
书书书

文章编号：１００１３５５５（２０１２）０１００７０１０

收稿日期：２０１２０１１６；修回日期：２０１２０２０７．

基金项目：国家自然科学基金（２１１３３０１１）资助项目．

作者简介：宋昊，女，生于１９７９年，助理研究员．

１）通讯联系人：ｃｇｘｉａ＠ｌｚｂ．ａｃ．ｃｎ．

甲烷氧化细菌生物催化合成聚β羟基丁酸酯的分子量调控

宋　昊１，３，张颖鑫１，２，辛嘉英１，２，夏春谷１

（１．中国科学院兰州化学物理研究所 羰基合成与选择氧化国家重点实验室，甘肃 兰州７３００００；

２．哈尔滨商业大学 食品科学与工程省重点实验室，黑龙江 哈尔滨１５００７６；

３．中国科学院研究生院，北京１０００３９）

摘　要：在甲烷氧化细菌 ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１细胞内生物催化合成聚β羟基丁酸酯（ＰＨＢ）的过程
中，对影响聚合物分子量的各种因素进行了研究．发现碳源、培养基组分 ＮＨ＋４，ＮＯ

－
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２＋，某些导向

ＰＨＢ合成的关键中间产物以及ＰＨＢ的提取方法均会对ＰＨＢ的分子量产生影响．同时，通过对胞内ＰＨＢ合成酶系
中关键作用酶的活性变化进行研究，发现β酮硫解酶催化着控制进入ＰＨＢ循环入口的关键反应，而ＰＨＢ分子量
的变化则主要取决于ＰＨＢ合成酶和ＰＨＢ降解酶的协同作用．
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　　ＰＨＢ（聚β羟基丁酸酯）是一种具有良好的生
物可降解性和生物相容性的高分子材料，可以广泛

地应用于医药、食品包装、农业等领域［１］．目前，
ＰＨＢ合成主要通过微生物发酵的方法，已经取得了
很大的突破［２４］，但该领域的研究焦点大多放在微

生物发酵生产 ＰＨＢ的产量提高上，而忽略了所生
产的ＰＨＢ的实用性．通常，由发酵过程获得的聚合
产物分子量非常高，只有经过进一步的改性才能得

到实际应用．聚合产物的平均分子量 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ，Ｍｗ）和分子量的分布对ＰＨＢ的性质及其商
业价值都有很重要的决定作用［５］．所以，研究如何
对经由生物过程合成的 ＰＨＢ的分子量进行调控是
十分必要的．

Ｓｕｚｕｋｉ等［６］最早报道了对微生物合成 ＰＨＢ的
分子量产生影响的因素．他们在用甲醇培养的Ｐｒｏ
ｔｏｒｎｏｎａｓｅｘｔｏｒｇｕｅｎｓ细胞积累 ＰＨＢ的研究中发现，
Ｍｗ会随着不同的细胞生长阶段变化，同时也受培
养基ｐＨ的轻微影响．随后，他们陆续发现培养基
组分 ＮＨ＋４，Ｍｇ

２＋，ＰＯ３－４ 以及不同碳源的使用均会
对细胞内积累的 ＰＨＢ分子量有一定的影响［７，８］；

Ｌｅｅ等［９］进一步证明了 ｐＨ对菌种 Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ
ｐｕｌｌｕｌａｎ所积累ＰＨＢ的分子量具有显著的影响；Ｔａｉ
ｄｉ等［１０］又对以不同碳源生长的不同菌种积累的

ＰＨＢ分子量进行了较为深入的研究．此外，Ｚｈａｎｇ
等［１１］通过将同一菌株中的 ＰＨＢ合成路径分别克隆
到 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａａｅｒｏｇｅｎｅｓ，Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｏｘｙｔｏｃａ中，可 以 成 功 地 从 Ｋ．ａｅｒｏｇｅｎｅｓ２６８８
（ｐＪＭ９１３１）和Ｅ．ｃｏｌｉＪＭＵ２１３（ｐＪＭ９１３１）工程菌细
胞中获得比原始菌分子量高得多的 ＰＨＢ．由此可
见，不同的菌种具有自己的特性，能够调控或者影

响其细胞内 ＰＨＢ分子量的因素是也不同的，即使
同一种菌株也会由于所处的培养环境和培养方式的

差别，使得细胞积累的 ＰＨＢ分子量呈现不同的变
化规律．此外，对不同菌种采用不同的ＰＨＢ提取方
法也将会影响到获得的ＰＨＢ的分子量［１２］．

我们对甲烷氧化细菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＩＭＶ３０１１胞内积累 ＰＨＢ的过程展开了一系列基础
研究［１３１５］，取得了很大的进展．然而，ＩＭＶ３０１１合
成出来的ＰＨＢ是否具有应用价值，还需要对其相
关性质进行研究．分子量是影响 ＰＨＢ实用性的一
个重要性质，对于一般微生物而言，细胞内合成的

