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摘   要：盐单胞菌 (Halomonas) 能够利用多种底物为碳源生长，由于其能在高盐条件下进行不

灭菌的开放发酵，已被开发用作下一代生物技术的底盘细胞。包括乙酸、丙酸和丁酸在内的短链

挥发性脂肪酸能够以生物质为原料制备，有望成为用于微生物发酵的新型碳源。利用 10–50 g/L 浓

度的丁酸为碳源对 Halomonas sp. TD01 和 TD08 进行摇瓶培养，结果发现 Halomonas sp. TD01 和

TD08 能够有效利用丁酸合成聚-3-羟基丁酸酯，20 g/L 丁酸获得的聚酯产量最高，分别达到 9.12 g/L
和 7.37 g/L；更高浓度的丁酸抑制了细胞生长，50 g/L 丁酸条件下的聚酯产量下降至 4.00 g/L 以下。

此外，Halomonas sp. TD08 可以利用丁酸和丙酸为混合碳源合成 3-羟基丁酸和 3-羟基戊酸共聚酯，

但丙酸对细胞生长具有较大毒性，2 g/L 丙酸和 20 g/L 丁酸为混合碳源时的细胞干重仅为 0.83 g/L，
聚酯产量仅为 0.15 g/L。通过添加甘油为辅助碳源，明显改善了细胞生长，使得共聚酯的产量提高

至 3.95 g/L，其中 3-羟基戊酸单体含量为 8.76 mol%。短链挥发性脂肪酸在盐单胞菌生产聚羟基脂

肪酸酯中具有良好的应用前景。 

关键词：盐单胞菌；乙酸；丙酸；丁酸；聚羟基脂肪酸酯  
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under high-salt conditions, it has been applied as a chassis for next-generation industrial biotechnology. 
Short-chain volatile fatty acids, including acetate, propionate, and butyrate, can be prepared from 
biomass and are expected to be novel carbon sources for microbial fermentation. Halomonas sp. TD01 
and TD08 were subjected to shaking culture with 10–50 g/L butyrate, and they were found to effectively 
synthesize poly-3-hydroxybutyrate with butyrate as the carbon source. The highest yield of 
poly-3-hydroxybutyrate was achieved at butyrate concentration of 20 g/L (9.12 g/L and 7.37 g/L, 
respectively). Butyrate at the concentration >20 g/L inhibited cell growth, and the yield of 
poly-3-hydroxybutyrate decreased to <4 g/L when butyrate concentration was 50 g/L. Moreover, 
Halomonas sp. TD08 can accumulate the copolymer of 3-hydroxybutyrate and 3-hydroxyvalerate by 
using propionate and butyrate as carbon sources. However, propionate was toxic to cells. To be specific, 
when 2 g/L propionate and 20 g/L butyrate were simultaneously provided, cell dry weight and polymer 
titer were 0.83 g/L and 0.15 g/L, respectively. The addition of glycerol significantly improved cell 
growth and boosted the copolymer titer to 3.95 g/L, with 3-hydroxyvalerate monomer content of    
8.76 mol%. Short-chain volatile fatty acids would be promising carbon sources for the production of 
polyhydroxyalkanoates by Halomonas. 

Keywords: Halomonas; acetate; propionate; butyrate; polyhydroxyalkanoate 

 
 
 

