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类芽孢杆菌 ZX-5 产胞外多糖的 

发酵条件优化及其保湿特性 
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*
，罗宇，李海峰，孙静怡，张鑫 

（河南工业大学生物工程学院，河南郑州 450001） 

摘要：自湖泊沉积物中分离得到一株产胞外多糖的细菌菌株 ZX-5，通过 16S rRNA 基因测序和系统发育树分析，表明该菌株为

类芽孢杆菌（Paenibacillus sp.）；使用硫酸-苯酚法测定胞外多糖产量，同时对 pH、温度、碳源、碳源浓度、氮源、氮源浓度等 6 个

发酵条件进行单因素试验和响应面试验，并对二次模型进行方差分析，结果表明，蔗糖浓度、温度和硝酸钠浓度对产糖量影响较大，

且存在显著的交互作用，对其进行响应面试验，得出最佳产糖条件为初始蔗糖浓度 200 g/L、硝酸钠 3 g/L、K2HPO4·3H2O 3 g/L、KH2PO4 

1 g/L，MgSO4·7H2O 0.50 g/L，pH 6，发酵温度 20 ℃。该最优条件下菌株摇瓶发酵的胞外多糖产量为 34.55 g/L，是基础水平 17.15 g/L

的 2.01 倍。ZX-5 菌株胞外多糖的保湿性能研究结果表明，在干燥环境中，38 h 该多糖的水分残留率为 50%，具有优于甘油和壳聚糖

的保湿特性。该研究在获得类芽孢杆菌 ZX-5 产胞外多糖最佳工艺条件的基础上，研究了多糖保湿性能，为其后续深入研究和开发奠

定了基础。 
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Abstract: An exopolysaccharide-producing bacterial strain ZX-5 was isolated from lake sediments, and identified as Paenibacillus sp. by 

16S rRNA gene sequencing and phylogenetic tree analysis. The yield of exopolysaccharides was determined by the sulfuric acid-phenol method. 

In the meantime, single factor tests and response surface tests were carried out on six fermentation conditions including pH, temperature, carbon 

source and concentration, and nitrogen source and concentration, with the analysis of variance performed on the quadratic model. Results 

showed that sucrose concentration, temperature and sodium nitrate concentration had a great influence on sugar production, and there were 

significant interactions. Response surface tests revealed that the optimal sugar-producing conditions were: the initial sucrose concentration, 200 

g/L; sodium nitrate, 3 g/L; K2HPO4·3H2O, 3 g/L; KH2PO4, 1 g/L; MgSO4·7H2O, 0.50 g/L; pH, 6.00; fermentation temperature, 20 . Under the ℃

optimal conditions, the yield of exopolysaccharides from shake-flask fermentation with strain ZX-5 was 34.55 g/L, which was 2.01 times the 

base level of 17.15 g/L. The investigations on the moisturizing properties of the exopolysaccharides from the strain ZX-5 showed that in a dry 

environment, the moisture residual rate of the exopolysaccharide after 38 h was 50%, which had better moisturizing properties than glycerin and 

chitosan. In this study, on the basis of the optimal processing conditions for exopolysaccharide production by Paenibacillus ZX-5, the moisture 

retention property of the polysaccharide was studied, which laid a foundation for subsequent in-depth research and development. 
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多糖作为新型天然产物，越来越受到人们关注。

自然界中多糖主要从植物和微生物中提取，其中微生

物具有生长周期短、条件易控、多糖易与菌体分离、

提取精制容易且不受季节因素和病虫害影响等优点，

在工业化生产方面具有广阔的发展前景[1]。 
胞外多糖（Extracellular polysaccharides，EPS）是

一些特殊微生物在生长代谢过程中分泌到细胞壁外的

一种高分子水溶性物质，从表观形态上分为荚膜多糖

和粘液多糖[2]。胞外多糖具有抗氧化性[3]、抗肿瘤[4]、

免疫调节[5]等活性，也可作为增稠剂、乳化剂、稳定剂

等食品添加剂运用到食品生产和生活中[6]。目前报道产

胞外多糖的微生物有细菌、真菌和放线菌，细菌中已

有报道明串珠菌属（ Leuconostoc ）、大肠杆菌

（Escherichia coli）、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
aureus）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）等，

