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摘 要：从肺炎患羊的肺叶中取得微生物，经菌落分离、镜检、生化反应鉴定，分离出兽疫链球菌 (
通过正交实验确定摇瓶培养最优培养基为：葡萄糖 2# 8 9 :，蛋白胨 "# 8 9 :，酵母抽提物 "# 8 9 :，

;!<=>3 ! ( # 8 9 :，（)<3）!?>3 1 ( #8 9 :，@8?>3·7<!> # ( 1 8 9 : ( 筛 选 出 !"#$%"&’&’’() *&&$%+,
-$.+’(’)456#$1 菌株，该菌产生的粗品透明质酸的相对分子质量为 ! ( "" A "#2，产量达" ( // 8 9 : (
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透明质酸（<T+’FN&,GO +OG[，<T+’FN&,+,，简称

<D），又名玻璃酸，它是由（"6$）6!6乙酰氨基6!6脱氧

6!6_6葡萄糖与（"63）6>6!6_6葡萄糖醛酸双糖重复单

位所组成的直链粘多糖［"］(透明质酸分子在溶液中

高度伸展与随机卷曲构型使其占有很大区域，其流

体力学体积较未水化时大 " ### 倍 (而且分子链之

间互相缠绕形成连续网络结构，水分子通过极性键

与其直接作用，使得透明质酸象“分子海绵”一样，
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可以吸收并保持其自身质量千倍以上的水分，是国

际上公认的最好的保湿剂［!］"
因为透明质酸具有保湿、营养、润肤等作用，故

其广泛地用于各种高级化妆品中，与传统的保湿剂

相比，透明质酸具有更高的保湿效果，且无油腻和

阻塞皮肤等缺点 "当 #$ 加入化妆品中涂于皮肤表

面时，会形成一层粘弹性透明水化膜，这层膜具有

很好的保水作用，就象天然存在于细胞间质中的

#$ 一样，能增加皮肤角质层的水分，而角质层的水

分与维持皮肤健康和外界刺激的防御机能密切相

关 "作为一种天然降解且具有吸收性的生物学材

料，透明质酸在临床上用途十分广泛 " #$ 制剂在临

床应用中有 % 种剂型：液体喷雾、胶体涂布及薄膜

覆盖 " 可以广泛应用于眼科、耳科、骨科和普外科

等，并已经取得令人满意的效果［%］"研究证明，产透

明质酸的部位是链球菌的荚膜［&］"作者从肺炎患羊

的肺叶中取得微生物，经菌落分离、镜检、生化反应

鉴定，分离出兽疫链球菌 " 通过正交摇瓶实验确定

最优培养基，并筛选出较优菌株 "

