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摘 要：对产聚唾液酸菌株大肠杆菌617,!!进行5%8(诱变，筛选出高产突变株617,#，其聚唾液

酸产量可达!%%!9:／;，通过优化发酵条件即在$2%9;的摇瓶中，$2%<／9=>转速下，/&?恒温

培养52@，起始AB值为&*0，装液量为#%9;，使聚唾液酸的产量提高到!2%%9:／;*聚唾液酸在

菌体生长停止后释放到培养基中，动力学上表现为次级代谢产物*此外，还对聚唾液酸的提取、水

解和唾液酸的纯化作了初步研究*
关键词：大肠杆菌617,!!；聚唾液酸；唾液酸；诱变育种；摇瓶发酵
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唾 液 酸（O=G)=PGP=VU）是 一 族 神 经 氨 酸（+I-7
<G9=>=PGP=V）的衍生物［!］，其主要形式是+7乙酰神

经氨酸和+7羟乙酰神经氨酸*唾液酸广泛存在于动

物细胞表面的糖蛋白和糖脂的糖链末端［$］，通常以

!7$，/或!7$，5糖苷键与+7乙酰半乳糖胺或半乳糖

相连*它是糖缀合物结构和功能多样化的重要物质

基础，与细胞的粘连和识别密切相关*同时，唾液酸

及其衍生物在医药领域也有重要的功能*国外研究

表明，游离的唾液酸是有效的抗粘附药物，借助其

本身的受体作用可竞争性抑制流感病毒的感染、僧
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帽水母（蚂蟥）毒素强大的溶血作用及恶性疟原虫

入侵红细胞等!
聚唾液酸（"#$%&’($’)()’*）是+,乙酰神经氨酸

以!,-，.和（或）!,-，/键连接的同聚物!0/12年

3(44%和5#676$首先在大肠杆菌8,-91和80中发

现该聚合物［9］，后来人们相继在!"#$$"%#&’#(#()#*
+#,#$3、-&.’/("..&+/01%&:;.、2#+%/3&1+"%4%"0(,##
:1中发现聚唾液酸!由于唾液酸在动物组织、禽蛋

和牛奶中含量比较低，分离提纯复杂，收率较低，因

此难以工业化生产!本研究利用遗传育种的方法诱

变分离得到高产聚唾液酸菌株，通过发酵条件的优

化，使产聚唾液酸能力达01<<=>／?，为工业化生

产提供了依据!

