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两种碳源对纤维单胞菌生长及代谢的影响
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摘　要 : 文中以麦芽糖和环糊精为碳源 ,研究了碳源对纤维单胞菌生长和代谢的影响。研究表明 ,碳源不但对菌株

的生长起着重要作用 ,而且对其胞内酶的合成有选择性诱导作用 ;环糊精利于菌体生长 ,比麦芽糖做碳源时的生物

量高了近 20 % ;麦芽糖则有利于胞内 62磷酸海藻糖合成酶/ 62磷酸海藻糖磷酸酯酶的生成 ,使胞内海藻糖含量达到

13 mg/ g干细胞。
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　　纤维单胞菌 ( Cell ulomonas sp. )属于细菌中的

棒状杆菌类 ,因产纤维素酶和葡聚糖酶而广受重视 ,

多用于环保等行业[1 ]。

海藻糖是一种具有特殊功能的非还原性双糖 ,

对核酸、蛋白质等生物大分子具有非特异性保护作

用。因此 ,它除了是一种甜味剂外 ,还可用作食品防

腐剂、生物产品稳定剂、细胞防冻剂等[223 ]。近年

来 ,随着对其特殊生化性质研究的不断深入 ,市场前

景十分广阔。

微生物的生长代谢受多种因素的影响 ,在对纤

维单胞菌的研究过程中发现 ,碳源的作用最为明显。

碳源不但对细胞形态、生长周期及最终生物量的影

响大 ,胞内海藻糖合成酶也受其性质的调节控制。

因此 ,对碳源影响的定性探讨 ,不仅有着理论上的意

义 ,而且还可为提高胞内海藻糖合成酶的产量及开

辟纤维单胞菌的新应用领域提供线索和手段。本实

验室通过对自筛的一株纤维单胞菌的研究 ,发现该

菌胞内存在合成海藻糖的酶 ,胞内海藻糖含量较高 ,

这一成果无疑可以进一步扩大纤维单胞菌的应用范

围。

1　材料和方法

111　主要试剂

11111　海藻糖为 sigma 产品 　α2淀粉酶为无锡酶

制剂厂生产 ; HPLC分析用试剂为色谱纯 ;其它试剂

均为分析纯。

11112　供试菌株 　纤维单胞菌 ( Cell ulomonas

sp1) ,本实验室自筛保存。

11113　所用主要培养基　斜面培养基质量浓度 (g/

L) :酵母提取物 5 ,蛋白胨 10 ,NaCl 10 ,琼脂 15。发

酵培养基质量浓度 (g/ L) :C源 10 ,蛋白胨 5 ,酵母粉

2 , K2 HPO4 2 ,MgSO4·7H2O 015。

112　分析方法

11211　海藻糖的分析方法 - HPLC法[4 ] 　日本岛

津 LA - 10vp HPLC ,ZORBAX2N H2 柱 (150 cm) ,柱

温 20 ℃,流动相 :乙腈与水的体积比为 80∶20 ,体积

流量 1 mL/ min ;示差折光检测器。

11212菌体浓度的测定 　采用光吸收 OD 值法 ,取

发酵液按一定比例稀释 ,用 722 型光栅分光光度检

测其在波长 420 nm处的吸光度。

113　实验方法

11311　发酵培养 　将细菌由斜面培养基接种于种

子摇瓶培养基 ,30 ℃,170 r/ min ,培养 24 h。然后以

体积分数 5 %的接种量接入发酵培养基 ,30 ℃,170

r/ min ,接入 72 h。

11312　细胞破壁　将上述发酵液以 5 000 r/ min离

心 10 min ,菌体用适量缓冲液洗涤两遍 ,然后将菌体

以质量分数 40 %悬浮于一定离子强度的磷酸缓冲

液中 ,加入体积分数 5 %的甲苯 30 ℃处理 1 h。

11313　海藻糖的溶出　在带塞三角瓶中 ,将上述经

细胞破碎的酶液与去离子水 (或葡萄糖、淀粉等溶

液)混合 ,于一定温度下 ,水浴振荡 1 h后 ,以 5 000 r/

min的转速离心分离 ,取上清液测海藻糖浓度。



2　结果与讨论

211　纤维单胞菌对不同碳源利用情况

纤维单胞菌有多种底物特异性 ,选取葡萄糖、麦

芽糖、蔗糖、环糊精、玉米淀粉、淀粉液化液、CMC

Na、麸皮做碳源 ,考察了纤维单胞菌的生长和产海

藻糖情况 (见表 1) 。

表 1　纤维单胞菌在不同碳源中的生长及产海藻糖情况

Table 1　Growth and trehalose production of Cellulomonas

sp . in different carbon sources

碳源 生长 海藻糖 碳源 生长 海藻糖

葡萄糖 + + + 糊精 + + +