ＰＨＢ分子量在一定范围内是可调控的，然而，关于
调控甲烷氧化细菌类微生物合成 ＰＨＢ的分子量的
研究还未见报道．研究表明，分子量相对较低
（１０５～１０６）的ＰＨＢ具有更好的生物可降解性，可
通过改性手段处理使其更具应用价值．甲烷氧化细
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菌ＩＭＶ３０１１细胞内积累的ＰＨＢ分子量基本在１０５～
１０６的数量级范围内，为了更好的实现其应用价值，
需要对其分子量调控进行深入研究．本文中，我们
利用ＩＭＶ３０１１以廉价的甲烷、甲醇作为碳源，发酵
生产分子量为１０５～１０６的 ＰＨＢ，并结合 ＰＨＢ胞内
合成机理，对各种影响 ＰＨＢ分子量的因素及其调
控进行了详细的研究．

１材料和方法
１．１菌种培养

Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ ＩＭＶ３０１１ （简 称

ＩＭＶ３０１１），俄罗斯微生物与病毒研究所赠送．
无机盐培养基 （ｇ／Ｌ）：ＫＨ２ＰＯ４（０．４），Ｋ２ＨＰＯ４

（０．４），Ｎａ２ＨＰＯ４（０．４），ＣａＣｌ２（０．０２４），ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ（０．３），ＮＨ４Ｃｌ（０．５），ＮａＣｌ（０．３），ＫＮＯ３
（１．６），ＥＤＴＡ（０．０１），ＭｎＳＯ４·５Ｈ２Ｏ（５．２３×
１０－４），ＺｎＳＯ４（２．４×１０

－４），ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ（２．８８
×１０－４），ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ（４×１０

－４），ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
（４×１０－３），ＦｅＣｌ３（１×１０

－３）．
补料分批发酵培养［１５］：２Ｌ无机盐培养基置于

５Ｌ全自动发酵罐（上海保兴，Ｂｉｏｔｅｃｈ２００１）中．初
始接种量１０％ （ｖ／ｖ）．３４℃恒温培养，使用１ｍｏｌ／
Ｌ氢氧化钠或１ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节ｐＨ值为７．０左右，
搅拌速率 ３００ｒ／ｍｉｎ．通入甲烷（５０％）～空气
（５０％）混合气体，手动调节气体流速维持罐内溶氧
饱和度为５０％．为了避免甲醇对菌体生长造成抑
制，初始碳源浓度为１ｇ／Ｌ，发酵９６ｈ后，每隔２４
ｈ补料一次，共５次，每次加２００ｍＬ补料培养基
（无氮源），每次补料时，同时补充０．１％ （ｖ／ｖ）甲
醇．
１．２ＰＨＢ分析

ＰＨＢ含量测定：采用气相色谱分析方法［１６］，４０
ｍｇ干细胞、２０ｍｇ苯甲酸置于４ｍＬ氯仿中，在氯
仿溶液中加入４ｍＬ含１５％ （Ｖ／Ｖ）Ｈ２ＳＯ４的甲醇溶
液，１００℃恒温油浴中（ＩＫＡＲＣＴｂａｓｉｃ，ＧＥＲ）消化
４ｈ．迅速冷却至室温，加入４ｍＬ去离子水，振荡
３０ｓ，快速混匀，静置分相．取下层溶液进行气相色
谱（Ａｇｉｌｅｎｔ６８２０）检测 （内标法定量检测；ＳＥ５４弹
性石英毛细管柱：３０ｍ×０．２５ｍｍ，载气为高纯氮
气，ＦＩＤ检测器）．

ＰＨＢ分子量测定：Ｗａｔｅｒｓ２６９５２４１４型 ＧＰＣ溶
胶凝胶色谱检测系统．流动相：ＨＰＬＣ级氯仿；流
速：１ｍＬ／ｍｉｎ；聚苯乙烯标样，浓度：０．１ｍｇ／ｍＬ

氯仿．
１．３酶活测定

离心收获菌体（９０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１５ｍｉｎ），５０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ７．４）清洗菌体两次．
超声破碎（宁波新芝，ＪＹ９２Ⅱ型）得到菌体细胞（２０
ＫＨｚ，４℃，３０ｓ×５，１５０ｗ）．离心收集破碎后细胞
（９０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，４５ｍｉｎ），上清液（粗酶）用于
酶活测定．经检测，离心后的细胞残留固体物质中
无酶活表现．

β酮硫解酶（βＫｅｔｏｔｈｉｏｌａｓｅ）活性［１７，１８］：取１．５
ｍＬ浓度为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ
７．９），加入４０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖
醇（ＤＴＴ），５０μＬ浓度为３．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＣｏＡ，１０μＬ
浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的乙酰乙酰 ＣｏＡ和１０μＬ粗酶
液．该混合溶液用蒸馏水稀释至３ｍＬ．该反应液在
３０℃反应 ２ｍｉｎ，采用紫外可见分光光度计（ＨＰ
８４５３）测定Ｄ３０３下乙酰乙酰ＣｏＡ浓度的减少．

