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代谢副产物对 Klebsiella pneumoniae 生长及合成 1,3-丙二醇的影响 
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摘  要：研究了 Klebsiella pneumoniae 在厌氧摇瓶中的生长代谢特性和基质消耗情况，发现主要副产物乙醇是抑制菌

体持续生长及 1,3-丙二醇合成的主要因素，外源添加实验表明，8 g/L 乙醇可使 K. pneumoniae 比生长速率、1,3-丙二

醇比合成速率、最大菌体浓度及 1,3-丙二醇终浓度分别下降 21.6%, 22.1%, 59.6%及 33.5%；指数生长期加入乙醇对菌

体生长代谢的抑制作用更加明显. 其他代谢副产物乙酸、乳酸、2,3-丁二醇对 K. pneumoniae 生长代谢也有不同程度影

响，乙酸浓度仅 2 g/L 即可对菌体生长产生抑制，乙酸浓度达到 5 g/L 以上时对菌体生长有显著的抑制作用，而 2,3-
丁二醇与乳酸浓度需达到 10 g/L 时才会对菌体生长产生显著影响. 
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1  前 言 

1,3-丙二醇(1,3-PD)是一种重要的溶剂和化工原料，

目前主要用于聚酯、聚醚、聚氨酯等的合成[1,2]. 随着以

其为单体的聚酯 PTT(聚对苯二甲酸丙二醇酯)的开发，

1,3-PD 的市场需求大大增加[3]. 1,3-PD 的生产方法主要

有化学法和微生物发酵法，目前已工业化生产的主要是

化学法. 虽然微生物生产 1,3-PD 的方法较化学合成法

具有很多优点，但发酵生产 1,3-PD 的同时还生成乙酸

(Acetic acid)、乙醇(Ethanol)、2,3-丁二醇(2,3-BD)、乳酸

(Lactic acid)等副产物，在一定程度上影响菌体的生长及

代谢 [4]. 有文献 [5]报道了外源添加乙酸对发酵合成

1,3-PD 的影响，认为初始培养基中添加 0.6 g/L 乙酸有

利于提高 1,3-PD 得率. 但 1,3-PD 发酵过程中其他副产

物实际积累浓度对菌体生长代谢的影响尚不清楚. 本工

作通过研究 K. pneumoniae 厌氧生长代谢的特点，分析

了发酵液中各主要副产物对菌体厌氧发酵的影响，研究

了 K. pneumoniae 对发酵副产物的耐受性. 

2  实验材料与方法 

2.1 菌株、培养基及培养条件 

实验所用菌株为 Klebsiella pneumoniae M5aL，由中

国农业大学赠送. 
好氧种子培养基及厌氧转化培养基(发酵培养基)碳

源均为甘油，初始浓度 30 g/L，以 2 g/L CaCO3调节 pH，

其他组分同文献[6,7]，121℃灭菌 15 min. 
K. pneumoniae 先接种好氧种子摇瓶培养，35℃，

130 r/min，以 CaCO3调节 pH 为 7.0；摇床好氧培养 10 h

左右，使 OD650达到 3∼5，然后以 5%的接种量转接厌氧

摇瓶，通入适量氮气进行厌氧发酵培养. 为保持发酵液

中甘油浓度在 10∼30 g/L 的合适范围内，厌氧发酵过程

中在 12 及 24 h 分别补加 10 g/L 甘油. 实验结果取 3 个

平行样的平均值. 
2.2 菌体浓度测定 

菌体浓度通过测定发酵液在 650 nm 处的吸光度值

OD650来衡量. 所用仪器为Agilent 8453紫外可见分光光

度计(安捷伦科技有限公司). 
2.3 底物及代谢产物浓度分析 

发酵液中底物甘油及产物 1,3-PD、副产物乙酸、乙

醇、乳酸、2,3-丁二醇、琥珀酸(Succinic acid)等浓度均

采用 SHIMADAZU 10A 型高效液相色谱仪(岛津制作所

生产)测定. 色谱柱为 Aminex HPX-87H 柱，柱温 65℃，

流动相为 0.005 mol/L 的 H2SO4，流速 0.8 mL/min，检

测器为 RID-10A 型折光示差检测器[6,8]. 

发酵液中的 NH4
+浓度测定采用靛酚兰比色法[9]. 

2.4 厌氧发酵时菌体比生长速率及 1,3-PD 比合成速率

的计算 

菌体比生长速率 

μ=dx/(xdt)=Δx/(xΔt)=Δ(lnx)/Δt, 

取Δt 为尽可能小的时间间隔. 
菌体实际最大比生长速率 

μmax=max(μ), 

菌体在 12∼24 h 间的平均比生长速率 

μ12∼24=[2/(x12+x24)][(x24−x12)/12]=(x24−x12)/[6(x12+x24)]. 



