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摘要：使用营养缺陷型培养基、运用透明圈法从甘蔗土壤中筛得高产右旋糖苷

酶的微生物ＳＧＣ－２，根据菌株的形态和１６ＳｒＤＮＡ基因序列对其进行分析鉴
定，并对其发酵产酶条件进行优化．结果表明，ＳＧＣ－２为巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｇａｔｈｅｒｉｕｍ），该菌株的适宜产酶条件为：右旋糖酐 Ｔ２０００质量浓度２０ｇ／Ｌ，牛
肉膏质量浓度１０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ质量浓度４ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４质量浓度０．４ｇ／Ｌ，接种时间
３６ｈ，接种量３％，发酵时间９６ｈ．该条件下，右旋糖苷酶酶活可高达２８．３２Ｕ／
ｍＬ，比优化前提高了１５１％．该右旋糖苷酶产生菌为首次报道，这为筛选高产右
旋糖苷酶微生物的研究提供了一定的理论基础．
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０　引言

作为一种诱导酶，右旋糖苷酶可专一性水

解右旋糖酐分子中的 α－１，６葡萄糖苷键，降

解得到小分子的右旋糖酐、葡萄糖、异麦芽糖以

及少量低聚糖等［１］．右旋糖苷酶具有重要的应

用价值．如在制糖工业中，右旋糖苷酶可以降解

以右旋糖酐为主的多糖聚合物，从而降低产品

黏度，减少蔗糖损耗，提高生产效率［２］．在口腔

疾病治疗方面，细菌多糖即右旋糖酐是牙菌斑

的主要成分，右旋糖苷酶能够降低黏性多糖对

牙齿表面的粘附性，从而对龋齿和牙周病的防

治具有重要意义［３］．在临床医学领域，右旋糖苷

酶可以用于处理大分子右旋糖酐以制作代血

浆，治疗失血性休克［４］．

右旋糖苷酶在动物、植物和微生物中都普

遍存在，真菌和细菌等微生物是其来源．其中，

真菌是商品化右旋糖苷酶的主要来源，如淡紫

拟青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｌｉｌａｃｉｎｕ）、绳状青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌ

ｌｉｕｍｆｕｎｉｃｕｌｏｓｕｍ）、细丽毛壳菌（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ

ｇｒａｃｉｌｅ）、淡黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｌｕｔｅｕｍ）等［５－８］．

目前国内外报道可以生产右旋糖苷酶的细菌包

括链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓ）、黄杆菌（Ｆｌａｖｏｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍｓｐ）、嗜纤维菌（ＣｙｔｏｐｈａｇａＳＰ）、交替单胞

