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Acetobacter xylinum CGMCC5173 发酵 

生产细菌纤维素的条件优化 
 

许燕娜，张剑恩，黎嘉惠，蔡兴蓉，黄娆勤，吴晖，刘冬梅 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：为提高 Acetobacter xylinum CGMCC5173 生产细菌纤维素（BC）的产量，对该菌生产 BC 的条件进行优化。研究表明，

采用 CJMF 培养基，培养到第二代时 BC 产量最高，达到 43.91 g/L；采用 HMF 培养基，当接种量为 10%，蔗糖、乙酸钠、乙醇和

L-乳酸的含量分别为 10%、1.0%、1.5%和 0.25%时，细菌纤维素产量最高，分别达到 14.79 g/L、7.47 g/L、4.24 g/L、40.07 g/L 和 21.92 

g/L；而 D-乳酸越多，BC 产量越低；采用 80% HMF 与 20% CJMF 混合复配的发酵液，BC的产量最高为 29.30 g/L。结果表明，控制

A. xylinum 5173 的培养代数和用 HMF 与CJMF 复配的发酵液可稳定和有效地提高 BC产量。 
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Optimization of the Production of Bacterial Cellulose Fermented by 

Acetobacter Xylinum CGMCC5173 
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Abstract：In order to improve the yield of Bacterial Cellulose fermented by Acetobacter xylinum CGMCC5173, the optimum conditions 

for fermentation were investigated. The result showed that, in CJMF medium, BC production reached the highest as 43.91 g/L when A. xylinum 

5173 was cultivated to the second generation. In HMF medium, when the quantity of inoculums content, sucrose, sodium acetate, ethanol and 

L-lactic acid are 10%, 10%, 1.0%, 1.5% and 0.25% respectively, BC production were enhanced up to their peak, as 14.79 g/L, 7.47 g/L, 4.24g/L, 

40.07 g/L and 21.92 g/L. However,the higher the D-lactic content was, the less the BC content was found. When the medium was mixed 20% 

CJMF with 80 % HMF, the BC yield was highest as 29.30 g/L. The results indicated that controlling cultivation generation and using mixed 

medium of HMF and CJMF can improve the BC yield steadily and effectively. 
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Acetobacter xylinum（木醋杆菌，简称为A. xylinum）

是一种能生产细菌纤维素（Bacterial Cellulose，简称为

BC）的革兰氏阴性专性需氧菌，其较早作为研究BC生

物合成模式的一种典型微生物，是最常用的生产菌株

之一，一个A. xylinum细胞每秒钟可以利用-1,4-糖苷键

聚合200000个的葡萄糖分子，高效地形成一个带状微

纤维束[1]，纤维束不断延伸，形成交错密集的网络空间

架构。这种结构（即BC）具有良好的透水性、透气性、

亲水性、高持水性和具有高强度，已用于食品，造纸，

化妆品，机械等行业[2]。但由于生产菌种A. xylinum对 
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椰汁的依赖性强，产量较低，菌株易突变成产量低或

不产生BC的变异菌株，增加了生产成本，给企业带来

许多不确定的因素。目前，溶氧量、温度、pH值和激

活离子等因素对发酵生产BC的影响仍在不断深入研究
[3~4]。为提高菌株的稳定性和发酵生产BC的培养基的高

效性，本研究将进行A. xylinum 5173发酵条件和培养基

的优化工作。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

木醋杆菌 Acetobacter xylinum CGMCC5173（简

称为 A. xylinum 5173，以下同），本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂 

氢氧化钠，盐酸，硫酸镁，硫酸铵，乙酸钠，无
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水乙醇，无水乙酸，磷酸二氢钾，蔗糖，柠檬酸（分