第 5期                   张延平等：代谢副产物对Klebsiella pneumoniae生长及合成 1,3-丙二醇的影响                 805  

以上各式中 x 为菌体浓度，t 为发酵时间，下标 12, 24
为时间(h). 

同样的，1,3-PD 比合成速率 
ρ=dC1,3-PD/(xdt)=ΔC1,3-PD/(xΔt), 

1,3-PD 最大比合成速率 
ρmax=max(ρ), 

12∼24 h 间 1,3-PD 平均比合成速率 

ρ12∼24=(C1,3-PD,24− C1,3-PD,12)/[6(x12+x24)]. 

以上各式中C1,3-PD为 1,3-PD浓度，下标 12, 24为时间(h). 

3  结果及讨论 

3.1 K.pneumoniae 菌体生长及 1,3-PD 合成 

实验首先通过摇瓶厌氧实验研究了 K. pneumoniae
厌氧生长及合成 1,3-PD 的情况. 活化后的菌种先好氧

培养过夜，然后以 5%的接种量转接厌氧发酵培养基，

通氮气进行厌氧培养，每隔 12 h 左右取样测定菌体浓度

及 1,3-PD 浓度，结果如图 1 所示. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1 K. pneumoniae M5aL 厌氧发酵菌体生长及 1,3-PD 

合成曲线 
Fig.1 Cell growth and 1,3-PD production by K. pneumoniae 

M5aL under anaerobic conditions 

K. pneumoniae 厌氧培养时菌体生长及 1,3-PD 合成

大致可分为两个阶段，前 36 h 菌体生长及 1,3-PD 合成

较快，36 h 后菌体浓度及 1,3-PD 浓度基本不再提高. 菌
体生长停滞时 1,3-PD 的合成也随之减缓. 因此，要提高

1,3-PD 合成浓度，需避免菌体生长过早停滞. 
3.2 基质消耗 

菌体生长代谢过程中基质不断消耗. 本工作中 K. 
pneumoniae 厌氧发酵培养基的碳源主要是甘油，无机氮

源主要是硫酸铵. 实验中发现，2 g/L 硫酸铵完全可以满

足摇瓶实验的氮源消耗(见图 2)，不是导致菌体生长代

谢停滞的原因. 
由图 2 可见，K. pneumoniae 厌氧发酵过程中甘油 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 K. pneumoniae M5aL 厌氧发酵甘油及硫酸铵浓度控制 
Fig.2 Concentration regulation of glycerol and ammonium 

sulphate during the anaerobic culture of K. pneumoniae 
M5aL 

被不断消耗，甘油消耗速率与菌体生长、1,3-PD 合成速

率基本呈正相关. 本研究通过间歇补加甘油的方法，可

以将甘油浓度控制在 8∼25 g/L 之间，发酵后期培养基中

的甘油足够 K. pneumoniae 生长及代谢利用，所以培养

基中的碳源也不是导致 K. pneumoniae 生长代谢停滞的

主要因素. 
3.3 代谢副产物对K.pneumoniae菌体生长及1,3−PD合

成的影响 

3.3.1 K. pneumoniae 厌氧发酵过程中副产物的累积 
K. pneumoniae 厌氧发酵时，一部分底物甘油经还

原途径转化为 1,3-PD，还有一部分甘油被氧化为丙酮

酸，然后进一步转化为乙酸、乙醇、乳酸、2,3-丁二醇

等. 摇瓶厌氧发酵时主要副产物依次是乙醇、乳酸和

2,3-丁二醇，乙酸和琥珀酸合成浓度很低. 如图 3 所示，

发酵前期乙醇积累较多，发酵 24 h 乙醇浓度超过 4 g/L，
随着发酵时间延长，乙醇浓度略有下降，乳酸和 2,3-丁
二醇开始积累，发酵液中乳酸和 2,3-丁二醇浓度基本在

36 h 达到较大值，与菌体生长及 1,3-PD 合成曲线一致. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 

图 3 K. pneumoniae M5aL 厌氧发酵代谢副产物累积曲线 
Fig.3 Accumulation of by-products during the anaerobic culture 

of K. pneumoniae M5aL 
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3.3.2 主要副产物对 K. pneumoniae 菌体生长及 1,3-PD
合成的影响 
由图 3 可知，K. pneumoniae 厌氧培养的前 36 h 副

产物乙醇、乳酸、2,3-丁二醇及乙酸的最高浓度分别为

4.4, 2.16, 1.03 及 0.46 g/L. 以这些数值为基准分别研究

了其对 K. pneumoniae 生长代谢的影响. 
(1) 乙醇对菌体生长代谢的影响 
向发酵培养基中添加乙醇，研究了乙醇对 K. 

