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摘   要：【背景】γ-聚谷氨酸 (poly-γ-glutamic acid，γ-PGA)产生菌多为枯草芽孢杆菌 (Bacillus 

subtilis)、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)、地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)等，而

暹罗芽孢杆菌(Bacillus siamensis)相关研究较少。【目的】研究暹罗芽孢杆菌产 γ-PGA 的液体发酵

条件。【方法】以自行分离的暹罗芽孢杆菌 CAU83 为出发菌株进行液体发酵，通过单因素试验和

正交试验法研究了碳氮源、前体物质、发酵温度及 pH 对菌株生产 γ-PGA 的影响。【结果】经摇瓶

优化，γ-PGA 的最适碳源、氮源和前体物质分别为乳糖 30 g/L、酵母提取物 5 g/L 和 L-谷氨酸钠

60 g/L，最适培养条件为发酵温度 37 °C 和 pH 7.0，γ-PGA 产量由 8.4 g/L 提升至 30.1 g/L，比优化

前提高了 260%。经分批补料发酵，60 h 时 γ-PGA 产量最高为 59.5 g/L，比摇瓶提高了 98%，产率

为 0.99 g/(L·h)。所产 γ-PGA 分子量为 3.8×106 Da，聚合度较高。【结论】确定了暹罗芽孢杆菌 CAU83

产 γ-PGA 的最适发酵条件，为该菌株的工业化生产和应用提供了依据。 
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Abstract: [Background] The commonly known poly-γ-glutamic acid (γ-PGA) producers are Bacillus 
subtilis, B. amyloliquefaciens, and B. licheniformis, while little is known about B. siamensis. 

[Objective] To study liquid fermentation conditions for γ-PGA production by B. siamensis. [Methods] 
B. siamensis CAU83, isolated by our laboratory, was used to produce γ-PGA by liquid fermentation. The 

effects of carbon sources, nitrogen sources, precursors, temperature, and pH on the synthesis of γ-PGA 

in shake flasks were investigated by single factor test and orthogonal design. [Results] The optimal 

carbon source, nitrogen source, and precursor for the synthesis of γ-PGA were 30 g/L lactose, 5 g/L 

yeast extract, and 60 g/L L-sodium glutamate, respectively. The optimal fermentation conditions were 

37 °C and pH 7.0. The yield of γ-PGA increased by 260% from 8.4 g/L before optimization to 30.1 g/L 

after optimization. The fed-batch fermentation showed the peak yield (59.5 g/L) of γ-PGA at the time 

point of 60 h, with a productivity of 0.99 g/(L·h), which increased by 98% compared with the yield in 

shake flasks. The produced γ-PGA had a molecular weight of 3.8×106 Da and a high polymerization 

degree. [Conclusion] The optimal fermentation conditions for B. siamensis CAU83 producing γ-PGA 

determined in this study provide a basis for the industrial production and application of this strain. 

Keywords: Bacillus siamensis; γ-PGA; optimization of fermentation conditions; fed-batch fermentation 

γ-聚谷氨酸(poly-γ-glutamic acid，γ-PGA)

