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摘  要: 粪产碱杆菌合成热凝胶需要消耗大量 ATP 用于前体物质 UDPG 的再生, 利用 3 种具有不

同高能磷酸键的低聚磷酸盐 Na4P2O7 (2P)、Na5P3O10 (3P)和(NaPO3)6 (6P)作为高能磷酸键供体, 并

取代培养基中的 KH2PO4-K2HPO4 (1P)而作为磷元素供体, 研究其对粪产碱杆菌合成热凝胶的影

响。结果表明相对于对照磷元素摩尔含量的单倍和双倍量添加 3P 和 6P 能够分别提高热凝胶产量

23%和 134%, 达到 15.1 g/L 和 30.0 g/L; 同时副产物乙酸分别较对照降低了 87.5%和 77.7%; 在以

双倍量添加 6P 后, 副产物甲酸的生成也显著降低 75.7%。当培养基中不含碳酸钙进行低聚磷酸盐

添加实验时, 生物量显著降低, 热凝胶合成几乎没有, 发酵液 pH 最低降到 2.1。以磷元素单倍量

和双倍量分别添加 3P和 6P, 并与 1P混合发酵时, 热凝胶产量变化不大; 但是, 当发酵液不存在碳

酸钙而 1P 被作为缓冲物质时, 以单倍量和双倍量添加 6P 使得热凝胶产量较对照分别提高 60.4%

和 49.4%, 分别达到 18.4 g/L 和 16.9 g/L。 
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Abstract: A large amount of ATP is consumed to regenerate precursor UDPG for curdlan biosynthesis in 

Alcaligenes faecalis var. myxogens. In this study, low-polyphosphates with high-energy phosphate bond of 

Na4P2O7 (2P), Na5P3O10 (3P) and (NaPO3)6 (6P) were employed as high-energy phosphate bond and 

phosphate donor to substitute KH2PO4-K2HPO4 (1P) in medium for curdlan production by Alcaligenes 

faecalis var. myxogene. Results showed that curdlan production was enhanced 23% and 134% than that of 

control respectively, which reached 15.1 g/L and 30.0 g/L, when one-fold and two-fold high concentration 

of phosphate from 3P and 6P were added in the medium. Meanwhile, byproducts of acetic acid were de-

creased 87.5% and 77.7% respectively. Formic acid was also decreased 75.7% when two-fold 6P were 

added in the medium. However, when CaCO3 was removed in the medium, pH and biomass were de-

creased remarkably, therefore, little or no curdlan was produced when these low-polyphosphates were 
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added in medium. When 3P and 6P were separately mixed with 1P at the amount of one-fold and two-fold 

high concentration of phosphate for fermentation, there was no change on curdlan production. Neverthe-

less, if 1P was used as buffer substance and without CaCO3 in the medium, curdlan production could be 

enhanced to 60.4% and 49.4% than that of the control when 6P was added at the amount of one-fold and 

two-fold high concentration, reached to 18.4 g/L and 16.9 g/L. 

Keywords: Low-polyphosphate, High energy phosphate bond, Curdlan, Residual phosphate, Organic acid 

热凝胶(Curdlan)是一类由 Agrobacterium spe-

cies 或 Alcaligenes faecalis 在氮源限制条件下产生的

水不溶性 β-(1,3)葡聚糖。热凝胶的硫酸酯衍生物可

以抗艾滋病病毒 [1], 热凝胶与缩水甘油反应产生的

衍生物具有优良的抗病毒活性[2]。另外, Evans 等[3]

