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共培养体系下融合魏斯氏菌 ＸＧ￣３ 胞外多糖的
产量优化及特性研究

曹文杰ꎬ赵守祺ꎬ高古博ꎬ杨舒涵ꎬ杜仁鹏ꎬ赵　 丹

(黑龙江大学生命科学学院ꎬ农业微生物技术教育部工程研究中心ꎬ黑龙江省寒区植物基因与生物发酵重点实验室ꎬ
黑龙江省普通高校微生物重点实验室ꎬ黑龙江 哈尔滨 １５００８０)

[摘要] 　 本研究建立融合魏斯氏菌(Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ ｃｏｎｆｕｓａ)ＸＧ￣３ 与休哈塔假丝酵母(Ｃａｎｄｉｄａ ｓｈｅｈａｔａｅ)共培养体系ꎬ
采用单因素法优化菌株 ＸＧ￣３ 产胞外多糖(ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＥＰＳ)ꎬ并探究 ＥＰＳ 的性质. 结果表明ꎬ在 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ
ＸＧ￣３ 单培养 ４ ｈ 后接入 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅꎬ接种比例为 １ ∶１ꎬＥＰＳ 产量达到最大(５６.８２±０.１２) ｇ / Ｌꎬ是单培养的 １.６３ 倍.
优化后 ＸＧ￣３ 产 ＥＰＳ 的最优培养条件:蔗糖 ７％、酵母浸粉 ０.３％、蛋白胨 １.２％、硫酸镁 ０.０３％、柠檬酸铵 ０.４％、磷
酸氢二钾 ０.３％、吐温－８０ ０.０５％、乙酸钠 ５％、牛肉膏 １０％、初始 ｐＨ ６.０、培养温度 ３０ ℃ 、摇床转速 １２０ ｒｐｍ. 优化

后菌株 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 的 ＥＰＳ 产量为(８９.３２±０.５５)ｇ / Ｌꎬ较优化前提高 ２.６ 倍. 共培养 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 具有良好的乳

化性(对豆油和汽油的乳化率分别为(９２.６５±０.０７)％和(８１.０８±０.０９)％)、特性粘度和重金属吸附能力.
[关键词] 　 共培养ꎬ融合魏斯氏菌ꎬ胞外多糖ꎬ优化ꎬ性质
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乳酸菌胞外多糖(ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＥＰＳ)是由乳酸菌在生长代谢过程中分泌到细胞壁外的大分子碳

水化合物[１] . 乳酸菌是食品级微生物ꎬ因此乳酸菌 ＥＰＳ 也被认为其具有良好的生物安全性[２] . 因多样的生

物学特性[３]ꎬ乳酸菌 ＥＰＳ 在食品、环境和制药领域得到了广泛应用. 在食品工业中ꎬ乳酸菌 ＥＰＳ 可作为水

胶体来改善面团的粘弹特性ꎬ从而提升面包的整体品质[４]ꎻ在环境治理方面ꎬ乳酸菌 ＥＰＳ 及其形成的生物
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膜能够通过官能团络合作用高效吸附水体中的 Ｐｂ( ＩＩ)离子[５]ꎻ在生物医药领域ꎬ基于乳酸菌 ＥＰＳ 构建的

水凝胶敷料ꎬ通过抗炎与维持微生态平衡来促进伤口愈合[６] . ＥＰＳ 不仅可以作为多功能添加剂ꎬ起到稳

定、增稠和乳化作用[７]ꎬ增加风味和延长保质期[８]ꎬ还具备抗氧化[９]、降胆固醇[１０]、免疫调节[１１]、抗肿

瘤[１２]和抗病毒[１０]等医疗和保健作用.
虽然乳酸菌 ＥＰＳ 具有一系列优良的生物学特性ꎬ但较低的产量限制其广泛应用ꎬ如何提高 ＥＰＳ 的产

量已成为糖生物学领域的焦点问题. ＥＰＳ 的生物合成受到许多因素影响ꎬ例如培养基成分(碳源、氮源、无
机盐等)、 培养条件 (温度、 ｐＨ) 等. Ａｈｍｅｄ 等[１３] 通过响应面实验将开菲尔乳杆菌 ( Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ)ＺＷ３ ＥＰＳ 产量从 ０.８８ ｇ / Ｌ 提升至 １.６１ ｇ / Ｌ. 一些研究发现乳酸菌和酵母菌共培养时ꎬ酵母

