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摘　要:从贵阳市郊区玉米地根际土样中分离筛选得到一株产胞外多糖的细菌 GY04菌株, 其

16S rDNA同源性分析表明该菌株为放射形土壤杆菌( Agrobacterium rad iobacter ) 。采用均匀设计

原理对GY04菌株产胞外多糖的发酵工艺进行优化,利用统计软件SPSS( V 10.0)分析,得到 GY04菌

株产胞外多糖的最佳发酵工艺条件:牛肉膏2.000 g/L,乙二醇 2.775 g/L,碳酸钙2.000 g/L,初始 pH

值7.000,接种量 7.000%。在此发酵工艺条件下,多糖产量达( 2.683±0.600) g/ L。将 GY04菌株扩

大培养制备成细菌持水剂,实验条件下达到较好的持水效果。
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Abstract:A bacte rium strain, GY04, w as iso lated f rom sand soil of a maize f ield in suburb o f Guiyang.The

analysis o f DNA sequence suggests that the strain of G Y04 is Agrobacterium radiobacter .With the

principle of the uniform design, the fermentation conditions of the st rain GY04 are optimized.A nalyzing by

S PSS( V10.0) , the optimal fermentation pro cess is determined.They are beef ex tract 2.000g/ L, gly col

2.775 g/L, calcium carbonate 2.000g/ L, the initial pH7.000, the inoculum amount 7.000%.On these

condi tions, the product ion of the saccharide can be achieved the most, about ( 2.683±0.600) g/ L.The

results also show that bacterium A.radiobacter possess g ood wa ter-retention ability as a microbial w ater-

retaining agent.
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　　微生物胞外多糖 ( Ext racelluar Poly saccharide,

EPS)是指微生物在生长代谢活动中分泌到细胞壁外

的多糖或多糖混合物,它们也可依附于微生物细胞壁

形成荚膜( Capsular Polysaccharides, CPS)或形成黏液



(Slime Polysaccharides, SPS) 。微生物胞外多糖与其

自身对环境的适应性以及构建特定的微环境有密切

关系[ 1-3] 。近年来,越来越多的微生物多糖在生产和

生活中发挥广泛的作用, 如 Moon等人[ 4] 研究的拟盘

多毛孢菌( Pestalotiopsis sp.KCTC 8637P) 产生的胞

外多糖 Pestan每克可以吸附120 mg Pb (Ⅱ) 或 60 mg

Zn (Ⅱ) ;野油菜黄单胞杆菌产生的黄原胶是世界上生

产规模最大 、用途最广的微生物多糖, 被广泛应用于

食品 、医药 、采油 、纺织 、陶瓷 、印染 、香料 、化妆品及消

防等领域[ 5] 。一些低营养细菌(如芽袍杆菌)具有黏

性荚膜或厚的果胶质外壁, 能分泌大量黏液, 这些具

有黏性附属物的菌体和黏液能将矿物颗粒粘结, 形

成球状表面团聚
[ 6]
。王进军等

[ 7]
从黄土中分离得到

3株富含多糖的细菌,研究表明这些细菌在土壤中具

有明显持水效果,并认为其持水能力与其胞外多糖有

密切关系,这为开展微生物胞外多糖在干旱土壤环境

中的应用提供了可能。

众所周知, 发生在中国西南地区的石漠化和北

方的荒漠化是目前广受关注的环境问题, 而缺水和

干旱是造成以上环境问题的主要原因之一
[ 8-9]

。涉

足微生物持水作用的研究报道目前还很稀缺, 但鉴

于微生物个体微小 、种类繁多 、生长迅速和易于工业

化培养等特性, 探讨微生物及其胞外多糖在干旱环

境土壤中的应用显然是非常必要的 。

微生物产生胞外多糖受外界营养状况和环境条

件的影响,其生物合成途径 、产物种类及流变学特

性 、产量及产率与碳源 、氮源 、无机盐 、pH 值 、温度

和通气状况等都有密切关系
[ 10-12]

