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碳源浓度影响微生物 PHB合成代谢的单细胞
拉曼光谱分析
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摘要 应用激光镊子拉曼光谱实时监测杀虫贪铜菌 (Cupriavidus necator) H16菌株在特定氮源、不同果糖浓度下生物

塑料聚β-羟基丁酸(PHB)的合成过程及其生化动态，以期获知碳源浓度对 PHB合成的影响机制。结果显示：1) 2.0%
果糖浓度 (质量分数)下的 PHB产量获得最佳发酵效果；2) 发酵启动及发酵前期胞内物质的合成速度基本相同，但果

糖浓度影响对数生长期的长短；3) 782、1574、1656和 1732 cm-1等峰信号强度变化动态显示，高碳源浓度下核酸物质

的拉曼信号长时间维持在较高的水平，这可能是影响细胞合成 PHB的重要因素；4) 单个细胞在 1732 cm-1峰处的平

均强度与发酵液 PHB总含量线性相关，可用于定量监测发酵过程中 PHB总量动态。发现了 C. necator H16菌株在

不同碳源浓度下 PHB合成代谢过程中胞内主要生物大分子的变化动态，为 PHB发酵提供全新的光谱学信息，也为

基于单细胞拉曼光谱快速分选高产优良菌株提供实验依据。
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Abstract Laser tweezers Raman spectroscopy technology is used to explore the accumulation of biodegradable

plastic poly-β -hydroxybutyric acid (PHB) in Cupriavidus necator H16 at single-cell level. With ammonium

sulfate (2 g/L) as nitrogen source, the fermentation of PHB is performed with 0%, 0.5%, 1.0%, 2.0% or 3.0% of fructose

(mass fraction) and Raman spectra of single cell are acquired at different time of incubation respectively. Major

results are as follows. 1) The fermentation performs ideal PHB product yield at 20 g/L of fructose. 2) At different

fructose levels, C. necator H16 cells take almost the same steps to synthesize bio-macromolecule in the initial and

early stages of fermentation, while higher fructose level extends the log phase of growth. 3) The dynamics of Raman

intensity from peaks 782, 1574, 1656 and 1732 cm–1, which derive from RNA, DNA, proteins and PHB respectively,
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reveals that the cells show stronger Raman intensity of nucleic acid for longer time under higher level of fructose,

and this may be of important factor affecting the accumulation of PHB. 4) The average intensity of single cell at peak

1732 cm-1 shows linear relationship with yield of PHB and can quantitatively follow the PHB production. This

observation uncovers the kinetics of major bio-macromolecule of C. necator H16 during the PHB accumulation

at different fructose levels, provides novel spectral information for the PHB fermentation. This work shows the

potential of laser tweezers Raman spectroscopy for the quick screening of high-yield PHB strains.
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1 引 言
以合成树脂为主的普通塑料由于难以降解已经造成了严重的环境问题。在众多的生物可降解材料中，

