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品微生物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｋｙｗｕ２００７＠１２６．ｃｏｍ。

　　３－羟基丙酸（３－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄ，别称 β－
ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄ，简写３－ＨＰ）是一种重要的化工平台产
品，被美国能源部列为当今世界１２种最具潜力的化工产品之
一［１］。目前，３－ＨＰ主要通过丙烯酸水合法、β－丙内酯水解
法等化学合成方法制备，在生产过程中依赖一些特殊条件，且

具有一定的危险性［２］。而微生物技术方法逐渐成为当前３－
ＨＰ生物合成的研究热点［３－６］，主要是通过自然选育、基因工

程或代谢工程技术选育优良的３－ＨＰ产生菌。从自然环境
中选育的３－ＨＰ菌株主要有克雷伯氏菌、假丝酵母、假单胞

菌、罗伊氏乳杆菌和红串红球菌等［２，７－１０］。为了获得其他具

有潜在应用价值的３－ＨＰ产生菌，本研究从不同的土壤环境
中分离产３－ＨＰ菌株，并通过形态观察、生理生化试验和１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列分析等方法对分离菌株进行初步鉴定，以期为丰
富产３－ＨＰ的微生物资源提供技术参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品　土壤样品采集自果园、耕田、化工厂周边污水
环境。

１．１．２　培养基　（１）初筛培养基：葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ、蛋白胨
２０ｇ／Ｌ、酵母膏１０ｇ／Ｌ、琼脂２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值自然，高压灭菌后
加入０．１％～１．０％ 丙酸。（２）复筛培养基：蛋白胨２０ｇ／Ｌ、
酵母膏 １０ｇ／Ｌ、琼脂 ２０ｇ／Ｌ、ｐＨ值自然，高压灭菌后加入
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０５％丙酸。（３）发酵培养基：蛋白胨２０ｇ／Ｌ、酵母膏１０ｇ／Ｌ，
ｐＨ值自然，高压灭菌后加入０．５％丙酸。（４）斜面培养基：葡
萄糖２０ｇ／Ｌ、蛋白胨２０ｇ／Ｌ、酵母膏１０ｇ／Ｌ、琼脂２０ｇ／Ｌ，ｐＨ
值自然。菌落形态特征和生理生化试验所用培养基参考《微

生物学实验教程》和《微生物学实验技术》等相关资料［１１－１２］。

１．１．３　主要试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北京鼎国昌盛生物技术有
限公司；Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ购自ＴａＫａＲａ公司；３－ＨＰ标准品购自梯希
爱（上海）化成工业发展有限公司；细菌生理生化微量鉴定管购

自杭州天和微生物试剂有限公司；ＴＬＣＳｉｌｉｃａｇｅｌ６０Ｆ２５４硅胶
薄层层析板购自Ｍｅｒｃｋ公司；其他试剂均为国产分析纯。
１．２　方法
１．２．１　菌株初筛与复筛　分别将样品少许放入１００ｍＬ含有
玻璃珠的无菌水中，轻轻混匀后静置２ｈ，然后吸取０．１ｍＬ悬
浮液涂布于含有不同浓度丙酸的初筛培养基上。涂布完毕后，

将平板倒置于３０℃培养箱中放置２４～７２ｈ，用无菌牙签将初
筛平板上的单个菌落转接到复筛培养基上，继续培养

２４～４８ｈ，初步得到能够在复筛培养基中生长的菌株。将复筛
的菌株分别接种于１０ｍＬ发酵培养基中，在３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ
的摇床中发酵４８ｈ。发酵结束后，离心去除菌体得到发酵上
清液以备用。另外，通过薄层层析初步鉴定产３－ＨＰ的菌株
进行纯培养，纯化后的菌株接种于斜面培养基中保存。

１．２．２　菌株的形态学观察和生理生化试验　参考《微生物
学实验教程》和《微生物学实验技术》等相关资料对产３－ＨＰ
菌株进行形态学观察和生理生化试验。本研究所进行的生理

生化试验主要包括糖发酵试验、淀粉水解试验、脲酶测定、吲

哚试验、过氧化氢酶试验、乙酰甲基甲醇试验（ＶＰ试验）以及
甲基红试验（ＭＲ试验）等。
１．２．３　菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列测定及系统发育树构建　菌株
总ＤＮＡ提取方法参考《精编分子生物学实验指南》［１３］。１６Ｓ
ｒＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增条件如下：引物使用细菌通用引物（２７Ｆ：
５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；１４９２Ｒ：５′－ＴＡＣＧＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′），２０μＬ的 ＰＣＲ扩增体系包括
１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２μＬ、ｄＮＴＰ０．８μＬ、２７Ｆ和 １４９２Ｒ引物各
０５μＬ、模版ＤＮＡ１μＬ、Ｔａｑ酶０．３μＬ、无菌水１４．９μＬ。ＰＣＲ
反应条件包括：９４℃变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，进行３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物送至北京奥科鼎盛生物科技有限公司测序，并
将测得结果经由 ＧｅｎＢａｎｋ进行序列相似性搜索，然后采用
ＣｌｕｓｔａｌＸ进行序列联配分析，系统发育分析通过软件 ＭＥＧＡ
６．０完成。
１．２．４　产物的薄层层析　为初步确认所筛选的菌株是否产
３－ＨＰ，通过薄层层析的方法进行检测分析，参照李冰等方
法［１４］并稍 作 修 改，展 开 剂 由 正 丁 醇、甲 酸和水按照

