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[摘要] 　 本研究从自然酸菜发酵液中分离筛选出一株产胞外多糖(ＥｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＥＰＳ)的乳酸菌(Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ
ｂａｃｔｅｒｉａꎬＬＡＢ)ꎬ经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列比对ꎬ鉴定为食窦魏斯氏菌(Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ ｃｉｂａｒｉａ)ꎬ编号为 ＨＤＥ￣１０. 以蔗糖为底物ꎬ利
用该菌株发酵生产 ＥＰＳꎬ再经分离提纯获得高纯度 ＥＰＳ. 结构与性质分析表明ꎬ该 ＥＰＳ 是由 α－(１ꎬ６)糖苷键连接的

葡聚糖ꎬ分子量为 １.８７８×１０６ Ｄａꎬ呈无定形片状结构. 溶解度为(９５.９８±５.５６)％ꎬ持水量为(４２４.４３±５.５２)％ꎬ黏度较

高ꎬ对大豆油、汽油和苯均有较好的乳化作用. 本研究扩展了产 ＥＰＳ 乳酸菌的来源ꎬ并为乳酸菌 ＥＰＳ 的功能特性及

其应用提供了理论支持.
[关键词] 　 食窦魏斯氏菌ꎬ胞外多糖ꎬ鉴定ꎬ结构ꎬ特性
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乳酸菌胞外多糖(ＥｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＥＰＳ)是乳酸菌(Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａꎬＬＡＢ)在生长过程中产生并

分泌到细胞外的多聚物. 不同乳酸菌合成的 ＥＰＳ 结构各异ꎬ分子量多处于 １０４ ~ １０６ Ｄａ[１] . 按单糖组成差

异ꎬ乳酸菌 ＥＰＳ 可分为同型多糖和异型多糖. 同型多糖仅由一种单糖组成ꎬ如葡萄糖、果糖ꎬ生物合成过程

较简单ꎻ而异型多糖由两种以上的单糖组成[２] . 乳酸菌 ＥＰＳ 具有多种生物活性ꎬ在食品、医药、化工等领域

具有广阔应用前景. 在食品工业中ꎬＥＰＳ 可作为天然添加剂ꎬ提升发酵乳制品、肉制品、面制品的持水性、
流变性与稳定性ꎬ改善产品质构与感官品质ꎻ在医药领域ꎬＥＰＳ 凭借良好的生物相容性ꎬ可用于肠道健康制

剂、药物递送载体及疫苗佐剂. 还有研究表明ꎬＥＰＳ 不仅能够促进肠道益生菌的生长与定殖ꎬ改善肠道蠕
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动功能ꎬ还具有免疫调节、抗氧化、抑制肿瘤生长的功能ꎬ同时也能起到降低血糖和血压的生理作用ꎻ在化

工领域ꎬＥＰＳ 可作为环保型增稠剂与乳化剂[３－４] .
能够产 ＥＰＳ 的乳酸菌主要包括植物乳植杆菌(Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ)、干酪乳杆菌(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｃａｓｅｉ)、肠膜明串珠菌 ( Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ)、融合魏斯氏菌 (Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ ｃｏｎｆｕｓａ) 及罗伊氏乳杆菌

(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ)等[１－２] . 不同乳酸菌来源的 ＥＰＳ 在结构上存在显著差异ꎬ其分子量、单糖组成及糖苷

键类型等结构特征是决定其理化性质与生物学功能的关键因素. 因此ꎬ解析 ＥＰＳ 的结构特征并阐明其构

效关系ꎬ已成为当前糖生物学研究的关键问题[５－７] . 另一方面ꎬ乳酸菌 ＥＰＳ 产量较低ꎬ使其规模化生产及应

用受到一定限制. 因此ꎬ通过菌种选育、遗传改良及发酵工艺优化等策略提升 ＥＰＳ 产量ꎬ已成为推动其产

业化的重要途径. 本研究从东北自然发酵酸菜样品中筛选出能够产 ＥＰＳ 的乳酸菌ꎬ随后分离和纯化 ＥＰＳꎬ
解析 ＥＰＳ 的结构及性质. 本研究将丰富产 ＥＰＳ 的乳酸菌种质资源ꎬ为 ＥＰＳ 的构效关系分析提供理论支

持ꎬ增强乳酸菌 ＥＰＳ 的应用潜力.

