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摘要：目的　从牧区传统乳制品中分离获得胞外多糖产量较高的菌株，并对胞 外 多 糖 的 结 构 和 功 效 进 行

初步研究，以期能为将来生产乳酸菌胞外多糖的可行性提供数据和依据。方法　通 过 涂 布 平 板 法 从 内 蒙

古传统发酵乳制品中分离乳酸菌，并测定胞外多糖产出量，从中筛选胞 外 多 糖 高 产 菌 株，通 过 生 理 生 化

试验和１６ＳｒＲＮＡ测序鉴定菌株。采用紫 外 光 谱 法 和 高 效 液 相 色 谱 法 对 胞 外 多 糖 的 结 构 进 行 初 步 分 析。

通过测定胞外多糖的吸湿能力和保湿能力初步评价其吸湿保湿性能。结果　共分离出９０株菌株，筛选出

１株胞外多糖高产菌株，并鉴定出该菌株为嗜热链球菌。通过分析得出该菌株产生的胞外多糖主要由４种

单糖组成，分别为甘露糖、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖，其摩尔比为０．２５∶３．１０∶３．７０∶０．１０，分 子 量

范围为１．８９７×１０６～７．２５７×１０６　Ｄａ。通过保湿性能的测定，初步确定该嗜热链球菌产生的胞外多糖有良

好的保湿性。结论　 本实验筛选出的胞外多糖高产菌株嗜热链球菌属于益生菌，有广泛的应用价值。
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　　乳 酸 菌 胞 外 多 糖 （ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＥＰＳ）
是乳酸菌生长代谢过程中分泌到细胞外的多糖类化

合物，属于微生物多糖的一种。其被广泛研究的原

因是基于两 个 方 面，其 一 是ＥＰＳ的 物 理 化 学 特 性，

ＥＰＳ作为食品添加剂添加到食品中、或在发酵食品

中由乳酸菌直接发酵产生，都可以改善食品的流变

性、质构、稳定性、持水 性 和 口 感 等；其 二 是ＥＰＳ
的生物活性，ＥＰＳ具有很多对人体健康有利的生物

活性物质，如作为益生元调节肠道菌群、免疫调节

活性、抗肿瘤活性、降低胆固醇活性和抗氧化等［１］。
产ＥＰＳ的 乳 酸 菌 来 源 广 泛，绝 大 部 分 来 源 于 乳 制

品，如酸奶、奶 酪 和 Ｋｅｆｉｒ制 品 等，还 有 一 些 来 源

于发酵肉制品和蔬菜。目前已经报道的产ＥＰＳ的乳

酸菌有嗜热链球菌、嗜酸乳杆菌、干酪乳杆菌、乳

酸乳球菌、瑞士乳杆菌和明串珠菌等［２］。内 蒙 古 牧

区的传统乳制品具有悠久的安全食用历史和益生性，
故本研究拟从牧区传统乳制品中分离获得胞外多糖

产量较高的菌株，并对胞外多糖的结构和功效进行

初步研究，以期能为将来生产乳酸菌胞外多糖的可

行性提供数据和依据。

１　材料与方法

１．１　实验 材 料　乳 糖、葡 萄 糖、吐 温－８０、氢 氧 化

钾、苯酚、蔗糖、麦芽糖 （天津市恒兴化学试剂制

造有限公司）；蛋白胨、牛肉膏、肌醇 （北京奥博星

生物技术有限公司）；大豆蛋白胨、酵母浸粉 （安琪

酵母股份有限公司）；发酵专用多聚蛋白胨 （北京索

莱宝科技有限公司）；抗坏血酸 （东北制药集团沈阳

第一制药厂）；结晶硫酸镁、结晶乙酸钠、硫酸锰、
柠檬酸三铵 （天津博迪化工股份有限公司）；磷酸氢

二钾、过氧化氢 （西陇 化 工 股 份 有 限 公 司）；琼 脂、

Ｄ－山梨醇、丙三醇、冰乙酸、三氯乙酸 （天津市科

密欧化学试剂有限公司）；氯化钠、草酸铵、甲醇、
乙酸异戊酯、三氯甲烷 （天津市大茂化学试剂厂）；
结晶紫 （沈阳 市 第 三 十 六 中 学 化 工 厂）；Ｄ－甘 露 糖