乙酰乙酰ＣｏＡ还原酶（ＡｃｅｔｏａｃｅｔｙｌＣｏＡｒｅｄｕｃ
ｔａｓｅ）活性［１９］：取１．５ｍＬ浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ的磷
酸钾缓冲溶液（ｐＨ５．５），加入０．１２ｍＬ浓度０．２５
ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，０．１ｍＬ浓度为 １２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ的二硫苏糖醇（ＤＴＴ），０．１ｍＬ浓度为６．０
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮＡＤＰＨ，１０μＬ浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的乙
酰乙酰ＣｏＡ和０．１ｍＬ粗酶液．该混合溶液用蒸馏
水稀释至３ｍＬ．从加入乙酰乙酰 ＣｏＡ开始反应３
ｍｉｎ，在Ｄ３４０进行紫外光谱检测．

ＰＨＢ合成酶 （ＰＨＢｓｙｎｔｈａｓｅ）［２０］：取１．５ｍＬ浓
度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ７．５），加
入１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ５，５＇二硫代双２硝基苯甲酸（ＤＴ
ＮＢ），１０μＬ浓度为 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｄ３羟基丁酸
ＣｏＡ和５０μＬ粗酶液．该混合溶液用蒸馏水稀释至
３ｍＬ．从加入粗酶液开始，３０℃反应 ３ｍｉｎ，在
Ｄ４１２进行紫外光谱检测．

上述三种酶活力计算单位定义为：１Ｕ ＝１
μｍｏｌ／ｍｉｎ／（ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）．

ＰＨＢ降 解 酶 （ＰＨＢ ｄｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）［２１］：５０
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ８．０）中含有浓度
为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２，加入含１５０μｇＰＨＢ颗粒／ｍＬ
的粗酶液．在 Ｄ６５０进行紫外光谱检测．酶降解活
力计算单位定义为：１Ｕ＝１μｇ／ｍｉｎ／（ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）．

蛋白含量测定：考马斯亮蓝Ｇ２５０法．
酶活分析中所用各种酶及生化试剂均购自 Ｓｉｇ

ｍａ．其它试剂均为分析纯．
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２结果与讨论
２．１补料分批发酵培养过程中ＰＨＢ分子量变化

一般微生物合成 ＰＨＢ的分子量并不是一直保
持同一水平的，会随着细胞生长进入不同阶段而有

一个变化的过程［２２］．为了深入研究不同生长阶段
对胞内的ＰＨＢ分子量的影响，在补料分批发酵培
养过程中连续监控了细胞生长量、ＰＨＢ积累量和
ＰＨＢ分子量等重要参数．

在补料分批发酵的培养过程中（图１、图２），
可以看出ＰＨＢ的含量和分子量在细胞进入对数生
长期后（４８～９６ｈ）有一定程度的降低，说明在细胞
迅速生长的初期，碳源消耗很快，细胞内含物 ＰＨＢ
可作为辅助碳源，发生降解，供给细胞生长，造成

体系中ＰＨＢ含量和分子量的降低．随后，随着细胞
的迅速生长，ＰＨＢ含量和分子量也迅速增加．在生
长平衡期，三个参数均处于相对稳定的峰值状态．
当培养进行至３６０ｈ之后，菌体进入衰亡期，胞内
的ＰＨＢ也会随着菌体的衰亡而发生降解，胞内聚
合物的分子量开始逐渐下降．

图１补料分批发酵培养过程中的细胞生长量和ＰＨＢ
含量曲线

Ｆｉｇ．１Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｓｏｆｂｉｏｍａｓｓ，ＰＨＢｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｉｎｔｈｅｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
◆ Ｂｉｏｍａｓｓ　　▲ ＰＨＢ

　　值得注意的是，由于接种细胞的浓度和分子量
的影响，最终合成的 ＰＨＢ分子量也会受到一定的
影响．如果选择生长状态较差的细胞接种体，在富
营养条件下，由于胞内 ＰＨＢ消耗所提供的 ＮＡＤＨ
不足以供给细胞迅速生长的需要，在此种情况下会

导致胞内ＰＨＢ完全消耗，待细胞生长速度减缓后
再开始积累，因而在短时间内不能获得稳定分子量

的ＰＨＢ．因此，保证接种细胞处于较好的生长状态
是十分必要的．

图２补料分批发酵培养过程中的ＰＨＢ分子量变化曲线
Ｆｉｇ．２Ｃｈａｎｇｅｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｕｒｉｎｇｔｈｅ

ｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｕｒｓｅ

２．２提取方法对分子量的影响
除了细胞自身性质对分子量的影响，在提取过

程中对细胞的处理方法不同，对胞内 ＰＨＢ的分子
量也有不同程度的影响．Ｈａｈｎ等［１２］发现对于 Ａ．
ｅｕｔｒｏｐｈｕｓ和重组 Ｅ．ｃｏｌｉ采用次氯酸钠处理细胞提
取ＰＨＢ时，前者的 ＰＨＢ部分发生降解，平均分子
量降低，而后者则没有发生降解；而用次氯酸钠 －
氯仿法处理时，两者获得的 ＰＨＢ的分子量都同样
降低，可见处理方法对最终获得的 ＰＨＢ的分子量
是有一定影响的．本研究中，我们对比了进行超声
破碎和未进行超声破碎的细胞所积累的 ＰＨＢ的分
子量差别．（处理方法：离心收集细胞，－８０℃冻
融，超声破碎：功率８０Ｗ，超声１０ｓ，间隔７ｓ，反
复８０次）．

