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摘  要: 为了进一步提高氧化葡萄糖杆菌右旋糖酐糊精酶的产量, 在 3 L 发酵罐水平上考察了

pH (3.5−6.0)对菌体生长和产酶的影响。基于不同 pH 发酵过程中菌体生长及产物合成的变化, 确

定了 pH 两阶段控制策略, 即 0−6 h 时控制 pH 5.0, 6 h 后将 pH 调至 4.0。通过采用这一优化策略, 右

旋糖酐糊精酶酶活有了较大的提高, 可达 4.03 U/mL, 比不控制 pH模式下提高了 38.5%, 是摇瓶水

平的 12.5 倍, 同时发酵时间从 47 h 缩短为 15 h。 
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Abstract: In order to enhance the yield of dextran dextrinase (DDase) produced by Gluconobacter 
oxydans DSM 2003, the effects of pH from 3.5 to 6 on cell growth and DDase activity were investigated 
in a 3 L fermentor. Based on time courses of cell growth and DDase activity, we developed a two-stage 
pH control strategy, in which pH was controlled at 5.0 for the first 6 h and then 4.0 for remaining time. 
Under the optimized strategy, the production of DDase had a significant improvement. Moreover, the 
maximal DDase activity reached 4.03 U/mL, 38.5% and 1 147% more than that from the strategy with-
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out pH control and in the 250 mL shake flasks, respectively. Meanwhile, the fermentation time of 
DDase in the fermentor was also shortened from 47 h to 15 h compared to that in 250 mL shake flasks. 

Keywords: Gluconobacter oxydans, Dextran dextrinase, Dextran, pH control strategy 

右旋糖酐(Dextran), 又名葡聚糖 , 是蔗糖经肠

膜状明串珠菌发酵后生成的高分子葡萄糖聚合物。

它是最早发现的微生物多糖, 也是美国 FDA 批准的

第一种可用于食品的微生物胞外多糖, 是世界上第

一个工业化生产的微生物多糖。 
右旋糖酐在医药、食品、化工工业均有广泛的

应用。医药上右旋糖酐的应用相当普遍, 右旋糖酐

胶体液具有扩充血容量、维持血压的功效, 供出血

及外伤休克时急救用 [1−2]。低热的右旋糖酐具有复

杂的支链结构, 又称难消化糊精, 是水溶性食物纤

维的一种。利用其持水性、粘稠性, 作为低热量食

品添加剂, 已用于清凉饮料、果汁饮料、果子酱等

的生产[3]。在石油工业中, 右旋糖酐可作为油井钻泥

添加剂。它也可应用于精细化工, 制成交联葡聚糖

凝胶, 目前已广泛应用于分子筛色谱技术中[2]。 

右旋糖酐糊精酶(Dextran dextrinase, DDase)是

G. oxydans 利用麦芽糊精和淀粉部分水解物合成右

旋糖酐代谢途径中的关键酶。该酶可催化供体非还

原性末端上的 α-1,4 或 α-l,6-吡喃葡萄糖基转移到受

体的非还原性末端上, 形成 α-1,4-或 α-l,6-糖苷键[4]。

近年来, 这种特殊的转糖基酶吸引了越来越多的关

注, 日本和比利时等几个研究小组分别对该酶进行

了深入的研究, 但其研究主要集中于酶的纯化、催

化活性及产物结构等 [5−12], 在发酵条件优化及控制

方面的研究较少。本文以 G. oxydans DSM 2003 为研

究对象, 着重考察了不同 pH 控制策略对菌体生长

和产酶的影响, 并通过实验证明了 pH 两阶段控制

策略的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
Gluconobacter oxydans DSM 2003, 由本实验室

保藏。 

1.2  培养基 
1.2.1  种子培养基(g/L): D-山梨醇  80, 酵母浸粉 

20, KH2PO4 2, MgSO4·7H2O 0.5, 初始 pH 6.0。 
1.2.2  发酵培养基(g/L)[13]: 葡萄糖 17.67, 麦芽糖

30, 胰蛋白胨 12.20, 酵母浸粉 13.53, 硝酸铵 15, 
CuSO4·5H2O 0.01, ZnSO4·7H2O 0.01, NaCl 0.009, 初

始 pH 6.0。 

1.3  培养方法 
1.3.1  种子培养: 将保藏菌种接种于装有 50 mL 种

子培养基的 250 mL 摇瓶, 置 30 °C、200 r/min 恒温

摇床培养 27 h。 
1.3.2  摇瓶培养: 按 12.5% (V/V)的接种量将种子液

转接到装 50 mL 发酵培养基的 250 mL 摇瓶中, 置

30 °C、200 r/min 恒温摇床培养。 

1.3.3  发酵罐培养: 将培养好的种子以 12.5% (V/V)

