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高产聚-β-羟基丁酸酯的甲烷氧化菌 OB3b和 

光合菌共培养体系驯化 
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摘  要: 目的  提高甲烷氧化菌 OB3b (Methylosinus trichosporium OB3b)和光合菌共培养体系中聚-β-羟基丁

酸酯(poly-β-hydroxybutyrate, PHB)的产量。方法  采用丰盛-饥饿间歇供料法对共生菌进行好氧开放式培养, 

以生长速度、PHB 产量、特征性酶甲烷单加氧酶活性为主要指标, 考察驯化过程中共培养体系 PHB 产量及甲

烷氧化菌活性的变化。结果  经过 4 轮的丰盛-饥饿间歇供料驯化, 丰盛期细胞密度可达 1.2 以上, 饥饿期细

胞密度下降速度显著降低, 细胞存活率高, 驯化作用明显, 菌体内 PHB 含量从 11.76%增加到 37.34% (w/w), 

传代稳定性良好。结论  通过丰盛-饥饿间歇供料模式驯化后的共培养体系 PHB 产量明显提高, 得到了稳定

的高产 PHB 甲烷氧化菌-光合菌共培养体系。 
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Domestication of high-yield poly-β-hydroxybutyrate co-culture system of 
Methylosinus trichosporium OB3b and photosynthetic bacteria 
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ABSTRACT: Objective  To increase the yield of poly-β-hydroxybutyrate (PHB) in the co-culture system of 

methanotroph (Methylosinus trichosporium OB3b) and photosynthetic bacteria. Methods  The aerobic open culture 

of symbiotic bacteria was carried out by the intermittent feeding feast-famine mode method. The growth rate, PHB yield 

and characteristic enzyme methane monooxygenase activity were taken as the main indexes to investigate the changes of 

PHB yield and methanotroph activity in the co-culture system during acclimation. Results  After 4 rounds of 

enrichment-starvation intermittent feeding feast-famine acclimation, the cell density in the feeding feast period could 

reach more than 1.2, decline rates of cell density decreased significantly during famine, the cell survival rate was 

high, and the acclimation effect was obvious. The PHB content in the bacteria increased from 11.76% to 37.34% 

(w/w), and the passage stability was good. Conclusion  The PHB yield of the co-culture system acclimated by 

intermittent feeding feast-famine mode is significantly improved, and a stable high-yield PHB methane oxidizing 
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bacteria-photosynthetic bacteria co-culture system is obtained. 
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0  引  言 