表１ＰＨＢ提取方法对分子量的影响
Ｔａｂｌｅ１ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｏｎｉｃａｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｍｅｔｈｏｄｓｏｎＭｗｏｆＰＨＢ

Ｍｗ Ｉｎｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ

Ａ ９．６８×１０５ １．３６

Ｂ １．７１×１０６ １．１１

　　Ａ：ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＰＨＢｆｒｏｍｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；
　　Ｂ：ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＰＨＢｆｒｏｍｃｅｌｌｓｓｏｎｉｃａｔｅｄ．

　　根据 ＩＭＶ３０１１细胞的结构特点，我们在提取
ＰＨＢ时，先对细胞进行超声破碎，再抽提胞内的
ＰＨＢ，得到的ＰＨＢ分子量与未经超声破碎的细胞中
的ＰＨＢ分子量做对比，结果如表１所示．可以看出，
经过超声破碎的细胞中的ＰＨＢ不仅不会因为超声破
碎的作用发生降解，反而比未经超声破碎的细胞中

的ＰＨＢ分子量略高．这可能是因为经过超声破碎处
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理后，细胞中的高分子量ＰＨＢ更容易抽提出来，而
对于未经超声破碎的细胞，由于抽提方法的限制有

些分子量较高的ＰＨＢ分子不易被抽提出来，因此造
成收率偏低，导致测得的分子量有偏差．
２．３菌体培养条件对ＰＨＢ产物分子量的影响
２．３．１培养基组成对分子量的影响　　将菌体分别
接入含有不同浓度 ＮＨ＋４，ＮＯ

－
３，ＨＰＯ

２－
４ ，Ｍｇ

２＋，

Ｃｕ２＋，Ｆｅ３＋的培养基中进行发酵培养，收集生长稳
定期的细胞，提取ＰＨＢ进行分子量测定．据文献报
道，在甲基菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ１３５的培养过程中，培养
基组分 ＮＨ＋４，Ｍｇ

２＋，ＨＰＯ３－４ 的缺乏对于 ＰＨＢ的分
子量有很大的影响［７］．在对 ＩＭＶ３０１１的研究中发
现，培养基中的某些组分的浓度对 ＰＨＢ的分子量
也有较大影响（图３，图４）．

图３培养体系中ＮＨ＋４，Ｍｇ
２＋，ＨＰＯ２－４ 对

ＰＨＢ分子量的影响

Ｆｉｇ．３ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＨ＋４，Ｍｇ
２＋，ａｎｄＨＰＯ２－４

ｏｎＭｗｏｆＰＨＢ

◆ ＮＨ＋４　　▲ Ｍｇ
２＋　　■ ＨＰＯ２－４

图４培养体系中ＮＯ－３对ＰＨＢ分子量的影响

Ｆｉｇ．４ＥｆｆｅｃｔｏｆｏｆＮＯ－３ｏｎＭｗｏｆＰＨＢ

　　如图３和图４所示，ＰＨＢ分子量随各种营养组

分的浓度变化呈现出一定的变化规律．ＮＨ＋４ 浓度
偏低的培养基中收获的 ＰＨＢ的 Ｍｗ也较低（＜１．５
×１０６），随着体系中的ＮＨ＋４ 浓度增加，Ｍｗ值也不
断上升，可达到１．７５×１０６，随后Ｍｗ值反而会随着
ＮＨ＋４ 浓度的进一步增加而下降．Ｍｇ

２＋也有与 ＮＨ＋４
类似的变化趋势，其浓度受到一定限制时 ＰＨＢ的
Ｍｗ值略低，大约在１．６５×１０６左右，Ｍｗ值会随着
Ｍｇ２＋浓度的增加略微上升，但其影响的程度远不如
ＮＨ＋４ 显著．ＮＯ

－
３也具有同样的影响，Ｍｗ值在所选

择的浓度范围内最高可接近 １．７×１０６，但随着
ＮＯ－３浓度增加，Ｍｗ值下降程度剧烈，最低至１．２８
×１０６．具有上述影响的原因可能是由于过低或者
过高浓度的营养元素会对体系中的菌体生长和

ＰＨＢ合成酶的活性造成一定的抑制．而体系中
ＨＰＯ２－４ 浓度对ＰＨＢ分子量的影响趋势则与上述两
种离子完全相反，在 ＨＰＯ２－４ 浓度偏低时，ＰＨＢ的
Ｍｗ值较高，随着 ＨＰＯ２－４ 浓度的增大，Ｍｗ值将从
１．７×１０６下降至１．５５×１０６左右，随后又有缓慢的
升高．同时，不同浓度的 Ｆｅ３＋和 Ｃｕ２＋对于 ＰＨＢ产
物分子量的影响并没有呈现出像前面几种组分那样

