

催化作用下生成乙酰乙酰辅酶 A，之后通过一系列反应最终聚合为 PHB。与 β-酮硫解酶

竞争乙酰辅酶 A 的主要酶是柠檬酸合酶，它介导草酰乙酸和乙酰辅酶 A 的缩合反应形

成柠檬酸并开始三羧酸循环。有文献报道可以通过降低柠檬酸合酶的活性或控制 gltA 基

因的表达降低流入 TCA 循环的代谢通量，以增强所需代谢途径的代谢通量[84,85]。 

在谷氨酸棒状杆菌 C. glutamicum S9114 中，柠檬酸合酶具有三种形式同工酶，分别

由 gltA-1，gltA-2 和 gltA-3 基因编码。众所周知，在绝大多数生物体中，TCA 循环是关

键的代谢途径，对于维持谷氨酸棒状杆菌细胞正常的生理代谢活动具有重要的作用[86]。

因此不适合对编码柠檬酸合酶的相关基因进行完全敲除。为了减少一部分碳和能量通量

流入 TCA 循环，本研究选取了 gltA-1 基因，对其进行弱化表达。弱化表达 gltA-1 基因

的代谢路径图如 2.9 所示。 
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图 2.9  C. glutamicum JH02 中弱化表达 gltA-1 基因的代谢路径图 

Fig. 2.9  Metabolic pathway of weakly expressed gltA-1 gene in C. glutamicum JH02         

 

 

 

     图 2.10   C. glutamicum JH02 中弱化表达 gltA-1 基因的摇瓶发酵结果 

Fig. 2.10  Shake flask fermentation with weak expression of gltA-1 gene in C. glutamicum JH02: 

(a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L) 

发酵过程在 250 mL 锥形瓶中进行，所用培养基为 PHB 发酵培养基，具体成分如材料与方法所示，

菌株培养在温度为 30 ℃，转速为 200 rpm 的摇床中，过程中每隔 12 h 用 5M NaOH 调节发酵液 pH

到 7.0 左右。 

 

发酵结果如图 2.10 所示，从摇瓶发酵的结果来看，弱化表达 gltA-1 基因并不能有效

提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力。分析原因，可能是由于：（1）谷氨酸棒状杆菌并
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非天然的 PHB生产菌株，因此碳和能量通量倾向于流向菌体自身含有的其他代谢途径，

而非 PHB 的合成路径；（2）gltA-1 基因的弱化表达可能引起其他两个同工酶的表达量上

调，单纯弱化其中一个基因不能有效减少流入 TCA 循环的代谢通量（3）对于 PHB 代

谢途径，乙酰辅酶 A 前体供应充足，但 PHB 合成路径相关酶量和酶活供应不足，从而

限制了谷氨酸棒状杆菌 PHB 产量进一步提高。 

2.4  本章小结 

本章研究内容是在实验室之前构建的一株能够利用葡萄糖和木糖作为碳源稳定合

成 PHB 的 C. glutamicum JH02 的基础上，通过分子生物学改造来进一步提高谷氨酸棒

状杆菌合成 PHB 的能力，主要研究结果如下所示： 

（1）过表达细胞形态相关的基因对谷氨酸棒状杆菌细胞的生长和 PHB 积累具有一定的

促进作用，但弱化表达这些基因则对 PHB 的生产没有明显的促进作用。尽管 PHB 作为

一种在微生物胞内合成的聚酯，其合成受到细胞空间体积的限制，但在非天然的 PHB 生

产菌株 C. glutamicum 中，单纯通过增大细胞体积的方式不能显著的促进胞内 PHB 的积

累。 

（2）参与聚合反应的 PHA 合酶是整个 PHB 合成过程的限速步骤，该酶的活性和稳定

性是影响 PHB 合成能力的关键因素。通过将 PHB 合成路径中的关键性酶（PHA 合酶）

定位在细胞膜上进行表达能够显著提高 PHA 合酶的稳定性，缩短参与聚合反应的空间

距离，从而促进了细胞的生长和胞内 PHB 的积累。 

（3）phaP 基因编码的 PHB 结合蛋白，能够通过缩小 PHB 颗粒尺寸起到保护菌体的作

用，也可以通过直接与 PHA 合酶相互作用来促进 PHB 的合成。但在谷氨酸棒状杆菌中，

其胞内 PHB 含量有限，因此 PHB 颗粒大小不是限制 PHB 产量提高的最主要因素，并

且，不同菌株之间胞质内蛋白所处的微环境也有所不同，所以只在谷氨酸棒状杆菌中表

达 phaP 基因不能使其在 PHB 生产中发挥有效的促进作用。 

（4）利用代谢工程改造来弱化或敲除不需要的副产物途径能够让更多的碳和能量通量

流向目标产物的合成路径从而促进目标产物的合成。但是本研究中单纯通过弱化表达与

β-酮硫解酶竞争乙酰辅酶 A 底物的 gltA-1 基因，不能有效促进 PHB 的合成。  
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第 3 章  氨氮水平(NH4
+)对谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的影响 

3.1  引言 

聚 3-羟基丁酸酯（PHB）是一种以 3-羟基丁酰辅酶 A 为单体聚合而成的聚羟基烷

酸酯（PHA），在某些微生物的次级代谢过程中产生，该聚合物被证实是作为碳储能物质

储存在微生物细胞内。 

相关研究表明，在天然的PHB生产菌株中，需要在氮源限制的条件下才能合成PHB，

但在经过改造的大肠杆菌中，PHB 的生产与生长相关联，氮源添加量过低会影响大肠杆

菌细胞正常的生长进而影响胞内积累 PHB。因此，合适的氮源添加量在 PHB 生产过程

中具有重要作用。 

PHB 由于其良好的热加工性能、生物可降解性和生物相容性，在许多领域都具有潜

在的应用。调查显示，2019 年聚羟基烷酸酯的产量达到 5,700 万美元，预计到 2024 年

其市场规模可以达到 9,800 万美元[87]。PHB 的合成主要包括化学合成、酶催化以及生物

合成法。化学或酶解合成通常需要严格控制工艺条件，产率通常较低，而 PHB 的胞内

合成通常条件较温和，产率更高，而且更容易通过优化发酵条件以及培养基的成分来提

高生产效率[13]。 

在上一章节中通过膜定位表达 PHA 合酶，获得了两株与出发菌株相比，PHB 合成

能力显著提高的谷氨酸棒状杆菌 C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 和 C. glutamicum 

JH02-Peftu-(porB)phaC。但与天然的 PHB 生产菌株或经过改造的大肠杆菌（胞内 PHB

积累量高达 80 wt%左右）相比，谷氨酸棒状杆菌中 PHB 含量相对较少，胞内还有足够

的空间用于 PHB 的积累。 

由于通过分子生物学手段促进谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能力有限，所以本章节

尝试探究氨氮水平（NH4
+）对谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的影响，包括：（1）添加不同