随着石油基塑料的使用量的不断增加, 其在环境中

的积累也在不断增加, 预计 2050 年将达到 330 亿 t[1]。人们

正在作出许多努力减少对石油基塑料的依赖, 来避免对环

境产生更大的影响。在这种情况下, 使用具有符合食品包装

材料性能及标准的生物聚合物被认为是最佳解决方案[1‒3]。 

聚-β-羟基丁酸酯(poly-β-hydroxybutyrate, PHB)是一

种可生物降解的聚酯。作为一种在营养受限的条件下可以

大量积累的储能物质广泛存在于微生物中[4]。由于结构的

高度立体规整性, PHB具有较高的结晶度(65%~75%)[5], 具

有与聚丙烯相似的特性[6], 具有良好的生物相容性、生物

降解性、非线性光学活性、成膜性、气体相隔性、抗凝血

性等高附加值性能[7], 所以在代替传统石油基塑料、缓解

环境污染、生物医用材料及绿色食品包装材料方面具有重

要意义, 是传统石油基塑料的可持续替代品[8]。作为新型

的食品包装材料, PHB 能沿用传统塑料的通用加工方式, 

可制成薄膜、塑料袋以及容器瓶等一次性包装材料, 同时

还可用作食品及饮料的包装内衬层和生鲜食品盘等[9]。与

传统塑料相比, PHB 包装的透氧率更低, 有利于食品的贮

藏运输, 具有广泛的应用前景。作为绿色包装材料, 与传

统塑料 100 年的降解时间相比, PHB 包装的自然降解仅需

12 个月, 降解后的产物为无污染的水与二氧化碳[10]。在欧

洲的许多国家, 生物塑料已被普遍应用于超市中有机果蔬

的食品包装, 具有广阔的市场前景。 

目前 PHB 生产行业面临的主要挑战是经济性, 据报

道, PHB 的生产成本大约是传统塑料的 3~4 倍[11]。微生物

生产 PHB主要以异养菌培养为主, 其大规模应用的最关键

因素之一是碳源成本高 , 占生物聚合物生产总成本的

35%~40%[12]。因此利用以廉价的甲烷为主要碳源的甲烷氧

化菌(methane-oxidizing bacteria, MOB)与利用光能和二氧

化碳自养的光合菌 (photosynthetic bacteria, PSB)来生产

PHB 的方式, 得到各国学者的广泛关注[13‒14]。 

GR 等[15]将一株野生型细长聚球藻 UAM-C/S03 在光

生物反应器中培养, 探究 pH 及氮源对 PHB 产量的影响, 

结果显示在氮源充足的条件下, 随着反应系统内 pH 的升

高, PHB 的产量逐渐降低。这表明在利用光合细菌生产 PHB

的体系内, pH 的稳定有助于提高 PHB 的产量。HA 等[16]发

现在 PHB 合成过程中, 需要足量的氧气, O2 不足时会抑制

甲烷氧化菌的 PHB 合成。PHB 的相对分子质量取决于 PHB

的培养条件和宿主微生物。普通的 PHB 具有脆性和二次结

晶现象, 因此HONG等[17]以添加低分子量PHB的方法, 改

善 PHB 的性能。结果表明, 随着低分子量 PHB 的添加量

升高, PHB 的柔韧性和生物降解率增加, 证实了低分子量

PHB 可以改善 PHB 的脆性, 控制 PHB 的生物降解率。 

图 1 为甲烷氧化菌和光合菌的共培养系统。在甲烷氧

化菌和光合菌的共培养系统中, 可以同时利用二氧化碳和

甲烷, 基于耦合在有氧光合作用和甲烷氧化之间的强大代谢

作用, 二氧化碳和氧气等营养资源会被持续不断的补充[18], 

底物和产物两者之间的抑制作用减小[19], 生成的杂质毒性

减少[20], 底物的纯度要求降低, pH 得到调节, 使菌体实现

平稳的生长和正常生命代谢活动, 最终实现稳定的、可以

自我调控的生长状态, 进一步实现高密度发酵[21‒22]。同时, 

光合菌产生的 PHB 分子量小于甲烷氧化菌产生的 PHB 分

子量[23], 在共培养体系中产生的 PHB 的性质可以在不同

大小分子量混合下得到一定改善[24]。 

 

 
 

图 1  甲烷氧化菌和光合菌的共培养系统 

Fig.1  Co-culture symbiotic system of methanotrophs and 
photosynthetic bacteria 

 

综上所述, 对比传统的单菌种培养体系, 甲烷氧化菌

和光合菌共培养系统不仅使资源利用率最大化, 菌种之间

也可以相互促进生长, 降低环境因素带来的生长限制与产

量影响, 改善生产出的 PHB 性质, 具有很强的开发潜力。 

本研究使用的甲烷氧化菌 OB3b 与光合菌长期伴生, 

已无法通过传统的划线法分离, 且目前鲜少有关于提高此

菌与光合菌共生产 PHB 能力的相关研究。为了提高共培养

体系的 PHB 产量, 在开放条件下培养(开放条件下培养可

以降低生产成本), 本研究采用丰盛—饥饿培养模式对体

系进行驯化, 经过多轮培养后筛选出菌体内部的 PHB合成

及储藏量相对较高的菌株, 来获得适宜进行大规模连续生

产的优秀菌种, 为绿色食品包装材料 PHB的工业生产提供

一种新选择。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验菌种 

甲烷氧化菌 OB3b (Methylosinus trichosporium OB3b), 

由清华大学邢新会教授提供, 其中含有甲烷氧化菌和光合

细菌(蓝细菌), 二菌长期伴生, 已无法进行分离。 

1.1.2  实验试剂与仪器 

甲烷、氧气、二氧化碳等气体(纯度 99.99%, 哈尔滨

黎明气体有限公司); 无机盐等试剂(分析纯, 天津市天力

化学试剂有限公司); 聚-β-羟基丁酸酯标准品(纯度为 98%, 

上海麦克林生化科技有限公司)。 

SCION456 型气相色谱仪(天美科学仪器有限公司); 