是一种由微生物合成的天然高聚物，由 D 型谷

氨酸和 L 型谷氨酸单体按不同比例通过 γ-酰胺

键连接而成[1]。1937 年，Ivanovics 和 Bruckner

首次从炭疽芽孢杆菌(Bacillus anthracis)荚膜中

分离提取得到胞外多肽 γ-PGA，后来发现 γ-PGA

也可以由枯草芽孢杆菌分泌到生长介质中作

为发酵的产物[2]。它是一种绿色新型环保材料，

分子量大小在 1×104−1×107 Da 之间，而且不同

分子量的 γ-PGA 可以制成不同的生物制品[1]。

因其具有水溶性、可塑性、高吸附性、生物可

降解性等特性，被广泛应用于食品、农业、化

妆品、生物医药等行业[3-8]。 

国内外已对 γ-PGA 开展了很多工作，主要研

究微生物发酵法和基因工程手段改造菌株或改

变代谢途径[9-13]。相关调控基因多且复杂、代谢途

径及网络尚不完善等问题制约了在分子生物学层

面对 γ-PGA 的研究。微生物发酵法条件温和，

易于控制，合成流程短，易大规模化生产。截至

目前，大多数 γ-PGA 生产菌为芽孢杆菌属[14-16]。

Li 等[17]利用酵母糖蜜发酵废水加工成的富里酸

粉作为贝莱斯芽孢杆菌 GJ11 合成 γ-PGA 的廉

价原料，减少了培养基中柠檬酸钠和谷氨酸钠

的用量，γ-PGA 最大产量为 42 g/L；Qiu 等[18]

以菊粉粗提物作为原料，通过培养基优化和分

批补料液体发酵，解淀粉芽孢杆菌 NX-2S 发酵

γ-PGA 的产量达 39.4 g/L。目前研究中依然存在

发酵产量较低、生产成本高等问题，严重制约了

γ-PGA 的工业化生产及应用。因此，性能稳定优

良菌株的选育、发酵条件的优化仍是 γ-PGA 工
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业生产中提高菌株生产性能、降低成本的主要

