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摘 要：出芽短梗霉在发酵过程中会产生一种与黑色素相似的黑色物质，并且这种物质会牢固地

粘附在短梗霉多糖上 (对出芽短梗霉 !"#$%&’()*)"+ ,"--"-’. 47"菌株进行1#8&诱变，获得了一株
产色素能力缺失型菌株 8&$，其菌落和发酵液颜色为白色或淡绿色 (红外光谱和磁核共振图谱表明
该菌株的产物与标准短梗霉多糖样品有相同的结构 (
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多糖是一类高分子化合物，在食品，化学及医

药工业有着广泛的应用 (传统的天然多糖和化学合
成高分子化合物都有其局限性 (微生物多糖生产周
期远低于植物和海藻多糖，而且产量、产品质量和

价格受季节和气候影响不大，并且可以安全地应用

于食品、医药、化妆品等行业，可以被微生物降解 (
近年来微生物多糖研究得到了迅猛发展，其中有些

已具备了工业应用价值并已工业化［"］(
短梗霉多糖是由出芽短梗霉（ !"#$%&’()*)"+

,"--"-’.(）合成的微生物多糖 (它是一种天然的水
溶性中性葡聚糖，无色，无味，无毒，具有良好的耐

热性、耐盐性及耐酸碱性，可广泛应用于食品、化妆

品、涂料、光敏树脂、肥料、铸造、烟草以及制药等工

业［"］(
在发酵过程中，出芽短梗霉会分泌出与黑色素

相似的黑色或墨绿色物质，这种物质会牢固地粘附

在短梗霉多糖上，很难用一般方法除去，限制了短

梗霉多糖的应用［!，$］(这种黑色素可以通过 5FT+P
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分馏法［!］去除，但是要完全去除黑色素，必须重复

多次 "#$%& 分馏法，而每一次除色素会损失大约
’()的多糖，所以最终不含色素的短梗霉多糖得率
很低 *此方法仅适合于少量多糖的提取，应用在大
量产品的提取上是不实际的 *作者采用+,-.诱变育
种方法，以期获得产色素能力缺失突变株 *

! 材料与方法

! " ! 实验材料
! *! *! 菌株’ !"#$%&’()*)"+ ,"--"-’.( /0’，作者
所在实验室提供 *
! *! *# 培养基

’） 种 子 培 养 基 组 分（ & 1 23）：蔗 糖 (，
（45!）6"7! , * ,+，86597! , * (，:&"7! , * ,’，4%-;
, * ’，酵母浸膏 , * ,+ *

6）斜面与平板培养基组分（& 1 23）：马铃薯 6,，
蔗糖 6，琼脂 6 * <5为 + * ( *

=）发酵培养基与种子培养基相同 *
! " # 实验方法
! *# *! 培养方法

’）发酵种子的培养：由斜面接一环种子至三角
瓶，6(, >3摇瓶装液量 (, >3，6? @、6,, A 1 >BC培
养 =+ D，即为摇瓶种子液 *取 ( >3 摇瓶种子液，接
入装液量为 ’(, >3 的 (,, >3 摇瓶，6? @、6,,
A 1 >BC培养 6! D，即为发酵罐种子液 *

6）摇瓶培养：(, >3 摇瓶装液量 (, >3，接种
量为 ()，6? @、6,, A 1 >BC培养 ’6, D *

=）发酵罐培养：’( 3 发酵罐（/B.EF%F -’,0=）的
装液量为 G 3，接种量为 ()，发酵温度为 6? @，搅
拌转速为 !,, A 1 >BC，通气量为 ’ 3 1（3·>BC），培养
’!! D *
! *# *# $%-.诱变方法