! 材料与方法

!"! 材料

!!!!! 菌种 大肠杆菌 @A,B00，作者所在实验室

保藏［;］!
!!!!# 培养基

0）种子培养基（>／?）：+(C$1，牛肉膏1，蛋白

胨0<；DE2!-"2!;!
-）发酵培养基（>／?）：F,山梨醇-1，+E;C$G，

H>I:;<!G，8-E":;/<==#$／?；DE2!.!
!!!!$ 指示剂 含<!0>／*?溴百里酚蓝的-<J

（体积分数）乙醇溶液!
!!!!% 唾液酸标准品 "K(L&M’6N$?(7OL)公司赠

送!
!"# 方法

!!#!! 种子培养 接一环斜面种子于装有1<=?
种子培养液的-1<=?容积三角瓶中，置于摇床上

振荡培养，转速-1<4／=’L，偏心距-9==，温度92
P，培养0-N!
!!#!# 摇瓶发酵 接种量;J，-1<=?的三角瓶

装液量为;<=?，于摇床上振荡培养，转速为-1<4／

=’L，偏心距-9==，温度92P!
!!#!$ 出发菌株菌液的制备 参照文献［;］!
!!#!% G<C#辐射诱变

0）诱变剂量选择：辐射剂量为.<<5%，处理

;<=’L!
-）中间培养：取0=?处理后的菌液接种于0<

=?营养肉汤培养基，92P、-9<4／=’L培养0-N!
9）取<!1=?处理后的菌液进行稀释分离，取

9个合适的稀释度倾注营养琼脂培养基于平板上，

92P培养，进行计数!
;）取经过中间培养的菌液进行稀释分离，取9

个合适稀释度的菌液倾注于营养琼脂培养基平板

上，另取9个合适稀释度的菌液倾注于有指示剂的

固体发酵培养基中，92P培养2-N!
!!#!& 筛选方法 参照文献［;］!
!!#!’ 聚 唾 液 酸 的 测 定 方 法 间 苯 二 酚 显 色

法［1］!
!!#!( 负染色 样品!1>／*?的戊二醛固定!磷

酸缓冲液漂洗!0>／*?的锇酸气体固定!磷酸缓

冲液漂洗!->／*?的磷钨酸负染色!电镜观察（放

大9<<<<倍）!
!!#!) 聚唾液酸的提取 发酵液于9<<<4／=’L离

心01=’L，取上清液，加入-倍体积的热乙醇煮沸

9<=’L，离心收集沉淀物，用少量水洗涤沉淀物-
次，合并上清液，再用-倍体积冷乙醇沉淀，得到聚

唾液酸粗制品!
!!#!* 聚唾液酸的水解 用9=#$／?的E-I:;将

聚唾液酸溶液调至DE0!9"-!<，.<P水浴水解G<
=’L，得唾液酸单体!
!!#!!+ 唾液酸的纯化与纯度鉴定

0）纯化 将水解后的产物，用饱和氢氧化钡溶

液中和至DE1!G"G!<，离心去除沉淀物，上清液用

制备 型 高 压 液 相 色 谱 分 离（固 定 相 为#3#L*(D(Q
C0.，流 动 相 为 体 积 分 数/J的 甲 醇 和 体 积 分 数

<!<1J的三氟醋酸，体积流量为9=?／=’L）!收集

保留时间与标准品一致的色谱峰，旋转蒸发得到白

色晶体!
-）鉴定 红外光谱：834压片法!紫外光谱：将

纯化的唾 液 酸 样 品 和 标 准 样 品 按 间 苯 二 酚 显 色

法［1］处理，在1<<"2<<L=吸收光谱处扫描!

# 结果与讨论

#"! 菌株的’+,-辐射诱变

作者曾报导过用紫外线诱变561/.#8,-91菌

株，得到大肠杆菌 @A,B00，聚唾液酸的产量从9G<
=>／?提高到GG<=>／?!但菌株的遗传性能不太稳

定，有回复突变的可能，为进一步提高产聚唾液酸

能力和菌株的稳定性，应采用不同的诱变方法，本

研究采用电离辐射诱变 G<C#诱变!
#!!!! 高产聚唾液酸诱变株的获得 经G<C#诱变

剂量测定试验，选定.<<5%的辐射剂量，处理;<
=’L，致死率为//!-J!再经初筛和复筛试验，从中

选出一株高产聚唾液酸菌株，命名为 @A,B;，产酸

量达0<<0=>／?!
#!!!# @A,B;菌株的遗传稳定性试验 对@A,B;
菌株进行连续0<次传代试验，结果见表0!@A,B;
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菌株经!"次传代后，聚唾液酸产量稳定在##$!
!!%&’(／)之间，说明该菌株具有稳定的遗传性

能*
表! 大肠杆菌"#$%&的遗传稳定性试验

’()*! +,-,./01.()/2/.3.,1.45!"#$%&"#$%&

代数 !+ !, !& !$ !!"

聚唾液酸产量／（’(／)）!""! ##$ !!+-!!%& !"!-

6*6 聚唾液酸合成的动力学和不同物理参数对发

酵的影响

大肠杆菌./01,的生长曲线和发酵曲线见图

!*可以看出，菌体在生长+2后进入对数生长期，约

!%2后进入稳定期，&$2左右进入衰亡期*从聚唾

液酸的发酵曲线可看出，前-%2聚唾液酸的产量较

低，-%2后，菌体产酸量开始加速，&%2左右菌体产

酸量达到最高*由此可证明，聚唾液酸是大肠杆菌

./01,的次级代谢产物*
作者所在实验室已有人研究了培养基化学成

分对大肠杆菌./01,产聚唾液酸的影响，在此基础

上作者研究了不同物理参数对产聚唾液酸的影响*

图! 大肠杆菌"#$7&的生长曲线和发酵曲线

8/9*! +:4;.<0=:>,(-?5,:@,-.(./4-0=:>,45!"#$%&
"#$%&

6*6*! 供氧条件对产酸的影响 供氧条件在多糖

的生物合成中起着重要的作用，而摇瓶发酵过程的

供氧主要取决于摇床转速和装液量*不同装液量和

摇床转速下的产聚唾液酸发酵试验结果见图+*可

见，装液量和摇床转速对产酸影响较显著*+%"’)

