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摘  要: 【目的】研究有机溶剂胁迫处理对菌株分泌胞外多糖的影响并确定最佳条件。

【方法】利用分泌抗氧化活性胞外多糖海洋细菌 Bacillus subtilis OST23a 及其突变菌株

UD292 为出发菌株, 在考察菌株有机溶剂耐受性的基础上, 测定不同浓度正己烷胁迫处理

不同时间后该菌株抗氧化胞外多糖产量。【结果】结果表明最佳胁迫处理浓度和时间分别为

3%和 6 h, 此时 Bacillus subtilis OST23a 和菌株 UD292 胞外多糖分泌量分别从 9.02 mg/L 和

43.92 mg/L 显著提高到 52.97 mg/L 和 201.81 mg/L, 且胞外多糖的抗氧化性能无显著变化。

Bacillus subtilis OST23a 和菌株 UD292 连续传代试验结果表明菌株遗传性状较稳定。【结论】

有机溶剂胁迫可以提高细菌分泌胞外多糖的能力, 在微生物育种方面有潜在的应用。 
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Abstract: [Objective] In this paper, the effects of organic solvent stresses on the yield of an-
tioxidant exopolysaccharide (EPS) from Bacillus subtilis was evaluated and the best condition 
was also determined. [Methods] Marine strain Bacillus subtilis OST23a and mutant UM29, 
both with the ability to produce antioxidant exopolysaccharide (EPS), were used as the original 
strain. Based on the detection of the tolerance of the strains to the organic solvent, n-hexane 
was used to stress treatment. Effects of concentrations and treatment time of n-hexane on the 
exopolysaccharide excretion from Bacillus subtilis OST23a and strain UD292 were studied. 
[Results] The productivity of the EPS of Bacillus subtilis OST23a and strain UD292 were 
52.97 mg/L and 201.81 mg/L respectively after stress treatment with 3% n-hexane for 6 h. 
There was no significant difference in the antioxidation activities of the extracellular polysac-
charides between strains stress with n-hexane and the original strains. Moreover, the continu-
ous passage experiment showed that the strains have high genetic stability. [Conclusion] The 
organic solvent stress could improve the productivity of the exopolysaccharide from bacteria, 
which possesses the potential application in microbial breeding. 
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多糖(Polysaccharide)是由至少超过 10 个以