浓度梯度的 NH4
+浓度来确定最适合 C. glutamicum 合成 PHB 的氨氮添加量；（2）通过

RT-qPCR 实验探究添加合适的 NH4
+浓度后 PHB 合成相关基因转录水平的变化;（3）对

谷氨酸棒状杆菌利用合成培养基合成 PHB 的分子量进行表征，以及对胞内积累的 PHB

形态进行观测。 
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3.2  材料和方法 

3.2.1  实验菌株、培养基和培养条件 

本章节所用到的出发菌株和改造菌株均列于表 2.1。本章节所用培养基与第二章节

相同，详细内容参考 2.2.1。 

3.2.2   PHB 发酵过程 

摇瓶发酵条件与第二章节相同，详细内容参考 2.2.7。 

生物反应器发酵：为了放大发酵生产 PHB 的规模，以及更好的调控发酵过程中的

pH、温度和通气量等发酵参数，选择在实验室利用 3 L 罐（Biotech-3BG-4, Baoxing Co., 

China）进行罐上发酵。 

[1] 批发酵：挑取平板上目的菌株的单菌落接种到含有 10 mL PHB 发酵培养基的 100 mL

锥形瓶，在 30 ℃，200 rpm 的恒温摇床培养 12 h，完成一级种子液扩培。之后按照

10%接种量接种到含有 80 mL PHB 发酵培养基的摇瓶中，在 30 ℃，200 rpm 的恒温

摇床继续培养 12 h，完成二级种子液扩培。一开始，先将 800 mL 合成培养基或麦

秆水解液加入到灭过菌的 3 L 罐中，并加入 1 mL 消泡剂之后开启搅拌，将转速设置

到 600 rpm，将温度控制系统设置为 30 ℃，pH 设置为 7.0。待温度升到 30 ℃时，

将培养好的 80 mL 种子液加到培养基中，将通气量调到 1.4 VVM，最后打开酸碱蠕

动泵，通过发酵罐的自动控制系统调节发酵体系 pH 维持在 7.0。 

[2] 补料批发酵：种子液培养方式及发酵一开始发酵罐的系统设置均与上述批发酵过程

相同。发酵过程中每隔 24 h 取样测定发酵液中残糖浓度和 PHB 含量。当糖浓度降

到 40 g/L 以下，补加 200 mL 500 g/L 的葡萄糖母液（若发酵体系是麦秆水解液，则

补加 200 mL 水解液）。 

3.2.3  RT-qPCR 实验 

本章节 RT-qPCR 实验所用引物均列于表 3.1。 

具体实验步骤如下所示： 

[1] 细胞样品收集 

从长有 JH02 菌株的平板上挑取单菌落接种在含有 10 mL PHB 发酵培养基的 100 mL

锥形瓶中进行一级种子液培养，在摇床中培养 12 h，培养条件为 30 ℃，200 rpm。接下

来，将培养好的一级种子液按照 10%的接种量接种到含有 80 mL PHB 发酵培养基的锥

形瓶中进行二级种子液扩培，继续在摇床中培养 12 h 后完成种子液培养。将培养好的种

子液接种到 800 mL 的合成培养基中，对照组所用培养基为 CGXⅡ-NL，发酵过程中用

NaOH 调节 pH，实验组所用培养基为 CGXⅡ-NR，发酵过程中用 25%的氨水调节 pH，

整个发酵过程在 3 L 罐上进行，发酵条件设置为 600 rpm，发酵温度 30 ℃，pH 维持在

7.0。在发酵过程中的 6 h，8 h，10 h 和 12 h 从发酵罐中取出 30 mL 发酵液，置于 50 mL

离心管中，在预冷的 4℃的离心机中，8,000 rpm 下离心 10 min。离心后弃去上清，并立

即放到液氮中速冻菌体，将冷冻后收集的菌体储存在-80 ℃冰箱中备用。 

[2] RNA 的提取和逆转录 



华东理工大学硕士学位论文  第39页 

用液氮冷却研钵，将菌体从-80 ℃冰箱中拿出，利用研磨棒将冻干的菌体从离心管

敲到研钵中，加入液氮，反复研磨三次。将研碎的菌体放置到事先加入 1 mL Trizol 的

1.5 mL 离心管中，上下颠倒混合均匀，在室温下放置 5 min。在预冷至 4 ℃的离心机中

12,000 g 离心 5 min，小心将上清液转移到新的 1.5 mL 的离心管中，加入氯仿（加入量

为 RNAiso Plus 的 1/5），用震荡仪持续震荡 15 s 使其充分混合均匀。待溶液混合均匀后，

室温静置 5 min，在预冷至 4 ℃的离心机中 12,000 rpm 离心 15 min，用移液枪小心吸取

上清至新的离心管中，切记不要吸到沉淀。加入与上清液等体积的异丙醇溶液到装有上

层清液的离心管中，室温下放置 10 min，然后在事先预冷至 4 ℃的离心机中 12,000 rpm

离心 10 min，把上层清液小心去除。向离心管中加入 1 mL 75%的乙醇溶液使菌体悬浮，

并用手轻轻上下颠倒混匀，清洗沉淀，在预冷至 4 ℃的离心机中 12,000 rpm 离心 5 min，

小心地倒掉上清，保留沉淀。将离心管倒置在卫生纸上，室温干燥菌体，加入适量的

RNase-free 水溶解沉淀，得到提取的 RNA。NanoDrop ND-1000 分光光度计测定提取到

的 RNA 样品在 OD260nm 和 OD280nm 下的吸光值，以确定 RNA 样品的浓度和纯度。 

将提取的 RNA 用 RNase-free 水稀释至 500 μg/mL 左右，然后用 ReverTra Ace qPCR 

RT Master Mix 和 gDNA Remover 试剂盒（TOYOBO, Osaka, Japan）逆转录获得 cDNA，

并将其作为模板用于后续的 RT-qPCR 实验。 

[3] RT-qPCR 实验  

实验所用引物均用 Prime Prime5 软件设计，以 C. glutamicum 的 16s rRNA 作为内参

基因，对 RNA 总量的差异进行归一化处理，相对表达量计算公式为 2−ΔΔCt。相对表达量

上调倍数大于等于 2.0，认为是表达量显著上调的基因，下调倍数小于等于 0.5 的基因，

认为是表达量发生显著下调的基因。RT-qPCR 的反应程序为：95 ℃预变性 1min，之后

95 ℃反应 15 s，55 ℃反应 15 s，72 ℃反应 30 s，在这 3 个反应条件下循环 40 次。 
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表 3.1  RT-qPCR 所用引物 

Table 3.1  primers used for RT-qPCR 
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3.2.4  胞内 PHB 产物定量测定 

PHB 产量测定方法与第二章节相同，详细内容参考 2.2.5。 

3.2.5  PHB 得率计算 

PHB 得率计算公式与第二章节相同，详细内容参考 2.2.6。 

3.2.6  检测方法 

检测方法与第二章相同，详细内容参考 2.2.8。 

3.2.7  PHB 聚合物的提取及 GPC 测定 

从长有实验菌株的平板上挑取单菌落接种在含有 10 mL PHB 发酵培养基的 100 mL

锥形瓶中进行一级种子液培养，在摇床中培养 12 h，培养条件为 30 ℃，200 rpm。接下

来，将培养好的一级种子液按照 10%的接种量接种到含有 80 mL PHB 发酵培养基的锥

形瓶中进行二级种子液扩培，继续在摇床中培养 12 h 后完成种子液培养。将培养好的种

子液加入到 800 mL CGXⅡ-NR 培养基中，在 3 L 发酵罐中进行培养，设置发酵条件为

30 ℃，600 rpm，利用 2 M 硫酸和 25%氨水作为 pH 调节剂使发酵过程中的 pH 维持在

7.0。96 h 后收集 10 mL 发酵液于 50 mL 离心管中，8,000 rpm 离心十分钟，倒掉上清后

加入 5 mL 去离子水重悬细胞，再将去离子水补足至 30 mL , 8,000 rpm ,离心 10 min 清洗

细胞，清洗细胞两次，将最后收集到的细胞置于真空冷冻干燥机中干燥 48 h。称取 0.03 

g 左右干燥细胞，放置在酯化管内，加入 3 mL 氯仿，在 100 ℃的恒温加热器中反应 4 

h。此时 PHB 已溶解到氯仿中，利用 0.22 μm 孔径的滤头过滤，得到的样品送科学指南

公司通过凝胶渗透色谱以氯仿为流动相在 42 ℃，流速 1 mL/min 条件下测定所提取 PHB

的分子量和分子量分布。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  探究适合谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的 NH4
+添加量 