研究方向。 

本文通过研究高产 γ-PGA 菌株暹罗芽孢杆

菌 CAU83 产 γ-PGA 发酵条件优化及分批补料

发酵，以期进一步提高 γ-PGA 产量，降低生产

成本，为该菌株产 γ-PGA 的大规模生产和应用

奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和培养基 

暹罗芽孢杆菌 CAU83，由本实验室筛选

和保藏。 

基础发酵培养基的配制参照文献[19]。 

分批补料发酵培养基(g/L)：乳糖 30.00，  

L-谷氨酸钠 60.00，酵母提取物 5.00，NaCl 0.50，

K2HPO4 0.50，MgSO4·7H2O 0.50，CaCl2·2H2O 

0.15，MnSO4·H2O 0.10，FeCl3·6H2O 0.04。

1×105 Pa 灭菌 20 min。 

流加补料培养基(g/L)：乳糖 300.00，酵母提

取物 300.00，L-谷氨酸钠 300.00。1×105 Pa 灭菌

20 min。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

酵母提取物、蛋白胨，Oxoid 公司；γ-PGA

标品，Bioruler 公司；窄分布聚乙二醇(PEO)标

样，TOSOH 公司。其他试剂若无特殊说明均是

国产分析纯。 

高效液相色谱泵和示差折光检测器，

Shimadzu 公司；水相凝胶色谱柱，TOSOH 公

司；单层玻璃上机械搅拌发酵罐，上海国强生

化工程装备有限公司。 

1.2  摇瓶发酵条件优化 
参考 Wang 等[19]和 Peng 等[20]的方法确定碳

氮源及前体物质筛选浓度。采用单因素试验研

究碳源、氮源、前体物质、发酵温度及 pH 对

菌株发酵产 γ-PGA 的影响。分别以初始浓度为

30 g/L 的葡萄糖、甘油、蔗糖、果糖、乳糖、

半乳糖、麦芽糖和木糖作为基础发酵培养基中

的碳源，在 1%接种量下发酵 48 h，测定 γ-PGA

产量。确定最适碳源后考察最适碳源的不同浓

度(0、5、10、15、20、25、30、35、40、45

和 50 g/L)；在最适碳源下，以初始浓度为 5 g/L

的酵母提取物、氯化铵、蛋白胨、玉米浆、牛

肉膏、尿素和硫酸铵分别作为发酵氮源，确定

最适氮源后考察最适氮源的不同浓度(0、5、10、

15、20、25 和 30 g/L)。在最适碳氮源下，以初

始浓度为 30 g/L 的 L-谷氨酸钠、草酸、丙酮酸、

柠檬酸和 α-酮戊二酸分别作为前体物质，确定

最适前体物质，再优化最适前体物质的浓度(0、

10、20、30、40、50、60 和 70 g/L)。根据上述

碳源、氮源及前体物质单因素试验结果，采用

L9(3
3)正交表进行正交试验，优化乳糖(25、30

和 35 g/L)、酵母提取物(0、5 和 10 g/L)和 L-谷

氨酸钠(50、60 和 70 g/L)的用量，以确定最佳

培养基组成。 

在上述最适条件下分别对发酵温度(25、

30、37、40 和 45 °C)和发酵 pH (5.0、6.0、

7.0、8.0 和 9.0)进行优化。每组实验设置 3 个

重复。  

1.3  分批补料发酵 
分批补料发酵选用 5 L 发酵罐，工作体积

为 2 L。挑取保存于甘油管中的暹罗芽孢杆菌

CAU83 菌液按照 1% (体积分数)的接种量接入

20 mL 的 LB 培养基，37 °C、200 r/min 培养 16 h；

以 1%的接种量转接 200 mL 的 LB 培养基，

37 °C、200 r/min 培养 16 h。按照 10%的接种量

接入分批补料发酵培养基中，温度 37 °C，用

20%磷酸及 28%氨水调节 pH 7.0，初始搅拌转

速 400 r/min，通气量 2 vvm。补料策略为连续

补料，补料速度为 80 s/次，控制溶氧在 5%–15%

之间波动，补料后搅拌转速调整为 600 r/min。
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每 12 h 取样，测定菌体湿重及 γ-PGA 产量。 