合成的一种低毒性热凝胶衍生物具有显著的抗裂殖

细胞侵染活性作用。由于热凝胶具有加热成胶和亲

水性, 目前也作为食品添加剂大量应用。 

1997 年, Lawford 等[4]用蔗糖或糖蜜进行热凝胶

发酵研究, 使用两步补料发酵工艺。另外一些小组

研究了尿嘧啶添加、搅拌速率和 pH 控制对热凝胶

合成的影响[57]。随后, West[8]发现在 Agrobacterium 

发酵 48 h 后添加尿嘧啶或胞嘧啶可以提高热凝胶产

量。Zheng 等[9]发现 Alcaligenes faecalis 细胞内部的

能量效率决定了热凝胶合成的速率。 

有报道表明 , 在化学合成一些大量需能物质

时 , 可以添加含有高能磷酸键的多聚磷酸盐替代

ATP[10]。只要反应体系中存在多聚磷转移酶, 可以

可逆的转移磷元素, 使 AMP/UMP 转化为 ADP/UDP

进而转化为 ATP/UTP, 而游离的磷元素可以部分地

再转移到多聚磷化合物[1112]。2002 年, Liu Z 等就已

经利用外源添加的多聚磷酸盐用于 UDP-半乳糖合

成过程中 ATP 的再生[13]。 

Kwang-Seo Kim[14]和 Thomas P Werner[15]等研

究表明, 胞内聚合磷酸盐的浓度在一定范围内与微

生物的生存、致病、应答外界胁迫、胞外膜合成等

方面的能力成正比。Boguslaw Nocek 等研究表明真

菌和细菌体内都存在能利用聚合磷酸盐的酶, 它们

使 菌 体 可 以 利 用 聚 合 磷 储 存 胞 内 能 量 [16] 。 Seishi 

Iwamoto 等人利用重组大肠杆菌技术生产多聚磷激

酶, 并把它用于果糖-1,6-二磷酸合成过程中 ATP 的

再生[17]。 

粪产碱杆菌合成热凝胶时需要消耗大量能量物

质(ATP), 如图 1 所示。本研究首次将低聚磷酸盐用

于胞外多糖热凝胶的微生物合成, 旨在通过添加含

有高能磷酸键的低聚磷酸盐作为磷元素和能量来

源, 研究其对热凝胶生物合成的影响(如图 2 所示), 

迄今在国内外没有相同研究报道。 

 

 

图 1  粪产碱杆菌合成热凝胶网络图 
Fig. 1  Metabolic network of Alcaligenes faecalis for 
curdlan biosynthesis 
 

 

图 2  聚合磷用于 UTP 再生循环 
Fig. 2  The representative of cyclic synthesis of UDPG with 
UTP-regeneration in the presence of polyphosphates 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 粪产碱杆菌 WX. c12 (Alcaligenes fae-

calis var. myxogenes), 本实验室保藏菌种。 

1.1.2  主要试剂: 三聚磷酸钠(Na5P3O10)和六偏磷
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酸钠 [(NaPO3)6]为化学纯 ; 焦磷酸钠 (Na4P2O7)等其