１　 材料与方法

１.１　 培养基

ＭＲＳ 液体培养基:２０ ｇ / Ｌ 葡萄糖、１０ ｇ / Ｌ 蛋白胨、５ ｇ / Ｌ 酵母浸粉、１０ ｇ / Ｌ 牛肉膏、２ ｇ / Ｌ Ｋ２ＨＰＯ４、５ ｇ / Ｌ
无水乙酸钠、２ ｇ / Ｌ 柠檬酸铵、０.２ ｇ / Ｌ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、０.０５ ｇ / Ｌ ＭｎＳＯ４􀅰Ｈ２Ｏ、１ ｍＬ / Ｌ 吐温－８０ꎬｐＨ 值 ５.５ꎬ１０８ ℃
灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ用于 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ 菌株活化与培养. ＭＲＳ￣Ｓ 培养基:ＭＲＳ 培养基中的葡萄糖用 ５ ｇ / Ｌ 蔗糖

来替代ꎬ用于菌株发酵产 ＥＰＳ.
１.２　 试剂与仪器

１.２.１　 试剂

葡聚糖凝胶 Ｇ￣１００ 购于合肥千盛生物科技有限公司ꎻ细菌基因组 ＤＮＡ 分离试剂盒购于北京兰杰柯科

技有限公司ꎻ葡萄糖、胰蛋白胨、碳酸钙、硝酸钠、三氯乙酸、苯酚、溴化钾等试剂均为分析纯ꎬ购于上海麦克

林生化科技股份有限公司.
１.２.２　 仪器

美国基因公司 ＡＢＩ９７００ ＰＣＲ 仪ꎻ北京博医康实验仪器有限公司 ＦＤ－ＩＣ－５０ 冷冻干燥机ꎻ岛津仪器(苏州)
有限公司 ＵＶｍｉｎｉ－１２４０ 紫外可见分光光度计ꎻ英国马尔文帕纳科公司 ＴＤＡ３０５ 凝胶渗透色谱(Ｇｅｌ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ
ｃｈｒｏ ｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＧＰＣ)ꎻ瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ 公司 ＡＶＡＮＣＥ Ⅲ核磁共振谱仪(Ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬ
ＮＭＲ)ꎻ株式会社岛津制作所高效液相色谱(Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＨＰＬＣ)ꎻ株式会社岛津制

作所 ＩＲＡｆｆｉｎｉｔｙ－１Ｓ 傅里叶变换红外光谱仪(Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙꎬＦＴ￣ＩＲ)ꎻ德国布鲁克公司

Ｄ８ ＡＤＶＡＮＣＥ Ｘ 射线粉末衍射仪(Ｘ￣ｒａｙ ｐｏｗｄｅｒ ｄｉｆｆｒａｃｔｏｍｅｔｅｒꎬＸＲＤ)ꎻ日本日立公司 Ｓ－４８００ 场发射扫描电子

电镜(Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬＳＥＭ)ꎻ山东恒美电子科技有限公司 ＨＭ－ＡＡＳ１ 原子吸收光谱仪.
１.３　 试验方法

１.３.１　 菌株的分离与 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定

用于生产 ＥＰＳ 的候选菌株分离自黑龙江大兴安岭家庭酸菜样品. 菌株分离与 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定按照

Ｙａｎｇ 等[８]的方法ꎬ首先对酸菜汁样本进行梯度稀释ꎬ然后在无菌条件下将稀释液接种到 ＭＲＳ￣Ｓ 固体培养

基上ꎬ３０ ℃培养 ４８ ｈ. 挑取表面发黏、菌落为白色、背面淡黄色等具备乳酸菌典型特征的菌落ꎬ接种到

ＭＲＳ￣Ｓ 液体培养基中培养 ２４ ｈꎬ使用苯酚硫酸法来测定 ＥＰＳ 的产量. 采用基因组 ＤＮＡ 分离试剂盒(北京

兰杰柯股份有限公司)提取候选菌株的基因组 ＤＮＡ. 利用引物(８Ｆ:５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′和
１４９２Ｒ:５′￣ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ对产物进行测序. 利用邻接法 (Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)将测序结果提交到 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ构建菌株系统发育树.
１.３.２　 ＥＰＳ 的分离纯化

根据周渤森等[９]、Ｙｕ 等[１０]的方法ꎬ将菌株以接种量 ２％(ｖ / ｖ)接入 ＭＲＳ￣Ｓ 培养基中ꎬ３０ ℃培养 ４８ ｈꎬ将
发酵液 ９ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ除去菌体沉淀ꎬ收集上清液. 将发酵上清液与 ３ 倍体积预冷的 ９５％乙醇混合ꎬ
４ ℃过夜静置沉淀 ＥＰＳꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ得到 ＥＰＳ 沉淀. 用超纯水溶解 ＥＰＳ 沉淀后ꎬ加入等体积

１０％三氯乙酸(ＴＣＡ)溶液混合ꎬ沉淀蛋白ꎬ经 ４ ℃离心(１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ３０ ｍｉｎ)ꎬ除去蛋白. 将 ３ 倍体积乙醇加