采用微生物发酵法生产的多聚β-羟基烷酸酯不仅具有普通高分子材料的力学性能和加工性能，还具有可生

物降解性、生物相容性、压电性、光学活性等普通高分子材料无法比拟的特性。多聚β-羟基烷酸酯在医学、

农业和食品工业具有广阔的应用前景，因而成为研究热点，其中聚β-羟基丁酸 (PHB)是研究和应用最广泛的

一种多聚体 [1-3]。PHB作为细胞内同化作用的初级产物，是微生物遇到不适环境时在胞内累积合成的一种脂

类储藏物质，可以作为胞内营养和能量的储存物质参加细胞代谢 [4]。杀虫贪铜菌 (Cupriavidus necator) H16是

一株合成 PHB 的优良菌株，能利用果糖大量合成 PHB，可达细胞干重的 80%~90%[5-6]。目前对该菌株的性

能、PHB合成途径以及 DNA序列等都做了广泛深入的研究 [6-11]。

拉曼光谱是一种分子振动光谱，在研究含水活细胞或者完整的生物材料时具有实时、快速、无损分析的

独特优势，使其在生物医学领域的应用日益广泛和深入 [12-15]。虽然有报道用傅里叶变换红外光谱技术在线

监测 PHB发酵过程 [16]，但总体来说，对微生物合成 PHB的研究都是通过发酵过程中宏观特性的表现来优化

pH值、氮源和碳源等发酵条件，得到的是宏观的信息。而应用单细胞分析技术分析细胞微观生理生化变化

以及微生物个体间的差异等方面的信息亦有重要意义 [17]。本课题组在乙醇发酵方面已经做了一些探索 [18-20]。

有文献报道了应用共焦显微拉曼光谱对 H16菌株累积 PHB进行定量检测 [21]或分析其 PHB含量的异质性 [22]，

但是都没有从单细胞水平跟踪分析核酸、蛋白质及 PHB合成的代谢动态。

在 C. necator H16菌株合成 PHB的过程中，一部分碳源用于胞内基本物质如蛋白质的合成，一部分用于

微生物的呼吸代谢等，其余的很大一部分用于合成 PHB。虽然碳源并非用于合成胞内物质的唯一基质，但

对微生物的生理生化和产物合成的影响相当重要，因为它可以通过影响 PHB的合成酶进而影响 PHB的合

成。因此，本文从单细胞的微观角度对微生物合成 PHB进行探索，应用光谱技术监测和分析以 2 g/L硫酸铵

为氮源，果糖浓度为 0%、0.5%、1.0%、2.0%或 3.0%(质量分数)时 C. necator H16菌株的代谢和产物合成情况，

旨在为优化 PHB发酵条件从光谱学与单细胞水平做初步的探索。

2 材料与方法
2.1 实验材料

菌株：Cupriavidus necator (原名 Ralstonia eutropha，Alcaligenes eutrophus) H16菌株。

斜面培养基：酵母粉 10 g/L，蛋白胨 10 g/L，牛肉膏 5 g/L，NaCl 5 g/L，琼脂 20 g/L，pH值为 7.0。
种子培养基：酵母粉 10 g/L，蛋白胨 10 g/L，牛肉膏 5 g/L，NaCl 5 g/L，pH值为 7.0。
发 酵 培 养 基 ：Na2HPO4 · 12 H2O 9.0 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4 · 7H2O 0.2 g/L，CaCl2 · 2H2O 0.002 g/L，

NaHCO3 0.5 g/L，柠檬酸铁铵 0.005 g/L，(NH4)2SO4 2.0 g/L，微量元素溶液 1 mL。 pH 值为 7.0，115 ℃灭菌

20 min 。测试的果糖浓度(质量分数)分别为 0%、0.5%、1.0%、2.0%、3.0%。

微量元素：CoCl2·6H2O 0.2 g/L，ZnSO4·7H2O 0.1 g/L，MnCl2·4H2O 30 mg/L，NaMoO4·2H2O 30 mg/L，NiCl2·
6H2O 20 mg/L，CuSO4·5H2O 10 mg/L，FeSO4·7H2O 20 mg/L，H3BO3 0.3 g/L。所用试剂均为分析纯试剂。
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2.2 实验方法

2.2.1 培养方法

从平板上挑取单菌落，接入含有 50 mL 种子培养基 的 150 mL锥形瓶中，在 30 ℃、200 r/min条件下培养 36 h
作为种子液。以 5%的接种量，转接到含有 80 mL发酵培养基的 250 mL锥形瓶中，在 30 ℃、200 r/min条件下培

养。从接种时起，在第 0、3、6、9、12、15、18、24、30、36、42、48、54、60、66、72、84、96 h分别取样，每次取样 2 mL，
其中 1.2 mL用于测量细胞的干重和产物 PHB，0.15 mL用于测量生物量，0.5 mL用于收集拉曼光谱。

