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摘 要：谷氨酸棒杆菌88988:!#-##3能合成一种以半乳糖醛酸为主要结构单元的蛋白聚糖类
生物絮凝剂（命名为4567--）)为了研究该聚合物的生物合成途径，首先构建了谷氨酸棒杆菌生物
合成4567--的假设途径，然后从（-）中间代谢产物的添加及相关途径关键酶活性的检测和（!）胞
内中间代谢产物的检测两个方面来验证该代谢途径的合理性)研究表明，在培养基中添加代谢途
径的中间产物;<=7葡萄糖，可显著提高4567--的絮凝活性，并且;<=7半乳糖差向酶和;<=7半
乳糖脱氢酶的比酶活也分别提高了!##>和3#>；以不同底物为碳源，;<=7葡萄糖焦磷酸化酶、

;<=7半乳糖差向酶和;<=7半乳糖脱氢酶的比酶活与4567--产量的相关系数可分别达到#)%3，

#)0.，#).%)此外，利用?=@8检测出4567--合成途径中$种关键中间产物;<=7葡萄糖、;<=7
半乳糖和;<=7葡萄糖醛酸)由此证明，所构建的4567--生物合成途径基本合理)
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微生物絮凝剂作为一种安全、高效且能自然降

解的新型水处理剂，在污水处理工业、发酵液的下

游处理以及食品工业中大分子物质的分离等方面

有着广泛的应用前景［B］.与化学合成絮凝剂相比，
生物絮凝剂目前的主要问题是生产成本较高，进而

限制了它在实际中的推广应用［+］.因此，如何提高
生物絮凝剂的产量并有效降低生产成本，已成为该

领域的一个研究重点.为了实现这一目标，国内外
学者广泛研究了生物絮凝剂产生菌的选育、发酵条

件优化、分离纯化及结构鉴定［C］，但在生物絮凝剂

的代谢途径和机制方面尚无文献报道.
在前期工作中，作者从土壤中筛选得到一株谷

氨酸棒杆菌（"#$%&’()*+’$,-./0-+).,*-.），发现
该菌株具有向胞外分泌大量生物絮凝剂的能力，经

DE8FG检测分析，确定该絮凝物质是一种以半乳糖
醛酸为主要结构单元的蛋白聚糖类生物絮凝剂，命

名为HIJ8BB［K］.虽然聚糖类生物絮凝剂在国际上
已有多篇报道，如123’$/,00-22#4)’分泌的以半乳
糖胺 为 主 的 氨 基 糖 和 蛋 白 质 的 复 合 体［L］；

"%)&#()*+’$,-.35$.,6,-. 产生的杂多糖［M］（主要
成分为糖醛酸、鼠李糖、甘露糖及半乳糖）；10*)0,7
/’&’2*-3,6-2合成的由葡萄糖、半乳糖、葡萄糖醛酸
组成的杂多糖［N］，以及8)’*,0#.%*’2239产生的由氨
基半乳糖组成的粘多糖［/］，但以半乳糖醛酸为主要

结构单元的生物絮凝剂在国际上尚属首次发现［K］.
HIJ8BB分子组成的定性鉴定为研究其代谢途径奠
定了基础.然而，半乳糖醛酸作为微生物代谢产物，
其合成机制尚不清楚.为使研究问题简化，作者首
先根据植物细胞内糖醛酸的代谢途径［0］和 O"2&5%
途径［B-］提出了"9/0-+).,*-. EEPEEF+-B--L
合成HIJ8BB的可能代谢途径，然后通过检测中间
代谢产物和研究代谢途径关键酶活性的变化，证明

了作者所构建的HIJ8BB生物合成途径基本合理.

) 材料与方法

)*) 菌种和培养基

).).) 菌 种 B"#$%&’()*+’$,-. /0-+).,*-.