PHB 是部分微生物在碳源过量的条件下合成的，用于储存能量的物质，有文献报道

通过添加适量的氮源能够有效促进 PHB 的积累[88]。因此为了探究氨氮水平（NH4
+）对

PHB 生产的影响，以 C. glutamicum JH02 作为实验菌株进行了一系列发酵实验。由于摇

瓶发酵实验对发酵过程中 pH、溶氧等条件调控能力有限，为了给菌株合成 PHB 提供最

适的生长条件，使其充分发挥 PHB 合成的潜力，所以本章节所有的发酵实验在 3 L 罐

中进行。在一开始的上罐实验中，C. glutamicum JH02 分别在限制氮源的培养基和富含

氮源的培养基进行发酵实验；为了进一步补充氮源，将常用的 pH 调节剂 5 M NaOH 替

换成了 25%的氨水。结果如图 3.1 所示，随着 NH4
+添加量的增加，PHB 产量，胞内 PHB

含量，菌体干重以及 PHB 得率都有大幅度增加。对该实验现象进行合理推测，经过改

造的谷氨酸棒状杆菌只有当氮源充足时，菌体生长状况良好，细胞活力才能增强，这些

具有 PHB 积累潜力的细胞才能在胞内积累更多的 PHB，获得更高的 PHB 产量。该结果

初步证明，氨氮（NH4
+）的添加对谷氨酸棒状杆菌积累 PHB 具有重要的影响。 

为了进一步探究最适合 C. glutamicum JH02 合成 PHB 的氨氮添加量，选取了 5 个

不同浓度梯度的 NH4
+浓度添加量，分别为 2 g/L，8 g/L，40 g/L，45 g/L 和 50 g/L。为
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了实现细胞的高密度培养，本实验采用的发酵方式为补料批发酵，整个发酵过程在 3 L

罐上进行。为了使菌体始终维持在一个相对均衡的 NH4
+浓度条件下，防止氮源一次性

加入过多给菌体的正常生长带来不良影响，NH4
+并不是一次性加入到初始培养基中，而

是在发酵过程中从 48 h 开始每隔 24 h 补加一定浓度硫酸铵以及通过氨水调节 pH 的方

式逐渐加入到发酵体系中。 

发酵结果如图 3.2 所示，当 NH4
+添加浓度为 45 g/L 时最适合 C. glutamicum JH02 进

行 PHB 的生产，获得了最高的 PHB 产量和胞内含量。对实验结果进行分析，当培养基

中氮源浓度过少时，无法满足菌体正常生长所需氮源，导致菌浓过低，菌体活性差，无

法合成 PHB；当培养基中氮源浓度过高，菌体生长过于旺盛，碳源多用于满足菌体正常

的能量消耗和其他副产物的合成，导致没有多余的碳源用于积累 PHB。综上所述，合适

的氨氮（NH4
+）添加量，在谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的过程中具有至关重要的作用。 

 

 

 

图 3.1  不同氨氮（NH4
+）条件下 C. glutamicum JH02 合成 PHB 能力对比 

Fig. 3.1  Comparison of PHB synthesis capacity of C. glutamicum JH02 under different NH4
+ 

addition: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L); (d)Yield (%) 

CGXⅡ-NL-NaOH：表示在限制氮源的 CGXⅡ-NL 培养基中进行发酵，过程中用 NaOH 调节 pH；

CGXⅡ-NR-NaOH：表示在初始氮源充足的 CGXⅡ-NR 培养基中进行发酵，过程中用 NaOH 调节

pH；CGXⅡ-NR-ammonin: 表示在初始氮源充足的 CGXⅡ-NR 培养基中进行发酵，过程中用 25%氨

水调节 pH。发酵在 3 L 罐上进行，发酵温度 30 ℃，搅拌转速 600 rpm，通气量 1.4 VVM，过程中

检测溶氧变化，发酵后期如果气泡太多，为了防止喷罐可适当降低通气量，通过酸碱泵自动添加 2 

M H2SO4和 NaOH（或 25%氨水）调节 pH 维持在 7.0，在 3 L 罐上整个发酵过程持续 96 h，从发酵

的 24 h 开始每间隔 24h 补加 200 mL 体积的 500 g/L 的葡萄糖母液。 
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图 3.2  探究 C. glutamicum JH02 合成 PHB 的最适 NH4
+添加量 

Fig. 3.2  Investigating suitable NH4
+ concentration for C. glutamicum JH02 PHB production: (a) 

PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L); (d)Yield(%) 

NH4
+ 浓度添加量为 2 g/L 使用的是 CGXⅡ-NL-NaOH 培养基；NH4

+ 浓度添加量为 8 g/L 使用的是

CGXⅡ-NR-NaOH 培养基；其他三组实验使用的是富含氮源的 CGXⅡ-NR 培养基，用 25%的氨水调

节 pH，同时从 48 h 开始，每隔 24 h 分别向发酵液体系中补加 2.5 g/L、5 g/L 和 10 g/L 硫酸铵。发

酵在 3 L 罐上进行，发酵温度 30 ℃，搅拌转速 600 rpm，通气量 1.4 VVM，过程中检测溶氧变

化，发酵后期如果气泡太多，为了防止喷罐可适当降低通气量，通过酸碱泵自动添加 2 M H2SO4 和

NaOH（或 25%氨水）调节 pH 维持在 7.0，在 3 L 罐上整个发酵过程持续 96 h，从发酵的 24 h 开始

每间隔 24h 补加 200 mL 体积的 500 g/L 的葡萄糖母液。 

 

值得注意的是，在上面的 5 组不同浓度梯度的 NH4
+添加量的实验中，为了使前两

组实验维持在较低的氨氮（NH4
+）添加量的水平上，使用的 pH 中和剂是氢氧化钠，

其他三组实验使用的 pH 中和剂是 25%的氨水。氢氧化钠在作为 pH 调节剂加入发酵液

的同时，也会往发酵体系中引入大量的金属离子钠离子，而钠离子对于维持细胞外液

的渗透压具有十分重要的作用。为了排除由于钠离子的添加量过高给菌体正常生长和

PHB 生产造成了影响，本论文还检测了不同 pH 中和剂对于发酵结果的影响。结果如

图 3.3 所示，分析实验结果可以明显的看出，不管是用 NaOH 作为 pH 调节剂还是用

KOH 作为 pH 调节剂，最终发酵获得的 PHB 产量、含量、菌体干重以及 PHB 的得率

都远低于氨水作为 pH 调节剂时。这就排除了金属钠离子对菌体生长和 PHB 生产的抑

制，因此 PHB 合成能力提高的原因则主要归功于用氨水调节 pH 时向发酵体系中添加

了氨氮（NH4
+），该实验结果进一步说明了充足的氨氮（NH4

+）对于谷氨酸棒状杆菌

合成 PHB 的重要性。 
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图 3.3  验证不同 pH 调节剂对 PHB 生产的影响 

