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透明质酸（5.-)67(89:-:9;，简称54）是+0乙酰氨基葡萄
糖胺和葡萄糖醛酸以!0!0#糖苷键和!0!02糖苷键连接而成
的二糖单体重复构建而成的杂多糖，广泛存在于高等动物的

结缔组织内。由于结构上的特点，54具有很高的粘弹性和
极强的保水性等特征，已被大量用于医学医药、化妆品工

业［!，$］。

!/#<年=>8;-))［#］等发现用溶血性链球菌（3/*%4/(0(00)&
"+%7(,2/#0)&）可以产生54。其后，陆续发现许多能产生54
的微生物菌种，逐渐开发出一条可替代传统的动物组织提取

法［2］生产54的新途径———微生物发酵法［&，"］。虽然已有许
多报道关于链球菌生长的基本营养要求［<，1］，以及采用分批

发酵法进行54的生产［"，/］，但还没有关于营养条件对发酵
生产 54的影响方面的报道。本研究采用兽疫链球菌
（3/*%4/(0(00)&5((%4#6%7#0)&）5$#，以复合氮源和葡萄糖为基
质，研究了营养条件对3/*%4/(0(00)&5((%4#6%7#0)&生长和合
成54的影响，以期为进一步研究54的发酵生产提供参考。

! 材料与方法

!*! 材料

!*!*! 菌种：实验菌种为3/*%4/(0(00)&5((%4#6%7#0)&5$#
（实验室保藏号）。

!*!*" 种子培养基（?／@）：葡萄糖$%A%，酵母膏!%A%，牛肉
膏!%A%，,?BC2·<5$C$A%，,8BC2·25$C%A!，=5$DC2$A%，

E-EC#$%，此外另加!F@／@微量元素液和2%F@／@缓冲

液。其中，微量元素液含：E-E)$$%%%F?／@，,8BC2·25$C$2
F?／@，G8E)$2"F?／@，E6BC2·&5$C!/F?／@；缓冲液含：

+-$5DC2·!$5$C#"A<"?／@，+-5$DC2·!$5$C!&A/1?／@，

+-5EC#!$*&?／@。调H5<A$，!$!I灭菌!&F98。

!*!*# 发酵培养基（?／@）：酵母膏$%A%，=$BC2!A#，,?BC2
·<5$C$A%，+-$5DC2·!$5$C"A$，J>BC2·<5$C%A%%&。另加

$A&F@／@微量元素液；摇瓶发酵葡萄糖2%?／@，小罐发酵葡
萄糖&%?／@。调H5<A$，!$!I灭菌!&F98。

!*" 培养方法与测定方法

!*"*! 种子：取保存于斜面的菌种两环，接入装有&%F@

种子培养基的&%%F@三角瓶中，摇瓶转速$&%7·F98K!，

#<I，培养!2L左右。

!*"*" 摇瓶发酵：将培养好的种子接入装有&%F@发酵培
养基的&%%F@三角瓶中，接种量!%M，其余条件同种子。

!*"*# 小罐发酵：$A&@的发酵罐（韩国=JE）中加入!A$
@发酵培养基，!$!I下灭菌!&F98。接种量!%M，发酵温度

#<I，H5<A%N%A!，通气量$A2@·LK!，搅拌转速"&%7·

F98K!。

!*"*$ 测定方法：54含量测定用O9PP>70,679氏法［!%］；葡
萄糖含量测定用#，&K二硝基水杨酸法［!!］；菌体量（Q9(F-RR）
测定用分光光度计于"$%8F下测量经过稀释后的发酵液吸
光度与细胞标准曲线对照计算；54分子量测定用@-67>78P
法［!$］；乳酸测定用对羟基联苯法［!#］；氨基酸测定用氨基酸