析纯，广州市化学试剂厂）；酵母提取粉，琼脂，蛋白

胨（生化试剂，广东环凯微生物科技有限公司）；D-

乳酸，L-乳酸（光学纯度98%，色谱纯，武藏野化学

（中国）有限公司）；椰子水（pH 3.5，海南椰树集团

有限公司提供）。 

1.1.3  主要仪器 

PYX2190S2A 恒温培养箱（科力电器公司），

GZX-9140MBE 数显鼓风干燥箱（上海博讯实业有限

公司），HHS-11-2电热恒温水浴锅（上海博讯实业有

限公司），01J2003-04型立式高压蒸汽杀菌锅（上海

博讯实业有限公司），SW-CJ-1F 无菌台（上海博讯

实业有限公司）。 

1.2  培养基配制 

A. xylinum 5173活化和发酵生产 BC 的培养基配

方如表1所示，单位为质量体积百分比，各培养基成

份混匀后，调节pH值为4.5，0.1 Mpa压力灭菌15 min

后备用。 

表1 培养基的配方 

Table 1 The formula of medium 

培养基 CJMR SCJMR CJMF HMR HMF 

具体 

成份 

(NH4)2SO4 0.2 % 

MgSO4·H2O 0.1 % 

KH2PO4 0.1 % 

蔗糖4 % 

椰子水100 % 

(NH4)2SO4 0.2 % 

MgSO4·H2O 0.1 % 

椰子水100 % 

琼脂2.5 % 

(NH4)2SO4 0.4 % 

MgSO4·H2O 0.2 % 

KH2PO4 0.3 % 

蔗糖4 % 

椰子水100 % 

(NH4)2SO4 0.2 % 

MgSO4·H2O 0.2 % 

KH2PO4 0.1 % 

蔗糖4 % 

蛋白胨0.3 % 

蒸馏水100 % 

(NH4)2SO4 0.2 %, MgSO4·H2O 0.2 % 

KH2PO4 0.1 %, 柠檬酸0.1 % 

蔗糖8 %, 蛋白胨0.2 %， 

酵母提取粉0.05 %, 

蒸馏水100 % 

注：CJMR为活化用椰子水培养基，固体CJMR则加入了2.5 %的琼脂；SCJMR为活化用椰子水斜面固体培养基；CJMF为发酵

用椰子水培养基；HMR 为活化用水合培养基；HMF 为发酵用水合培养基。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株保存 

