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　　摘要：利用平板显色法，从腐烂的水果中筛选出１株能够转化甘油产生甘油酸的菌株。根据生理生化、形态学鉴
定以及１６ＳｒＤＮＡ基因序列结果的分析，确定该菌株的生物学分类地位。该菌株属于醋酸杆菌科（Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）葡
萄糖酸杆菌属（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ）日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ），将其命名为 ＨＤ１０２５。初步发酵试验表明，
该菌株能够以 １５０ｇ／Ｌ甘油为底物生产４９．４７ｇ／Ｌ的甘油酸。
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　　甘油酸（２，３－二羟基丙酸）存在于自然界各种各样的植
物中，它作为一种中间代谢物同样也存在于人体内。甘油酸

及甘油酸的衍生物具有很多生物学功能：在人体内 Ｄ－甘油
酸能使胃部细胞在一定剂量乙醇刺激后增强活力从而促进乙

醇分解代谢，因此它可以作为解酒药成分［１］；据报道，在狗体

内的甘油酸具有胆固醇活性和肝兴奋剂的功能，甘油酸衍生

的酯类低聚物能表现出抗胰蛋白酶活性［２］。同时，甘油酸由

于自身生物可降解性优于其他的一些高聚物，可用作药物的

运输载体。在食品方面，甘油酸同样具有很多用途。

甘油酸的生产方法有化学法和生物法２种，目前市场上
销售的甘油酸大部分是通过化学方法生产而来的，化学方法

与生物法相比，具有成本高、耗能大、产量低并且不具有立体

选择性等缺点。利用微生物发酵法生产甘油酸，环境温和、产

量高、方法简便而且产物具有立体选择性，因此被广泛关注。

但是，目前国外关于生产甘油酸菌株的报道较少，１９８７年日
本报道泰国葡萄糖酸杆菌 ＧｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｔｈａｉｌａｎｄｉｃｕｓＮＢＲＣ
３１７２、氧化葡萄糖酸杆菌Ｇ．ｏｘｙｄａｎｓＮＢＲＣ３２９２、氧化葡萄糖
酸杆菌 Ｇ．ｏｘｙｄａｎｓＮＢＲＣ３２９４、弗拉托葡萄糖酸杆菌 Ｇ．
ｆｒａｔｅｕｒｉｉＮＢＲＣ３２６２生产甘油酸产量分别为２７．２、３６．０、３２．６、
５７．２ｇ／Ｌ［３－５］。Ｓａｔｏ等报道利用热带醋酸杆菌 Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓＮＢＲＣ１６４７０、弗拉托葡萄糖酸杆菌Ｇ．ｆｒａｔｅｕｒｉｉＮＢＲＣ
１０３４６５等菌株生产甘油酸，其中部分菌株产量可达１００ｇ／Ｌ
以上［６］。然而，到目前为止国内还未见有关甘油酸发酵方面

的报道。

本研究在国内首次报道从腐烂的水果中筛选到１株能够
利用甘油发酵生产甘油酸的菌株，并对其进行形态学、生理生

化鉴定以及１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，确定它属于醋酸杆菌
科葡萄糖酸杆菌属，将其命名为ＨＤ１０２５。

１　材料与方法

１．１　菌株与培养基
１．１．１　菌株　日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）
ＨＤ１０２５由笔者所在实验室从腐烂的水果中分离获得。
１．１．２　培养基　平板筛选培养基：甘油１５％、蛋白胨０．９％、
酵母粉 ０．１％、Ｋ２ＨＰＯ４０．０１％、ＫＨ２ＰＯ４０．０９％、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．１％、溴甲酚紫０．０５％、琼脂２％，ｐＨ值６．５～７．０。

斜面保藏培养基：葡萄糖０．５％、蛋白胨０．５％、酵母粉
０．５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１％、琼脂２％，ｐＨ值６．５～７．０。

种子培养基：葡萄糖 ０．５％、蛋白胨 ０．５％、酵母粉
０５％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１％，ｐＨ值６．５～７．０。

发酵培养基：甘油 １５％、蛋白胨 ０．９％、酵母粉 ０．１％、
Ｋ２ＨＰＯ４０．０１％、ＫＨ２ＰＯ４ ０．０９％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１％、
ＣａＣＯ３２％，ｐＨ值６．５～７．０。

上述培养基中种子培养基和斜面培养基是在１１５℃下灭
菌３０ｍｉｎ，筛选培养基和发酵培养基在１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ。
每个试验做３个重复，取平均值并计算误差。