上的单糖通过糖苷键结合而成的高分子碳水化

合物, 具有多种生物活性, 广泛应用于医药、食

品、环保及石油工业[1]。根据来源, 多糖可分为

动物多糖、植物多糖和微生物多糖。植物和动物

多糖如甲壳素和壳聚糖已经广泛应用于食品及

保健品工业。但是植物和动物多糖由于受季节和

环境的影响, 资源有限。微生物具有生长旺、繁

殖快、生长不受季节限制、利于大规模连续发酵

生产和在线控制等特点使得微生物多糖可以低

成本生产。另外, 微生物多糖安全无毒、易于纯

化、具有多种生物活性, 成为人们研究和开发的

重点[2]。 

海洋环境中分布着约 (0.1−2.0)×108 种微

生物中 , 目前只对其中 1 500 种进行了研究 , 

有大量的海洋微生物有待于深入开发 [3]。海洋

的高盐、高压、低温、寡营养等特殊环境赋予

海洋微生物代谢产物多样性、新颖性和独特

性 , 因此海洋微生物胞外多糖往往具有独特

的生化结构和生物学活性。研究和开发海洋微

生物多糖已日益成为世界各国竞相研究的一

个重要领域和发展方向 [4]。其中, 抗氧化活性

的微生物胞外多糖能作为天然抗氧化剂清除

自由基, 用于食品工业和医疗保健, 日益得到

研究者的关注 [5]。 

本研究室从海洋细菌中分离获得一株分泌抗

氧化活性多糖的菌株 Bacillus subtilis OST23a, 对

其发酵产胞外多糖的培养基进行了优化[6], 并采

用紫外、硫酸二乙酯复合诱变处理后筛选得到一

株高产胞外多糖的优良突变菌株 UD292, 发酵产

胞外多糖水平达到 43.92 mg/L (另文发表)。据报

道, 微生物可以通过提高胞外多糖的分泌量提高

菌株对有机溶剂的耐受性[7]。本文考察了不同极

性常数有机溶剂对菌株产胞外多糖的影响, 进一

步提高菌株 Bacillus subtilis OST23a 分泌胞外多

糖的产量。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要仪器: PHS-3C 型精密酸度计, 上海精