塑料及其制品已经深入到国民经济的各个

领域，在包装、建材、汽车、农业和电气等行

业都有不可替代的应用，给人们的日常生活带

来了极大的便利。由于传统塑料难以降解，其

在环境中的累积已经成为日益严重的生态问 
题[1]。2021 年，被认为是史上最严的“限塑令”
在中国正式实施，一次性的不可降解塑料吸管

和包装袋等在特定场所严禁使用 [2]。开发生物

可降解的绿色环保塑料，成为科学界和产业界

广 泛 关 注 的 热 门 领 域 。 聚 羟 基 脂 肪 酸 酯

(polyhydroxyalkanoates, 简称 PHA) 是一大类

生物基的高分子材料，作为微生物 (主要是细

菌) 在特定环境 (营养或代谢不平衡) 下的碳

源和能量储备物质被合成[3]。PHA 有着与传统

石油基塑料相似的材料学特征，同时兼具生物

可降解性、生物可再生性和生物相容性，被认

为是最有希望替代传统石油来源不可降解塑料

的生物塑料之一 [4]。根据单体碳原子数的多

少，PHA被分为短链 PHA聚酯 (单体碳链长度

一般为 3−5) 和中长链 PHA 聚酯 (单体碳链长

度在 6−14 之间)。根据单体的不同排列方式，

PHA 被分为均聚物、无规共聚物和嵌段共聚物[5]。

目前，商业化的 PHA生产经历了聚-3羟基丁酸

酯 (poly-3-hydroxybutyrate, 简称 PHB)、聚-3-
羟 基 丁 酸 -3- 羟 基 戊 酸 酯 (poly(3- 
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) ， 简 称

PHBV)、聚-3-羟基丁酸-3-羟基己酸酯 (poly(3- 
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)，简称

PHBHHx) 、 聚 -3- 羟 基 丁 酸 -4- 羟 基 丁 酸 酯

(poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) ，
简称 P3HB4HB) 等几代材料的发展。目前，

PHA 的生产成本仍然高于石油来源的不可降解

塑料材料，影响了其大规模产业化进程[6]。 
微生物发酵生产 PHA 的成本包括原料消

耗和分离提取等方面，其中原料成本约占

30%–50%。传统生产采取单一菌种进行，灭菌

和发酵过程的能源消耗也是生产成本的主要环

节[6]。为减少能源消耗和规避染菌风险，利用 
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抗污染的极端微生物作为底盘细胞，进行代谢