—８５—
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入到上清液中ꎬ于 ４ ℃冷藏放置 ２４ ｈꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集 ＥＰＳ 沉淀ꎬ超纯水复溶 ＥＰＳꎬ将复溶液转

到 ８~１４ ｋＤａ 透析袋中ꎬ在 ４ ℃低温环境下透析ꎬ以除去小分子成分. 选用直径 １.６ ｃｍ、长度 ５０ ｃｍ 的Ｇ￣１００ 葡

聚糖凝胶柱精细提纯ꎬ采用流速 ０.２ ｍＬ / ｍｉｎ 的超纯水洗脱后ꎬ将 ＥＰＳ 冷冻干燥ꎬ用于后续分析.
１.３.３　 ＥＰＳ 纯度和单糖组成测定

利用紫外可见分光光度计在 １９０~４００ ｎｍ 波长范围内检测 ＥＰＳ 样品纯度. 根据 Ｙａｎｇ 等[８]的方法ꎬ称取

２ ｍｇ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳꎬ加入 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 的甲醇溶液溶解ꎬ静置 １６ ｈꎬ于 ８０ ℃加入 ２ ｍｏｌ / Ｌ 三氟乙酸ꎬ１２０ ℃孵育

１ ｈꎬ加入 １－甲氧基－２－丙酸酯进行衍生化处理后ꎬ利用 ＨＰＬＣ 测定 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的单糖组成.
１.３.４　 ＥＰＳ 分子量测定

利用 ＧＰＣ 测定 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的分子量(Ｍｗ) . 将 ＥＰＳ 样品通过 ０.２ μｍ 过滤器过滤后注入 ＧＰＳ 系统ꎬ
色谱分析温度为 ３０ ℃ꎬ流动相为 ０.１ Ｍ ＮａＮＯ３ꎬ流速为 ０.８ ｍＬ / ｍｉｎ. 从一系列葡聚糖标准品(１ １７０、１ ７４０、
２ ４００ 和 ３ ７５５ ｋＤａ)绘制标准曲线ꎬ根据标准曲线计算 ＥＰＳ 的分子量.
１.３.５　 ＥＰＳ 分支结构和官能团测定

将 ３０ ｍｇ ＥＰＳ 完全溶解于 ５５０ μＬ 重水(Ｄ２Ｏ)中ꎬ利用真空冷冻干燥机干燥. 干燥的 ＥＰＳ 再次溶解于

５５０ μＬ Ｄ２Ｏꎬ并置于 ＮＭＲ 管中. ＥＰＳ 的１Ｈ￣ＮＭＲ、１３Ｃ￣ＮＭＲ、ＨＭＢＣ、ＨＳＱＣ、ＮＯＥＳＹ 和 ＣＯＳＹ 通过 Ａｖａｎｃｅ ＩＩＩ
核磁共振波谱仪测定[１１] . 数据使用 ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ 软件(ＭｅｓｔＲｅＮｏｖａ ｘ６４￣１４.２.１)进行分析. 根据先前的方

法[１２]ꎬ在 ４ ０００~４００ ｃｍ－１范围内ꎬ利用 ＦＴ￣ＩＲ 测定 ＥＰＳ 的官能团组成.
１.３.６　 ＥＰＳ 结晶结构和微观形态测定

将干燥的 ＥＰＳ 样品平铺于样品池中ꎬ利用 ＸＲＤ 分析其结晶结构ꎬ测试速率为 ２° / ｍｉｎ. 采用 Ｗａｎｇ
等[１３] 的方法ꎬ将 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 粉末固定在样品台上ꎬ并镀一层约 １０ ｎｍ 的薄金层. 在 １０ ｋＶ 电压下测试ꎬ利
用 ＳＥＭ 分别在放大倍数 １００×和 ５００×下观察 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的微观结构.
１.３.７　 ＥＰＳ 持水率和溶解性测定

按 Ｙａｎｇ 等[１４]的方法ꎬ称 ４５ ｍｇ ＥＰＳ 粉末完全溶于 ０.５ ｍＬ 去离子水ꎬ称重记为 Ｍ１ . 在 １２ ０００×ｇ 离心

３０ ｍｉｎ 保留不溶解的 ＥＰＳꎬ然后将其冷冻干燥并称重记为 Ｍ２ . 通过下式计算水溶性指数(Ｗａｔｅｒ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘꎬＷＳＩ):

ＷＳＩ(％)＝
Ｍ１－Ｍ２

Ｍ１
×１００％. (１)