发酵罐培养条件：４００ｒ／ｍｉｎ，装液量为 ３Ｌ，通气量为
１Ｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），３０℃。
１．２　菌株的分离与筛选

在河南省开封市区内取样，样品包括污水、淤泥、腐烂的

水果和蔬菜、地表土样、蜂蜜等。将取得的样品粉碎，取１０ｇ
样品加入到９０ｍＬ无菌水中，在摇床中振荡１ｈ。取菌悬浮
液，稀释成一系列浓度梯度。取１０－５、１０－６、１０－７等３个梯度
０．２ｍＬ悬浮液涂布于平板筛选培养基上，３０℃培养３～４ｄ。
挑取菌落周围培养基颜色由紫色变成黄色的菌株，分别接种

于斜面培养基和发酵罐发酵培养基进行初筛，２２０ｒ／ｍｉｎ、
３０℃，好氧培养７２ｈ。取７２ｈ后的发酵液，测定甘油酸含
量。选取初筛产量较高的菌株接种在发酵培养基进行复

筛，培养条件和初筛相同。取７２ｈ发酵液测定甘油酸和残
留的甘油含量。选取甘油酸高产菌株进行斜面保存，进行

下步试验。

１．３　分析测定
采用高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇ
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ｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）测定发酵液中甘油酸、甘油含量［７－８］。

检测条件：１５１５泵、２４８９紫外检测器 （检测波长
２１０ｎｍ）、２４１４示差检测器、１５００柱温箱、２７０７自动进样器。
色谱柱型号：ＡｍｉｎｅｘＨＰＸ－８７Ｈ色谱柱（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，
９μｍ）；柱温６０℃；流动相为５ｍｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４、２０％乙腈；流
速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μＬ。
１．４　菌种鉴定
１．４．１　细胞形态特征　菌落形态观察：取试管斜面上的菌体
平板划线制备单菌落，挑取单菌落接在种子培养基上，３０℃
摇瓶好氧培养２４ｈ，取种子培养液梯度稀释至合适倍数后，将
稀释液涂布于平板培养基上，３０℃培养４ｄ得到单菌落，观察
菌落外形及特征。

扫描电镜观察：取试管斜面上的菌体平板划线制备单菌

落，挑取单菌落样品制成菌悬液然后制片，制作方法如下：

（１）将菌液在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心６ｍｉｎ后，用０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸
盐缓冲液清洗３次；（２）将菌体经火焰固定于盖玻片上；（３）
将盖玻片置于盛有２．５％戊二醛溶液的染盆中，固定１．５ｈ；
（４）取出盖玻片用乙醇（３０％、５０％、７０％、９０％、１００％，依次
脱水１５ｍｉｎ；（５）喷金仪中喷金；（６）扫描电镜观察及拍照。
１．４．２　生理生化特征鉴定　根据《伯杰氏手册》《常见细菌
系统鉴定手册》，选取几种特征性生理生化项目进行

鉴定［９－１０］。

１．４．３　１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析　委托宝生物工程（大连）有
限公司进行 ＤＮＡ测序；在 ＮＣＢＩ网站上用 ＢＬＡＳＴ检索
ＧｅｎＢａｎｋ中相关菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因序列，下载同源性最高
的序列，用ＢｉｏＥｄｉｔ７．０软件编辑后再使用ＭＥＧＡ４．０软件进
行系统发育分析，确定该菌的分类地位。

１．５　遗传稳定性试验
采用群体传代的方法，传接１０代后，检测摇瓶发酵液中

甘油酸的含量，与第１代相比，观察菌株发酵性能的变化，确
定遗传稳定性，是否适用于工业生产。

２　结果与分析

２．１　甘油酸产生菌株的分离和筛选
按照“１．２”节的方法采集样品分离纯化菌株，根据“１．３”

节的检测方法，检测发酵液中甘油酸的含量。初步分离共得

到２５株能够氧化甘油产生甘油酸形态各异的菌株，不同菌株
形成的变色圈大小不同，初步表明它们产酸能力的大小，再利

用摇瓶发酵对２５株菌株进行复筛。检测发酵液中产物甘油
酸、副产物二羟基丙酮和剩余底物甘油的含量。在腐烂的水

果中筛选出 １株产量较高的菌株，其产量初步发酵达到
２２０３ｇ／Ｌ，将其命名为ＨＤ１０２５。
２．２　培养特征和形态观察

按照“１．４．１”节的方法，将菌悬液涂布于筛选培养基上，
３０℃培养４～５ｄ，菌落的培养特征：菌落较小，湿润，圆形，不
透明，白色，直径可达０．５～１．０ｃｍ（图１）。扫描电镜观察细
胞形态特征：细胞呈短圆杆状，无鞭毛，不运动（图２）。