BLB10-HYG-FJ2 生物反应器摇床(上海百仑生物科技有限

公司); 2-16K 高速冷冻离心机(美国 Sigma 公司); H1850 医

用离心机(长沙湘仪离心机仪器有限公司); SHB-ⅣA 循环

水式多用真空泵(郑州长城科工贸有限公司); LRH-70F 生化

培养箱、DHG-9053A 电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒科技有

限公司); HV-5100B 紫外可见分光光度计(上海光析仪器有

限公司); BS210S 电子天平(精度 0.1 mg, 德国 Sartorius 仪器

公 司 ); UV2550 紫 外 可 见 光 谱 仪 ( 日 本 岛 津 公 司 ); 

BA210Digital 数码显微镜(麦克奥迪实业集团有限公司); 

TM-5 毛细管柱(30 m×0.45 μm, 天美科学仪器有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  无机盐培养基的配制 

实验中所涉及菌液的培养皆使用无机盐液体培养基

(NMS 培养基), 由 A 液和 B 液组成, 其中 1 L A 液中含有

3.0 g NaCl、7.4 g Na2HPO4ꞏ12H2O、5.0 g NH4Cl、0.04 g 

FeSO4ꞏ7H2O、3.0 g MgSO4ꞏ7H2O、2.62 g KH2PO4、10.0 g 

KNO3、0.0167 g FeCl3ꞏ6H2O、0.2 g CaCl2ꞏ2H2O、5.24 g 

K2HPO4ꞏ3H2O、0.0125 g CuSO4ꞏ5H2O。1 L B 液中含有 0.3 g 

MnSO4ꞏH2O、0.24 g NaMoO4ꞏH2O、0.34 g ZnSO4ꞏ7H2O。使

用前取 A 液 100 mL、B 液 1 mL, 用去离子水定容至 1 L[25]。 

1.2.2  甲烷氧化菌和光合细菌的活化及扩大培养 

按照上述方法配制 NMS 培养基 100 mL 并置于 250 mL

带弯管的培养瓶中, 于 120℃的条件下灭菌 20 min, 然后

接种混合菌的种子液, 接种量为培养基体积的 10%, 密封

后利用水循环式真空泵抽出瓶中气体 , 并置换入混合气

(甲烷:二氧化碳:氧气=2:1:1, V:V:V), 接种后将其发酵罐放

置于条件为 30℃、180 r/min 的摇床中进行持续光照培养, 

光源为 24 W 的白炽灯, 培养 6 d 后以该培养液为种子液, 

将其接种于 1 L 的培养基中进行扩大培养。 

1.2.3  丰盛-饥饿培养模式 

甲烷氧化菌和光合菌共培养的菌种驯化采用丰盛-饥

饿模式进行。 

(1)丰盛培养条件 

将甲烷氧化菌和光合菌的共生菌种按照 10%的接种

量, 接种至 3 L 发酵罐中进行丰盛阶段摇瓶培养, 摇床温

度为 30℃, 转速为 120 r/min, 光照条件为 24 W 的单一光

源持续光照, 每 24 h 换一次混合气体(混合气体甲烷:二氧

化碳:氧气=2:1:1, V:V:V), 培养时间为 5 d, 5 d 后转入饥饿

培养条件。 

(2)饥饿培养条件 

将甲烷氧化菌和光合菌的共生菌种按照 10%的接种

量, 接种至 3 L 发酵罐中进行饥饿培养, 摇床温度为 30℃, 

转速为 120 r/min, 光照条件为无光的黑暗条件下, 每 24 h

换一次空气。 

1.2.4  细胞干重的测定方法 

采用恒重法测量细胞干重。首先用低温冷冻离心机收

集细胞沉淀, 离心机的操作温度为 4℃, 转速 8000 r/min, 

时间 15 min, 并用 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液反复冲洗 2 次, 