密 科 学 仪 器 厂 ; 680 ELX-800 酶 标 仪 , 美 国

Bio-Rad 公司; Centrifuge 5804R 高速冷冻离心机, 

美国 Eppendorf 公司。 

1.1.2  试剂: 胰蛋白胨、酵母提取物为英国 Oxoid

公司产品, 试验所用有机溶剂(色谱纯)均购自国

药集团化学试剂有限公司, 其它化学试剂均为国

产分析纯。 

1.1.3  菌株来源: Bacillus subtilis OST23a 是本研

究室从连云港海域海泥样品中分离、纯化得到

的。菌株 UD292 是 Bacillus subtilis OST23a 通过

紫外、硫酸二乙酯复合诱变处理后筛选获得的胞

外多糖高产菌株。 

1.1.4  培养基: 2216E 液体培养基(g/L): 胰蛋白

胨 5, 酵母提取物 1, 海水配制, pH 7.0, 固体培养

基添加 2%琼脂。 

种子培养基(g/L): 葡萄糖 10, 胰蛋白胨 5, 

酵母提取物 1, 海水配制, pH 7.0。 

发酵培养基(g/L): 葡萄糖 10, 胰蛋白胨 5, 

酵母提取物 1, K2HPO4 3, KH2PO4 1, MgSO4 0.5, 

海水配制, pH 7.0。 

1.2 方法 
1.2.1  Bacillus subtilis OST23a 及突变菌株

UD292 生长曲线的测定 : 将活化的斜面上的

Bacillus subtilis OST23a 菌种用接种环接种于装

有 5 mL 2216E 液体培养基的 50 mL 三角瓶中, 

28 °C、160 r/min 培养 24 h 后, 以 1%接种量接种

至装有 30 mL 2216E 液体培养基的 250 mL 的三

角瓶中。培养不同时间后, 600 nm 下测定 OD 值, 

绘制枯草芽孢杆菌生长曲线。 

1.2.2  Bacillus subtilis OST23a 及突变菌株

UD292 对菌株的耐受性: 参照 Gupta 报道的方

法[8], 将 250 mL 三角瓶装有 26.1 mL MSB 培养

基, 添加具有不同极性常数的有机溶剂 0.9 mL, 

将活化好的菌株以 1% 接种量接种到上述培养液

中, 用橡胶塞防止有机溶剂蒸发, 28 °C、180 r/min

培养36 h后, 取10 mL培养液, 4 °C条件下8 000×g

离心 10 min, 细胞用蒸馏水清洗 2 次, 真空冷冻

至恒重。实验重复 3 次, 以不含有机溶剂培养液

为对照。 

1.2.3  不同浓度正己烷胁迫对菌株分泌胞外多

糖的影响: 取按 1.2.1 方法培养菌株 18 h 后获得

的培养液 3 瓶, 无菌条件下分别准确吸出 0.3、0.6

和 0.9 mL 培养液, 并添加 0.3、0.6 和 0.9 mL 环

己烷, 使环己烷浓度分别为 1%、2%和 3%。分别

在 28 °C、160 r/min 摇瓶发酵继续培养 3 h 后取

培养液 2 mL, 8 000×g 离心 5 min, 收集菌体, 用

无菌生理盐水洗涤 2 次, 1 mL 无菌生理盐水悬浮, 

用于接种制备种子液。 
1.2.4  正己烷胁迫时间对菌株分泌胞外多糖的

影响: 取按 1.2.1 方法培养菌株 18 h 后获得的培

养液 1 瓶, 无菌条件下准确吸出 0.9 mL 培养液, 

并添加 0.9 mL 环己烷。分别在 28 °C、160 r/min

摇瓶发酵继续培养 0、3、6、9、12 h 后取培养液

2 mL, 8 000×g 离心 5 min, 收集菌体, 无菌生理

盐水洗涤 2 次, 1 mL 无菌生理盐水悬浮, 用于接

种制备种子液。 

1.2.5  粗胞外多糖的制备: 将菌种接种到种子培

养基, 28 °C、160 r/min 培养 24 h 后, 以 1%接种

量接种至发酵培养基, 28 °C、160 r/min 培养 36 h

后, 8 000×g 离心 10 min, 取 20 mL 上清液加 3 倍

体积的 95%乙醇, 4 °C 沉淀过夜, 10 000×g 离心

20 min, 所得沉淀用蒸馏水定容至 20 mL, 获得

粗胞外多糖, 测定粗多糖含量。 

1.2.6  变异菌株稳定性测定: 将胁迫处理的菌

株在固定培养基上连续培养传 20 代, 隔两代

测定其胞外多糖产量 , 考察产胞外多糖的稳
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定性。 

1.2.7  多糖含量的测定: 采用苯酚-硫酸显色法

测定多糖含量[9]。 

1.2.8  对 O 2 •清除能力的测定: 采用氮蓝四唑

(NBT)法[6]。配制 50 mmol/L、pH 7.4 的磷酸盐缓

冲液(含 150 μmol/L 的 NBT)、60 μmol/L 的吩嗪

硫酸甲脂 (PMS)、468 μmol/L 的 NADH, 量取

1 mL 该缓冲液加入 1 mL 0.25 mg/mL 粗胞外多糖

溶液, 25 °C 反应 5 min, 然后在波长 560 nm 处测

定吸光度(Ai)。对照液以 1 mL 蒸馏水代替待测液, 

测定其吸光度(A01)。O 2 •清除能力用 TR 表示, 通

过公式(1)计算。 

 TR (%) = 01 i

01

A A
A
− ×100 (1) 

1.2.9  对•OH清除能力的测定: 采用 α-脱氧核糖

氧化法[6]。准确量取 0.2 mL FeSO4-EDTA 混合液

(二者浓度均为 10 mmol/L)移至具塞试管中, 加

入 10 mmol/L 2-脱氧核糖溶液 0.2 mL, 再加入

1 mL 0.25 mg/mL 粗胞外多糖溶液, 随后用磷酸

盐缓冲溶液(pH 7.4)定容至 1.8 mL, 最后加入

10 mmol/L 过氧化氢溶液 0.2 mL, 混合均匀后将

该体系置于 37 °C 恒温水浴中 1 h, 取出后向该

体系加入 1.0 mL 2.8%的三氯乙酸溶液(TCA)、

1.0 mL 1.0% 的硫代巴比妥酸溶液(TBA), 混合

均匀后于水浴中反应 10 min, 取出, 冷水冷却, 

在 532 nm 波长处测定该体系的吸光度 AS。对照

液以 1.0 mL 蒸馏水代替待测液, 测定吸光度

A02。对•OH 的清除能力用 SA 表示, 通过公式(2)

计算。 

 SA (%)= 02 s

02

A A
A
− ×100 (2) 