２．３　生理生化鉴定
由表１中ＨＤ１０２５菌株的生理生化试验结果可见：革兰

氏染色、接触酶、氧化酶、还原硝酸盐、液化明胶、产吲哚、氧化

乙醇到乙酸、氧化乙酸盐生成长ＣＯ２和 Ｈ２Ｏ、多醇类生酮、水
解淀粉、Ｄ－木糖产酸、Ｄ－葡萄糖产酸等属间特征生理生化
反应结果鉴定该菌株属于葡萄糖酸杆菌属（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ），
根据形成５－酮基葡萄糖酸、甘油产甘油酸、利用Ｄ－阿拉伯
糖醇生长、利用赤藓糖醇生长等种间生理生化特性鉴定该

菌株与弗拉托葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｆｒａｔｅｕｒｉｉ）存在一
定的区别，与日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）
类似［１１－１４］。

表１　菌株ＨＤ１０２５生理生化鉴定指标

鉴定项目 ＨＤ１０２５ Ｇ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓＮＢＲＣ３２７１
Ｇ．ｆｒａｔｅｕｒｉｉ
ＡＴＣＣ４９２０７ 鉴定项目 ＨＤ１０２５ Ｇ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓＮＢＲＣ３２７１

Ｇ．ｆｒａｔｅｕｒｉｉ
ＡＴＣＣ４９２０７

革兰氏染色 － － － 水解淀粉 － － －
接触酶 ＋ ＋ ＋ Ｄ－木糖产酸 ＋ ＋ －
氧化酶 － － － 形成５－酮基葡萄糖酸 ＋ ＋ ＋
还原硝酸盐 － － － Ｄ－葡萄糖产酸 ＋ ＋ ＋
液化明胶 － － － 利用甘油产甘油酸 ＋ ＋ ｗ
产吲哚 － － － ＧＹＣ（葡萄糖碳酸钙培养基）上产色素 － － －
氧化乙醇到乙酸 ＋ ＋ ＋ 麦芽糖产酸 ＋ ＋ ｗ
氧化乙酸盐生成ＣＯ２和Ｈ２Ｏ － － － 利用Ｄ－阿拉伯糖醇生长 ＋ ＋ ＋
多醇类生酮 ＋ ＋ ＋ 利用赤藓糖醇生长 ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性；“ｗ”表示弱阳性。
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２．４　基因序列分析及其系统发育分析
经过对ＨＤ１０２５的１６ＳｒＤＮＡ基因测序，获得１３９８ｂｐ长

度的 基 因 序 列，将 该 序 列 提 交 ＧｅｎＢａｎｋ（登 记 号 为
ＫＴ９６４２３７），对相关数据进行相似性分析，然后采用 ＢｉｏＥｄｉｔ
７．０软件编辑后再使用ＭＥＧＡ４．０软件构建进化树分析。由
图３可知，ＨＤ１０２５与日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉ

ｃｕｓ）（相似度 １００％）和弗拉托葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ
ｆｒａｔｅｕｒｉｉ）（相似度９９．８６％）的亲缘关系较近，然而试验表明，
ＨＤ１０２５与弗拉托葡萄糖酸杆菌菌株在部分生理生化试验上
仍有不同，而与日本葡萄糖酸杆菌亲缘关系最接近。因而，最

终将该菌种确定为日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉ
ｃｕｓ），拟将该菌株命名为ＨＤ１０２５。

２．５　遗传稳定性试验
按照“１．５”节方法检测菌株的遗传稳定性。由表 ２可

知，第１０代甘油酸产量为２２．３１ｇ／Ｌ，与第１代相比，发酵性
能没有明显变化，说明该菌具有良好的遗传稳定性，适用于工

业生产。

表２　菌株ＨＤ１０５的遗传稳定性试验结果

传代次数

（次）

甘油酸产量

（ｇ／Ｌ）

１ ２２．８０±０．８９
２ ２２．３４±０．６７
３ ２２．８０±１．１１
４ ２２．３０±１．１０
５ ２２．７１±０．８７
６ ２２．４１±１．０７
７ ２２．４２±０．９２
８ ２２．５１±０．７１
９ ２２．４６±０．９６
１０ ２２．３１±０．８１