菌（Ａｌｔｅｒｍｏｎａｓｅｓｐｅｊｉａｎａ）、交替假单胞菌（Ｐｓｅｕｄ

ｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｔｅｔｒａｏｄｏｎ） 和 氧 化 节 杆 菌

（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｏｘｙｄａｎｓ）等［９－１１］．与真菌来源相

比，细菌来源的右旋糖苷酶具有发酵时间较短、

次生代谢产物少、分离纯化简便等优势，但其酶

活力普遍较低．吴定涛等［１２］从土壤筛选出一株

棘孢青霉菌株，其产右旋糖苷酶的酶活力为

７５．６Ｕ／ｍＬ．Ｍｏｈａｍｅｄ等［１３］报 道 的 一 株 青

霉－２５８产右旋糖酐酶的酶活力为４１．８Ｕ／ｍＬ．

焦豫良等［１１］从海泥筛选出的埃氏交替单胞菌

Ａ．ｅｓｐｅｊｉａｎａＹＳＮ４１２，其右旋糖苷酶的酶活力仅

为 ９Ｕ／ｍＬ．李卫娟等［１４］发现的海洋细菌

ＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｏｘｙｄａｎｓＫＱ１１在优化条件下产右旋

糖苷酶的酶活力仅为４．６９７Ｕ／ｍＬ．但以上研究

仍存在发酵时间长或酶活性低等问题．鉴于此，

本研究旨在筛选出一株细菌来源的高产右旋糖

苷酶的菌株，对其进行分子生物学鉴定和产酶

条件优化，为筛选高产右旋糖苷酶微生物的研

究提供一定的理论基础．

１　材料与方法

１．１　样品
广西某糖厂甘蔗渣；某糖厂污水；甘蔗

土样．

１．２　培养基
筛选培养基：右旋糖酐 Ｔ２０００，质量浓度

１０．０ｇ／Ｌ；蛋白胨，质量浓度５．０ｇ／Ｌ；氯化钠，

质量浓度４．０ｇ／Ｌ；硫酸镁，质量浓度０．４ｇ／Ｌ；

琼脂粉，质量浓度２０．０ｇ／Ｌ；蒸馏水配制，ｐＨ值

自然．

种子培养基：右旋糖酐 Ｔ２０００，质量浓度

６．０ｇ／Ｌ；蛋白胨，质量浓度３．０ｇ／Ｌ；ＮａＣｌ，质量
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浓度２．４ｇ／Ｌ；ＭｇＳＯ４，质量浓度０．２４ｇ／Ｌ；蒸馏

水配制，ｐＨ值自然．

液体发酵培养基：右旋糖酐Ｔ２０００，质量浓

度１０．０ｇ／Ｌ；蛋白胨，质量浓度５．０ｇ／Ｌ；ＮａＣｌ，

质量浓度４．０ｇ／Ｌ；ＭｇＳＯ４，质量浓度０．４ｇ／Ｌ；

蒸馏水配制，ｐＨ值自然．

ＬＢ培养基：蛋白胨，质量浓度１０ｇ／Ｌ；酵母

膏，质量浓度５ｇ／Ｌ；ＮａＣｌ，质量浓度１０ｇ／Ｌ；蒸

馏水配制，ｐＨ值自然．

以上培养基［１５］均在 １１５℃ 下湿热灭菌

３０ｍｉｎ．

１．３　方法
１．３．１　菌株的筛选方法　首先，用无菌水对样

品进行梯度稀释，选取合适的稀释度，涂布于筛

选培养基平板上，于３７℃温度下倒置培养３～

６ｄ．方法１：用 Ｓｉｍｏｎｓｏｎ的快速透明圈法筛选

出右旋糖苷酶产生菌株，即将无水乙醇倒入培

养好的平板，置于冰箱中冷冻２ｈ后取出，凡在

菌落周围出现透明圈的便是右旋糖苷酶产生

菌．方法２：在长出菌落的平皿中倒入适量的革

兰氏碘液，可快速观察到透明圈出现情况．

接着，挑取有透明圈的菌落进行划线纯化，

于３７℃下培养４８ｈ后，获得单菌落并对其进行

编号、保藏．将保藏菌株接入种子发酵培养基，于

３７℃下，２００ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ．按３％的接种量接

入液体发酵培养基，于３７℃下，２００ｒ／ｍｉｎ培养

９６ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液测定酶

活力大小．每个菌落设置３个平行试验，取平均

值．筛选出酶活力高的菌株进行后续实验［１６，１７］．

１．３．２　菌株的遗传稳定性试验方法　用固体

筛选培养基对高产右旋糖苷酶菌株进行传代培

养，每隔２４ｈ传代１次，于３７℃下培养４８ｈ．挑

取菌株至种子培养基，于３７℃下，２００ｒ／ｍｉｎ培

养２４ｈ；随后，按３％的接种量接种至发酵培养

基中，于３７℃下，２００ｒ／ｍｉｎ培养９６ｈ，１００００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液测定酶活力大小．菌