取 ４５ ｍｇ ＥＰＳ 粉末加入 ０.５ ｍＬ 去离子水溶解ꎬ离心分离后收集不溶物ꎬ测得质量记作 Ｗ１ . 将样品在

４０ ℃下进行孵育 ４０ ｍｉｎꎬ使样品均匀分散. 通过 ４ ０００×ｇ离心 １０ ｍｉｎ 保留未溶解的 ＥＰＳꎬ然后冷冻干燥ꎬ
称重记为 Ｗ２ . 通过下式计算持水性指数(Ｗａｔｅｒ ｈｏｌｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙꎬＷＨＣ):

ＷＨＣ(％)＝
Ｗ２

Ｗ１
×１００％. (２)

１.３.８　 ＥＰＳ 乳化性测定

采用 Ｗａｎｇ 等[１５]的方法测定 ＥＰＳ 的乳化性能ꎬ选取 ６ 种具有代表性的有机相作为测试对象:汽油、己
烷、柴油分别代表不同碳链长度及极性的烃类ꎻ苯代表芳香烃类ꎻ大豆油和葵花籽油则代表常见的食用油

脂. 具体操作如下:取 ２.５ ｍＬ ＥＰＳ 溶液与 ２.５ ｍＬ 上述烃类或油类混合ꎬ涡旋震荡使充分乳化ꎬ静置后立即

测量混合液总高度ꎬ记为 Ｈ０ . 将混合液室温放置 ４８ ｈꎬ分别于 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时测量乳化层高度ꎬ记为 Ｈ１ . 通
过以下公式计算乳化率(Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙꎬＥＡ):

ＥＡ(％)＝
Ｈ１

Ｈ０
×１００％. (３)

１.３.９　 ＥＰＳ 黏度测定

根据 Ｈａｎ 等[１６]方法ꎬ在不同 ＥＰＳ 浓度(２０、４０、６０ ｍｇ / ｍＬ)以及不同 ｐＨ(４、６、８)条件下ꎬ利用黏度计

测定 ＥＰＳ 溶液的黏度特性ꎬ测定转速分别为 ６、６０、１００ ｒ / ｍｉｎ.
１.３.１０　 ＥＰＳ 金属离子吸附能力测定

采用 Ｇｒｉｎｅｖ 等[１７]的方法ꎬ称取 ２ ｍｇ 冻干 ＥＰＳ 样品ꎬ以 ２ ｍＬ 超纯水溶解ꎬ配制 １ ｍｇ / ｍＬ 的 ＥＰＳ 溶液ꎬ
—９５—
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将 ５ 种结晶水合物(ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、Ｃｄ(ＯＡｃ) ２􀅰２Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ、ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、Ｐｂ(ＣＨ３ＣＯ２) ２􀅰３Ｈ２Ｏ)溶
于超纯水ꎬ配制重金属盐混合液ꎬ获得含金属离子 ０.８ ｇ / Ｌ 的混合溶液. ＥＰＳ 与盐溶液按体积比 １ ∶１ 混合ꎬ
室温静置处理 ３０ ｍｉｎꎬ用 ３ 倍体积的冷丙酮(１２ ｍＬ)沉淀 ＥＰＳꎬ离心后ꎬ采用原子吸收光谱仪对残余金属进

行定量分析ꎬ所有测量均重复 ３ 次ꎬ采用下述公式进行计算:

ｑ(ｍｇ / ｇ)＝
Ｖ(Ｃ ｉ－Ｃ ｆ)
Ｗ

. (４)

其中ꎬＶ(Ｌ)代表金属溶液和 ＥＰＳ 混合物的吸附剂体积ꎬＣ ｉ(ｍｇ / Ｌ)为初始浓度ꎬＣ ｆ(ｍｇ / Ｌ)为最终浓度ꎬ
Ｗ(ｇ)为 ＥＰＳ 的干重.

２　 结果与讨论

２.１　 产 ＥＰＳ 菌株的分离与鉴定

从酸菜发酵液中成功筛选到 ５ 株产 ＥＰＳ 的乳酸菌ꎬ其中菌株 ＨＤＥ￣１０ 展现出(３６.８±１.２８)ｇ / Ｌ 的 ＥＰＳ
产量ꎬ高于其他 ４ 株菌的产量. 菌株 ＨＤＥ￣１０ 在 ＭＲＳ￣Ｓ 培养基上呈现光滑、乳白色、隆起且边缘清晰的特

征ꎬ符合一般产 ＥＰＳ 乳酸菌的菌落形态特征. １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析结果表明ꎬ菌株 ＨＤＥ￣１０ 与 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ
ＨＢＵＲ５１０２７ 的相似度达到 ９９％. 通过构建系统发育树ꎬ确定了菌株 ＨＤＥ￣１０ 与 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ 亲缘关系最近

(图 １)ꎬ并命名为 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＰＸ４７２０４０.