２．６　菌株Ｇ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓＨＤ１０２５发酵罐发酵曲线
在“１．１．２”节给出的条件将菌株ＨＤ１０２５发酵７２ｈ，甘油

酸产量达到４９．４７ｇ／Ｌ，残余底物含量为９２．２２ｇ／Ｌ（图４）。

３　讨论

目前，国外关于微生物法生产甘油酸报道较多的是弗拉

托葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｆｒａｔｅｕｒｉｉ）、弱氧化葡萄糖酸杆
菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｓｕｂｏｘｙｄａｎｓ）、氧化葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕ
ｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｏｘｙｄａｎｓ）等菌株，其中弗拉托葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕ
ｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｆｒａｔｅｕｒｉｉ）菌株产甘油酸的能力较强，但在生产甘油

酸的过程中会受到底物甘油的抑制。到目前为止，国内外尚

未有利用日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒｊａｐｏｎｉｃｕｓ）菌株进
行甘油酸生产的报道。

本试验从腐烂水果中筛选出１株能够氧化甘油生产甘油
酸的菌株。经形态学鉴定、生理生化试验和１６ＳｒＤＮＡ基因
序列分析，将该菌株命名为日本葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ
ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）。该菌株可以耐高浓度甘油，在１５０ｇ／Ｌ的初始甘
油浓度下生长良好。该菌株分批发酵 ７２ｈ可产甘油酸
４９．４７ｇ／Ｌ，预计经菌种选育及发酵工艺优化后甘油酸的产量
会有较大的提升，具有很好的工业化应用价值。
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基于全球定位系统（ＧＩＳ）的云南省
铁皮石斛种植适宜性区划

刘德锋１，彭　琳１，郜鲁涛１，刘建阳２，盛立冲１

（１．云南农业大学基础与信息工程学院，云南昆明６５００００；２．云南省信息技术发展中心，云南昆明 ６５００００）

　　摘要：云南省是我国石斛的主产区，其中铁皮石斛是在云南全省乃至全国范围种植面积最大的品种。而有关云南
省铁皮石斛种植适宜性区划的研究还不多。为了研究铁皮石斛在云南省的适宜生长区域，根据云南省的气候资源特

点及铁皮石斛对生长环境的要求，分析确定影响铁皮石斛生长分布的适宜性区划指标，选取年平均温度、年极端最低

温度、年极端最高温度、全年≥１０℃活动积温、年降水量、海拔、年平均相对湿度７个气象因子作为种植区划指标，利
用云南省１０９个气象台站１９８１—２０１０年的气候资料及云南省地理信息数据，采用全球定位系统（ＧＩＳ）空间分析技术
对区划指标进行细网格推算。结果得到云南省１ｋｍ×１ｋｍ网格化气候资源的空间分布情况，并按照最适宜生长区、
次适宜生长区、不适宜生长区对云南省铁皮石斛进行了种植区域划分，并给出了区划专题图，为云南省铁皮石斛的合

理种植提供了一定的科学依据。

　　关键词：铁皮石斛；适宜生长区域；全球定位系统（ＧＩＳ）；气候资源；区域划分
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　　铁皮石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉｇｏ）别称黑
节草、云南铁皮，主要分布于安徽西南部、浙江东部、福建西

部、广西西北部，以及四川、云南东南部［１］。云南省是目前全

国种植铁皮石斛面积最大的地区。铁皮石斛茎可以入药，具

有养胃出津、益气补血、抗肿瘤、防治癌症等功效，是中草药种

类中极其珍稀的中药材［２］。

光照、湿度、气候等条件稍有不适便会对铁皮石斛的生长

发育造成影响。由于铁皮石斛对生长环境要求苛刻，导致在

自然条件下只有极少的环境适宜铁皮石斛生长，加上森林砍

伐、土地开发等导致的生态环境破坏，以及长期无节制的掠夺

式采挖，铁皮石斛野生资源已经濒临枯竭［３］。目前，市场上

的铁皮石斛产品主要来源于人工栽培。由于铁皮石斛生长环

境的特殊性，人工栽培往往投入大、产量低，加上铁皮石斛极

高的药用价值，市场供不应求，其价格也在不断攀升。在经济

利益的驱使下，铁皮石斛的种植面积也在不断地扩大，这往往

又造成了一种盲目引进的现象，使云南省铁皮石斛产业呈现

一种“大面积小产业”的现状［４］。在这种背景下，开展云南省
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