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提高乳酸菌胞外多糖产量的途径
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摘 要：乳酸茵胞外多糖(EPS)在改善发酵乳品流变学特性和质地等方面发挥重要作用，一些胞

外多耱对人体健康还有促进作用，而胞外多糖的产量通常较低是限制其广泛应用的“瓶颈”因素。

作者综述了通过优化发酵条件和基因工程技术提高乳酸茵胞外多糖产量的研究进展。
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Strategies for Increasing of ExopoIysaccharide Production

in Lactic Acid Bacteria
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Abstract：Exopolysaccharides(EPS)produced by lactic acid bacteria(LAB)play an important

role in the rheology and texture of fermented dairy products．It has been suggested that some

exopolysaccharides may confer health benefits to the consumer．However，low yields of in situ

production of exopolysaccharide are potential bottlenecks for the industrial applications．

Increasing exopolysaccharide production by optimizing physical and chemical cultivation

conditions and genetic engineering of lactic acid bacteria were reviewed in this paper．
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乳酸菌胞外多糖(exopolysaccharides，EPS)是

乳酸菌在生长代谢过程中分泌到细胞壁外常渗于

培养基的一类糖类化合物：有的依附于微生物细胞

壁形成荚膜多糖(capsular polysaccharides，CPS)，

有的则进入培养基中形成黏液多糖(ropy)。乳酸菌

能产生多种化学组成和分子结构不同的胞外多糖，

它们赋予发酵食品优良的功能特性。由于乳酸菌

发酵过程中产生的胞外多糖本身具有增稠、乳化、

保湿和稳定等作用，同时还有助于改善发酵的流变

学特性，减少发酵乳乳清析出现象，改善发酵乳质

地和感官质量。同时，由于乳酸菌具有公认的食用

安全性(GRAS)地位，产胞外多糖乳酸菌在食品工

业中具有广阔的市场前景。然而，乳酸菌胞外多糖

的产量一般来说都比较低(50 mg／L～425 rag／
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I。)[¨，因此其应用也受到一定的限制。提高胞外多

糖产量的研究，目前备受关注。通过筛选优良菌

种，优化发酵条件，或对菌种进行改良可以在一定

程度上提高胞外多糖的产率。近年来，随着一些乳

酸菌全基因组序列的报道和胞外多糖合成相关基

因簇的克隆和功能分析，使得利用基因工程技术提

高胞外多糖的产量成为可能。目前，国内外在提高

乳酸菌胞外多糖产量方面的研究不断取得新的进

展，作者对这方面的研究成果综述如下。

1 通过优化发酵条件提高胞外多糖

产量

乳酸菌胞外多糖的产量与菌种有密切关系，菌

株不同胞外多糖合成能力差别很大，而同一菌株发

酵条件不同胞外多糖的产量也有明显差异。培养

基的成份(碳源和氮源)、生长条件(温度、pH、培养

时间)等都可能影响乳酸菌胞外多糖的产量[2]，且

不同营养条件和环境条件下产生的多糖的化学结

构和生理功能也有差异口]。

1．1优化发酵时间

通常乳酸菌胞外多糖产量在对数生长期和接

近稳定期达到最高，当达到稳定期后产量不再增

加‘卜51。例如，Aslimc63等研究发现，德氏乳杆菌保

加利亚变种(Lactobacillus．delbruckii subsp．bul-

garicus)和嗜热链球菌(Streptococcus thermophi-

lus)胞外多糖产量在18 h为最高，培养超过24 h后

多糖产量显著降低。Pham[73等报道由于各种糖基

转移酶的存在，鼠李糖乳杆菌(Lb．rhamnosus)胞

外多糖的产量随发酵时间延长而降低。但也有例

外，Lin等研究以脱脂乳为培养基，在pH 5，37℃

条件下，观察发酵时间对乳酸菌株瑞士乳杆菌

BCRCl4030、 BCRCl4076 和嗜热链球菌

BCRCl4085胞外多糖产量的影响，结果延长培养时

间达60 h多糖产量最高，分别为0．73 g／L，0．93

g／L和0．93 g／LL 8|。

1．2优化培养温度

获得高产胞外多糖的最佳发酵温度与乳酸菌

培养的最适温度没有直接联系。温度对乳酸菌胞

外多糖产量的影响因菌株不同而有差异。一些菌

株在低温下胞外多糖产量较高，Mozzi等[9]研究发

现在30℃时德氏乳杆菌保加利亚亚种和嗜热乳杆

菌产胞外多糖的量达到最大，Gamar-Nourani等[10]

研究表明，当温度在25～37℃时，在开始的5 h内，

可提高鼠李糖乳杆菌C83产EPS的量。顾瑞霞[-11]