菌可以通过消耗培养体系中的有机酸缓解乳酸菌所受到的酸胁迫ꎬ从而促进乳酸菌的生长状态和代谢活

性[１４] . 同时ꎬ共培养还能激活群体感应系统(ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇꎬＱＳ)ꎬ诱导 ｄｓｒ 基因表达ꎬ并增加葡聚糖蔗糖

酶的活性ꎬ进而促进 ＥＰＳ 产量的提升[１４] . 然后ꎬＡｎｇｅｌｉｓ 等[１５]研究表明ꎬ与单培养相比ꎬ虽然共培养能显著

增加乳酸菌 ＥＰＳ 产量ꎬ还改变了 ＥＰＳ 的组成和结构. 本研究建立融合魏斯氏菌(Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ ｃｏｎｆｕｓａ)ＸＧ￣３ 与

休哈塔假丝酵母(Ｃａｎｄｉｄａ ｓｈｅｈａｔａｅ)共培养体系ꎬ采用单因素法提高 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 产量ꎬ并探究 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 的

乳化性、特性粘度和重金属吸附能力ꎬ为 ＥＰＳ 的工业化生产及应用奠定理论基础.

１　 材料与方法

１.１　 实验试剂及培养基

苯酚、浓硫酸、９５％乙醇、蔗糖、葡萄糖、果糖、乳糖、甘露糖、麦芽糖、半乳糖、木糖、三氯乙酸、汽油、柴
油、豆油、苯、二甲苯、石油醚、硫酸铁、硫酸铜、硫酸锌及丙酮均购买自上海阿拉丁生化科技有限公司. 所

有化学试剂均为分析纯.
ＹＰＤ 培养基:葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌꎬ酵母浸粉 １０ ｇ / ＬꎬｐＨ 自然.
ＭＲＳ 基础培养基:葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母浸粉 ５ ｇ / ＬꎬＫ２ＨＰＯ４ ２ ｇ / Ｌꎬ无水

乙酸钠 ５ ｇ / Ｌꎬ柠檬酸铵 ２ ｇ / Ｌꎬ硫酸镁 ０.２ ｇ / Ｌꎬ硫酸锰 ０.０５ ｇ / Ｌꎬ吐温－８０ １(ｖ / ｖ)ꎬｐＨ ５.５.
ＭＲＳ－Ｓ 产糖培养基:蔗糖 ６０ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母浸粉 ５ ｇ / ＬꎬＫ２ＨＰＯ４ ２ ｇ / Ｌꎬ无水

乙酸钠 ５ ｇ / Ｌꎬ柠檬酸铵 ２ ｇ / Ｌꎬ硫酸镁 ０.２ ｇ / Ｌꎬ硫酸锰 ０.０５ ｇ / Ｌꎬ吐温－８０ １(ｖ / ｖ)ꎬｐＨ ５.５.
１.２　 种子液制备

菌株 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 及 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 均保存在黑龙江大学微生物重点实验室. 将 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 单菌落接

种到 ＹＰＤ 种子培养基中ꎬ在 ３０ ℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 １２ ｈꎬ获得 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 种子液. Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 接

种于 ＭＲＳ 中ꎬ在 ３０ ℃静置条件下培养 １８ ｈꎬ获得 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 种子液.
１.３　 实验方法

１.３.１　 共培养发酵体系建立

将 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 与 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 共培养组设置为实验组ꎬ仅 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 的单培养组设置为对照

组. 分别将种子液以 ２％(ｖ / ｖ)的接种量接种于 １００ ｍＬ / ２５０ ｍＬ ＭＲＳ－Ｓ 培养基中. ３０ ℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 培养

６０ ｈꎬ每隔 ６ ｈ 取样测定 ＥＰＳ 产量(ｇ / Ｌ)ꎬ并通过平板涂布法测定活菌数(ＣＦＵ / ｍＬ) .
将 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 与 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 种子液按不同体积混合(１ ∶０、５ ∶１、４ ∶１、３ ∶１、２ ∶１、１ ∶１、１ ∶２、１ ∶３、１ ∶４、

１ ∶５)ꎬ每组均以 ２％的接种量接种于 ＭＲＳ－Ｓ 培养基中ꎬ培养 ３６ ｈ 后测定 ＥＰＳ 产量(ｇ / Ｌ)ꎬ确定最佳接种比例.
按照上述已确定的最佳接种比例ꎬ先在 １００ ｍＬ / ２５０ ｍＬ ＭＲＳ－Ｓ 培养基中接种 ２％( ｖ / ｖ)Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ

ＸＧ￣３ 种子液ꎬ再分别于发酵开始后的 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ 接种 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 种子液ꎬ以Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 单培养

组为对照组. 分别测定 ＥＰＳ 产量ꎬ确定最佳接种时间.
１.３.２　 共培养产 ＥＰＳ 单因素优化

采用单因素实验法ꎬ分别考察碳源种类(蔗糖、葡萄糖、半乳糖、甘露糖、果糖、麦芽糖、乳糖、木糖)及
浓度(１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０ ｇ / Ｌ)ꎬ牛肉膏浓度(４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８ ｇ / Ｌ)ꎬ蛋白胨浓度(４、６、
８、１０、１２、１４、１６、１８ ｇ / Ｌ)ꎬ酵母浸粉浓度(１、２、３、４、５、６、７、８ ｇ / Ｌ)ꎬ乙酸钠、柠檬酸铵、磷酸氢二钾浓度(４、
６、８、１０、１２、１４、１６、１８ ｇ / Ｌ)ꎬ硫酸镁浓度(０.１、０.２、０.３、０.４、０.５、０.６、０.７、０.８ ｇ / Ｌ)ꎬ吐温－８０ 浓度(０、０.０５、
０.１、０.１５、０.２、０.２５、０.３、０.３５％)ꎬ初始 ｐＨ 值(４.５、５、５.５、６、６.５、７、７.５、８)ꎬ培养温度(２０、２５、３０、３５、４０ ℃)ꎬ
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摇床转速(０、４０、８０、１２０、１６０、２００ ｒｐｍ)对 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 生长及产 ＥＰＳ 的影响. 上述单因素实验均在培

养 ３６ ｈ 后测定发酵液中 ＥＰＳ 含量(ｇ / Ｌ)及活菌数(ＣＦＵ / ｍＬ)ꎬ确定最佳产 ＥＰＳ 的培养基组成.
１.３.３　 ＥＰＳ 的分离和纯化

根据 Ｒｅｎ 等[１６]的方法ꎬ将 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 和 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 根据“１.３.１”确定的条件接种于 ＭＲＳ－Ｓ 培养

基中ꎬ培养 ３６ ｈ 获得发酵液. 随后将发酵液 ４ ℃、８ ０００ ｒｐｍ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ在上清液中加入 ３ 倍体积 ９５％
(ｖ / ｖ)的乙醇ꎬ４ ℃过夜沉淀. 沉淀物溶于适量的去离子水中ꎬ加入等体积 １０％(ｖ / ｖ)的三氯乙酸ꎬ在 ４ ℃搅

拌 ４ ｈ 后离心 ２０ ｍｉｎ(４ ℃ꎬ８ ０００ ｒｐｍ)去除溶液中的蛋白质. 再用乙醇进行沉淀ꎬ溶解后于(８ ０００ ~
１２ ０００)Ｄａ 透析袋中透析 ４８ ｈꎬ获得粗 ＥＰＳ 溶液. 粗 ＥＰＳ 溶液通过 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００、６０ ｃｍ×１.６ ｃｍ 凝胶柱

纯化ꎬ得到 ＥＰＳ 纯溶液ꎬ冷冻干燥.
１.３.４　 ＥＰＳ 含量的测定

以葡萄糖为标准品ꎬ用苯酚－硫酸法[１７]测定 ＥＰＳ 含量.
１.３.５　 ＥＰＳ 的乳化性测定

依据 Ｗａｎｇ 等[１８]的方法ꎬ将 ５ ｍＬ ２ ｍｇ / ｍＬ 的 ＥＰＳ 溶液与 ２.５ ｍＬ 的油类或烃类(乙醚、汽油、柴油、
苯、石油、大豆油、二甲苯、己烷)震荡混匀ꎬ测量体系的总液柱高度(Ｈ０)ꎬ再分别测量在室温下静置 １ ｈ、
１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时乳化层高度(Ｈ１) . 根据下列公式计算乳化性(ＥＡ):