Fig. 3.3  Test the effect of different pH adjusters on PHB production: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB 

content (wt%); (c) DCW (g/L); (d)Yield(%) 

本实验所用培养基为富含氮源的 CGXⅡ-NR 培养基，具体成分如材料和方法所示。发酵在 3 L 罐上

进行，发酵温度 30 ℃，搅拌转速 600 rpm，通气量 1.4 VVM，过程中检测溶氧变化，发酵后期如

果气泡太多，为了防止喷罐可适当降低通气量，三组实验在发酵过程中分别用 NaOH、KOH 和

25%氨水作为 pH 调节剂，调节 pH 维持在 7.0，在 3 L 罐上整个发酵过程持续 96 h，从发酵的 24 h

开始每间隔 24h 补加 200 mL 体积的 500 g/L 的葡萄糖母液。 

 

为了进一步研究补加适量氨氮（NH4
+）能够提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 能力的

机制，我们以 NH4
+添加浓度为 2 g/L 的限氮条件作为对照组，以最适 NH4

+添加浓度 45 

g/L 条件作为实验组，通过 RT-qPCR 实验鉴定补充合适的氨氮使 C. glutamicum JH02 菌

体内相关基因的表达水平发生了哪些变化。结果如图 3.4 所示，与对照组相比，实验组

基因转录水平的变化主要集中在三个方面：①TCA 循环和 EMP 途径中的大部分基因转

录水平都明显上调，该结果说明补充适量氨氮有利于物质代谢和能量代谢相关基因的表

达，使细胞的生长状况变好，这从实验组的菌体干重中也可以看出；②与 NADPH 再生

相关基因的表达量显著上调，TCA 循环和 EMP 途径中催化 NADPH 再生的相关基因表

现出普遍上调的现象，催化 6-磷酸葡萄糖合成 5-磷酸核酮糖途径中与 NADPH 再生相关

的 zwf 基因也发生了显著上调。由于 PHB 合成过程中，phaB 基因编码的乙酰乙酰辅酶

A 还原酶在将乙酰乙酰辅酶 A 还原为（R）-3 羟基丁酰辅酶 A 时也需要辅酶 NADPH 提

供还原力，因此可以推测补加氨氮增加了胞内 NADPH 的再生，这有助于为乙酰乙酰辅

酶 A 还原酶提供更多的还原力，从而促进了 PHB 的合成；③PHB 合成路径中的三个主

要基因 phaA，phaB 和 phaC 的表达量显著上调，尤其是参与 PHB 合成第一步反应的
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phaA 基因的转录水平有大幅度的提高，这在一定程度上促使前体乙酰辅酶 A 更多的流

入了 PHB 合成路径，为 PHB 的合成提供了充足的前体物质。该现象说明补充氨氮（NH4
+）

通过促进 PHB 合成相关基因的表达，促进 PHB 的生产。 

综上所述，RT-qPCR 实验证明补加氨氮（NH4
+）不仅提高谷氨酸棒状杆菌的物质代

谢和能量代谢，更重要的是通过促进辅酶 NADPH 再生以及 PHB 合成相关基因的表达，

提高了菌体胞内合成 PHB 的能力。 

 

 

图 3.4  实时荧光定量 PCR 实验分析补加氨氮条件下 C. glutamicum JH02 的基因转录水平[89] 

Fig. 3.4  Gene transcript levels of C. glutamicum JH02 under supplemental ammonia nitrogen 

conditions by RT-qPCR  

对照组使用限氮培养基 CGXⅡ-NL，实验组使用富含氮源培养基 CGXⅡ-NR，具体成分如材料和方

法所示。在 3 L 罐上培养菌体并在 6 h, 8 h, 10 h 和 12 h 收集细胞，发酵温度为 30 ℃，搅拌转速

600 rpm，通气量 1.4 VVM，过程中检测溶氧变化，发酵后期如果气泡太多，为了防止喷罐可适当

降低通气量，pH 保持在 7.0。红色表示基因表达量发生显著上调，黑色表示基因表达量无明显变

化。Zwf，编码 6-磷酸葡萄糖脱氢酶；pgl，编码 6-磷酸葡萄糖酸内酯酶；rpe，编码 5-磷酸核酮糖 

异构酶；gndA，编码磷酸葡萄糖酸脱氢酶；pgi，编码 6-磷酸葡萄糖异构酶；pfkA，编码-磷酸果糖

激酶，glpX，编码果糖 1, 6-二磷酸酯酶；fba，编码果糖 1, 6-二磷酸醛缩酶；tpiA，编码磷酸丙糖异

构酶；gpd, 编码 3-磷酸甘油醛脱氢酶；gpmA，编码磷酸甘油酸变位酶；eno，编码磷酸丙酮酸水合
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酶；aceE，编码丙酮酸脱氢酶；aceF，编码二氢硫辛酰转乙酰基酶；gltA，编码柠檬酸合酶；

acnA，编码乌头酸水合酶；icd，编码异柠檬酸脱氢酶；glcB，编码苹果酸合酶；gdh，编码谷氨酸

脱氢酶；tkt，编码转酮醇酶；tal，编码转醛醇酶；aceA，编码异柠檬酸裂解酶；kgd，编码 α-酮戊

二酸脱羧酶；sdh，编码琥珀酸脱氢酶；aspA，编码天冬氨酸裂解酶；mqo，编码苹果酸:醌氧化还

原酶；mld，编码苹果酸脱氢酶；phaA，编码β-酮硫解酶；phaB，编码乙酰乙酰辅酶 A 还原酶；

phaC，编码 PHA 合酶；CIT，柠檬酸；ICIT，异柠檬酸；AKG，α-酮戊二酸；GlU，谷氨酸；

SUCC-CoA，琥珀酰-CoA；SUCC，琥珀酸；FUM，延胡索酸；Mal，苹果酸; OA，草酰乙酸；

P(3HB)，聚（3-羟基丁酸）。 

 

3.3.2  比较构建的改造菌株在 3 L 罐上利用合成培养基生产 PHB 能力 

为了检验改造菌株在最适氨氮添加条件下生产 PHB 的能力，本实验将上一节 2.3.2

获得的两株 PHB 合成能力显著提高的重组菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 和 JH02-Peftu-

(porB)phaC 在补料批发酵的模式下利用合成培养基生产 PHB，并与原始菌株 JH02-

Peftumob 进行对比。发酵结果如图 3.5 所示，从菌体干重可以看出，三株菌株在细胞生

长状况方面差异不大；从葡萄糖的消耗速率来看，重组菌株与对照菌株相比，糖利用速

率也没有明显的变化；从合成 PHB 的能力来看，两株重组菌株的 PHB 产量和含量都有

明显的提高。对照菌株 JH02-Peftumob 的胞内 PHB 含量和 PHB 产量分别为 28.1 wt%，

12.9 g/L；融合 Ncgl 信号肽的改造菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 的胞内 PHB 含量和 PHB