株发酵时设置３个平行试验，取平均值．依次传

１０代，在传代培养过程中，将测定 ＯＤ６００下菌株

在发酵培养基中的生物量，并观察菌体细胞的

形态及其菌落形态．

１．３．３　菌株的鉴定　形态学鉴定：在平板上划

线接种产酶菌株，置于３７℃下培养，观察并记

录菌落形态、颜色等特征，在光学显微镜下观察

菌株的个体形态，根据《伯杰细菌鉴定手册》［２０］

鉴定菌株的种属．

分子生物学鉴定：提取细菌基因组 ＤＮＡ，

使用特异性引物扩增１６ＳｒＤＮＡ序列，扩增上游

引物 ２７Ｆ：５’ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＡＧ３’，下

游引物１４２９Ｒ；５’ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’．

ＰＣＲ扩增反应体系：正向引物与反向引物

各１μＬ，ＤＮＡ模板８μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ聚合酶

１０μＬ，总计２０μＬ．

ＰＣＲ扩增反应程序：９８℃下变性１０ｍｉｎ，

９８℃下变性 ０．５ｍｉｎ，５５℃下退火０．５ｍｉｎ，

７２℃下延伸０．７５ｍｉｎ，３０个循环，７２℃下终延

伸１０ｍｉｎ，４℃下保存．

使用琼脂糖凝胶电泳分离纯化 ＤＮＡ，进行

胶回收目的片段，将 ＰＣＲ产物送至上海生物工

程公司测序．将所得 １６ＳｒＤＮＡ基因序列于

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已有的序列进行 Ｂｌａｓｔ分析，

从ＧｅｎＢａｎｋ中选择近缘菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因

序列，采用ＭＥＧＡ７．０软件程序的 ＮＪ比邻法构

建系统发育树，以确定该菌株的分类学地

位［１５，１９］．

１．３．４　发酵培养条件的优化　将筛选获得的

菌株ＳＧＣ－２进行产酶条件（如碳源、氮源、金

属离子等）的优化．先测定菌株的生长曲线和

发酵曲线，再优化其他产酶条件．碳源为蔗糖，

右旋糖酐Ｔ２０００，右旋糖酐 Ｔ７０，α－乳糖，葡萄

糖，可溶性淀粉；碳源质量浓度分别为５ｇ／Ｌ，

１０ｇ／Ｌ，１５ｇ／Ｌ，２０ｇ／Ｌ，２５ｇ／Ｌ，３０ｇ／Ｌ，３５ｇ／Ｌ，

４０ｇ／Ｌ，４５ｇ／Ｌ，５０ｇ／Ｌ；氮源种类分别为牛肉

·３１·
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膏、蛋白胨、酵母粉、硝酸钠、尿素、氯化铵、硫酸

铵（１０．０ｇ／Ｌ）；氮源质量浓度分别为 ５ｇ／Ｌ，

１０ｇ／Ｌ，１５ｇ／Ｌ，２０ｇ／Ｌ，２５ｇ／Ｌ，３０ｇ／Ｌ，３５ｇ／Ｌ；

ＮａＣｌ质量浓度分别为 ０ｇ／Ｌ，４ｇ／Ｌ，１０ｇ／Ｌ，

１５ｇ／Ｌ，２０ｇ／Ｌ，２５ｇ／Ｌ，３０ｇ／Ｌ；接种量分别为

１％，２％，３％，４％，５％，６％，７％，８％；培养基装

液量分别为 ３０ｍＬ，４０ｍＬ，５０ｍＬ，６０ｍＬ，

７０ｍＬ，８０ｍＬ．以上均设置３个平行试验，取平

均值．通过测定不同条件下酶活的变化情况，获

得碳源种类、碳源浓度、氮源种类、氮源浓度、

ＮａＣｌ浓度、接种时间、接种量、装液量等发酵条

件对产酶活力的影响．

１．３．５　酶活力的测定方法　右旋糖苷酶活力

测定采用 ＤＮＳ比色法．具体操作如下：发酵液

置于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取上清液得

粗酶液．取适当稀释后的粗酶液０．５ｍＬ，加入

到含有１．５ｍＬ３％右旋糖酐Ｔ７０（缓冲液）的具

塞刻度试管中，于４５℃下水浴保温１５ｍｉｎ，立

即按ＤＮＳ法测定还原糖含量［１８］．

参照葡萄糖的标准曲线计算样品中的还原糖

含量，最终计算出酶活力．酶活力单位（Ｕ／ｍＬ）

定义：在上述反应条件下，每ｍＬ酶液在１ｍｉｎ内

使底物降解生成１μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量．

２　结果与分析

２．１　产右旋糖苷酶微生物的筛选结果
２．１．１　初筛结果　各采样点样品稀释涂布划

线培养筛选出产酶菌株情况如表１所示，产酶

菌株初筛平板透明圈结果如图１所示．

由表１可知，使用酒精透明圈法可以筛选
出产右旋糖酐酶产生菌，但将产透明圈菌株划

线至筛选培养基时，菌株存活率相对低．其原因
可能是由于酒精存贮时间太久而具有毒害作用

和冷冻对菌种的影响，导致菌株划线培养时基

本都不生长．而使用碘液法则可避免这种问题，
即将革兰氏碘液倒入长出菌落的平板中，过

３０ｓ后培养基会染成深棕色，而右旋糖酐酶产
生菌的周围便会有透明圈．这种方法不仅快速、
便捷，且划线生长率也比酒精透明圈法高．
２．１．２　复筛结果　用透明圈法对全部菌株进
行初筛和纯化培养，共获得存活的产透明圈菌

