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一株芽孢杆菌胞外多糖的分离纯化 
及其抗氧化性测定 

袁建锋  蔡  恒  单咸旸  徐传学  万红贵* 
(南京工业大学生物与制药工程学院  江苏 南京  210009) 

 
 

摘  要: 基于实验室从新疆罗布泊沙漠筛选到一株芽孢杆菌, 研究了该菌胞外多糖的分离纯化工

艺及其抗氧化性质。发酵液经离心, 抽滤等预处理后, 使用 Sevag 试剂除蛋白, 并以无水乙醇作提

取溶剂, 通过正交实验确定最佳提取条件为: pH 为 7.0, 温度为 4°C, 时间为 1.5 h, 料液比为 1:4。
粗多糖溶解后上活性炭柱(1.5 cm × 24 cm), 用蒸馏水、60%乙醇及 95%乙醇洗脱, 分离得到主要部

分, 再经 Sephadex G-100 凝胶柱, 用 0.2 mol/L 的 NaCl 溶液洗脱, 硫酸苯酚法和考马斯亮蓝法分

别检测洗脱多糖和蛋白质, 结果表明, 该产物为均一组分的糖蛋白(EPS)。在体外抗氧化性实验显

示 EPS 具有很强的抗氧化性, 能清除羟基自由基(·OH)、超氧阴离子自由基(·O2
−), 并且对脂质过氧

化有抑制作用, 是一种很好的天然抗氧化剂。 
关键词: 芽孢杆菌, 糖蛋白, 分离纯化, 抗氧化性 

Isolation and Purification of Exopolysaccharide from the 
Fermentation Broth of Bacillus sp. and Its Antioxidant Effect 

YUAN Jian-Feng  CAI Heng  SHAN Xian-Yang  XU Chuan-Xue  WAN Hong-Gui* 
(College of Life Science and Pharmacy, Nanjing University of Technology, Nanjing, Jiangsu 210009, China) 

Abstract: Based on the Bacillus sp., isolated from Lop Nur Desert, the technology of separation and purifi-
cation and the antioxidant effect were studied. After centrifugation and vacuum filtration, the deproteiniza-
tion of supernatant was operated with Sevag reagent. The crude exopolysaccharide (EPS) was obtained by 
precipitation with ethanol. The optimum conditions for the isolation were as follow: pH 7.0, temperature 4°C, 
time 1.5 h, and material to ethanol ratio 1: 4. Dissolved in water, the crude EPS was fractional separated on 
activated carbon column (1.5 cm × 24 cm), eluted with distilled water, 60% ethanol, 95% ethanol, and the 
main fraction was collected. Then the EPS was purified on Sephadex G-100 gel column, eluted with NaCl 
(0.2 mol/L). Fractions (4 mL, each) were also combined according to total sugar by phenol-sulfuric acid 
method and protein content was determined by Coomassie brilliant blue. The results showed that EPS was 
relatively homogeneous glycoprotein. The data of antioxidation in vitro showed that the EPS had a high an-
tioxidant activity, which could quench hydroxyl radical, superoxide radical and had antilipid peroxidation 
activity. All of these indicated that EPS was a good natural antioxidant. 
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多糖在自然界高等植物、藻类、细菌及动物体

内均有存在, 分布极广, 尤其是细菌和真菌的胞外
多糖, 因其易于分离纯化而且产量高等优点在工业
生产中颇受人们青睐 [1]。胞外多糖指的是糖被

(Glycocalyx), 包括微荚膜、荚膜、黏液层和菌胶团, 
对细菌本身来说它具有很多的功能, 例如: 保护细
菌免受干旱损伤、免受宿主细胞的吞噬、储藏养料、

堆积某些代谢和表面吸附作用等。细菌胞外多糖除

了其对细菌自身的生物学意义之外, 更重要的是它
具有安全无毒、理化性质独特、用途广泛、易与菌

体分离及可通过深层发酵实现工业化生产等优良性

质。 
目前国内外食品行业普遍使用的抗氧化剂主要

有丁基 -4-羟基苯甲醚 (BHA)、二丁基羟基甲苯
(BHT)、叔丁基对苯二酚(TBHQ)和没食子酸丙酯(PG)
等, 但近年来许多研究[2-4]表明, BHA 和 BHT 等存
在潜在的肿瘤促进作用, 因此人们更多地开始关注
天然来源的食品添加剂, 这促使了天然抗氧化剂的
研究与开发。本实验室筛选到一株芽孢杆菌, 其产
生的胞外多糖经研究表明具有显著的抗氧化活性 , 
且无毒无害, 具有一定的开发应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
芽孢杆菌 Bacillus sp., 筛选自新疆罗布泊沙 