, 为有效利用微生

物的胞外多糖,对 GY04菌株的发酵条件进行了优

化研究,并针对贵州喀斯特地貌地表水土流失问题,

对微生物持水剂应用的可能性做了初步探讨 。

1　材料与方法

1.1　菌种来源与分子鉴定

从贵阳市郊玉米地根际土样中分离筛选得到

GY04菌株, 并对其进行基于 16S rDNA 序列的细

菌分子鉴定。

参照分子生物学实验指南的方法提取基因组

DNA 。取 1.5 mL 对数期 GY04 菌株培养液离心

( 8 000 r/min, 2 min) ;沉淀加入 567 μL 的 pH 8.0

的 T E 缓冲液, 用吸管反复吹打使之重悬, 加入

30 μL10%SDS 和 3 μL 20 g/ L 的蛋白酶 K, 混匀,

于 37 ℃温育 1 h;加入 100 μL 5 mol/ L的 NaCl, 充

分混匀, 再加入 80 μL CTAB/NaCl溶液 ( 50 g/ L

CTAB, 0.5 mo l/L N aCl) ,混匀, 65 ℃温育 10 m in;

加入等体积的氯仿/异戊醇 ( 24∶1) 混匀, 离心

( 10 000 r/min, 5 min)取上清;加入等体积酚/氯仿/

异戊醇( 25∶24∶1) ,离心( 10 000 r/min, 5 min)取上

清;重复这一步, 直到上下层界面清楚, 无蛋白在中

间;加入 0.6 μL 体积异丙 醇轻轻 混和离 心

( 8 000 r/min, 2 min)得 DNA 沉淀,将 DNA转移至

一只 新 管, 加 入 1 mL70%乙 醇 洗 涤, 离 心

( 8 000 r/min, 2 min) ;DNA 重悬于 100 μL 的 T E

缓冲液中。

16S rDNA的扩增引物为[ 13] :A ( 5′-AACTGA

AGAGTT TGA TCCTGGCTC-3′)和 B( 5′-TACGG

T TACCTTG TTACGACT T-3′) 。 PCR 反应体系

50μL:10×buffer 5 μL, M gCl2 ( 25 mmol/ L) 4 μL,

dNT P( 10 mmol/ L) 1 μL,上下游引物( 20 μmo l/L)

各1 μL, Taq 酶 ( 5U/μL) 0.25 μL, ddH 2O 33.75

μL,模板4 μL 。PCR反应条件:94 ℃预变性 5 min,

然后进入循环, 94 ℃变性 1 min, 56 ℃复性 1 min,

72 ℃延伸 1 min, 30 个循环, 72 ℃延伸 1 min。扩

增的16S rDNA纯化后由上海联合基因有限公司直

接测序 。测序引物与扩增引物相同 。

从 Genbank 中调取土壤杆菌属( Agrobacter)及

相近属菌株的 16S rDNA 序列用于系统发育学分

析 。16S rDNA 全序列用 ClustalX( 1.8)软件包排

序, 用 MEGA 2 软件包中的 Kimura-Parameter

Distance 模型计算进化距离, 用邻接法( Neighbo r-

Joining)构建系统发生树, 1 000次随机抽样,计算自

引导值( boo tst rap)以评估系统发生树的置信度 。

1.2　发酵培养基

蔗糖 5 g, 牛肉膏 3 g, MgSO4 · 7H2O 0.5 g,

CaCO 30.3 g, Na2HPO4 ·12H 2O 5 g, FeCl30.005 g,钾

长石粉 1 g,蒸馏水 1 000 mL,琼脂 18 g, pH 值自然,

121 ℃灭菌 20 min。

1.3　发酵终产物制备

采用摇瓶培养, 改变碳源 、氮源 、钾长石粉添加

量 、碳酸钙添加量及培养条件进行试验 。在 250 mL

三角瓶中装入 100 mL 液体培养基, 灭菌后接种经

活化过的菌悬液。在 120 r/min 、28 ℃下摇瓶培养

5 d,即得发酵终产物。

1.4　胞外多糖提取

取 GY04 菌株培养液, 于 5 000 r/mim 离心

20 min去除沉淀,上清液在旋转真空蒸发器 50 ℃水

浴锅中浓缩 24 h 后, 体积减少为原来的 1/3, 加入

3倍浓缩液体积的 95%乙醇, 4 ℃冰箱下静置 1 h,

在5 000 r/min离心 10 min, 去除上清液, 得到白色

沉淀 。再分别用无水乙醇 、乙醚清洗沉淀, 并
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5 000 r/min离心 10 min得多糖粗品,用 Sevag 试剂