2.2.2 分析方法

应用比浊法测定细胞的生长量。将发酵液用无菌水稀释 10倍，用 Beckman DU800紫外-可见光分光光

度计测定 600 nm处的光密度值(A600)。
用浓硫酸降解法测定 PHB总量：经干燥的细胞样品中加入浓硫酸 1 mL，在 80 ℃~90 ℃的水中水浴 1 h，

适当稀释后测定 208 nm处的光密度值。用 3,5-二硝基水杨酸 (DNS)比色法测定发酵液果糖含量：经适当稀

释 (使糖浓度为 0.1~1.0 mg/mL)的发酵液 1.0 mL 置于 15 mL 刻度试管中，加入 DNS 试剂 2.0 mL，沸水煮沸

2 min ，冷却后用水补足到 15 mL刻度处，在 540 nm波长下测定光密度值。用靛酚蓝比色法并参考文献 [23]
测定铵态氮含量。

2.2.3 实验系统与光谱收集

实验系统和文献 [24]描述类似，由半导体激光器 (TEC300，Sacher Lasertechnik Group，德国)发出波长为

780 nm、强度为 500 mW的连续激光，经过陷波滤波片后被导入倒置的生物显微镜 (TE2000U，尼康，日本)中，

由 100倍油浸物镜(NA=1.30)聚焦后在物镜的焦点附近形成单光束光势梯度力阱，用于俘获细胞，同时该激光

亦用于激发被俘获细胞的拉曼散射。拉曼信号由物镜收集，途经一个 100 μm的针孔和一个长通滤波器，最

后被聚焦进入 LS785光谱仪 (Acton，美国)的输入狭缝中。光谱仪被耦合到一台风冷 (-70 ℃)的电荷耦合器件

CCD(PIXIS 400BR，普林斯顿仪器公司，美国)上。系统的分辨率为 6 cm-1，单个聚苯乙烯小球 (直径 2.0 μm)用
于系统校正。

光谱收集：将发酵液用无菌水稀释 3000倍，吸取 200 μL置于用石英片密封而成的样品槽中，外加盖玻

片密封。100倍油浸物镜寻找目标细胞，光镊随机俘获单个细胞，将目标细胞提升至石英片上方 5 μm左右，

激光强度调整为 45 mW，信号累积时间为 60 s，收集目标细胞的拉曼光谱，此时收集到的是带有背景的细胞

的拉曼光谱，于细胞附近以相同条件收集背景拉曼光谱，每个样品收集 30~45个细胞的拉曼光谱，3个背景

拉曼光谱。上述光谱的收集于室温 24 ℃的环境下进行。

2.2.4 数据处理方法

光谱数据先进行背景扣除和响应曲线的校正，其算法为 Sact (v) = [Sacq (v) - Sbg (v)]/R(v) [其中 Sact(v)为样品的实

际光谱，Sacq(v)为带背景的光谱，Sbg(v)为背景光谱，R(v)为实验系统的响应曲线]；采用 vb编程对数据进行平滑

去噪，其算法是 9点 Savitzky-Golay卷积平滑法，最后用线性拟合结合积分法求特征峰的峰面积。数据统计

与绘图均在软件 Origin 8.1中进行。

3 结果与分析
3.1 PHB合成发酵动态分析

发酵进程如图 1 所示。发酵培养基中无碳源时，H16 细胞仅靠种子液带来的少量碳源维持微弱的生

长。在含果糖的培养基中，果糖浓度对细胞生长的迟滞期和对数生长期的时间长短都产生影响，在 0.5%、

1.0%、2.0%和 3.0%果糖浓度 (质量分数)下其迟滞期分别为 9、12、15和 15 h左右，而对数生长期持续的时间分

别为 11、14、28和 31 h左右。单位体积发酵液的细胞干重和生物量变化过程基本一致(数据没有给出)。
细胞生长进程反映了培养基主要营养成分的消耗动态。如图 1(c)所示，在 0.5%、1.0%和 2.0%果糖浓度(质