（默克公司）；Ｄ－果糖 （天津光复精细化工研究所）；

Ｄ－半乳糖 （上海恒信化学试剂有限公司）；Ｄ－ （＋）－
棉子糖 （上海瑞 永 生 物 科 技 有 限 公 司）；Ｌ－ （＋）－
阿拉 伯 糖 （Ｓｉｇｍａ试 剂）；β－甘 油 磷 酸 二 钠、海 藻

糖、马 尿 酸、Ｄ－纤 维 二 糖、Ｄ－ （－）－水 杨 苷、菊

糖、甘露糖、Ｄ－核糖、枸橼酸铁 （上海源叶生物科

技有限公司）；Ｄ－木糖 （天 津 市 化 学 试 剂 公 司）；木

糖醇、赤藓糖醇、麦芽糖 醇 （山 东 福 田 药 业 有 限 公

司）；脱脂奶粉 （新西兰纽瑞滋乳品公司）；浓硫酸、
盐酸 （天 津 市 凯 信 化 学 试 剂）；１－苯 基－３－甲 基－５－吡

唑啉酮 （麦克林试剂）；葡聚糖分子量标准物质 （北
京中科质检生物技术有 限 公 司）；乙 腈 （Ｊ＆Ｋ　ＳＣＩ－
ＥＮＴＩＦＩＣ　ＬＴＤ）。

表１　奶制品样品的采集信息

样品编号 样品类型 奶源 采集地点 采集时间

ＮＭＧ１ 稀酸奶 牛奶 内蒙古兴安盟 ２０１７年２月

ＮＭＧ２ 稠酸奶 牛奶 内蒙古兴安盟 ２０１７年２月

ＮＭＧ３ 奶豆腐 牛奶 内蒙古兴安盟 ２０１７年２月

１．２　实验设备　电热恒温水浴锅ＤＫ－９８－Ⅱ型 （天

津 市 泰 斯 特 仪 器 有 限 公 司）；电 热 恒 温 培 养 箱

ＤＨ６０００Ⅱ型 （天津市泰斯特仪器有限公司）；电热

恒温鼓风 干 燥 箱 ＤＨＧ－９０９０Ａ （上 海 精 宏 实 验 设 备

有限公司）；离心机ＴＤＺ５－ＷＳ型 （湘潭湘仪仪器有

限公司）；超净工作台ＳＷ－ＣＪ－１Ｃ （苏州安泰空气技

术有限公 司）；冰 箱ＢＣＤ－３１２型 （青 岛 海 尔 股 份 有

限公司）；灭菌 锅 ＹＸ２８０Ａ型 （上 海 申 安 医 疗 器 械

有限公司）；电子显微镜ＸＳＺ－Ｈ型 （重庆光学仪器

厂）；高 效 液 相 色 谱 仪１１００ （安 捷 伦 科 技 有 限 公

司）；紫外检测器１２６０ （安捷伦科技有限公司）；多

角度激光检测器 ＷＥＡ－０２ （Ｗｙａｔｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；示

差折光 检 测 器 （Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），高 速 微 量 离

心机ＬＧ１５－Ｗ （北 京 医 用 离 心 机 厂）；冷 冻 干 燥 机

ＦＤ－１Ａ－５０ （北 京 博 医 康 仪 器 有 限 公 司）；２ＸＺ－２型

旋片式真空泵 （临海市谭氏真空设备有限公司）。

１．３　培养基与溶液配制［３］　 （１）Ｍ１７培养基：乳

糖５．０ｇ、大豆蛋白胨５．０ｇ、聚蛋白胨５．０ｇ、牛肉

膏２．５ｇ、酵母浸粉５．０ｇ、抗坏血酸０．５ｇ、β－甘油

磷 酸 二 钠 １９．０ ｇ、１．０ ｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ
１．０ｍＬ、琼脂１５．０ｇ，加蒸馏水至１　０００ｍＬ，调节

