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海洋细菌B一1 106生长特性及产胞外多糖研究

赵焕平， 祖国仁。， 孔繁东， 刘阳
(大连工业大学生物与食品工程学院，辽宁大连116034)

摘 要：对从海泥中筛选到的1株海洋细菌B1106的生长特性及产胞外多糖进行了初步研究。

结果表明，海洋细茵&1106耐盐度为4 g／dL，培养基初始pH 7．o～8．0，在淡水及海水培养基中产

糖量时间均为96 h，产胞外多糖的较佳碳源、氮源分别为蔗糖和硫酸铵，较佳碳氮源质量浓度比为

10：1。
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Abstract：The manuscript investigated the growth characteristic and exopolysaccharide on one

marine bacteria B_1 106 isolated from oozed sea water．The result indicated that the salt tolerance

for strain B_1106 was 4％，initial PH was 7．0～8．0．Strain B-1106 fermented in fresh cultrue

medium or in sea cultrue medium 96 h could produce higher exopolysaccharides．The best carbon

source and nitrogen source for strain B-1 106 producing exopolysaccharide were sucrose and

ammonium sulfate，respectively．and the carbon-nitrogen ratio was 10：1．

Key words：marine bacteria，exopolysaccharide，growth characteristic

多糖广泛地存在于动物细胞膜、植物和微生物

细胞壁中[1]。海洋微生物胞外多糖是其在代谢过

程中分泌到细胞壁外的多糖或多糖复合物。特殊

的海洋环境，导致了海洋生物体内多糖的合成过程

与陆地生物不同，并产生许多结构新颖作用特殊的

活性物质，促进多种免疫缺损疾病[41等功能。近年

来，人们对海洋微生物胞外多糖的结构和生物活性

的研究取得了显著的进展[5-6]。海洋微生物胞外多

糖在医药、食品、化工等领域都有着广阔的应用前

景。作者对从大连黑石礁海区潮间带海泥中筛选

得到的一株海洋细菌进行了生长特性以及产胞外

多糖的研究。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌株海洋细菌昏1106，从大连黑石礁海

区潮间带海泥中分离得到。

1．1．2培养基 基础发酵培养基：蔗糖5 g，酵母

膏0．5 g，玉米浆0．8 g，碳酸钙0。15 g，海水60
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mL，蒸馏水40 mL；种子培养基：葡萄糖1 g；蛋白