量分数)下，果糖被充分利用完的时间分别在 24、36和 42 h左右；但在 3.0%果糖浓度(质量分数)下，发酵 96 h后

尚有约 11%的残留。硫酸铵的利用也受碳源的影响，对照组基本没有利用氮源；如图 1(d)所示，在 0.5%和 1.0%
果糖浓度(质量分数)下，硫酸铵的利用率分别约为 49%和 82%；而 2.0%和 3.0%果糖浓度(质量分数)下硫酸铵基
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本上被完全利用。碳源和氮源的利用趋势与细胞生长对应，都是在细胞的对数生长期被迅速利用。

PHB合成的趋势和细胞生长曲线基本相同，如图 1(b)所示，在 0.5%、1.0%、2.0%和 3.0%果糖浓度 (质量分

数)下，发酵液中检测到 PHB的时间分别是 9、12、12和 12 h左右，进入快速合成期并达到最大值的时间范围

分别是 9～24 h、12～30 h、18~48 h和 18~96 h。果糖浓度低时，启动 PHB合成较快，但持续时间短、含量低；

果糖浓度高时，PHB持续合成的时间长、产量高；因此，2.0%是比较理想的果糖浓度 (质量分数)，既保障合理

的细胞生物量又促使 PHB的大量合成，从而提高总体产量，且发酵周期不长。3.0%果糖浓度 (质量分数)在
48 h发酵周期时 PHB产量与 2.0%果糖浓度 (质量分数)时基本相同，虽然后续还有 PHB合成，但发酵周期长，

增加成本，且有部分果糖残留，造成浪费。

上述结果说明：1) 碳源对微生物的生物量、细胞干重和产物形成有着重要的影响，在 2 g/L硫酸铵条件

下，以 2.0%果糖浓度 (质量分数)的发酵效果最好；2) 细胞生长的对数期长短与碳源浓度呈正相关；3) PHB合

成的进程和细胞生长的趋势基本相同；4) 即使是仅提供有限的碳源，H16细胞还是将部分碳源用于合成 PHB
而不是将所有的碳源全部用于细胞生长，而且是在细胞快速生长的对数期就开始合成，说明 H16启动 PHB
的合成并不是因为营养因子的匮乏。

图 1 H16菌株在 0%、0.5%、1.0%、2.0%和 3.0%(质量分数)果糖浓度下的 PHB发酵动态。 (a) 生长曲线(A600); (b) PHB含量 ;
(c) 果糖浓度 ; (d) 硫酸铵浓度

Fig.1 Kinetic profiles of PHB fermentation by C. necator H16 at different fructose levels of 0%, 0.5%, 1.0%, 2.0% and 3.0% (mass
fraction). (a) Growth curves (A600); (b) PHB concentration; (c) normalized fructose concentration; (d) concentration of ammonium sulfate
3.2 PHB合成代谢的动态拉曼光谱分析

3.2.1 不同碳源浓度下的单细胞拉曼光谱

图 2所示为 1.0%果糖浓度(质量分数)下不同发酵阶段和 18 h、48 h时不同果糖浓度下单个H16细胞的平均

拉曼光谱，特征峰尖锐明显，主要集中于 400~1750 cm-1范围内，其中 782、1574和 1656 cm-1分别来自 RNA的 G、

U碱基、DNA的 G、A碱基和酰胺化合物 I基团，是核酸和蛋白质的特征峰 [21,25]；835、901、1058和 1104 cm-1是 PHB
的 C—O—C基团拉伸振动峰，1354 cm-1和 1456 cm-1峰主要来自 PHB中 CH2/CH3基团的对称拉伸振动和变形振