EEPEEF+-B--L，由作者筛选获得，现保藏于武汉
中国典型培养物保藏中心.
).).+ 培养基B 见文献［K］.
)*+ 仪器和试剂

).+.) 仪器B Q)4"%*M--高效液相色谱仪：惠普公
司生产，包括M--四元泵系统，+K/N双通道紫外检
测器，FC+色谱工作站，NN+L5进样器.HI8L+EG旋
转蒸发器：上海本波仪器有限公司产品；RESK--超
声波仪：*&(53*!<)4"%5)2*.5(3="(&*5)JRI?TT
U>HVEP>GJ；E;N?8+2冷冻高速离心机：日本日
立公司生产.
).+.+ 试剂 >?@8葡萄糖，>?@8半乳糖，>?@8葡
萄糖醛酸，>?@8葡萄糖脱氢酶，TJ?标准品：GWD8
FJ公司产品.乙腈（色谱纯）：江苏汉邦科技有限公
司产品；水（超纯级）：无锡华晶微电子公司产品.其
它试剂均为分析纯.
)*, 培养方法

).,.) 种子培养、摇瓶培养方法B 见文献［K］.
).,.+ 小罐分批培养方法B 以体积分数LX的接
种量将种子培养液接入发酵培养基中，LO发酵罐
（韩国发酵公司生产，Y;8LO）装液量CO，通气量B
O／<5(，发酵温度+/Z，溶氧在线控制.搅拌转速均
为B--%／<5(.发酵过程的溶氧通过改变通气量和
搅拌转速控制在一定的水平.
)*- 测定方法

).-.) 絮凝活性测定方法B 见文献［+］.取K-<O
B’／!O高岭土溶液加至L-<O刻度试管中，然后依
次加入+.L<OB’／!O的E)E2+溶液和B<O待测
样品，蒸馏水加至满刻度，充分混合后，迅速置于比

色杯中，静止L<5(后，于LL-(<处测定吸光度.
以空白培养基代替待测样品做对照.絮凝活性以絮
凝率表示.
絮凝率,［（:[1）／:］\B--\;

式中，1：待测样品的]?LL-值；:：空白培养基的

]?LL-值；;：菌株发酵液稀释倍数.
).-.+ 聚半乳糖醛酸含量测定B 见文献［BB］.取新
鲜发酵液L-<O，KZ，M---%／<5(离心BL<5(；去
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除菌体，将上清液加入透析袋（!"#$%#&’’’），用蒸
馏水在()透析$(*，目的是去除小分子物质如发
酵液中的半乳糖醛酸及葡萄糖醛酸等；收集上清

液，然后用硫酸咔唑法测定+
!+"+# ,"-#半乳糖差向酶活性测定. 见文
献［.$］+
!+"+" ,"-#葡萄糖脱氢酶和,"-#半乳糖脱氢酶
活性测定. 见文献［./］+
!+"+$ ,"-#葡萄糖焦磷酸化酶活性测定. 见文献
［.(］+
!+"+% 蛋白质测定. 见文献［.%］+
!&$ ’()*葡萄糖和’()*半乳糖的测定
采用0-12进行+色谱条件3456789:;<=>4?

氨基分离柱（$%’@@A(+B@@），粒径%!@；保护
柱，氨丙基保护柱（/’@@A(+B@@）；流动相：

’+.$%@C7／1D0$-<(，含体积分数B’E乙腈，F0值

/+B；体积流量：.@1／@69；检测波长：$B$9@；检测
器：GH:8IJ!$(K&；进样体积.’!1；柱温/’)+
!&% ’()*葡萄糖醛酸的测定
采用0-12进行+分离柱：;CILHIM4?（$%’@@

A(+B@@）；缓冲液：’+.$%@C7／1D0$-<(；体积流
量：.@1／@69；检测波长：$B$9@；检测器：GH:8IJ!