类芽孢杆菌也有报道。Gao 等[7]从西藏牦牛奶中分离得

到一株类芽孢杆菌，经鉴定该菌是一个新种，所产生

的EPS 可增强免疫活性[8]。戴德慧等[9]用不同浓度的类

芽孢杆菌胞外多糖喂养小鼠，并进行急性经口毒性试

验、骨髓细胞染色体畸变等实验，表明小鼠的 大粘

多糖耐受剂量为 12 g/kg，该粘多糖为无毒物质。Sun
等[10]利用Paenibacillus sp.产的EPS，在相对湿度为43%
和 81%的条件下，吸湿率接近于透明质酸，这些特性

使 EPS 成为化妆品行业中较昂贵的透明质酸的良好替

代品。保湿作用是护肤品行业 重要的性能之一，在

护肤品中添加一定比例的保湿剂，既可减少产品水分

的散失，又可和表皮水分进行水合，从而起到保湿增

湿作用[11]。虽然微生物胞外多糖具有巨大的优势，但

产胞外多糖菌株的开发及其发酵工艺条件的研究，仍

是当前该领域研究的前提和关键。本研究通过对实验

室分离的一株类芽孢杆菌 EPS 的研究，获得该菌的

佳发酵条件和EPS 保湿性能，以提高EPS 的产量，并

为提升对天然微生物多糖的认识及应用开发提供参

考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 
实验室自湖泊沉积物中分离的一株产胞外多糖细

菌菌株 ZX-5。 
1.1.2  培养基 

蛋白胨酵母膏培养基（每 L）：蛋白胨 5 g，葡萄

糖 5 g，酵母粉 3 g，氯化钠 5 g，Na2HPO4·12H2O 2.50 
g，pH 5；固体培养基加入琼脂粉 13.50 g。115 ℃条件

下，灭菌 30 min。 
基础产糖培养基（每 L）：蔗糖 30 g，酵母粉 3 g，

K2HPO4·3H2O 3 g，KH2PO4 1 g，MgSO4·7H2O 0.50 g，
pH 5。115 ℃条件下，灭菌 30 min。 

1.2  仪器与设备 

葡萄糖、可溶性淀粉、酵母粉等，购于生工生物

工程（上海）股份有限公司；浓硫酸、HCl、
K2HPO4·3H2O、KH2PO4、MgSO4·7H2O，购于阿拉丁

试剂（上海）有限公司。试剂均为国产分析纯。其中

5%苯酚配制方法为：称取 5 g 苯酚加入蒸馏水加热溶

解，冷却后 100 mL 容量瓶定容。 

1.3  方法 

1.3.1  16S rRNA 基因测序及系统发育树构建 
利用细菌E. coli 通用引物 PCR扩增 16S rRNA基

因。PCR 产物进行电泳检测及核苷酸序列测定，

GenBank 数据库 BLAST 比对并下载相似序列，使用

MEGA 7.0 软件构建系统发育树，鉴定菌株的系统分

类地位[7]。 
1.3.2  胞外多糖的提取 

将 ZX-5 菌种接种到蛋白胨酵母膏固体培养基，

28 ℃培养 19 h，接入蛋白胨酵母膏液体培养基进行摇

瓶培养，温度 28 ℃，转速 150 r/min，21 h 后形成种

子液，以 5%（V/V）的接种量接至基础产糖培养基。 
按照贾玉香[4]等人的方法，稍作修改，将上述发

酵液在 4 ℃、10000 r/min 离心 15 min，收集上清液；

通过旋转蒸发仪 55 ℃浓缩至 1/5；向上清液加入 4 倍

体积无水乙醇，4 ℃静置过夜，离心 15 min，收集沉

淀，并用适量蒸馏水溶解；液体中加入 1/4 体积比

sevage 试剂（氯仿:正丁醇=4:1），室温下置于摇床振

荡 30 min，然后 8 000 r/min 离心 10 min，保留水相。

重复多次，直至蛋白完全除去，冻干保存。 
1.3.3  胞外多糖的测定 

采用硫酸-苯酚法[12]测定 ZX-5 胞外多糖含量。测

试并绘制葡萄糖标准曲线[13]，得到线性回归方程： 
Υ = 0.0047Χ + 0.041， 2 0.994R =  

1.3.4  单因素实验 
一次改变一个独立变量，同时保持其他因素在固

定水平（初始 pH 5，装液量 100 mL/250 mL，接种量

5%，温度 28 ℃，转速 150 r/min，初始培养基为基础
