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不同种驹形氏杆菌合成纤维素最适碳源
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摘要!研究不同碳源对驹形氏杆菌的几个不同菌种!
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2NF%&I3&++

和
2N3$<1

L

%3$I

"在细胞

生长%代谢及纤维素!

A(5F3@)(*53**.*-G3

#

AQ

"合成方面的影

响#旨在揭示不同纤维素产生菌对碳源的偏好和适应性$结

果表明'

2N3$<1

L

%3$I

以果糖为碳源合成
AQ

的产量最大#

2N&%=%+E1:%

和
2NF%&I3&++

利用葡萄糖时产
AQ

的能力最

佳$不同菌种合成
AQ

时与其细胞生物量%碳源的消耗量及

副产物葡萄糖酸等的积累之间未呈一致的相关性#说明每种

菌的碳源消耗与产物合成并非必然与生物量呈正相关#而只

需三者间达到合适平衡$该研究可为针对具体原料!碳源"

选择合适菌种进行
AQ

生产%提高原料利用效益提供有益

借鉴$

关键词!驹形氏杆菌&细菌纤维素&碳源适应性&菌种差异
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驹形氏杆菌%
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%=%3+;%E=3<

'是目前已知的纤维素合

成能力最强的一属细菌#广泛应用于细菌纤维素%

M(5F3@)(*

53**.*-G3

#

AQ

'和椰纤果%

0(F(435-5-

'%即食品工业中应用的

细菌纤维素'的生产$截止目前#已报道该属中有纤维素合

成能力的菌种有
!;

个*

!

+

#如
2N4

C

:+&$I

,

2N&%=%+E1:%

,

2N

<F%3=+E$I

,

2N3$<1

L

%3$I

,

2NIU+&

.

I++

,

2NF%&I3&++

等*

69;

+

$

其中#

2N4

C
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是最早被当作细菌纤维素合成机理,代谢

调控等理论研究的模式菌种#也是商业化生产和应用开发最

常用的菌种*

#

+
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在
AQ

研究领域#较多的工作是从各个角度提高菌种的

AQ

合成能力#增加产率,降低成本$众所周知#

AQ

合成是一

个受多种酶共同调控的复杂代谢过程#受碳源,氮源,无机

盐,生长因子等多种因素的影响$其中#碳源是最基本也是

最重要的影响因素之一#而葡萄糖,蔗糖等通常是许多细菌

的速效碳源$
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+考察了
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在不

同浓度果糖中合成
AQ

的能力#指出果糖浓度为
87
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时#

合成
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的产量最大$
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对
_[

培养基中的葡萄糖,甘露醇,甘油,果糖,

蔗糖,半乳糖等碳源的偏好#发现其较偏爱蔗糖和甘油$
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等*
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合成
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的能力#研究蔗糖,葡萄糖,丙三醇不同碳源对其合成能力的

影响#发现果糖是其最适碳源#产量达
62$;
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$此外#
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+也对培养基的组成进行了优化$说明

针对某一具体菌种#优化培养基组成是最重要的研究#也是

最受关注的,提高
AQ

产率的首选措施之一$

本课题组一直从事
AQ

的研究#保藏有多个驹形氏杆菌

属的菌种$为探明不同菌种在碳源利用方面的适应性和偏

好差异#本试验拟从不同碳源对几种驹形氏杆菌%

2N&%=%,

+E1:%

,

2NF%&I3&++

和
2N3$<1

L

%3$I

'在其生长,代谢及
AQ

合

成方面的影响进行研究#旨在广泛了解不同菌种合成
AQ

的

营养特性#为
AQ

和椰纤果的发酵生产在原料和菌种的匹配

选择方面提供有益借鉴$
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材料与方法
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菌种和菌株
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#用盐酸调
?

_
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#于
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下

灭菌
67')0

#冷却备用-

斜面固体培养基(用
N>%

种子培养基添加
6S

的琼脂-

发酵培养基(碳源
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碳源分别是葡萄糖,果糖和半乳糖#于
!6! \

下灭菌

67')0

#冷却备用$

!26

!