的接种量接入四联 3 L 全自动发酵罐(New Bruns-
wick Scientific Co. Inc., 美国)中, 装液量为 1.5 L, 

搅拌转速 800 r/min, 通气量 1.0 vvm, 温度 30 °C, 
以 NaOH (2 mol/L)和稀盐酸(2 mol/L)调节发酵过程

的 pH。 

1.4  分析方法 
1.4.1  菌体浓度的测定: 取发酵液稀释一定倍数 , 
以用蒸馏水稀释相同倍数的发酵培养基为空白对

照, 在波长 600 nm 处测定光密度 OD600。 
1.4.2  DDase 酶活的测定: 将一定量的透性化细

胞悬液 [14]加入到含底物对硝基苯-α-D-吡喃葡糖苷

(NPG)的磷酸缓冲液 (50 mmol/L, pH 6.5)中 , 混匀

后于 30 °C 保温 30 min, 然后加入碳酸盐缓冲液

(1 mol/L, pH 10.7)终止反应并强化显色。10 000 r/min
离心 10 min, 取上清液 , 以不含透性化细胞的反

应液 (用相同体积的透性化试剂代替酶液 )为空白

对照, 用分光光度计测定 OD410, 计算对硝基酚生

成量[15]。 

酶活单位定义: 在上述反应条件下, 每分钟生

成 1 μmol 对硝基酚所需要的酶量定义为 1 个酶活单

位(U)。 

1.4.3  菌体比生长速率计算方法: 菌体比生长速率
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用公式
1 dx
x dt

μ = 表示, 其中 x 为 OD600, t 为时间(h)。

先对菌体的生长数据进行非线性拟合后进行插值计

算, 再求解得到不同时刻的比生长速率 μ。 

2  结果与讨论 

2.1  摇瓶水平上氧化葡萄糖杆菌合成右旋糖酐糊

精酶的特性 
在 摇 瓶 水 平 上 考 察 了 氧 化 葡 萄 糖 杆 菌 合 成

DDase 的过程。从图 1 中可以看出, 酶的合成与菌

体生长偶联, 在指数生长期两者同步增长, 酶活在

47 h 时达到最大值(0.323 U/mL)。 
 

 

图 1  250 mL 摇瓶水平右旋糖酐糊精酶的合成过程 
Fig. 1  DDase production by G. oxydans DSM 2003 in 
250 mL shake flasks 

2.2  3 L 发酵罐水平上 pH 控制策略研究 
2.2.1  未控制 pH 下氧化葡萄糖杆菌合成右旋糖酐

糊精酶的特性: 在 3 L 发酵罐上考察了发酵初始

pH 7.0 时菌体生长和产酶的变化(图 2)。结果表明: 

菌体量和酶活分别在 19 h 和 16 h 时达到峰值, 比

摇瓶分别缩短了 55%和 66%, DDase 酶活最大值高

达 2.91 U/mL, 是摇瓶水平(0.323 U/mL)的 9 倍, 可

见充足的供氧有利于菌体生长和酶的合成。此外 , 

发酵前期 pH 逐渐下降, 在 6−16 h 之间 pH 快速下

降时期 , 氧化葡萄糖杆菌大量合成 DDase, 原因

可能是较低的 pH 对酶的合成有较大的促进作用 , 

因此有必要考察不同 pH 值对菌体生长和产酶的

影响。  

2.2.2  pH 恒定控制模式下氧化葡萄糖杆菌合成右

旋糖酐糊精酶的特性: 图 3 和图 4 为不同 pH 对菌体

生长和最大比生长速率的影响。从图 3 可以看出, 

将 pH 控制在 5−6 时, 菌体生长在 16 h 左右就达到

了最大值, 比 pH 3.5 到 pH 4.5 及 pH 不控制模式均

提前 3 h。根据对图 3 菌体生长数据处理得到的不同

pH 对菌体最大比生长速率的影响(图 4)可知, pH 5.0

时发酵初期菌体生长最快, 6 h 时最大比生长速率高

达 1.16 h−1, 因此发酵前期(0−6 h)控制 pH 5.0 有利于

菌体较好地适应发酵环境, 缩短延滞期并快速生长, 

相应的发酵周期缩短。 
 

 