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产糖培养基）。选取 3%水平的不同碳源（葡萄糖、蔗

糖、可溶性淀粉、乳糖）、0.3%水平的不同氮源（蛋

白胨、酵母浸粉、硝酸钠、尿素），以及不同培养条件

即初始 pH（5.50、6、6.50、7 和 7.50）、培养温度（10 ℃、

20 ℃、28 ℃、35 ℃、40 ℃）进行单因素实验。培养

20 h，测定胞外多糖产量。 
1.3.5  响应面实验设计 

在单因素试验基础上，运用 Box Behnken 的中心

组合设计原理，选取蔗糖浓度、温度和硝酸钠浓度作

为自变量，细菌胞外多糖产量作为响应值，设计 3 因

素 3 水平试验进行响应面分析，如表 1 所示，从而获

得菌株高产胞外多糖的 佳培养条件。 
表1 响应面试验的因素及水平 

Table 1 Factors and levels of response surface test 

水平 
因素 

A 蔗糖浓度 
/(g/L) 

B 温度 
/℃ 

C 硝酸钠浓度
/(g/L) 

-1 150 10 2 

0 200 20 3 

1 250 28 4 

1.3.6  方差分析 
使用 IBM SPSS Statistics 26 统计软件对单因素优

化实验结果进行单因素方差分析，通过 F 检验确定其

显著性，并以 p 值表示，以确定对 ZX-5 产胞外多糖

影响显著的因素。 
1.3.7  多糖保湿性测定 

参照鲁铁等[14]实验方法，称取 ZX-5 胞外多糖、

甘油、壳聚糖的干燥样品各 0.20 g，置于培养皿中，

向培养皿中分别加入 5 g 的蒸馏水将样品完全均匀地

湿润，置于干燥器中（硅胶干燥剂环境），放入 25 ℃
恒温箱中，定时称量样品的重量。水分残存率为放置

后样品中水分的质量比放置前样品中水分的质量。实

验设置平行重复。 
1.3.8  数据处理 

实验均设置 3 组平行，数据采用Origin 软件作图，

结果以平均值±标准差表示。在“响应面方法”中，使用

Design Expert（版本11.1.0.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, 
MN, USA）统计软件进行回归分析。多项式模型方程

的拟合质量由确定系数 R2表示，其统计显著性通过 F
检验来确定。每个回归系数的显著性水平由 t 检验确

定，显著性水平以 p 值给出。 

2  结果与分析 

2.1  基于 16S rRNA的系统发育树分析 

通过对菌株ZX-5的16S rRNA基因核苷酸序列测

定，完成 GenBank 的 BLAST 同源性比对，并下载相

似序列，构建系统发育树（图 1）。经鉴定，ZX-5 是

一株类芽孢杆菌（Paenibacillus sp.）。 

 
图1 基于16S rRNA序列菌株ZX-5的系统发育树 

Fig.1 Phylogenetic tree of strain ZX-5 based on 16S rRNA 

sequences 

2.2  单因素结果分析 

2.2.1  碳源对 ZX-5 产胞外多糖的影响 
 

 

图2 碳源对EPS产量的影响 

Fig.2 Effect of carbon sources on the yield of EPS 

注：柱形图上字母不同表示差异性显著（p<0.05），下同。

a：3%水平的不同碳源对 EPS 产量的影响；b：蔗糖浓度对 EPS

产量的影响。 

碳源优化结果如图 2a，不同碳源之间对多糖产量

具有显著性差异（p<0.05），蔗糖为碳源时，菌株 ZX-5
的胞外多糖产量 大，为 18.03 g/L。据报道细菌产胞

外多糖的 适碳源多为蔗糖[15]，如周璇等[16]在敦煌地
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区筛选的地衣芽孢杆菌 4Ⅱ -01，25 g/L 蔗糖为碳源，