胨0．2 g；酵母膏0．1 g；蒸馏水40 mL；海水60 mL；

试管斜面培养基：种子培养基加2 g／dL琼脂。

1．1．3仪器 ZHWY-2102C空气恒温振荡器，上

智城分析仪器制造有限公司产品；YXQ-SG46—

280SA手提式高压消毒器，上海市医疗仪器厂产

品；TGL-16G高速离心机，上海安亭科学仪器厂产

品；722型分光光度计，上海分析仪器厂产品。

1．2实验方法

1．2．1测定方法 多糖的测定：取定量发酵液于

3 000 r／rain离心20 min，取上清液，加3倍体积分

数95％乙醇；4℃冰箱沉淀，将沉淀物溶于水，加1

倍氯仿正丁醇混合溶液去蛋白质，取上清液，加3

倍体积分数95％乙醇，冰箱沉降，沉淀物溶于一定

量的水，苯酚一硫酸法测定胞外多糖N]。

残糖的测定邛]：取定量发酵液，3 000 r／min离

心20 min，取上清液，苯酚一硫酸法测定总糖。总糖

减去多糖即为培养基残糖。

生物量的测定呻]：取定量的菌体培养液，稀释

一定的倍数后，用722分光光度计在600 nm下测

定OD值，以空白培养基作为对照。

1．2．2培养条件试验 生长特性试验：海洋细菌

B-1106试管斜面活化，接入装有5 mI。种子培养基

的试管中，200 r／rain，28℃摇床振荡培养24 h，接

入装有30 mL／dL基础发酵培养基的三角瓶中，摇

床培养一定时间，按方法1．2．1测定生物量，考察

NaCl质量浓度、培养基初始pH值对海洋细菌&

1106生长的影响及海洋细菌13-1106在淡水培养基

和海水培养基中生长情况。

产胞外多糖试验：海洋细菌陆1106试管斜面活

化，接入装有5 mI。种子培养基的试管中，200 r／

rain，28 oC摇床振荡培养24 h，接人装有30 mL／dL

基础发酵培养基的三角瓶中，28℃摇床培养一定时

间，按方法1．2．1测定胞外多糖，考察淡水培养基、

海水培养基、碳源、氮源和碳氮比对海洋细菌&

1106产胞外的多糖的影响。

2结果与讨论

2．1生长特性试验

2．1．1 NaCl浓度对海洋细菌&1106生长的影响

以蒸馏水分别配制0、1、2、3、4、5、6、7 g／dL氯化

钠质量浓度的基础发酵培养基，按方法1．2．2进行

生长特性试验，结果见图1。

海洋微生物通常生活在高盐、高压、低温、低营

养和低光照的特殊生态环境中，一般的海洋微生物

能够在3～4 g／dL盐质量浓度下很好的生长。由图

1可见，随着NaCl质量浓度的增加，海洋细菌p

1106生物量逐渐增加，在3～4 g／dL的NaCl质量

浓度时生长良好，4 g／dL的NaCI质量浓度时达到

最大生物量。随着NaCI质量浓度的增加，菌体的

生长明显受到了抑制。说明海洋细菌&1106具有

一定的耐盐性，海洋微生物的特点比较明显。
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图1 NaCI质量浓度对海洋细菌B-1106生长的的影响

Fig．1 Effect of NaCI content on the growth of marine

bacterium 13-l 106

2．1．2培养基的初始pH值对海洋细茵&1106生

长的影响 在上述基础发酵培养基中加入质量浓

度为4 g／dLl的NaCI，分别调取初始pH值为3．0、

4．0、5．0、6．0、7．0、8．0、9．0、10．0、11．0，灭菌后pH

值降低0．2～0．3，培养海洋细菌&1106进行生长

特性试验，结果见图2。
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图2培养基初始pH值对海洋细菌B-1106生长的

影响

Fig．2 Effect of the initial pH on the growth of marine

bacterium l}l l 06

各类微生物生长繁殖的最适pH条件各不相

同，培养基的pH必须控制在一定的范围内，才能满

足不同类型微生物的生长繁殖或产生代谢产物的

需要。由图2可以看出，海洋细菌B-1106在较低

或较高pH值下不生长或生长不好，pH值在7．o～

8．0范围生长较好，与陆生细菌类似，pH 7．0生长

达到高峰。

2．1．3淡水培养基对海洋细茵睁1106生长及产胞
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外多糖的影响 用蒸馏水配制基础发酵培养基，培

养基的初始pH值为7．0，-．-8．0，NaCl质量浓度为4

g／dL，按方法1．2．2进行试验，摇床培养时间分别

为24，48，72，96。120，t44 h，测定海洋细菌B1106

生长、产胞外多糖及培养基残糖情况，结果见图3。
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图3海洋细菌B-1106在淡水培养基中的生长及产糖

情况

Fig．3 Growth and producing exopolysacchairides of

marine bacterium B-I 106 in freshwater culture

medium

从图3可见，海洋细菌B-1106在NaCl质量浓

度4 g／dL的淡水培养基中能够生长良好，从24 h

开始生长逐渐加快，48 h进入了对数生长期，72 h

生长达到高峰，随后进入稳定期，菌体不再发生变

化。而在菌株生长初期，碳源消耗的速度比较快，

72 h后碳源变化差别不大。多糖的产生是随着时

间逐渐增大，从24 h产糖，但产糖高峰时间并不是

菌体生长高峰时间，而是菌体生长进入稳定期96

h，产糖达到最大量。

2．1．4 海水培养基对海洋细茵p1106生长及产胞

外多糖的影响 用海水配制基础发酵培养基，调

NaCl质量浓度为4 g／dL，培养基的初始pH值为

7．0～8．0，按方法1．2．2进行试验，摇床培养时间

分别为24，48，72，96，120，144 h，测定海洋细菌昏

1106生长、产胞外多糖及培养基残糖情况，结果见

图4。

海洋是一个非常复杂的系统，海水是海洋环境

的固有特性，海水中含有许多溶解性气体和海洋生

物所必须的各种矿物质【9]。从图4可见，海洋细菌

B-1106在以海水配置的培养基中生长情况与淡水

基本相似，但生长速度要相对慢一些，96 h才达到

生长高峰并进入稳定期。而对碳源糖的利用速度

也比较淡水的慢，前48 h碳源消耗速度较慢，48～

72 h时间段耗碳源速度较快，72 h以后碳源缓慢消

耗。产糖前48 h也比较慢，48 h后开始逐渐加快，

与生长高峰同步96 h达到最大，产糖高峰时间与淡

水培养基时间一样，但产糖量要高于在淡水培养基

中产糖量，可达到682．3 mg／dL。
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图4海洋细菌B-1106在海水培养基中的生长及产糖