产量分别为 32.0 wt%，15.1 g/L，与对照菌株相比分别提高了 14.2%和 17.1%；融合 porB

信号肽的改造菌株 JH02-Peftu-(porB)phaC的胞内PHB含量和PHB产量分别为32.0 wt%，

15.5 g/L，与对照菌株相比分别提高了 14.2%和 20.0%。 

综上所述，两株重组菌株的胞内 PHB含量和产量与对照菌株相比都有明显的提高。

但是，相较于摇瓶发酵结果，提升幅度较小，分析原因可能是由于，在探究谷氨酸棒状

杆菌合成 PHB 的最适 NH4
+添加量和发酵条件时，是以 JH02 作为实验菌株的，这就导

致最终得到的实验条件可能并非是改造菌株最适宜的 NH4
+添加量和发酵策略，从而在

一定程度上缩小了差距。与目前已发表文献当中报道的利用谷氨酸棒状杆菌生产 PHB

的结果进行对比，如表 3.2 所示，本研究获得了在合成培养基中生产 PHB 的最高指标。 
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图 3.5  改造菌株利用合成培养基生产 PHB 的能力 

Fig. 3.5  The ability of the constructed strains to produce PHB using synthetic media (a) PHB titer 

(g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L); (d) Glucose (g/L) 

富含氮源培养基 CGXⅡ-NR 如材料和方法所示。在 3 L 罐上进行补料批发酵，发酵温度为 30 ℃，

搅拌转速 600 rpm，通气量 1.4 VVM，过程中检测溶氧变化，发酵后期如果气泡太多，为了防止喷

罐可适当降低通气量，通过酸碱泵自动添加 2 M H2SO4和 25%氨水使 pH 保持在 7.0。在 3 L 罐上整

个发酵过程持续 96 h，从发酵的 24 h 开始每间隔 24 h 补加 200 mL 体积的 500 g/L 的葡萄糖母液；

从发酵的 48 h 开始每隔 24 h 补加一定体积 400 g/L 的(NH4)2SO4母液使发酵液体系中(NH4)2SO4终

浓度达到 5 g/L。 

 

表 3.2  目前已报道的谷氨酸棒状杆菌利用合成培养基发酵生产 PHB 的结果汇总[89] 

Table 3.2  Summary of the reported results of PHB production by Corynebacterium glutamicum 

using synthetic media 
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3.3.3  凝胶渗透色谱仪（GPC）测定 PHB 分子量 

PHB 作为一种高分子聚合物，其分子量具有两个基本特点：一是分子量大；二是分

子量并非均一而是具有一定的分散性。高分子聚合物的分子量大小通常用平均分子量和

分子量分布来进行表征，其数值通常对高分子聚合物的加工性能和物理性能具有重要影

响，因此可作为加工过程中各种工艺条件的选择依据[93]。 

本研究通过 GPC 测定了 C. glutamicum JH02 以及重组菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC, 

 JH02-Peftu-(porB)phaC 利用合成培养基在胞内积累的 PHB 的分子量及分子量分布。如

表 3.3 所示，JH02 菌株胞内积累的 PHB 重均分子量达为 24 万，数均分子量为 12 万，

分子量分布为 2.0；重组菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 胞内积累的 PHB 重均分子量为 25

万，数均分子量为 15 万，分子量分布为 1.7；改造菌株 JH02-Peftu-(porB)phaC 的重均

分子量为 43 万，数均分子量为 25 万，分子量分布为 1.7。分析以上结果，我们可以得

出结论，由于这三株菌株的分子量属于同一数量级，我们可以认为其分子量之间没有显

著性差别。因此，通过膜定位表达 PHA 合酶的方式对 PHB 的产量有了显著提高， 但

对 PHB 分子量没有负面影响。 

 

表 3.3 不同发酵菌株胞内积累 PHB 的分子量 

Table 3.3   molecular weight of PHB accumulated intracellularly by different fermentation strains 

Producing strain Titer (g/L) content (wt%) Mn (×105 g/mol） Mw (×105g/mol） PD 

JH02 12.9 28.1 1.2 2.4 2.0 

JH02:Peftu-

(Ncgl)phaC 
15.1 32.1 1.5 2.5 1.7 

JH02:Peftu-

(porB)phaC 
15.5 32.0 2.5 4.3 1.7 

 

3.3.4  谷氨酸棒状杆菌胞内 PHB 形态观测 

由于在 phaC 基因的氮端融合表达 Ncgl 信号肽后，获得的重组菌株 JH02-Peftu-

(Ncgl)phaC 与出发菌株 JH02 相比，其 PHB 合成能力都有明显的提高，因此为了观察

C. glutamicum JH02 和 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 两株菌胞内 PHB 颗粒的形态和分布，我

们分别对两株菌体拍摄了切片电镜。结果如图 3.6 所示，从切片电镜中我们可以观测到

JH02 菌株胞内 PHB 颗粒数量较少；膜定位表达 PHA 合酶的改造菌株 JH02-Peftu-

(Ncgl)phaC 胞内 PHB 颗粒的数量明显变多，在之前的发酵实验中，我们发现膜定位表

达 PHA 合酶的 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 改造菌株与 JH02 相比，其胞内 PHB 含量和产量

都有明显提高，透射电子显微镜图片和之前的发酵结果都证实了膜定位表达 PHA 合酶

能够促使谷氨酸棒状杆菌在胞内积累更多的 PHB 颗粒。 
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图 3.6 TEM 分析胞内 PHB 形态 

Fig. 3.6  TEM analysis of intracellular PHB morphology 

A:菌株 C. glutamicum JH02 胞内 PHB 形态图片；B：菌株 C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 胞内

PHB 形态图片。 

 

3.4  本章小结 

本章节的研究内容包括，探究氨氮（NH4
+）的添加对谷氨酸棒状杆菌 PHB 产量的

影响，对谷氨酸棒状杆菌利用合成培养基合成 PHB 的分子量进行表征，以及对胞内积

累的 PHB 形态进行观测。主要研究结果如下所述： 

（1）氮源是影响谷氨酸棒状杆菌 PHB 合成能力的重要影响因素。在谷氨酸棒状杆

菌中，PHB 的合成与生长状况相关联，当细胞活力增强，PHB 产量也会相应增加。通过

本论文研究发现，当 NH4
+添加浓度为 45 g/L 时最适合 C. glutamicum JH02 进行 PHB 的

生产。RT-qPCR 实验证实当添加合适的 NH4
+浓度时不仅能促进细胞生长，更重要的是

能有效促进 PHB 合成相关基因的表达，从而促进胞内 PHB 的积累。最终改造菌株 JH02-

Peftu-(porB)phaC 通过补料批发酵生产了 15.5 g/L PHB，胞内含量最高达到 32 wt%，是

目前谷氨酸给棒状杆菌利用合成培养基发酵生产 PHB 的最高指标。 

（2）PHB 作为一种高分子聚合物，其分子量大小通常用平均分子量大小及分散性

进行表征，通过测定对照菌株 C. glutamicum JH02 和改造菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC，

JH02-Peftu-(porB)phaC 胞内 PHB 分子量，发现膜定位表达 PHA 合酶的方式显著提高了

谷氨酸棒状杆菌胞内 PHB 的积累能力，但对 PHB 分子量没有产生负面的影响。 

（3）通过透射电子显微镜（TEM）拍摄的图片可以清楚的观测到，改造菌株

JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 与对照菌株 C. glutamicum JH02 相比，胞内积累了更多的 PHB

颗粒。再一次证实膜定位表达 PHA 合酶能够显著提高谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 的能

力。 
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第 4 章  膜定位表达 PHA 合酶的工程菌株利用麦秆水解液合成 PHB 