1.4  γ-PGA 的定量检测方法 
采 用 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵

(cetyltrimethylammonium bromide，CTAB)比浊

法测定 γ-PGA 含量。十六烷基三甲基溴化铵是

一种阳离子表面活性剂，在溶液中其氮原子可

以与聚阴离子化合物 γ-PGA 中羧基氧原子进行

特异性配对，形成混悬液。混悬液在 400 nm 处

的吸光度大小与 γ-PGA 浓度成正比，并具有良

好的线性关系，可以通过反应体系的吸光度来

反映其浊度，从而对 γ-PGA 进行快速定量[21]。

在 2% NaOH 溶液中加入十六烷基三甲基溴化

铵，配制成 0.07 mol/L 的十六烷基三甲基溴化

铵溶液。精确称取 γ-PGA 标品，配制成 10、20、

40、50 和 80 μg/mL 的 γ-PGA 标准液，加入等

体积的十六烷基三甲基溴化铵溶液，室温下反

应 3 min，400 nm 测吸光度，绘制 γ-PGA 的标

准曲线。 

发酵产物经 10 000 r/min 离心 15 min 收集

上清液。取 10 mL 上清液加入 40 mL 甲醇，充

分振荡后 4 °C 静置 12 h，然后 4 °C、10 000 r/min

离心 15 min，弃掉上清液，收集沉淀，用 4 倍

体积甲醇洗涤，得到沉淀，加入适量的超纯水

使沉淀复溶得到 γ-PGA 水溶液。将其适当稀释，

取 500 μL 样品稀释液加入 500 μL 十六烷基三

甲基溴化铵溶液，室温下反应 3 min，400 nm

测吸光度。将测定得到的吸光值代入 γ-PGA

标准曲线计算得到稀释液中的 γ-PGA 含量，再

乘以稀释倍数后得到 γ-PGA 水溶液中 γ-PGA

含量(g/L)。 

1.5  γ-PGA 分子量的测定方法 
采 用 凝 胶 渗 透 色 谱 法 (gel permeation 

chromatography, GPC)测定 γ-PGA 分子量。称取

20 mg 样品溶解于 1 mL 水中并混合均匀，经

0.45 μm 滤膜处理。以 0.1 mol/L NaNO3 +0.01 mol/L 

NaN3 水溶液为流动相，流速为 0.6 mL/min，柱

温为 35 °C。数据处理采用窄分布 PEO 构建标

准曲线，根据标品的峰值分子量对数和标品色

谱峰的峰顶时间拟合出线性方程：y=–0.6259x+ 

13.789，R2=0.996 3 (其中 y 为以 10 为底的分子

量的对数，x 为色谱峰的时间)。将样品出峰时

间代入标准曲线计算出色谱峰的切片重均分子

量，通过切片重均分子量乘切片所占百分比累

加得到的平均值即为样品的重均分子量。 

1.6  数据处理 
方差分析及差异显著性分析采用 SPSS 25

进行，数据统计和图片处理采用 Origin 8.5 进

行，数据均为 3 次平行。 

2  结果与分析 
2.1  碳源对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA
的影响 

不同碳源对暹罗芽孢杆菌 CAU83 发酵产

γ-PGA 的影响如图 1 所示。当乳糖作为碳源时，

γ-PGA 产量最高，为 17.9 g/L，因此选择乳糖作

为最适碳源；在此基础上对乳糖的添加量进行

优化，当乳糖浓度为 30 g/L 时 γ-PGA 产量最高，

达 24.8 g/L。随着乳糖浓度的增加，γ-PGA 的产

量逐渐降低，这是由于高浓度的碳源产生的高渗

透压会阻遏菌体的代谢及产物的合成[22]。因此

选取乳糖作为最适碳源，乳糖的最适添加量为

30 g/L。 

2.2  氮源对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA
的影响 

以质量浓度为 30 g/L 的乳糖作为最适碳

源，不同氮源对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA

的影响如图 2 所示。与无机氮源相比，暹罗芽

孢杆菌 CAU83 利用有机氮源时 γ-PGA 产量更

高，氮源为酵母提取物、玉米浆以及蛋白胨时，

γ-PGA 的产量分别为 27、22 和 20.6 g/L；当酵母
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提取物浓度为 5 g/L 时 γ-PGA 产量最高，达到

26.8 g/L。由于发酵过程中高浓度的氮源会对菌

体生长及利用其他营养物质产生不良影响[23]，

暹罗芽孢杆菌 CAU83 发酵产 γ-PGA 的含量随

着酵母提取物浓度的增加呈下降的趋势。因此

选取 5 g/L 的酵母提取物作为最适氮源。 

2.3  前体物质对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产

γ-PGA 的影响 
不同前体物质对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产

γ-PGA 的影响如图 3 所示。当培养基中不添加

L-谷氨酸钠时 γ-PGA 产量仅为 2.1 g/L，因此暹

罗芽孢杆菌 CAU83 为谷氨酸依赖型菌株。 

 

 
 

图 1  不同碳源(A)及乳糖浓度(B)对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 的影响 
Figure 1  The effect of different carbon sources (A) and lactose concentration (B) on the yield of γ-PGA by 
Bacillus siamensis CAU83. 

 

 
 

图 2  不同氮源(A)及酵母提取物浓度(B)对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 的影响 
Figure 2  The effect of different nitrogen sources (A) and yeast extract concentration (B) on the yield of 
γ-PGA by Bacillus siamensis CAU83. 
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图 3  不同前体物质(A)及 L-谷氨酸钠浓度(B)对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 的影响 
Figure 3  The effect of different precursors (A) and L-sodium glutamate concentration (B) on the yield of 
γ-PGA by Bacillus siamensis CAU83. 