! 材料与方法

! " ! 实验材料

! "! "! 原始菌 从肺炎羊肺中取样 " 宰杀肺炎患

羊，将羊胸腔剃毛，涂抹医用酒精进行消毒，用消毒

兽用手术刀切开羊胸腔，取出羊肺，用自来水洗去

羊血，在羊肺外表面红肿处用医用棉擦破表皮组织

取样，迅速抹在准备好的平皿 ’ 上，编号为 (’((( "
用抽血注射器在羊肺中取血注入平皿 ! 上，编号为

(!((( "用消毒手术刀切开肺叶炎症明显处，取中间

一小块组织在平皿上涂抹，编号为 (%((( "
! "! "# 实验材料 蛋白胨，酵母抽提物，琼脂，硫

酸铵，碳酸氢钠，硫酸镁，磷酸氢二钾，丙三醇，无水

乙醇，酒石酸钾钠，苯甲酸，亚硫酸钠，葡萄糖醛酸

内酯，硫酸，氯化钠，氢氧化钠，咔唑，%、)*二硝基水

杨酸，精密 +# 试纸（) " ) , - " (），./0 试剂，中性甲

醛溶液，) 123 4 5 的 /67#，( " ’ 123 4 5 的 /67#，

( " ()8的溴麝草酚蓝溶液，( " )8的酚酞乙醇溶液，

( " & 123 4 5 的 /693，’8的氯化烷基吡啶，( " -8的

生理盐水 "
! "! "$ 仪器及设备’ 温控摇床，显微镜 ’ 台，超净

工作台 ’ 台，电热手提压力蒸汽消毒器 ’ 个，接种针

% 个，- :1 玻璃平板 )( 个，’) 11 ; ’)( 11 试管

!(( 支 "
! " # 实验方法

! "# "! 分离纯化程序 采样!平皿培养!三角瓶

培养!菌落分离!划线分离!初筛菌株 "
! "# "# 兽疫链球菌的诊断方法

’）镜检 "
!）兽疫链球菌的生化反应鉴定：包括溶血实

验，山梨醇、乳糖发酵实验和淀粉水解实验［)，<］"
! "# " $ 菌株的摇瓶发酵’ 试管斜面!种子培养基

（%) = 培养 !& >）!各种发酵培养基（%) =，!((
? 4 1@A培养 %< >）"
! "# "% #$ 产量、相对分子质量测定方法’ 见文献

［B］"

# 结果与讨论

产生透明质酸的菌落透明度很高，隆起，呈水

滴状，色泽近似蛋清，菌落选择以此为依据 "
# " ! 原始菌落的分离结果

原始菌落经平皿培养，接入三角瓶液体培养

基，经无菌水稀释 ’(& 倍后，分别接入 % 个平皿，于

%) =培养 &B > 后，(!((( 号无明显透明和隆起菌

落，故弃去 " (’(((，(%((( 有近似特征菌落出现，划

线分离 "
# " # 二次分离结果

从 (’(((，(%((( 号平板中各挑 B 个菌，菌号为

(’’((*(’B((；(%’((*(%B(( "培养后发现其中 (’!((，

(’C((，(%)(( 菌株的透明度很高，菌落隆起，呈水滴

状，色 泽 近 似 蛋 清，继 续 划 线 分 离 培 养，编 号 为

(’!’(*(’!B(，(’C’(*(’CB(，(%)’(*(%)B( "
# " $ 三次分离结果

对 (’!’(*(’!B( 号菌株镜检，(’!<( 号菌落中

无其 它 杂 菌，很 符 和 兽 疫 链 球 菌 形 态 特 征 " 对

(’C’(*(’CB( 号菌镜检，(’CC( 最好 "对 (%)’(*(%)B(
镜检，(%)&( 号最好 "
# " % 四次分离结果

将 (’!<(，(’CC(，(%)&( 菌落继续划线分离，编

号分别为 (’!<’*(’!<B，(’CC’*(’CCB，(%)&’*(%)&B，

继续培养 "
# " & 生化反应鉴定

培养后对第四次分离的 !& 个菌株进行生化反

应鉴定，结果见表 ’ "
# " ’ 兽疫链球菌确定

(’!<<（D’），(’CCC（D!），(%)&!（D%）由镜检、

生化特征反应诊断为兽疫链球菌，将其作为初筛菌

株，进一步进行摇瓶实验复筛，根据其产透明质酸

能力确定三者中一者为诱变出发菌株 "
’(!<%，(’CC)，(%)&’，(%)&) 这 & 个菌无链球菌

形态 特 征，为 杂 菌 " (’!<%，(’!<C，(’!<B，(’CC’，
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!"##$，!%&’%，!%&’# 这 ( 个菌溶血非 ) 型，虽为链