4.1  引言 

聚 3-羟基丁酸酯(PHB)是一种重要的碳中性生物聚合物。由于其出色的热加工性能、

生物降解性和利用可再生资源进行生物合成的特性，使其具有取代石油衍生塑料的潜力。

作为一种可以由微生物全合成的高分子聚酯，PHB 的生物合成尽管具有许多优势，但由

于生产成本高，PHB 在工业上的应用受到了限制。PHB 生产大多以淀粉和糖类物质作

为原料，其成本占总生产成本的 30%-40%以上，因此许多研究人员专注于寻找低成本的

原料来用于 PHB 的生产。 

PHB 的发酵生产需要具有可持续和稳定供应的碳水化合物原料，木质纤维素生物质

是满足这一要求的唯一可行的非粮碳水化合物。木质纤维素经过酶水解后可以释放出大

量的葡萄糖、木糖以及少量的甘露糖、阿拉伯糖、半乳糖。这些可发酵单糖可作为碳源

被微生物用于 PHB 的合成。 

本实验室以谷氨酸棒状杆菌作为出发菌株，通过代谢工程改造构建了一株能利用葡

萄糖和木糖稳定合成 PHB 的 C. glutamicum JH02。为了进一步提高 PHB 的产量，本论

文对该菌株进行了进一步的分子生物学改造。获得的两株改造菌株在合成培养基中的产

PHB 能力显著提高。本章节的研究内容则是在 30%麦秆水解液中检验改造菌株 JH02-

Peftu-(Ncgl)phaC 和 JH02-Peftu-(porB)phaC 合成 PHB 的能力。同时，由于木糖是木质纤

维素中第二大丰富的碳源，对木糖的利用速率是影响谷氨酸棒状杆菌合成 PHB 能力进

一步提高的重要因素。为了克服在实际的发酵生产过程中存在葡萄糖代谢阻遏现象，本

章节尝试通过适应性进化提高谷氨酸棒状杆菌利用木糖的能力。  
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4.2  材料和方法 

4.2.1  实验菌株、培养基和培养条件 

本章节所用到的出发菌株和改造菌株均列于表 2.1。本章节所用培养基与第二章节

相同，详细内容参考 2.2.1。 

4.2.2   PHB 发酵过程 

摇瓶发酵条件与第二章节相同，详细内容参考 2.2.7。生物反应器发酵过程与第三章

相同，详细内容参考 3.2.2 

4.2.3  胞内 PHB 产物定量测定 

PHB 产量测定方法与第二章节相同，详细内容参考 2.2.5。 

4.2.4  PHB 得率计算 

PHB 得率计算公式与第二章节相同，详细内容参考 2.2.6。 

4.2.5  检测方法 

检测方法与第二章相同，详细内容参考 2.2.8。 

4.2.6 麦秆水解液的制备 

实验室用于制备水解液的小麦秸秆于 2020 年购自中国河南省南阳市。将收集的小

麦秸秆经过干酸预处理、生物脱毒和糖化后获得初步的发酵醪液，之后再利用高速离心

机在 12,000 rpm 下离心 10 分钟。收集上层水解液，弃去底部固体沉淀，将收集的上层

水解液经过过滤、灭菌操作后，即获得用于发酵的麦秆水解液。干酸预处理过程在 20 L

的反应釜中进行，小麦秸秆固体（干基）和 5%（w/w）的稀硫酸按照 2：1 的固液比混

合均匀，在 175 ℃，50 rpm 的条件下反应 5 min，预处理后小麦秸秆固体含量为 52%

（w/w）。用于生物脱毒的菌株为实验室在在之前研究过程当中分离出的 Paecilomyces 

variotii FN89 菌株，脱毒过程中注意检测抑制物的剩余量，避免脱毒时间过长导致部分

可发酵糖被脱毒菌株消耗。糖化过程在 5 L 罐上进行，将脱毒后的小麦秸秆干物料按照

30%（w/w）的固体含量加入到发酵罐中，纤维素酶用量为 6 mg 蛋白/g 干物料，糖化过

程中温度为 50 ℃，转速 150 rpm，糖化时间是 48 h。 

将制备的麦秆水解液利用 HPLC 检测各组分含量，分别为： 101.7 g/L 葡萄糖, 37.3 

g/L 木糖,  0.002 g/L 糠醛，0.8 g/L 乙酸和 0.019 g/L 5-羟甲基糠醛。  
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4.3  结果与讨论 

4.3.1  比较工程菌株利用 30%固含量的麦秆水解液合成 PHB 的能力 

为了检验改造菌株在真实的木质纤维素水解液体系中生产 PHB 的能力，本论文将

第 2 章节 2.3.2 获得的两株 PHB 合成能力显著提高的膜定位表达 PHA 合酶的重组菌株

JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 和 JH02-Peftu-(porB)phaC 在补料批发酵的模式下利用 30%固体含

量的小麦秸秆水解液合成 PHB，并与 JH02 原始菌株进行对比。实验结果如图 4.1 所示，

与对照菌株相比，融合 Ncgl 信号肽的改造菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 在木质纤维素体

系中生长状况显著改善，这从菌体干重的变化可以明显的看出，改造菌株在发酵 72 h 后

菌体干重可以达到 38.2 g/L，与对照菌株相比，增加了 40%；改造菌株 JH02-Peftu-

(Ncgl)phaC 合成 PHB 的能力显著提升，胞内 PHB 含量最高可以达到 39.3 wt%，PHB 产

量最高可以达到 16.2 g/L, 与对照菌株相比，胞内 PHB 含量提高了 134.8%，PHB 产量

提高了 57.3%；融合 porB 信号肽的改造菌株 JH02-Peftu-(porB)phaC 在麦秆水解液体系

中培养 72 h 后菌体干重为 29.7 g/L，胞内 PHB 含量为 26.4 wt%，PHB 产量为 7.8 g/L，

与对照菌株相比，菌体生长状况没有明显改善，PHB 的生产能力也没有明显的提高，菌

体干重仅增加 8.8%，胞内 PHB 含量和 PHB 产量分别增加 6.5%和 13.0%。 

综上所述，融合 Ncgl 信号肽的改造菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 在麦秆水解液中生

长状况最好，PHB 生产能力最强。值得注意的是，与在合成培养基中发酵结果不同，改

造菌株 JH02-Peftu-(porB)phaC 的 PHB 生产能力与对照菌株相比没有明显的差异，分析

造成这一现象的原因是由于麦秆水解液中抑制物的存在对 porB 细胞膜表面展示蛋白的

活性造成了不良影响。 

与目前已发表的文献中利用木质纤维素生物质生产 PHB 的研究进行对比，结果如

表 4.1 所示，从已发表的研究结果中可以看出，利用木质纤维素生物质作为碳源获得的

PHB 产量并不高，这是因为，一方面，大部分研究都利用天然的 PHB 生产菌株作为实

验菌株在木质纤维素水解液体系中进行 PHB 的生产，但由于这些菌株对抑制物的耐受

性极差，因此生长状况并不好，这从菌体干重中可以看出；另一方面，为了去除木质纤

维素体系中的抑制物，多采用低预处理强度，高强度、高成本的脱毒方法（膜过滤、活

性炭脱毒等），这种操作不仅提高了生产成本，给下游的分离纯化工艺造成困难，还会降

低可发酵糖的利用率，因为预处理强度不够会降低可发酵单糖的释放率，而高强度的脱

毒方法又会提高可发酵单糖的损耗率，这就导致最终获得用于 PHB 合成的碳源十分有

限，从而限制 PHB 产量的提高。 

本论文选用对抑制物具有较强耐受性的谷氨酸棒状杆菌作为实验菌株，通过合成生

物学的方法构建了 PHB 的合成路径，并通过分子生物学改造提高其 PHB 的生产能力，

最终可以利用固体含量为 30%的麦秆水解液进行 PHB 的生产，PHB 产量最高达到 16.2 

g/L，是目前在真实木质纤维素水解液体系中发酵生产 PHB 的最高指标。 
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图 4.1 改造菌株利用麦秆水解液合成 PHB 的能力 