他试剂均为国产分析纯; 乙腈为色谱纯。 

1.1.3  培养基: 斜面培养基(g/L): 葡萄糖 40, 酵母

粉 5.0, 琼脂粉 20, CaCO3 5, pH 7.07.2。种子培养

基 (g/L): 葡 萄 糖  20, 酵 母 粉  10, KH2PO4 1.74, 

MgSO4 0.5, pH 7.07.2。发酵培养基(g/L): 葡萄糖 

50, 酵母粉 1.0, KH2PO4 2.7, K2HPO4 1.7, MgSO4 

0.5, CaCO3 5, 10 mL 无机盐浓缩液, pH 7.07.2。 

1.2  方法 
1.2.1  种子培养: 从斜面上挑取一环菌, 接入装有

60 mL 种 子 培 养 基 的 250 mL 三 角 瓶 中 ,  30°C、

200 r/min 培养 l718 h。 

1.2.2  摇瓶发酵培养: 将 5 mL 种子液接入装有

100 mL 发酵培养基的 500 mL 三角瓶, 30°C、200 r/min

培养 72 h。 

1.2.3  热凝胶产量测定 : 取 20 mL 发 酵液 , 于

8000 r/min 离心 20 min, 向离心得到的沉淀中添加

1 mol/L 的 NaOH 20 mL, 振荡放置 3 h, 使热凝胶充

分溶解, 离心, 取上清液, 用 3 mol/L HCl 调 pH 至

中性 , 得到半透明的凝胶 , 再离心 , 向沉淀中加蒸

馏水洗涤离心若干次, 在 85°C 烘干至恒重, 称重计

算产量。 

1.2.4  生物量测定: 干重法测定, 对提取热凝胶后

的沉淀物, 加 1 mol/L HCl 溶解其中的 CaCO3, 反复

洗涤, 烘干, 称量, 计算菌体浓度。 

1.2.5  残糖测定: DNS 法[18], 取少量发酵液上清置

于 25 mL 比色管中, 补足水至 3 mL, 加入 1.5 mL 

DNS 试剂, 沸水浴 5 min, 冰水浴冷却, 用水补足到

25 mL, 波长 520 nm 下测定吸光度。  

1.2.6  有机酸测定: 高效液相色谱法; 色谱柱: 安

捷伦 ZORBAX SB-Aq 柱(150 mm × 4.6 mm, 5 μm); 

柱温: 30°C; 紫外检测波长: 210 nm。  

1.2.7  残磷测定方法: 钼酸铵法, 取一定量发酵液

上清置于 25 mL 比色管中, 补水至 3 mL, 加入 2 mL 

25 g/L 的钼酸铵、1 mL 5 g/L 对苯二酚和 1 mL 200 g/L

的亚硫酸钠溶液, 振荡均匀, 在室温下显色 30 min, 

波长 550 nm 下测定吸光度。 

1.2.8  数据分析: 本实验每个处理和空白对照都分

别设置 3 个重复平行实验, 将实验结果输入 SPSS 

13.0, 进行 T 值检测 , 在 95%的置信区间内 , 如果

P ＜  0.05, 则表明试验组与空白对照组有显著性

差异, 文中所有统计均依照此方法。 

2  结果与分析 

2.1  不同低聚磷酸盐对粪产碱杆菌发酵生产热凝

胶的影响 
为了研究低聚磷酸盐能否替代发酵培养基中的

KH2PO4-K2HPO4 (1P)而被用于粪产碱杆菌生物合成

热凝胶, 本研究分别添加 2 个浓度的 Na4P2O7 (2P)、

Na5P3O10 (3P)和(NaPO3)6 (6P)进行摇瓶发酵研究。对

照原始培养基中 1P 的磷元素含量 0.027 mol/L, 选择

低聚磷酸盐添加量中磷元素含量分别为 0.027 mol/L

和 0.054 mol/L, 即为原始培养基 1P 中磷元素摩尔量

的单倍和双倍, 发酵 72 h, 测定终发酵液中的残磷、

生物量、热凝胶含量和 pH 值等参数, 实验结果如图

3 所示。当以单倍和双倍于空白的磷元素量添加 3

种磷酸盐发酵 72 h 后, 发酵液 pH 值(数据未列出)

和生物量较空白没有显著性变化; 单倍浓度添加 3P

的热凝胶产量最高, 达到 15.1 g/L, 较空白显著提高

23%, 而添加 2P 和 6P 时热凝胶产量较空白无显著

性变化。以双倍浓度添加 6P 时热凝胶产量较空白显

著性提高 134%, 达到 30.0 g/L。残磷分析表明, 分

别以两个浓度添加低聚磷酸盐发酵后, 发酵液的残

磷含量都比空白低, 磷元素聚合度越高, 发酵液残

磷含量越低, 并且残磷含量随低聚磷酸盐初始添加

量的提高而上升。 

2.2  添加不同低聚磷酸盐发酵液有机酸含量分析 
低聚磷酸盐的添加可能会影响细胞的生理代谢

特征, 因此本研究通过高效液相色谱(HPLC)测定了

发酵液副产物有机酸含量, 结果如图 4 所示。当以

单倍和双倍浓度添加 3 种低聚磷酸盐后, 发酵液中

乙酸含量都较空白显著性降低, 但是添加 3 种磷酸

盐发酵液之间的乙酸含量没有显著变化。以单倍和

双倍浓度分别添加 3P 和 6P 在提高热凝胶产量的同

时也使乙酸含量分别较空白降低 87.5%和 77.7%; 