漠, 实验室保藏, 暂未鉴定。物理环境: 年均红外辐
射量为 2549 MJ/m2/a~3170 MJ/m2/a, 年均紫外辐射
量为 386 MJ/m2/a~444 MJ/m2/a [5]。 

1.2  培养基与培养方法 
培养基使用葡萄糖牛肉膏蛋白胨培养基。 
16 h的种子以 1% (V/V)的接种量转接至发酵培

养基, 500 mL发酵摇瓶的装液量为 50 mL, 于 30°C, 
200 r/min的条件培养 48 h。 

1.3  实验方法 
1.3.1  发酵液的预处理: 发酵液 10000 r/min 离心
10 min, 去除菌体得上清液。上清液以新华 3号滤纸
抽滤, 除去上层漂浮物。 
1.3.2  Sevag 法除蛋白: Sevag法 (氯仿:正丁醇=3:1, 
V/V)进行除蛋白, 样品液与 Sevag 试剂的体积比为
3:1。 

检测: 硫酸−苯酚法[6]测定总糖, 以葡萄糖为标准品;  
考马斯亮蓝法[7]测定蛋白量;  
1.3.3  粗多糖分离提取条件优化: 多糖提取工艺中, 
影响因素很多, 在单因素实验基础上, 选定 pH、提
取温度、时间、料液比等因素, 采用 L9 (34) 正交设
计进行优化, 因素水平设计见表 1。将 1.3.1 预处理
后的上清液 20 mL, 用无水乙醇作为提取溶剂, 将
不同条件下所得的粗多糖于 40°C 真空干燥箱干燥
至恒重, 由重量法确定粗多糖最佳分离条件。 

 
表 1  粗多糖分离提取因素水平表 

Table 1  The level factors table of separation of crude 
polysaccharide 

因素 
Factor 水平 

Level A pH 
B 温度

(°C) 
C 时间

(h) 
D 料液比

(V/V) 
1 6.0 4 1.0 1:3 

2 7.0 20 1.5 1:4 

3 8.0 30 2.0 1:5 

 
1.3.4  多糖的纯化: 将 1.3.2 所得的粗多糖溶解后, 
上活性炭柱(1.5 cm × 24 cm), 先用蒸馏水 60 mL洗
脱, 再用 60%乙醇 60 mL洗脱, 最后 95%乙醇 60 mL
洗脱, 每管收集 5 mL 洗脱液, 硫酸-苯酚法跟踪多
糖分布, 收集主峰部分。经过真空浓缩, 上 Sephadex 
G-100 柱纯化, 硫酸苯酚法和考马斯亮蓝法同时监
测, 收集其主峰部分, 使用 95%乙醇沉淀, 真空干
燥得到多糖纯品。 

1.3.5  多糖抗氧化活性测定：1) 羟基自由基(·OH)
的清除作用。实验采用 H2O2-FeSO4体系, 研究 EPS
对·OH 的清除作用[8]。在 3.0 mL 的反应体系中, 有
25 mmol 的 FeSO4, 2 mmol 的水杨酸钠 , 以及 6 
mmol 的 H2O2。样品以 0.02 mg/mL、0.04 mg/mL、
0.06 mg/mL、0.08 mg/mL、0.10 mg/mL、0.12 mg/mL
的添加量来考察 EPS 的羟基自由基清除活性。将整
个混合体系于 37°C恒温培养 1 h, 在 510 nm检测吸
光度。羟基自由基的清除率=(1 样品 A510/空白 A510) × 
100%。 
2) 超氧阴离子自由基(·O2

)清除作用。超氧阴离子自

由基·O2
−通过邻苯三酚在微碱条件下自养化体系产

生 [9]。0.1 mmol/L 的邻苯三酚 , pH 8.2, 50 mmol/L

的 Tris-HCl缓冲液, 反应总体积 9 mL。在反应体系

中 , EPS 以 0 mg/mL、0.05 mg/mL、0.10 mg/mL、
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0.15 mg/mL、0.20 mg/mL、0.25 mg/mL添加, 反应