株５０株．将其接入液体发酵培养基，经３７℃
下，２００ｒ／ｍｉｎ培养６ｄ后，１００００ｒ／ｍｉｎ离心取
得上清液，测定酶活力，其中酶活力较高的菌株

发酵复筛的结果见表２．从表２复筛的结果可
以看出，菌株 ＳＧＣ－２的酶活力最高为
１１．２６Ｕ／ｍＬ．
２．２　菌株的发酵遗传稳定性试验结果

传代培养过程中菌株的生物量及酶活变化

如图２所示．由图２可知，从第１代至第１０代
菌液的生物量变化不大，菌株在平板上的菌落

形态相同，在光学显微镜下观察传代过程中菌

株细胞形态，其形态特征一致，无明显突变现

象．经传代发酵培养，第１代至第１０代的酶活

表１　产右旋糖苷酶微生物的筛选结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｄｅｘｔｒａｎ

采样点 稀释度 涂布总平板数 产透明圈菌株数 纯化存活菌株 产酶菌株鉴定法

糖厂甘蔗渣Ａ １０－４，１０－５，１０－６ ５０ ４０ ７ 酒精透明圈法

糖厂甘蔗渣Ｂ １０－５，１０－６ ５０ ４３ ０ 酒精透明圈法

糖厂污水Ａ １００，１０－１，１０－２，１０－３ ５０ １０ ０ 酒精透明圈法

糖厂污水Ｂ １００ １０ ５ ２ 碘液透明圈法

甘蔗土样Ａ １０－６ ５０ ３ ３ 酒精透明圈法

甘蔗土样Ｂ １０－４，１０－５ ５０ ０ ０ 酒精透明圈法

甘蔗土样Ｃ １０－６，１０－７，１０－８ ５０ ３２ １８ 碘液透明圈法

甘蔗土样Ｄ １０－６，１０－７，１０－８ ５０ ２０ ２０ 碘液透明圈法

·４１·
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图１　产酶菌株在初筛平板上形成的透明圈

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｃｉｒｃｌｅｏｆｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｓｔｒａｉｎｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｌａｎ

表２　产右旋糖苷酶微生物的筛选结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｄｅｘｔｒａｎ

编号
ＯＤ５４０值

对照组 试验组

还原糖
质量／ｍｇ

酶活／
（Ｕ·ｍＬ－１）

ＭＧ－１－５ ０．００７７ ０．０１３７ ０．０９８８ ４．１７
ＭＧ－１－２３ ０．００８８ ０．０１４６ ０．０９８７ ４．１６
ＭＧ－１－２４ ０．０１４６ ０．０２３７ ０．１０１２ ４．４９
ＭＧ－１－２５ ０．０１４２ ０．０２３６ ０．１０１５ ４．５３
ＭＧ－２－３－０．００１８ ０．００４０ ０．０９８８ ４．１７
ＳＧＡ－１－１－０．０１４５－０．００７１ ０．１０００ ４．３２
ＳＧＡ－１－２－０．０２３４ ０．００２３ ０．１０３２ ４．７６
ＳＧＣ－２ ０．０６８５ ０．１４６２ ０．１５２０ １１．２６
ＳＧＣ－４ ０．１１１１ ０．１５０８ ０．１２３９ ７．５１
ＸＪ－２ ０．２００３ ０．２１５８ ０．１０６０ ５．１３
ＸＪ－５ ０．１０８７ ０．１７２４ ０．１４１６ ９．８８