$(K&；进样体积.’!1；柱温/’)+
!&+ 无细胞液的制备
将培养/’*的新鲜发酵液(’’@1，()，B’’’

I／@69离心.%@69，弃去上清液，用蒸馏水洗涤细胞

/次，称重；将细胞重悬浮在’+’%@C7／1，F0值&+%
的冰浴的JI6N#027缓冲液中，使湿菌体质量分数约

.’E；冻融法处理B次后，用超声波破碎（冰浴），输
出功率为(’’G，工作/N停$N，总时间为.%@69；
破碎的细胞液在()下，.’’’’I／@69离心.’@69，
去除细胞碎片与未破碎细胞；取.’@1无细胞上清
液用于酶活检测；在冰浴的情况下，向剩余上清液

（约(’@1）中缓慢加入/倍体积分数O%E的乙醇，
边加边轻轻搅拌，约/’@69；然后在()，.’’’’
I／@69离心.’@69，去除蛋白质和多糖等大分子物
质；%%)真空旋转蒸发使终体积为(’@1，’+$$!@
膜过滤，用于0-12检测+

, 试验结果

,&! !"#$%&’()*%( --.--/,0!00$中生物絮
凝剂123*!!合成途径
在对=P4#..分子［(］组成了解的基础上，结合

0H77等人提出的植物细胞内糖醛酸代谢途径［O］和

187C6I 途 径［.’］，作 者 构 建 了 !"#$%&’()*%(

22J22!$’.’’%以蔗糖为惟一碳源合成生物絮凝
剂=P4#..的代谢途径（见图.）+

.+,"-#葡萄糖焦磷酸化酶；$+,"-#半乳糖差向酶；/+,"-#
半乳糖脱氢酶；(+,"-#葡萄糖脱氢酶；%+,"-#葡萄糖醛酸

差向酶

图! 生物絮凝剂123*!!的假设合成途径

456&! .789:;9;<8=>5;<?@A78<5<9BA7CB?;D123*!!5@
!"#$%&’()*%(--.--/,0!00$

,&, 从酶和底物两方面初步探测123*!!的代谢
过程

,+,+! 前体代谢物的添加与生物絮凝剂的合成
. 从作者构建的=P4#..合成途径可以看出：,"-#
葡萄糖到=P4#..的合成过程为该代谢途径的关键
部分，因此，中间代谢产物,"-#葡萄糖的添加与目
的产物是否直接相关决定着该代谢途径的合理与

否+另外，=P4#..是由,"-#半乳糖醛酸聚合而成，
还是由半乳糖醛酸直接聚合而成，都直接关系着该

途径的合理与否+因此作者首先在!+,-./0’*&/,)%(
#$%&’()*%( 22J22 !$’.’’%培养过程中添加

,"-#葡萄糖和半乳糖醛酸，跟踪检测目的产物

=P4#..的合成情况，以期发现,"-#葡萄糖、半乳
糖醛酸与生物絮凝剂=P4#..合成途径的关系+实
验结果见图$+

图, ’()*葡萄糖和半乳糖醛酸的添加对!"#$%&’
()*%(--.--/,0!00$合成123*!!的影响

456&, 2DD8EA;DA78B==5A5;@;D’()*6FGE;<8B@=6BFBE*
AG:;@5EBE5=;@A789:;=GEA5;@;D123*!!
由图$可见，在发酵前$$*时，絮凝活性的变

化比较缓慢，且,"-#葡萄糖的添加对絮凝活性的
影响也较小，$$*后，絮凝活性发生大幅度增加，

,"-#葡萄糖的添加使=P4#..的絮凝活性在发酵

/$*时达到最高，比对照最高值提高了$(E+通过
对=P4#..合成过程中的几种关键酶酶活的测定发
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现，在发酵!"#时，$%&’半乳糖差向酶和$%&’半
乳糖脱氢酶的比酶活与对照相比分别提高了"(()
和*()，$%&’葡萄糖脱氢酶的比酶活也有所增加+
以上现象说明，$%&’葡萄糖是谷氨酸棒杆菌在本条
件下合成的生物絮凝剂,-.’//的前体代谢物+与

$%&’葡萄糖的添加效果不同，半乳糖醛酸的添加对
生物絮凝剂,-.’//的合成影响不大，表明,-.’//
并非由半乳糖醛酸直接聚合而来+
!+!+!/ 代谢途径关键酶活性与生物絮凝剂,-.’
//的合成 为了从酶水平上考察,-.’//生物合
成途径是否成立，作者对糖酵解途径（-0&）中的