明显的作用规律．从实验结果可以看出，培养基的
营养结构对 ＰＨＢ的分子量是具有一定影响的，但
其对分子量的影响和对细胞生长及 ＰＨＢ含量的高
低并不具有必然的相关性，其作用机制还在进一步

的探索之中．
２．３．２不同碳源对 ＰＨＢ分子量的影响　　在甲烷
正常供给下，向体系中分别加入相当于０．１０％ （ｖ／
ｖ）／ｄ甲醇碳摩尔量的乙醇、β羟基丁酸酯、甲酸、
葡萄糖等碳源，对在这些碳源存在下所培养的细胞

积累ＰＨＢ的产量和分子量进行了考察．如同添加
高浓度甲醇后的作用一样，虽然β羟基丁酸酯、甲
酸、葡萄糖可以被细胞利用积累ＰＨＢ，但由于其对
甲烷氧化细菌细胞的生长并没有明显的积极作用，

从而严重影响到细胞合成 ＰＨＢ的能力 （ＰＨＢ含量
在２％～９％），导致ＰＨＢ的分子量很低．而乙醇则
完全不能供给细胞生长．以上结论表明，对于甲烷
氧化细菌来讲，其所能利用的碳源以甲烷和甲醇为

主，其它对细胞生长不利的碳源，因为不能维持细

胞的正常生长，进而使胞内各种相关酶活受到抑

制，致使ＰＨＢ产量和分子量很低，而不适用于生产
ＰＨＢ．

这与营养不平衡条件下培养菌体有本质的区

３７第１期　　　　　　　　　　　　　宋　昊等：甲烷氧化细菌生物催化合成聚β羟基丁酸酯的分子量调控



别．营养受限条件下虽然对细胞生长有一定的影
响，但是这种环境下却能使 ＰＨＢ合成酶系的各种
酶保持较高的活性．一般在没有外界物质干扰的情
况下，胞内的各种酶活性水平基本保持不变，因此

合成的ＰＨＢ的分子量也是固定的．而如果细胞所
处的环境发生改变，那么相应的各种酶活性也会发

生不同程度的改变．比如，碳源量充足而氮源不
足，则形成ＰＨＢ的小分子片段相应也较多，ＰＨＢ合
成酶的活性较高，则利于高分子量 ＰＨＢ的形成；如
果碳源量不足，ＰＨＢ合成酶的活性较低，则更易于
低分子量 ＰＨＢ的形成；而如果碳源对细胞生存不
利，不管碳源量是否充足，各种酶的活性均会受到

抑制，合成ＰＨＢ和聚合 ＰＨＢ小分子片段的能力都
将被削弱．
２．３．３导向ＰＨＢ合成的关键中间产物对 ＰＨＢ分子
量的影响　　在已有的研究中发现，在甲烷氧化细
菌积累ＰＨＢ的培养体系中引入 ＴＣＡ循环中的关键
中间体，会对ＴＣＡ循环产生明显的影响，从而间接
调控ＰＨＢ循环，对胞内积累的 ＰＨＢ含量产生显著
影响［１５］．在本研究中，分别向发酵体系中添加最适
浓度的柠檬酸（０．３ｇ／Ｌ）、α酮戊二酸（０．０５ｇ／Ｌ）、
琥珀酸（０．２ｇ／Ｌ）、苹果酸（０．２ｇ／Ｌ）、丙二酸（０．
０５ｇ／Ｌ）、乙酸铵（０．１ｇ／Ｌ）、乙酸钠（０．１ｇ／Ｌ），测
定聚合产物的分子量．

由表２中的结果可以看出，对比不添加任何导
向物质的发酵培养过程 （ｂｌａｎｋ），对ＰＨＢ合成比较
有利的几种物质的添加，的确会使 ＰＨＢ的分子量
受到一定的影响．柠檬酸、苹果酸、乙酸钠等的加
入可使体系中与ＰＨＢ合成相关的酶活性有所提高，
获得的ＰＨＢ的分子量就会相应的增高；而丙二酸、
乙酸铵等物质的加入，因为其对细胞生长具有比较

强烈抑制作用，所以对 ＰＨＢ积累也没有明显促进
作用，甚至加速了胞内 ＰＨＢ的降解，使得分子量
下降．

柠檬酸是ＴＣＡ循环中的第一个重要中间产物，
体系中存在过量的柠檬酸会抑制柠檬酸合成酶的活

性，从而减少柠檬酸的转化，这将会阻止乙酰ＣｏＡ
进入ＴＣＡ循环，而进入 ＰＨＢ循环，参加 ＰＨＢ的合
成．另一方面，ＴＣＡ循环被抑制，体系中游离 ＣｏＡ
的浓度则会减少，这会减轻高浓度 ＣｏＡ对 β酮硫
解酶的抑制，大量的乙酰乙酰 ＣｏＡ会经由 β酮硫
解酶的催化而产生，同时，大量的β羟基丁酸单体
也会经由ＰＨＢ合成循环路径产生．因而，柠檬酸对