’）出发菌株菌悬液的制备：方法参见文献［6］*
6）诱变方法：将制备好的菌悬液各 ( >3 移至

(支试管中 *按照照射剂量计算好照射距离，将 (支
试管分别放置于相应位置，照射时间为 =, >BC［(］*

=）培养：取 , * ( >3 处理后的菌悬液进行稀释
分离，涂布于土豆琼脂平面上，6? @培养 ( 2*
! *# *& 分析方法

’）菌体量的测定：见文献［6］*
6）短梗霉多糖的测定：见文献［6］*
=）致死率计算：

致死率 H照射前活菌数 1 >3 I照射后活菌数 1 >3
照射前活菌数 1 >3

!）筛选方法：挑选白色、浅绿色，表面湿润的菌

落，转接到斜面 *摇瓶培养，观察发酵液颜色，测定
多糖含量 *
! *# *’ 短梗霉多糖结构鉴定方法

’）短梗霉多糖纯化：发酵液在 J ,,, A 1 >BC离
心 =, >BC，倾出上清液 *上清液中加入两倍体积的
无水乙醇，! @放置 ’6 D *在 J ,,, A 1 >BC 离心 6,
>BC，倾去上清液，将沉淀的粗多糖用丙酮和乙醚反
复冲洗，再溶于蒸馏水中 *溶液置于截流相对分子
质量为 ’6 ,,, K ’! ,,,的透析袋中，透析 = 2，中间
换 ’,次去离子水，得到的短梗霉多糖溶液用 "#$%&
试剂法去蛋白 *去蛋白后的短梗霉多糖溶液再置于
截流相对分子质量为 ’6 ,,, K ’! ,,,的透析袋中，
透析 = 2，中间换 ’, 次去离子水 *透析后的溶液进
行冷冻干燥，得到白色精制短梗霉多糖 *

6）红外光谱分析：采用石腊油研糊法 *取 ( >&
左右样品，置于 4%-; 盐片上，加入分析用液体石
腊，分散后轻轻研磨，涂成薄层，上机分析 *

=）核磁共振分析：干燥固体样品用溶剂 L67
溶解，<L为 J，样品质量浓度 =, >& 1 >3 以上，温度
=( @，样品管外径为 ( >>，内标是二甲基硅戊烷磺
酸钠（L* " * " *），图谱宽度 6,, *

# 结果与讨论

# " ! 菌株的$%()辐射诱变
# *! *! 致死率计算与诱变剂量的选择 对培养好
的平板菌落进行计数，按照致死率公式计算照射致

死率，结果见图 ’ *

图 ! $%()诱变剂量与致死率关系

*+," ! -./01+)2 )3 $%() 4)50,. 024 /.160/+17
根据图 ’ 的结果，确定 +, -. 诱变剂量为

? M ’,! N*
# *! *# 诱变结果’ 按 ’ * 6 * 6所述方法进行诱变，得
6,余株菌落颜色为白色或淡绿色的诱变菌株 *将所
得菌株 ( 2转接一次平板，转接 =次后，得 (株性状
较为稳定的菌株进行复筛，复筛结果见表 ’ *
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表 ! "#$%诱变菌株主要性状
&’()! *+,-+./’/0%. 1,%1+,/0+2 %3 -4/’./ ’.5 2/’,/ 2/,’0.

菌株编号
菌体量 !
（" ! #$）

多糖产量 !
（" ! #$）

菌落及
发酵液颜色

%&’ ’ ( ) ’ ( ’ 白色

%&) ’ ( ’ ’ ( * 淡绿色

%&+ ’ ( , ’ ( - 淡绿色

%&* ’ ( * ’ ( ’ 淡绿色

%&. ) ( + / ( 0 白色

出发菌株 12’ ) ( / ) ( ’ 黑色

将 %&+菌株进行连续 + 次传代实验，摇瓶发酵
结果见表 ) (

表 6 $%7菌株传代实验结果
&’()6 8+.+/09 2/’(0:0/; /+2/ %3 2/,’0. $%7

代数
菌体量 !
（" ! #$）

多糖产量 !
（" ! #$）

菌落颜色

’ ’ ( 3 ’ ( . 淡绿色

) ’ ( , ’ ( + 淡绿色

+ ’ ( , ’ ( - 淡绿色

从表 ) 可以看出，菌株 %&+ 经 + 次传代后，产
量稳定在 ’ ( . " ! #$左右，菌落颜色为淡绿色 (
6 (! ( 7 产色素能力缺失突变株与原菌株产色素情
况对比’ %&+菌落形态与原菌株对比见图 ) (