以两种浓度添加 3P 后, 发酵液甲酸含量没有显著变

化。但是以双倍浓度添加 6P 后, 发酵液甲酸含量较

空白显著性降低 75.7%, 即以含双倍于空白磷元素

量的浓度添加 6P 在提高热凝胶产量的同时降低了

多种副产物有机酸的合成。这个结果可能是由于低

聚磷酸盐的加入降低了菌体对于 EMP 和 TCA 循环 
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图 3  以单倍和双倍磷元素量添加低聚磷酸盐对热凝胶

生产的影响 
Fig. 3  Influence of low-polyphosphates on curdlan pro-
duction at one-fold and two-fold adding amount 
注: 图中 2P、3P、6P 分别代表 Na4P2O7、Na5P3O10 和(NaPO3)6. 

Note: 2P, 3P and 6P represented Na4P2O7, Na5P3O10 and (NaPO3)6. 

 
所产生的能量物质 ATP 的需求, 而其自身磷元素的

解离所释放的高能磷酸键被用于热凝胶前体物质

UTP 的再生; 也可能是菌体胞内聚合磷元素含量的

变化从更深层次上影响了菌体抵抗氮源限制环境的

能力, 提高了胞外多糖的合成, 例如提高热凝胶合

成关键酶编码基因的转录和表达等。 

2.3  无碳酸钙条件下低聚磷酸盐对粪产碱杆菌发

酵生产热凝胶的影响 
粪产碱杆菌发酵生产热凝胶过程中 pH 变化

是非常重要的参数。在发酵罐中可通过调节前期

pH 7.0、后期 pH 5.6 进行控制发酵; 在摇瓶中则通

过碳酸钙和磷酸氢盐调节。为了确定低聚磷酸盐是

否通过改变发酵液 pH 而影响粪产碱杆菌合成热凝

胶以及是否和 1P 一样具有一定的缓冲能力, 本研究

进行了一组培养基不添加碳酸钙而添加低聚磷酸盐

的实验, 结果如图 5 所示。以单倍浓度添加低聚磷

酸盐发酵 72 h 后, 发酵液 pH 变化剧烈, 都较空白显

著性降低, 并且随着磷元素聚合度的升高, 发酵液

pH 呈降低趋势, 最低达到 pH 2.0, 生物量也随之降

低。当提高磷元素添加量到双倍时, 发酵液的 pH 和

生物量整体有所提高, 可能是由于提高添加量会少

量增加发酵液的缓冲能力, 但是热凝胶产量还是显

著低于对照。说明这 3 种低聚磷酸盐没有或者有较

弱的缓冲能力, 并且聚合度越高, 缓冲能力越弱。在

碳酸钙存在下添加时, 发酵液的最终 pH 相对于参

照都没有显著性变化, 菌体能正常的生长和合成产

物。但是, 当培养基不含有碳酸钙作为缓冲物质时, 

最终发酵液 pH 发生显著变化, 不适于菌体的生长。

因此以低聚磷酸盐代替 1P 进行热凝胶发酵时, 必须

要加入 CaCO3 等类似的缓冲物质, 也可能菌体利用

聚合磷的多聚磷转移酶的活性维持或提高需要钙离

子参与。 

2.4  低聚磷酸盐和 KH2PO4-K2HPO4 混合添加对

热凝胶发酵的影响 
上述研究表明在添加低聚磷酸盐进行热凝胶发

酵时必须在培养基中添加具有缓冲能力的物质, 例

如磷酸二氢钾或者碳酸钙, 才能维持发酵过程中菌

体所需的最适酸度。为此, 我们研究了低聚磷酸盐

与 1P 共存于发酵培养基时对热凝胶发酵的影响, 即

在发酵时能否同时利用 1P 的缓冲能力和低聚磷酸

盐的高能磷酸键。本实验按照前述实验优化的低聚

磷酸盐添加种类和浓度, 进行低聚磷酸盐和 1P 混合

发酵研究, 实验分培养基含碳酸钙和不含碳酸钙的

