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摘要  [ 目的] 研究从土壤中分离到的粘多糖生产菌LV-1 的发酵条件。[ 方法] 以梯度稀释法筛选粘多糖产生菌 , 探讨碳源、氮源、初始
pH 值和温度对粘多糖生产的影响 ,确定最佳发酵条件。[ 结果] 对LV-1 菌株粘性多糖产物的理化性质分析发现 , 该多糖易溶于水 , 难溶
于乙醇、正丁醇、氯仿等有机溶剂 ,为中性多糖,pH 值7 .5 , 带负电荷 , 不含蛋白质、果糖基、糖醛酸基和硫酸根 , 无还原末端 , 不具有淀粉
样结构。LV-1 菌株的最佳发酵条件为:3 % 甘露醇为碳源 ,0 .25 % 酵母粉为氮源, 培养基初始pH 值7 .0 , 培养温度28 ℃。[ 结论] 该研究
可为LV-1 菌的开发利用及粘性多糖的工业化生产提供依据。
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Abstract  [ Objective] The fermentation conditions of a viscous polysacchari de-producing bacteriumLV-1 whichisolated fromsoil sample were studied .
[ Method] The polysaccharide- produci ng bacteriumwas isolated by serial dil ution method , the effects of carbon source , nitrogen source , the initial pHand
temperature on producing polysaccharide by it were discussed to confirmthe opti mumfermentation conditions .[ Result] The physicochemical properties
showed that the polysaccharide was water-sol uble , but insoluble i norganic solvents including ethanol , butanol , and chloroform.It was neutral polysaccha-
ride with negative charge and without reducing terminal . The pHof its sol ution was pH7 .5 . There were no protein, fructose , uronic acid , sulphate and
starch- like structure included in polysaccharide molecules . The opti mumfermentation conditions for polysaccharide production were 3 % mannitol as carbon
source , 0 .25 % yeast extract as nitrogen source , culture temperature 28 ℃and pH7 .5 . [ Concl usion] The research coul d provide basis for development
and utilization of LV-1 and industrialized production of viscous polysaccharide .
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  研究发现, 某些多糖具有增强免疫、增加巨噬细胞数量

和抗肿瘤等生物活性[ 1 - 2] 。多糖生物资源的研究和开发利

用日益活跃, 已成为天然药物、生物化学、生命科学的研究热

点[ 3] 。微生物多糖是由细菌、真菌、蓝藻等产生的一类对微

生物具有保护作用的糖聚合物。与植物多糖相比, 微生物多

糖具有安全无毒、理化性质独特、生产周期短等优势 , 有较强

的市场竞争力和广阔的发展前景[ 4] 。目前微生物多糖已被

广泛用作胶凝剂、成膜剂、保鲜剂、乳化剂等。能够产生微生

物胞外多糖的微生物种类较多, 但是真正有应用价值并已工

业化生产的仅有10 余种。近几年, 随着对微生物多糖研究

的深入, 微生物多糖的产量和年增长量均在10 % 以上, 而一

些新兴多糖年增长量在30 % 以上。到目前为止 , 已大量投产

的微生物胞外多糖有黄原胶、小核菌葡聚糖、短梗霉多糖、热

凝多糖等[ 5] 。笔者在研究微生物多糖的生产过程中, 从土壤

中分离到一株能够分泌粘性多糖的微生物, 故对该粘性多糖

生产菌的分离筛选和发酵条件进行研究, 为该菌的开发利用

和粘性多糖的工业化生产提供依据。

1  材料与方法

1 .1 粘性多糖产生菌的分离与培养 

1 .1.1 菌株分离。将2 g 土样加入100 ml 含有3 g 异麦芽酮

糖和0 .15 g 酵母浸粉的培养基中 ,28 ℃摇床( 150 r/ min) 培养

2 d , 然后将菌悬液用生理盐水梯度稀释法涂平板 , 于28 ℃培

养箱内培养过夜。用牙签挑取单菌落分别接种于标记好的

固体培养基和液体培养基中, 并分别在28 ℃的培养箱和摇

床( 150 r/ min) 内培养, 观察液体培养基中的菌体生长情况 ,

选择粘度明显增加的菌株, 分别接种到新鲜的液体培养基

内, 28 ℃、150 r/ min 摇床内培养72 h , 测定上清液的粘度, 选

择粘度最大的菌株为目的菌。为保证分离菌的纯度, 采用平

板划线法进一步纯化 , 并将获得的单菌落编号为LV-1 。

1 .1 .2  菌株培养。从菌体生长良好的培养皿中接种1 环

LV- 1菌到种子培养基中, 于28 ℃、150 r/ min 摇床中培养8 ～

10 h , 使 OD600 达到0 .8 ～1 .0 后, 按5 % 接种量将菌悬液接种

于液体培养基, 在28 ℃、150 r/ min 的摇床中培养。种子培养

基( 100 ml) 组成为异麦芽酮糖3 g , 酵母浸粉0 .15 g ,4 种盐溶

液( 5 % 磷酸氢二钾溶液 ,8 % 氯化钠溶液,2 .5 % 硫酸镁溶液 ,

7 % 硝酸钾溶液, 下同) 各1 ml ; 液体培养基( 100 ml) 组成为异

麦芽酮糖3 g , 酵母浸粉0 .15 g ,4 种盐溶液各0 .5 ml 。

1 .2 培养环境对粘性多糖生产的影响

1 .2 .1 碳源。将液体培养基中的异麦芽酮糖分别用葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖、淀粉、甘露醇和木糖替换, 接种LV-1 菌后 , 于