主要仪器设备

自动压力蒸汽灭菌锅(

B!#;Zb

型#致微仪器有限公司-

立式双层恒温培养箱(

[df&6!!6A

型#金坛市盛蓝仪器

有限制造公司-

高速 冷 冻 离 心 机(

A)-I.

1

3[F@(F-G

型#德 国
O+3@'-

公司-

电热鼓风干燥箱(

!7!&!&A[

型#上海跃进医疗器械厂-

液相色谱仪(

>

1

)*30F!687

型#安捷伦科技有限公司等$

!2:
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方法

!2:2!

!

不同菌种的发酵
!

分别取一环活化好的斜面种子接

种至
67'RN>%

培养基中#于
:7\

静置培养
;T+

制备种子

液$再以
6S

%

Y

)

Y

'接种至装有
87'R

不同碳源发酵培养基

的
!77'R

三角瓶中#混匀后于
:7\

下静置培养#定时各取

一瓶检测发酵液中各指标#每个处理设
:

个重复$

!2:26

!

AQ

产量测定
!

取发酵液中的
AQ

膜#用蒸馏水反复

冲洗$再置于
72!'-*

)

R=(X_

中#经
T7\

水浴一定时间#

直到膜呈白色或乳白色#接着用去离子水多次浸泡至溶液呈

中性#然后于
T7\

烘箱中干燥至恒重#即为
AQ

干重%

1

)

R

'$

!2:2:

!

生物量的测定
!

参照文献*
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+$发酵培养物%含
AQ

膜的发酵液'经
;\!6777]

1

离心
!7')0

#将上清液合并

于
967\

保存备用#沉淀用去离子水离心清洗
6

次#接着置

于含
!S

%

-

)

Y

'纤维素酶%

!7777h
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柠檬酸缓冲液%

?

_#27

'中于
#7\

水浴
6+

$待

AQ

膜完全溶解#将酶解液于
;\!6777]

1

离心
!7')0

#所

得沉淀再用去离子水洗涤离心
6

次$最后#将离心沉淀物于

T7\

烘箱干燥至恒重#即为以干重计的细胞生物量%

1

)

R

'$
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!

碳源消耗量的测定
!

采用
Z=[

法测定发酵液中的

残糖#用不含碳源的发酵培养基作空白对照#碳源消耗量

%

1

)

R

'以起始糖含量扣除发酵液中的残糖量来计算$

!2:2#

!

其他指标的测定
!

采用高效液相色谱法*

!;

+对发酵

液中主要副产物葡萄糖酸和乙酸的浓度进行测定$测定条

件(色谱柱为
WXNA>j&[A&>

e

%

;28'']6#7''

#

#

&

'

'-

流动相为水溶液 %用高氯酸调
?

_

值至
62#

'#流速为

728'R

)

')0

-柱温
:7\

-进样量
!7

&

R

$样品处理(取适量

先前离心保存的发酵液用去离子水稀释一定倍数#

7266

&

'

滤膜过滤$采用内标法和外标法对其进行定性和定量分析$

6

!

结果与分析
62!

!

不同菌种的
AQ

产量与其生物量的关系

对菌种在不同碳源中细胞的生长情况和
AQ

产量进行了

动态监测$不同菌种产
AQ

的量与其生物量间的关系见

图
!

#发现
2N3$<1

L

%3$I

,

2NF%&I3&++

和
2N&%=%+E1:

的
AQ

合成与其细胞生长之间的相关性并非一致$当以半乳糖为

碳源时#

:

种菌的生物量都最低且增长较为平缓#未呈现对

数生长的典型特点-

2N3$<1

L

%3$I

以葡萄糖作碳源时生物量

最高#呈现较明显的对数生长特点#而
2NF%&I3&++

和
2N

&%=%+E1:%

以果糖作碳源时生物量最高#其对数增长特点也不

典型$

!!

由图
!

