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摘要：用摇瓶正交试验研究了根瘤菌 !"#$%&#’( $%& ’#("合成根瘤菌胞外多糖（)*+,-.+/0 12-%-34$566*5)+71，89:;）的
最佳培养基配方和最适培养条件。采用 (!<自动控制罐进行了分批发酵试验，获得了合成 89:;的发酵动力学参
数。经 =!*的补料分批发酵与代谢调控，89:;产量达到 ((>"(?@<。此外，抗肿瘤实验表明，当 89:;剂量为 A0?@B?
时，其抑瘤率可达 A">=!C。结果表明，89:;的发酵周期短，产量高，成本低，且具有良好的免疫活性与增稠性，有
着极高的开发应用价值。
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多糖是一类天然大分子物质，广泛存在于植

物、动物和微生物中，参与能量转运、生殖受精、发

育分化、免疫调节等生命活动过程［( ^ "］。如今，越来

越多的多糖产品被开发出来，并依据其性质和功能

应用于各个领域。一些已作为添加剂、增稠剂、胶

凝剂、水化剂等用于食品加工；一些作为润滑剂、絮

凝剂、悬浮剂等用于石化生产；而另一些作为免疫

功能增强剂用于医疗保健。

鉴于许多生物活性多糖具有调节人体生理功

能与增强免疫力的作用，在抗癌与抗病毒病方面显

示出了极大的潜力，活性多糖的研究已成为国内外

的热点课题。近 G!年来，人们对植物与真菌活性多
糖［= ^ #］进行了大量研究，并取得较大进展，然而对于

细菌活性多糖的研究却较少。近来，我们获得一株

锦鸡儿根瘤菌（!"#$%&#’( $%& ’#("），能产生丰富的
胞外多糖（89:;）。试验表明，该多糖具有良好的增
稠性和免疫活性［I］，有望作为食品增稠剂和免疫功

能增强剂。

本文研究了 !"#$%&#’( $%& ’#(" 合成 89:; 的
培养基和培养条件，测试了其发酵动力学参数，并

通过小鼠体内抑瘤试验研究了其抗肿瘤活性，为建

立 89:;的生产工艺及开发应用奠定了一定基础。
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! 材料与方法

!"! 菌种
!"#$%&#’( !"# $%&’，从山西省五寨县境内锦鸡

耳属植物根瘤上分离得到，已保藏于中国典型培养

物保藏中心，保藏号为 (()(( * +,-&,.。
!"# 培养基
!"#"! 斜面种子培养基（/01）：取新鲜豆芽 &,, /，
加自来水 &,,, 21，煮沸约 ’, 234，纱布过滤，制备豆
芽汁，再加入葡萄糖 &, / 和琼脂 +- /，煮沸，定容，
& 5 &,-67灭菌 +, 234。
!"#"# 摇瓶种子培养基（/01）：豆芽 &,,，葡萄糖 &,。
除不加琼脂外，制备方法同上，以 &,,21 培养基0
+-,21摇瓶分装。
!"#"$ 发酵培养基（/01）：$7(8 ,9&，:’;<’ ,9,,+，

$7+*=<> ,9,,+，其余组分参见培养基优化结果。淀

粉经糖化酶降解制备淀粉水解液。豆饼粉水解液

制备，参见文献［.］。
!"$ 主要仪器设备
恒温振荡器，日立 (?++@ 高速冷冻离心机，

A-+$紫外可见分光光度计，日立 BC+,&, 紫外分光
光度计，&, 1自动控制发酵罐（镇江东方生物工程
设备技术公司）。

!"% 种子培养
将 !"#$%&#’( !"# $%&’保藏种子接种至斜面种

子培养基上，’,D培养 >. E。活化 +次，将其接入摇
瓶种子培养基，于 ’,D，&-,F0234 摇床条件下培养
+,E，作为 &级摇瓶种子液。再以 &,G（) 0)）的接种
量接种 +级摇瓶，培养 +,E左右作为摇瓶正交试验
与发酵罐试验的种子液。