pneumoniae 菌体生长及 1,3-PD 合成的影响. 分别在初

始发酵培养基中(0 h)添加 4 或 8 g/L 乙醇，或在培养 12 
h 后补加 4 或 8 g/L 乙醇，不同实验方案发酵液中乙醇

浓度变化如图 4 所示. 培养基中添加较高浓度乙醇时，

发酵液中乙醇量基本不再增加，甚至有所下降，这可能

与乙醇自身的挥发及被菌体转化利用有关. 总之在该实

验条件下，发酵液中乙醇最高浓度可分别达到 4 或 8 g/L
左右. 表 1 显示了不同乙醇浓度下 K. pneumoniae 的实

际最大比生长速率(μmax)、最高菌体浓度(ODmax)、最大

1,3-PD 产率(ρmax)、最高 1,3-PD 浓度(C1,3-PD)及反映乙醇

刺激响应程度的平均比生长速率(μ12∼24)和 1,3-PD 平均

比合成速率(ρ12∼24). 由表可知，乙醇浓度高于 4 g/L 确实

会抑制 K. pneumoniae 菌体生长及 1,3-PD 的合成，乙醇 

浓度越高，抑制作用越明显，8 g/L 乙醇可使 K. 
pneumoniae 实际最大比生长速率、1,3-丙二醇最大比合

成速率、最大菌体浓度及最高 1,3-丙二醇浓度分别下降

21.6%, 22.1%, 59.6%及 33.5%；指数生长期加入乙醇对

菌体生长代谢的抑制作用更加显著. 实际发酵过程中由

于前期乙醇积累较快，在菌体生长的指数期发酵液中乙

醇即可达到较高浓度，因此会在很大程度上抑制 K. 
pneumoniae 的菌体生长及 1,3-PD 合成. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

图 4 不同实验条件下乙醇时变曲线 
Fig.4 Curves of ethanol concentration in various schemes  

during anaerobic culture of K. pneumoniae M5aL 

表 1 乙醇对 K. pneumoniae M5aL 菌体生长及 1,3-PD 合成的影响 

Table 1  Effect of ethanol on cell growth and biosynthesis of 1,3-PD by K. pneumoniae M5aL 
Cell growth Biosynthesis of 1,3-PD Condition 

μmax (h−1) μ12∼24 (h−1) ODmax ρmax [g/(L⋅h⋅OD)] ρ12∼24 [g/(L⋅h⋅OD)] C1,3-PD (g/L) 

Control 0.282 0.038 4.88 0.548 0.155 11.03 
0 h, 4 g/L ethanol 0.282 0.036 4.10 0.539 0.150  8.93 
0 h, 8 g/L ethanol 0.221 0.029 1.97 0.427 0.142  7.34 
12 h, 4 g/L ethanol − 0.033 4.13 − 0.144  9.15 
12 h, 8 g/L ethanol − 0.022 3.14 − 0.127  7.92 

表 2 K.pneumoniae M5aL 对乳酸、2,3-丁二醇及乙酸的耐受性 

Table 2  Resistances of lactic acid, acetic acid and 2,3-butanediol to K. pneumoniae M5aL (number of colonies) 
Concentration of additives (g/L) Condition 

0 0.5 2 5  10 

LB medium+lactic acid 150∼180 150∼180 150∼180 150∼180 130∼150 
LB medium+2,3-butanediol  150∼180 150∼180 150∼180 100∼120 56 
LB medium+acetic acid 150∼180 150∼180 63 17 0 

 
另外，副产物乙醇及目的产物 1,3-PD 的还原性都

高于底物甘油[10]，二者在合成过程中都需要消耗还原型

辅酶 NADH，因此，乙醇的大量积累不仅抑制了菌体的

生长代谢，而且会与 1,3-PD 合成过程竞争性地消耗

NADH，降低 1,3-PD 得率. 
(2) 副产物乳酸、2,3-丁二醇及乙酸对 K. pneumoniae

菌体生长的影响 
厌氧摇瓶发酵实验中副产物乳酸、2,3-丁二醇及乙

酸积累量较少 ( 见图 3) ，实验证明该浓度对 K. 
pneumoniae 菌体生长及 1,3-PD 合成不会产生明显影响. 