两种情况进行, 进一步研究钙离子在低聚磷酸盐影

响热凝胶发酵中的作用。 

从图 6 中可以看出, 以两个浓度(单倍和双倍)

添加 3P 和 6P 分别与 1P 混合发酵 72 h 后, 当存在

CaCO3 和 1P 时, 各组实验之间的 pH 没有显著差异。

发酵液残磷含量较空白显著升高, 符合前述实验结

论, 即发酵液残磷随着低聚磷酸盐添加量的增加而 



668 微生物学通报 2010, Vol.37, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 4  添加不同低聚磷酸盐发酵液有机酸含量分析 
Fig. 4  Analysis of organic acids in final medium after adding different low-polyphosphates 

注: 图中 2P、3P、6P 分别代表 Na4P2O7、Na5P3O10 和(NaPO3)6. 

Note: 2P, 3P and 6P represented Na4P2O7, Na5P3O10 and (NaPO3)6. 
 

    

图 5  无碳酸钙条件下低聚磷酸盐对热凝胶发酵的影响 
Fig. 5  Influence of low-polyphosphates on curdlan production without CaCO3 in medium 

注: 图中 2P、3P、6P 分别代表 Na4P2O7、Na5P3O10 和(NaPO3)6. 

Note: 2P, 3P and 6P represented Na4P2O7, Na5P3O10 and (NaPO3)6. 
 

增加, 但是相同添加浓度下随着磷元素聚合度的升

高而发酵液残磷降低, 所以在相同添加浓度下, 添

加 3P 的残磷含量最多。若以单倍浓度添加这两种低

聚磷酸盐, 热凝胶产量与对照没有显著性差异。但

是以双倍浓度添加时, 热凝胶产量都较参照减少了, 

这可能是由于发酵液存在碳酸钙作为缓冲物质时 , 

1P 不需要被作为缓冲物质, 并且当发酵液中共存这

两类磷酸盐时, 菌体对二者的利用符合细胞经济原

理, 即优先利用容易解离的 1P, 使发酵液残磷含量

过多, 不利于热凝胶的合成。当发酵培养基中不含

CaCO3 并同时添加 1P 和低聚磷酸盐时, 由于没有

CaCO3 的存在, 降低了发酵液自身的缓冲能力, 添加

两种低聚磷酸盐的发酵液 pH 都较空白显著降低。分

别以两个浓度添加 6P 时, 发酵液热凝胶产量较空白
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分别提高 60.4%和 49.4%, 达到 18.4g/L 和 16.9 g/L。

可能是由于部分 1P 被用于缓冲物质, 使低聚磷更多

地被解离, 释放更多地高能磷酸键, 利于热凝胶的

合成。而添加 3P 的发酵液残磷含量最高, 不利于产

物合成, 由此可得出聚合磷酸盐的聚合度越高越适

于需能物质合成。 

 

 

 

 

图 6  3P, 6P 分别与 KH2PO4-K2HPO4 混合添加对热凝胶

发酵的影响 
Fig. 6  Influence of 3P, 6P mixed with KH2PO4-K2HPO4 on 
curdlan production 
注: 图中 2P、3P、6P 分别代表 Na4P2O7、Na5P3O10 和(NaPO3)6; a: 

单倍添加量; b: 双倍添加量. 