1.2.10  统计方法: 本研究每个试验设 3 个重复, 

采用 SPSS 13.0 软件对数据进行统计分析, 数据

用平均值±标准差表示, 利用 F 检验进行显著性

分析。 

2  结果与讨论 

2.1  Bacillus subtilis OST23a 及突变菌株

UD292 生长曲线的测定 
以培养时间为横坐标, 菌液 OD600 值为纵坐

标, 制作菌株生长曲线, 结果如图 1 所示。菌株

Bacillus subtilis OST23a 的延迟期为 0−8 h, 对数

生长期为 8−20 h。在对数生长期的中后期, 细胞

代谢活力旺盛, 并且处在这个时期内的细胞对某

些异常的条件要比处在其他时期的细胞敏感得

多, 利于进行育种处理。 
 

 
图 1  Bacillus subtilis OST23a 和菌株 UD292 的生长

曲线 
Fig. 1  Growth curve of Bacillus subtilis OST23a and 
strain UD292 

 
2.2  Bacillus subtilis OST23a 及突变菌株

UD292 对菌株的耐受性 
有机溶剂通过破坏微生物细胞质膜结构, 影

响其功能, 从而抑制甚至杀死微生物细胞。极性

常数代表溶剂在水相与正辛醇两相中的分配系

数比值(LogP), 有机溶剂的极性越大, 极性常数

越小[10]。在 3% (V/V)具不同极性常数有机溶剂存

在情况下, 28 °C 、180 r/min 培养 36 h 后, 测定

细胞干重。结果如图 2 所示, LogP 高于 4.0 的有

机溶剂对两菌株生长的影响较小; 而 LogP 为 3.5 
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图 2  不同极性常数有机溶剂对 Bacillus subtilis OST23a 和菌株 UD292 生长的影响 

Fig. 2  Effects of organic solvents with different LogP on the growth of Bacillus subtilis OST23a and strain UD292 
注: 不同字母表示在 0.05 水平差异显著。 
Note: The different letters mean significant difference at 0.05 levels. 

 
的正己烷对两菌株的生长均具有显著抑制作用; 

LogP 为 3.1 时完全抑制菌株 Bacillus subtilis 

OST23a 生长, 但是突变菌株 UD292 还可以缓慢

生长。目前有研究表明有机溶剂极性越大对微生

物细胞的毒害作用越大, 但多糖分泌量增加的菌

株的有机溶剂耐受性提高[7]。根据菌株的耐受性, 

选择正己烷对菌株进行胁迫处理。 

2.3  不同浓度正己烷胁迫对菌株分泌胞外多

糖的影响 
用不同浓度的正己烷处理 Bacillus subtilis 

OST23a 和 菌 株 UD292, 发 酵 后 测 定 多 糖 产

量。结果如图 3 所示, 不同浓度有机溶剂胁迫

处理均可以显著提高两株菌胞外多糖分泌产

量。随着正己烷浓度从 1%增加到 3%, 多糖分

泌量增加 , 进一步增加浓度 , 多糖分泌量不再

显著增加 , 因此后面研究选择正己烷浓度为

3%。3%正己烷处理 3 h 后 Bacillus subtilis 

OST23a 和菌株 UD292 胞外多糖分泌量最高。

有趣的是有机溶剂胁迫处理不仅可以提高野生

型菌株的多糖产量, 也可以提高诱变育种获得

的突变菌株的多糖产量。部分微生物通过增加

胞外多糖分泌量提高其有机溶剂耐受性, 因此, 

有机溶剂胁迫会提高胞外多糖产量。研究者发

现在发酵培养基中添加有机溶剂可以提高多糖

产量 [7], 但有机溶剂可能会造成环境污染 , 并

且去除发酵液中的有机溶剂相对困难。用有机

溶剂胁迫处理后发酵产胞外多糖, 不用在培养

基中添加有机溶剂 , 降低成本 , 减少工艺 , 绿

色环保。 

2.4  不同正己烷胁迫时间对菌株分泌胞外多

糖的影响 
用 3%正己烷处理 Bacillus subtilis OST23a 和

菌株 UD292 不同时间, 发酵后测定多糖产量。结

果如图 4 所示, Bacillus subtilis OST23a 在 3%正己

烷处理 3 h 后多糖分泌量为 51.96 mg/L, 处理 6 h

后, 分泌量稍有增加, 达到 52.97 mg/L, 但增加
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不显著; 而菌株 UD292 在 3%正己烷处理 6 h 后

