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*67对!"#$%&突变株聚唾液酸产量的影响

詹晓北， 于军华， 吴剑荣， 朱 莉， 仇英海， 王 磊
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!"2$/3）

摘 要：在不同的-8条件下，用*67连续处理!"#$%&，得到突变菌株9:!;<2；摇瓶培养，发酵液
中聚唾液酸产量达!0$$=>／?，比出发菌株提高了"/$$=>／?，提高幅度为<!)#@，且生产能力
稳定)提取发酵液中的聚唾液酸，红外光谱鉴定其纯度，"/A核磁共振图谱表明，该多糖是一种";!，0
糖苷键连接的唾液酸同聚物)
关键词：聚唾液酸；*67；-8
中图分类号：B%// 文献标识码：C
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*;乙酰神经氨酸或 *;羟乙酰神经氨酸以

";!，0，";!，%或";!，0／";!，%糖苷键连接而成的直
链分子称为聚唾液酸（-’(TQEF(ESFSEP’NS’(’=EKES
FSEP）［"］，其经过酸水解或酶水解后得到唾液酸单
体)唾液酸在医学领域有着广泛的用途［!］)人们首
先在蛋黄粉、牛乳乳清、酪蛋白和人血清中提取到

唾液酸单体［/#3］，但是上述方法产量低，成本高)为
了提高聚唾液酸的产量，降低成本，以后又在!’,
#()*&#(&+#$%&5!/#的发酵液中发现聚唾液酸［#］)为

此，作者用*;甲基;*’;硝基;*;亚硝基胍（*67）处
理出发菌株，收到良好的效果，现将结果报告如下)

C 材料和方法

CDC 材料

C)C)C 培养菌株" 大肠杆菌（!’#()*&#(&+#$%&）

5!/#;M192（作者所在研究室保藏）)
C)C)E 种子培养基（>／?）"*FA(#，胰蛋白胨"$，
牛肉膏#，-8<)$#<)!)
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!!!!" 斜面培养基（"／#）! 种子培养基中加入琼
脂$%!&’!
!!!!# 发酵培养基（"／#）$ 固体山梨醇 (’，

)*+,-.，胰蛋白胨$!’，/&*01+·(*&1&&，2"31+
’!.，4*5!%!5!6!
!!!!$ 鉴别培养基（"／#）$ 发酵培养基，加上琼脂

$%!&’，再加入$7溴百里酚蓝指示剂!
!%& 实验方法

!!&!! 斜面培养$ 保存的斜面菌种，接一环到新鲜
的斜面培养基上，(58培养$&9!
!!&!& 菌悬液制备$ 接一环长好的斜面菌种到装
有(’:#种子培养基的&%’:#三角瓶中，(58，

&&’;／:<=，培养$&9!无菌条件下吸取&’:#到装
有&’:#种子培养基的&%’:#三角瓶中，(58，

&&’;／:<=，同步培养&9!培养好后的培养液在无菌
条件下+’’’;／:<=离心$’:<=，用相同体积4*>!’
的?;<@A马来酸缓冲液或4*.!’的磷酸缓冲液［5］洗
涤&!(次，即得到菌悬液!
!!&!" )?B处理方法$ 称取$’:")?B，加$’
:#的甲醇溶解，在无菌条件下，吸取%:#菌悬液
到$’:#具塞玻璃离心管中，同时加入’!%:#的

)?B甲醇溶液，(58，$’’;／:<=，振荡!
!!&!# 初筛$ 将处理好的菌悬液+’’’;／:<=，离
心$’:<=，用4*>!’的?;<@A马来酸缓冲液或4*
.!’的磷酸缓冲液洗涤(!+次，上清液用’!$
:C-／#的)D1*溶液处理!将洗涤好的菌悬液适当
稀释，涂布于鉴别培养基，根据变色圈的大小筛选

合适的菌株接种斜面，(58，培养$&9，复筛!
!!&!$ 复筛$ 将长好的初筛菌种斜面，挑取一环，
接到装有+’:#发酵培养基的&%’:#三角瓶中，

(58，&&’;／:<=，培养%+!%.9，测发酵液中的聚
唾液酸量!
!!&!’! 聚唾液酸测定［5］ 用间苯二酚A盐酸法!红
外光谱鉴定纯度!$(,核磁共振(%8E;FGH;IJ0A
+’’，在+’’2*K下操作，聚唾液酸溶解在I&1中
（4*5!’），质量浓度为6’:"／:#!
!!&!( 聚唾液酸的纯化 除去菌体的发酵液中加
入一定量的饱和氯化钙溶液，离心去除沉淀；上清

液用超滤装置（,2L$’’’’）进行浓缩，浓缩液加
入%倍体积分数为>%7的乙醇，静置若干小时后离
心，所得沉淀物用体积分数为5%7的乙醇洗涤、离
心(遍!将沉淀聚唾液酸粗品溶解于水，加入硫酸
铵使达到质量分数为%’7的饱和度，静置后离心去
除蛋白沉淀；上清液用3HMD"试剂去蛋白，之后用透
析膜透析+69，透析液过阳离子交换柱（争光