ＰＨＢ的合成是具有有利影响的．苹果酸是 ＴＣＡ循
环最后一步反应的底物，这个反应过程会产生大量

的ＮＡＤＨ．ＮＡＤＨ会显著促进细胞的新陈代谢．添
加高浓度的苹果酸会使体系中产生大量的 ＮＡＤＨ，
过量的ＮＡＤＨ也会使 ＴＣＡ循环中的关键酶活性受
到抑制，更多的乙酰ＣｏＡ将进入 ＰＨＢ循环参加
ＰＨＢ的合成，使得 ＰＨＢ循环中相关酶活性得到
提高．

表２ ＴＣＡ循环中导向ＰＨＢ合成的关键中间体
对ＰＨＢ分子量的影响

Ｔａｂｌｅ２ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｃｉａｌｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｏｎＭｗｏｆＰＨＢ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｉｎＩＭＶ３０１１

Ａｄｄｉｔｏｎ［ａ］ Ｍｗ（×１０６）［ｂ］

Ｂｌａｎｋ １．７０

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ １．７９

αＫｅｔｏｇｌｕｔａｒｉｃａｃｉｄ １．６５

Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ １．７４

Ｍａｌｉｃａｃｉｄ １．８３

Ｍａｌｏｎｉｃａｃｉｄ ０．６４

Ａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅ ０．７３

Ｓｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅ １．８１

Ａｌｌａｂｏｖｅ ０．８８

　　ａ．Ｓｕｂｓｔｒａｔｅａｄｄｅｄａｔａｎｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；
　　ｂ．Ｍｗ（１０６）ｏｆＰＨＢｒｅｃｏｖｅｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅｈａｒｖｅｓｔｃｅｌｌｓ

ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄａｔｔｈｅｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ．

　　可以看出，乙酰ＣｏＡ对ＴＣＡ循环和 ＰＨＢ循环
都具有关键性的作用，乙酰ＣｏＡ进入 ＴＣＡ和 ＰＨＢ
循环的比例对于体系中 ＰＨＢ的积累是有至关重要
的作用的．在体系中添加高浓度的乙酸钠，乙酸根
会结合游离的ＣｏＡ，生成大量的乙酰ＣｏＡ．足量的
乙酰ＣｏＡ不仅能够进入 ＴＣＡ循环供给细胞进行正
常的生长代谢，同时也能够减轻游离 ＣｏＡ对 β酮
硫解酶的抑制作用，促进体系中乙酰乙酰ＣｏＡ的
大量生成［２３２５］．乙酰乙酰 ＣｏＡ能够促进 ＰＨＢ聚合
物前体物质β羟基丁酸的大量生成．因而，ＰＨＢ合
成循环中关键作用酶的活性都会因乙酸钠的加入而

升高，促进ＰＨＢ的进一步合成．
２．４ＰＨＢ中关键酶活与ＰＨＢ分子量的关系

外界培养环境对 ＰＨＢ的分子量有很重要的影
响作用，最根本的原因是环境的变化对细胞内部各
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种酶活性的影响所致．在ＰＨＢ的合成过程中，直接
对ＰＨＢ合成起作用的是胞内 ＰＨＢ循环路径（图５）
中的各种酶，包括 β酮硫解酶（βｋｅｔｏｔｈｉｏｌａｓｅ）、乙
酰乙酰ＣｏＡ还原酶 （ａｃｅｔｏａｃｅｔｙｌＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ）、
ＰＨＢ合成酶 （ＰＨＢｓｙｎｔｈａｓｅ）和 ＰＨＢ降解酶 （ＰＨＢ
ｄｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）．

　　表３中显示了在发酵培养的各生长阶段，各种
关键酶活性的变化情况．在ＰＨＢ的合成过程中，这
几种关键酶并不是独立存在的，而是在同一个循环

体系中互相协调配合，共同完成这一循环中的一系

列反应．

图５甲烷氧化细菌胞内ＰＨＢ合成的循环代谢路径
Ｆｉｇ．５ＭｅｔａｂｏｌｉｓｍｐａｔｈｗａｙｓｏｆＰＨＢｃｙｃｌｅｉｎｔｈｅＭｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

表３ＰＨＢ合成路径中关键酶活性对ＰＨＢ分子量的影响
Ｔａｂｌｅ３ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｋｅｙｅｎｚｙｍｅｓｏｎＭｗｏｆＰＨＢ

Ｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａ

（ｈ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
Ｂｉｏｍａｓｓ

（ｄｒｙｃｅｌｌｓｇ／Ｌ）

ＰＨＢ
（％，ｗ／ｗｏｆ
ｄｒｙｃｅｌｌｓ）

βＫｅｔｏｔｈ
ｉｏｌａｓｅ
（Ｕ）

ＡｃｅｔｏａｃｅｔｙｌＣｏＡ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
（Ｕ）

ＰＨＢ
Ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ
（Ｕ）

ＰＨＢ
Ｄｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

（μｇ／ｍｉｎ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ）

Ｍｗ

（×１０－６

Ｄａ）

４８ ０．１９ ３．４ ０．０２９ ０．０２０ ７．７×１０－３ ４．３４ １．４５

９６ ０．６６ ２．６ ０．０８５ ０．０５１ ９．４×１０－３ ３．２１ １．４０

１４４ １．４７ １１．１ ０．０７９ ０．０４８ ０．０３１ １０．４６ １．６１

２８８ ２．７１ ４６．１ ９．１×１０－３ ０．０１７ ０．０４２ １３．０２ １．７１

３８４ ２．７２ ４６．３ ７．１×１０－３ ０．０１１ ０．０３０ １４．８６ １．６８

　　ａ．Ｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ：Ｌａｇｐｈａｓｅ（０～４８ｈ）；Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｈａｓｅ（４８～２４０ｈ）；Ｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ（２４０～３８４ｈ）