!"& 培养基和培养条件的选择与优化
以 ?H6I 浓度为检验指标，选用 1+A（’&’）正交

表，第 &次选择不同碳源、氮源、生长因子、":值、温
度、溶氧为因子，第 + 次选择最佳碳源、氮源、生长
因子及磷酸氢二钾和硫酸镁为因子，进行摇瓶试验

及方差分析。综合两次摇瓶正交试验的结果确定

最佳培养基配方与最适培养条件。

!"’ 分批发酵
采用 &,1自动控制发酵罐，以优化后的发酵培

养基和培养条件，进行分批发酵试验。装料系数

,9A，接种量 &,G（) 0)），通气量 A10234，溶氧饱和度

控制在 &,G以上。每隔 +E取样 &次，测定生物量、
碳源、氮源、磷酸盐和多糖浓度，绘制细胞生长、底

物消耗及产物合成曲线，计算发酵动力学参数。

!"( 补料分批发酵
依据分批发酵的试验数据进行补料分批发酵，

装料系数 ,9%，其余基本条件同分批发酵。发酵过
程分两阶段控制，第 &阶段通过补加营养成分适当
提高菌体浓度，第 +阶段通过限制氮源、磷源、生长
因子和补加碳源来提高 ?H6I产量，以求达到 ?H6I
的高密度发酵。

!") *+,-的分离纯化
用蒸馏水稀释发酵液，%,,, F0234离心 +, 234，

上清液减压浓缩至发酵液原体积，用 ’倍体积 J-G
乙醇沉淀，再以无水乙醇洗涤沉淀物 +次，真空干燥
后得粗多糖。将分离后所得的粗多糖制成 +/01的
多糖水溶液，用 IKL7/法去除蛋白质，重复处理 ’次
后，上清液用 ’ 倍体积的 J-G食用乙醇醇沉，沉淀
物经真空干燥，得 ?H6I纯品。
!". *+,-纯度检测
!"."! IK"E7MKN@C&,,凝胶柱层析：将 ?H6I纯品制
成 + /01的多糖水溶液，经过 IK"E7MKN@C&,,凝胶柱
（A- O2 5 &9- O2）层析，上样量 +21，蒸馏水洗脱，流
速为 %210E，分部收集，每管收集 +21，以苯酚C硫酸
法［J］测多糖分布。

!"."# 紫外光谱扫描：将 ?H6I纯品制成 &/01的多
糖水溶液，在 +,,42 P >,,42进行紫外光谱扫描，检
查是否存在核酸及蛋白质吸收峰。

!"!/ *+,-对小鼠 -!)/肉瘤的抑制作用
昆明种小鼠，体重（+, Q +）/，购于山西医科大学

实验动物中心。小鼠肉瘤细胞株（I&.,），购于北京
协和药物所，本室以腹水型传代保种。

抽取接种 I&.,细胞 .M P &,M的小鼠腹水，用无
菌生理盐水稀释成细胞数为 & 5 &,% 个021 的瘤细
胞悬液，每只小鼠于右前肢腋皮下接种 ,9+ 21。次
日随机分组，每组 &,只，雌雄兼用且分养。以无菌
水配制 ?H6I 溶液（?H6I 浓度分别为 ,9&+- /01、
,9+- /01、,9- /01、&9- /01、’ /01和 % /01，取不同浓
度溶液依小鼠体重计算 3"剂量），接种后 +> E腹腔
注射（3"）给药，荷瘤对照组 3" 生理盐水，阳性药对
照组 3"环磷酰胺（(R），每日 &次，每次 3",9> 21，连
续给药 &, M。于末次给药后 +> E，小鼠称重，处死小
鼠，剥取瘤块并摘取脾脏和胸腺，称重，计算抑瘤
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率、胸腺指数和脾指数［!"］，所得数据进行统计学处

理（ ! 检验）。
肿瘤抑制率 # $

荷瘤对照组平均瘤重 % 实验组平均瘤重
荷瘤对照组平均瘤重 & !""#

!"!! 检测方法
!"!!"! 生物量：取发酵液 !" ’(，用蒸馏水稀释后，
)""" *+’,-离心 ." ’,-，再以蒸馏水洗涤、离心菌体
/次，0"1干燥至恒重后称重。
!"!!"# 葡萄糖浓度：/，23二硝基水杨酸法。
!"!!"$ 硫酸铵浓度：改良靛酚蓝比色法［!!］。
!"!!"% 磷酸盐浓度：钼蓝比色法［!.］。
!"!!"& 4567 浓度：将发酵液用蒸馏水稀释，
)""" *+’,-离心 ."’,-，上清液减压浓缩至发酵液原
体积，用 /倍体积 82#乙醇沉淀，再以无水乙醇洗
涤沉淀物 .次，将沉淀物用蒸馏水重新溶解，苯酚3
硫酸法测定多糖浓度。