图 6 $%7突变菌株菌落形态与原菌株对比
*0<) 6 $%-1’,02%. %3 9%:%.; %3 2/’,/ 2/,’0. ’.5 -4/’./

将 %&+ 菌株和原菌株发酵液离心，去除菌体，
将原菌株发酵液稀释 ’/ 倍，%&+ 发酵液不稀释，以
纯水为空白，在 +3/ 4 3// 56的可见波长范围内进
行扫描，产色素能力缺失突变株与原菌株的可见光

光谱吸收对比见图 + (
由图 + 可知，该菌株仍产少量色素，但与原菌

株相比，色素已大幅度减少 (虽然在现在的发酵条
件下该菌株多糖产量比原菌株低，也比国外文献报

道略低，但由于色素的减少，大大简化了多糖纯化

步骤，有利于保持多糖的生物活性，减少了提取过

程中的多糖损失 (对该菌株发酵工艺条件进行研

究，可以进一步挖掘该菌的产糖能力 (

图 7 原菌株与产色素能力缺失菌株发酵液的可见光
谱图

*0<) 7 =1+9/,4- %3 3+,-+./’/0%. (,%/> %3 2/’,/ 2/,’0.
’.5 -4/’./

6 ) 6 发酵罐实验
按 ’ ( ) ( ’所述实验方法进行 ’. $发酵罐实验，

发酵曲线见图 * (

图 ? !@ A发酵罐发酵过程曲线
*0<) ? 8,%B/> 94,C+ ’.5 3+,-+./’/0%. 94,C+ %3 2/,’0.

$%7 0. !@ A 3+,-+./%,

从发酵曲线可以看出，蔗糖质量浓度在前 *0 7
内迅速下降，在第 3/小时左右基本消耗完全 (在蔗
糖质量浓度迅速下降的同时，发酵液 89 值也随之
下降，在第 +/小时 89下降至最低点 +，然后恒定在
这个值，直至发酵结束 (菌体生长延迟期很短，在第
-小时左右进入对数生长期 (菌体量在前 *0 7迅速
增加，从第 *0 小时开始，菌体生长进入稳定期，在
发酵结束前，菌体量有少量减少 (短梗霉多糖的产
生略滞后于菌体生长，发酵开始后 ’) 7内几乎没有
多糖产生，从第 ’)小时后开始有多糖合成，第 ’-小
时以后多糖合成速度加快，最终多糖产量为 ’. ( .
" ! $ (在整个发酵过程中，只有少量的色素产生，最
终发酵液的颜色呈淡绿色 (与摇瓶实验相同，最终
发酵液颜色比原始菌株浅，可以简化多糖提取过

程，提高多糖的提取得率，并且通过对发酵条件的

研究，可进一步提高该菌株多糖的产量 (
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! " # 红外光谱分析
从红外光谱图（图 !）中可以看出，样品的吸收

峰与标样的吸收峰完全一致 "在 #$% &’ ( )处有一吸

收峰，这表明该样品以!*键为主要连接键 "
! " $ 核磁共振分析
核磁共振谱见图 + "

图 % 短梗霉多糖红外光谱图
&’(" % )*+,-,./ 01.23,45 6+ 2655.,2’-7 147747-* -*/ 147747-* 1,6/42./ 89 :3,-’* ;6#

,- ( .%/ 012 345672815752
9 441 ,:;<（=>） ?@A;@BCAD
) )%) " E+ FF## " $# .$G)

F )%) " F. FFEE " .E ##.G

G .. " !. FFG. " EE +F.!

$ #% " G) )#%+ " )E E%%)

! E. " .G )E.E " !E EG).

+ E! " $G )+.+ " GG )++G)

E EG " EG )+!# " )G )!#)F

9 441 ,:;<（=>） ?@A;@BCAD
# EG " +% )+!! " F+ )+EF)

. EF " +F )+GG " G% .#.+

)% E) " .$ )+)# " %F #$+)

)) +. " %) )!!F " )) !.%.