ｐＨ至７．１，１１５℃灭菌３０ｍｉｎ。（２）ＭＲＳ培养基：
蛋白胨１０．０ｇ、酵母浸粉５．０ｇ、牛肉膏８．０ｇ、葡

萄糖２０．０ｇ、硫酸锰０．０５ｇ、碳酸钙１０．０ｇ、乙酸

钠５．０ｇ、柠檬酸三铵２．０ｇ、磷酸氢二钾２．０ｇ、硫

酸镁０．２ｇ、吐温－８０　１．０ｇ、琼脂１５．０ｇ，加蒸馏水

至１　０００ｍＬ，调节ｐＨ至６．２，１１５℃灭菌３０ｍｉｎ。
（３）ＭＣ培养基：大豆蛋白胨５．０ｇ、牛肉膏５．０ｇ、
酵母浸粉３．０ｇ、葡萄糖２０．０ｇ、乳糖２０．０ｇ、碳酸

钙１０．０ｇ、１％中 性 红 溶 液５．０ｍＬ、琼 脂１５．０ｇ、
加蒸馏水至１　０００ｍＬ，营养成分溶解后，调 节ｐＨ
至６．０±０．２后 加 入 中 性 红 溶 液，１１５℃高 压 灭 菌

３０ｍｉｎ。（４）１０％脱脂奶还原乳发酵培养基：脱脂

奶粉１００ｇ，加 蒸 馏 水 至１　０００ｍＬ，１１５ ℃灭 菌

１５ｍｉｎ。 （５）糖 发 酵 管：牛 肉 膏５．０ｇ、蛋 白 胨
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５．０ｇ、酵 母 浸 粉５．０ｇ、吐 温－８０　０．５ｍＬ、琼 脂