ＥＡ(％)＝ Ｈ１ / Ｈ０×１００％. (１)
１.３.６　 ＥＰＳ 的特性粘度测定

利用乌氏粘度计测定 ＥＰＳ 的特性粘度[η]ꎬ分别测定 ２５ ℃和 ３５ ℃条件下溶剂( ｔ０)与 ＥＰＳ 溶液( ｔ１)
的流出时间. 依据下列公式计算出 ２５ ℃和 ３５ ℃时 ＥＰＳ 的相对粘度(ηｒ)和增比粘度(ηｓｐ):

ηｒ ＝
ｔ
ｔ０
ꎬ (２)

ηｓｐ ＝ηｒ－１ꎬ (３)
再根据 Ｈｕｇｇｉｎｓ 公式与 Ｋｒａｅｍｅｒ 公式分别求出 ηｓｐ / ｃ 和 ｌｎ ηｒ / ｃ:

ηｓｐ

ｃ
＝[η]＋ｋ′[η] ２ｃꎬ (４)

ｌｎ
ηｒ

ｃ
＝[η]＋ｋ″[η] ２ｃ. (５)

以 ＥＰＳ 浓度为横坐标ꎬηｓｐ / ｃ 和 ｌｎ ηｒ / ｃ 为纵坐标绘制出两条曲线ꎬ两条曲线的交点为 ＥＰＳ 的特性粘度

[η] . 每组实验重复 ３ 次取平均值.
１.３.７　 ＥＰＳ 的重金属吸附性测定

根据 Ｇｒｉｎｅｖ 等[１９]的方法ꎬ将 Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋和 Ｆｅ２＋工作液用去离子水稀释至(２~１０)μｇ / ｍＬꎬ并使用原子吸

收分光光度计在各自波长处测定吸光度ꎬ绘制标准曲线. 称取 ０.２５ ｇ ＥＰＳ 样品溶于 ２５０ ｍＬ 去离子水中ꎬ并
与 １ ｍｇ / ｍＬ 的 ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ 和 ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ 溶液按 １ ∶１ 混合ꎬ使 ＥＰＳ 和金属盐终浓度分别

为 ０.５ ｇ / Ｌ 和 ０.４ ｇ / Ｌꎬ室温下反应 ０.５ ｈ. 反应结束后ꎬ将混合溶液与预冷丙酮按 １ ∶３ 比例混合ꎬ５ ０００ ｒｐｍ
离心 ３０ ｍｉｎ. 向上清液中分 ３ 次加入 ８ ｍＬ 混合酸ꎬ加热至无色透明后冷却ꎬ并用双蒸水定容至 １０ ｍＬ. ＥＰＳ
对金属离子吸附能力(ｑ)的计算公式如下:

ｑ(ｍｇ / ｇ)＝ Ｖ(Ｃ ｉ－Ｃ ｆ) / Ｗꎬ (６)
其中ꎬＶ(Ｌ)为反应体系的总体积ꎬＣ ｉ(ｍｇ / Ｌ)与 Ｃ ｆ(ｍｇ / Ｌ)分别是金属的初始浓度与最终浓度ꎬＷ(ｇ)为 ＥＰＳ
的质量.
１.３.８　 水接触角测定

水接触角采用 Ｊｉａｎｇ 等[２０] 的方法进行测定ꎬ将 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 分别在 ＭＲＳ 培养基和含 ５％蔗糖的

ＭＲＳ 培养基中培养 ４８ ｈꎬ然后用 ０.４５ μｍ 滤膜负压过滤. 待滤膜干燥后ꎬ使用接触角分析仪测定水接触

角. 每个样品均测量 ５ 个时间点ꎬ并记录 ７ ｓ 时的数值.
１.３.９　 数据分析

所有实验均独立重复 ３ 次ꎬ取平均值进行分析. 利用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２４ 内置的非线性数学模型和 ＪＭＰ １０ 软
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件对实验数据进行分析和绘图.

２　 结果与讨论

２.１　 共培养体系对菌株产 ＥＰＳ 的影响分析

在共培养体系中ꎬ菌株的接种比例和接种时间对发酵进程的影响起着至关重要的作用[２１] . Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ
ＸＧ￣３ 与 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 在不同接种比例条件下 ＥＰＳ 产量变化如图 １Ａ 所示. 当 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 与 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ
接种比例为 １ ∶１ 时ꎬＥＰＳ 的产量最高. 不同接种时间对 ＥＰＳ 产量影响如图 １Ｂ 所示. 在 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 发

酵 ４ ｈ 时接种 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅꎬＥＰＳ 产量达到最高值ꎬ为(５６.８２±０.１２)ｇ / Ｌꎬ提升了约 ２５.５１％. 相比之下在 ８ ｈ 或

１２ ｈ 进行接种ꎬＥＰＳ 的产量均出现下降趋势ꎬ但高于单培养组.