麦芽糖 + + + + + 淀粉 + +

蔗糖 + + + + CMC Na + +

环糊精 + + + + + 麸皮 + +

　　注 : +表示有生长 (或有产物) , + + 表示生长较好 (或产物较

多) , + + +表示生长最好 (或产物最多)。

实验结果表明 ,纤维单胞菌能够在所选择的各

种碳源中生长 ,也就是说 ,其体内含有分解利用相应

碳源的酶。其中 ,以淀粉、麸皮、CMC Na为碳源产

生的菌体量不大 ,这些碳源较难在短时间内利用 ;而

在葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、环糊精、糊精等相对易用的

碳源中 ,从环糊精得到的菌体最多 ,其它碳源差别不

大。同时 ,在胞内海藻糖质量浓度的检测中发现 ,以

麦芽糖为碳源时产生的海藻糖最多。海藻糖总量与

菌体量和胞内海藻糖质量浓度成正比 ,因此 ,实验对

产菌量最多的环糊精和产海藻糖量最多的麦芽糖进

行了深入的研究。

212　两种碳源对菌体生长的影响

实验分别考察了在环糊精和麦芽糖为碳源时 ,

纤维单胞菌的生长曲线。结果如图 1所示。

从图 1可以看出 ,以环糊精做碳源时发酵 12～

60 h 是菌体生长的对数期 ,菌体生长快 ,p H 值由

7133降到 5118 ,之后 ,由于 p H值太低 ,菌体生长速

度趋缓 ,进入稳定期 ,发酵 180 h 仍没有进入衰亡

期。而以麦芽糖做碳源时 ,产酸量大。发酵 24 h

内 ,生长速率与环糊精做碳源时的对数生长期接近 ,

但发酵 24 h 后 ,由于 p H值低 ,菌体呈缓慢增长趋

势 ,没有明显的对数期和稳定期的分界。

以环糊精和麦芽糖做碳源 ,菌体吸光浓度分别

在 156 h和 132 h达到最大值 , A max分别为 18198和

11186。此外从图 1还可以看到 ,该菌进入衰亡期很

图 1　不调 p H时菌体在两种碳源中的生长曲线

Fig. 1　Growth curves in two carbon sources

without adjusting p H

慢 ,说明发酵液中营养物充足 ,p H值是限制性因素。

鉴于菌体生长过程中产酸不能反映其真实的生

长情况 ,实验从培养基 p H值接近 6 开始 ,每 6 h滴

加氨水来调节培养基的 p H值 ,重新观察其生长情

况 (见图 2) 。

图 2　调 p H时菌体在两种碳源中的生长曲线

Fig. 2　Growth curves in two carbon sources with

adjusting p H

从图 2看出 ,调 p H值后在两种碳源中 ,纤维单

胞菌的生长速率明显加快。特别是以麦芽糖为碳源

时 ,菌体生长的各时期特征已很明显 ,发酵 48 h 达

到稳定期 ,发酵 84 h 菌体开始出现自溶现象 ,进入

衰亡期。而以环糊精为碳源时 ,仍没有衰亡期 ,发酵

120 h仍可以继续生长。

菌体以环糊精和麦芽糖做碳源时 , A max分别达

到了 23132 和 19162 ,比不调 p H 值时分别提高了

23 %和 65 %。显然 ,环糊精更利于菌体生长 ,比麦

芽糖做碳源时的生物量高了近 20 %。

213　两种碳源对海藻糖生成酶系的影响

目前 ,细菌生成海藻糖的酶系一般主要有以下

3种[5 ] :①胞内以葡萄糖为底物 ,利用 62磷酸海藻糖
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合成酶/ 62磷酸海藻糖磷酸酯酶合成海藻糖 ; ②胞外

以麦芽糖为底物 ,利用海藻糖合酶或麦芽糖磷酸化

酶/海藻糖磷酸化酶生成海藻糖 ;③胞外以淀粉低聚

糖为底物 ,利用麦芽寡糖基海藻糖生成酶/麦芽寡糖

基海藻糖水解酶或新型葡糖基转移酶/新型淀粉酶

合成。

纤维单胞菌胞内就有海藻糖 ,这说明其合成途

径是第一种 ,但为了进一步验证 ,并排除其它途径的

可能性 ,实验将两种碳源发酵得到的细胞破碎后 ,分

别加入等体积的去离子水、5 %葡萄糖、5 %麦芽糖和

5 %淀粉液化液进行反应 ,测系统内海藻糖质量浓度

ρ(海藻糖) 。结果见图 3 ,4。

图 3　环糊精为碳源的菌体生长海藻糖情况

Fig. 3　Trehalose output of Cellulomonas sp . cultivated

in cyclo2dextrine

图 4　麦芽糖为碳源的菌体生成海藻糖情况

Fig. 4　Trehalose output of Cellulomonas sp .