$%&’葡萄糖焦磷酸化酶和123456途径中的$%&’半
乳糖差向酶、$%&’葡萄糖脱氢酶及$%&’半乳糖脱
氢酶进行跟踪测定+同时还将比酶活与聚半乳糖醛
酸的产量进行相关性分析，结果见图!!7，表/，"+
结果表明，以不同的底物为碳源，$%&’葡萄糖

焦磷酸化酶比酶活都与聚半乳糖醛酸的产量相偶

联，相关系数!"达到(+8*+$%&’半乳糖差向酶和

$%&’半乳糖脱氢酶比酶活也表现出相同的趋势，二
者的相关系数分别为(+9:和(+:8+但$%&’葡萄糖
脱氢酶比酶活与聚半乳糖醛酸产量的相关系数小

于(+*+

图" #$%&葡萄糖脱氢酶与聚半乳糖醛酸合成的相关性

’()*" #$%&)+,-./0102314.)056/06-7(8(7(0/6519.+3&

)6+6-7,4.5(-6-(13(0+1/

图: #$%&葡萄糖焦磷酸化酶活性与聚半乳糖醛酸合
成的相关性

’()*: ;0+67(.5/2(9<07=005#$%&)+,-./0934.92./&

92.43+6/06-7(8(7(0/6519.+3&)6+6-7,4.5(-6-(1

3(0+1/

图> #$%&半乳糖脱氢酶与聚半乳糖醛酸合成的相关性

’()*> #$%&)6+6-7./0934.92./92.43+6/06-7(8(7(0/651

9.+3&)6+6-7,4.5(-6-(13(0+1/

图? #$%&半乳糖差向酶与聚半乳糖醛酸合成的相关性

’()*? #$%&)6+6-7./009(@046/06-7(8(7(0/6519.+3&

)6+6-7,4.5(-6-(13(0+1/

表A !"#$%&’()*%(BBCBBD!EAEE>以不同底物发酵过程中不同阶段的聚半乳糖醛酸

C6<*A %.+3&)6+6-7,4.5(-6-(194.1,-01<3!"#$%&’()*%(BBCBBD!EAEE>

碳源

以下列底物为碳源时聚半乳糖醛酸质量浓度／（";／<1）
蔗糖

/ " !

葡萄糖

/ " !

果糖

/ " !

半乳糖

/ " !
聚半乳

糖醛酸
!"+* "9= *"" 9" !(" */7 87 ":( *"! "9 :7 /=7

注：在*1罐发酵过程中，分别在延滞期/、指数期"、稳定期!各点取样!次，求平均值+
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表! !"#$%&’()*%(""#""$!%&%%’胞内($)和*+,-./途径中相关酶活的检测

#012! 34+5.6.5057.8.7.+9-6+:;<=+9.:8-,8+>.:7?+4/-4-9+>@(AB&&1.-9<:7?+7.5407?C0<

酶

以下列底物为碳源时不同发酵阶段的平均比酶活／（!／"#）

蔗糖

$ % &

葡萄糖

$ % &

果糖

$ % &

半乳糖

$ % &

!’()葡萄糖
焦磷酸化酶 %*+ ,%- *%. &$. &.* *&- &%. &++ /&. %%% &&+ &-0

!’()半乳糖
差向酶 %+ %&% &%+ 0+ %-/ ,*+ *% %*% &.$ %% $&. $%+

!’()葡萄糖
脱氢酶 . $%+ %+0 $+- $.- $0+ $++ *+ %.$ . $%. ,+

!’()半乳糖
脱氢酶 -+ &%$ +-+ $$* &%. +*& $.% &$- +0+ ++ $%& %**

注：在*1罐发酵过程中，分别在延滞期$、指数期%、稳定期&各取样&次，求平均值2

!2D 胞内关键中间代谢产物的检测

!2D2& !’()葡萄糖和!’()半乳糖的检测 上述
实验从酶的角度初步断定该代谢途径存在的可能

性2为了进一步验证该途径的合理性，作者用3(14
对567)$$途径中上述关键酶的催化产物进行
检测2
在567)$$合成途径中，!’()葡萄糖与!’()