分析仪法。

" 结果和讨论

"%! 54合成的代谢分析
微生物生长的前提是有充足的碳源、能源和生长必需的

物质（自身合成或外源提供）。3/*%4/(0(00)&5((%4#6%7#0)&是
一种营养要求很高的微生物，SE4循环不完全，有多种氨基
酸不能自身合成［<，/］，需提供许多生长必需物质。从图!可
以看出，使菌体大量合成54的前提条件是，提供能量，合成

54前体物质，以及合成菌体组成物质的途径畅通。核苷酸
是细胞遗传物质的重要组分，是菌体生长的必要物质，同时

54的两种前体物质TUD0葡萄糖醛酸（TUD0V):4）和TUD0
+0乙酰氨基葡萄糖（TUD0V):+4:）中均含有TUD，TUD循环
参与了54的合成，而3/*%4/(0(00)&5((%4#6%7#0)&不能完全
由自身合成核苷酸［1］（图!中"），所以只有保证充足的核苷
酸，特别是T,D的供给，微生物才能正常生长代谢、合成

54；同时，由于多种氨基酸的缺陷，外源氨基酸必须均衡全
面，这样细胞才能顺利地生长，各种酶系才能顺利的发育。

本实验首先选择了一种最适合3/*%4/(0(00)&5((%4#6%7#0)&生
长发酵的有机氮源，在此基础上考察各种核苷酸对发酵的影

响，研究氨基酸在发酵生产54过程中的需求，并对影响较



大的因素进行了优化。

图! !"#$%"&’&’’()*&&$%+,$-+’()生长与合成"#
的代谢示意图

!"! 不同氮源对发酵结果的影响
氮源不仅为菌体生长提供氮元素，而且大多数有机氮源

还能提供多种的生长因子。本实验对几种常见的有机氮源

进行了实验，结果见表!。从表!可知，当发酵培养基的氮源
采用酵母膏时，"#的产量最高，接近于$%&’·()!，同时菌
体量也最高，其次为酵母膏和蛋白胨的混合氮源以及玉米

浆，其余均很低。不加氮源仅利用种子中带入的氮源也可以

生长一定量的菌体和产出一定的"#。但菌株不同，情况可
能不一样，安海平等［!$］发现对于马链球菌（!"#$%"&’&’’()$.
/(+）0*+$,，蛋白胨是最好的氮源。

表# 培养基的不同氮源组成对$%产量的影响

-./01’23415062／（!$’·()!） "#／（’·()!） 7.18944／（’·()!）

:; $<*=, $<>*?

7; $<$?$ $<!=@

A2B $<$+> $<$??

C0D4/.32 $<$*? $<!>+

CE( $<*$* $<&@>

EC"A $<!!! $<!>!

:;（+’·()!）F7;（+’·()!） $<!*= $<*+=

:;（+’·()!）FA2B（+’·()!） $<*&* $<&+!

7;（+’·()!）FA2B（+’·()!） $<$?@ $<*+*

-13./01’23 $<$+= $<$@=

:;：:294/2G/096/，7;：722H2G/096/，CE(：C1034/22BI.J5.K

A2B：A2B/132EC"A：E1DL29369M2NDK01ID4.4B01K56/

!"& 核苷酸类物质对发酵生产$%的影响

!<&<# 不同碱基对发酵的影响：在摇瓶培养基中添加各种
碱基，考察腺嘌呤（#）、鸟嘌呤（O）、胞嘧啶（C）、胸腺嘧啶

（P）、尿嘧啶（Q）对"#生产的影响，实验结果如表*示。添
加尿嘧啶后"#的产量提高显著，同时菌体量也明显增加，
而添加其它碱基对"#的合成没有明显的影响。酵母膏是
一种复合有机氮源，含有多种生长因子，其所含大部分碱基