可知#

2N3$<1

L

%3$I

对
:

种糖的适应性差异较

大#合成
AQ

以果糖为最适碳源-

2NF%&I3&++

和
2N&%=%+E1:%

的最适碳源为葡萄糖#且
2NF%&I3&++

以
:

种糖为碳源时#生

物量都不高#而
AQ

产量却都较高$在生物量达到最高的葡

萄糖为碳源时#

2N3$<1

L

%3$I

的
AQ

产量未达到最高-在生物

量最高的果糖培养基中#

2NF%&I3&++

和
2N&%=%+E1:%

的
AQ

产量也未达到最高$

2NF%&I3&++

,

2N&%=%+E1:%

在果糖和半

乳糖培养基中生物量相差
6

$

:

倍#而
AQ

产量却差异不大-

在半乳糖培养基中三菌种的生物量虽然最低#但
2N&%=%,

+E1:%

,

2NF%&I3&++

的
AQ

产量并未达最低$由此说明#在所

考察的
:

种菌中#并未呈现细胞生物量高其
AQ

产量也高的

特点$这种
AQ

产物并不与细胞生物量间呈正相关的原因可

能与
AQ

产物形成的特殊性有关#菌体在分泌纤维素的同时

又被包裹于纤维素凝胶之中#其增殖情况与在溶液中状态并

不相同$而且结合长期研究的经验发现#产纤维素的这类细

菌的细胞增长呈现一种特殊规律#即由于菌体不直接处于溶

液中#其细胞增殖并不会出现衰亡期#而能一直随着纤维素

凝胶膜的增厚持续增殖$
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不同菌种的
AQ

产量与
?

_

变化的关系

培养基的
?

_

值既影响菌体生长也影响代谢产物的合

成$由图
6

可知#

:

种菌都在葡萄糖培养基中
?

_

变化最剧

烈且降幅最大#在果糖培养基中下降不多,变化相对平缓#在

T:

基础研究
!
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图
!

!

不同菌种的
AQ

产量与生物量的关系
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.@3!
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N3*(F)-0G+)

?

M3FJ330AQ

?

@-4.5F)-0M

H

4)II3@30FG

?

35)3G(04M)-'(GG

半乳糖中变化居中$但
:

种菌在果糖培养基中的
AQ

产量#

仅
2N3$<1

L

%3$I

的达到最高#

2NF%&I3&++

和
2N&%=%+E1:%

的都是在葡萄糖培养基中最高#说明不同菌种的
?

_

变化并

非同向地影响
AQ

的产量水平#这可能是所采用的菌种对

?

_

值耐受的范围较大*

!#

+

#不足以影响其产物
AQ

的合成水

平#而碳源种类通过直接影响合成途径的起始端,影响
AQ

合成的前体物%

hZYB*5

'的供应水平#成为最主导的影响

因素$

62:

!

不同菌种的
AQ

产量与碳源消耗的关系

一般地#菌种消耗的碳源一方面用于菌体细胞增殖#另

一方面用于产物合成$由图
:

可知#

2N3$<1

L

%3$I

在葡萄糖

培养基中碳源的消耗最大#但
AQ

产量并未达最高#因其生物

量最大%见图
!

'-

2NF%&I3&++

,

2N&%=%+E1:%

在葡萄糖作碳源

时消耗也非常大#其
AQ

合成产量却达到最高水平#因为其生

物量不大%见图
!

'$说明碳源消耗与细胞生物量和产物合成

图
6

!

不同菌种的
AQ

产量与
?

_

变化的关系

V)

1

.@36

!

N3*(F)-0G+)

?

M3FJ330AQ

?

@-4.5F)-0M

H

4)II3@30FG

?

35)3G(04

?

_5+(0

1

3

之间需达到恰当的平衡#并与
?

_

变化相匹配#才能获得最

佳的产物收获$

62;

!

不同菌种的
AQ

产量与代谢副产物的关系

AQ

合成途径的起始阶段#葡萄糖
&8&

磷酸在变位酶催化

下生成葡萄糖
&!&

磷酸#也可被脱氢氧化生成葡萄糖酸
&8&

磷

酸#后者将经过磷酸戊糖%

_UY

'途径供应细胞所需的戊糖

和还原力等*

!8

+

#但若葡萄糖酸过多#将直接影响纤维素合成

的前体物%

hZYB*5

'的供应水平而影响
AQ

的产量*

!:

+

$因

此#筛选葡萄糖酸合成水平适中的菌种有利于提高目标产物

AQ

的合成水平$

由表
!

可知#

2N3$<1

L

%3$I

在葡萄糖培养基中副产物葡

萄糖酸产量很高#乙酸也较高#因此其
?