情况

Fig．4 Growth and producing exopolysaccbairides of

marine bacterium B-l 106 in seawater culture

medium

2．2产胞外多糖试验

2．2．1 碳源对海洋细菌B一1106产胞外多糖的影响

选取基础发酵培养基中质量浓度为5 g／dI。的碳

源分别为：葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽糖、甘露醇、乳

糖。菌种经试管斜面活化后，取一环接人装有5 mL

种子培养基的试管中，200 r／min，28℃摇床振荡培

养24 h，接入装有30 mL／dL基础发酵培养基的三

角瓶中，28℃摇床培养48 h，按方法1．2．1进行产

胞外多糖试验，结果见图5。

I_．
图5碳源对海洋细菌B-1106产胞外多糖的影响

Fig．5 Effect of carbon sources on exopolysaccharides

production by marine bacterium B-I 106

碳源是菌体增殖和多糖积累的主要基质。微生

物生长及多糖产量均受碳源种类和加入量的影响。

碳源物质在细胞内经过一系列复杂的化学变化后

成为微生物自身的细胞物质(如糖类、脂、蛋白质

等)和代谢产物，碳可占一般细菌细胞干重的一半。

微生物利用碳源物质具有选择性，糖类是一般微生

物较容易利用的良好碳源和能源物质，但是微生物

对不同糖类物质的利用也有差别。由图5可见，在所
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提供的不同碳源中，麦芽糖、果糖和蔗糖作为碳源时，

海洋细菌B-1106产胞外多糖效果相差不大。作者选

用蔗糖作为碳源，工业蔗糖来源广泛，而且价格便宜，

并且蔗糖除含有丰富的单糖碳源外，还含有各种氨基

酸及维生素，提供了良好的营养生长环境。

2．2．2 氮源对海洋细菌K1106产胞外多糖的影响

选取基础发酵培养基中质量浓度为0．5 g／dL的

氮源分别为：蛋白胨、尿素、酵母膏、硫酸铵、氯化

铵、硝酸钠。菌种经试管斜面活化后，取一环接入

装有5 mL种子培养基的试管中，200 r／rain，28℃

摇床振荡培养24 h，接入装有30 mL／100 mL基础

发酵培养基的三角瓶中，28℃摇床培养48 h，按方

法1．2．1进行产胞外多糖试验，结果见图6。

■ l_l|
蛋白胨 尿素酵母膏硫酸铵氯化铵硝酸钠

氮源

图6氮源对海洋细菌Ibll06产胞外多糖的影响

Fig．6 Effect of nitrogen sources Oil exopolysaccharides

production by marine bacterium B-I 106

细胞干物质中氮的含量仅次于碳和氧。氮是

组成核酸和蛋白质的重要元素，氮对微生物的生长

发育有着重要作用。从分子态的氮到复杂的含氮

化合物都能够被不同微生物所利用，而不同类型的

微生物能够利用的氮源差异较大。从图6可以看

出，在所提供的不同氮源中，海洋细菌&1106以硫

酸铵作为氮源时，产糖效果最佳。

2．2．3 碳、氮源质量浓度比对海洋细菌B1106产

胞外多糖的影响 以前期碳、氮源质量浓度单因素

试验为基础，选取发酵培养基中硫酸铵的质量浓度

为0．5 g／dL，分别调取蔗糖的质量浓度为2，3，4，5，
6 g／dL，使蔗糖与硫酸铵的质量比例分别为4：1，

6：1，8：1，10：1，12：1。菌种经试管斜面活化

后，取一环接入装有5 mL种子培养基的试管中，

琴◆
微生物的生长与培养基质中的营养物质及营

养物质的浓度有密切的关系，只有选择较佳的营养

物质和浓度，微生物才能良好的生长。除此之外，

培养基质中各营养物质之间的浓度配比也直接影

响微生物的生长繁殖、代谢产物的形成和积累，其

中碳、氮比影响最大，在一定的碳氮比下微生物可

能大量繁殖，而在另一种碳氮比下微生物可能开始

产生积累代谢产物。工业上是通过不同时期控制

不同的碳、氮比来实现连续化生产的，作者仅以产

糖量来考察碳氮比。从图7可见，当碳、氮比为lo：

1时，海洋细菌13-1106产胞外多糖效果最好。

3 结 语

1)海洋细菌p1106在淡水及海水培养基中均

能较好的生长，NaCl质量浓度为4 g／dL，培养基初

始pH值为7．o～8．0。

2)海洋细菌13-1106在淡水及海水培养基中生

长高峰时间分别为72 h和96 h，产糖高峰时间均为

96 h。在海水培养基中，海洋细菌B1106生长相对

淡水培养基较慢，但产糖量高于淡水培养基。

3)海洋细菌13-1106产胞外多糖较佳碳源、氮源

分别为蔗糖和硫酸铵，碳氮源质量浓度比为10：1。
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