　　在生长停滞期，细胞代谢缓慢，所有的酶活都 非常低．进入对数生长期，起初菌体迅速生长，但
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ＰＨＢ还未开始大量积累，碳源消耗非常快，所以接
种体细胞中的ＰＨＢ将被作为辅助碳源而发生降解，
所以，此时的分子量表现为有微小的下降．β酮硫
解酶是催化乙酰ＣｏＡ进入 ＰＨＢ循环的重要反应，
在整个对数生长期，随着ＰＨＢ的快速积累，可以看
到β酮硫解酶的活性在此阶段都比较高，大量乙
酰ＣｏＡ会经由 β酮硫解酶催化进入 ＰＨＢ循环，参
加ＰＨＢ合成．而在这个阶段中，ＰＨＢ迅速积累，体
系中ＰＨＢ含量迅速增大，但 ＰＨＢ合成酶的活性表
现相对较低，ＰＨＢ分子量也相对较小，说明此时胞
内积累的 ＰＨＢ是以短链形式存在的．随着短链
ＰＨＢ的进一步聚合，当细胞生长进入稳定阶段，此
时，β酮硫解酶已经完成了控制进入 ＰＨＢ循环入
口的关键反应，此时细胞主要由 ＰＨＢ合成酶调控
发生聚合，ＰＨＢ合成酶的活性逐渐增大，保持在较
高水平，而 β酮硫解酶和乙酰乙酰ＣｏＡ还原酶的
催化活性则逐渐减弱．在此过程中，ＰＨＢ的分子量
也持续升高．而当细胞基本完成聚合，分子量分布
相对均匀后，ＰＨＢ合成酶的活性也会逐渐降低．由
此表明，ＰＨＢ合成酶对 ＰＨＢ分子量的影响作用更
明显．同时，也可以看到，ＰＨＢ降解酶的活性也会

随着ＰＨＢ的不断积累而升高．对这几种关键酶活
性的变化情况进行分析，推断 ＰＨＢ的分子量变化
主要是由ＰＨＢ合成酶和ＰＨＢ降解酶的联合作用决
定的．

在ＰＨＢ积累的过程中，这两种酶活性同步升
高，这表明在ＰＨＢ循环中，ＰＨＢ的聚合和降解其实
是同步发生的．在细胞的生长稳定期，ＰＨＢ分子量
达到最大值，且保持较长时间．在细胞培养末期，
分子量缓慢下降，这是因为随着细胞的衰亡，ＰＨＢ
也发生了进一步的降解．此时，ＰＨＢ合成酶的活性
逐渐下降，而 ＰＨＢ降解酶在整个循环体系中开始
扮演主要角色．

从表４所示数据可以看出，某些ＴＣＡ循环中导
向ＰＨＢ合成的关键中间产物的引入对 ＰＨＢ的分子
量也有轻微的影响，添加柠檬酸、苹果酸、琥珀酸

和乙酸钠均会使 ＰＨＢ分子量有相应的提高．考察
相应的关键酶活性，发现相对于无添加的情况，体

系中ＰＨＢ合成酶的活性均有所提高，同时，ＰＨＢ降
解酶的活性也伴随 ＰＨＢ合成酶相应的增大．这也
从另一个侧面证明了 ＰＨＢ的合成过程主要是由
ＰＨＢ合成酶和ＰＨＢ降解酶的联合作用决定的．

表４ ＴＣＡ循环中导向ＰＨＢ合成的关键中间体对关键酶活性的影响
Ｔａｂｌｅ４ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｓｏｎＭｗｏｆＰＨＢ

ＰＨＢＳｙｎｔｈｅｔａｓｅ（Ｕ） ＰＨＢＤｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（μｇ／ｍｉｎ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ） Ｍｗ（×１０－６Ｄａ）

Ｎｏａｄｄｉｔｉｏｎ ０．０４２ １３．０２ １．７１

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ ０．０６８ １６．９７ １．７９

Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ ０．０７６ １５．６３ １．７４

Ｍａｌｉｃａｃｉｄ ０．０８７ １８．４７ １．８３

ｓｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅ ０．０６７ １３．６１ １．８１

　　由上述讨论可以推断，尽管分子量的提高主要
依赖于 ＰＨＢ合成酶的作用 （图６），细胞要完成自
身的代谢还是必须依赖其它几种酶的协同作用．β
酮硫解酶控制进入ＰＨＢ循环的入口，其活性越高，
为提高ＰＨＢ的积累量的准备越充分，同时也会有
相应的部分开始进入 ＰＨＢ的聚合．当能够利用的
碳源基本进入ＰＨＢ循环后，随着短链 ＰＨＢ的大量
形成，此时其它几种与 ＰＨＢ合成相关的酶的活性
已开始逐渐降低，ＰＨＢ合成酶的活性呈现最高，它
的活性高低对ＰＨＢ的分子量有很重要的决定意义，

