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摘!要!利用!"#$%&’()#*&+&,’"#(-’.&$//菌株发酵降解相对分子质量.$$$$左右的褐藻胶!制
备褐藻胶寡糖)为了达到降低培养基成本和简化分离工艺的目的!使用"*5"#!+6"为氮源的发酵

培养基来代替使用蛋白胨为氮源的发酵培养基)为了促进菌的生长和发酵产物褐藻胶寡糖的 生

成!在新发酵培养基中分别添加海带浸液$葡萄糖$乳糖$几种氨基酸和几种代谢中间产物"丙 酮

酸$柠檬酸$延胡索酸$尿素#!并考察这些成分对菌生长和发酵产物褐藻胶寡糖生成的影响)研究

发现%在基本培养基中和添加$).7&8的82谷氨酰氨$$).7&8尿素或$).7&8柠檬酸时可获得较

高的产物浓度)
关键词!褐藻胶$发酵$培养基$海带浸液$氨基酸$尿素$柠檬酸
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!!褐藻胶是一种由多聚J2甘露糖醛酸#X$@和多

聚82古 罗 糖 醛 酸#<$@以 一 定 规 则 排 列 组 成 的 多

糖%两者以交替的#X$@’#<$@或多聚交替#X<$@相

连接(.))随着海 藻 寡 糖 的 生 理 作 用 不 断 被 揭 示%褐
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藻胶寡糖的活性引起了人们很大的兴趣)最近的研

究表明!这些 寡 糖 具 有 许 多 特 殊 的 生 理 功 能!例 如

促进双歧杆菌 的 生 长"预 防 龋 齿"抗 真 菌 及 细 菌 活

性"抗肿瘤活性"免疫增强作用等)
目前用于降 解 褐 藻 胶 多 糖 制 备 褐 藻 胶 寡 糖 的

方法主要有选 择 沉 淀 法"稀 酸 水 解 法"直 接 加 热 法

和酶解法#!$!其中酶解法所用的酶多为从海产食藻

动物如鲍鱼"海螺"海兔"海胆等的消化腺中提取的

复合酶#1$)另外!也有利用海藻病烂处的细菌#"$"海

洋细菌"真菌发酵降解褐藻胶多糖!如 弧 菌%0/1*/&
"2)482%##$"0/1*/&"23482.!3#/$"0/1*/&’(4/,&5
(-)/6$"44EE.00"%#0$&"黄 杆 菌%7(’8&1’6)#*/$+
+$()/8&($+#3$"9(4/,&8/1*/&’:$’)/;/"#%$&"固 氮 菌

%9<&)&1’6)#*8/,#(’,%//#.$$&"克里伯氏菌%=(#1"/#(5
(’’#*&4#,#"#..$"=(#1"/#((’2,#$+&,/’##.!$&"假 单

胞 菌 %!"#$%&+&,’" ’(4/,&8&*’!!"#%&+&,’"
’#*$4/,&"’#.1$&"肠 杆 菌 %>,)#*&1’6)#*6(&’6’#
?#."$&"别 单 胞 菌%9()#*&+&,’"L-)#.#$&"芽 孢 杆 菌

%@’6/(($"6/*6$(’,"#./$"94’*1’6)#*/$+ ’(4/,/5
6$+"#.0$&等)

褐藻胶产量 大"价 格 便 宜!是 发 酵 生 产 褐 藻 胶

寡糖的优良原料)在利用!"#$%&’()#*&+&,’"#(-’5
.&$//发酵生产褐藻胶寡糖的前期实验中使用的发

酵培养基氮源为蛋白胨%成分同种子培养基&!虽然

使用此培养基发酵后的产物浓度较高!但因采用蛋

白胨作氮源!其培养成本高因而利于工业应用)另

外!发酵结束 时!发 酵 液 中 残 存 的 蛋 白 胨 给 分 离 纯

化造成很大 的 困 难)如 使 用 %*5"&!+6"作 培 养 基

氮源!上述难题能很好的解决)但试验发现!当将发

酵培养基中氮源换成无机氮源%*5"&!+6"时!菌不

生长)在 本 研 究 中!作 者 希 望 寻 找 能 使 菌!"#$%5
&’()#*&+&,’"#(-’.&$//在%*5"&!+6"为 惟 一 氮 源

的培养基中生 长 的 关 键 性 营 养 物 质!另 外!添 加 的

物质应当成本 低 廉"成 分 简 单)在 寻 找 关 键 营 养 物

质的过程中!作 者 并 没 有 按 照 传 统 的 方 法!在 氨 基

酸"有机酸"核酸1大类营养物质中寻找!而是通过

对实验结果的分析!在代谢中间产物中寻找)

@!材料与方法

@A@!菌种

中国海洋大 学 食 工 系 在 青 岛 海 带 养 殖 厂 病 烂

海 带 中 分 离 获 得!经 鉴 定 为 !"#$%&’()#*&+&,’"
#(-’.&$//)
@AB!培养基

@)B)@!斜 面 培 养 基!组 分 7"8#!!琼 脂 .#!