图２　菌株ＳＧＣ－２的遗传稳定性

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＳＧＣ２

相对稳定，均在１１．２Ｕ／ｍＬ左右，无明显下降

现象．这说明菌株 ＳＧＣ－２具有稳定的遗传特

性，可以选择其作为后续研究的试验菌株．

２．３　菌株鉴定结果
２．３．１　形态学鉴定结果　菌株 ＳＧＣ－２在筛

选培养基上生长２４ｈ后形成的菌落形态特征

如图３所示．由图３ａ）可知，菌体呈圆形，黄褐

色，边缘整齐，表面光滑，湿润．由图３ｂ）可知，

在显微镜下，菌体呈杆状，末端圆，大小约

１．４μｍ×３．５μｍ，单个或呈短链排列，可运动．

２．３．２　分子学鉴定　利用１６ＳｒＤＮＡ通用引物

对菌株ＳＧＣ－２基因组进行ＰＣＲ扩增和电泳检

测，凝胶电泳图如图 ４所示．由图 ４可知，在

１５００ｂｐ处有一明亮的特征条带，琼脂糖凝胶胶

回收纯化目标条带后，经上海生工生物有限公

司测序，将所得１６ＳｒＤＮＡ基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ

图３　菌株ＳＧＣ－２的形态特征

Ｆｉｇ．３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎＳＧＣ２

图４　菌株ＳＧＣ－２的１６ＳｒＤＮＡ凝胶电泳图

Ｆｉｇ．４　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｉａｇｒａｍｏｆ

１６ＳｒＤＮＡｏｆｓｔｒａｉｎＳＧＣ２
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数据库中已有的序列进行 Ｂｌａｓｔ分析，从 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中选择近缘菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因序列，

经 ＮＣＢＩ序列比对，菌株 ＳＧＣ－２与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍｓｔｒａｉｎ（ＮＲ１１２６３６．１）巨大芽孢杆菌

序列匹配度为 １００％．利用 ＭＥＧＡ７．０软件和

ＣｌｕｓｔｅｒＷ软件，运用 ＮＪ比邻法对包括待鉴定

菌株ＳＧＣ－２在内的１２株近缘模式菌株进行

系统发育树构建，结果如图５所示．图５显示：菌

株ＳＧＣ－２与巨大芽孢杆菌进化亲缘关系高达

９０％，由此可鉴定ＳＧＣ－２为巨大芽孢杆菌属．

２．４　发酵条件的优化试验结果
在基础发酵培养基上，对接种时间、培养基

碳源和氮源、ＮａＣｌ质量浓度、菌株接种量、培养

基装液量进行优化，确定最优的发酵培养基

配方．

２．４．１　接种时间与产酶发酵周期对产酶的影

响　接种时间是影响菌株 ＳＧＣ－２生长的重要

因素．将菌株 ＳＧＣ－２接种到发酵培养基中，

３７℃ 下２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１３４ｈ，其间定时

取发酵液，利用比浊法测定 ＯＤ６００值，绘制生长

曲线见图６．图６显示，在初始３６ｈ内，菌株生

长变化不明显，菌体增殖缓慢，生物量缓慢提

升；当培养时间达到４８ｈ以后，菌株进入对数

期，菌体快速增殖，生物量急剧提高；９６ｈ后进

入稳定期，菌体总量达到峰值，继续延长培养时

间至１０８ｈ以后，营养物质的消耗已经不利于

菌体生长代谢物的积累，导致菌体自溶，菌体生

物量呈下降趋势．故菌株的最佳接种时间为

３６ｈ．

定时间隔取发酵液，置于 １００００ｒ／ｍｉｎ，

４℃条件下离心１０ｍｉｎ，取上清液测定酶活，其

结果如图６所示．由图６可知，初始培养４８ｈ

内，菌株产右旋糖苷酶酶活较低，表明培养初期

菌株主要靠消耗营养物质来维持菌体的增殖，

基本不代谢产酶．当发酵时间超过４８ｈ后，右
旋糖苷酶活大幅度提高，至 ９６ｈ产酶达到峰
值，酶活为１０．２４Ｕ／ｍＬ．这表明当菌株增殖到
一定程度时，菌株开始分泌右旋糖苷酶，酶活出

现剧增．随发酵过程的继续进行，９６ｈ后产酶量
开始降低，其原因是此时菌株进入衰亡期及营

养物质的消耗，导致菌体的产酶能力减弱．所
以，菌株的生物量与产酶能力有较密切的关系，

为保证发酵过程中充分利用菌体增殖提高产酶

能力，产酶发酵周期不宜超过９６ｈ．
２．４．２　不同碳源对产酶的影响　右旋糖苷酶
属于诱导酶，不同碳源对发酵产酶均有影响

（见图７）．分别以质量浓度为１０ｇ／Ｌ的蔗糖，
右旋糖苷Ｔ２０００，右旋糖苷 Ｔ７０，α－乳糖，葡萄
糖，可溶性淀粉作为碳源，于３７℃下，２００ｒ／ｍｉｎ
发酵１３４ｈ，测定酶活力，结果如图７ａ）所示．从
图７ａ）可知，在６种碳源中，以右旋糖酐 Ｔ２０００
发作为碳源时右旋糖苷酶活力最高，可达到