将得到的菌体细胞放置于 70℃恒温干燥箱内干燥至恒重, 

然后利用分析天平称量样品的重量[26]。 

1.2.5  菌体细胞生长密度的测定方法  

采用分光光度法: 首先量取菌液 3 mL, 用去离子水

做空白对照组, 每隔 24 h 采用紫外分光光度计测定该菌液

在波长 600 nm 处的吸光度值, 用以确定不同时间段的菌

种生长情况。 

1.2.6  环氧丙烷标准曲线的绘制方法 

取环氧丙烷标准品 1 mL 于 100 mL 容量瓶中, 加入

50 mL 去离子水使环氧丙烷标准品完全溶解, 定容至 100 mL

后得到 1% (V:V)的环氧丙烷标准品溶液。将充分溶解的环

氧丙烷标准品溶液稀释至 0.01% (V:V), 从标准品溶液中分

别吸取 2、4、6、8、10 mL 于 5 支试管中, 补加去离子水

至 10 mL, 则试管中环氧丙烷浓度为 0.002%、0.004%、

0.006%、0.008%、0.010%。 

气相色谱的检测条件如下: 色谱柱为 TM-5 毛细管柱, 

尺寸为 30 m×0.45 μm , 柱温 60℃, 进样口温度 180℃, 氢

火焰离子化检测器(flame ionization detector, FID)检测器温

度 180℃。釆用手动进样, 进样量 1 μL。以环氧丙烷含量

为 横 坐 标 (X), 峰 面 积 为 纵 坐 标 (Y), 回 归 方 程 为

Y=36.116X‒ 2.5505, r2 值为 0.9959。 

1.2.7  甲烷单加氧酶酶活测定方法 

细胞培养结束后, 于 4℃、8000 r/min 的条件下离心

15 min, 得到菌体细胞沉淀, 用 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液

将细胞沉淀冲洗两遍后, 加入适量缓冲液将沉淀重新悬浮, 

制成一定浓度的细胞悬浮液。 

甲烷单加氧酶(methane monooxygenase, MMO)的活

性测定采用丙稀环氧化法, 在 10 mL 反应瓶中加入 2 mL

细胞悬浮液后密封, 利用一次性注射器抽出 4 mL 空气, 并

迅速加入 4 mL丙烯(保持丙稀:空气=1:1, V:V), 二次密封后

置于摇床中进行环氧化反应, 摇床温度为 30℃, 转速为

200 r/min, 反应时间为 30 min, 反应结束后将反应瓶于冰

箱中倒置过夜, 第 2 d取静置后样品倒入 4 mL的小试管中, 
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在转速为 10000 r/min 的条件下离心 15 min, 离心结束后取

上清液进行 MMO 测定。 

采用气相色谱法测定反应液中生成的环氧丙烷的浓

度。酶活定义为每分钟每毫克细胞(干重)催化生成环氧丙

烧的纳摩尔数, 单位为 nmol/(minꞏmg)。气相色谱的检测条

件如下: 色谱柱为毛细管柱, 柱尺寸为 30 m×0.45 μm, 柱

温 60℃, 进样口温度 180℃, FID 检测器温度 180℃。釆用

手动进样法, 进样量 1 μL。 

1.2.8  叶绿素含量检测 

叶绿素在 670 nm 处有最大吸收峰, 因此测定 670 nm

处的吸光度来表征叶绿素的含量, 叶绿素的含量水平代表

着光合细菌的含量。 

取培养后的菌液 3 mL, 超声波破碎 5 min, 以去离子

水做空白, 测定波长 670 nm 下的吸光度值。 

1.2.9  PHB 的提取与检测 

(1) PHB 的分离提取方法 

采用有机溶剂提取法分离提取 PHB。将经过细胞壁处

理并烘干的菌体, 加入 5 mL 氯仿溶液, 60℃抽提 1 h(水浴)