从保存的 A. xylinum 5173菌种斜面上，取一环菌

苔接种到100 mL的 CJMR 中，置于30 ℃中静止培养

24 h；将培养后的 CJMR 菌液稀释100倍后取1 mL涂

布在固体 CJMR 中，培养46 d，挑取较大的单菌落

接种到 SCJMR 中，置于30 ℃中静止培养46 d，待

其长好之后置于4 ℃保存待用。 

1.3.2  菌株活化与活性检验 

菌种活化即是从新鲜保存的 A. xylinum 5173菌种

斜面上，取一环菌苔接种到装有100 mL的HMR的200 

mL锥形瓶中，置于30 ℃中静止培养48 h；活性检验

则是观察其活化后是否长出一层 BC 薄膜，若是则表

明菌种的活性较高，否则继续重复活化操作，直至菌

株活性达到要求才可进行发酵生产。 

1.3.3  BC 的生产发酵 

以体积百分比6%将已充分活化的菌液接种到对

应的装有30 mL HMF 的50 mL锥形瓶中，置于30 ℃

恒温生化培养箱中静止培养8 d。若采用 CJMF 生产

发酵，则静态培养6 d[5]。每组实验做三个平行，按照

1.3.4的方法进行 BC 干重测定。 

1.3.4  BC 的提取和干重测定 

生产发酵培养基培养达到天数时，倒去剩余的

发酵液，用纱布过滤粗纤维，用清水冲洗 BC 至少3

次，去除剩余的杂质并使 pH 为中性。BC 洗去杂质

后，用0.1 mol/L 氢氧化钠溶液完全浸泡，在沸水浴

中反应20 min，再用清水冲洗至少3次去除剩余杂质

和使 pH 为中性。将处理过的 BC 平铺于干洁的已知

重量的培养皿中，在80 ℃下烘干至恒重，在干燥器

中冷却后经分析天平称重，BC 的产量（干重）表示

为：BC的干重与培养基体积之比，单位为g/L，测定

结果为干重的平均值±标准偏差。 

1.4  A. xylinum 5173 发酵生产 BC 培养条件的优化 

1.4.1  培养代数对 A. xylinum 5173 发酵产 BC 的影响 

取活化后的 CJMF 菌液以体积百分比6%接种到

CJMF 中，三个平行，这是第一代生产在30 ℃静止培

养48 h 后，按体积百分比6%接种到新的 CJMF 中进行

培养，此为第二代生产。同时将原来第一代的 CJMF

培养基继续培养4 d后，收获测 BC 干重。同样按照上

述步骤接种、发酵可得到第三、四代生产。 

1.4.2  接种量对 A. xylinum 5173发酵产 BC 的影响 

将活化后的 HMR 菌液按体积百分比2%、4%、

6%、8%、10%、12%和20%分别接种至30 mL HMF

中，各三个平行。摇匀后放入30 ℃培养箱内静止培

养，连续发酵8 d 后，测定其 BC 干重。 

1.5  A. xylinum 5173发酵生产 BC 培养基配方的优化 

在 HMF 培养基中，其它组分保持不变，单一改

变表 2 所列的不同浓度的蔗糖、乙酸钠、乙醇、D-乳

酸、L-乳酸和 HMF 与 CJMF 复配的比例，配制培养

基，采用 1.3.3 的方法进行 BC 的发酵生产，各三个平
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行，以进行 BC 发酵生产及配方优化。 

表2 A. xylinum 5173发酵生产 BC培养基优化 

Table 2 The medium Optimization for BC fermentation by A. xylinum 5173 

各组分 
蔗糖 

/(10-2 g/mL) 

乙酸钠 

/(10-2 g/mL) 

乙醇 

/(%, V/V) 

D-乳酸 

/(%, V/V) 

L-乳酸 

/(%, V/V) 

HMF:CJMF 

/(V/V) 