进行脱蛋白处理后, 得较纯的多糖制品[ 14] 。

1.5　发酵工艺优化

均匀设计法是中国独创的一种重大的科学实验

方法, 将数论与实验设计成功地相结合,适用于多因

素多水平实验设计, 已广泛应用于生物 、化工和制药

等领域
[ 15]
。笔者以牛肉膏和乙二醇分别作为氮源

和碳源,钾长石粉与碳酸钙为混合辅助成分,发酵液

初始 pH 值与接种量为发酵条件,对 GY04 菌株所

产多糖发酵工艺进行优化 。采用 U 9 ( 96 )实验设计,

9组实验, 每组做 3 个重复发酵工艺优化参数如

表 1,实验设计见表 2 。

表 1　发酵工艺优化参数 g/ L

牛肉膏 乙二醇 钾长石粉 碳酸钙 初始 pH 接种量/ %

1.500 2.775 0.800 0.200 0 7.000 5.000

1.700 4.995 1.400 0.300 0 7.500 6.000

2.000 7.215 2.000 0.400 0 8.000 7.000

表 2　发酵工艺均匀设计表 g/ L

序号 牛肉膏 乙二醇 钾长石粉 碳酸钙 初始 pH 接种量/ %

1 1.500 2.775 1.400 0.300 0 8.000 7.000

2 1.500 4.995 2.000 0.200 0 7.500 7.000

3 1.500 4.995 0.800 0.300 0 7.000 6.000

4 1.700 7.215 2.000 0.200 0 7.000 6.000

5 1.700 2.775 0.800 0.400 0 8.000 6.000

6 1.700 2.775 1.400 0.200 0 7.500 5.000

7 2.000 4.995 0.800 0.400 0 7.500 5.000

8 2.000 7.215 1.400 0.300 0 7.000 5.000

9 2.000 7.215 2.000 0.400 0 8.000 7.000

1.6　微生物持水剂初步应用

1.6.1　土样选用及处理

选取贵阳市郊阿哈湖附近石漠化现象严重的一

座石山上的风化沙土,并将所采土样灭菌烘干备用 。

1.6.2　微生物持水剂制备

按 7.000%的接种量将 GY04 菌株接种到经改

进的基础发酵培养液中, 28 ℃培养 1 d后接种处理

过的土样 。

1.6.3　实验方案

用一次性塑料杯装 20 g 经处理的风化沙土, 加

入 5 mL 细菌种子液(约为 5 g)使沙土含水量饱和,

设为初始重量 a(带杯质量) , 此时为初始时间 A 。

同时设置在 20 g 土样中加入灭菌的菌液和无菌

水 2个对照, 每个处理设 3个重复, 分别置 28 ℃及

45 ℃温箱 。间隔一段时间称量土样质量(带杯质

量) , 设为 b,此时的测量时间设为 B 。以失水速率为

指标,绘制土样失水随时间的变化速率曲线。

1.6.4　土壤失水速率的测定

失水速率 = a -b
B -A

,单位为 g/h 。

2　结果与讨论

2.1　细菌分子鉴定

用细菌通用引物扩增 GY04 的 16S rDNA 基

因,共 1 377个碱基 。将该序列与 Genbank 中相关

数据进行相似性分析。结果表明, 菌株 GY04 与土

壤杆菌属的部分菌株序列同源性较高 ( 99%) , 图 1

是该菌的系统发育树, 可以看出 GY04菌株与放射

形土壤杆菌( Agrobacterium radiobacter ) 100%的置

信度聚在一起。

2.2　发酵工艺确定

以多糖产量为指标, 采用均匀设计法对 GY04

菌株产胞外多糖的发酵工艺进行优化, 以确定上述

几个关键因素的最佳水平和发酵工艺的最佳参数。

实验按表 2的设计进行,结果见表 3。
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图 1　GY04 菌株的系统发育学地位

表 3　发酵工艺实验结果 g/ L

实验号 牛肉膏 乙二醇 钾长石粉 碳酸钙 初始 pH 接种量/ % 多糖产量

1 1.500 2.775 1.400 0.300 0 8.000 7.000 1.256

2 1.500 4.995 2.000 0.200 0 7.500 7.000 1.581

3 1.500 4.995 0.800 0.300 0 7.000 6.000 1.468

4 1.700 7.215 2.000 0.200 0 7.000 6.000 1.667

5 1.700 2.775 0.800 0.400 0 8.000 6.000 1.359

6 1.700 2.775 1.400 0.200 0 7.500 5.000 1.524

7 2.000 4.995 0.800 0.400 0 7.500 5.000 1.686

8 2.000 7.215 1.400 0.300 0 7.000 5.000 1.896

9 2.000 7.215 2.000 0.400 0 8.000 7.000 1.733

　　经统计软件 SPSS ( V 10.0)分析钾长石粉这个

因子对多糖产量而言为不显著因素,剔除该因子, 得

到回归方程:

Y =0.223+1.835X1 -0.106X 2 -0.083X 4 -

0.064X 5 +0.029X 6 , 线性相关系数 R =0.981, 经 F

检验合格。
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根据线性回归方程:X 1 (牛肉膏) 2.000 g/L, X 2

(乙二醇) 2.775 g/L, X 4 (碳酸钙) 2.000 g/ L, X5 (初

始 pH 值) 7.000, X 6 (接种量) 7.000%时,Y 值(多糖

产量)为 2.972 g/ L 发酵液。

根据以上配方进行 3 次重复实验, 得到多糖产

量为( 2.683±0.600) g/L, 均高于设计实验 9组的

产量, 比 基础 发 酵 培 养 基 产糖 量 ( 1.532 ±

0.900) g/ L相比提高了 75.13%, 得到了在该条件

下的最优发酵工艺。

2.2　持水作用效果与分析

将制成的生物持水剂加入经灭菌烘干的土样

中,分别置于 28 ℃与 45 ℃的温箱内 。每间隔一段

时间测量其质量, 利用 1.6.4中给出的公式计算其

失水速率,结果见图 2 、3。

图 2　28 ℃下土壤的失水速率

图 3　45 ℃下土壤的失水速率

结果表明:在 28 ℃和 45 ℃下, 由 GY04菌株所

制成的微生物持水剂相对于灭菌的发酵液和无菌水

的2个对照,失水速率较低,也即有明显的持水能力。

但45 ℃下的失水速率均高于 28 ℃下,这可能是由于

温度较高时,水分的自然蒸发速率较大而造成的。

细菌培养液之所以能起到持水作用, 主要是因

为该菌株富含胞外多糖,而糖类含有许多羟基等亲

水性基团, 因而能吸附水分子, 达到保水的目的。土

壤中存在种类及数量巨大的微生物, 其中细菌占绝

大多数,由细菌所产生的胞外多糖所带的羟基等亲

水基团可以与浸透至土壤表面的水分子发生结合而

形成微团聚体, 图 4 显示微生物胞外多糖可能的持

水作用方式 。土壤微团聚体的形成与土壤肥力以及

土地利用状况有密切关系 。

图 4　微生物胞外多糖的持水作用机理

贵州省地处中国西南喀斯特(岩溶)地区的中心

地带, 分布着世界上面积最广 、最为集中也最为典型

的喀斯特景观[ 16] 。喀斯特地区地形奇特, 岩性特

殊,造壤能力低, 水土流失严重 。因此, 如何在水土

流失严重的石漠化地区,充分利用有限的水分资源,

提高造林成活率 、保存率, 促进林木生长, 恢复森林

植被, 改善生态环境, 已成为亟待解决的重要

问题
[ 17-18]

。

近年来,对喀斯特地貌的成土机制 、土壤的演变

规律及其危害已有了初步认识;在此基础上,大多数

科研工作者认为水土保持是保护和提高土壤肥力的

关键。微生物持水剂好似微型水库, 供树木根部缓

慢吸收利用,从而对不同树种的成活率及高生长量

具有有益作用。微生物持水剂的菌种具有来源广

泛 、易培养 、成本低和原材料易得等优点, 很适合用

于改善土壤根部的微生态环境 。充分利用微生物持

水作用这一特性对帮助干旱缺水的喀斯特山区农业
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和造林绿化具有实际意义 。

3　结　语

通过均匀设计方法对发酵工艺进行优化, 利用

统计学软件SPSS10.0对结果进行分析,得到回归方

程,并根据回归方程得到最佳发酵工艺条件:牛肉膏

2.000 g/L,乙二醇2.775 g/L,碳酸钙2.000 g/L,初始

pH 值 7.000,接种量 7.000%,多糖产量达( 2.683±

0.600) g/L。将放射形土壤杆菌应用到保水剂领

域,在实验条件下达到较好的持水效果。该菌株的

持水能力与该菌株富含多糖的特性是分不开的。充

分利用微生物持水作用这一特性对帮助干旱缺水的

喀斯特山区农业和造林绿化具有实际意义。
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