获得含 PHB 的氯仿溶液。 

(2) PHB 的定性分析 

采用苏丹黑染色法。 

1)染色液的配制: 0.03%苏丹黑染色液: 苏丹黑 0.3 g, 

70%乙醇 100 mL, 混合振荡均匀, 过夜备用; 以二甲苯为

褪色剂; 用 0.5%番红水溶液为复染剂。 

2)染色步骤: 常规法制成菌悬液涂片; 0.3%苏丹黑染

色液染色 10 min 后, 水冲洗染液, 滤纸吸干水分; 二甲苯冲

洗涂片至几乎无色素洗脱; 0.5%番红染色液复染 1~2 min, 

水洗, 吸干; 镜检可见类脂颗粒染成蓝黑色, 菌体其他部

分呈复染剂颜色[27]。 

(3) PHB 的定量分析 

采用紫外分光光度法测定 PHB 含量[28]。PHB 在浓硫

酸中加热时可以定量地转化为巴豆酸(反-2-丁烯酸), 巴豆

酸在 235 nm 处有一最大吸收峰值, 而其他含碳化合物在

同样条件下的吸收峰与 PHB 有很大的差别。因此, 将经过

分离提取 PHB 的菌体细胞吸取 0.5 mL 于磨口试管中, 80℃

水浴加热除去氯仿, 然后加入 10 mL 浓硫酸, 盖上玻璃塞, 

100℃水浴加热 10 min, 冷却至室温并混匀, 在 235 nm 处

测定溶液的吸光值。 

(4) PHB 标准曲线的绘制方法 

用电子天平准确称取 0.01 g PHB 标准品于 250 mL 锥形

瓶中, 加入 50 mL 氯仿、60℃水浴加热 1 h, 使 PHB 充分溶解

于氯仿中。将充分溶解 PHB 的氯仿溶液稀释至 5 μg/mL。从

PHB 标准溶液中分别吸取 2、3、4、5、6 和 7 mL 于 6 支

比色管中, 再补加氯仿至 10 mL, 则试管中 PHB 质量浓度

依次为 1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 和 3.5 μg/mL。取第 7 支比

色管, 加入 10 mL 氯仿作为空白。将 7 只比色管放入水浴

锅中 80℃加热, 使氯仿充分蒸发, 比色管中只残留 PHB。

然后分别加入 10 mL 浓硫酸, 振荡混匀, 带塞水浴 100℃

加热 10 min, 冷却至室温[29]。在 235 nm 下测定吸光值, 以

PHB 质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 以 235 nm 吸光值为纵

坐标(Y), 回归方程为 Y=2.825X+0.0158, r2 值为 0.9962, 表

明其线性关系良好。 

1.3  数据处理 

实验重复测定 3 次, 利用 Origin 2021b 与 IBM SPSS 

Statistics 26.0 软件对数据进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  丰盛期培养时间的确定 

丰盛—饥饿模式常常被做为提高菌体 PHB 储存能力

的培养方式[30]。众所周知, 细菌在生长受限的情况下合成

PHB, 生长限制可以来自外部(缺乏营养或电子受体 , 如

氧、氮和磷)或内部。在饥饿阶段, 细胞将活动减少到最低

限度以维持生存, 大大降低了内部的酶合成及 RNA 转录

的速度[31]。由于无法获得生长所需的细胞内化合物, 这种

细胞活性的下降也会导致丰盛阶段生长受限。当外部碳源

供应过量时, 细胞需要进行生理适应才能达到最大生长速

度, 而在这个适应期间, 碳源的利用量主要由内部的聚合

物所驱动。在多轮丰盛—饥饿模式培养之后, 可以显著提

高细胞内聚合物即 PHB 的含量。 

对菌种进行预培养, 确定丰盛、饥饿阶段的培养时

间。对共培养菌种进行为期 9 d 的丰盛培养, 图 2 是丰盛

培养阶段每隔 24 h 测定的 OD600 值变化曲线。 
 

 
 