比例 
2、4、6、8、

10、18 

0.4、0.6、0.8、

1.0、1.2、1.4 

0、0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5、3.0 

0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5、3.0 

0.05、0.10、0.15、0.20、

0.25、0.30 

0:1、1:4、2:3、3:2、

4:1、1:0 

2  结果与讨论 

2.1  菌株 A. xylinum 5173发酵条件的优化 

2.1.1  培养代数对 A. xylinum 5173发酵产 BC 的影响 

 
图1 培养代数 A. xylinum 5173发酵 BC 产量的影响 

Fig.1 Effect of cultivation generation on the yield of BC 

fermented by A. xylinum 5173 

将活化后的A. xylinum 5173菌株连续进行四代发

酵生产 BC，结果如图1所示，生产发酵的第一代和第

二代的产量分别达到35.85±1.90 g/L和43.91±1.27 g/L，

而当培养到第三代、四代产量明显降低为31.80±3.20 

g/L和30.88±1.16 g/L。这是由于菌种开始老化，使得

第三、四代活性降低，在第二代达到最高活性。菌株

从保存状态中活化复壮，进入发酵生产阶段，理想情

况应该首先是从缓慢期进入对数期，进行菌体自身增

殖。A. xylinum 产生次生代谢产物 BC 的活力在菌体

生长48 h 时达到最高[6]，故本研究采用48小时的活化

菌种。在工业生产中使用适当的活化过程和接种代数

以求产出最高。此研究中采用的是刚接入斜面保存正

处于活化状态的菌株，可排除菌株活性不够或菌株不

稳定的问题。 

2.1.2  接种量对 A. xylinum 5173发酵产 BC 的影响 

不同接种量对A. xylinum 5173发酵产BC的影响如

图2所示，可以看出随着接种量的增加，BC的产量逐渐

提高，接种量8%时BC产量为10.50±1.79 g/L，10%时产

量达到最高为14.79±4.50 g/L，但接种量为12%、20%时，

BC的产量仅为6.20±1.47 g/L、6.26±0.87 g/L。接种量的

多少直接影响菌液的密度，从而影响BC产量。当接种

量较少时，菌株密度较低，无法最大限度地利用营养

物质；而增加接种量，菌株密度过高，会造成细菌竞

争性抢夺营养物质，从而影响整体的代谢和生产。因

此很有必要找出既能使菌株最大限度地利用营养物质

又不造成恶性竞争降低产量的最佳接种量。除了李静

等人[11]的研究采用的是10%的接种量外，其余大多数的

在5%~8%之间。通过实验各方面的比较，造成差距的

原因是：（1）当接种量为10 %时，标准偏差为4.50 g/L。

（2）由于该菌是需氧菌，界面氧气的含量会影响BC

的产量。水平发酵罐能充分结合静置培养和通风搅拌

培养的优势，使得在培养过程中能有充足的富氧空气，

提高氧转换率，从而提高BC的产量和质量[8]。而本研

究采用30 mL锥形瓶，瓶口还盖有八层纱布和一层牛皮

纸，氧气量在较低水平使得最佳接种量有所偏高，因

此8%~10%的接种量是比较适合的接种量。（3）本试验

中采用多次重复活化，活化到经过48 h的培养能稳定产

膜后才才开始发酵BC，所有的操作中菌种稳定性是一

致的。因此，8%~10%的接种量是比较适合的接种量。 

 
图2 接种量对 A. xylinum 5173发酵 BC 产量的影响 

Fig.2 Effect of inoculums concentration on the yield of BC 

fermented by A. xylinum 5173 

2.2  菌株 A. xylinum 5173发酵培养基的优化 

2.2.1  蔗糖对 A. xylinum 5173发酵产 BC 的影响 

不同的蔗糖量对A. xylinum 5173发酵产BC的影响

如图3所示，可以看出随着蔗糖量的增加，BC的产量逐

渐提高。蔗糖量8%时，产量达到6.15±0.05 g/L；蔗糖

量10%时，BC产量最高，可以达到7.47±1.21 g/L；而当

蔗糖量18%时，BC产量仅为5.62±0.41 g/L。在微生物生

长过程中，碳源能为微生物提供自身必要的组成成分

和能源物质。微生物利用碳源物质具有选择性，对不
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同糖类物质的利用也有所差别。因此选择适合的碳源