图 １　 菌株 ＨＤＥ￣１０ 系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＨＤＥ￣１０

图 ２　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的 ＵＶ￣ＶＩＳ 和 ＧＰＣ 谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＵＶ￣ＶＩＳ ａｎｄ ＧＰＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ

２.２　 ＥＰＳ 的纯度分析

Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣１００ 凝胶过滤柱纯化后ꎬ所得色谱图呈现单一对称的 ＥＰＳ 峰ꎬ表明该 ＥＰＳ 成分均一. 纯化

后的 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 紫外－可见光谱如图 ２(ａ)所示ꎬ在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处无特征吸收峰ꎬ说明纯化后的

—０６—
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Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 无核酸或蛋白质污染.
２.３　 ＥＰＳ 的结构分析

２.３.１　 单糖组成与分子量分析

单糖组成分析结果显示ꎬＷ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的单糖组成为葡萄糖. ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 分子量测定结果

如图 ２(ｂ)所示ꎬ在保留时间为 ５.５ ｍｉｎ 左右的情况下ꎬ有一个狭长对称的峰ꎬ这说明样品纯度较高. ＨＤＥ￣
１０ ＥＰＳ 分子量为 １. ８７８ × １０６ Ｄａ. 已有研究表明ꎬＥＰＳ 的分子量是决定其理化特性和益生功能的关键

因素[１８] .

图 ３　 ＥＰＳ 的 ＮＭＲ 谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＥＰＳ

２.３.２　 分支结构分析

如图 ３(ａ)所示ꎬＷ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的１Ｈ￣ＮＭＲ 可以分为两个区域:异头质子区(δ４.６~５.０ ｐｐｍ)和质

子信号区(δ３.３~４.０ ｐｐｍ) [１９]ꎬ信号峰主要集中在 δ５.２~３.１ ｐｐｍ. 在 δ４.７０ ｐｐｍ 处的吸收峰是溶剂 Ｄ２Ｏ 产生

的. δ４.８９ ｐｐｍ 处出现强信号ꎬ表明 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 是由 α－(１ꎬ６)糖苷键组成的吡喃糖[２０] . 在质子信

号区ꎬ存在许多重叠ꎬδ３.５０、δ３.６６、δ３.３７、δ３.８３ 和 δ３.９１ ｐｐｍ 分别对应 Ｈ￣２ 到 Ｈ￣６ 的氢信号[２１] . Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ

—１６—
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ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的１３Ｃ￣ＮＭＲ 显示化学位移出现在异头碳区(δ９０~１００ ｐｐｍ)和环碳区(δ６０~８０ ｐｐｍ)ꎬ如图 ３(ｂ)
所示. δ９７.７４ ｐｐｍ 处出现信号峰ꎬ表明Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 存在 α 糖苷键. 在 δ９０ ｐｐｍ 附近没有信号峰ꎬ证
明糖苷键以吡喃环的形式存在ꎬ没有呋喃糖环[２２] . 同时ꎬ异头碳信号出现在 δ９７.７４ ｐｐｍꎬ与 δ６５.５０ ｐｐｍ 处的

Ｃ￣６ 信号连接形成 α－(１ꎬ６)糖苷键[２３] . δ７３.３６、δ７１.３７、δ７０.１５、δ６９.３３、δ６５.５０ ｐｐｍ 处的信号峰分别对应 Ｃ￣３、
Ｃ￣２、Ｃ￣５、Ｃ￣４ 和 Ｃ￣６. 图 ３(ｄ)显示ꎬ质子与相应的碳原子之间的连接关系可以在ＨＳＱＣ 光谱中被观测到ꎬ４.８９ /
９７.７４(Ｈ１ / Ｃ１)、３.５０ / ７１.３７(Ｈ２ / Ｃ２)、３.６６ / ７３.３６(Ｈ３ / Ｃ３)、３.３７ / ６９.３３(Ｈ４ / Ｃ４)、３.８３ / ７０.１５(Ｈ５ / Ｃ５)和 ３.９１ /
６５.５０(Ｈ６ꎬＨ′６ / Ｃ６) . 在 ＨＳＱＣ 光谱中ꎬδ４.８９ ｐｐｍ 质子信号与 δ９７.７４ ｐｐｍ 的碳信号出现交叉峰ꎬ表明 ＥＰＳ 具有