28 ℃、150 r/ min 条件下进行摇床培养, 培养36 h 后取样测定

发酵液中的菌体浓度 , 继续培养36 h 后取样测定发酵上清液

的粘度和糖浓度。

将液体培养基中的碳源浓度分别调整为2 % 、3 % 、4 % 、

5 % 、6 % 和7 % , 以5 % 的接种量接入LV-1 菌后, 在28 ℃、150

r/ min 条件下进行摇床培养, 培养36 h 后取样测定发酵液中

的菌体浓度, 继续培养36 h 后取样测定发酵上清液的粘度和

糖浓度。

1 .2 .2  氮源。按 5 % 接种量将 LV-1 菌接种至分别含有

0 .15 % 酵母粉、蛋白胨、胰蛋白胨、牛肉膏、酪蛋白水解物和

硫酸铵的液体培养基中, 在28 ℃、150 r/ min 条件下摇床培

养,36 h 后取样测定发酵液的菌体浓度, 继续培养36 h 后测

定发酵上清液的粘度和多糖含量。

分别配制含有0 .05 % 、0 .10 % 、0 .15 % 、0 .20 % 、0 .25 % 和

0 .30 % 酵母粉的液体培养基, 并按5 % 接种量接种 LV-1 菌

后, 在28 ℃、150 r/ min 条件下摇床培养,36 h 后取样测定发酵
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液的菌体浓度, 继续培养36 h 后测定发酵上清液粘度和多糖

含量。

1 .2.3 培养基起始pH 值和培养温度。将液体培养基的初始

pH 值用2 mol/ L 盐酸或氢氧化钠分别调整为5 .0 、6 .0 、7 .0 、

8 .0、9 .0 和10 .0 , 按5 % 接种量接入 LV-1 菌, 在28 ℃、150

r/ min 条件下进行摇床培养,36 h 后取样测定发酵液的菌体浓

度, 继续培养36 h 后测定发酵上清液粘度和多糖含量。

按5 % 接种量将LV-1 菌接入液体培养基中 , 分别在23 、

28 、30、35 及40 ℃和150 r/ min 条件下摇床培养 ,36 h 后取样

测定发酵液的菌体浓度, 继续培养36 h 后测定发酵上清液粘

度和多糖含量。

1 .3 多糖溶液的制备  取10 ml 发酵液,8 000 r/ min 离心30

min 后 , 取上清液加入40 ml 95 % 乙醇, 室温下放置4 h ,8 000

r/ min离心, 沉淀用95 % 乙醇洗3 次后, 溶解于10 ml 去离子水

中, 得多糖溶液。

1 .4  化学分析 粘度按毛细管自然沉降法测定[ 6] , 以时间

“s”为粘度计量单位。菌体浓度采用1 c m 比色皿在600 nm

处测定发酵液的 OD 值。总糖浓度采用酚- 硫酸法测定[ 7] ;