半乳糖为同分异构体，其惟一区别仅为第,位羟基
位置的不同2尽管许多学者对细胞内这两种物质的
分离进行了研究［$+］，但分离效果均不理想2作者在
前人研究的基础上，在3(14上经过尝试不同的分
离柱（糖柱、氨基柱和离子交换柱）和不同的缓冲

液，最后确定了最佳分离条件（见材料与方法）2在
此条件下，!’()葡萄糖和!’()半乳糖可被有效分
离，见图/2

%.2$0."89，%$2%0."89峰分别为混合标样中!’()葡萄糖峰

和!’()半乳糖

图E FG)B葡萄糖与FG)B半乳糖混合标样的H)*"图

I.J2E 3+40/07.-:-60970:>0/>90=4,+9=.K7L/+-6
FG)BJ,L5-9+0:> FG)BJ0,057-9+-: AJ.,+:7
MN@OAPQH!5-,L=:

从图 - 可看出，!"#$%&’()*%( 44:44
;%.$..*胞内的!’()葡萄糖与!’()半乳糖与标
样完全重合，且完全分开2内标法得到同样结果（图
谱未给出）2由此证明了胞内!’()葡萄糖和!’()

半乳糖的存在2

%.2$$,"89，%$2+*&"89分别为无细胞提取液中!’()葡萄糖

和!’()半乳糖

图R !"#$%&’()*%(""#""$!%&%%’无细胞提取液
的H)*"图谱（氨基柱）

I.J2R G+7+57.-:-6FG)BJ,L5-9+0:>FG)BJ0,057-9+.:
5+,,6/+++K7/0579-:AJ.,+:7MN@OAPQH!5-,B

L=:

!2D2! !’()葡萄糖醛酸的检测$ 检测方法见文献
［$/!%$］2由于!’()葡萄糖醛酸在氨基柱上的出
峰时间较晚，基线漂移比较明显（图未给出）；反相

键合柱亦无法有效分离!’()葡萄糖、!’()半乳糖
和!’()葡萄糖醛酸2经反复试验，发现阴离子交换
柱对!’()葡萄糖醛酸的分离效果较好，并在无细
胞提取液中检测出!’()葡萄糖醛酸的存在，结果
见图0，$.2但是在该分离条件下，!’()葡萄糖与

!’()半乳糖不能被有效分离（见图0）2

D 讨 论

为了从根本上提高生物絮凝剂的产量，作者在

确定了567)$$分子组成的基础上，提出了567)$$
的生物合成途径假说，然后试图通过检测中间代谢

产物和研究代谢途径关键酶活性的变化，来证明所
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构建的!"#$%%生物合成途径的合理性&

图! "#$%葡萄糖醛酸标样的&$’(图谱

)*+,! -./01/213/456789"#$%+6:;.:280*;/;*180<82%
=/2->?;86:40

图@A !"#$%&’()*%(’’B’’CDA@AAE无细胞提取液
的&$(’图谱（离子交换柱）

)*+,@A #7.7;.*8089"#$%+6:;.:280*;/;*1*0;7667F%
.2/;.*8080<82=/2->?;86:40

在发酵培养基中添加’()$葡萄糖（见图*），不
仅证明’()$葡萄糖是生物絮凝剂!"#$%%合成的
前体代谢物，同时表明’()$半乳糖差向酶和’()$
半乳糖脱氢酶在!"#$%%合成途径中起重要作用&
但是，半乳糖醛酸的添加对生物絮凝剂!"#$%%的
合成影响不大&这可能是由于 !"#$%&’()*%(
++,++-*.%../胞内的酶系不能将半乳糖醛酸单
体分子直接聚合成具有絮凝活性的半乳糖醛酸聚