工程改造用于发酵生产 PHA 成为研究热点[7]。

筛自新疆艾丁湖的盐单胞菌 Halomonas sp. 
TD01 可以在高盐、高碱和限氮的环境下合成

接近细胞干重 90%的 PHB，并且在中试规模的

开放式不灭菌连续发酵中仍保持良好的生产稳

定性，发酵过程的能源消耗大大减少[8]。适用

于盐单胞菌的 CRISPR/Cas9 基因编辑技术[9]、

接合转化[10]和电转化[11]、组成型和诱导型表达

系统 [12]等多种分子生物学改造技术被成功开

发，以此为基础盐单胞菌被改造合成出一系列

的 PHA材料。例如，编码 2-甲基柠檬酸合酶的

基因敲除使得更多的丙酸流向 3-羟基戊酸单体

的聚合，获得的盐单胞菌  (Halomonas sp.) 
TD04 能够合成出聚 -3-羟基丁酸 -3-羟基戊酸

酯，其中 3-羟基戊酸单体含量超过 30 mol%[10]。

在盐单胞菌中表达 4-羟基丁酰辅酶 A：辅酶 A
转移酶基因 orfZ，获得的重组菌在分批补料发

酵中合成出超过 80 g/L 的聚-3-羟基丁酸-4-羟基丁

酸酯，其中 4-羟基丁酸单体含量超过 10 mol%[13]。

此外，缺失盐单胞菌天然 phaC 基因并表达来自

嗜水气单胞菌 4AK4 的异源 PHA 合酶 (PhaC)
和烯酰辅酶 A 水合酶 (PhaJ)，使其能够合成出

聚-3-羟基丁酸-3-羟基己酸酯和聚-3-羟基丁酸- 
3-羟基己酸-5-烯酸酯[14]。 

已发表的关于盐单胞菌生产聚羟基脂肪酸

酯的研究主要以葡萄糖等为碳源进行发酵[8,10,14-16]。

由于葡萄糖主要来源于淀粉等，用于发酵原料

生产生物塑料存在“与人争粮” “与粮争地”的难

题。包括厨余垃圾、城市垃圾、农业废料和造

纸污水等废弃物中的有机物在厌氧条件下能被

微生物降解并产生短链脂肪酸[17]，如乙酸、丙

酸和丁酸等[18-20]。使用源自废弃原料的短链脂

肪酸生产聚羟基脂肪酸酯，既能降低原料成本，

又有助于缓解废弃物处理的环境压力，有望成

为一种廉价、环保的聚羟基脂肪酸酯生产方式[17]。

以丁酸为底物，海神单胞菌  (Neptunomonas 

concharum) 在不灭菌的开放发酵中能够合成

聚-3-羟基丁酸酯，5 L 发酵罐培养的产量为

15.51 g/L[21]。罗氏真养菌 (Ralstonia eutropha) 

Re2133/pCB81 利用短链脂肪酸等为碳源能够

合成出聚-3-羟基丁酸-3-羟基己酸酯、聚-3-羟基

丁酸-3-羟基戊酸-3-羟基己酸酯，产量分别为

0.57 g/L 和 0.35 g/L[22] 。 地 中 海 富 盐 菌 

(Haloferax mediterranei) 能够利用乙酸、丙酸和

丁酸混合物生长并合成约 1.57 g/L 聚-3-羟基丁

酸-3-羟基戊酸酯[23]。 

本文开展了盐单胞菌 TD01和 TD08利用短

链脂肪酸为碳源合成聚羟基脂肪酸酯的研究

(图 1)。研究发现盐单胞菌 TD01 和 TD08 对丁

酸具有较好的耐受性和利用能力，合成出较高

产量的聚-3-羟基丁酸酯。添加丙酸为前体，盐

单胞菌 TD08 能够合成出聚-3-羟基丁酸-3-羟基

戊酸酯，但丙酸对细菌生长具有较大毒性。采

用底物共利用策略，添加甘油为辅助碳源，在

一定程度上改善了丙酸对细胞生长的负面影响 

(图 1)。盐单胞菌 TD01 具有较为广泛的底物利

用谱[24]，但是目前还没有其以丁酸为主要碳源

合成聚羟基脂肪酸酯的报道。本研究为未来进

一步降低聚羟基脂肪酸酯的成本提供了一种新

的选择。 

1  材料与方法  
1.1  菌株  

本实验所用菌株为盐单胞菌  (Halomonas 

sp.) TD01[8]和 TD08[10]，菌株均由清华大学陈国

强教授课题组提供。Halomonas sp. TD01 为野

生型菌株，Halomonas sp. TD08 为 prpC 和 3 个

phaZ 基因缺失的 Halomonas sp. TD01 突变体。 
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图 1  盐单胞菌利用短链脂肪酸等为碳源合成 PHB/PHBV 的代谢途径 
Figure 1  PHB/PHBV biosynthesis pathway in Halomonas cultured with short-chain fatty acids.  

 