图５　菌株ＳＧＣ－２的系统进化树

Ｆｉｇ．５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎＳＧＣ２
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１２．２９Ｕ／ｍＬ；其次为右旋糖酐 Ｔ７０，以蔗糖、乳

糖和可溶性淀粉为碳源时的产酶能力相对较

弱，在５Ｕ／ｍＬ左右；以葡萄糖为底物时几乎不

产右旋糖苷酶．因此选择右旋糖酐Ｔ２０００为发

图６　菌株ＳＧＣ－２的生长、产酶曲线

Ｆｉｇ．６　Ｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅｏｆｓｔｒａｉｎＳＧＣ２

图７　碳源对产酶的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎｄｅｘｔｒａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

酵培养基的基础碳源．

在确定最适碳源后，考察碳源质量浓度对

右旋糖苷酶酶活的影响，结果如图７ｂ）所示．由

图７ｂ）可知，随着右旋糖苷 Ｔ２０００添加量的增

加，右旋糖苷酶活呈先上升后逐渐下降的趋势，

当右旋糖苷Ｔ２０００质量浓度为２０ｇ／Ｌ时，酶活

达到 １４．６Ｕ／ｍＬ，当其质量浓度超过 ２０ｇ／Ｌ

后，右旋糖苷酶活力逐渐降低．故２０ｇ／Ｌ为右

旋糖酐Ｔ２０００最适质量浓度．

２．４．３　不同氮源对产酶的影响　不同氮源种

类和质量浓度对发酵产酶有重要影响（见图

８）．在产酶基础培养基中，以质量浓度为２０ｇ／Ｌ

的右旋糖酐Ｔ２０００为培养基的碳源，分别添

图８　氮源对产酶的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅ

ｏｎｄｅｘｔｒａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
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加质量浓度为２０ｇ／Ｌ的牛肉膏、蛋白胨、酵母