等对唾液链球菌嗜热亚种研究表明，37℃该菌的胞

外多糖产量最大，温度高于47℃时该菌的胞外多

糖合成能力迅速下降。Kmmel等[12]人对德氏乳杆

菌保加利亚亚种研究表明，该菌合成胞外多糖的最

适发酵温度为38℃，该值比其最适生长温度40～

43℃略低。另外，一些菌株在最适生长温度或较高

温度下胞外多糖产量较高。Mozzi等发现[133嗜热

乳酸菌CRL 870在最适生长温度(37--一42℃)下胞

外多糖的产量也最高。而Garcia-Garibay等研究结

果表明德氏乳杆菌保加利亚亚种NCFB2772在脱

脂乳及限制培养基上产胞外多糖的最适温度为48

℃，高于生长最适温度(37～42℃)[1引。

1．3优化pH值

pH值会影响菌株的生长状况和胞外多糖的产

量。不同菌株和培养条件下胞外多糖合成的最适

pH值不同。很多研究证明，乳酸菌产胞外多糖的最

适pH值在5～7左右。例如，Mozzi的一项研究发

现在pH值6．0时，干酪乳杆菌CRL 87胞外多糖

的产量最大为488 mg／L。对清酒乳杆菌O-1产胞

外多糖的最适pH值为5．8[1引。Ricciardicl63等报道

嗜热链球菌SY在pH 6．4时胞外多糖产量最高。

De Vuyst[41等报道了嗜热链球菌LY03在42 oC和

pH 6．2时胞外多糖产量最高。

1．4优化碳源

碳源种类和添加量显著影响胞外多糖的产量

和化学组成[1川。Cerning[181等研究多种碳源(半乳

糖、葡萄糖、乳糖、蔗糖、麦芽糖和蜜二糖)对于酪乳

杆菌CG II胞外多糖产量的影响。结果表明，葡萄

糖是最佳碳源，半乳糖和乳糖碳源胞外多糖产量最

低。碳源加入量在2 g／L～20 g／L范围内，胞外多

糖产量随葡萄糖、蔗糖和麦芽糖的加入量增加而提

高，说明碳源浓度影响多糖产量。一些研究结果也

进一步验证以葡萄糖为碳源胞外多糖产量明显高

于其它碳源。例如，德氏乳杆菌保加利亚亚种

NCFB 2772以葡萄糖为碳源胞外多糖产量是果糖

碳源的3倍[19|。同样，乳球菌NIZO B40以葡萄糖

碳源比果糖碳源胞外多糖产量提高9倍[2叫。对于

德氏乳杆菌保加利亚亚种CNRZ 416，在不控制

pH情况下，以10 g／L葡萄糖为碳源胞外多糖产量

最高。而Gancel[2妇等人比较了蔗糖、乳糖、葡葡糖

和果糖为碳源对嗜热链球菌(Streptococcus saliva-

rius ssp．thermophilus)产胞外多糖合成量的影响，

发现用乳糖作为碳源胞外多糖生成量最大。以上

结果说明，菌株不同产胞外多糖的最适碳源也不

同，葡萄糖、乳糖、蔗糖和半乳糖是较常用的碳源。

广泛筛选碳源对提高胞外多糖产量具有重要意义。
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1．5优化氮源

氮源的改变不仅影响胞外多糖的产量而且影

响相对分子质量。近些年，一些研究着眼于在基础

培养基中添加乳清有利于胞外多糖产量的提高。

例如Zisu等在研究发酵条件对嗜热链球菌1275产

胞外多糖影响时发现在RSM培养基中加入0．5 g／

dL的乳清蛋白浓缩液(WPC)使胞外多糖的产量提

高2倍多口引。在pH控制下，向嗜热链球菌ST 111

乳基础培养基(MBM)中加入适量的水解乳清蛋

白，使胞外多糖产量提高了5倍[2引。

2通过基因工程技术提高胞外多糖

产量

2．1调控核苷酸一糖复合物水平调节胞外多糖产量

乳酸菌胞外多糖的合成是从活化的核苷酸一

糖复合物开始的，这些核苷酸一糖复合物的低水平

表达是限制胞外多糖产量的瓶颈因素。而将葡萄

糖一6一磷酸转化成葡萄糖一1一磷酸的磷酸葡萄糖变位

酶(phosphoglucomutase，PGM)和接下来催化

UPD-葡萄糖形成的焦磷酸化酶(pyrophosphory—

lase)是乳酸菌胞外多糖生物合成途径中的两类关

键酶。可以通过调节胞外多糖合成途径关键酶的

表达提高乳酸菌胞外多糖的产量。Levander[24。27]