球菌，但并非为所需要的兽疫链球菌 *其它 "" 个菌

为革兰氏阳性链球菌的其它菌群，从菌群透明隆起

特征看，它们可能产生透明质酸，但兽疫链球菌为 +
群链球菌，非人体致病菌，应首选 *

表 ! 初筛菌的生化反应

"#$%! &’()*+,’)#- .+#)/’(01 2(. ’1(-#/+3 1/.#’01

菌号
是否具有兽疫

链球菌形态
革兰氏

染色
溶血!山梨醇 乳糖

水解
淀粉

!",(" - - - . .
!",(, - - - . -
!",(% . -
!",(’ - - - . .
!",(& - - - - / .
!",(( - - - - - -
!",(# - - . - - .
!",($ - - .
!"##" - - .
!"##, - - - . .
!"##% - - - . .
!"##’ - - - . -
!"##& . .
!"##( - - - . .
!"### - - - - - -
!"##$ - - .
!%&’" . -
!%&’, - - - - - -
!%&’% - - .
!%&’’ - - .
!%&’& . .
!%&’( - - - . .
!%&’# - - .
!%&’$ - - - . -

注：表中 - 表示“是”或“有”，”. ”表示”否”或”无”*

4 % 5 正交实验结果

保持温度（%& 0）转速（,!! 1 2 345）不变，对菌

株、培养基、装量进行正交试验 *发酵开始后，每隔 ’
6 用 " 378 2 9 :;<+=% 溶液调 >< 至 # * & ? $ * ! * 其

因素水平差异以及实验设计与结果计算见表 ,，% *
由因素 水 平 表，在 常 用 正 交 表 中 找 出 正 交 表 9"$

（("%%）［@］，设计与结果计算见表 % *
从表 % 中极差 !" 的大小可以判断因素对 <A

相对分子质量影响的主次，!" 越大，表示第 " 号因

素对指标的影响越大 *反之，!" 越小，表示第 " 号因

素对指标的影响越小 * "% 号实验的相对分子质量最

大，但考虑到产量，放弃 "% 号，故选择 "# 号 *影响因

素从大到小为：#（菌株）B $（装量）B %（葡萄糖）

B &［（:<’）,C=’］B ’（酵母提取物）B (（D,<E=’）

B )（蛋白胨）*
根据极差计算，% (#, $,)" &%’% ( ,（下标数字

分别为各因素水平）为首选方案，即采用 F, 为诱变

出发菌株，葡萄糖质量浓度 (! G 2 9，蛋白胨质量浓

度 "! G 2 9，酵母抽提物质量浓度 "! G 2 9，D,<E=’

质量浓度 , * ! G 2 9，（:<’）,C=’ 质量浓度 & * ! G 2 9，

装液量为 ,&! 39 三角瓶为 ,! 39 * 另加 ! * & G 2 9
FGC=’·#<,= 促进发酵 * 对 A(),+,H"I%J%K, 继续

做改进实验："）提高葡萄糖浓度至 $! G 2 9，相对分

子质量和产量均无提高 *故确定葡萄糖用量继续采

用 (! G 2 9 * ,）F" 与 F, 所产 <A 相对分子质量接

近，但 F, 所产 <A 产量高于 F"，故菌种仍然采用

F, * %）将蛋白胨用量提高至 "& G 2 9，相对分子质

量和产量无明显变化 * ’）将转速从 ,!! 1 2 345 提高

到 %!! 1 2 345，产 量 有 所 增 加，因 而 转 速 为 %!!
1 2 345 *

表 4 因素水平表

"#$%4 "*+ -+6+-1 (2 2#)/(.1 (2 (./*(7(0#- +89+.’,+0/ 3+1’70

水平

葡萄糖
质量浓度 2
（G 2 9）

%

菌株

#

,&! 39
装液量 2

39
$

蛋白胨
质量浓度 2
（G 2 9）

)

（:<’）,C=’
质量浓度 2
（G 2 9）

&

酵母抽提物
质量浓度 2
（G 2 9）

’

D,<E=’
质量浓度 2
（G 2 9）

(

" "! F" "! "! ! ( * ! !

, ,! F, ,! $ * ! , * & $ * ! , * !

% %! F% %! ( * ! & * ! "! ’ * !

’ ’!

& &!

( (!

$& 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 ,, 卷
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表 ! 正交实验结果

"#$%! "&’ (’)*+,) -. -(,&-/-0#+ ’12’(34’0,

实验号

因 素

葡萄糖
质量浓度 !
（" ! #）

!