1.2  摇瓶培养条件  
本实验所用LB培养基含有胰蛋白胨10 g/L、

酵母提取物 5 g/L 和 NaCl 10 g/L。60LB 培养基

衍生自LB培养基，其中NaCl浓度提高到60 g/L。
60MM 培养基衍生自 60-MMG 培养基[8]，含有

NaCl 60 g/L、酵母提取物 0.5 g/L、溶液 I     
10 mL/L、溶液Ⅱ 10 mL/L、溶液  10 mⅢ L/L、

溶液  1 mⅣ L/L；其中溶液 I 为不同浓度的碳源

(包括丁酸、丙酸或者甘油等 )，溶液Ⅱ为

Na2HPO4·12H2O 9.85 g/L、KH2PO4 1.5 g/L、

NH4Cl 1 g/L、MgSO4·7H2O 0.4 g/L，溶液Ⅲ为

Fe(Ⅲ)-NH4-citrate 5 g/L、CaCl2 2 g/L，溶液Ⅳ

为 ZnSO4·7H2O 0.1 g/L、MnCl2·4H2O 0.03 g/L、

H3BO3 0.3 g/L 、 CoCl2·6H2O 0.2 g/L 、

CuSO4·5H2O 0.01 g/L、NiCl2·6H2O 0.02 g/L、

NaMoO4·2H2O 0.03 g/L，60MM 培养基使用   
5 mol/L NaOH 调节 pH 值约 9.0。 

对于盐单胞菌摇瓶培养合成 PHA 的实

验，首先将盐单胞菌甘油储存物接种至 60LB
培养基中，接种体积比为 1‰，在 37 ℃、   
200 r/min 条件下培养 12 h，获得活化的种子培

养物。随后将种子培养物接种到 60MM 培养

基，接种体积比为 4%，在 37 ℃、200 r/min 条

件下进行摇瓶发酵培养。 

1.3  生长曲线和细胞干重的测定  
摇瓶培养过程中，采用 Thermo Scientific 

BioMate 3S 分光光度计测定细菌的 OD600。摇

瓶培养结束后，在 10 000 r/min条件下离心 8 min
收集细胞，用去离子水将细胞沉淀洗涤 2 次。

将菌体细胞置于冷冻干燥机中冻干至恒重，通

过称重对应体积冻干的细胞重量来计算摇瓶培

养得到的细胞干重 (cell dry weight, CDW)。 

1.4  PHA 定量分析  
将 30 mg 左右冻干后的细胞放入酯化管

中，加入 2 mL 酯化试剂 (在甲醇中加入 3%的

H2SO4 和 1 g/L 的苯甲酸)、2 mL 氯仿，密闭，

在 100 ℃下反应 4 h，将聚羟基脂肪酸酯降解

为单体并酯化得到羟基脂肪酸甲酯。利用气相

色谱法测定羟基脂肪酸甲酯的含量，采用内标法

计算 PHA 的质量和其在菌体细胞中的含量[25]。

气相色谱法的标品为聚-3-羟基丁酸-3-羟基戊

酸酯，购自 Sigma-aldrich 公司。 
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1.5  甘油和挥发性脂肪酸的定量分析  
将发酵液在 12 000 r/min条件下离心 5 min，

得到上清液，经 0.22 μm 滤膜过滤后放置于

4 ℃冰箱中待测。通过高效液相色谱法测定发

酵液中丁酸、丙酸和甘油的浓度，采用离子交

换柱 (HPX 87H, BioRad, 美国) 和示差折光检

测器进行。流动相为 5 mmol/L H2SO4，流速为

0.6 mL/min。柱温保持在 55 ℃。 

2  结果与分析  
2.1  盐单胞菌以丁酸为碳源合成 PHB  

盐单胞菌已经被深入改造用于聚羟基脂肪

酸酯的生产，以往的多数研究以葡萄糖为主要

碳源[26]。挥发性脂肪酸可以由废弃生物质资源

经过微生物厌氧发酵获得，主要成分是乙酸、

丙酸和丁酸等[27]。目前还没有盐单胞菌利用丁

酸为碳源发酵的报道，因此本文首先选择丁酸

作为唯一碳源培养盐单胞菌，研究其细胞生长

和 PHA 积累情况。在不同丁酸浓度 (10–50 g/L)
的摇瓶培养实验中，盐单胞菌 TD01 能够以丁酸

为碳源较好地生长，但细胞生长速度随着丁酸

浓度的增加而逐渐降低。当丁酸浓度为 10 g/L
时，在 36 h 左右消耗完毕；当丁酸浓度为 20 g/L
时，经过 72 h 培养消耗绝大多数碳源；30 g/L
及以上的丁酸会抑制细胞的生长，导致最终细

胞生物量有所降低  (图 2A、2B)。盐单胞菌 

 
 

图 2  丁酸为碳源时盐单胞菌 TD01 和 TD08 的细胞生长和底物消耗情况 
Figure 2  Growth and carbon consumption of Halomonas sp. TD01 and TD08 cultured with butyrate. (A) Growth 
curve of Halomonas sp. TD01. (B) Butyrate consumption of Halomonas sp. TD01. (C) Growth curve of Halomonas 
sp. TD08. (D) Butyrate consumption of Halomonas sp. TD08. Shake culture experiments were performed at 37 ℃ 
and 200 r/min. Data are expressed as averages and standard deviations of three parallel experiments. 
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TD01 能够利用丁酸在细胞内积累聚-3-羟基丁酸