物质和使用量对提高BC产量有重要的作用。根据Sherif

等人[9]的研究，使用六碳糖作为碳源，BC的产量比其

他碳源高，这与马霞等人[10]的研究比较一致，采用40 

g/L葡萄糖与果糖（1:1）为碳源BC产量较高（数据未

展出）。尽管如此，在我们的研究中还是采用蔗糖，

原因有2个：（1）是为指导工业生产，蔗糖相对葡萄

糖、果糖较为便宜且较易取得；（2）用蔗糖为碳源，

BC产量比其他对照组高（数据未展出）。在不同的蔗

糖浓度下，菌体吸收营养物质和排放代谢物可能会受

到影响。研究表明单纯用葡萄糖作唯一碳源会产生大

量的葡萄糖酸，使pH下降，不利于菌株生长从而降低

产量[9]。从工业上节约成本来看，取8%的蔗糖量既能

得到较高的产量又能降低成本，10%的蔗糖量产量比

8%高但增量不明显，建议使用8%的蔗糖量。 

 
图 3 蔗糖含量对 A. xylinum 5173 发酵 BC产量的影响 

Fig.3 Effect of sucrose concentration on the yield of BC 

fermented by A. xylinum 5173  

2.2.2  乙酸钠对 A.xylinum 5173发酵产 BC 的影响 

 
图4 乙酸钠含量对A. xylinum 5173发酵BC产量的影响 

Fig.4 Effect of sodium acetate concentration on the yield of BC 

fermented by A. xylinum 5173 

不同的乙酸钠量对A. xylinum 5173发酵产BC的影

响如图4所示，从图中可以看出随着乙酸钠量的增加，

BC的产量逐渐提高，增加到1.0%以上则开始逐渐减少。

在乙酸钠量为1.0%时，BC产量最高达到4.24±0.72 g/L，

而乙酸钠量在1.2%和1.4%时，BC产量仅有3.79±0.34 

g/L和3.25±0.03 g/L，乙酸钠添加量过低或者过高都会

影响其菌体正常代谢，从而影响产量。在发酵椰汁配

制的培养基中，野生菌株表现出突出的生产能力。为

了能逐步代替椰汁这种原料，利用HMF进行发酵生产，

乙酸根和乙醇是被广泛研究和认同的两种物质，可促

进BC的发酵。关于乙酸钠的效果与王志国等人的研究

具有相似性[11]，与孙东平等人[12]的得出的产量最高时

的乙酸浓度1.5 %有差距，原因是：（1）实验使用的基

础培养基不同，培养条件和培养时间等各方面都有较

大的不同，所以得出的最佳配方也有所差异。（2）乙

醇经过发酵生成乙酸，由于培养基中加入乙醇量的不

同也会导致乙酸量有所差别[12]。 

2.2.3  乙醇对 A. xylinum 5173发酵产 BC 的影响 

 
图 5 乙醇含量对 A. xylinum 5173 发酵 BC产量的影响 

Fig.5 Effect of ethanol concentration on the yield of BC 

fermented by A. xylinum 5173 

不同的乙醇量对A. xylinum 5173发酵产BC的影响

如图5所示，从图中可以看出随着乙醇量的增加，BC

的产量逐渐提高，达到1.5%以上则逐渐减少。乙醇量

在1.0%，BC产量为34.33±3.2 g/L，乙醇量在1.5%时，

BC产量达到最高40.07±1.67 g/L。乙醇作为糖酵解和

TCA循环过程的中间产物或者底物，为微生物发酵生

产提供能量。同时A. xylinum 5173能利用乙醇转化为乙

酸，再将乙酸转化为二氧化碳和水[13]。在王志国等人

研究中[11]指出加入2.0%的乙醇得到的BC产量最高，造

成差别的原因与2.2.2中阐述的相类似。再者，本实验

所使用的菌种不同，A. xylinum 5173经过长时间的多次

活化，菌株的活化程度达到一定的高度，在这样的情

况下BC产量是王志国等人[15]所得产量的7倍。 

2.2.4  D-乳酸和L-乳酸对 A. xylinum 5173发酵产 BC

的影响 

不同D-乳酸和L-乳酸含量对BC产量的影响如表

3所示，从表3可看出随着 D-乳酸量的增加，BC 的产

量随之减少，且减少的幅度较大，推测含有与椰汁中

相等量的 D-乳酸的水合培养基对 BC 的产量没有促进

作用。相反的，随着 L-乳酸加入量的增加，BC 的产
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量随之增加，且 L-乳酸体积百分数为0.25%时产量最

高，达到21.92±4.73 g/L，从而可知 L-乳酸对 BC 的产

量有增加作用，其 L-乳酸量略高于发酵椰汁中的含

量。在 CJMF 中，木醋杆菌发酵生产 BC 的产量远超

过 HMF 的产量。采用文献[14]的检测方法，检测出椰

汁中含有 D-乳酸为18.995 g/L，L-乳酸为1.760 g/L，本

实验建立在此基础上对发酵液进行优化，发现 L-乳酸

对 BC 产量有促进作用。而在 Takaaki 等人的研究[15]