粘多糖的带电性采用阴/ 阳离子树脂吸附法检测; 果糖采用

间苯二酚分光光度法检测[ 8] , 其中473 nm 处吸光度小于0 .1

为阴性; 还原末端采用3 ,5- 二硝基水杨酸法检测[ 9] ; 糖醛酸

采用硫酸 - 咔唑法测定[ 10] , 其中530 nm 处吸光度小于0 .1

为阴性。茚三酮反应、SO4
2 - 检测反应、蒽酮检测反应和碘 -

碘化钾反应按文献[ 11] 中的方法进行。

2  结果与分析

2 .1 菌种分离及粘多糖产物的理化性质 将梯度稀释法获

得的单菌落接种于液体培养基中培养后, 发现有36 个菌落

能够使发酵液粘度增加 , 重新转接到新鲜培养基中培养, 并

比较发酵液粘度, 选取发酵液粘度最大的菌株为粘多糖生产

菌, 并编号为LV-1 菌。

采用乙醇沉淀法从发酵液中提取微生物粘性产物 , 试验

证明, 该产物与蒽酮反应呈蓝绿色, 与苯酚- 硫酸反应呈黄

褐色, 与茚三酮反应呈阴性, 初步推测该产品是多糖物质。

果糖检测反应呈阴性, 说明多糖中不含有果糖; DNS 法检测

还原糖呈阴性, 说明多糖中不含有还原末端; 碘- 碘化钾反

应呈阴性, 说明多糖中不含有淀粉; 硫酸 - 咔唑法检测糖醛

酸呈阴性, 说明多糖中没有糖醛酸 ;SO4
2 - 检测反应呈阴性 ,

说明多糖不是硫酸性多糖, 不含有硫酸根。该多糖产物为无

味的黄白色粉末, 易溶于水, 有粘性, 但难溶于乙醇、乙醚、丙

酮、甲醇、正丁醇、氯仿等有机溶剂。多糖溶液的 pH 值为

7 .5 , 离子树脂吸附法确定该粘多糖产物带负电荷。

2 .2 碳源对粘多糖生产的影响  由图1 可知, 当以甘露醇

为碳源时 ,LV-1 菌的生长大幅增加发酵液粘度, 其他所测试

碳源虽然能够支持菌体生长, 但未能使发酵液粘度有明显变

化。结果说明,LV-1 菌只有在甘露醇存在的条件下才产生较

高含量的粘多糖, 推测甘露醇诱导 LV- 1 菌的生产和分泌。

图2 表明,LV-1 菌粘多糖的生产与甘露醇的添加量有关, 甘

露醇浓度为3 % 时粘多糖含量和发酵液粘度最大。

2 .3 氮源对粘多糖生产的影响  图3 表明, 有机氮源均可

促进LV- 1 菌粘多糖的生产 , 且酵母粉为氮源时 ,LV-1 菌能够

图1 不同碳源对发酵液粘度的影响

Fig .1 Effects of carbonsources ontheviscosityof fermentationliq-

uid

图2 甘露醇浓度对发酵液粘度及还原末端含量的影响

Fig .2 Effects of mannitol concentrationonthe viscosity and reduc-

ingterminal content of fer mentationliquid

图3 不同氮源对发酵液粘度及还原末端含量的影响

Fig .3 Effects of nitrogensources onthe viscosity and reducing ter-

minal content of fermentationliquid

产生最大浓度的粘多糖; 无机氮源硫酸铵完全不能合成粘多

糖。粘多糖的生产和氮源添加剂量具有相关性( 图4) , 当酵

母粉的添加量为0 .25 % 时, 发酵液中的粘多糖含量及粘度

最大。
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图4 酵母粉浓度对发酵液粘度及还原末端含量的影响

Fig .4 Effects of yeast extract concentration ontheviscosity and re-

ducingter minal content of fermentationliquid

2 .4 培养温度和初始pH 值对粘多糖生产的影响  由图5A

可知,LV- 1 菌粘多糖的生产与培养基初始pH 值有关,pH 值

5 .0～7 .0 时, 发酵液的粘度和糖浓度都呈上升趋势;pH 值7 .0

时, 粘多糖产量和粘度达到最大; 然后其粘度和糖浓度值开

始下降。pH 值为5 .0 ～10 .0 时, 总体呈先升后降的过程。

将LV-1 菌分别于不同温度条件下培养, 观测粘多糖的

生产。由图5B 可以看出, 在23 ～35 ℃时LV-1 菌生长正常 ,

且随着温度上升, 菌体的粘多糖产量上升; 当温度为28 ℃时

LV- 1 菌的粘多糖含量最高; 之后随温度上升, 粘多糖含量下

降, 至40 ℃时菌体几乎不生长。

3  结论

该试验从土壤中分离到一株多糖产生菌LV-1 , 通过对粘

性多糖产物的理化性质分析发现 , 该多糖易溶于水 , 难溶于

图5 培养基初始pH 值( A) 和培养温度( B) 对发酵液粘度的影响

Fig .5 Effects of initial pH( A) and culturetemperature ( B) onthe viscosity of fermentationliquid

乙醇、正丁醇、氯仿等有机溶剂, 为中性多糖,pH 值7 .5 , 带负

电荷, 不含蛋白质、果糖基、糖醛酸基和硫酸根, 无还原末端 ,

不具有淀粉样结构。对该菌株进行培养条件考察发现, 以

3 % 甘露醇为碳源,0 .25 % 酵母粉为氮源, 培养基初始pH 值

7 .0 , 培养温度28 ℃时,LV-1 菌株粘多糖的产量最高。
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程曲线。图中描述了菌体量、多糖产量、残糖消耗和发酵过

程pH 值随发酵进程时间的变化情况。从图7 可以看出 , 菌

体开始生长速度较慢,24 h 后加快, 36 h 进入指数生长阶

段, 到72 h 菌体生长进入到稳定期。与之相对应 , 底物糖消

耗在72 h 内下降很快 , 到72 h 时糖消耗降到4 .2 % ,pH 值从

初始的6 .8 降低至3 .5。胞外多糖合成随菌体生长不断上

升, 到96 h 时多糖产量达到最高 , 为19 .4 g/ L。

3  结论

蛹虫草胞外多糖优化发酵培养基为 : 蔗糖2 .00 % , 蛋白

胨1 .50 % ,KH2PO4 0 .05 % , 酵母粉0 .20 % , 硫酸镁0 .01 % ;

适宜培养条件为:pH 值6 .8 , 温度28 ℃。
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