类物质已基本能满足微生物的生长代谢，但其所提供的尿嘧

啶显然不能满足要求，所以必须在发酵过程中添加适量的尿

嘧啶。

表! 各种碱基类物质对$%生产的影响

79424 Q # P O C 空白

RCS／（’·()!） &<!& *<>$ *<&! *<&, *<>+ *<&*

"#／（’·()!） $<>$& $<*?* $<*?= $<*?= $<&*= $<*?=

!<&<! 添加尿嘧啶发酵生产"#：根据以上实验结果，进一
步对尿嘧啶添加量进行研究，结果见表&。当尿嘧啶的添加
量为$%$+’·()!时，RCS、"#量最高，而过高的添加量对菌
体生长和产物合成有抑制。从图!可以看出，在合成"#的
过程中，QRA是可循环利用的。因此，"#发酵对尿嘧啶的
需求量并不是很大，只有控制其在一个合适的浓度，才能促

进菌体生长和"#形成，太高的尿嘧啶浓度反而会对"#的
合成形成抑制。

表& 尿嘧啶对$%发酵的影响

PN298153/1H

5096.I／（’·()!）
$<$& $<$+ $<$= $

7.18944／（’·()!） *<=?$ &<*+$ *<?!$ *<>,$

7#／（’·()!） $<&?? $<>$= $<&@> $<&$+

!<’ 维生素对"#生产的影响
参考已有研究［@］，考察了=种维生素对发酵结果的影

响，实验结果如表>所示。由表可以看出，采用摇瓶方法，在
培养基中加入一定量的维生素没有使"#的产量有明显的
提高，反而在添加了某些维生素后"#的产量有所下降。菌
体在生长过程中对维生素的需求量非常小，酵母膏中含有的

各种维生素已能满足这种需求，故再另行添加只会造成维生

素过量，对菌体生长和"#合成形成抑制。

!<( 氮源中氨基酸对"#发酵的影响

!<(<# 小罐"#发酵过程的氨基酸分析：微生物生长约需

*$种氨基酸，对于有多种氨基酸缺陷的!"#$%"&’&’’()*&&$%+.
,$-+’()来说，其生长和代谢需要供给各种氨基酸。均衡的
供给各种氨基酸，可消除少部分氨基酸的限制，减轻过量氨

基酸的抑制，有利于菌体正常的生长和代谢。本实验对发酵

过程中游离氨基酸的变化进行考察，以确定各种氨基酸的利

用情况，结果如表+所示。由表可以看出，在测定的!,种常
见氨基酸中，精氨酸（#0’）是明显缺乏的，在整个发酵过程
中，几乎都不能检出。细胞在生长过程中分泌出胞外蛋白

酶，将胞外蛋白质降解成氨基酸，以供细胞吸收利用，如果细

胞所需的氨基酸的比例与所降解得到的氨基酸的不一致，那

么就会有部分氨基酸限制微生物的生长。在全氨基酸分析
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中，!"#的比例是比较高的（数据未给出），说明细胞对!"#需
求量比较高，分解外源蛋白中生成游离态!"#的速度满足不

了菌体生长和产物合成的需求，故而表现出游离!"#量始终
为$#·%&’。

表! 维生素对"#生产的影响

()* +, -./)0.123.45 +67 8210)0951./2/.4 +6’7 +6: +6’ 6;21<

=9523)>10)?

+.023.1／（3#·%&’）
$@A $@$’ 7@$ $@B $@A $@’ ’@$ $@B

,!／（#·%&’） $@CDD $@CE7 $@CAD $@CBA $@CDC $@B$E $@B$C $@B:$ $@BCC

表$ 分批发酵过程中游离态氨基酸的变化

!3.1)2/.4
／（#·%&’）

!／9

7 : A ’7 ’:

!FG $@CB $@CC $@CC $@B7 $@CE

=9" $@CB $@C7 $@CC $@C’ $@’D

H5" $@C7 $@CE $@CA $@77 $@$I

J;> $@A: ’@CE ’@C’ ’@I’ ’@7E

J;K $@7: $@7B $@7I $@’: $@7B

!;2 $@E’ $@E$ $@E7 $@:E $@I’