合体，而必须首先转化为’()$半乳糖醛酸分子的
形式，才能在聚合酶的作用下聚合成半乳糖醛酸聚

合体&这个推测符合0123456789的结论［**］，即微生
物胞外多糖（")0）是 ’()$葡萄糖、’()$半乳糖、

’()$木糖等的活体形式聚合而成的，而这些糖是在
差向酶、脱羧酶和脱氢酶的作用下经过一系列的生

物合成反应得来的&由于生物絮凝剂!"#$%%也是
一种微生物多糖，参照黄原胶的生物合成途径［*:］，

作者认为，在!"#$%%的生物合成中，胞内’()$半
乳糖醛酸是在糖基转移酶的作用下连接在细菌萜

醇（;7<2=>548=6$>）上，生成 ;7<2=>548=6$>$>$’()$
?76#，进 而 生 成 ;7<2=>548=6$>$>$［’()$?76#$
?76#&&&］+，然后在聚合酶的作用下生成;7<2=$

>548=6$>$>$［’()$?76#$?76#&&&］+@%，一起转移到
胞外，;7<2=>548=6$>$>$从正在生长的;7<2=>548=6$>$
>$［’()$?76#$?76#&&&］+@%链上脱落下来，水解成

;7<2=>548=6$>，为下一步的聚合提供能量&
对"-)途径中 ’()$葡萄糖焦磷酸化酶和

A46=B5途径中’()$半乳糖差向酶、’()$葡萄糖脱
氢酶和’()$半乳糖脱氢酶在发酵过程中活性变化
的研究表明（表%，*，图:!C），’()$葡萄糖焦磷酸
化酶、’()$半乳糖差向酶和’()$半乳糖脱氢酶在
整个代谢过程中一直保持较高的活性，且三者的比

酶活都与聚半乳糖醛酸的产量相偶联，表明这:种
酶存在于!"#$%%合成途径中，类似的研究结果也
发现在,&-./&0*0**%1&2.-(0/2)$%1AD.:合成胞外
多糖的途径中［*E，*/］&尽管，’()$葡萄糖脱氢酶在以
蔗糖、果糖、葡萄糖为惟一碳源的发酵过程中，也存

在较高的比酶活，但与聚半乳糖醛酸的合成相关性

却比较小，说明该酶可能在!"#$%%的合成中不占
重要地位&
无细胞提取液的F)A+分离图谱（图G!%.）不

仅证明了预期代谢中间产物’()$葡萄糖、’()$半
乳糖的存在，还检测出’()$葡萄糖醛酸的存在，说
明在!"#$%%的合成途径中，中间产物’()$葡萄糖
的流向一部分经过’()$半乳糖转化成’()$半乳
糖醛酸，另一部分则在’()$葡萄糖脱氢酶的作用
下转化成’()$葡萄糖醛酸&
综合以上研究结果可以认为，在 !"#$%&’

()*%(++,++-*.%../的代谢过程中，流向产物
的代谢流的主要历程是从%$磷酸葡萄糖开始，首先

在’()$葡萄糖焦磷酸化酶的催化下转化为’()$
葡萄糖，后者在’()$半乳糖差向酶的作用下继续

转化为’()$半乳糖，’()$半乳糖再经’()$半乳

糖脱氢酶还原为产物合成的前体物质’()$半乳糖

醛酸，最后聚合成半乳糖醛酸多聚体；同时有一部

分’()$葡萄糖经’()$葡萄糖脱氢酶催化转化成

’()$葡萄糖醛酸，再在’()$葡萄糖醛酸差向酶的

作用下转化为’()$半乳糖醛酸，最后聚合成半乳

糖醛酸多聚体&当然，鉴于微生物体内代谢过程的

复杂性，所构建的!"#$%%生物合成途径还需用同

位素示踪检测的方法进一步确证&此外，’()$半乳

糖醛酸如何形成最后的半乳糖醛酸多聚体并分泌

至胞外，有待更深入地研究才能揭示&
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