 
L-谷氨酸钠添加量为 60 g/L 时 γ-PGA 产量最

高，为 30 g/L。添加草酸、丙酮酸、柠檬酸及

α-酮戊二酸时，γ-PGA 产量分别为 15.7、18.9、

20.3 和 16.7 g/L。合适的 L-谷氨酸钠浓度对

于 γ-PGA 的积累起正向作用，而谷氨酸钠浓

度过高可能会降低谷氨酸转换率 [24]。因此选

取浓度为 60 g/L 的 L-谷氨酸钠作为最适前体

物质。  

2.4  暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 发酵

培养基正交优化 
以乳糖、酵母提取物和 L-谷氨酸钠为因素

的暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 发酵培养基

正交优化试验结果如表 1 所示。根据表 1 中 R
值的大小排序得出 3 种因素对 γ-PGA 产量的影

响顺序为：酵母提取物>乳糖>L-谷氨酸钠；根

据表中 K 值的大小，得出最优组合为 A2B2C2。

进一步试验验证在最优组合条件下，暹罗芽孢

杆菌 CAU83 摇瓶发酵 γ-PGA 产量为 30 g/L。

由表 2 方差分析可知，乳糖浓度和酵母提取物浓

度对 γ-PGA 产量的影响呈显著性差异(P<0.05)，

L-谷氨酸钠浓度对 γ-PGA 产量的影响不显著。

综合分析可知，暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA

的最佳培养基组成为：乳糖 30 g/L，酵母提取物

5 g/L，L-谷氨酸钠 60 g/L。 

2.5  发酵温度及pH对暹罗芽孢杆菌CAU83
产 γ-PGA 的影响 

在最适培养基的基础上，考察培养温度和

培养基初始 pH 对暹罗芽孢杆菌 CAU83 发酵产

γ-PGA 的影响(图 4)。当发酵温度为 37 °C、培

养基初始 pH 为 7.0 时，暹罗芽孢杆菌 CAU83

发酵产 γ-PGA 含量最高，为 30.1 g/L。 

2.6  5 L 发酵罐分批补料发酵产 γ-PGA 
为 了 评估暹 罗 芽孢杆 菌 CAU83 生 产

γ-PGA 的能力，在 5 L 发酵罐中进行分批补料

发酵，并对发酵所产 γ-PGA 分子量进行监测。

由图 5A 可以看出，当发酵时间为 60 h 时 γ-PGA

产量最高，达 59.5 g/L，γ-PGA 的生产率为

0.99 g/(L·h)，生物量为 377.4 g/L。由于发酵过

程中高黏性 γ-PGA 的积累和生物量的增长会限

制氧的传递，造成罐内溶氧降低，因此溶氧是
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影响 γ-PGA 产量的重要原因[25]。本文通过调节

发酵罐进气量和提高搅拌速度使罐内溶氧保持

在 5%−15%，溶氧量仍处于较低水平，一定程

度上限制了菌株的生长代谢和 γ-PGA 的合成。

根据 1.5 节的测定方法和图 5B 结果，计算得到

发酵液中 γ-PGA 分子量为 3.8×106 Da，表明暹

罗芽孢杆菌 CAU83 分批补料发酵所得 γ-PGA

样品聚合度较高。 

 
表 1  暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 发酵培养基正交优化试验结果 
Table 1  Medium optimization of γ-PGA by Bacillus siamensis CAU83 by orthogonal test 

试验号 

No. 

因素 Factors   γ-PGA 产量 

Yield of γ-PGA 

(g/L) 
A：乳糖浓度 

A: Lactose  

concentration (g/L) 

B：酵母提取物浓度 

B: Yeast extract  

concentration (g/L) 

C：L-谷氨酸钠浓度 

C: L-sodium glutamate  

concentration (g/L) 

1 1 1 1 12.4 

2 1 2 2 23.1 

3 1 3 3 14.7 

4 2 1 2 23.9 

5 2 2 3 28.6 

6 2 3 1 17.2 

7 3 1 3 15.5 

8 3 2 1 21.3 

9 3 3 2 16.7 

K1 50.3 51.8 50.9  

K2 69.7 73.0 63.8  

K3 53.5 48.6 58.8  

k1 16.8 17.3 17.0  

k2 23.2 24.3 21.3  

k3 17.8 16.2 19.6  

R 6.5 8.1 4.3  

因素主次顺序 

Primary and secondary order 

B>A>C 

最优组合 

Optimal combination 

A2B2C2 

 
表 2  方差分析 
Table 2  Analysis of variance 

方差来源 

Source 

偏差平方和 

Sum of squares 

自由度 

df 
F 值 

F value 

P 值 

P value 

乳糖浓度 

Lactose concentration (g/L) 