Fig. 4.1  The ability of the constructed strain to produce PHB using 

 wheat straw hydrolysate: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB content (wt%); (c) DCW (g/L); (d) Glucose 

(g/L); (e) Xylose (g/L) 

30%固含量麦秆水解液的制备及组成如材料和方法所示。在 3 L 罐上进行补料批发酵，发酵温度为

30 ℃，搅拌转速 600 rpm，通气量 1.4 VVM，过程中检测溶氧变化，发酵后期如果气泡太多，为了

防止喷罐可适当降低通气量，通过酸碱泵自动添加 2 M H2SO4 和 25%氨水使 pH 保持在 7.0。在 3 L

罐上整个发酵过程持续 72 h，从发酵的 24 h 开始每间隔 12 h 补加 200 mL 体积的麦秆水解液。在发

酵一开始，向水解液中补加 1 g/L KH2PO4, 1 g/L K2HPO4, 0.6 g/LMgSO4, 10 g/L（NH4)2SO4。 
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表 4.1 目前已发表的以木质纤维素生物质为原料合成 PHB 的结果汇总[89] 

Table 4.1  Summary of published results on the synthesis of PHB from lignocellulosic biomass 
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4.3.2  C. glutamicum JH02 提高木糖利用能力的适应性进化 

木糖是木质纤维素水解液体系中第二大丰富的碳源，天然的谷氨酸棒状杆菌不具备

利用木糖的能力。为了拓宽谷氨酸棒状杆菌的底物谱，本实验室在之前的研究中将来自

大肠杆菌 E. coli BL21 的木糖利用基因 xylAB 和木糖转运蛋白 araE 整合到 C. glutamicum

的基因组上得到了可以同时利用葡萄糖和木糖合成 PHB 的 C. glutamicum JH02，这在一

定程度上提高了 C. glutamicum 积累更多 PHB 的潜力。但是，在实际的发酵生产过程中

发现存在葡萄糖代谢阻遏现象，即当培养基中存在葡萄糖时，C. glutamicum JH02 总是

会优先利用葡萄糖，减缓对木糖的利用。 

为了提高谷氨酸棒状杆菌 C. glutamicum JH02 利用木糖的能力，本论文将 C. 

glutamicum JH02 在含有 5 g/L 葡萄糖和 45 g/L 木糖的 PHB 发酵培养基中进行培养，每

两天转接一次，使其逐渐增强对木糖的利用能力。结果如图 4.2 所示，在转接的初期（前

6 代），由于不适应木糖培养基体系，谷氨酸棒状杆菌胞内生成的 PHB 含量逐渐降低，

菌体生长状况也逐渐变差。随着转接的进行，菌体逐渐适应木糖培养基体系，木糖消耗

速度逐渐加快，菌体生长状况逐渐恢复，但胞内积累的 PHB 含量却不稳定，尤其是从

第 6 代到第 7 代，PHB 产量迅速增加，从 15 代到 16 代，PHB 产量又迅速下降，直到

完全不合成 PHB。 

分析原因，由于谷氨酸棒状杆菌胞内的木糖利用途径是人为构建的，对木糖的利用

能力有限，在木糖培养基中 C. glutamicum JH02 的细胞活力不高。回顾之前的 RT-qPCR

实验中得到的结论，在谷氨酸棒状杆菌中，PHB 的合成是与细胞生长状况相关联的。因

此利用木糖培养基进行适应性进化的过程中，菌体一直处在不利于 PHB 合成的环境条

件下， C. glutamicum JH02 在分裂过程中有一部分新分裂出的细胞丧失 PHB 合成能力，

这从拍摄的 TEM 电镜图片可以得到验证。谷氨酸棒状杆菌属于非天然的 PHB 生产菌

株，胞内聚酯的存在会对细胞本身正常生长产生负面压力，故随着传代进行，不能合成

PHB 的细胞成为优势菌株。因此，通过适应性进化的方法将 C. glutamicum JH02 在木糖

培养基中进行驯化转接，不利于菌体合成 PHB。 
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图 4.2  C. glutamicum JH02 在富含木糖的培养基中进行转接驯化 

Fig. 4.2  Adaptive evolution of C. glutamicum JH02 in xylose medium: (a) PHB titer (g/L); (b) PHB 

content (%); (c) CDW (g/L); (d) Xylose consumption (g/L) 

C. glutamicum JH02 的驯化过程在 250 mL 的锥形瓶中进行，培养基组成为：5 g/L Glucose, 45 g/L 

Xylose, 5 g/L Yeast, 10 g/L peptone,1 g/L KH2PO4, 3g/L Urea, 0.6 g/L MgSO4。发酵温度为 30 ℃, 摇床

转速设置为 200 rpm，每隔 12 h 用 5 M NaOH 调节 pH 至 7.0，每 48 h 转接一次。 

 

4.4  本章小结 

本章节研究内容是将获得的改造菌株在真实的木质纤维素体系中检验其合成 PHB

的能力，并尝试通过适应性进化提高谷氨酸棒状杆菌利用木质纤维素体系中木糖的能力。

主要研究结果如下所述： 

（1）本论文获得的改造菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 在 30%固体含量的麦秆水解液

体系中生长状况良好，最高 PHB 产量达到 16.2 g/L，实现了在真实木质纤维素水解液体

系中发酵生产 PHB 的最高指标。 

（2）谷氨酸棒状杆菌作为非天然的 PHB 生产菌株，PHB 的积累与细胞的生长状况

相关联。通过对 C. glutamicum JH02 进行木糖利用能力的适应性进化实验后发现，当在

含有较高含量的木糖培养基中驯化时，由于生长状况不好，细胞活性较差，因此随着传

代的进行，在分裂过程中丧失 PHB 合成能力的细胞逐渐占据优势，最终使得驯化菌株

不再合成 PHB。
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第 5 章  结论与展望 

5.1  结论与创新点 

PHB 作为一种重要的碳中性生物聚合物，具有与石油基塑料相似的物理性质和热加

工性能，更重要的是具有良好的生物可降解性和利用可再生资源进行生物合成的特性，

因此有潜力替代传统的石油基塑料。目前商业化生产 PHB 遇到的最大阻碍是生产成本

过高，其中原料成本占据了总成本的 30%-40%。为了降低 PHB 的生产成本，本论文成

功构建了一株能以价格低廉，来源广泛和供应量充足的木质纤维素为原料生产 PHB 的

改造菌株 JH02-Peftu-(Ncgl)phaC，实现了利用真实木质纤维素生物质为原料生产 PHB 的

最高指标，为接下来木质纤维素生产 PHB的工业化应用提供了一株有潜力的候选菌株。 

本研究结论及创新点如下： 

（1）本论文首次通过调节 C. glutamicum 细胞的生长和分裂相关基因的表达来促

进细胞的生长和 PHB 的生产。结果证明过表达细胞形态相关的基因对谷氨酸棒状杆菌

细胞生长具有促进作用，进而提高了 PHB 的产量，但对 C. glutamicum 细胞形态没有

明显的改变。通过弱化表达细胞形态相关基因虽然能使细胞由原先的短杆状变为球

状，但对 PHB 的生产没有明显的促进作用。综上所述，尽管 PHB 作为一种在微生物

胞内合成的聚酯，其合成受到细胞空间体积的限制，但在非天然的 PHB 生产菌株 C. 