图 １　 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３与 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 不同接种比例(Ａ)以及 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 接种时间(Ｂ)对 ＥＰＳ 产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ａｎｄ Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ(Ａ)ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｏｆ Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ(Ｂ)ｏｎ ＥＰＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
注:不同字母代表不同变量间差异显著.

图 ２　 碳源种类(Ａ)及蔗糖浓度(Ｂ)对 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３生长及 ＥＰＳ 产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｔｙｐｅｓ(Ａ)ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(Ｂ)ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ＥＰＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３
注:不同字母表示差异显著.

２.２　 单因素法优化 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 产 ＥＰＳ
２.２.１　 碳源种类及蔗糖浓度的优化

碳源是微生物生长代谢过程中的关键物质ꎬ对菌株 ＥＰＳ 生物合成具有重要影响[２２] . 当添加适当的碳

源种类和浓度可有效刺激微生物细胞ꎬ从而促进 ＥＰＳ 合成相关基因的表达及相应酶系统的合成ꎬ进而提

高 ＥＰＳ 的产量[２３] . 图 ２Ａ 展示了 ８ 种不同碳源对 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 生长及 ＥＰＳ 产量的影响. 当蔗糖作为碳

源时ꎬＥＰＳ 产量达到(５０.４１±０.７０) ｇ / Ｌꎬ显著高于其他 ７ 种碳源ꎬ此时菌株的生长状态最佳ꎬ活菌数为

(５.２９±０.２７)Ｌｇ ＣＦＵ / ｍＬ. Ｒｏｓｃａ 等[２４]发现ꎬＷ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ 在含果糖和葡萄糖的培养基中发酵时 ＥＰＳ 产量仅为

２.８ ｇ / Ｌꎬ而在添加蔗糖的培养基中发酵可达到 ５.１８ ｇ / Ｌꎬ提高约 １.８５ 倍ꎬ说明其酶促体系更易识别完整蔗

糖而非单糖. 因此ꎬ蔗糖被确定为培养基的最优碳源. 当蔗糖浓度为 ７０ ｇ / Ｌ 时ꎬＥＰＳ 的产量达到峰值

(７８.３７±０.３７)ｇ / Ｌ(图 ２Ｂ) .
２.２.２　 氮源浓度的优化

氮源不仅通过调节蛋白质的合成间接影响 ＥＰＳ 的合成[２５]ꎬ还可以调控 ＥＰＳ 生物合成过程中所参与

酶的活性[２６] . 酵母浸粉是促进 ＥＰＳ 生成最有效的氮源ꎬ其添加能显著提升细菌菌株的 ＥＰＳ 产量[２７] . 这可
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能与酵母浸粉中富含游离氨基酸、短肽、碳水化合物及无机盐等成分有关[２８] . 图 ３ 展示了 ３ 种氮源浓度对

Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 生长及 ＥＰＳ 产量的影响. 结果表明ꎬ当牛肉膏、蛋白胨及酵母浸粉分别为 １０ ｇ / Ｌ、１２ ｇ / Ｌ
和 ３ ｇ / Ｌ 时ꎬＥＰＳ 的产量达到峰值ꎬ分别为(７３.９２±０.６３)ｇ / Ｌ、(７８.３０±０.２３)ｇ / Ｌ 和(８３.８６±０.４１)ｇ / Ｌ. 周渤

森等[２９]发现 Ｌ􀆰 ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＨＤＬ￣０３ 产 ＥＰＳ 的最佳氮源为蛋白胨、牛肉膏和酵母浸粉ꎬ并且添加量分别为

１０ ｇ / Ｌ、１２ ｇ / Ｌ 和 ３ ｇ / Ｌ 时ꎬＥＰＳ 的产量最高.

图 ３　 牛肉膏(Ａ)、蛋白胨(Ｂ)及酵母浸粉浓度(Ｃ)对 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３生长及 ＥＰＳ 产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ(Ａ)ꎬｐｅｐｔｏｎｅ(Ｂ)ꎬａｎｄ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(Ｃ)ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ＥＰＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３

注:不同字母表示差异显著.