构型糖残基. 结合１３Ｃ ＮＭＲꎬ进一步证实 α－(１ꎬ６)葡萄糖残基的存在. 长距离碳核与氢核信号的耦合关系可

以通过 ＨＭＢＣ 谱图来了解[２４] . 图 ３(ｆ)所示ꎬ在 ＣＯＳＹ 谱中ꎬ通过计算 ＪＨ２ꎬＨ３ꎬＪＨ３ꎬＨ４ 和 ＪＨ４ꎬＨ５ 的１Ｈ￣１Ｈ 耦

合常数ꎬ确认分离的 ＥＰＳ 为吡喃糖形式的葡聚糖. ＮＯＥＳＹ(图 ３(ｅ))和 ＨＭＢＣ(图 ３(ｃ))谱验证了 ＣＯＳＹ 和

ＨＳＱＣ 谱的结果. 因此ꎬＷ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ 的结构被预测为 α－(１ꎬ６)－Ｄ－葡萄糖ꎬ不含有分支结构.
２.３.３　 官能团组成分析

ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的官能团分析结果如图 ４ 所示ꎬ该 ＥＰＳ 在 ４００ ~ ４ ０００ ｃｍ－１的波数范围内展现出多种典

型多糖特征吸收峰. 其中在 ３ ４２３.２０ ｃｍ－１处的吸收峰代表羟基(—ＯＨ)的伸缩振动ꎬ这是 ＥＰＳ 的特征吸收

峰[２５] . 在 ２ ９２３.７０ ｃｍ－１处的信号峰是由 Ｃ—Ｈ 伸展振动引起的. 在 １ ７００~１ ５５０ ｃｍ－１的范围内观察到 ＥＰＳ
特有的羰基不对称伸缩振峰ꎬ在 １ ６４５.０６ ｃｍ－１的信号峰表明存在 Ｃ Ｏ 键拉伸缩振动ꎬ这也是 ＥＰＳ 的特

征峰ꎬ在 １ １５５.２１ ｃｍ－１处的吸收峰通常与 Ｃ—Ｏ—Ｃ 伸缩振动相关[２６] . 在 １ ０１４.４２ ｃｍ－１、９１６.０７ ｃｍ－１和

７６１.７８ ｃｍ－１处可以看到吸收峰ꎬ表明该 ＥＰＳ 存在由(１ꎬ６)连接的 α－Ｄ－葡萄糖单元. 另外ꎬ在 ５４７.７１ ｃｍ－１

处信号峰归因于 α－Ｄ－吡喃糖的存在[７] . 因此ꎬ通过 ＦＴ￣ＩＲ 和 ＮＭＲ 证实ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 是一种由 α－(１ꎬ６)
糖苷键链接而成的高度线性葡聚糖.
２.３.４　 晶体结构分析

ＸＲＤ 可测定多糖等大分子聚合物中是否含有晶体结构ꎬ然后对其物理性质进行预测[２７] . 从 ＸＲＤ 图

谱(图 ５)可以看出ꎬＥＰＳ 在衍射角度 １７.６１°(２θ)附近具有明显的宽色散峰ꎬ这表明 ＥＰＳ 主要由非结晶体

组成. 相似的结果也有报道ꎬＷ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ Ｈ２ ＥＰＳ 同样呈现无定形非晶态结构[１２] .

图 ４　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的 ＦＴ￣ＩＲ 图谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＦＴ￣ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ
图 ５　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的 ＸＲＤ 图谱

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＸＲＤ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ

２.３.５　 显微形态分析

ＥＰＳ 的微观结构与其物理性能密切相关ꎬＳＥＭ 可直观表征其微观形貌与结构特征. 如图 ６ 所示ꎬＨＤＥ￣
１０ ＥＰＳ 表现为不规则片状结构ꎬ表面粗糙且分布大量不规则微孔. 高倍下整体呈疏松多孔形貌. ＥＰＳ 的多

孔结构可通过构建水合聚合物基质ꎬ改善产品的黏度与保水能力等物理性能ꎬ进而推动其在食品与化妆品

领域的应用[２８] .
２.４　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 性质分析

２.４.１　 水溶性和持水性分析

溶解性与持水能力的优劣直接影响 ＥＰＳ 在食品行业的应用潜力[１８] . ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的 ＷＳＩ 为(９５.９８±
５.５６)％ꎬＷＨＣ 为(４２４.４３±５.５２)％. 分子中丰富的羟基组分与复杂的空间构型是其优异持水特性的核心

来源[２９]ꎬ这种分子结构赋予 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 良好的亲水性与持水能力ꎬ使其在食品工业中可作为潜在的稳

定剂及保湿剂.
—２６—
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陈泽海ꎬ等:食窦魏斯氏菌 ＨＤＥ￣１０ 胞外多糖的结构及理化性质

图 ６　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的表面形态特征(Ａ:１００×ꎬＢ:５００×)
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ(Ａ:１００×ꎬＢ:５００×)

２.４.２　 乳化性分析

ＥＰＳ 对油类 /烃类物质的乳化能力如表 １ 所示ꎬ随处理时间延长ꎬＥＰＳ 对乳化过程的优化效果逐渐明

显ꎬ经过 ４８ ｈ 后ꎬＥＰＳ 对油类 /烃类物质的乳化能力由高到低依次为:汽油>大豆油>苯>葵花籽油>柴油>
己烷ꎬ其中对大豆油、汽油的乳化性都在 ７５％以上.