菌株

"

$%& ’#
装液量 !

’#
#

蛋白胨
质量浓度 !
（" ! #）

$

（()*）$+,*
质量浓度 !
（" ! #）

%

酵母抽提物
质量浓度 !
（" ! #）

&

-$).,*
质量浓度 !
（" ! #）

’

相对分子
质量

（ / 0&1）

产量 !
（" ! #）

0 0（0&） 0（20） 3（3&） $（4 5 &） $（$ 5 %） 0（1 5 &） $（&） 0 5 6% & 5 17$

$ 0 $（2$） 0（0&） 0（0&） 0（&） $（4 5 &） 0（$ 5 &） 0 5 *3 & 5 4$%

3 0 3（23） $（$&） 3（1 5 &） 3（% 5 &） 3（0&） 3（* 5 &） & 5 47 & 5 7%3

* $（$&） 0 $ 0 $ 3 0 $ 5 00 & 5 61$

% $ $ 3 3 0 0 3 $ 5 &* 0 5 &0$

1 $ 3 0 $ 3 $ $ 0 5 $% & 5 463

7 3（3&） 0 0 3 0 3 $ 0 5 46 0 5 0$*

4 3 $ $ $ 3 0 0 0 5 61 & 5 671

6 3 3 3 0 $ $ 3 0 5 77 & 5 604

0& *（*&） 0 0 0 3 0 3 0 5 37 0 5 $30

00 * $ $ 3 $ $ $ 0 5 16 0 5 10$

0$ * 3 3 $ 0 3 0 0 5 $1 0 5 &77

03 %（%&） 0 3 3 3 $ 0 $ 5 00 0 5 0$3

0* % $ 0 $ $ 3 3 0 5 7% 0 5 1$*

0% % 3 $ 0 0 0 $ 0 5 10 0 5 &%%

01 1（1&） 0 $ $ 0 $ 3 0 5 66 0 5 *$3

07 1 $ 3 0 3 3 $ $ 5 && 0 5 471

04 1 3 0 3 $ 0 0 0 5 %0 0 5 13&

( 0 * 5 $1 00 5 & 6 5 04 0& 5 3 0& 5 $ 0& 5 * 0& 5 3

( $ % 5 36 0& 5 4 0& 5 $ 0& 5 $ 0& 5 4 0& 5 $ 0& 5 *

( 3 % 5 1$ 4 5 $1 00 5 0 0& 5 0 6 5 %% 6 5 47 6 5 4&

( * * 5 3$

( % % 5 *1

( 1 % 5 *6

极差 )* 0 5 31 3 5 0* 0 5 6% & 5 01 0 5 $0 & 5 %1 & 5 %3

5 % 6 摇瓶发酵中菌浓吸光度及 78 产量的变化

吸光度随时间的变化见图 0 5从图 0 可以看到，

发酵开始后，,811&在 4 9 $* : 菌体生长速率最大，

必须保证菌体对 ;、(、, 的需要，硫酸铵可以在发

酵 4 : 时加入摇瓶，葡萄糖初始质量浓度为 $& " ! #，

4 : 后补加 $& " ! #，01 : 后补加 $& " ! # 5 )< 随时间

的变化见图 $ 5从图 $ 看到，发酵 3$ : 后 )< 产量最

高，之后有所下降，这是因为透明质酸酶的降解作

用［7］，因此确定 3$ : 为发酵终点 5 另外，发酵 3$ :
后 =) 不再降低，说明菌体不再产酸 5因此，也可以

将 =) 值不再下降的点确定为发酵终点 5
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图 ! 摇瓶发酵中菌浓吸光度变化曲线

"#$% ! &#’( )*+,-( *. /0112 #3 45( -567#3$8.96-7

.(,’(3464#*3

图 : 摇瓶发酵中菌浓 ;< 变化曲线

"#$% : &#’( )*+,-( *. ;< )*3)(34,64#*3 #3 45( -567#3$8
.96-7 .(,’(3464#*3
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