图 ４　 乙酸钠(Ａ)、磷酸氢二钾(Ｂ)、柠檬酸铵(Ｃ)及硫酸镁浓度(Ｄ)对 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３生长及 ＥＰＳ 产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ(Ａ)ꎬｄｉｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ(Ｂ)ꎬａｍｍｏｎｉｕｍ ｃｉｔｒａｔｅ(Ｃ)ꎬａｎｄ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(Ｄ)ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ＥＰＳ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３

注:不同字母表示差异显著.

２.２.３　 无机盐浓度的优化

无机盐作为培养基重要组分之一ꎬ即使在低浓度下也可以通过调控代谢途径影响 ＥＰＳ 的产生[１] . 其中ꎬ
Ｍｇ２＋是乳酸菌必不可少的生长因子ꎬ它能够调节磷酸葡萄糖变位酶的活性ꎬ该酶是参与 ＥＰＳ 生物合成过程中

的关键酶之一ꎬ因此添加 Ｍｇ２＋有助于 ＥＰＳ 产量的提升[３０] . 图 ４ 展示了 ４ 种无机盐浓度对共培养体系中

—３５—
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Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 生长及 ＥＰＳ 产量的影响. 结果表明ꎬ当乙酸钠、磷酸氢二钾、柠檬酸铵和硫酸镁的浓度分别为

５ ｇ / Ｌ、３ ｇ / Ｌ、４ ｇ / Ｌ 和 ０.３ ｇ / Ｌ 时ꎬＥＰＳ 的合成能力最强ꎬ分别为(８３.９６±０.２３)ｇ / Ｌ、(８４.５０±０.６８)ｇ / Ｌ、(８５.８５±
０.４８)ｇ / Ｌ 和(８７.８８±０.４７)ｇ / Ｌꎬ在此条件的菌株均处于优良的生长状态.

图 ５　 吐温－８０浓度对Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３生长及 ＥＰＳ产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｗｅｅｎ￣８０ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ＥＰＳ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３
注:不同字母表示差异显著.

２.２.４　 吐温－８０ 浓度的优化

研究表明ꎬ吐温－８０ 作为氧载体ꎬ能提高氧转

移效率ꎬ促进代谢物生产[３１] . 当吐温－８０ 浓度为

０.１５％(ｖ / ｖ)ꎬＥＰＳ 的产量和活菌数均达到最大值

(８７.９８ ± ０. ７２) ｇ / Ｌ 和(６. ５８ ± ０. １３) Ｌｇ ＣＦＵ / ｍＬꎬ
ＥＰＳ 产量提升 ０.１２％(图 ５) .
２.２.５　 培养条件的优化

图 ６ 展 示 了 培 养 条 件 对 共 培 养 体 系 中

Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 生长及 ＥＰＳ 产量的影响. 结果表

明ꎬ当培养基初始 ｐＨ 为 ６、培养温度为 ３０ ℃、摇床

转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ相对应的 ＥＰＳ 含量和活菌数

分别达到峰值ꎬ分别为(８９.０８±０.３４)ｇ / Ｌ 和(６.６９±
０.２４)Ｌｇ ＣＦＵ / ｍＬ、(８９.３２±０.５５)ｇ / Ｌ 和(６.２５±０.１４)Ｌｇ ＣＦＵ / ｍＬ、(８９.６７±０.５０)ｇ / Ｌ 及(５.２８±０.０３)Ｌｇ ＣＦＵ / ｍＬꎬ
ＥＰＳ 的含量分别提高了 １.２５％、０.２７％和 ０.４０％. 优化后菌株Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 的 ＥＰＳ 产量为(８９.３２±０.５５)ｇ / Ｌꎬ
与优化前 ＥＰＳ 的产量(３４.３７±１.１２)ｇ / Ｌ 相比ꎬ提高了约 ２.６ 倍.

图 ６　 初始 ｐＨ 值(Ａ)、培养温度(Ｂ)及摇床转速(Ｃ)对 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３生长及 ＥＰＳ 产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ(Ａ)ꎬｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ(Ｂ)ꎬａｎｄ ｓｈａｋｅｒ ｓｐｅｅｄ(Ｃ)ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ＥＰＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３

注:不同字母代表差异显著.