１．５ｇ、１．６％溴甲酚紫酒精溶液１．４ｍＬ，加蒸馏水

至１　０００ｍＬ，按０．５％加入所需糖类，并分装小试

管，１２１℃高压灭菌１５～２０ｍｉｎ。（６）七叶苷培养

基：蛋 白 胨 ５．０ｇ、磷 酸 氢 二 钾 １．０ｇ、七 叶 苷

３．０ｇ、枸橼酸铁０．５ｇ，加蒸馏水至１　０００ｍＬ，将

上述成分加 入 蒸 馏 水 中，加 热 溶 解，１２１℃高 压 灭

菌１５～２０ｍｉｎ。 （７）结晶紫染色液：结晶紫１．０ｇ
用２０ｍＬ　９５％乙醇溶解后，加入１％草酸铵水溶液

８０ｍＬ混合均匀。

１．４　实验方法

１．４．１　样品中乳酸菌的分离方法［４－５］　于 无 菌 条 件

下称取一定样品至打碎装置 （三角瓶中加入适量玻

璃珠）中，加入０．８５％的生理盐水，强烈震荡弄碎

样品，混合均匀，用０．８５％的生理盐水进行梯度稀

释至适宜浓度，连 续３个 稀 释 度 取０．１ｍＬ稀 释 液

进行涂布平板，从而分离样品中的乳酸菌。Ｍ１７培

养基平板于４３℃中厌氧培养４８ｈ，用于分离奶制品

中的链球菌属。ＭＲＳ培养基平板于３７℃中厌氧培

养４８ｈ，用 于 分 离 奶 制 品 中 的 乳 杆 菌 属 和 乳 球 菌

属。每个样品每种培养基挑取１５个菌落，挑取出来

的菌落分别保存于斜面和甘油管中，斜面于４℃中

保存，甘油管于－２０℃中保存，以便以后相关研究

使用。

１．４．２　多糖高产菌株的筛选　将活化后的菌株接种

于１０％脱脂奶还原乳发酵培养基中，３７℃厌氧培养

８ｈ，取 出 后 沸 水 浴 处 理２０ｍｉｎ，２　８１０×ｇ离 心

１５ｍｉｎ，取１ｍＬ上 清 液，加 入５倍 体 积 的 无 水 乙

醇，４℃沉淀１２ｈ，２　８１０×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃去上

清，加入２ｍＬ无 水 乙 醇 洗 涤 沉 淀２次，２　８１０×ｇ
离心１５ｍｉｎ，弃 去 上 清，挥 干 乙 醇，于４０℃烘 箱

中烘干，加水加热复溶，使用苯酚硫酸法测定多糖

产量，比较各个菌株胞外多糖产量高低，选出胞外

多糖产量相对较高的菌株。

１．４．３　菌 株 形 态 学 鉴 定　菌 落 形 态：观 察 菌 落 在

ＭＲＳ （厌氧培养）、Ｍ１７ （厌氧培养）和 ＭＣ （需氧

培养）培养基上的菌落形态、颜色以及是否产生溶

钙圈。镜 下 形 态：挑 取 少 量 菌 落 制 成 涂 片，干 燥，
固定，用结 晶 紫 染 色１ｍｉｎ，流 水 冲 去 染 料，干 燥

后于油镜下观察菌株形态。

１．４．４　菌株生理生化鉴定　触酶试验：从斜面上取

适量菌体涂 在 干 净 无 菌 的 玻 璃 板 上，滴 加３％过 氧

化氢溶液，观察是否产生气泡，产生气泡为接触酶

阳性，无气泡产生为阴性。氢氧化钾拉丝试验：取

１滴４％氢氧化钾溶液于洁净载玻片上，取新鲜菌落

少许，于氢氧化钾溶液混匀，并每隔几秒钟上提接

种环，观察能否拉丝，拉黏丝者为革兰阴性菌，不

拉黏丝者为革兰阳性菌。糖发酵试验：挑取３个或

以上的单个菌落接种于糖发酵管中，置３７℃±１℃
厌氧培养，观察并记录糖发酵管中的颜色变化，若

为紫色则不利用该种糖类，若变为黄色则利用该种

糖类。

１．４．５　胞外多糖高产菌株分子生物学测定　将多糖

高产菌株ＮＭＧ　１１５进 行 纯 化，由 北 京 六 合 华 大 基

因科技股份有限公司进行１６ＳｒＲＮＡ测序，将测序

结 果 提 交 至 数 据 库 ＥＺＢｉｏＣｌｏｕｄ 网 站 （ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／ｄａｓｈｂｏａｒｄ）进行序列对比。