72.6 2 25.9 0.037 

酵母提取物浓度 

Yeast extract concentration (g/L) 

117.2 2 41.8 0.023 

L-谷氨酸钠浓度 

L-sodium glutamate concentration (g/L) 

27.8 2 9.9 0.092 

误差 

Error 

2.8 2   
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图 4  发酵温度(A)及 pH (B)对暹罗芽孢杆菌 CAU83 产 γ-PGA 的影响 
Figure 4  The effect of fermentation temperature (A) and pH (B) on the yield of γ-PGA by Bacillus siamensis 
CAU83. 

 

 
 

图 5  暹罗芽孢杆菌 CAU83 分批补料发酵产 γ-PGA 历程图(A)及 γ-PGA 分子量色谱图(B) 
Figure 5  Fed-batch fermentation of γ-PGA (A) and the chromatogram curve of molecular weight of γ-PGA by 
Bacillus siamensis CAU83 (B). 

 

3  讨论 
国内外许多学者研究微生物发酵法生产

γ-PGA 所用菌株仍以地衣芽孢杆菌和枯草芽孢

杆菌[26-27]为主，关于暹罗芽孢杆菌产 γ-PGA 的

研究鲜有报道。芽孢杆菌属菌株产 γ-PGA 最适

碳源多为蔗糖和葡萄糖[27-28]，而利用乳糖发酵

产 γ-PGA 的研究较少且水平较低。甲基营养型

芽孢杆菌 SK19.001 和枯草芽孢杆菌 FBL-2 以乳 

糖为碳源时，γ-PGA 产量分别为 14.0 g/L 和

0.6 g/L[2,29]；暹罗芽孢杆菌 SB1001 和纳豆芽孢

杆菌 TK-2 则无法利用乳糖[19,30]。本文采用暹罗

芽孢杆菌 CAU83 发酵产 γ-PGA 且能以乳糖作

为最适碳源，γ-PGA 产量高达 30.1 g/L (图 4)，

为后续工业化生产及应用提供了一种新型高产

γ-PGA 天然菌株资源。 

目前芽孢杆菌属菌株发酵产 γ-PGA 上罐水

平在 25−75 g/L[31-35]，其中暹罗芽孢杆菌分批补
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料发酵产 γ-PGA 仅有一篇报道，Wang 等[16]通

过对暹罗芽孢杆菌 SB1001 进行诱变和分批补

料发酵，将 γ-PGA 产量提高到 41.4 g/L。本文

采用暹罗芽孢杆菌 CAU83 通过在 5 L 发酵罐分批

补料发酵得到 γ-PGA 产量为 59.5 g/L (图 5A)，与

现有研究报道相比处于较高水平。 

现有文献报道天然菌株液体发酵所得

γ-PGA 聚合度相对较低，分子量普遍分布在

1.0×105−2.5×106 Da[1,32,36]，而且目前仅有一篇文

献报道暹罗芽孢杆菌液体发酵产 γ-PGA 的分子

量为 7.9×105 Da[19]。本文通过分批补料发酵得

到 γ-PGA 分子量分布在 3.8×106 Da (图 5B)，聚

合度较高，具有良好的工业应用潜力。 

4  结论 
本文利用高产 γ-PGA 谷氨酸依赖型菌株暹

罗芽孢杆菌 CAU83 进行液态发酵，优化得到了

产 γ-PGA 的最适发酵条件。以 30 g/L 乳糖为最

适碳源时，暹罗芽孢杆菌 CAU83 的 5 L 发酵罐

分批补料发酵 γ-PGA 产量最高为 59.5 g/L，分

子量为 3.8×106 Da。因此，本研究所采用的暹

罗芽孢杆菌 CAU83 能利用乳糖高效生产高分

子量的 γ-PGA，为该菌株的工业化生产和应用

提供了科学依据。 
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