?I’$(，$’::N6’::）进行脱色和去除杂质!一
个柱体积去离子水洗脱，收集液体进行冷冻真空干

燥，即得到纯度较高的聚唾液酸!
!!&!) 聚唾液酸的精制$ 所得到的聚唾液酸溶解
于$%::C-／#，4*6!’的磷酸缓冲液中，然后过一
用&%::C-／#，4*5!&磷酸缓冲液平衡的IOPOA
3H49DQHRPA5%柱子（$%S:N$!’S:）!柱子用%个
柱体积平衡缓冲液洗涤，聚唾液酸用&+’:#’!
’!%:C-／#)D,-（溶解于相同缓冲液）线形梯度洗
脱，收集洗脱液，测定聚唾液酸产量!收集部分含有
聚唾液酸透析&+9，冷冻干燥即得到纯品聚唾液
酸!
!%" 设备

I0JA+’’超导核磁共振仪（E;FGH，瑞士产品）
由中科院上海有机化学研究所提供；P/?PAHRA
4-C;HH;快速纯化系统（49D;:DS<D，瑞典产品）；TUA
++’红外光谱仪（岛津，日本产品）；争光?I’$(树
脂由杭州争光树脂厂提供!

& 结果与讨论

用)?B处理!"#$%&，在不同的4*条件下作用
的方式不同!为了提高聚唾液酸的产量，实验采用
连续处理的方法，即在第$次处理完毕后，筛选得
到高产突变株后，不进行培养基优化，直接进行下

一次处理!以下为第&次处理的结果!
&%! 致死率的测定
按$!&!&制得的菌悬液，在4*.!’的条件下，

用’!$:"／:#)?B处理，每隔$%:<=取样!涂布
于鉴别培养基，(58，培养+!%Q!观察菌落的大小
和形状，记数，计算致死率（见表$）!

表! *+,处理时间和致死率的关系

+-.%! +/0102-3456573480-6990-92:;15.-.2:.:*+,

8<3-=060>4>

处理时间／:<= 活菌数／个 致死率／7

’ &%6 ’

$% $(. +>!&

(’ >$ .+!6

+% (’ 66!+

.’ $ $’’

)?B被称为“超常诱变剂”，)?B在不同的4*
条件下作用的原理不同!在碱性条件下，生成重氮
甲烷引起杀菌和变异；在酸性条件下，生成亚硝酸

导致菌株死亡和变异［6］!所以实验在不同条件下连

5%+第%期 詹晓北等：)?B对!"#$%&突变株聚唾液酸产量的影响

万方数据



续处理产聚唾液酸菌株!处理时间过短，细胞突变
程度较小，菌落数目太多，挑取和观察都不方便；处

理太长则致死率和负突变率增加!因此，选择"#$%&
为’()的处理时间!
!"! 初筛和复筛

!!!!# 初筛* 将处理好的菌悬液，在无菌条件下稀
释到*+,*-，涂布于鉴别培养基，./0，培养"!#1!
在培养好的鉴别培养基上，根据菌落大小和变色圈

的大小，挑取/#株接到新鲜的斜面培养基上，./
0，培养*-2，复筛!
!!!!! 复筛* 在345!+条件下，得到的高产突变
株产量在--++$6／7左右，所以第-次处理得到的
突变株产量应该在-/++$6／7左右才有意义!在挑
取的/#株突变菌株中，摇瓶复筛得到*-株高产突
变株（见表-）!

表! 高产突变菌株的聚唾液酸产量

$%&"! $’()*+,-./0+1+2)+3450%30.%.0,+2’06’740(3,
8-/%1/5 86／

!
!!

9

菌株 89: 菌株

!
!!

89:

;<"=" -//> ;<"
!
!!

=#+ -/?#

;<"=*/ -?#* ;<"
!
!!

=#* .+/+

;<"=*5 -/+/ ;<"

!
!!

=#. .+->

;<"=." .+>+ ;<"

!
!!

=>> -5/?

;<"=". -?"5 ;<"

!
!!

=/" -5..

;<"="# -/.> ;<"=/> -5..

为了减少工作量，复筛时每株接*个摇瓶，获
得高产突变株后，重复实验时，每株接.个摇瓶，测
发酵液中的聚唾液酸质量浓度，结果见表.!在表.
中，有几株突变株在重复实验中产量明显比复筛时

低，突变株中最终挑选>株高产突变株（;<"=*/，

;<"=#*，;<"=#.，;<"=>>，;<"=/"和;<"=/>）进
行下一步测试!
表: 高产突变株重复实验的聚唾液酸产量

$%&": $’()*+,-./0+1+2)+3450%30.%.0,+2*()(%/(,
(;)(*08(1/+2’06’740(3,8-/%1/5 86／

!
!!

9

菌株 89: 菌株

!
!!

89:

;<"=" --*. ;<"

!
!!