*?E(!$!低粘度 褐 藻 酸 钠%+4&%青 岛 海 藻 化 工 厂

生产!食 品 级&.$!X7+6"1!蛋 白 胨 .$)采 用

.U’(’8*?65 溶液调-50)!!0)")
@)B)B!种子培养基!组分7"8#!*?E(!$!+4.$!

X7+6"1!蛋 白 胨 .$!*?!5G6".)采 用.U’(’8
*?65 溶液调-50)!!0)")
@)B)C!基本培养基!组分7"8#!*?E(!$!+4.$!

X7+6"1!%*5"&!+6" .$!*?! 5G6" .)采 用

.U’(’8*?65 溶液调-50)!!0)")
@)B)D!发酵培养基!由实验结果优化而成)
@)B)E!灭菌!培养基在.$#Y湿热灭菌!$U>@)
@AC!实验方法

@)C)@!菌种的保藏和活化!菌种在含.#Z甘油和

.Z *?E(的保种液中于[3$Y低 温 保 存)活 化 时

将保种 液 接 种 到 含#$U8种 子 培 养 基 的!#$U8
锥型瓶中!!"Y恒温摇床培养1$B后活化)活化后

的菌悬液涂平板!!"Y恒温箱内培养1$B!待用)
@)C)B!培养条件!斜面培养菌落挑取一接种环至

种子培养基!!"Y摇瓶振荡培养%转速.$$O’U>@&

!$B后!取.U8菌 液 接 种 到 含 有.$$U8培 养 基

的#$$U8锥形 瓶 中!再 于!"Y恒 温 摇 床 振 荡 培

养!转速.$$O’U>@)
@)C)C!海带浸液的制备!.$7干 海 带%海 带 分 别

采自胶州湾和宁波湾水域&加 水 煮 沸1$U>@!过 滤

除去残渣!滤液经减压蒸馏浓缩至.$U8)
@)C)D!取样!接种3B后每隔"B从摇瓶中取样!
取样量.U8!测量发酵产物褐藻胶寡糖的含量!直

至褐藻胶寡糖不再增加为止)
@)C)E!发酵产物褐藻胶寡糖的测量!发酵液离心

%.$$$$O’U>@离 心#U>@&!取 上 清 液 用 蒸 馏 水 稀

释/$倍!测量!1#@U处吸光值%6J!1#&!空白对照

为未接种 的 灭 菌 培 养 基!在 相 同 的 培 养 条 件 下 培

养!稀释后测量)
@)C)F!菌体生长量的测定!取.U8发酵液用蒸

馏水稀释1倍!测量/$$@U处的吸光值%6J/$$&)
@AD!仪器

;J2!型自动电位滴定仪!无菌操作台!9<82
./<台式离心机!0!.型分光光度计!0#.型分光光

度计)

B!结果与讨论

BA@!种子生长曲线

由图.可以看出!种子的快速生长期在3!!$
B!接种时选取培养!$B的种子液!接种量.Z)
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图@!种子生长曲线

)-2A@!G1.2$"?01,#$7."(01.;..*

BAB!海带浸液对发酵的影响

因为!"#$%&’()#*&+&,’"#(-’.&$//是 从 海 带

里分离得到的!所以首先试验海带浸液添加在基本

培养基中对发酵的影响)
将不同产地 的 海 带 制 成 的 海 带 浸 液 加 入 到 基

本培养基 中!制 成 含 海 带 浸 液 的 发 酵 培 养 基".$$
U8发酵培养 基 含.$U8海 带 浸 液#!发 酵 生 产 褐

藻胶寡糖)表.为不同产地海带的海带浸液对发酵

的影响)
表@!不同产地的海带的海带浸液对发酵的影响

G&=A@!H((.,0;"(01.I-%*;"(;.&?..*.J0$&,0-%*-((.$.%0

6’&,.;"%01.(.$5.%0&0-"%

海带浸液

种类
6J/$$

取样时间."$

B
6J!1#

取样时间!"$

B

青岛产干海带 .)!!" !3 $)/$. !$

宁波产干海带 % % % %

!注&.)取样时间.!!分别对应生物量"6J/$$#和产物浓度

"6J!1##达最大值 的 时 间’!)(%)表 示 菌 体 在 此 培 养 基 中

不生长

!!从表.可看出!在添加了青岛产干海带的海带

浸液的发酵培养基中发酵时!有较大的生物量和产

物浓度)在添加宁波产干海带的海带浸液的发酵培

养基内观察不到菌的生长现象)
由以上的结 果 可 以 看 出!海 带 浸 液 虽 然 廉 价!