酯，20 g/L丁酸条件下的产量最高，达9.12 g/L，
此时聚酯在菌体内的含量超过 80% (表 1)。超

过此浓度，聚-3-羟基丁酸酯合成受到抑制，产

量逐渐降低，主要原因是高浓度丁酸抑制了细

胞生长 (表 1)。 
另外一株盐单胞菌 TD08 (prpC和 3个 phaZ

基因缺失的 Halomonas sp. TD01 突变体) 在不

同浓度丁酸条件下的细胞生长和聚-3-羟基丁酸

酯积累情况与 TD01 十分相似。丁酸浓度为   
20 g/L 时，细胞干重和聚-3-羟基丁酸酯产量均

达到最大值，分别为 10.01 g/L 和 7.37 g/L。当

丁酸浓度持续增加时，盐单胞菌 TD08 的生长

受到抑制，细胞干重和聚酯产量均显著降低 
(图 2C、2D，表 1)。以上结果表明，丁酸是盐

单胞菌 TD01 和 TD08 细胞生长与聚-3-羟基丁

酸酯合成的极佳碳源，但是过高浓度会抑制细

菌生长，发酵时可采取分批或者流加的方式减

轻其抑制作用。 
盐单胞菌能在高盐和高碱条件下生长，因

此可用作不灭菌的开放发酵培养而降低能源消

耗[6]。有报道表明，丁酸对常见的细菌有较大

的毒害作用，超过 5 g/L 的丁酸会严重抑制大

肠杆菌生长[21]。当用丁酸作为发酵碳源时，盐

单胞菌进行不灭菌发酵的染菌风险会进一步降

低。从这方面考虑，丁酸比葡萄糖作为不灭菌

发酵的碳源更有优势。此外，由葡萄糖到聚-3-
羟基丁酸酯的理论得率为 0.48 g/g，而由丁酸

到聚-3-羟基丁酸酯的理论得率为 0.65 g/g。化

学法生产的丁酸价格是葡萄糖的两倍多，但以

废弃生物质资源为原料发酵得到的挥发性脂肪

酸价格据估算只有葡萄糖的 10%[21]。对盐单胞

菌来说，丁酸可能是较为理想的替代葡萄糖来

生产聚羟基脂肪酸酯的碳源。 

2.2  盐单胞菌以丙酸和丁酸为混合碳源合

成 PHBV  
与聚-3-羟基丁酸酯 PHB 相比，聚-3-羟基

丁酸-3-羟基戊酸酯 PHBV 的应用范围更广，因

为 3-羟基戊酸单体的掺入降低了材料的结晶

度，使得共聚酯的拉伸性能明显提升，且共聚

酯中不同的单体比例也能使得材料的物化性能

和机械性能在一定范围内调节[28]。通过在培养 
 

表 1  丁酸为碳源时盐单胞菌 TD01 和 TD08 的细胞干重和聚-3-羟基丁酸酯积累 
Table 1  Cell dry weight and PHB accumulation of Halomonas sp. TD01 and TD08 cultured with butyrate 

Butyrate (g/L) Cell dry weight (g/L) PHB titer (g/L) PHB content (wt%) 

TD01    
10 5.82±0.08 3.02±0.12 51.84±1.91 
20 10.89±0.21 9.12±0.38 83.74±1.90 
30 9.78±0.18 7.24±0.36 74.14±4.80 
40 8.62±0.26 4.55±0.27 52.81±1.72 
50 7.19±0.29 3.74±0.22 51.92±1.01 
TD08    
10 6.66±0.08 3.96±0.08 59.55±0.85 
20 10.01±0.40 7.37±0.04 73.71±3.13 
30 7.99±0.09 6.06±0.39 75.81±4.61 
40 7.32±0.17 5.17±0.43 70.23±3.83 
50 6.11±0.04 3.96±0.30 64.79±4.63 