# 结果与讨论

#"! 培养基和培养条件的选择与优化
"#$%&’$() 9:; <)!/是一株共生固氮菌，对其合

成多糖的生物学特性了解甚少，故需进行培养基配

方和培养条件的研究。参考相关资料［!/］并结合本

室的研究经验，第 !次正交试验因子和水平表头设
计如表 !，且考察碳源与氮源的交互作用。摇瓶培
养 .= >后，检测 4567浓度并进行方差分析，结果见
表 .。

表 ! 第一次正交试验因子水平表

?碳源
（@+(）

A氮源
（@+(）

B
生长因子

（@+(）

C
:D

5温度
（1）

E溶氧
培养液 ’(+
摇瓶 ’(

!
葡萄糖

!"
豆饼粉

/
无生长

因子
)F2 .0 !""+!2"

.
蔗糖

!"
（<D=）.7G=

!F"
酵母粉

!F"
HF" /" !""+.2"

/
淀粉

!"
蛋白胨

!F=
豆芽

.""
HF2 /. !""+2""

依据试验结果，结合生产实际，确定最佳的培

养基组合是 ?!A.B/C.5.E.，即碳源为葡萄糖，氮源
为硫酸铵，生长因子为豆芽汁；通过直观分析结果

确定最适 :D值为 HF"，温度为 /"1，摇瓶培养基装
量为 !"" ’(培养基装入 .2" ’(摇瓶。
第 .次正交试验的表头设计见表 /，并考察葡

萄糖与硫酸铵，葡萄糖与豆芽汁，硫酸铵与豆芽汁

的交互作用。摇瓶培养 .= >后，依 4567浓度进行
方差分析，结果见表 =。

表 # 第一次正交试验 ’()*浓度方差分析表

方差来源 平方和 自由度 均方和 *值 显著性

?碳源 "F28H . "F.88 ..8F)!2 !!!

A氮源 "F"!. . "F"") =F)!2 !!

B生长因子 "F"!= . "F""H 2F/02 !!

C :D "F"") . "F""/ .F/"0

5温度 "F""H . "F""= .F)8.

E溶氧 "F"") . "F""/ .F/"0

? & A "F"!= = "F""= .F)8. !

误差 "F"!/ !" "F""!

*"F"!（.，!"）$ HF2)，*"F"2（.，!"）$ =F!"，*"F!（.，!"）$ .F8.，*"F!（=，!"）

$ .F)!

表 $ 第二次正交试验因子水平表

?
葡萄糖

（@+(）

A
（<D=）.7G=

（@+(）

B
豆芽

（@+(）

C
I.D6G=

（@+(）

5
J@7G=·

HD.G（@+(）

! !" "F= !2" "F= "F.

. !2 "FH ."" "FH "F=

/ ." !F" .2" !F" "F)

表 % 第二次正交试验 ’()*浓度方差分析表

方差来源 平方和 自由度 均方和 *值 显著性

?葡萄糖 "FHH. . "F/0) 8"F0.= !!!

A（<D=）.7G= "F"." . "F"!" .F/2/

B豆芽 "F2/8 . "F.H" )/F=!. !!!

C I.D6G= "F"). . "F"/! HF.8= !!

5 J@7G=·HD.G "F!"2 . "F"2/ !.F/2/ !!

? & A "F")" = "F"!2 /F2.8

? & B "F!/2 = "F"/= HF8=! !!

A & B "F"H8 = "F"." =F)=H !

误差 "F"!H = "F""=

注：*"F"!（.，=）$ !0F""，*"F"2（.，=）$ )F8=，*"F"2（=，=）$ )F/8，*"F!（=，

=）$ =F!!