(KF $@$: $@$: $@$: $@’’ $@$D

+2; $@I’ $@BA $@I’ $@I7 $@CE

L50 $@’E $@’E $@’E $@’E $@’7

M;5 $@B7 $@B’ $@BC $@CD $@7C

%5> $@A$ $@EA $@A’ $@E’ $@BE

=K" $@’I $@’B $@’B $@’C $@$D

895 $@B’ $@B$ $@B’ $@CD $@C$

%KF $@CA $@CB $@C: $@BB $@CE

,.F $@’$ $@’$ $@’$ $@’7 $@’$

="G $@’$ $@$A $@$D $@$D $@$E

8") $@’A $@’D $@’D $@7C $@77

!"# $ $@$7 $ $ $

%&$&% 精氨酸添加量对,!摇瓶发酵的影响：根据以上分
析，采用摇瓶发酵考察培养基中另外添加!"#对,!发酵的
影响。结果如表:所示。由表可以发现，添加了精氨酸的

,!产量都比不添加的高，当加量从$N$7#·%&’增加到$N$:
#·%&’，,!产量从$NB’7#·%&’增加到$NI’$#·%&’。继续
提高加量，,!量逐渐降低。说明过高的!"#用量会对,!
合成产生抑制。

表’ 精氨酸对"#发酵的影响

=9523)>10)?

2"#.1.15／（#·%&’）
$@$7 $@$B $@$: $@$A $@’ 空白

,!／（#·%&’） $@B’7$@BB:7$@I’$ $@BCB $@B’A $@CC7

(@%@( 营养因子对小罐发酵生产,!的影响：根据摇瓶实
验所得!"#和O的添加量，在7NI%小型发酵罐进一步考察
添加氨基酸和碱基对,!的发酵的影响。与不添加精氨酸、
尿嘧啶的小罐实验结果进行比较，结果如图7所示。

图7 营养因子对小罐发酵生产,!的影响

!不添加营养因子；"添加营养因子

由图7可以看出，添加和不加营养因子发酵过程有显著
差异。在添加了营养因子以后，菌体开始就以较高速率合

成，延滞期变得不太明显，生长速率加快，最大比生长速率

（!32P）也增大，从$NIB9&’增加至$N:E9&’，但在碳源消耗结
束时最终菌体量却没有明显提高；,!合成速率提高，最终

,!浓度为由BN7#·%&’增加为IN7#·%&’，提高了7BQ；,!
的分子量也有提高，由7N$R’$:升至7N’IR’$:。相应地，
添加了营养因子后，发酵耗糖速率比不添加营养因子的要快

得多，整个发酵过程只需’79左右，仅为不加营养因子发酵
时间的7／C，提高了,!的生产强度。!3F0")1#［E］等用全合
成培养基（(953./2;45?.154354.2）与酵母粉为复合氮源的培
养基进行比较，发现在全合成培养基中"!#$%!&’&’’()*&&$%+,
-$.+’()生长速率降低，,!产率系数和比合成速率却与复合
氮源中的类似。
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#))0)，1Y0E#10-H30$$IE-=1Y2(3E0#.0)，/#̂2/@/-H.M032H23IE-=1YE#10，3-(30(1E#12-(-HQ’#()Q’/-$03@$#E=02IY1
E0#3Y0)O+8:Y]!，9+;I·V]!#();+!9‘!O8>#HE-/O+97Y]!，7+;I·V]!，;+O‘!O8>#，E0.M0312G0$D+

@:4<.,1? >42(04$+$++7:C$$(0#B()#+7:，YD#$@E-(23#32)，H0E/0(1#12-(，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

(@1E212-(

更 正

本刊;OOO年T-$+!8，J-+;，刘同军的论文“溶氧对变溶菌素的影响”一文M+;NO表;中：

"#13Y误为 5:OO! 5:OO; 5:OON 5:OO7 5:OO9
实际应为 5:OO: 5:OO; 5:OO6 5:OO8 5:OO5
’0E#12-(E#10 应为 ’I21#12-(E#10。
特此说明。并向作者及读者致歉。
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