图 2  OD600 随培养时间的变化曲线 

Fig.2  Change curve of OD600 with culture time 
 

如图 2 所示, 在 0~6 d 的 OD600 值以较快的速度增加, 

在第 6 d 时达到 1.079。此时外部营养供给充足, 细胞生长

处于对数生长期, 总细胞密度增长较快; 6~9 d 的 OD600 值

增长速度放缓, 变化幅度减小, 接近平坦趋势, 此时细胞

生长处于迟缓期。第 6 d 时细胞处于对数生长期的最后一
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天, 此时细胞酶活性高, 代谢旺盛, 生长、增殖速度较快, 

因此确定丰盛阶段培养时间为 6 d。 

2.2  饥饿期培养时间的确定 

对共培养菌种进行为期 20 d 的饥饿培养, 图 3 是饥饿

培养每隔 24 h 测定的 OD600 值变化曲线。 
 

 
 

图 3  OD600 随培养时间的变化曲线 

Fig.3  Change curve of OD600 with culture time 
 

在整个饥饿培养阶段, 随着培养时间的增长, 没有外

部碳源的供给, 细胞生长受限, 内部能源被一直消耗, 直

至死亡。表现为 OD600 值持续降低, 曲线呈下降趋势。选

择饥饿阶段培养 18 d, 此时的数据接近第一天数据的一半, 

菌种细胞可以检测到活性, 得到实验数据, 并且活性未达

到最低点, 使细胞饥饿过度, 无法连续进行下一轮实验。

因此确定饥饿阶段培养时间为 18 d。综上所述, 确定驯化

实验丰盛、饥饿阶段培养时间比为 1:3。 

2.3  驯化培养的结果 

2.3.1  菌体生长情况 

使用气相色谱测定 MMO 活性, 反映甲烷氧化菌的生

长状况; 利用紫外分光光度仪测定超声波破碎 5 min 后的

OD670 值, 即叶绿素含量, 反映光合细菌的生长状况; 利用

紫外分光光度计测定菌种细胞 OD600 值, 反映混合菌体细

胞的总生长状况。每隔 24 h 测定共生菌细胞生长密度和甲

烷单加氧酶活性, 图 4 为 4 轮菌种驯化培养 OD600、OD670

和 MMO 活性随天数的变化。 

在 4 轮驯化的过程中, 丰盛培养阶段, 外部供给营养

充足, 细胞处于对数生长期, MMO 活性、叶绿素含量与总

细胞密度上升明显 ;  饥饿培养阶段 ,  碳源的不足导致

MMO 活性下降, 甲烷氧化菌的生长受限。光源的缺失导致

光合细菌的生长受限, MMO 活性、叶绿素含量与总细胞密

度平缓下降。在饥饿阶段后期, MMO 活性与细胞密度都维

持在略低但相对平稳的状态, 这表明菌体内部的储能物质

PHB 发挥作用, 维持着细菌的生长代谢需要, 细菌没有大

量凋亡。同时在 4 轮驯化中细胞的凋亡速度有着明显的降 

 
 

 
 

注: (A)为第 1 轮驯化; (B)为第 2 轮驯化; (C)为第 3 轮驯化; (D)为第 4 轮驯化。图 5 同。 

图 4  OD600 和 MMO 活性随培养时间的变化曲线 

Fig.4  Change curves of OD600 and MMO activities with culture time 
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低, 并且每轮饥饿培养阶段结束后总细胞密度高于上一轮, 