１９∶１∶１０的体积比所构成，显色剂为０．１％溴甲酚绿，点样
体积为２μＬ。

２　结果与分析

２．１　菌株的初步分离和形态观察
将采集的样品进行多轮分离，最终得到１株能够在复筛培

养基中生长良好菌株，将其命名Ｙ３１，划线分离出单菌落后进
行发酵验证。从Ｙ３１菌落特征上看呈现乳白色、中间微凸起，

４８ｈ后呈淡黄色，不透明，直径小于０．５ｍｍ（图１－Ａ）。菌株
Ｙ３１革兰氏染色结果呈阳性，油镜观察到的显微形态见图１－
Ｂ，单个细胞呈棒形球杆状，两端钝圆，单个或成链状排列。

２．２　菌株的生理生化特性
２．２．１　糖发酵测试　通过一系列生理生化试验指标对Ｙ３１菌
株进行测定。结果表明，该菌可利用乳糖、葡萄糖、麦芽糖、鼠李

糖且不产气，能液化明胶，不能利用棉籽糖、甘露醇（表１）。
表１　糖发酵测试结果

糖类 结果

乳糖 ＋
葡萄糖 ＋
麦芽糖 ＋
棉籽糖 －
鼠李糖 ＋
甘露醇 －
明胶 ＋

　　注：“＋”表示能利用或能液化；“－”表示不能利用。

２．２．２　其他方法测试　淀粉水解试验、吲哚试验、乙酰甲基甲
醇试验呈现阴性；脲酶测定试验、接触酶试验、甲基红试验为阳

性（表２）。生理生化测定结果结合形态学观察，并对照《伯杰
氏细菌鉴定手册》（第８版）发现Ｙ３１菌株与短杆菌相似。

表２　其他方法测试结果

试验 结果

淀粉水解 －
脲酶测定 ＋
吲哚 －

过氧化氢酶 ＋
ＶＰ －
ＭＲ ＋

　　注：“－”表示该试验为阴性；“＋”表示该试验为阳性。

２．３　菌株分子生物学鉴定
按照《精编分子生物学实验指南》所述方法，提取Ｙ３１菌

株的基因组ＤＮＡ，然后利用细菌通用引物扩增该菌株的１６Ｓ
ｒＤＮＡ，经测序获得该菌株 １６ＳｒＤＮＡ序列，片段大小为
１４３０ｂｐ。选择 Ｇｅｎｂａｎｋ中与 Ｙ３１菌株１６ＳｒＤＮＡ序列相似
性较高的已知菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列，并构建邻接树（Ｎ－Ｊ
法）。结果表明，菌株 Ｙ３１的１６ＳｒＤＮＡ序列与短乳杆菌具有
较高的同源性，二者在以 Ｎ－Ｊ法构建的系统发育树上聚为
同一簇群（图２），而通过生理生化试验指标分析发现，该菌株
能够利用鼠李糖，不能够利用棉籽糖，另外该菌株能够在以丙

酸为唯一碳源的培养基中生长，这与多数短乳杆菌有所不同，

结合《伯杰氏细菌鉴定手册》（第８版），初步鉴定菌株Ｙ３１为
短乳杆菌变种，命名为ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓＹ３１。
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２．４　发酵产物的鉴定
将发酵液离心后获取发酵上清液，然后进行薄层层析分

析，结果见图３。通过测量点样原点处到显色斑点中心距离
与原点至溶剂前沿距离，得出每个斑点的比移值 Ｒｆ。计算得
出发酵液和对照３－ＨＰ的 Ｒｆ值接近，符合薄层层析定性要
求，因此，初步确定Ｙ３１菌株所产的酸为３－ＨＰ。

３　结论与讨论

目前，化学法合成３－ＨＰ具有经济可行的优势，但从长
久考虑，微生物法生产３－ＨＰ更加绿色环保。从相关文献来
看，微生物源３－ＨＰ的研究主要通过基因工程和代谢工程技
术构建３－ＨＰ的生物合成途径，并证实了某些微生物体内存
在的３－ＨＰ代谢途径［１，１５］。相关试验尚处于试验阶段，与生

产应用还有一定距离。另外，从自然环境中分离的产３－ＨＰ
菌株几乎都面临产物的毒性、耐受性问题，甚至构建的工程菌

也存在相同的难题，有些基因工程菌还需依赖价格高昂辅

酶Ｂ１２
［１６］。

迄今已发现多种微生物能够利用不同的碳源产生３－ＨＰ，
本试验从自然环境中分离出１种新发现的产３－ＨＰ菌株Ｙ３１，
为该菌株的进一步选育创造了条件。通过形态观察、生理生化

试验、分子生物学技术初步鉴定Ｙ３１菌株为短乳杆菌变种，为
微生物源３－ＨＰ代谢网络研究提供一定的技术参考。
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