表 １　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 对不同烃类或油类的乳化能力

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ａｎｄ ｆａｔｓ

有机相
乳化率 / ％

２４ ｈ ４８ ｈ
有机相

乳化率 / ％

２４ ｈ ４８ ｈ

柴油 ３９.５６±２.０８ ４７.２３±１.００ 苯 ６２.２７±１.６７ ６６.３６±１.０３
汽油 ７６.９４±１.５８ ８０.２３±１.００ 大豆油 ７８.２７±１.０６ ７６.６０±１.４８
己烷 ４０.６０±２.４７ ４３.０９±１.２１ 葵花籽油 ５７.６７±１.５３ ５９.９３±１.５４

２.４.３　 黏度特性分析

ＥＰＳ 的黏稠特性使其在食品工业中可作为理想的增稠剂ꎬ能够提升食品的质感. ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的黏度

特性如图 ７(ａ)所示ꎬ当转速为 ６ ｒ / ｍｉｎ 和 １００ ｒ / ｍｉｎ 且 ｐＨ ６ 时黏度高于 ｐＨ ４ 和 ｐＨ ８ꎬ这可能是由于 ＨＤＥ￣
１０ ＥＰＳ 的离子化状态和电荷分布影响了其分子间的相互作用[３０] . 适宜的 ｐＨ 能够保持较高的黏度ꎬ而过

高的 ｐＨ 可能导致分子间的相互作用减弱ꎬ黏度降低. 浓度对 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 黏度的影响如图 ７(ｂ)所示ꎬ低
转速下ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 黏度较高ꎬ随着转速增加ꎬ黏度逐渐减小. 且随着 ＥＰＳ 浓度的升高ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的黏

度呈上升趋势ꎬ在 ６０ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ黏度最高ꎬ达到 ３ ６０８ ｍＰａ􀅰ｓ. ＥＰＳ 浓度越高黏度越大ꎬ这可能是由于分子

运动减慢ꎬ增加了分子间的相互作用. 但分子间作用力随浓度升高而逐渐减弱ꎬ从而引起分子空间结构的

改变. 无规则卷曲逐步瓦解ꎬ使流体的阻力减小ꎬ最终导致黏度下降[１６] .

图 ７　 ｐＨ 值和浓度对 ＥＰＳ 黏度的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ＥＰＳ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ

２.４.４　 金属离子吸附能力

ＥＰＳ 中的功能基团如羟基、羧基、氨基等对吸附重金属起到关键作用[３１]ꎬ这些功能基团可与金属离子形

成配合物ꎬ从而达到吸附作用. ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 对金属离子吸附结果如图 ８ 所示ꎬＥＰＳ 对 Ｆｅ２＋吸附率最高ꎬ达到

—３６—
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图 ８　 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 对不同种类金属的吸附能力

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｌｓ

(８１.５６±１.５３)％ꎬＣｕ２＋为(７７.９３±１.４７)％. Ｃｄ２＋和 Ｚｎ２＋的吸附率较

低ꎬ分别为(７６.３６±１.８６)％和(７４.３０±０.９０)％ꎬＰｄ２＋的吸附率最低ꎬ
为(７１.２７±１.０６)％. 推测可能是由于 Ｆｅ２＋与 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 分子间

的特殊相互作用ꎬ使其更容易被 ＥＰＳ 所吸附. 因此ꎬＥＰＳ 可以吸附

周围环境中的有机物和无机离子ꎬ形成稳定的生物膜结构ꎬ有助

于提高污水处理效率.
２.５　 讨论

在本研究中ꎬＷ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０ 的发酵液经过乙醇沉淀、去
蛋白、透析和凝胶过滤层析ꎬ最终得到纯 ＥＰＳ. 紫外光谱分析显

示ꎬ所得 ＥＰＳ 中未检测到核酸和蛋白质的残留. 测定 ＥＰＳ 的分子

量有助于解释其潜在的构效关系ꎬ这与 ＥＰＳ 的生物活性密切相关. 不同菌株 ＥＰＳ 分子量不同[３２]ꎬＧＰＣ 分析

表明ꎬＨＤＥ￣１０ＥＰＳ 的分子量为 １.８７８×１０６ Ｄａꎬ高于假肠膜明串珠菌(Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ ｐｓｅｕｄｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ)ＨＤＬ￣３ ＥＰＳ
(１.５８１×１０６ Ｄａ) . 研究表明ꎬ较高分子量的 ＥＰＳ 通常具有更强的黏性、更紧密的糖链结构以及更强的生物结