Shake flask experiments were performed at 37 ℃ and 200 r/min. Data are expressed as averages and standard deviations of 
three parallel experiments. 
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过程中添加前体原料或改造微生物的代谢途

径，可以产生多种共聚酯[29-31]。对于盐单胞菌

TD01，在葡萄糖和丙酸混合碳源培养时能够积

累聚-3-羟基丁酸-3-羟基戊酸酯，且共聚酯中 3-
羟基戊酸单体含量随丙酸浓度的增加而增加。

在该菌株中敲除 prpC 基因得到 TD08，阻断丙

酸的消耗，可以在较低的丙酸浓度下得到较高

的 3-羟基戊酸单体含量[10]。 
以丁酸和丙酸作为混合碳源培养盐单胞菌

TD01 和 TD08，丁酸浓度为 20 g/L，丙酸浓度

为 0.5–2.0 g/L，研究盐单胞菌的细胞生长和聚

酯积累情况。实验结果表明，在 2.0 g/L 范围内，

丙酸浓度的增加对盐单胞菌 TD01 的细胞生长

和聚酯积累没有明显的影响，细菌合成的是  
聚-3-羟基丁酸酯，提示在该条件下，丙酸主要

经由 β-氧化途径被细菌分解利用，没有用作 3-
羟基戊酸聚合的前体  (表 2)。对于盐单胞菌

TD08，添加 0.5–2.0 g/L 的丙酸能够合成出聚-3-
羟基丁酸-3-羟基戊酸酯 PHBV，且 3-羟基戊酸

单体含量随着丙酸的增加而提高，但是丙酸对

盐单胞菌 TD08 有强烈的抑制作用。随着丙酸

浓度的增加，细胞干重和聚酯合成显著下降。

例如，当丙酸浓度为 0.5 g/L 时，细胞干重为 
7.80 g/L，聚酯含量为 77.11%；当丙酸浓度提高

到 1.5 g/L 时，细胞干重仅为 1.02 g/L，聚酯含

量下降到 18.57% (表 2)。过高浓度的丙酸不利

于重组细菌的生长和聚羟基脂肪酸酯的合成。 
盐单胞菌 TD08 中编码 2-甲基柠檬酸合酶的

基因 prpC 被敲除，从而使丙酸活化后的产物丙酰

辅酶 A 主要经由 3-酮硫解酶 (PhaA) 和乙酰乙酰

辅酶 A 还原酶 (PhaB) 催化转化为 3-羟基戊酰辅

酶 A，再由 PHA 聚合酶 (PhaC) 催化合成 PHBV，

prpC 的敲除阻断了丙酰辅酶 A 的内源分解代谢 
(图 1)。不过，由于细胞分流代谢丙酸的能力丧失，

导致盐单胞菌 TD08 比野生型菌株对丙酸更加敏

感，在低浓度下就表现出更强的细胞毒性。 

2.3  盐单胞菌利用多种底物合成 PHA 
利用几种碳源为混合底物共同培养微生物

时，不同底物可以进入各自的代谢途径，有可

能满足细胞生长和聚羟基脂肪酸酯及其不同单

体合成的多种需要，有利于细胞生长和提高聚

酯产量。在丁酸和丙酸混合碳源的基础上，本

文进一步研究了添加乙酸和甘油等对细胞生长

与聚酯合成的影响。 

 
表 2  丙酸浓度对盐单胞菌 TD01 和 TD08 产生 PHBV 的影响 
Table 2  Effects of propionate concentration on PHBV production by Halomonas sp. TD01 and TD08 
Propionate (g/L) Cell dry weight (g/L) PHBV titer (g/L) PHBV content (wt%) 3HV content (mol%) 