依表 = 方差分析结果确定的最佳组合为
?/A/B.C!5.，具 体 配 方（ @+(）为 葡 萄 糖 ."，
（<D=）. 7G= !F"，豆芽 .""，I.D6G= "F=，J@7G=·HD.G
"F=，其余组分为 <KBL "F!，D/AG/ "F"".，<K.JMG=

"F"".。采用上述优化的摇瓶发酵培养基和培养条
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件进行 !"#$%&#’( !"# $%&’ 的摇瓶发酵，()*+浓度
稳定在 ’,’- ./0之上。考虑到发酵罐较摇瓶的溶质
与溶氧传递速率好，生物量与 ()*+会高出摇瓶，需
适当放大碳源、氮源量，其发酵培养基（./0）为葡萄
糖 ’-，（$12）3 +42 &,5，其它成分同摇瓶发酵培养基。

!"! 分批发酵及动力学参数
分批发酵的试验结果见图 &。由分批发酵结果

得知，分批发酵的生物量最高为 6,26&./0，平均生长
速 率 为 -,337 ./（0·8），最 大 生 长 速 率 为
-,6-&./（0·8）；平均耗糖、耗氮和耗磷速率分别为
-,622./（0·8）、-,-2&./（0·8）和 -,-&-./（0·8）。细胞
对葡萄糖、硫酸铵和磷酸盐的得率系数分别为

-,’&2、5,6-6和 3’,-57。()*+ 对葡萄糖的得率系数
为 -,’25。()*+最高产量为 9,3&./0，平均合成速率
为 -,356./（0·8），最大合成速率为 -,5%5./（0·8）。

图 & ()*+分批发酵

依照菌体细胞生长和产物 ()*+ 合成的关系，
()*+的合成属部分生长关联型。在对数期，多糖产
量会伴随着生物量的增加而增加，而进入稳定期

后，大量合成的多糖只与细胞的总量有关。从分批

发酵的结果尚可看出，当氮、磷等营养物质浓度处

于较低水平且碳源基质丰富时，细胞生长速率减

慢，而多糖合成与积累速率加快。

!"# 补料分批发酵
参考分批发酵的相关参数，采用细胞生长与多

糖合成两阶段控制发酵。当细胞生物量达到2 ./0
左右时，开始启动多糖合成控制阶段。限制氮、磷

浓度且补加碳源，并控制溶氧、"1等培养条件，以提
高 ()*+的产量。补料分批发酵的试验结果见图 3。
在发酵过程中共计补糖 3-./0，生物量最高达

图 3 ()*+补料分批发酵

到 7,’5./0，平均生长速率为 -,3’2./（0·8），最大生
长速率为 -,6’./（0·8）；平均耗糖速率 -,99’./（0·8）、
最大耗糖速率为 3,%./（ 0·8）；()*+ 产量达
&&,’&./0，平均合成速率为 -,39’./（0·8），最大合成
速率为 -,59./（0·8），较分批发酵的 ()*+产量提高
了 ’6,9:。
!"$ %&’(纯度检测
经过 +;<=.法去除蛋白质得到 ()*+纯品，用苯

酚>硫酸法测多糖纯度达 77:以上。纯多糖为白色
粉末，溶于水，不溶于甲醇、乙醇、丙酮等有机溶剂。

将该多糖的水溶液经 +;"8=?;@A>&--凝胶柱层析，结
果见图 ’，洗脱液呈单一对称峰，说明多糖为均一组
分。()*+经紫外光谱检测，在 3%-BC和 39-BC处未
见到核酸和蛋白质的吸收峰。

图 ’ ()*+在 +;"8=?;@A>&--上的色谱图

!") %&’(对小鼠 (*+,肉瘤的影响
结果见表 5，()*+各剂量组均能显著增加小鼠

胸腺，脾脏的重量，且对小鼠+&9-肉瘤均有抑制
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表 ! "#$%对小鼠 %&’(肉瘤及免疫器官的影响

组别 剂量（!"#"） 动物增重（"） 胸腺指数（!"#"） 脾指数（!"#"） 瘤重（"） 抑瘤率（$）

荷瘤组 %&%’ ( ’&’) ’&*+ ( ,&’, -&./ ( ,&,0 /&,0 ( ,&’0

12组 /, .&*. ( ,&-/! ,&-- ( ,&’.!! .&+0 ( ,&’.!! ,&%. ( ,&’. 0)&-0!!

3456组 /&- %&.) ( ’&,* /&.- ( ,&/’ 0&.0 ( ,&’+ ’&)’ ( ,&,* .’&--!

- %&%- ( ’&’’ /&%. ( ,&,%!! %&)’ ( ,&’-!! ,&*0 ( ,&’’ -.&),!!