growing in maltose

图 3 ,4的相同之处在于底物为水时 ,体系中有

海藻糖 ,添加其他物质海藻糖含量有所提高。这说

明纤维单胞菌胞内有 62磷酸海藻糖合成酶/ 62磷酸
海藻糖磷酸酯酶 ;底物中加入葡萄糖后海藻糖含量

上升很快 ,也进一步证实了这一点。底物为麦芽糖

和淀粉时 ,体系内海藻糖量提高幅度比葡萄糖少 ,其

原因是纤维单胞菌的酶系将它们转化成为了葡萄

糖 ,然后进行了同样的反应。

图 3 ,4的不同之处在于发现以麦芽糖为碳源时

菌体胞内的海藻糖较以环糊精为碳源的高得多 ,达

到了 10174 g/ L ,相当于近 13 mg/ g湿细胞和 50 mg/

g干细胞 ;加入葡萄糖后比不加时海藻糖含量提高

了近一倍 ,达到了 19180 g/ L ,提高的幅度比环糊精

高近 30 %。这说明以麦芽糖为碳源时 ,胞内海藻糖

合成双酶的酶活高 ;而环糊精为碳源时 ,胞内分解麦

芽糖和淀粉的酶活高 ,使得添加三种底物海藻糖增

加的量相近。

为了进一步对比胞内酶的差异 ,实验以两种碳

源培养得到的细胞 ,经破碎后加去离子水用高效液

相色谱法测海藻糖质量浓度 ,结果见图 5 ,6。

图 5　环糊精为碳源的菌体以淀粉为底物反应色谱图

Fig. 5　Chromatogram of the product (cyclo2dextrine

used as carbon source)

图 6　麦芽糖为碳源的菌体以淀粉为底物反应色谱图

Fig. 6　Chromatogram of the product (maltose used

as carbon source)

从图 5可以看出 ,以环糊精为碳源时 ,体系中的

麦芽糖含量明显高于海藻糖 ;而图 6则表明 ,以麦芽

糖为碳源则刚好相反 ,海藻糖质量浓度明显高于麦

芽糖。分析认为 ,碳源不同 ,使合成的代谢产物的数

量和种类也不同 ,环糊精做碳源诱导了将淀粉分解

为麦芽糖的酶 ;而以麦芽糖为碳源时 ,则因为底物抑

制 ,使得这种酶的数量大为减少 ,与此同时 ,海藻糖

合成酶的含量却上升。总之 ,麦芽糖为碳源有利于

海藻糖生成酶系的合成 ,而环糊精则更有利于麦芽

糖生成酶的合成。

3　结论

本文通过对纤维单胞菌在两种碳源中生长和酶

系的考察 ,发现虽然纤维单胞菌都可以生长和产海
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藻糖 ,碳源不同 ,其生长情况和酶系的差别很大。环

糊精为碳源 ,更有利于菌体的生长 ,生物量大 ,但是

它会诱导麦芽糖生成酶 ,而抑制海藻糖生成酶的活

性 ;相反 ,以麦芽糖为碳源时 ,产酸量较大 ,生物量较

小 ,但是海藻糖生成酶的酶活比较高 ,其胞内海藻糖

质量浓度可以达到 10174 g/ L ,通过添加葡萄糖 ,海

藻糖质量浓度可增至 19180 g/ L。这一实验结果对

研究海藻糖新的生成途径及扩大纤维单胞菌的应用

领域无疑都是有益的。
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Effect of t wo carbon sources on growth and metabolism
of Cellulomonas sp.

Gao Hui2ling1 　Yuan Qi2peng1 　Zhou Yan1 　Qian Zhong2ming2

(11College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

(21Department of Chemistry Science and Applied Biology , Hong Kong Polytechnic University , Hong Kong , China)

Abstract : The effects of two carbon sources , maltose and cyclo2dextrine , on the growth and the metabolism of

Cell ulomonas sp . were discussed. The experiment showed : cyclo2dextrine could higher enhance the growth of

Cell ulomonas sp. than maltose , the former as carbon source resulted in the final biomass concentration 20 %

higher than that of the latter. It was found that Cell ulomonas sp. could synthesize trehalose by trehalose262
phosphate synthase and trehalose262phosphate phosphatase ; maltose was propitious to induce these two enzymes ,

and the intracellular t rehalose could reach 13 mg/ g dry cells.

Key words : Cell ulomonas sp. ; growth ; metabolism ; trehalose ; enzyme
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