１．４．６　苯酚硫酸法测定多糖含量［６］　分别吸取葡萄

糖标准 溶 液 （４０μｇ／ｍＬ）０、０．２、０．４、０．６、０．８
和１．０ｍＬ至刻度试管中，补水至１．０ｍＬ，然后加

入６％苯酚０．６ｍＬ及浓硫酸３．０ｍＬ，摇匀，８０℃
水浴加 热１５ｍｉｎ，凉 水 冷 却 至 室 温，以 零 管 为 空

白，于４９０ｎｍ处 测 定 吸 光 度 值，绘 制 标 准 曲 线 或

计算线性回归方程。取１ｍＬ样液按上述步骤操作，
测定吸光度值，代入线性回归方程中计算多糖含量。

１．４．７　胞外多糖的提取与纯化［７］　发酵液沸水浴预

处理３５ｍｉｎ，过滤，于冷冻干燥机中浓缩１０ｈ，加

入无水乙 醇 调 节 酒 精 浓 度 至８０％，４℃沉 淀 过 夜，

２　８１０×ｇ离 心３０ｍｉｎ，沉 淀 用 适 量 的 无 水 乙 醇 清

洗，２　８１０×ｇ离 心３０ｍｉｎ，取 沉 淀，挥 干 溶 剂 后

４０℃烘干 得 粗 品。胞 外 多 糖 粗 品 加 水 于８０℃溶 解

（１∶１０，ｗ／ｖ），２　８１０ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清液，边

搅拌边加入８０％三氯乙酸溶液，使三氯乙酸终浓度

为５％，４℃静置３０ｍｉｎ，２　８１０×ｇ离心２０ｍｉｎ，取

上清液，加入饱和ＮａＯＨ调节ｐＨ至６．０，并将溶液

置于截留分子量为７　０００Ｄａ的透析袋中，用蒸馏水透

析２４ｈ，每８ｈ换１次水，将透析后的多糖溶液置于

直径１５ｃｍ的平皿中冷冻干燥得多糖精制品。

１．４．８　胞外多糖紫外光谱分析　将胞外多糖样品配

制成１ｍｇ／ｍＬ的溶液，取一定量于比色皿中，蒸馏

水作为空白，在１９０～４００ｎｍ范围内进行扫描，观

察其２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的吸收峰。

１．４．９　胞 外 多 糖 单 糖 组 成 分 析　称 取１５ｍｇ多 糖

精制品，精密称重，置５ｍＬ安瓿瓶中，加入１ｍＬ
０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ，封 口，１２０℃ （沙 浴）水 解２ｈ。
自然冷却后，打开安瓿瓶加入２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ　３００μＬ
调ｐＨ至中性。取８０μＬ标准品溶 液 和 水 解 液 分 别

置于ＥＰ管中，加入１６０μＬ　０．２５ｍｏｌ／Ｌ　ＰＭＰ （１－苯

基－３－甲基－５－吡唑啉 酮）甲 醇 溶 液，再 加 入１６０μＬ
０．２ｍｏＬ／Ｌ　ＮａＯＨ，漩涡震荡３０ｓ，置于７０℃水浴
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３０ｍｉｎ。取 出 ＥＰ 管，自 然 冷 却，加 入 １６０μＬ
０．２ｍｏＬ／Ｌ　ＨＣｌ中和至中性，漩涡３０ｓ。加入５００μＬ
乙酸异戊酯，漩 涡３０ｓ，３　８００×ｇ离 心５ｍｉｎ，弃

上层有机液，重复此操作１次。加入５００μＬ氯仿，
漩涡３０ｓ，３　８００×ｇ离 心５ｍｉｎ，取 水 相 层，重 复

此操作１次。取水相层，用０．２２μｍ有机滤膜过滤

后注入高效液相色谱仪分析，以外标法计算多糖中

单糖含量。ＨＰＬＣ检测条件：色谱柱：固 定 相 为 十

八烷基键合硅胶 （４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ；迪马）；
流动 相：０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙 酸 钠 缓 冲 液 （ＣＨ３ＣＯＯＮａ－
ＮａＯＨ，ｐＨ　６．６６）∶乙 腈＝８３∶１７ （ｖ／ｖ）；检 测

器：紫 外 检 测 器；检 测 波 长：２５０ ｎｍ；柱 温：

４０℃；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：５μＬ。

１．４．１０　胞外多糖分子量和纯度的测定　称取多糖精

制品适量，配制为浓度８ｍｇ／ｍＬ的多糖溶液，以葡

聚糖分子量标准物质溶液为对照，用０．２２μｍ有机滤

膜过滤 后 注 入 高 效 液 相 色 谱 仪 分 析。ＨＰＬＣ检 测 条

件：色 谱 柱：ＴＳＫ－ＧＥＬ　Ｇ４０００ＰＷＸＬ （７．８ ｍｍ×
３０ｃｍ）多糖 专 用 凝 胶 柱；保 护 柱：ＴＳＫ　ｇｅｌ　Ｇｕａｒｄ
ｃｏｌｕｍｎ　ｐｗｘｌ；流动相：乙酸钠缓冲液 （乙酸钠３．７４ｇ，
加水溶解，加冰醋酸６．９ｍＬ加水至１　０００ｍＬ）；检