中，乳酸量12.5 g/L时 BC 产量最高，可能的原因为：

（1）本研究中使用的是光学纯度98 %的 L-乳酸异构

体，与其他实验使用的乳酸不同造成产量的差别；（2）

本研究中证实 D-乳酸对 BC 产量有抑制作用，L-乳酸

对 BC 产量有增加作用，使用 L-乳酸异构体光学纯度

的多少对产量产生影响。 

表 3 D-乳酸和 L-乳酸对 BC 产量的影响 

Table 2 Effect of D-lactic acid and L-lactic acid on the BC yield 

D-乳酸 L-乳酸 

浓度(g/100mL） 产量(g/L) 浓度(g/100mL） 产量(g/L) 

0.5 28.28±1.89 0.05 11.25±3.89 

1.0 13.42±0.45 0.10 15.17±3.92 

1.5 13.74±3.65 0.15 20.88±4.24 

2.0 14.33±2.20 0.20 20.54±6.61 

2.5 10.58±0.87 0.25 21.92±4.73 

3.0 10.15±1.79 0.30 20.28±4.76 

2.2.5  HMF与 CJMF复配的发酵液对A. xylinum 5173

发酵产 BC 的影响 

 
图 6 HMF 和 CJMF 的复配培养基对 A. xylinum 5173 发酵 BC产

量的影响 

Fig.6 Effect of the mixed medium between HMF and CJMF on 

the yield of BC fermented by A. xylinum 5173. 

为改善 HMF 和 CJMF 为单一培养基发酵产 BC

的缺陷，将 HMF 与 CJMF 复配的发酵液进行 BC 的

发酵生产，发酵液总体积固定 30 mL，HMF 分别为

0%、20%、40%、60%、80%和 100%，相对应 CJMF

加入量为 100%、80%、60%、40%、20%和 0%，HMF

与 CJMF 复配的发酵液对 A. xylinum 5173 发酵产 BC

的影响如图 6 所示，可以看出，当 HMF 量为 80%，

CJMF量为20%时，BC产量最高，达到29.30±2.77 g/L，

而单一 HMF或 CJMF的产量分别为 20.61±1.43 g/L和

8.38±0.37 g/L。关于 HMF 和 CJMF 中是何种因素起决

定性的作用，需要进一步的深入研究，通过试验要尽

量减少依赖于椰汁作为原料，这对工业化大规模生产

BC 和降低 BC 的生产成本有重要意义。 

3  结论 

3.1  为提高Acetobacter xylinum CGMCC5173生产细

菌纤维素（BC）的产量，对该菌生产细菌纤维素的条

件进行优化。研究表明，培养到第二代时 BC 产量达

最高为43.91 g/L，在 HMF 中，当接种量、蔗糖、乙

酸钠、乙醇、L-乳酸分别为10 %、10 %，1.0 %、1.5 %、

0.25 %时细菌纤维素产量最高，分别达到14.79 g/L、

7.47 g/L、4.24 g/L、40.07 g/L、21.92 g/L，D-乳酸添

加量越多，BC 产量越低，以80% HMF 与20% CJMF

组成的复配的发酵液，BC 的产量最高为29.30 g/L。结

果表明，控制 A. xylinum 5173的培养代数和 HMF 与

CJMF 复配培养基可有效提高 BC 的产量。 

3.2  研 究 中 发 现 将 菌 株 Acetobacter xylinum 

CGMCC5173在 HMF 中不断的驯化和适应，BC 的产

量趋于稳定，菌株对 CJMF 的依赖性逐渐减弱，表明

优化 BC 的工业化生产的培养基成为可能。本研究对

培养基各成分的优化所使用的梯度是以椰汁中各成分

的含量为基准进行设计，使得优化更有针对性和准确

性。此外，在同一组的实验中，菌株的稳定性是一致

的，在不同组别实验中，BC 产量有些波动。因此，

在生产过程中为了防止菌株退化和保持旺盛的 BC 的

生产活力，要重复活化菌株以达到最佳活力。因此，

深入研究菌株的稳定性、能大量发酵生产 BC 的培养

基显得非常重要，以使 BC 能被大量的生产和应用于

食品以外的更广泛的领域，造福于人类。 
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