２.３　 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ＥＰＳ 性质分析

２.３.１　 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ＥＰＳ 的乳化性分析

ＸＧ￣３ ＥＰＳ 的乳化能力如表 １ 所示. 结果显示ꎬＸＧ￣３ ＥＰＳ 在 ３６ ｈ 时对油类和烃类的乳化能力排序:豆
油>汽油>苯>柴油>二甲苯>煤油>石油醚ꎬＸＧ￣３ ＥＰＳ 对豆油的乳化效果极佳ꎬ乳化率高达(９２. ６５ ±
０.０７)％ꎬ对汽油的乳化率为(８１.０８±０.０９)％ꎬ这一结果不仅显著优于 ＸＧ￣３ 单培养 ＥＰＳ[３２]对汽油的乳化率

(７０.６６±０.６５)％ꎬ也超过了 ＨＤＥ￣９ ＥＰＳ[３３]在 ４８ ｈ 对豆油的乳化率(８０.７３±１.３２)％和 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ Ｈ２ ＥＰＳ[３４]

在 ２４ ｈ 时对豆油的乳化率(７８.２８±１.７３)％. 研究发现ꎬＥＰＳ 的乳化性与其亲水性密切相关[３５]ꎬＥＰＳ 亲水性

越强ꎬ越有利于与水相结合. 共培养 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 主要是由 α－(１ꎬ６)和 α－(１ꎬ３)糖苷键连接的葡萄糖构成

—４５—
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的[１４]ꎬ这种结构具有良好的亲水性ꎬ因此可以使乳化性能更加稳定. 与 ＸＧ￣３ 单培养 ＥＰＳ 相比[３２]ꎬ共培养

的 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 具更良好的溶解性和持水性能ꎬ进而显著地提升了对豆油、柴油和煤油的乳化性能.
表 １　 共培养 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ＥＰＳ 对油类和烃类化合物的乳化性能

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ＥＰＳ ｏｎ ｔｈｅ ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｉｌｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ

乳化性(％) １ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ

苯 ８５.２１±０.５５Ｂａ ８２.０１±１.３７ＢＣｂ ８０.０１±０.８７ＢＣｂ ７９.９８±０.２１Ｃｂ

二甲苯 ６７.３９±０.５４Ｄａ ６２.３４±２.０５Ｄｂ ６０.７４±０.６９Ｄｂ ５９.８５±０.１７Ｅｂ

汽油 ８５.３３±０.７２Ｂａ ８３.２９±１.００Ｂａｂ ８１.７３±１.１７Ｂｂ ８１.０８±０.０９Ｂｂ

柴油 ８１.２０±０.０９Ｃａ ７８.９５±１.０８Ｃｂ ７６.５８±０.０７Ｃｃ ７４.４５±０.１３Ｄｄ

豆油 ８９.１４±０.５７Ａａ ８９.２４±０.１６Ａａ ９１.６４±３.３３Ａａ ９２.６５±０.０９Ａａ

煤油 ６４.７６±１.４７Ｅａ ６１.４４±０.０２ＤＥｂ ６０.１８±０.１６Ｄｂ ５９.７０±０.４９Ｅｂ

石油醚 ６１.４６±０.４１Ｆａ ５８.３８±１.００Ｅｂ ５６.９０±０.１９Ｄｂ ５２.４８±０.７２Ｆｃ

　 　 注:不同大写字母为同一时间、不同有机相间显著差异ꎻ相同小写字母为同一有机相、不同时间显著差异.

２.３.２　 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ＥＰＳ 的特性粘度及重金属吸附性分析

ＸＧ￣３ ＥＰＳ 在 ２５ ℃和 ３５ ℃的特性粘度[η]分别是 ４３７.６８ ｍＬ / ｇ 和 ２８６.９４ ｍＬ / ｇ(图 ７Ａ) . 由此可知ꎬ
ＸＧ￣３ ＥＰＳ 的特性粘度[η]与温度呈负相关. 这一数值显著高于同等条件下 ＸＧ￣３ 单培养 ＥＰＳ[３６](２５ ℃时为

４０９.７ ｍＬ / ｇꎬ３５ ℃时为 ２０１.７ ｍＬ / ｇ) . 研究发现 ＥＰＳ 的特性粘度[η]与分子量成正相关[３７] . 已有研究报道共

培养 ＸＧ￣３ ＥＰＳ[１４]的平均分子量为 ３.４５×１０６ Ｄａꎬ略高于单培养 ＸＧ￣３ ＥＰＳ[３６]的平均分子量(３.１９×１０６ Ｄａ) . 在
与其他来源多糖相比之下发现ꎬＸＧ￣３ ＥＰＳ 的特性粘度[η]虽高于灵芝(Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ａｔｒｕｍ)多糖[３８](９０ ｍＬ / ｇ)ꎬ
但远低于植物来源的多糖如黄芪(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｇｏｍｂｏ)多糖[３９](８６０ ｍＬ / ｇ) . 这种较低的特性粘度使其结构和性

能更加稳定.