测器：示差折光检测器，多角度激光检测器；柱温：

３５℃；流速：０．６ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：５０μＬ。

１．４．１１　保湿性能的测定　 （１）吸湿率试验［８］：取

干 燥 的 具 塞 扁 形 称 量 瓶 （外 径 ５０ ｍｍ，高 为

１５ｍｍ），于试验前一天置于适宜的 （２５±１）℃恒温

干燥器 （下部放置饱和碳酸钠或饱和硫酸铵溶液），
精密称定质量ｍ１。取供试品适量，平铺于上述称量

瓶中，供试品 厚 度 约 为１ｍｍ，精 密 称 定 质 量 ｍ２。
将称 量 瓶 敞 口，连 同 瓶 塞 一 起 放 置 于 相 对 湿 度

（ＲＨ）分别为４３％ （饱和碳酸钠）和８１％ （饱和硫

酸铵）保干器中，并放入温度为 （２５±１）℃放置一

段时间 （１、２、３、４和５ｄ）后，精 密 称 定 质 量

ｍ３。吸 湿 率 ［Ｒａ］＝ （ｍ３ －ｍ２）／ （ｍ２－ｍ１）×１００％。
（２）失 水 率 试 验［９－１０］：取 干 燥 的 具 塞 扁 形 称 量 瓶

（外径５０ｍｍ，高为１５ｍｍ），于试验前一天置于适

宜的 （２５±１）℃恒温干燥器 （下部放置饱和碳酸钠

或饱和硫酸铵溶液）。准确称取一定质量的供试品，
放入扁形 称 量 瓶 内，精 密 称 定 质 量 ｍ１。加 入１０％
的水，精密称定质量ｍ２。将称量瓶敞口，连同瓶塞

一起 放 置 于 温 度 为 （２５±１）℃，ＲＨ 分 别 为４３％
（饱和碳酸钠）的恒温恒湿干燥箱和以硅胶为干燥剂

的干燥器内恒温放置一段时间 （１、２、３、４和５ｄ）
后，精密 称 定 质 量 ｍ３。保 湿 率 ［Ｒｈ］＝ （ｍ３－ｍ２）／

（ｍ２－ｍ１）×１００％。

２　结　果

２．１　胞外多糖高产菌株的筛选　本实验从３份样品

中一共分离出９０株菌株，测定各个菌株的胞外多糖

产量，选出胞外多糖产量相对较高的菌株。据文献

报道，乳 酸 菌 的 胞 外 多 糖 的 产 量 一 般 为０．０５～
０．６０ｍｇ／ｍＬ［１１］。从表２可以得知，菌株ＮＭＧ　１１５
的多 糖 产 量 最 高，为１．４６ｍｇ／ｍＬ。该 菌 株 是 从