粉、硝酸钠、尿素、氯化铵、硫酸铵进行产酶发

酵，试验结果如图８ａ）所示．由图８ａ）可知，菌株

ＳＧＣ－２在以牛肉膏、蛋白胨等有机氮源作为氮

源时右旋糖苷酶活力较高，其中以牛肉膏为氮

源时酶活最高，达到１９．８６Ｕ／ｍＬ．无机氮源的

产酶能力相对低，其原因可能为蛋白胨和牛肉

膏成分复杂，营养丰富，不仅可以作为氮源，还

可以提供生长因子，促进微生物生长，从而提高

产酶能力．因此，选择牛肉膏作为最佳氮源．

以牛肉膏为氮源，考察氮源质量浓度

５ｇ／Ｌ，１０ｇ／Ｌ，１５ｇ／Ｌ，２０ｇ／Ｌ，２５ｇ／Ｌ和３０ｇ／Ｌ

对右旋糖苷酶酶活的影响，其结果如图８ｂ）所

示．随牛肉膏质量浓度的不断增加，右旋糖苷酶

活力呈先提高后下降的趋势，当其质量浓度为

１０ｇ／Ｌ时，右旋糖苷酶活最高，达到２２．４５Ｕ／ｍＬ．

因此，确定牛肉膏的最适质量浓度为１０ｇ／Ｌ．

２．４．４　ＮａＣｌ质量浓度对产酶的影响　为了研

究氯化钠浓度对菌株产酶的影响，在发酵培养

基中添加氯化钠至不同质量浓度，结果如图９

所示．菌株的最适产酶ＮａＣｌ质量浓度为４ｇ／Ｌ，

当ＮａＣｌ质量浓度高于１５ｇ／Ｌ后，菌株的产酶能

力明显下降．当 ＮａＣｌ质量浓度达到２５ｇ／Ｌ时，

右旋糖苷酶产量不足最大产酶量的５０％．由此

可见，菌株产酶对ＮａＣｌ质量浓度较为敏感．

２．４．５　接种量对产酶的影响　不同接种量对

右旋糖苷酶酶活的影响如图１０所示．由图１０

可知，接种量过低会造成发酵培养基营养过剩，

微生物生长量不能产生足量的右旋糖苷酶，导

致酶活偏低；接种量过高，菌体繁殖太多，发酵

培养基营养不足以维持产酶，会导致酶活下降，

故考察接种量对右旋糖苷酶酶活力的影响．在

装液５０ｍＬ的发酵瓶中，当接种量由１％升至

３％时，菌株产右旋糖苷酶酶活明显提高；当接

种量为３％时，达最高酶活，为２３．３２Ｕ／ｍＬ；当

接种量超过３％时，酶活逐渐下降．故选择３％

为最佳接种量．

２．４．６　装液量对产酶的影响　发酵液中溶氧

量和氧气的传递效率与摇瓶装液量直接相关，

会影响发酵液中菌体对营养物质的利用速率，

从而影响右旋糖苷酶的生产效率．巨大芽孢杆

菌为需氧微生物，所以装液量的大小直接影响

着它的生长和右旋糖苷酶的产生．不同装液量

对右旋糖苷酶酶活的影响如图１１所示．由图

１１可知，在２５０ｍＬ锥形瓶中加入３０～８０ｍＬ

的液体发酵培养基，菌株产右旋糖苷酶的酶活

随着装液量的增加先提高后降低：当装液量达

到５０ｍＬ时，酶活达到最高，为２４．４８Ｕ／ｍＬ；之

后随装液量的逐步提高，产酶活逐渐降低．装瓶

量过少，水分容易挥发，不能给菌株提供正常生

产的足量营养，导致酶活偏低．而装液量过高

图９　ＮａＣｌ质量浓度对产酶的影响

Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｄｅｘｔｒａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

图１０　不同接种量对右旋糖苷酶酶活的影响

Ｆｉｇ．１０　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ

ｏｎｄｅｘｔｒａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
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时，氧气不足会影响菌株正常的新陈代谢．因

此，确定右旋糖苷酶发酵培养基的最适装液量

为５０ｍＬ．

图１１　不同装液量对右旋糖苷酶酶活的影响

Ｆｉｇ．１１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｑｕｉｄｖｏｌｕｍｅ

ｏｎｄｅｘｔｒａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．４．７　综合试验优化结果　在上述优化的培

养基及培养条件下，分别发酵培养菌株８４ｈ，

９６ｈ，１０８ｈ，进一步确定产酶条件优化的可靠

性．其结果如表３所示，在８４ｈ，９６ｈ，１０８ｈ这３

个时间点，右旋糖苷酶酶活先升高后降低，其变

化趋势同菌株的生长、发酵曲线一致．当发酵时

间达９６ｈ时，酶活达到最高，为２８．３２Ｕ／ｍＬ，

比优化前的１１．２６Ｕ／ｍＬ提高了１５１％．

表３　优化发酵条件下的产酶情况

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｏｐｔｉｍａｌ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

发酵
时间／ｈ

试验次数

１ ２ ３
酶活均值／
（Ｕ·ｍＬ－１）

８４ ２０．３０ ２２．６２ ２１．５３ ２１．４８
９６ ２８．４５ ２７．９６ ２８．５５ ２８．３２
１０８ ２４．７２ ２４．０８ ２４．１０ ２４．３０

３　结论

本文用透明圈法从甘蔗土壤中筛选出了一

株新的产高活性右旋糖苷酶菌株，经鉴定为巨

大芽孢杆菌，对该菌株的产酶条件进行优化，得

到该菌株产右旋糖苷酶发酵最优产酶条件为：

右旋糖酐Ｔ２０００质量浓度２０ｇ／Ｌ，牛肉膏质量

浓度１０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ质量浓度４ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４质量

浓度０．４ｇ／Ｌ，接种时间３６ｈ，接种量３％，发酵

时间９６ｈ．该条件下酶活达到２８．３２Ｕ／ｍＬ，与

优化前的酶活 １１．２６Ｕ／ｍＬ相比，提高了

１５１％．该右旋糖酐酶产生菌目前未见相关报

道，而且其产酶量较高，比其他产右旋糖酐酶产

生细菌具有更大优势．本研究发现了新来源的

右旋糖酐酶产生菌，为筛选高产右旋糖苷酶微

生物的研究提供了一定的理论基础．
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