’, 0&*) ( ’&/0 /&/* ( ,&,)! 0&)- ( ,&’-! ’&/. ( ,&,+ ),&/*!!

., +&,. ( ’&/, /&/’ ( ,&,) 0&-% ( ,&/, ’&.* ( ,&’’ ./&-/!

0, %&’0 ( ,&*% /&). ( ,&,0! %&+- ( ,&//!! ’&/0 ( ,&’. .+&+.!

’/, %&0+ ( ’&’, /&.+ ( ,&,-! %&.0 ( ,&//! ’&/) ( ,&,* .*&+’!!

注：! ! 7 ,&,-，!! ! 7 ,&,’与荷瘤对照组相比

作用，当 3456的剂量为 - !"#8"时，其抑瘤率可达
-.&),$。另外，各剂量组均不明显影响小鼠的体重
增加，说明 3456对小鼠无毒副作用。
)*+ 讨论
上述试验结果表明 "#$%&’$() 9:; <0’.是一株

兼性固氮、兼性好氧、嗜中性、中温型和快生型根瘤

菌株。3456是该菌株的粘质层多糖，既是细胞组成
成分，又是碳源与能源贮藏性物质。因此，在发酵

过程中表现出了部分生长关联型的发酵特征。

该菌株的最大细胞生长速率为 ,&%. "#（=·>），
最大多糖合成速率为 ,&-+ "#（=·>），经限磷、限氮、
补糖代谢调控，在 ., 多个小时的发酵周期内，其
3456产量可达 ’, "#=以上。与现有的微生物活性
多糖生产工艺相比，3456不仅发酵周期短，产量高，
成本低，而且发酵过程中不产生色素、毒素等副产

品，具有优良的生产性状。

前期实验结果已表明［%］，3456对小鼠的非特异
性免疫、体液免疫和细胞免疫的功能均有明显的增

强作用，本次实验又证明了 3456具有抗肿瘤活性，
可见 3456能够很好地激发小鼠的免疫反应，其免
疫机制仍需作进一步的研究。

综上所述，"#$%&’$() 9:; <0’.是一株极具开发

前景的生产菌株。其产物 3456 有望作为增稠剂、
免疫增强剂和抗肿瘤药物应用于食品与医药领域。

参考文献

［ ’］=?@A" B C D，=E@ 1，DFFA G 1 B，*+ ,- ; H!!@AFIF"2 =?JJ?K9，

/,,0，&(!：’,’ L ’’)&

［ /］MNEOAOPF9 Q R; 1IEA BESKFPEFI 3?T，/,,,，&,（)）：-/. L -..&

［ .］U?EAJKO@P Q; 1OKPF>2VKOJ? 3?9?OKS>，/,,.，,,’：/-.* L /-)%&

［ ) ］6S>?:?J8EA H Q，W@EAA B M; HAJ?KAOJEFAOI H!!@AF:>OK!OSFIF"2，

/,,0，+：.’% L ...&

［ -］DOKVFXFTY Q，BOS>FTY 4; ZEJFJ?KO:EO，/,,0，--：.0% L .%.&

［ 0］UO99?K 6 5; Q::I BESKFPEFI [EFJ?S>AFI，/,,/，+(：/-+ L /%)&

［ %］黄晓波，张建国，韩 勇，等 ; 免疫学杂志，/,,0，))（.）：’)*

L ’-,，’-)&

［ +］赵良启，戚 敬，郜晋阳 ; 生物工程学报，’**+，&.（)）：.*- L

),,&

［ *］张惟杰 ; 糖复合物生化研究技术（第二版）; 杭州：浙江大学出

版社，’***& ::;’’ L ’/&

［’,］孙 震，陈石良，谷文英，等 ; 药物生物技术，/,,’，’（-）：/%*

L /+.&

［’’］赵良启，韩广业 ; 山西大学学报，’***，))（.）：/0- L /0*&

［’/］李酉开 ; 土壤农业化学常规分析方法 ; 北京：科学出版社，

’*+.&::; .+/ L .+.&

［’.］\@?AJO9 =，5>?@I:EA 5，BES>O@V 5，*+ ,- ; 1OKPF>2VKOJ? 3?9?OKS>，

/,,’，,,)：’0% L ’%.&

·.’*·/,,%年 .)（-） 微 生 物 学 通 报