Ｍ１７培养基分 离 出 来。将 胞 外 多 糖 高 产 菌 株 ＮＭＧ
１１５进行糖发酵能力测定，测定结果见表３。通过糖

发酵试 验 结 果 显 示，该 菌 株 能 发 酵 葡 萄 糖、蔗 糖、
乳糖和菊糖。

表２　菌株多糖产量及其形态学、生理生化鉴定表

菌株

编号

样品

来源

培养基

来源

镜检

形态

革兰

染色

触酶

试验

多糖产量

（ｍｇ／ｍＬ）

ＮＭＧ１１５ ＮＭＧ１ Ｍ１７ 球状 ＋ － １．４６

ＮＭＧ２２２ ＮＭＧ２ ＭＲＳ 杆状 ＋ － ０．７５

ＮＭＧ２２９ ＮＭＧ２ ＭＲＳ 杆状 ＋ ＋ ０．５３

ＮＭＧ１１３ ＮＭＧ１ Ｍ１７ 球状 ＋ － ０．４９

ＮＭＧ３２９ ＮＭＧ３ ＭＲＳ 杆状 ＋ － ０．４７

ＮＭＧ３２４ ＮＭＧ３ ＭＲＳ 杆状 ＋ － ０．３３

　注：表中只列出多糖产量高的菌株前６位。

表３　菌株ＮＭＧ　１１５主要糖类发酵结果

糖的种类 结果 糖的种类 结果

Ｄ－葡萄糖 ＋ Ｄ－ （＋）－棉子糖 －

蔗糖 ＋ Ｌ－ （＋）－阿拉伯糖 －

乳糖 ＋ 海藻糖 －

麦芽糖 － 马尿酸 －

Ｄ－甘露醇 － Ｄ－纤维二糖 －

肌醇 － Ｄ－ （－）－水杨苷 －

Ｄ－果糖 － 菊糖 ＋

Ｄ－半乳糖 － 甘露糖 －

Ｄ－核糖 － 赤藓糖醇 －

Ｄ－木糖 － 麦芽糖醇 －

木糖醇 －

　 注：＋代表阳性，－代表阴性。

２．２　胞外多糖高产菌株形态学鉴定　由图２的镜下

形态可以看出菌株ＮＭＧ　１１５为球形，并且成链状。
图２为菌株ＮＭＧ　１１５分别在 ＭＲＳ、Ｍ１７和 ＭＣ培

养基上的菌 落 形 态，该 菌 株 在 ＭＲＳ培 养 基 上 为 白

色菌落，边缘整齐，能溶解ＣａＣＯ３ 形成溶钙圈，说

明该菌株有一定的产酸能力。在 Ｍ１７培养基上为白

色菌落，边缘 整 齐。在 ＭＣ培 养 基 上 为 红 色 菌 落，
没有形成溶钙圈。
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图１　菌株ＮＭＧ　１１５镜下形态 （１０×１００倍）

图２　菌株ＮＭＧ　１１５培养基上菌落形态

（从左到右分别为 ＭＲＳ、Ｍ１７、ＭＣ培养基）

２．３　胞外多 糖 高 产 菌 株 分 子 生 物 学 测 定　将 菌 株

ＮＭＧ　１１５测序所得的１６ＳｒＲＮＡ序列，提交数据库

ＥＺＢｉｏＣｌｏｕｄ 网 站 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／

ｄａｓｈｂｏａｒｄ）进行序列对比，该菌株与Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　ＡＴＣＣ　１９２５８相似度为９９．９３％，故确

定菌株ＮＭＧ　１１５为嗜热链球菌。

２．４　胞外多糖紫外光谱分析　常用的紫外光谱是指

２００～４００ｎｍ的紫外区光谱，虽 然 对 多 糖 结 构 分 析

用处不大，但是多糖复合物常采用紫外光谱扫描的

方法，目的是观察多糖在２６０ｎｍ或２８０ｎｍ有无特

征吸收峰出现，从而判断多糖样品中是否含核酸或

蛋白质。若无特征吸收峰，则可以说明多糖样品中

无核酸和蛋白质；若有特征吸收峰，则证明该样品

中有蛋白质或核酸。由图３可知，多糖精制品的紫

外光谱中，在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处无特征吸收，说

明样品中不含核酸和蛋白质。

图３　胞外多糖紫外光谱图

２．５　胞外多糖单糖组成分析　由图４可以得知，嗜

热链球菌胞外多糖主要由４种单糖组成，分别为甘

露糖、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖，通过计算其摩

尔比为０．２５∶３．１０∶３．７０∶０．１０。

甘露糖ｔＲ＝１８．５６０，葡萄糖ｔＲ＝３６．４９７，半乳糖ｔＲ＝４０．８０３，阿拉伯糖ｔＲ＝４４．８８０

图４　多糖样品单糖组成色谱图

２．６　胞 外 多 糖 分 子 量 和 纯 度 的 测 定　根 据 表４可

知，该胞 外 多 糖 由３种 多 糖 组 成，分 子 量 分 别 为

１．８９７×１０６、２．７８０×１０６ 和７．２５７×１０６　Ｄａ，其分子

量范围为１．８９７×１０６～７．２５７×１０６　Ｄａ。
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表４　胞外多糖组成和分子量分析

重均分子量

［Ｍｗ （Ｄａ）］

数均分子量

［Ｍｎ （Ｄａ）］

多分散性指数

（Ｍｗ／Ｍｎ）

１．８９７×１０６　 １．８９３×１０６　 １．００２１
２．７８０×１０６　 ２．６９９×１０６　 １．０３００
７．２５７×１０６　 ５．９８９×１０６　 １．２１１７