但因海带产地不同!制成的海带浸液发酵时的效果

相差很大!这 给 今 后 的 工 业 生 产 带 来 不 稳 定 的 因

素)另外!海带浸液的成分复杂!这为下游的分离纯

化造成不便)
BAC!葡萄糖和乳糖对发酵的影响

试验在基本培养基中添加葡萄糖和乳糖!培养

条件不变!菌体不生长)
BAD!氨基酸对发酵的影响

加入质量浓 度 为$).7$8的 几 种 氨 基 酸 在 基

本培养基中!培 养 条 件 不 变!氨 基 酸 种 类 试 验 结 果

见表!)

表B!不同种类氨基酸对发酵的影响

G&=AB!H((.,0;"(&5-%"&,-*;"%01.(.$5.%0&0-"%

氨基酸 6J/$$
取样时间.$

B
6J!1#

取样时间!$

B

82精氨酸 $).#3 !$ $)$!1 ./

82天冬氨酸 $)//0 !" $)1$" ./

82天冬酰氨 $)300 !" $)13" ./

82谷氨酸 .)/1! !3 $)!/" .!

82谷氨酰氨 .)."# !" $)31" !$

8!J2苯丙氨酸 % % % %

82脯氨酸 % % % %

82蛋氨酸 % % % %

82酪氨酸 % % % %

82亮氨酸 % % % %

82异亮氨酸 % % % %

!!从表!的结果看出!82天冬氨酸*82天冬酰氨*

82谷氨酸*82谷氨酰氨添加在基本培养基中对菌体

生长有明显的促进作用)其中!添加82谷 氨 酸 获 得

最大的生物量!6J/$$为.)/1!)添加82谷氨酰氨可

获得最大的产物浓度!6J!1#为$)31")
只有很少几 种 氨 基 酸 加 入 基 本 培 养 基 中 菌 体

才生长!加 入 谷 氨 酰 氨 时 发 酵 液 中 的 产 物 浓 度 最

高’加入谷氨酸时发酵液中生物量虽然很大!但产

物浓度不高)作 者 认 为 产 物 浓 度 不 高 的 原 因 是&谷

氨酸促使菌 体 大 量 生 长!大 量 的 菌 体 生 长 代 谢 时!
消耗了降解生成的褐藻胶寡糖"褐藻胶是培养基中

添加的惟一的碳源!降解产生的褐藻胶寡糖与未被

降解的长链 褐 藻 胶 相 比 更 容 易 被 菌 体 利 用#!造 成

发酵液中产物浓度下降)与添加海带浸液的发酵培

养基相比!加入谷氨酰氨的发酵培养基成分简单稳

定!发酵后产 物 浓 度 高!并 且 有 利 于 以 后 的 分 离 纯

化!但氨基酸的价格较高!培养基成本较高)
BAE!代谢中间产物的影响

上述试验中对菌体生长有明显促 进 作 用 的82
天冬氨酸*82天冬酰氨*82谷氨酸*82谷氨酰氨等均

为氨基酸代谢 的 重 要 中 间 产 物)因 此!作 者 在 微 生

物重要代谢过程"糖酵解*9E4循环*乙醛酸循环*
尿素循环#的中间产物中寻找能促进菌体生长的关

键性营养物质)
将几种代谢 中 间 产 物!丙 酮 酸"糖 酵 解#*柠 檬

酸"9E4循环#*延胡索酸"9E4循环*乙醛酸循环#
和尿素"尿素循环#添加到基本培养基中!添加物质

量浓度均为$).7$8!结果见表1)
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表C!丙酮酸!柠檬酸!延胡索酸!尿素对发酵的影响

G&=AC!H((.,0;"(63$#7-,&,-*",-0$-,&,-*"(#5&$-,&,-*"

#$.&"%01.(.$5.%0&0-"%

代谢中间

产物
6J/$$

取样时间.!

B
6J!1#

取样时间!!

B

丙酮酸 " " " "

柠檬酸 $)30. !$ $)%00 ./

延胡索酸 " " " "

尿素 $)33" !" $)3!$ ./

!!由表1可看出#添加柠檬酸和尿素时菌体生长

良好并且有较 高 的 产 物 浓 度#其 中#添 加 柠 檬 酸 时

6J!1#为$)%00#添加尿素时6J!1#为$)3!$)试验合

适的柠檬酸和尿素的添加质量浓度#结果见图!)