动；来自 PHB中 C＝O基团的 1732 cm-1是独立而且显著的特征峰，可以用来定量分析 PHB的含量 [21,26-27]。

如图 2(a)所示，在 1.0%果糖浓度 (质量分数)下，6 h时的细胞拉曼光谱信号明显弱于初始时的细胞光谱，

随后逐渐增强，在 30 h时达到最强，但在后续的发酵中逐渐减弱；如图 2(b)所示，18 h时 0.5%、1.0%和 2.0%果

糖浓度 (质量分数)下细胞已经开始积累少量 PHB，而 3.0%果糖浓度 (质量分数)下仅观察到较弱的 PHB信号；

如图 2(c)所示，48 h时细胞 PHB信号强度与果糖浓度呈正相关，在没有提供碳源的条件下，即使氮源充足，

H16菌株也基本不生长，胞内几乎不合成 PHB；而胞内生物大分子特征峰的强度则相反，在 2.0%、3.0%果糖
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浓度(质量分数)下的细胞在 782、1574和 1656 cm-1处谱峰明显弱于其他浓度。

图 2 单细胞平均拉曼光谱。 (a) 1.0%果糖浓度下不同发酵时间 ; (b) 不同果糖浓度下 18 h时 ; (c) 不同果糖浓度下 48 h时

Fig.2 Averaged Raman spectra of a single H16 cell. (a) Different incubation time with 10 g/L of fructose; incubation time of
(b) 18 h and (c) 48 h at different fructose concentrations

3.2.2 碳源浓度对核酸和蛋白质代谢的影响

图 3为不同果糖浓度下 PHB合成过程中核酸和蛋白质的特征峰 782、1574、1656 cm-1的峰强变化动态，

显示了更为详细的代谢过程。

如图 3(a)所示，在空白对照组中几乎没有检测到 PHB的拉曼信号；而在 0.5%、1.0%、2.0%和 3.0%果糖浓

度 (质量分数)下，检测到 PHB信号的时间分别是 9、12、12和 12 h左右，PHB信号快速升高的时间范围分别是

9~18 h、12~24 h、18~48 h和 18~54 h；在 3.0%果糖浓度 (质量分数)下，PHB合成的周期很长，在 54 h后还在持

续缓慢地增加。该结果和分光光度计法检测到的数据保持一致。

核酸物质作为代谢活跃的生物大分子，在不同的碳源浓度下，其对应的 782 cm-1谱峰变化规律也不同。

如图 3(b)所示，在无果糖与 0.5%果糖浓度 (质量分数)下，平均信号强度在经历初期的小幅下降后逐渐升高，

在 24 h左右达到峰值，随后有所减弱并一直维持在比初始强度稍高的水平；在 1.0%果糖浓度 (质量分数)下，

782 cm-1谱峰信号强度从发酵初始就逐渐增强，在 18~24 h达到峰值，在 42 h左右回复到接近初始强度的水

平；而 2.0%、3.0%果糖浓度 (质量分数)下，后期更维持在低于初始强度的状态；1.0%~3.0%果糖浓度 (质量分

数)下 782 cm-1的平均信号较强，维持较高的水平并且维持较长的时间 (0~42 h)，而低果糖浓度下，782 cm-1的

平均信号较弱，维持较低的水平且维持较短的时间(12~30 h)。
如图 3(c)所示，源自 DNA的 G、A碱基的 1574 cm-1谱峰，在不同的碳源浓度下，其平均峰高峰值都出现在