活性越高分子量相对也就会较高．在 ＰＨＢ的积累
过程中，ＰＨＢ解聚酶也一直在发挥自己的作用，它
随着ＰＨＢ合成酶活性的增加而增加，可以说，在细
胞体内，ＰＨＢ的聚合反应和解聚反应一直是同时存
在的，因此不会出现 ＰＨＢ的分子量一直持续增大
的状态．当细胞进入生长稳定期，胞内ＰＨＢ的分子
量也保持在一个稳定的状态，说明此时，ＰＨＢ的聚
合和解聚实际上也达到了一个平衡状态．当外界能
量供应不足时，ＰＨＢ解聚酶便开始发挥主要作用，
伴随着细胞中的ＰＨＢ分子量的降低．所以，要实现
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更高分子量 ＰＨＢ的合成，也可以通过适当抑制 ＰＨＢ解聚酶的活性来实现．

图６调控ＰＨＢ分子量的主要因素
Ｆｉｇ．６ＰｒｏｐｏｓｅｄｅｓｓｅｎｔｉａｌｆａｃｔｏｒｓｔｏｃｏｎｔｒｏｌＭｗｏｆＰＨＢ

３结　　论

微生物可以在细胞内积累分子量在１０６数量级
以上的高分子量ＰＨＢ，而分子量过高会影响到ＰＨＢ
的实用性．在对甲烷氧化细菌ＩＭＶ３０１１的研究中发
现，细胞内可合成分子量在１０５～１０６的 ＰＨＢ，如果
能调控分子量保持在此范围内，将获得具有实用价

值的ＰＨＢ，因此，对该菌种积累的ＰＨＢ分子量的影
响因素进行研究，对其生产应用更具实际意义．对
培养环境各方面因素进行考察，发现碳源、不同浓

度的培养基组成以及 ＴＣＡ循环中的某些关键中间
产物都会对胞内ＰＨＢ的分子量产生影响，所以，可
以通过适当调节细胞的生长环境来实现 ＰＨＢ分子
量在一定范围内的调控．同时，通过对胞内ＰＨＢ合
成酶系中各种酶的作用规律进行研究，发现 ＰＨＢ
分子量的变化主要取决于 ＰＨＢ合成酶和 ＰＨＢ降解
酶的协同作用．影响 ＰＨＢ分子量的本质原因在于
胞内ＰＨＢ合成酶系和微生物本身之间的“配合”．
能够积累ＰＨＢ的微生物的 ＰＨＢ合成酶系都具有自
己的特点，其活性也相应的受到所在微生物体系的

控制，两者相辅相成又互相制约，这就决定了每种

具有ＰＨＢ合成酶系的微生物积累 ＰＨＢ的能力以及
分子量在一定范围内是可以调控的．调节适宜的细
胞的生长环境，是调控胞内合成 ＰＨＢ分子量的前
提，我们的研究提供了必要的基础准备，对实现微

生物合成目标分子量的ＰＨＢ具有一定的指导意义，
而要真正实现指定范围内分子量的调控，则需要系

统掌握胞内合成 ＰＨＢ的代谢规律，进行更加深入
细致的研究．
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《分子催化》简介

《分子催化》是由中国科学院兰州化学物理研究所主办、中国科学院主管、科学出版社出

版的向国内外公开发行的学术性刊物。主要报道有关分子催化方面最新进展与研究成果。辟

有学术论文、研究简报、研究快报及综合述评等栏目。内容侧重于配位催化、酶催化、光助催

化、催化过程中的立体化学问题、催化反应机理与动力学、催化剂表面态的研究及量子化学

在催化学科中的应用等。工业催化过程中的均相催化剂、固载化学的均相催化剂、固载化的

酶催化剂等活化、失活和再生；用于新催化过程的催化剂的优选与表征等方面的内容，本刊

亦有报道。读者对象主要是科研单位及工矿企业中从事催化工作的科技人员、研究生、高等

院校化学系和化工系的师生。

《分子催化》已被美国化学文摘（ＣＡ）、俄罗斯化学文摘、中国科学引文数据库、中国化学
文献数据库、中国学术期刊文摘、中国化工文摘等国内外文献数据库收录。《分子催化》现为

《中文核心期刊要目总览》的中国核心期刊和中国科技核心期刊。曾荣获中科院和甘肃省科委

“优秀期刊三等奖”和“优秀科技期刊”奖。

《分子催化》为双月刊，每逢双月末出版，大１６开本，约１６万字，每册定价２０００元。中
国标准刊号：ＩＳＳＮ１００１３５５５／ＣＮ６２１０３９／Ｏ６。

欢迎订阅，欢迎来稿。
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