体系置于 25°C的恒温池中, 同时维生素 C和甘露醇

也以同等浓度参与对照反应, 并采用 325 nm作为检

测波长, 每隔 30 s 测一次吸光度 A, 计算线性范围

内每分钟 A 的增值, 即邻苯三酚的自氧化速率。超

氧阴离子自由基的清除率=(1−样品邻苯三酚自养化

速率/空白品邻苯三酚自氧化速率)×100%。 

3) 脂质过氧化抑制作用。以卵黄脂蛋白为底物的模

型 LPO反应体系[10]包括: 1: 40稀释的卵黄悬液(卵

黄用等体积的 pH 7.45, 0.1 mol/L 的 PBS配成, 用前

先磁力搅拌 10 min) 0.2 mL、 25 mmol/L 的

FeSO4·7H2O溶液 0.2 mL、一定浓度的 EPS溶液 100 

μL, 用 PBS 溶液补足 2.0 mL。对照管除不加 EPS

溶液外其它试剂同前并提前加入 20% TCA溶液 0.5 

mL。试验开始将上述两种试管同时置 37°C 水浴中

振荡 15 min, 取出后, 样品试管加入 20% TCA溶液

0.5 mL, 静置 10 min后, 与对照管于 3500 r/min 离

心 10 min, 取上清液, 分别加入硫代巴比妥酸(TBA 

0.8%)溶液 1.0 mL, 加塞于 100°C 水浴 15 min, 取出

冷却。以空白管调零(空白以 2.0 mL PBS溶液代替), 

测定A532, 样品EPS对卵黄脂蛋白LPO的抑制率(%)

表示为:  

EPS(%)=(1−样品 A532/对照 A532)×100%。 

2  结果与分析 

2.1  粗多糖除蛋白结果 
取 20 mL样品, 按 1.3.2比例操作, 在分液漏斗

中振荡 20 min, 静止后分离, 重复操作数次, 实验

结果见下表 2。 

实验结果显示: 随着萃取次数增加(n>4), 多糖

含量急剧下降, 同时, 在 n=4 次时, 蛋白的含量与

n=3次时相对接近, 随着 n的增加, 蛋白的含量也急

剧下降, 说明该多糖可能是一个糖蛋白, 随着蛋白

的除去, 多糖也一并被除去, 因此, 除蛋白次数以 4

次为宜。 

2.2  粗多糖分离提取条件优化 
表 3表明: 1) 从极差 R值的大小可以看出各因

素作用的主要次序是: D(料液比)>C(时间)>A(pH)> 

B(温度); 2) 最佳因素水平为 A2B1C2D3, 但考虑提取 

表 2  粗多糖除蛋白实验结果 
Table 2  The experimental results of crude polysaccha-

ride on removing protein 

萃取次数(n) 
Times of extraction

多糖含量(%) 
Content of  

polysaccharide 

蛋白含量(%) 
Content of protein

1 93.83 7.56 

2 93.81 6.12 

3 93.81 5.73 

4 93.80 5.70 

5 85.03 5.10 

6 73.52 3.95 

7 64.23 2.24 

 
表 3  粗多糖提取分离正交试验结果 

Table 3  Orthogonal test results of crude 
polysaccharide on separation 

序号 
Serial 

number
A B C D 

粗多糖克数(g)
Gram of crude 
polysaccharide 

(g) 

1 1 1 1 1 0.14 

2 1 2 2 2 0.26 

3 1 3 3 3 0.28 

4 2 1 2 3 0.38 

5 2 2 3 1 0.20 

6 2 3 1 2 0.22 

7 3 1 3 2 0.24 

8 3 2 1 3 0.20 

9 3 3 2 1 0.19 

K1 0.68 0.76 0.56 0.53  

K2 0.80 0.66 0.83 0.72  

K3 0.63 0.69 0.72 0.86  

k1 0.23 0.25 0.19 0.18  

k2 0.27 0.22 0.28 0.24  

k3 0.21 0.23 0.24 0.29  

R 0.06 0.03 0.09 0.11  

 
的成本因素, 最佳提取条件为: pH为 7.0, 提取温度
为 4°C, 时间为 1.5 h, 料液比取 1: 4。 
2.3  多糖的纯度鉴定 

粗多糖复溶后, 经活性炭柱分离所得主要组分, 
经 Sephadex G-100凝胶柱层析, 硫酸苯酚和考马斯
亮蓝跟踪洗脱液并计算多糖与蛋白的含量, 如图 1
所示, 结果为单一对称峰, 且多糖与蛋白质呈同步
趋势 , 经计算得多糖占 93.79%, 蛋白质占 5.62%, 
蛋白质的含量与 Sevag法除蛋白(n=4次)所测的含量
相一致, 即该 EPS为均一糖蛋白。 
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图 1  EPS 的 Sephadex G-100 凝胶渗透色谱图 
Fig. 1  The gel permeation chromatography of EPS on 
Sephadex G-100 

 