TD01     
0.5 10.53±0.34 6.39±0.52 60.61±3.02 0 
1.0 10.61±0.17 7.70±0.34 72.62±3.70 0 
1.5 10.14±0.35 5.89±0.40 58.08±2.21 0 
2.0 10.26±0.36 6.01±0.47 57.49±3.24 0 
TD08     
0.5 7.80±0.14 6.01±0.35 77.11±5.93 6.18±0.14 

1.0 5.11±0.09 2.95±0.11 57.77±3.14 8.93±0.48 

1.5 1.02±0.05 0.19±0.02 18.57±1.75 15.88±0.66 

2.0 0.83±0.02 0.15±0.01 18.01±1.02 13.38±0.73 

Shake flask experiments were performed at 37 ℃ and 200 r/min. Data are expressed as averages and standard deviations of 
three parallel experiments. 
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2.3.1  乙酸共利用 
除丙酸和丁酸外，乙酸也是生物质厌氧

发酵产生的短链挥发性脂肪酸的主要成分[19]。

盐单胞菌 TD01 已被证实可以利用乙酸为碳源

合成聚-3-羟基丁酸酯[24]。通过 NCBI 数据库，

在盐单胞菌 TD01 中鉴定出了几个乙酸利用基

因，包括乙酰辅酶 A 合成酶 (acsA, GenBank：
EGP21698.1) 、乙酸激酶  (ackA, GenBank ：

EGP18271.1, EGP20583.1) 和磷酸乙酰转移酶

(pta, GenBank：EGP20582.1)。本文研究了乙

酸、丙酸和丁酸混合碳源对盐单胞菌 TD08 细

胞生长和聚酯合成的影响 (表 3)。研究发现，

在含有丙酸和丁酸混合碳源的培养基中额外添

加了 5 g/L 乙酸后，细胞生长情况明显改善。

例如，丙酸和丁酸浓度分别为 2 g/L、20 g/L，添

加乙酸后细胞干重由 0.83 g/L 提高到 4.16 g/L。但

是，盐单胞菌 TD08 在乙酸、丙酸和丁酸的混合

碳源中积累的聚酯为聚-3-羟基丁酸酯均聚物，没

有检测到 3-羟基戊酸单体的掺入，表明在该条件

下盐单胞菌主要以乙酸和丁酸为碳源生长。 
2.3.2  甘油共利用  

甘油也是一种被广泛应用的发酵碳源。生

物柴油生产过程中会产生大量的废甘油，是有

较好应用前景的大宗廉价发酵原料[32]。甘油已

被用于聚羟基脂肪酸酯的生物合成。例如，有

机酸与甘油共同培养使恶臭假单胞菌 mt-2 的聚

羟基脂肪酸酯含量增加，单独提供辛酸时，细

胞聚酯含量为 32%，而辛酸与甘油共培养时，

细胞聚酯含量为 42%[33]。 
盐单胞菌 TD01 中含有甘油代谢相关基因，

在甘油激酶 (GlpK, GenBank：EGP18204) 和甘

油-3-磷酸脱氢酶 (GPD, GenBank：EGP21016，
EGP18205) 催化下，可以将甘油转变成 3-磷酸

甘油醛，进入糖酵解途径分解 (图 1)。本文研

究了甘油、丙酸和丁酸混合碳源对盐单胞菌

TD08 细胞生长和聚酯合成的影响 (表 4)。与添

加 5 g/L 乙酸相似，在含有丙酸和丁酸混合碳源

的培养基中额外添加 5 g/L 甘油后，细胞生长和

聚酯合成得到明显改善。例如，丙酸和丁酸浓

度分别为 2 g/L 和 20 g/L，添加甘油后细胞干重

由 0.83 g/L 提高到 4.91 g/L，细胞合成出聚-3-
羟基丁酸-3-羟基戊酸酯，含量为 80.32%，其中

3-羟基戊酸单体含量为 8.76 mol%。当用 5 g/L
丙酸、20 g/L 丁酸和 5 g/L 甘油为混合碳源进行

聚酯合成时，细胞干重为 3.72 g/L，聚酯含量为

46.29%，其中 3HV 含量提高到 13.15 mol%。添

加甘油为辅助碳源提高了盐单胞菌 TD08 对丙

酸的耐受性，但是具体机制尚需进一步地深入

探索。为了研究盐单胞菌对不同碳源利用的底

物偏好性，将 TD08 在含有乙酸、丙酸、甘油

和丁酸等 4 种碳源的培养基中进行摇瓶培养，

定时取样检测碳源随时间的消耗情况 (图 3)。
结果发现，乙酸和甘油被优先利用且速度较

快，5 g/L 乙酸和 5 g/L 甘油在 36 h 内被消耗