但 K. pneumoniae 对这些物质也具有一定的耐受性，将

活化后的 K. pneumoniae 稀释到一定浓度后分别涂布到

含有不同浓度乳酸、2,3-丁二醇及乙酸的 LB 固体培养

基上，37℃培养 20 h 后培养基上单菌落数如表 2 所示. 
乳酸、2,3-丁二醇及乙酸对 K. pneumoniae 菌体生长

的抑制作用由强到弱依次是乙酸>2,3-丁二醇>乳酸，乙

酸浓度仅 2 g/L 即可对菌体生长产生抑制，达到 5 g/L
以上时对菌体生长有显著的抑制作用，2,3-丁二醇浓度

不超过 5 g/L 时对菌体生长影响不大，而乳酸浓度高达

10 g/L 时对菌体生长仍然无显著影响. 
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图 5是K. pneumoniae在发酵罐中厌氧培养的结果，

副产物乙醇、乙酸的浓度在 20 h 分别达到 8 和 4 g/L 左

右，此时菌体生长及 1,3-PD 合成减缓(乳酸、2,3-丁二醇

最高合成浓度分别为 5 及 3 g/L，对菌体生长代谢影响

不大)，而随着乙醇、乙酸浓度进一步提高，到 40 h 以

后菌体生长及产物合成基本停滞. 实际发酵现象与上述

研究结果一致，进一步说明该工艺条件下 K. pneumoniae 
厌氧发酵过程中主要副产物乙醇、乙酸的积累对菌体生

长代谢有不利影响. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 5 K. pneumoniae M5aL 发酵罐厌氧培养结果 
Fig.5 Fermentation results of K. pneumoniae in bioreactor M5aL 

乙酸在很多微生物发酵过程中都是主要代谢副产

物之一[11,12]，其形成机理比较复杂. 减少乙酸的生成一

般认为可以通过培养基优化[13]、发酵过程控制[14−16]、选

育磷酸转乙酰酶(PTA)或乙酸激酶(ACK)缺失突变株[17]

等方法. 近年来应用代谢工程方法将代谢流引向一些无

毒性或毒性较小的代谢产物，如糖原[18]、乙酰乳酸[19]

等，也不失为一种可行的策略. 
摇瓶实验条件下发酵液中副产物乳酸、2,3-丁二醇

及乙酸积累浓度较低，不会对 K. pneumoniae 的生长和

代谢产生明显影响. 但在发酵罐实验中，副产物乙酸合

成较多，对菌体生长代谢的影响是不可忽略的，因此需

要考虑这些问题，通过代谢调控等方法，降低副产物的

抑制作用. 

4  结 论 

K. pneumoniae M5aL 摇瓶厌氧培养时 36 h 左右菌

体生长基本停滞，1,3-丙二醇合成速度开始下降. 研究

发现，培养基中碳、氮源浓度不是造成菌体生长代谢停

滞的主要原因. 
K. pneumoniae M5aL 厌氧摇瓶培养时的主要副产

物依次是乙醇、乳酸及 2,3-丁二醇，乙酸和琥珀酸产量

很低；该条件下乙醇的积累对菌体生长产生抑制，对

1,3-PD 的合成也明显不利；8 g/L 乙醇可使菌的实际最

大比生长速率、1,3-丙二醇最大比合成速率、菌体浓度

及 1,3-丙二醇终浓度分别下降 21.6%, 22.1%, 59.6%及

33.5%；指数生长期较高浓度乙醇对菌体生长代谢的抑

制作用更加显著. 因此需要在后续的研究中对乙醇的合

成进行调控. 
K. pneumoniae 对各种副产物的耐受性不同，乙酸

在 5 g/L 时明显抑制菌体生长，而 2,3-丁二醇与乳酸浓

度需达到 10 g/L 或以上才会对菌体生长产生显著影响. 
厌氧摇瓶培养时发酵液中副产物乙酸、乳酸、2,3-丁二

醇的积累浓度较低，对 K. pneumoniae 的生长代谢不会

造成明显影响；但在发酵罐实验时，乙酸的快速积累对

菌体生长和产物合成都会产生明显抑制作用. 
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Effect of By-products on Cell Growth and Biosynthesis of 1,3-Propanediol by Klebsiella pneumoniae 

ZHANG Yan-ping,  LIU Ming,  DU Chen-yu,  SHEN Jin-yu,  CAO Zhu-an 

(Institute of Biochemical Engineering, Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China) 

Abstract: Biosynthesis of 1,3-propanediol attracted much attention recently. The cell growth and biosynthesis of 1,3-propanediol by 
Klebsiella pneumoniae tended to be ceased in the latter phase of anaerobic culture. The effect of environmental factors was studied in this 
work. It was indicated that the main by-product ethanol was the key inhibitor. Addition of 4 g/L ethanol in the culture medium would 
restrain the cell growth and 1,3-propanediol formation. By addition of 8 g/L ethanol, the maximum specific rates of cell growth and 
1,3-propanediol biosynthesis, the maximum concentrations of biomass and 1,3-propanediol were decreased by 21.6%, 22.1%, 59.6% and 
33.5% respectively. The inhibition potentials of other by-products on the anaerobic growth of K. pneumoniae were also detected. It was 
shown that the cell growth was inhibited obviously with 2 g/L acetic acid, yet it would not be affected even with 5 g/L 2,3-butanediol or 
10 g/L lactic acid. 
Key words: ethanol; inhibitory effect; Klebsiella pneumoniae; 1,3-propanediol 