_

值降幅较大%见

图
6

'#同时还可解释其细胞生物量大%见图
!

'#碳源消耗也

大%见图
:

'#但
AQ

产量却不高的原因-而其利用果糖时由于

葡萄糖酸副产物很少%未检出'#生物量也不太大#故其
AQ

产

":
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表
!

!

发酵结束后不同菌种
AQ

产量与葡萄糖酸&乙酸的关系`

O(M*3!

!

N3*(F)-0G+)

?

M3FJ330AQ

H

)3*4(04

1

*.5-G3(5)4

'

(53F)5(5)4

?

@-4.5F)-0M

H

4)II3@30FG

?

35)3G(IF3@I3@'30F(F)-0

1

(

R

!!!

菌种
葡萄糖培养基

AQ

乙酸 葡萄糖酸

果糖培养基

AQ

乙酸 葡萄糖酸

半乳糖培养基

AQ

乙酸 葡萄糖酸

2N3$<1

L

%3$I 728; 72:: !!2$: !2!: 72"8 =Z 72;6 72!$ :2"T

2NF%&I3&++ 72"$ 7266 "2"T 72;8 728$ =Z 72;$ 72!! !2T:

2N&%=%+E1:% !26# 726$ $2;7 72"# 72$# =Z 72T: 7267 !2#;

!!!!

`

!

=Z2

表示未检出$

图
:

!

不同菌种的
AQ

产量与碳源消耗的关系

V)

1

.@3:

!

N3*(F)-0G+)

?

M3FJ330AQ

?

@-4.5F)-0M

H

4)II3@30F

G

?

35)3G(045(@M-0G-.@535-0G.'

?

F)-0

量在果糖培养基中达到最高水平%

!2!:

1

)

R

'-

2NF%&I3&++

和

2N&%=%+E1:%

由于在葡萄糖培养基中生物量不大#副产物葡

萄糖酸也不太高#故较大的碳源消耗%见图
:

'可以获得最高

的
AQ

产量-在果糖培养基中#各菌种由于细胞生物量最大#

尽管副产物葡萄糖酸很少#但其主产物
AQ

产量仍处于居中

水平$因此综合分析#

2N3$<1

L

%3$I

以果糖为最适碳源#

2N

F%&I3&++

和
2N&%=%+E1:%

以葡萄糖为最适碳源$从碳源利用

的角度来看#半乳糖培养基中适宜以
2N&%=%+E1:%

为菌种进

行
AQ

生产#果糖培养基中适宜以
2N3$<1

L

%3$I

为菌种进行

AQ

生产#葡萄糖培养基中宜以
2N&%=%+E1:%

为菌种进行
AQ

生产$

:

!

结论
本研究利用合成培养基成分明确且稳定的特点#通过驹

形氏杆菌属的几个常见菌种考察了它们在不同碳源中合成

AQ

能力的情况$结果表明(

2N3$<1

L

%3$I

以果糖为碳源时

细胞增殖量适中#葡萄糖酸等副产物量少#

?

_

值下降幅度不

大#因此合成
AQ

的产量最高#为
!2!:

1

)

R

-而
2NF%&I3&++

和
2N&%=%+E1:%

以果糖为碳源时因细胞生物量太大#导致

AQ

产量%

72"T

1

)

R

'不高#而以葡萄糖为碳源时其代谢能力

更强#且 细 胞 生 物 量 适 中#从 而 合 成
AQ

的 产 量 最 大

%

!26#

1

)

R

'-

:

种菌以半乳糖为碳源合成
AQ

的水平都最低#

而当需要利用原料中半乳糖碳源时#选择
2N&%=%+E1:%

进行

AQ

生产才是较合适的$同时发现不同菌种合成
AQ

时与其

细胞生物量,碳源的消耗量及副产物葡萄糖酸等积累之间并

未呈一致的相关性#说明每种菌的碳源消耗与产物合成并非

必然与生物量呈正相关#而只需三者间达到合适平衡$可

见#研究菌种对碳源的适应性和偏好性#可针对具体菌种来

筛选最有利于
AQ

合成的合适碳源#而且可为针对具体原料

%碳源'选择合适菌种进行
AQ

生产,提高原料利用效益提供

试验依据$
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