图 2  未控制 pH 时右旋糖酐糊精酶的合成过程 
Fig. 2  DDase production by G. oxydans DSM 2003 without pH control 
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图 3  pH 对菌体生长的影响 
Fig. 3  Effect of different pH on cell growth of G. oxydans 
DSM 2003 
 

 

图 4  pH 对菌体最大比生长速率的影响 
Fig. 4  Effect of different pH on the maximal growth rate of 
G. oxydans DSM 2003 
 

图 5 为控制不同 pH 对氧化葡萄糖杆菌合成右

旋糖酐糊精酶的影响。从图 5 可以看出, 当发酵时

间小于 6 h 时菌体几乎不合成 DDase, 菌体生长进入

对数期后 DDase 大量合成, 并在 16−19 h 达到酶活

最大值, 这也再一次说明氧化葡萄糖杆菌右旋糖酐

糊精酶的合成属于生长偶联型。此外, 在发酵过程

中维持较低的 pH (pH 4.0 及 pH 4.5)也有利于 DDase
的合成, 其中当 pH 控制为 4.0 时酶活最大值高达

3.38 U/mL (16 h), 比 pH 不控制模式(2.91 U/mL)提
高了 16.2%。因此在发酵中后期控制 pH 恒定为 4.0
可以提高菌体合成 DDase 的能力 , 获得高活性的

DDase。 

 

图 5  pH 对菌体合成右旋糖酐糊精酶的影响 
Fig. 5  Effect of different pH on the activity of DDase pro-
duced by G. oxydans DSM 2003 
 

 

图 6  pH 两阶段控制策略下右旋糖酐糊精酶的合成过程 
Fig. 6  DDase production by G. oxydans DSM 2003 under 
two-stage pH control strategy 
 

2.2.3  氧化葡萄糖杆菌合成右旋糖酐糊精酶过程分

阶段 pH控制策略的确定: 前期的实验结果表明, 菌

体生长和 DDase 的合成具有不同的最适 pH 值, 因

此在氧化葡萄糖杆菌合成 DDase 过程中需要采用

pH 分阶段控制策略。即发酵前期(0−6 h)控制 pH 5.0, 

缩短延滞期并维持菌体快速生长; 在发酵中后期控

制 pH 4.0, 有利于增强 DDase 的合成, 提高终产量。 

图 6 为采用上述 pH 两阶段控制策略下右旋糖

酐糊精酶的合成过程。在酶快速合成阶段, 该过程

菌体生长及最大比生长速率均优于恒定 pH 4.0 控制

下的相应参数, 菌体生长在 15 h 时达到最大值, 比
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恒定 pH 4.0 及 pH 不控制模式均提前 4 h。此外, 
DDase 的最大酶活高达 4.03 U/mL (15 h), 分别比恒

定 pH 4.0 (3.38 U/mL)及 pH 不控制模式(2.91 U/mL)
提高了 19.2%和 38.5%。 

3  结论 

本研究对具有右旋糖酐糊精酶合成能力的菌株

Gluconobacter oxydans DSM 2003 在 3 L 发酵罐水平

上的 pH 分阶段控制策略进行了初步探索。实验表

明, pH 对菌体生长及产酶均有重要影响, 两者的最

适 pH 不同, 分别为 5.0 和 4.0。针对这一特性, 我们

提出了 pH 两阶段控制策略: 即发酵前期(0−6 h)控
制 pH 5.0, 在发酵中后期控制 pH 4.0。在此策略下, 
右旋糖酐糊精酶的最大酶活达到 4.03 U/mL, 相对

于 pH 不控制模式(2.91 U/mL)提高了 38.5%, 是摇瓶

水平(0.323 U/mL)的 12.5 倍 , 同时发酵时间缩短

68% (47 h→15 h)。 
基于 pH 两阶段控制策略, Gluconobacter oxy-

dans DSM 2003 合成右旋糖酐糊精酶的能力显著提

高, 为下一步酶的分离纯化、鉴定以及异源表达奠

定了基础。研究表明, 应用右旋糖酐糊精酶是一条

优良的右旋糖酐合成途径。氧化葡萄糖杆菌右旋糖

酐的结构特性与市售右旋糖酐有很多差异, 其粘度

较低、含热值较低, 是一种优良的低热量食品添加

剂。该种产品还有许多潜在的应用领域亟待开发 , 
如新型食品添加剂、淀粉基甜味剂、低脂肪食物替

代品等。因此, 通过该新酶源酶法制备右旋糖酐、

提高右旋糖酐的产品品质及产率均具有重要意义。 
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