这表明胞内的储能物质 PHB含量在不断提高, 驯化作用明

显。在 4 轮的丰盛培养阶段中, 细胞密度都达到在 1.2 以

上的高密度, 这表明共培养体系具有高密度培养的可行性, 

从而可以提高 PHB 的产量。 

2.3.2  菌体合成 PHB 含量的变化 

采用紫外可见光光度仪器对胞内 PHB 含量进行测定, 

使用恒重法测定细胞干重, 图 5 为 4 轮菌种驯化过程中细

胞干重与 PHB 含量的变化。 

在 4 轮的驯化过程中, 丰盛培养阶段时细菌生长繁殖

旺盛, 细胞干重及 PHB含量增长迅速, 完成了 PHB的快速

积累; 饥饿培养阶段时随着细菌的衰老死亡, 细胞干重逐

步下降, PHB 随着培养时间的增加缓慢消耗。从第 1 轮到

第 4 轮, 细胞内 PHB 的含量不断提高, 从 11.76%增加到

37.34%, 驯化效果明显; 这使得细菌的凋亡速度显著减低, 

饥饿阶段结束后细胞干重仍保持较高水平。 

2.4  驯化前后 PHB 产量的对比 

分别选用驯化前的菌种和驯化后的菌种进行 PHB 定

性分析对比。因为 PHB 属于聚酯类物质, 苏丹黑是亲脂性

染色剂, 因此采用苏丹黑染色法, PHB 被染成蓝黑色。如图

6 和图 7 所示, 驯化后的细胞染色后, 蓝黑色部分明显高于

驯化前, 表明胞内的 PHB 含量得到了显著提高, 驯化效果

明显。 
 

 

 

 
图 5  细胞干重与 PHB 含量随培养时间的变化曲线 

Fig.5  Change curves of cell dry weight and PHB content with culture time 

 

 
 

图 6  驯化前细胞 PHB 染色情况(1000×) 

Fig.6  PHB staining of cells before domestication (1000×) 

 
 

图 7  驯化后细胞 PHB 染色情况(1000×) 

Fig.7  PHB staining of cells after domestication (1000×) 
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2.5  传代稳定性 

对 4 轮驯化后的共培养体系进行 10 代开放式连续培

养, 通过考察在相同的丰盛培养条件下 120 h 时细胞密度

与 PHB 含量, 来探究驯化后体系的传代稳定性。培养结果

如图 8 所示。 

 

 
 

图 8  细胞密度与 PHB 含量随传代次数的变化曲线 

Fig.8  Change curves of cell density and PHB content with  
culture time 

 
由图 8 可知, 驯化后的共培养体系经 10 代传代培养

后, 120 h时OD600的平均值为1.203, 标准差约为 0.02, PHB

含量平均值为 36.89% (w/w), 标准差为 0.3%。说明经驯化

后的共培养体系生长及 PHB 含量具有稳定性。 

3  结  论 

本研究主要通过对甲烷氧化菌与光合细菌的共培养

体系进行 4 轮丰盛-饥饿间歇模式驯化培养, 目的是提高该

体系的 PHB产量, 通过紫外分光光度计对共培养体系每隔

24 h 进行细胞密度测定, 3 轮驯化培养结束后, 从丰盛培养

阶段到饥饿培养阶段细胞凋亡的数量与速度大幅降低。表

明在驯化的过程中, 胞内供能物质 PHB的含量在不断提高

以供给细胞的正常生长发育。在 4 轮丰盛-饥饿间歇模式驯

化培养中, 每轮丰盛期细胞密度可达 1.2 以上, 饥饿期细

胞密度下降速度显著降低, 细胞存活率高, 每 24 h 对 PHB

进行取样检测, 恒重法测定细胞干重, 紫外分光光度法测

定 PHB 含量, 通过结果分析甲烷氧化菌和光合菌的共培养

体系产生 PHB 的含量由 11.76%增加到 37.34% (w/w), 驯化

效果显著。通过苏丹黑染色法进行显微镜观察发现驯化后的

胞内 PHB 含量显著高于驯化前。经过 10 次传代培养后的

菌株生长情况与 PHB 含量变化波动小, 具有传代稳定性。 

综上所述, 通过对甲烷氧化菌与光合细菌的共培养

体系进行 4 轮丰盛-饥饿间歇模式驯化培养, 得到了细胞生

长速度快、密度高, 传代稳定性良好, 可以进行开放条件

连续培养的 PHB高产共培养体系, 为用作绿色食品包装的

生物塑料合成提供了可用的良好菌株。 
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