完，丙酸和丁酸的消耗速率较乙酸和甘油的低。 
 

表 3  Halomonas sp. TD08 共利用乙酸、丙酸和丁酸合成 PHA 
Table 3  PHA production by Halomonas sp. TD08 cultured with acetate, propionate, and butyrate 

Propionate (g/L) Butyrate (g/L) Acetate (g/L) Cell dry weight (g/L)  PHB titer (g/L) PHB content (wt%) 
0 20 5 11.72±0.32 10.38±0.08 88.62±1.75 
2 20 5 4.16±0.13 1.95±0.12 46.83±2.47 
3 20 5 3.95±0.03 2.06±0.12 52.04±3.18 
4 20 5 3.82±0.05 1.79±0.14 46.81±3.77 
5 20 5 3.69±0.05 1.83±0.08 49.62±2.38 

Shake flask experiments were performed at 37 ℃ and 200 r/min. Data are expressed as averages and standard deviations of 
three parallel experiments. 
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表 4  Halomonas sp. TD08 共利用甘油、丙酸和丁酸合成 PHA 
Table 4  PHA production by Halomonas sp. TD08 cultured with glycerol, propionate, and butyrate 
Propionate (g/L) Butyrate (g/L) Glycerol (g/L) CDW (g/L) PHBV titer (g/L) PHBV (wt%) 3HV content (mol%) 
0 20 5 10.68±0.10 9.30±0.16 87.11±1.20 0 
2 20 5 4.91±0.11 3.95±0.22 80.32±3.07 8.76±0.55 
3 20 5 4.00±0.12 2.26±0.08 56.64±3.84 10.34±0.63 
4 20 5 3.79±0.09 1.90±0.12 50.08±3.43 11.68±0.70 
5 20 5 3.72±0.03 1.72±0.08 46.29±1.97 13.15±0.76 
Shake flask experiments were performed at 37 ℃ and 200 r/min. Data are expressed as averages and standard deviations of 
three parallel experiments. 

 

 
图 3  盐单胞菌 TD08 对不同底物利用的偏好 
Figure 3  Substrate preference of Halomonas sp. 
TD08. Shaking culture experiments were performed at 
37 ℃ and 200 r/min. Data are expressed as averages 
and standard deviations of three parallel experiments. 

3  总结  
盐单胞菌 TD01、TD08 被证明可以有效利

用丁酸生产聚-3-羟基丁酸酯 PHB。在摇瓶培养

中，盐单胞菌 TD01、TD08 可以耐受高浓度丁酸，

并将丁酸转化为 PHB，产量分别达到 9.12 g/L、
7.37 g/L。向培养基补充丙酸后，盐单胞菌 TD01
合成的聚酯中未检测到 3-羟基戊酸单体，而盐

单胞菌 TD08 可以生产聚-3-羟基丁酸-3-羟基戊

酸酯 PHBV，但其生长被严重抑制。通过采取

底物共培养策略来改善盐单胞菌 TD08 的细胞

生长以提高 PHBV 产量，添加 5 g/L 甘油后，

细胞生长明显改善，最终产生 3.95 g/L P (3HB- 
co-8.76 mol% 3HV)。以短链脂肪酸为碳源进行

PHA 生产，有望拓宽盐单胞菌作为下一代合成

生物底盘的竞争力。 
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