图B!柠檬酸和尿素的质量浓度对发酵的影响

)-2AB!H((.,0"(,-0$-,&,-*&%*#$.&,"%,.%0$&0-"%"%01.

(.$5.%0&0-"%

!!试验发 现 在 基 本 培 养 基 中 分 别 加 入 质 量 浓 度

为$).7!8的 柠 檬 酸 和 尿 素 时#发 酵 液 产 物 浓 度

较大)
当在基本培 养 基 中 加 入 重 要 的 代 谢 中 间 产 物

柠檬酸或尿素 时#菌 体 生 长 良 好#发 酵 后 产 物 浓 度

高#并且培养基成分简单#价格低#利于工业生产)
几种效果好的添加物$谷氨酰氨%谷氨酸%柠檬

酸和尿素#分别是氨基酸代谢%9E4循环和尿素循

环中的重 要 中 间 产 物#这 几 种 循 环 和 它 们 的 变 形

&如9E4循环的变形乙 醛 酸 循 环’#广 泛 存 在 于 细

菌和真核生物的代谢过程中)作者认为这几种物质

在菌体生长 初 期 起 到 诱 导 菌 体 生 成 代 谢 关 键 酶 的

作用#从而使 菌 体 生 长)那 些 对 菌 体 生 长 没 有 作 用

的添加物&部分的氨基酸%丙酮酸’可能不在菌体重

要的代谢循环途径中#故无法诱导出供菌体生长的

关键酶#所以菌体在含有上述添加物的培养基中不

生长)例如在添加葡萄糖时#菌体不生长#可能是因

为在海洋环境下#菌体进化出了一种利用褐藻胶作

碳源的代谢途 径#取 代 了 糖 酵 解 途 径#因 此 菌 体 内

缺少代谢葡萄糖的酶)另外柠檬酸%延胡索酸&延胡

索酸同时 也 为 乙 醛 酸 循 环 的 代 谢 中 间 产 物’同 为

9E4循环的 重 要 的 代 谢 中 间 产 物#但 效 果 相 差 很

大#可能 是 因 为 细 菌 细 胞 对 两 者 的 通 透 性 不 同 所

致#柠檬酸较容易进入细胞内)
BAF!新培养基性价比与蛋白胨作氮源的比较

比较几种培养基中 6J!1#每提高.$倍 的 培 养

基成本)
表D!不同种类氮源及添加物性价比

G&=AD!K"56&$-%20"01.$&0."(.((.,0#6$-,."(01.5.*-#5;

培养基氮源及

添加物
6J!1#@U

培养基成本!

&元!7’
性价比

蛋白胨 .)".0 $)$.!/ ..!)"/

海带\硫酸铵 .)!"" $)$$!/ "03)"/

82谷氨酰氨\硫酸铵 .).." $)$$"/ !"!).0

柠檬酸\硫酸铵 $)30. $)$$!0 1!!)#%

尿素\硫酸铵 $)33" $)$$!0 1!0)".

!!由表"看出#无机氮源培养基大大地降低了培

养基的成本#同时又大大地提高了性价比)

C!结!论

在 利 用!"#$%&’()#*&+&,’"#(-’.&$//菌 株 发

酵生产褐藻胶裂解产物褐藻胶寡糖的试验中#为了

达到降低培养基成本和简化分离工艺的目的#使用

&*5"’!+6"作为 氮 源 的 发 酵 培 养 基 来 代 替 蛋 白 胨

作为氮源的 发 酵 培 养 基#在 &*5"’!+6"为 氮 源 的

基本培 养 基 中#因 营 养 物 质 缺 乏#异 养 菌!"#$%5
&’()#*&+&,’"#(-’.&$//不生长#试验中在基本培养

基中添加海带浸液%几种氨基酸%柠檬酸%尿素后使

菌体生长产物 生 成)本 着 成 分 简 单#成 本 低 廉 的 原

则在以上 添 加 物 中 选 择 两 种#制 成 新 的 发 酵 培 养

基#分别是$基本培养基\.7!8柠檬酸和基本培养

基\$).7!8尿素)
在菌体代谢 情 况 不 明 朗 的 情 况 下 寻 找 能 促 进

其生长的关键 性 营 养 物 质#往 往 是 在 氨 基 酸%有 机

酸%核酸1大类营养物质中寻找(.3))而作者通过对

添加氨基酸的试验结果的分析#提出了一种新颖的

较为理性的寻找方法#即在代谢的重要中间产物中

寻找促进菌体生长的关键性物质#这种方法在本试

验中取得了较好的效果)

%!第#期张香治等!利用!"#$%&’()#*&+&,’"#(-’.&$//菌株发酵法生产褐藻胶寡糖培养基的改进
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