2.4  多糖抗氧化活性测定 
2.4.1  羟基自由基(·OH)与超氧阴离子自由基(·O2

−)清
除作用: 如图 2所示, 芽孢杆菌胞外多糖(EPS)对羟自由
基 ( ·OH)具有较强的清除效果 ,  且对 ·OH 的抑制 
率随剂量增大而升高, 在 0.12 mg/mL 时达最高清 
除率 64.21%, 同时 EPS 的 50%清除浓度(IC50)为
0.042 mg/mL, 远远比维生素 C和甘露醇小。EPS浓
度在 0~0.12 mg/mL的范围内, 浓度与·OH的抑制率
呈线性相关, 随着浓度的增加对·OH 的抑制率急剧
增强。当多糖浓度达 0.05 mg/mL时, 清除率的增加
趋于平缓, 其原因是饱和效应造成的, 也可能是由
于在有自由基引发剂存在的条件下 , 像单糖那样 , 
多糖分子也可以自动氧化 , 产生新的有机自由基 , 
使多糖本身产生的有机自由基与它清除的自由基达

到平衡, 而在低浓度下, 减少了多糖分子与自由基
引发剂的反应概率 , 表现出多糖清除自由基的作
用。 
 

 
图 2  ·OH 的清除作用 
Fig. 2  Hydroxyl radical scavenging activity 

如图 3 所示, 同样, 超氧阴离子自由基清除效
果也与 EPS的浓度呈正相关, 在 0~0.25 mg/mL的浓
度范围内, 与维生素 C和甘露醇对比, EPS的作用效
果明显强于甘露醇, 但略低于维生素 C。并且上述
糖蛋白的 IC50为 0.165 mg/mL, 略低于 Vc 的 0.101 
mg/mL。羟基自由基和超氧阴离子自由基是引起生
物氧化的本源, 如皮肤的衰老等, EPS作为天然的高
分子物质, 能有效的清除这些自由基, 是一种良好
的、绿色的抗氧化材料。 
2.4.2  抗脂质过氧化作用: 脂质过氧化作用主要是
指在多不饱和脂肪酸中发生的一种自由基链式反

应, ·OH是脂质过氧化作用的主要引发剂, 研究表明
紫外辐射能够诱导发生脂质过氧化反应 [ 11 ], 以卵 
黄脂蛋白为底物的模型 LPO 反应体系结果表明  
(见图 4), EPS 具有一定的抗脂质过氧化作用, 在 
 

 
图 3  ·O2

−的清除作用 
Fig. 3  Superoxide radical scavenging activity 
 

 
图 4  EPS 抗脂质过氧化作用 
Fig. 4  Anti-lipid peroxidation activity of EPS 
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0.05 mg/mL的剂量下, 抑制率为 3.12%, 随着 EPS的
浓度增加, 抑制率也随之上升, 当剂量为 0.15 mg/mL
时, 抑制率为 16%, 并且抑制率逐渐趋于平稳。 

3  结果与讨论 

本文研究了芽孢杆菌产胞外糖蛋白的分离纯化

工艺及部分生物活性, 结果表明:  
1) 芽孢杆菌粗多糖提取的最佳条件为: pH 7.0, 

提取温度为 4°C, 时间为 1.5 h, 料液比取 1:4;  
2) 粗多糖经活性炭柱分离和经 Sephadex 

G-100 柱纯化后, 能得到均一的糖蛋白, 建立了糖
蛋白的分离纯化方法;  

3) 经体外抗氧化性实验, EPS 具有明显的清除
羟基自由基、超氧阴离子自由基及抑制脂质过氧化

的作用。 
自由基被普遍认为是引起生物体衰老的主要物

质, 而羟基自由基和超氧阴离子自由基是最主要的

形式。目前, 有很多报道表明, 多糖具有清除自由基

的作用[12−14], 而这些报道中的多糖大多从植物、真

菌等中提取所得 , 羟基自由基的清除作用 IC50 为

0.32 mg/mL~0.68 mg/mL, 超氧阴离子自由基的清

除作用 IC50为 0.08 mg/mL~0.15 mg/mL, 较本文报

道的 EPS 对自由基的清除作用弱。同时, 本报道生

产过程使用液体深层发酵, 原料来源简单, 生产周

期短 , 产品绿色 , 有进一步研究 , 开发为新型抗氧

化剂的价值。 

有研究表明[15], 自由基的存在能引起生物膜脂

质的过氧化作用, 从而导致脂质过氧化作用的积聚; 

还有研究表明[16], 过量的紫外辐射, 特别是 UVA/B

的辐射, 能产生活性氧分子(ROS), EPS 对这些活性

氧分子有明显的清除作用, 在后期将研究 EPS 的抗

辐射性以及结构与功效的关系, 为开发新型化妆品

做铺垫。 
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