等过量表达嗜热链球菌LY03 pgmA基因(磷酸葡

萄糖变位酶基因)和galU(UDP一葡萄糖焦磷酸化酶

基因)，使胞外多糖产量从0．17 g／mol提高到0．31

g／mol。而只同源高效表达GalU基因，却不能提高

胞外多糖产量。另外，一株利用半乳糖(Gal十)的嗜

热链球菌LY03突变菌株，通过增加Leloir酶活性

可提高胞外多糖产量达0．24 g／mol。同时，敲除

pgmA基因，使胞外多糖产量进一步增加到0．36 g／

tool。胞外多糖产量提高可能是由于Leloir途径对

糖酵解的解偶联作用。

由于PGM不表达，乳糖分解产生的葡萄糖被

用于糖酵解，而半乳糖则可以通过Leloir途径合成

胞外多糖。胞内代谢产物检测揭示pgmA基因敲

除菌株葡萄糖一1一磷酸水平高于其它菌株，说明Lel-

oir途径对胞外多糖前体的合成至关重要。过量表

达Leloir酶和UDP-半乳糖一4一差向异构酶可以提高

乳酸菌胞外多糖产量[z引。但是，一些研究试图通过

高效表达乳球菌的葡萄糖激酶，磷酸果糖激酶，磷

酸葡萄糖变位酶UDP一葡萄糖焦磷酸化酶和UDP-

半乳糖差向异构酶来提高胞外多糖产量，均未获得

成功。说明乳球菌胞外多糖的合成存在具体影响

因素[29--30]。

2．2提高参与胞外多糖合成的糖基转移酶活性调

节胞外多糖产量

目前，一些胞外多糖合成相关基因簇已经被克

隆和鉴定。胞外多糖合成相关基因簇通常分成4

个区域。第一区为含有调节基因的调控区，第二区

编码检测聚合链长度的相关蛋白，第四区与多糖的

聚合和运输有关，而第三区为合成胞外多糖重复单

元的糖基转移酶(gIycosyltransferase)基因。糖基

转移酶通过转运糖～核苷酸复合物到脂质载体或

增长链上来装配胞外多糖重复单元。首先，将糖一1一

磷酸连接到脂类载体上，这一步骤是由参与多糖合

成的第一个关键酶一引导糖基转移酶(priming gly—

cosyltransferase)催化完成的。引导糖基转移酶对

胞外多糖生物合成至关重要。引导糖基转移酶基

因被阻断导致不产胞外多糖的乳酸菌突变菌

株[3h321。利用基因工程技术，在乳酸菌内同源高效

表达引导糖基转移酶，可以在一定程度上提高胞外

多糖的产量。Van Kranenburg在产胞外多糖乳酸

球菌中过量地表达eps D基因(引导糖基转移酶)，

使胞外多糖产量提高15％[33。。同样。Stingele等在

嗜热链球菌、瑞士乳杆菌和德氏乳杆菌保加利亚变

种中过量表达引导糖基转移酶基因，也提高了胞外

多糖的产量[3引。

2．3胞外多糖合成相关基因簇的过量表达

Boels[353等在乳球菌中同源高效表达胞外多糖

合成相关的整个基因簇(eps)来提高产量。该方法

将胞外多糖基因簇克隆于表达型质粒中，通过提高

质粒的拷贝数，使胞外多糖基因簇过量表达来调控

多糖的合成。结果使质粒的拷贝数提高了9倍，而

胞外多糖产量提高了4倍。碳源的利用量也随着

胞外多糖的产量增加而增加。这是由于胞外多糖

合成过程需要大量的糖一核苷酸前体而使糖代谢

旺盛造成的。先前的研究表明，增加胞外多糖合成

所必需的前体物质的浓度并不能提高乳球菌NIZO

B40胞外多糖的产量。而通过构建eps基因过量表

达菌株能显著提高胞外多糖产量，说明提高乳球菌

NIZO B40胞外多糖产量的限制性因素主要是eps

基因簇的表达水平而不是由糖一核苷酸前体的表

达量来决定的。然而，通过提高荚膜多糖前体合成

关键酶UDP一葡萄糖焦磷酸化酶的表达能明显提高

肺炎链球菌3型荚膜多糖在乳球菌(L lactis)中的

表达。说明胞外多糖合成的调控机制十分复杂[3 6。。

另外，eps基因的过量表达导致乳酸菌生长率降低，

活菌数减少，使宿主菌株的稳定性受到影响。可以

采用异源表达的方式将携带eps基因簇的重组质粒
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转化其它微生物获得产胞外多糖菌株。Stingele[37]

等把嗜热链球菌Sfi6的eps基因簇转入乳球菌

MGl363中，并高效表达。

3 结 语

胞外多糖是乳酸菌生长过程中产生的重要代

谢产物。它赋予发酵乳品特有的风味、质地、口感

和营养价值。在食品工业作为增稠剂、乳化剂和稳

定剂等具有广阔的应用前景。但胞外多糖的产量

通常较低。近些年来，国内外在提高胞外多糖产量

方面做了大量的研究工作。特别是产胞外多糖优

良菌株的筛选和优化培养条件提高胞外多糖产量

方面做了深入细致的研究。优化发酵条件提高胞

外多糖产量主要依赖于菌种本身特性，通过优化产

胞外多糖的最适培养条件，在一定程度上可以提高

胞外多糖产量，但由于影响胞外多糖产量的各理化
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