２．７　保湿性能的测定　本实验室所提取的胞外多糖

为天然大分子，推测其应具有一定的保湿能力，故

本实验拟通过模拟不同的条件，考察并评价该胞外

多糖的保湿性能。

２．７．１　吸湿率 试 验　由 图５可 知，在 温 度２５℃、
相对湿度８１％条件下，各样品的吸湿率为甘油＞透

明质酸钠＞胞外多糖。由图６可知，在温度２５℃、
相对湿度４３％条件下，各样品的吸湿率为甘油＞透

明质酸钠＞胞外多糖。

图５　样品吸湿率时间变化图 （温度２５℃、相对湿度８１％）

图６　样品吸湿率时间变化图 （温度２５℃、相对湿度４３％）

２．７．２　保湿率 试 验　由 图７可 知，在 温 度２５℃、
相对湿度４３％条件下，各样品的保湿率为透明质酸

钠＞胞外多糖＞甘油。由图８可知，在温度２５℃、
硅胶为干燥剂的条件下，各样品的保湿率为透明质

酸钠＞胞外多糖＞甘油。

图７　样品保湿率时间变化图 （温度２５℃、相对湿度４３％）

图８　样品保湿率时间变化图 （温度２５℃、硅胶为干燥剂）

　　综上所述，胞外多糖有一定的吸湿性，但其吸

湿性低于透明质酸钠和甘油，而保湿性明显优于甘

油并且与透明质酸钠相近。

３　讨　论

３．１　实验总结　本实验从内蒙古牧区自制酸奶中分

离出９０株菌，并从中筛选出１株胞外多糖高产菌株

ＮＭＧ　１１５，其 胞 外 多 糖 平 均 产 量 为１．４６ｍｇ／ｍＬ，
通过生理生化试验确定该菌株产酸，镜下形态为链

球状，革兰染色阳性，触酶试验阴性，能 产 酸，能

发酵葡 萄 糖、蔗 糖、乳 糖 和 菊 糖。通 过１６ＳｒＲＮＡ
测序，确定其为嗜热链球菌。该菌株产生的胞外多

糖主要由４种单糖组成，分别为甘露糖、葡萄糖、半

乳糖和阿拉伯糖，其摩尔比为０．２５∶３．１０∶３．７０∶
０．１０，胞外 多 糖 的 分 子 量 范 围 为 １．８９７×１０６～
７．２５７×１０６　Ｄａ。

保湿剂性能的评价主要通过两方面，一是吸收

水分的能力 （吸湿能力），二是保持水分的能力 （保
湿能力）。本实验通过保湿性能的测定，其吸湿性低

于透明质酸钠和甘油，而保湿性明显优于甘油，与

透明质酸钠相近，初步确定该嗜热链球菌产生的胞

外多糖具有良好的保湿性能。

３．２　应用展望　保湿材料广泛用于食品、化妆品和

制药等行业。传统的保湿剂如甘油、丙二醇等具有

良好的吸湿能力，但其保湿能力相对较差。新型的

保湿剂具有良好的保湿能力，主要为亲水性的天然

高分子材料。目前应用的天然高分子保湿材料的来

源主要有三种：一是 动 物 来 源，如 透 明 质 酸 （动 物

提取）和壳聚糖，存在 来 源 和 制 备 工 艺 复 杂、稳 定

性差、易携带病毒等问题；二是植物来源，如阿拉

伯胶、葡甘聚糖等，存在来源有限和受季节影响等

问题；三是微生物发酵来源，如葡聚糖、透明质酸

（某些链球菌发酵）、γ－聚 谷 氨 酸 等，拥 有 易 于 实 现

工业化生产和质量可控等优点。所以微生物发酵产

品是未来发展的趋势。本实验筛选出的胞外多糖高

产菌株嗜热链球菌属于益生菌，遗传背景清晰，为

公认的可食用的安全性菌株，广泛应用于乳制品行
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业，相信其在商业化应用有广阔的前景。
根据查阅的资料所得，目前胞外多糖的应用研

究主要 集 中 于 化 妆 品 保 湿 材 料、天 然 食 品 添 加 剂

（稳定和增稠作用）和膳食益生元这三个方面。除此

之外，也有文献报道，部分多糖具有抑菌活性、抗

炎活性、抗氧化活性和免疫调节作用等［１２－１６］。故 笔

者认为，由于本研究得到的多糖仍属于不同分子量

范围的多糖混合物，也并未对多糖的结构进行准确

的解析，后续应该对分离所得的胞外多糖进行分离

纯化，对不同分子量范围的多糖进行结构确认、理

化性质测定，以及功效研究。同时，对多糖的发酵、
分离提取工艺尚需进一步优化完善，提高多糖收率，
以适应工业化生产。
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