多糖分泌量达到 201.81 mg/L, 进一步延长处理

时间多糖分泌量不显著增加。 
 

 
图 3  不同浓度正己烷处理对 Bacillus subtilis 
OST23a 和菌株 UD292 分泌胞外多糖的影响 
Fig. 3  Effects of concentrations of n-hexane on the 
exopolysaccharide excretion from Bacillus subtilis 
OST23a and strain UD292 
注: 不同字母表示在 0.05 水平差异显著. 
Note: The different letters mean significant difference at 0.05 
levels. 

 

 
图 4  不同正己烷处理时间对 Bacillus subtilis 
OST23a 和菌株 UD292 分泌胞外多糖的影响 
Fig. 4  Effects of time of n-hexane treatment on the 
exopolysaccharide excretion from Bacillus subtilis 
OST23a and strain UD292 
注: 不同字母表示在 0.05 水平差异显著。 
Note: The different letters mean significant difference at 0.05 
level.  

2.5  变异菌株的稳定性 
将胁迫处理的菌株在固定培养基上连续培养

传 20 代, 隔两代测定其胞外多糖产量, 结果如图

5 所示, 菌株 UD292 在 14 代后多糖产量显著下

降, 菌株 Bacillus subtilis OST23a 在 10 代后多糖

产量缓慢下降。表明通过有机溶剂胁迫获得的胞

外多糖高产菌株具有一定的遗传稳定性, 所获得

的高产菌株有应用于工业生产的潜力。 
 

 
图 5  正己烷处理后 Bacillus subtilis OST23a 和菌株

UD292 的遗传稳定性检测 
Fig. 5  Detection of the hereditary stability of Bacillus 
subtilis OST23a and strain UD292 after stressed by 
n-Hexane 
 
2.6  多糖对•OH 和 O 2 •的清除 

抗 氧 化 性 是 海 洋 细 菌 Bacillus subtilis 
OST23a 胞外多糖的主要特性, 为判断有机溶剂

胁迫处理后菌株胞外多糖抗氧化性是否发生变

化, 对等浓度出发菌株及突变菌株的胞外多糖的

抗氧化能力进行检测。结果表明所有菌株胞外多

糖对•OH 和 O 2 •的清除率均约为 38%和 56%。表

明胁迫育种后菌株胞外多糖产量增加, 但抗氧化

活性没有显著变化。 

3  结论 

本文研究了不同浓度正己烷胁迫处理和胁迫

处理时间对分泌抗氧化活性胞外多糖海洋细菌
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Bacillus subtilis OST23a 及其突变菌株 UD292 分

泌胞外多糖的影响。结果表明正己烷胁迫处理可

以显著提高两菌株的胞外多糖产量。在 3%正己

烷胁迫处理 3 h 后, Bacillus subtilis OST23a 和菌

株 UD292 胞外多糖分泌量分别为 52.97 mg/L 和

201.81 mg/L, 提高了 4.87 和 3.59 倍, 且胁迫后胞

外多糖高产菌株遗传性状较稳定, 胞外多糖抗氧

化能力无显著变化。 
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统计学符号一般用斜体。本刊常用统计学符号介绍如下, 希望作者参照执行。 

样本的算术平均数用英文小写 x, 不用大写 X, 也不用 Mean。标准差用英文小写 s, 不用 SD。

标准误用英文小写 xs , 不用 SE。t 检验用英文小写 t。F 检验用英文大写 F。卡方检验用希文小写

χ2。相关系数用英文小写 r。样本数用英文小写 n。概率用英文大写 P。 
 