Note: 2P, 3P and 6P represented Na4P2O7, Na5P3O10 and (NaPO3)6; 
a: One-fold; b: Two-fold. 

2.5  不同浓度和方式添加 6P 对热凝胶产量的

影响  
从上述几组实验可以得出, 6P 在不同的添加浓

度和方式下对粪产碱杆菌合成热凝胶都有显著影

响。表 1 总结了 6P 在不同添加方式和浓度下对热凝

胶产量的影响。 

 
表 1  不同添加浓度和方式添加 6P 对热凝胶产量的影响

Table 1  Influence of 6P on curdlan production at  
different adding amount and style 

添加量 
Amount 

CaCO3 1P 
热凝胶(g/L) 

Curdlan yield (g/L) 

One-fold ＋ －  6.8 ± 0.64 

Two-fold ＋ － 30.0 ± 1.02 

One-fold － － 0 

Two-fold － － 0 

One-fold ＋ ＋ 10.6 ± 0.59 

Two-fold ＋ ＋  8.3 ± 0.54 

One-fold － ＋ 18.1 ± 0.63 

Two-fold － ＋ 16.9 ± 0.82 

 
从 表 1 中可以看出 , 6P 以单倍量添加在以

CaCO3 为缓冲物质而没有 1P 的发酵液中时, 热凝胶

产量较低, 但是当提高添加量为两倍时, 热凝胶产

量显著提高到 30.0 g/L。当同时添加 CaCO3 和 1P 作

为缓冲物质时, 以两种浓度添加时, 热凝胶产量变

化不大, 但是当发酵液不存在 CaCO3、1P 作为缓冲

物质, 而磷元素主要由 6P 提供时, 以两个浓度添加

6P 时热凝胶产量都显著提高。因此, 为使得 6P 发挥

高能磷酸键和磷元素供体作用, 培养基中必须要有

缓冲物质维持发酵液 pH 稳定, 而且没有比它易解

离的一磷酸盐或其他低聚磷酸盐与其竞争作为磷元

素供体。从表 1 还可以看出, 在发酵液中以磷酸氢

盐作为缓冲物质时, 添加 6P 对热凝胶产量的提高没

有以 CaCO3 为缓冲物质的高, 进一步说明磷酸氢盐

在作为缓冲物质的同时还为发酵液提供了一定的磷

元素, 不利于聚磷酸盐发挥作用。 

3  讨论 

低聚磷酸盐对粪产碱杆菌发酵生产热凝胶有多

方面的显著影响, 其中之一就是低聚磷酸盐的解离

度。在以 2 个浓度添加 2P、3P 和 6P 后, 由于磷元

素高度聚合的原因, 导致在与空白相同的添加浓度

下解离的磷元素较少, 使得发酵液残磷含量显著低
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于空白并且磷元素聚合度越高发酵液残磷含量越

低。当低聚磷酸盐添加浓度较低时, 解离的磷元素

不能满足菌体生长, 生物量显著降低, 不能有效合

成热凝胶; 但是当提高低聚磷酸盐的添加量, 使解

离的磷元素能保证菌体的正常生长时, 热凝胶产量

提高且副产物减少。如果发酵液存在缓冲物质, 并

且没有一磷酸盐与其竞争作为磷元素供体, 低聚磷

酸盐会较多的被解离, 释放较多的高能磷酸键, 利

于热凝胶的合成。但是发酵液残磷含量浓度不能超

过菌体的耐受范围, 因此磷元素聚合度越高越利于

热凝胶合成。 

本研究为提高微生物发酵生产胞外多糖的能力

开辟了一条新的途径, 未来研究可以采用聚合度更

高的聚磷酸盐作为高能磷酸键和磷元素的供体进一

步研究其对微生物发酵生产胞外多糖的影响, 研究

聚合磷加入后菌体胞内能荷物质及热凝胶合成关键

酶活性的变化, 从更深的理论层面研究聚合磷酸盐

对微生物合成胞外多糖的影响。 
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