合能力[２８] . ＮＭＲ 结果显示ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 是由 α－(１ꎬ６)－Ｄ－葡萄糖组成的葡聚糖. 然而ꎬＬ􀆰 ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＨＤＣ￣０１
ＥＰＳ 的结构由 α－(１ꎬ３)－Ｄ－葡萄糖和 α－(１ꎬ６)－Ｄ－葡萄糖组成ꎬ这与本研究结果不同[３０] . 这是由于菌株来

源、培养方法和培养条件的差异显著影响 ＥＰＳ 的结构[３３] . ＦＴ￣ＩＲ 分析显示ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 表现出 ＥＰＳ 的特征

吸收峰ꎬ是由 α－(１ꎬ６)糖苷键连接而成的高度线性葡聚糖. ＥＰＳ 的物理化学性质变化与其分支结构差异密切

相关ꎬ例如 α－(１ꎬ２)糖苷键连接的 ＥＰＳ 溶解性欠佳ꎬ或许是因其表面亲水基团数量不足所造成的[３４] . ＥＰＳ 的

α－(１ꎬ３)糖苷键含量较高ꎬ这增加了分子间的交联程度ꎬ从而降低了溶解性并增强了亲水性[３５] . ＸＲＤ 结果显

示ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 呈现非晶态无定形结构. Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ Ｈ２ ＥＰＳ 也呈现类似的无定形结构[１２] . ＳＥＭ 结果显示ꎬ
ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 具有粗糙多孔的表面ꎬ并呈不规则薄片状结构. Ｌｎ􀆰 ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ＤＲＰ１０５ ＥＰＳ 也具有类似结

构[３６]ꎬ然而 Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ Ｈ２ ＥＰＳ 则呈光滑的片状结构[１２]ꎬ与 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 有较大差异.
对 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的性质进行表征ꎬ研究显示ꎬＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的 ＷＳＩ 和 ＷＨＣ 分别为(９５.９８±５.５６)％和

(４２４.４３±５.５２)％ꎬ其溶解性低于 Ｌｎ􀆰 ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ＨＤＬ￣３ ＥＰＳ(９８. ６３ ± １. ０３)％[２]ꎬ但持水性更高.
Ｗａｎｇ 等[３７]发现ꎬＥＰＳ 的 ＷＳＩ 和 ＷＨＣ 与其单糖组成有关. 当单糖组成中含有葡萄糖时ꎬＥＰＳ 的 ＷＳＩ 和

ＷＨＣ 较高. ＥＰＤ 的乳化能力测试显示ꎬ其总体乳化趋势为:汽油>大豆油>苯>葵花籽油>柴油>己烷. 这一

特征与乳酸明串珠菌(Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｌａｃｔｉｓ)Ｌ２ ＥＰＳ 类似[１０]ꎬ两者均显示出良好的乳化性能. 此外ꎬＨＤＥ￣１０ 的

ＥＰＳ 能够结合大量二价重金属离子ꎬ并对 Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｐｂ２＋和 Ｃｄ２＋具有吸附能力. Ｗ􀆰 ｃｏｎｆｕｓａ Ｈ２ ＥＰＳ 对

Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋吸附能力较强ꎬ两者较为相似[１２] .

３　 结论

本研究从东北酸菜发酵液中筛选出一株能分泌 ＥＰＳ 的乳酸菌ꎬ经形态学和分子生物学实验鉴定该菌

株为 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａꎬ并命名为 Ｗ􀆰 ｃｉｂａｒｉａ ＨＤＥ￣１０. 该 ＥＰＳ 由葡萄糖聚合而成ꎬ分子量为 １.８７８×１０６ Ｄａꎬ是由 α－
(１ꎬ６)糖苷键连接、无分支结构的葡聚糖. 此 ＥＰＳ 呈现不规则片状结构ꎬ表面粗糙且多孔. ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ 的

ＷＳＩ 为(９５.９８±５.５６)％ꎬＷＨＣ 为(４２４.４３±５.５２)％ꎬ对大豆油、汽油表现出优秀的乳化性能ꎬ且 ＨＤＥ￣１０ ＥＰＳ
展现出优良的重金属吸附能力ꎬ其在环境保护、污水处理、食品加工及高温工业处理等领域展现出可观的

应用潜力. 未来研究可进一步深入探究 ＥＰＳ 的理化性质与结构特性ꎬ优化制备工艺与结构调控策略ꎬ提升

其功能特性与实际应用价值.
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