图 ７　 共培养 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ＥＰＳ 在 ２５ ℃和 ３５ ℃的特性粘度(Ａ)以及对不同种类金属的吸附能力(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＰＳ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ ａｔ ２５ ℃ ａｎｄ ３５ ℃ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ

ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ(Ａ)ａｎｄ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｌｓ(Ｂ)
注:不同字母代表差异显著.

ＥＰＳ 中的功能基团ꎬ如羟基、羧基和氨基ꎬ在重金属的吸附中起到了关键作用[４０] . 如图 ７Ｂ 所示ꎬＸＧ￣３
ＥＰＳ 对 Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋和 Ｚｎ２＋ ３ 种金属离子均表现出优良的吸附能力ꎬ其吸附值(ｑ)分别为(７５１.４５±４.５２)ｍｇ / ｇ、
(７２７.０７±３.４７)ｍｇ / ｇ 及(７３８.７６±０.７２)ｍｇ / ｇ. 共培养 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 虽低于 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ Ｈ２ ＥＰＳ[４１] 对 Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋和

Ｚｎ２＋ ３ 种金属离子的吸附能力ꎬ但远远高于肠杆菌属(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ)Ａ４７ ＥＰＳ[４２]对 Ｃｕ２＋和 Ｚｎ２＋吸附能力ꎬ分别

是 ３６.１％和 ３５.９％. 综合分析ꎬ共培养来源的 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 是一种高效且易获得的金属吸附剂. 它在减少环境和

食品中的重金属污染方面展现一定的潜力ꎬ有望在相关行业中得到广泛应用.
２.４　 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３的水接触角分析

水接触角是一种评估细菌菌株所产生 ＥＰＳ 疏水性的有效手段. 结果显示ꎬ在 ７ ｓ 时Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 在

ＭＲＳ 培养基中的水接触角为 ２８.７°(图 ８Ａ)ꎬ而在添加 ５％蔗糖的 ＭＲＳ 培养基中ꎬ水接触角提升至 ５９.１°
(图 ８Ｂ) . 这一提升是由于 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 在含蔗糖的 ＭＲＳ 培养基中产生的 ＥＰＳ 更多ꎬ从而增加菌株表
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面的疏水性. 已有研究报道ꎬ该菌株的表面疏水性与其表面蛋白的结构有密切关系[４３] . 该结果与

Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＬ￣４[４４]接触角结果相同ꎬ但与 Ｌ􀆰 ｐｌａｎｔａｒｕｍ ２３[４５]的接触角结果不同.

图 ８　 ＭＲＳ(Ａ)和 ＭＲＳ＋５％蔗糖(Ｂ)发酵液的水接触角分析

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｃｔ ａｎｇｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ＭＲＳ(Ａ)ａｎｄ ＭＲＳ＋５％ ｓｕｃｒｏｓｅ(Ｂ)

３　 结论

本研究建立 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ ＸＧ￣３ 和 Ｃ􀆰 ｓｈｅｈａｔａｅ 共培养体系ꎬ确定了最佳的共培养条件ꎬ使 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 的产

量由(３４.９７±１.８７)ｇ / Ｌ 升至(５６.８２±０.１２)ｇ / Ｌꎬ提高了 １.８７ 倍. 通过优化培养基组分进一步提升 ＸＧ￣３ ＥＰＳ
产量ꎬ优化后 ＥＰＳ 最终产量达到(８９.３２±０.５５)ｇ / Ｌ. 该 ＸＧ￣３ ＥＰＳ 表现出优良的乳化性、特性粘度和重金属

吸收能力. 本研究不仅提高了乳酸菌 ＥＰＳ 产量ꎬ还展示了其作为食品级稳定剂和乳化剂的潜在作用. 未来

研究可进一步解析共培养对 ＥＰＳ 生物合成途径及结构特征的影响ꎬ并结合结构修饰与应用评价ꎬ拓展其

在食品、环境治理及生物医用材料中的应用潜力.
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