图6 供氧条件对聚唾液酸产量的影响

8/9*6 A55,0.45>42=@,(-?(9/.(./4-4-B4231/(2/0
(0/?B:4?=0./4-

的三角瓶装液量为,"’)，摇床转速为+%"3／’45
时产酸量较大*
6*6*6 起始67值对产酸量的影响 不同的起始

67值对产酸量的影响见图-*当67为8*$时，产酸

量最高*67值大小直接影响到胞内与聚唾液酸合

成有关酶的活力，从而影响到聚唾液酸的合成*67
过低会影响所合成聚唾液酸的聚合度，从而影响聚

唾液酸的产量［-］*

图7 起始BC值对产酸量的影响

8/9*7 A55,0.45BC4-B4231/(2/0(0/?B:4?=0./4-

6*6*7 温度的影响 93:;和<==>:?@A;研究了温

度对"#$%&’B0+-%产聚唾液酸的影响机理［&］*在温

度低于+"C时，分泌到发酵液中的聚唾液酸是很

少的*由图,可知，在-8C时，聚唾液酸的产量最

高；温度大于,"C时，产酸量急剧下降*

图& 温度对产酸量的影响

8/9*& A55,0.45.,@B,:(.=:,4-B4231/(2/0(0/?B:4?=0./4-

6*7 诱变菌株不同生长时期的超微结构

采用负染色技术研究固体培养基中大肠杆菌

./01,的微观形态特征，可以从透射电镜照片（见

图%）明显地看到该菌株的荚膜生长情况*随着菌体

生长时间 的 延 长，荚 膜 不 断 地 增 厚（图 中 亮 圈 所

示），菌体逐渐萎缩*
6*& 唾液酸的提取纯化和纯度鉴定

$"’)发酵液，按本文所述方法处理，结果如

表+所示*经真空浓缩去除溶剂，得到纯化后的唾

液酸+#’(*用间苯二酚显色法处理样品和标准品，

它们的吸收光谱曲线是平行的（图&）*由红外光谱

（图8）可看出，纯化后唾液酸的红外光谱与文献［8］

报道基本一致，这说明分离纯化所得的唾液酸已达

到较高的纯度*

8!-第,期 詹晓北等：大肠杆菌&"D:诱变育种及其发酵生产聚唾液酸条件

万方数据



图! 诱变菌株不同生长时期的超微结构

"#$%! &#’()*+),)$(-*+.)/!"#$%&01234$()56
#67#//8(86,*8(#)7.

表9 唾液酸的提取与纯化

:-;%9 <8*-(-,#)6-67*=(#/#’-,#)6)/.#->#’-’#7

步骤
唾液酸质量

浓度／（!"／#）
体积／!# 收率／$

发酵液 %&’’ (& %&&
热乙醇处理后洗涤 %&)* +& *)

冷乙醇处理后再溶解 ,)-% %& *%
水解 .,&+ %, +.

制备型/0#1分离后 %+- -%& ’%

? 结 论

研究了不同物理参数对聚唾液酸合成的影响，

通过对发酵培养条件的优化，该菌株产聚唾液酸能

力达到了%,&&!"／!#2

图@ 纯化后唾液酸的吸收光谱

"#$%@ <*8’,(=A)/*=(#/#87.#->#’-’#7

图B 文献报道的唾液酸红外光谱-和纯化后的

唾液酸的红外光谱;
"#$%B C6/(-(87.*8’,(=A#6>#,8(-,=(8-67C6/(-(87

.*8’,(=A)/*=(#/#87.#->#’-’#7
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