18 h左右；在发酵前、中期，其平均拉曼信号强度变化规律和 782 cm-1谱峰基本相同，但在发酵后期波动较大。

源自蛋白质的 1656 cm-1谱峰，在 0.5%果糖浓度(质量分数)和没有碳源的对照实验中，其平均信号强度除

了在 18~24 h有微弱的增加外，基本维持在与初始强度相当的幅度；在 1.0%~3.0%果糖浓度 (质量分数)下，平

均信号强度在 6 h有微弱的降低后逐渐增加，在 18 h左右达到最大值，并随着 PHB的大量合成开始逐渐减

弱，在 36 h后降低到初始强度以下；特别是在 2.0%、3.0%果糖浓度(质量分数)下，在 48 h左右降低至仅为初始

强度的 30%~40%。

上述结果显示：1) 不管发酵底物浓度多高，H16细胞核酸物质和蛋白质的代谢活跃期都在 6~30 h；即使

是没有碳源或者碳源浓度很低，H16细胞在进入新的发酵环境时，都呈现从弱逐渐增强然后再减弱的过程，

只是其胞内平均含量较低而已；2) 与乙醇发酵环境下的酵母细胞不同 [20]，H16细胞的蛋白质含量在 PHB发酵

过程中变化不大，特别是低浓度果糖条件下几乎不变；而 2.0%、3.0%果糖浓度 (质量分数)的细胞生长在发酵

的中后期显著低于起始阶段；3) 较高的果糖浓度会延长细胞生长的时间和 PHB开始合成的迟滞期，但能促

进胞内 RNA、DNA 和蛋白质的快速合成；4) 碳源浓度既影响总体 PHB 产量，也影响单个细胞的 PHB 含量。

上述结果说明，RNA是 PHB合成过程中代谢最为活跃的生物大分子；在较高的果糖浓度下，RNA含量较高且
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图 3 不同果糖浓度下单个细胞特征拉曼谱峰平均信号强度动态变化。(a) 1732 cm-1; (b) 782 cm-1; (c) 1574 cm-1; (d) 1656 cm-1

Fig.3 Kinetics of averaged Raman peak intensity of a single H16 cell at different fructose concentrations. (a) 1732 cm-1;
(b) 782 cm-1; (c) 1574 cm-1; (d) 1656 cm-1

活跃期长，主要底物都用于 PHB合成，减少了蛋白质的合成。

3.3 单个细胞的 PHB拉曼信号强度与总产量的关系

图 4是在不同的果糖浓度下，单个 H16细胞的 1732 cm-1谱峰平均信号强度与发酵液中 PHB总量的相关

性分析。所有样品同时进行相关性分析，皮尔逊相关系数 (r)和 R2值分别为 0.9765和 0.9529。对不同果糖浓

度下的数据分别进行相关性分析，对应的皮尔逊相关系数 (r)和 R2值如表 1所示。由表 1可见，在实验范围

内，底物浓度越高，单细胞的 PHB特征峰强度与 PHB发酵产量的相关性越高。因此，通过 1732 cm-1信号强

度可以定量发酵过程中 PHB的产量，在细胞分选时尽量选用较高的底物浓度进行培养。上述结果也证明，

通过单细胞拉曼光谱观测到的 PHB累积过程和常规方法检测到的进程一致 [图 1(b)和图 3(a)]，为通过单细胞

俘获结合拉曼光谱分选高产 PHB菌株提供了实验依据。

表 1 不同果糖浓度下单个细胞的 1732 cm-1谱峰信号强度与 PHB发酵总量的相关系数

Table 1 Correlation coefficient between Raman intensity of peak 1732 cm-1 of a single H16 cell and total PHB yield at
different fructose concentrations

Fructose concentration (mass fraction) /%
0.5
1.0
2.0
3.0

Pearson′s r
0.8644
0.9080
0.9582
0.9858

R2

0.7278
0.8109
0.9118
0.9696

4 讨 论
发酵过程中影响 PHB合成的两种最重要的基质是碳源和氮源，碳源浓度较低时得到的产物浓度相应较

低，但碳源浓度过高会对菌体的生长和产物的形成等产生抑制作用，导致 PHB的产量和 PHB对底物的转化

率下降 [4,7]。从图 3可以看到，碳源浓度是影响单个细胞 PHB含量的主要因素，碳源浓度逐渐变大时，PHB的

含量也随之升高，这与文献 [28]报道一致。既然氮源是合成胞内核酸和蛋白质等生物大分子最基本和最重

要的物质，为什么在氮源浓度一致的时候，发酵结果的差别如此之大？这是个值得关注的问题。对核酸和

蛋白质拉曼光谱特征峰的分析发现，虽然氮源是合成生物大分子的直接基质，但是碳源在合成这些物质的

过程中也是不可或缺的，并且有小部分参与了这些物质的合成，是细胞呼吸代谢的必需物质，通过影响 PHB

6



中 国 激 光

0315003-

图 4 不同果糖浓度下单个细胞的 1732 cm-1谱峰信号强度与 PHB发酵总量的相关性分析

Fig.4 Correlation between Raman intensity of peak 1732 cm-1 of a single H16 cell and total PHB
yield at different fructose concentrations