glutamicum 中，单纯通过细胞形态工程改造不能有效的促进 PHB 的合成。 

（2）本论文首次在 C. glutamicum 中对 PHB 合成路径中的关键性酶（PHA 合酶）

进行膜定位表达。通过将 PHA 合酶定位在细胞膜上进行表达能够显著提高细胞的生长

和胞内 PHB 的积累，分析这种 PHA 合酶的表达方式在缩短了 PHA 合酶参与聚合反应

的空间距离的同时，能够有效提高 PHA 合酶的稳定性，使其在 PHB 聚合过程中不易

失去活性，从而促进 PHB 的合成。这也进一步验证了限制 C. glutamicum 胞内 PHB 积

累能力进一步提高的的主要原因是 PHB 合成路径中关键酶的酶活和稳定性。此外，将

Ncgl 信号肽和 porB 细胞膜表面展示蛋白在 C. glutamicum JH02 中共表达，构建的改造

菌株 C. glutamicum JH03-Peftu-(porB)phaC 的 PHB 合成能力得到进一步的提高。 

（3）本论文尝试过表达 phaP 基因来促进 PHB 的生产。在大多数天然的 PHB 生

产菌株中都存在 phaP 基因，该基因编码的 PhaP 蛋白可以包裹在 PHB 颗粒表面，减小

PHB 粒径大小从而对菌体起到保护作用。实验结果证明，单纯过表达该基因不能促进

细胞的生长和 PHB 的合成，推测是由于在 C. glutamicum 细胞内积累的 PHB 与天然

PHB 生产菌株相比，胞内 PHB 含量相对较低，PHB 分子量相对偏小，所以胞内 PHB

颗粒的尺寸不是限制胞内 PHB 积累能力提高的主要原因。 

（4）本论文尝试弱化表达与 β-酮硫解酶竞争乙酰辅酶 A 底物的 gltA-1 基因，为

PHB 的合成提供更多的前体物质，结果发现没有达到预期的效果。分析原因可能是由
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于，PHB 合成过程中乙酰辅酶 A 前体供给充足，限制 PHB 产量提高的关键因素不是

乙酰辅酶 A 前体的供应量，而是 PHB 合成路径中关键酶的酶活和稳定性。 

（5）本论文通过探究发现氨氮（NH4
+）的添加对 C. glutamicum 合成 PHB 具有重

要的影响。通过添加不同浓度梯度 NH4
+作为氮源，确定了 PHB 发酵过程中最适 NH4

+

添加量为 45 g/L。RT-qPCR 实验证实当添加合适的 NH4
+浓度时不仅能促进细胞生长，

更重要的是能有效促进 PHB 合成相关基因的表达，从而促进胞内 PHB 的积累。 

（6）本论文首次利用改造的 C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 在 30%固体含量

的真实麦秆水解液体系中实现了 PHB 的高产。改造菌株 C. glutamicum JH02-Peftu-

(Ncgl)phaC 的 PHB 产量最高可达 16.2 g/L，是目前已报道的利用木质纤维素生物质发

酵生产 PHB 的最高产量。 

5.2  展望 

本论文通过分子生物学改造获得了一株能在高固含量麦秆水解液中进行 PHB 生产

的 C. glutamicum JH02-Peftu-(Ncgl)phaC 菌株，但是，在利用麦秆水解液进行发酵生产

的过程中仍存在一些问题限制了 PHB 产量的进一步提高，接下来还需要进一步探究： 

（1）目前无法实现连续同步糖化共发酵 

在木质纤维素生物炼制过程中，糖化步骤的操作条件为 pH 4.8，温度 50 ℃；在利

用谷氨酸棒状杆菌发酵生产 PHB 的过程中，最适发酵条件为 pH 7.0，温度 30 ℃。由

于两个过程的操作条件不一致，因此实验过程中需要先在 5 L 罐中将经过脱毒的麦秆

物料进行糖化并经过灭菌过滤制备成麦秆水解液，然后再将获得的水解液在 3 罐中用

于 PHB 的发酵，这就导致无法通过同步糖化共发酵来生产 PHB。 

但是，在利用麦秆水解液发酵生产 PHB 的过程中，采用的是补料批发酵，发酵后

期菌体浓度达到较高值，所以发酵过程中需要大量的碳源用于菌体的生长代谢和 PHB

的合成。我们已经认识到，发酵后期葡萄糖等碳源供应不足是限制 PHB 产量进一步提

高的重要因素。然而，由于存在底物抑制作用，一次糖化释放出来的可发酵单糖的浓

度有限，即使在过程中补加一定体积的麦秆水解液，也无法满足高浓度细胞的生长代

谢和 PHB 合成对碳源的需求。 

如果能够实现同步糖化共发酵，在发酵的同时可以通过糖化不断地释放出可发酵

单糖，这不仅解决了碳源供应不足的问题，而且简化了操作工艺流程。因此，下一步

可以通过提高谷氨酸棒状杆菌的耐热性或选用中性纤维素酶的方法来缩小糖化步骤与

发酵过程的操作条件的差距，实现同步糖化共发酵，从而进一步提高 PHB 的产量。 

（2）除葡萄糖和木糖外其他少量可发酵单糖未全部利用 

木质纤维素生物质主要含有 40%-80%的纤维素、10%-40%的半纤维素和 5%-25%

木质素。纤维素经过酶水解后主要释放出葡萄糖，半纤维素经过酶水解后除了释放出

大量木糖外，还会释放出部分甘露糖、阿拉伯糖、半乳糖和鼠李糖。天然的谷氨酸棒

状杆菌只能利用葡萄糖作为碳源，本实验室通过将大肠杆菌的木糖利用途径引入谷氨
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酸棒状杆菌中，使其具备木糖利用能力，但目前还不具备利用甘露糖、阿拉伯糖、半

乳糖和鼠李糖作为碳源的能力。因此后续可以将这几种碳源的利用途径也在谷氨酸棒

状杆菌中构建起来，从而实现木质纤维素生物质的充分利用，为 PHB 的生产提供更多

的碳源。 

（3）重组谷氨酸棒状杆菌的木糖利用能力有待提高 

尽管本实验室研究人员通过将木糖利用基因 xylAB 基因和木糖转运蛋白 araE 整合

到谷氨酸棒状杆菌的基因组上，使其具备了转运木糖和利用木糖的能力，但从上述发

酵结果可以明显看出，由于木质纤维素体系中高浓度葡萄糖的存在对木糖的利用产生

了代谢阻遏作用，木糖利用速率有待提高。在本论文的 4.3.2 部分，我们曾尝试通过适

应性进化的方式来提高谷氨酸棒状杆菌的木糖利用能力，但结果未达到预期效果。因

此，接下来可以尝试利用分子生物学手段，通过过表达与木糖利用或木糖转运相关的

基因来提高菌株利用木糖的能力。 
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