)F +G " F$ )$FF " FF .%+!

)G +F " .# )$)+ " $. )%$)!

)$ F% " %) $$. " .! .!.E

图 < 短梗霉多糖核磁共振谱图谱
&’(" < =>? 01.23,45 6+ 147747-* 1,6/42./ 89 03,-’* ;6#

在异头碳区域有 G 个峰，分别对应于!*)，$ 连
接（)%) " E+，)%) " F.）和!*)，+ 连接（.. " !.）"化学位
移为 #% " G)和 E. " .G的峰对应!*)，$连接的 6*$，化
学位移为 +G " F$ 和 +F " .# 的峰对应!*)，$ 连接的
6*+，化学位移为 +. " %)的峰则对应于!*)，+连接的
6*+ "其它化学位移在 E% H #% 之间的峰对应于糖链
上其它位置的碳 "由于在异头碳区域无其它的响应
峰，这说明在该多糖样品中无其它的键型存在 "短
梗霉多糖典型分子结构见图 E "

图 @ 短梗霉多糖典型分子结构
&’(" @ :34234,. 6+ 147747-*
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! 结 论
通过!"#$诱变，筛选得到一株产色素能力缺失

菌，摇瓶和 %& ’ 发酵罐发酵实验多糖产量为 %&

( ) ’左右，发酵液颜色为淡绿色 *该菌株简化了多糖
纯化步骤，有利于保持多糖的生物活性和提取过程

中多糖的损失 *对该菌株的多糖产物进行红外和核
磁共振光谱分析，其结构与短梗霉多糖标样一致 *
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<$$1 9*&+，%::>，<"（%%）：>>&; = >>&: *
［ !］+$1.6 ] R，U-(@ # +，]-/B.. D ^* ^65.C 8$/8./5C254$/ 34HH.C./8.6 4/ I4/.6 H.CA./5.3 PQ T2C4$-6 67.84.6 2/3 65C24/6 $H Q.2656
［9］*.+ ; 43$0 >),)%，%:L>，KK（%）：:< = :L *

［ ;］R2/(26 9 9，N$/X21.X R 0，D$3C4(-.X D，$/ ’- 0 +$143J7@26. .V5C2854$/ 2/3 3.5.CA4/254$/ $H 5C28. 2C$A2 2/3 H12T$-C 8$A7$/./56
4/ 843.C PQ N#JR+［9］*9*#$+2,$8#2/*)2，%::!，<>（% ) >）：%"% = %"& *

［ L］[./CQB [ 9，]CQ6542/ E，̂ CI4/ E，$/ ’- 0 +$143J7@26. A48C$.V5C2854$/ H$C 5@. 2/21Q646 $H 6$A. 218$@$16 2/3 .65.C6 4/ P..C：8$AJ
72C46$/ I45@ 652548 @.236728. A.5@$3［9］* ; .8#)% <$$1 9*&+，%::L，<!（<）：%<!: = %<;K *

［ :］F1.V2/3C2 +，92/-6X 0 * F/21Q646 $H H12T$C T$12541.6 -64/( @.236728. 6$143J7@26. A48C$.V5C254$/［9］* ; .8#)% <$$1 9*&+，%::!，<<
（L）：>%L; = >%:K *

［%"］^14X2P.5@ W，+-62/ ^ ^* R$/45$C4/( .65.C H$CA254$/ 4/ (C27. _-48. H.CA./5254$/6 -64/( 6$143J7@26. A48C$.V5C254$/ 8$-71.3 I45@
(26 8@C$A25$(C27@QJA266 67.85C$A.5CQ［9］* ; .8#)% <$$1 9*&+，>""%，<:（>）：&L: = &:& *

［%%］徐岩 *一种苹果酒酵母和用该酵母发酵酿制苹果酒的方法［0］*中国专利：%KK&K:>F，>"">J">J%K *
［%>］E41142A6 F F* M12T$-C C.6.2C8@ 2/3 5@. 843.C 4/3-65CQ［9］*; ?3’, (#&@，%:;<，L"（&）：<&& = <;" *

（责任编辑：李春丽）
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