的合成酶等进而影响后期合成 PHB的速率和产量。

如图 3所示，发酵一开始，胞内核酸和蛋白质的特征峰变化就比较活跃。24 h左右是 RNA活动的一个转

折点，果糖浓度 (质量分数)在 1.0%或更低时，RNA代谢活跃的时间较短 (12~36 h)，而在 2.0%、3.0%时，活跃期

可持续到 54 h左右；DNA方面，总体上 18 h左右是转折点，54 h以后活动变化相对比较平缓；而在蛋白质的

变化中，除了对照组，其他组的菌体均在 18 h发生转折，前者推迟了 6 h左右，但比果糖浓度 (质量分数)为
0.5%、1.0%的两个培养基提前 6 h进入稳定期。果糖浓度 (质量分数)为 2.0%、3.0%的这两个培养基中，菌体

的蛋白质的活跃变化期持续至 66 h左右。综上所述，核酸和蛋白质代谢活跃期较长者，发酵后期胞内 RNA、

蛋白质含量较低者，其累积的 PHB产物量比较高，因此可推断这个关键期也是 PHB合成的关键时机，发酵中

控制好这个阶段关系到菌体的发酵强度和产量。该实验中，低碳源浓度的培养基在关键期就缺乏碳源，影

响了胞内蛋白质等物质和各种酶的合成，最终导致 PHB的产量低，而后者在上述关键期碳源充足，保证了胞

内 RNA、DNA、蛋白质和各种酶的合成所需的基质，所以后者发酵强度大，最终 PHB的产量较高。

脂类、蛋白质和 DNA的拉曼光谱特征峰动力学行为表明，0~42 h是低浓度碳源细胞的生理生化活动活

跃变化的阶段，而较高浓度碳源对应的时间为 0~66 h左右，在发酵过程中把握好这个阶段相当重要。结合

光谱法对 PHB的微生物合成进行监测和分析，可为可生物降解塑料的合成提供发酵信息。

5 结 论
应用拉曼光谱和单细胞分析实时监测了以 2 g/L硫酸铵为氮源，0%、0.5%、1.0%、2.0%和 3.0%等不同果

糖浓度(质量分数)下 C. necator H16菌株发酵生产生物塑料 PHB的合成代谢过程及其生化动态。结果显示，4
种果糖浓度中以 2.0%的发酵效果最好，但前期几种果糖浓度的胞内物质合成速度和细胞生长速度基本相

同，对数期长短与果糖浓度呈正相关；分析各发酵阶段单个细胞的核酸、蛋白质和 PHB的特征峰 782、1574、
1656、1732 cm-1的信号强度，结果显示高碳源浓度下胞内核酸类生物大分子变化的活跃期长；前期活跃的细

胞生理状态是影响 PHB合成的重要因素；单细胞 1732 cm-1谱峰平均强度与发酵液 PHB总量线性相关，通过

其强度可以定量监测发酵过程中的 PHB总量。即使仅提供有限的碳源，H16细胞还是将部分碳源用于合成

PHB而不是将所有的碳源完全用于细胞生长，而且是在细胞快速生长的对数期就开始合成，说明 H16启动

PHB的合成并不完全因为营养因子的匮乏。发现了 H16菌株在不同碳源浓度下 PHB合成代谢过程中胞内

主要生物大分子的变化动态，为 PHB发酵提供全新的光谱学信息，也为基于单细胞拉曼光谱快速分选高产

优良菌株提供实验依据。
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