=#+ -.*"

;<"=*/ -/5* ;<"

!
!!

=#* -/?>

;<"=*5 -"// ;<"

!
!!

=#. -/*5

;<"=." -.*# ;<"

!
!!

=>> -/#?

;<"=". -*/> ;<"

!
!!

=/" -?"*

;<"="# *?.> ;<"=/> -#?5

!!!!: 遗传稳定性的测试 为了进一步检测突变
株的性质，需要进行遗传稳定性测试!对高产突变
株进行连续传代，测发酵液中聚唾液酸的质量浓

度，结果见表"!表"中>株高产突变株中，;<"=
#*、;<"=>>和;<"=/"的聚唾液酸质量浓度相对
稳定，而在这.株中，仅;<"=/"的产量一直在

-?++ $6／7 左 右，其 它 两 株 的 产 量 徘 徊 在

--++$6／7左右!在不同34条件下用’()连续处
理出发菌株，第*次处理得到的突变株产量稳定在

--++$6／7左右，所以选取;<"=/"作为高产突变
株保存!
表< 高产突变株遗传稳定性检测的聚唾液酸产量

$%&"< $’(01’(*0/5/%&030/4+2’06’740(3,8-/%1/5

86／9

菌株

菌株代数

第*代 第-代 第"代 第>代 第?代 第*+代

;<"=*/ -/5* -+*> *5>+ *55# -"-* *?/5

;<"=#* -/?> -->5 -+-* -.#? -"-> ---.

;<"=#. -/*5 -+/* *5?+ -*>/ -*>- *5+5

;<"=>> -/#? -+++ -*/. ---. -#*/ ---.

;<"=/" -?"* ->"5 .+." -?5- -?-* -/.+

;<"=/> -#?5 *5/+ -**/ --?" ->#" -*.-

!!!!< 和亲本的聚唾液酸比较* 突变株和出发菌
株的聚唾液酸产量比较见表#!;<#=-"是第*次处
理后得到的稳定高产突变株，产量比出发菌株提高

了>++$6／7!;<"=/"是第-次处理后得到的高产
突变株，产量比第*次提高了/++$6／7，比出发菌
株提高了近*.++$6／7，提高幅度为/#!-@!
表= 突变株和出发菌株的聚唾液酸产量的比较

$%&"= $’(.+8)%*(+2)+3450%30.%.0,&(/>((18-/%1/5%1,

/’(5/%*/0165/*%01

出发菌株 聚唾液酸质量浓度／（$6／7）

亲本 *>#+

;<#=-" -->*

;<"=/" -5+-

!": 聚唾液酸的纯化

!!:!# 聚唾液酸纯化 发酵液中磷酸盐较多，需
加入氯化钙去除；超滤不仅可以起到浓缩作用，而

且可以脱盐脱色，对后面的分离起很大作用；加入

乙醇使聚唾液酸、蛋白质等大分子物质沉淀下来，

还可将一些小分子杂质去除!分别用硫酸铵和9ABC6
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试剂法去除蛋白质，再经过阳离子柱脱色后，冷冻

干燥得到的聚唾液酸纯度质量分数为!"#$%，蛋白
质几乎完全被去除#
!#"#! 唾液酸的精制 为了进一步去除杂质，提
高聚唾液酸纯度，把聚唾液酸样品用 &’(’)
*+,-./+0()$"进行分离#&’(’)*+,-./+0兼有离
子交换和分子筛的作用，能够得到相对分子质量分

布比较集中的聚唾液酸#透析去掉磷酸盐和氯化
钠，冷冻干燥后得到的聚唾液酸产品纯度质量分数

可达到!1%以上#
!#"#" 聚唾液酸的鉴定2 红外光谱如图2所示，所
得的红外光谱与文献报道相一致［!］；234核磁共振
谱如图5所示#经过化学诱变后，聚唾液酸的结构
为以!)5，1糖苷键连接的唾液酸同聚化合物#

图# 聚唾液酸的红外光谱

$%&’# ()*+,+-./0-12+,3*0345/%,4%1,1%.

图! 6/17-+%17%,134%8!"9的聚唾液酸的:#";<=谱

$%&’! :#";<=+-/>423*0345/%,4%1,1%.3*!"#$%&’#$’(
#)*’8!"9%)?!@

" 结 论

野生菌株对物理化学诱变是很敏感的，实验所

用的菌种经过物理诱变，再用化学方法处理时聚唾

液酸产量的提高幅度仍然很高#
实验用溴百里酚蓝为指示剂，作为检测鉴别培

养基中产酸能力强弱的标准，从而作为初筛手段，

节省了时间和劳动力，达到了快速、简便、高效筛选

高产聚唾液酸菌株的目的#
不同的化学诱变剂作用于菌体的原理不同，充

分利用其互补效应，能够收到良好的效果#出发菌
株经过化学诱变，聚唾液酸的结构为以!)5，1糖苷
键连接的唾液酸同聚化合物#
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