胞外多糖产量 大达 8.59 g/L，王波等[17]对多粘类芽

孢杆菌菌株 XZ-2 的培养基配方及发酵培养条件进行

了优化研究，表明蔗糖 15 g/L 为 佳碳源；大多数类

芽孢杆菌利用蔗糖发酵产糖量较高[18]。菌株 ZX-5 以

可溶性淀粉作为碳源时，由于淀粉本身是多糖，在发

酵过程中可能菌体产胞外多糖量没有消耗的淀粉量

大，因此测得的产糖量结果是负值。蔗糖浓度优化结

果如图 2b，当蔗糖浓度为 200 g/L 时，胞外多糖产量

大为 37.59 g/L，蔗糖浓度进一步增大，多糖产量反

而减少，可能是蔗糖浓度过高，外界渗透压较大，不

利于菌株生长和产胞外多糖。 
2.2.2  氮源对 ZX-5 胞外多糖产量的影响 

 

 

图3 氮源对EPS产量的影响 

Fig.3 Effect of nitrogen sources on the yield of EPS 

注：a：0.3%水平的不同氮源对 EPS 产量的影响；b：硝

酸钠浓度对 EPS 产量的影响。 

测定不同氮源培养液中ZX-5 的产糖量，结果如图

3 所示，ZX-5 发酵产糖过程中对硝酸钠、酵母浸粉和

尿素的利用率较高，但对蛋白胨利用率较低。以蛋白

胨为氮源时，多糖产量仅为 1.20 g/L，而以硝酸钠为氮

源时，产糖量 高，为 17.18 g/L，表明该菌对速效氮

源的利用率更高。在硝酸钠浓度 3 g/L 时，菌株产胞外

多糖量达到 大 13.90 g/L，与其它组有显著性差异

（p<0.05），氮源浓度过低，ZX-5 生长所需氮源成为限

制因素，影响其生长繁殖和合成胞外多糖，浓度过高，

碳氮比值变小，生长环境不适宜，同样会产生负面影

响。因此，初步确定 适氮源浓度为 3 g/L 硝酸钠。 
2.2.3  温度、pH 对ZX-5 胞外多糖产量的影响 

不同培养温度下 ZX-5 产糖量如图 4a 所示，20 ℃
时产糖量 大。随着培养温度的降低，胞外多糖的产

量逐渐增加，与 Bruno 等[19]研究结果一致，可能该菌

胞外多糖能够保护菌株生长繁殖，温度过低时，影响

体内相关酶的活性，产糖量进而减小。不同温度间存

在显著性差异，表明温度是产糖量的主要影响因素之

一。不同 pH 对微生物生长代谢影响很大，孙红斌[20]

等人研究发现，发酵液的初始 pH 值对多糖产量有较

大影响，pH 过高或过低均会影响菌株的生长繁殖，进

而影响多糖产量，本研究也印证了这一点，如图 4b
所示，当 pH 增加到 7.50 或者降低为 5.50 时，两组数

据没有显著性差异，但胞外多糖产量下降明显，pH 为

6 时，EPS 产量达到 大值 23.12 g/L，差异为极显著

水平（p<0.01），因此选择培养基初始 pH 值为 6。 
 

 

图4 温度和pH对 EPS产量的影响 

Fig.4 Temperature and pH on the yield of EPS 

注：a：发酵温度；b：发酵初始 pH。 

2.3  方差分析 

在单因素实验优化基础上，进行方差分析来确定

各因素对 ZX-5 胞外多糖产量影响的大小。方差分析

结果如表 2 所示。 
根据表 2 结果可以得出：硝酸钠浓度、蔗糖浓度、

初始 pH、发酵温度的 p<0.01，说明硝酸钠浓度、蔗

糖浓度、初始 pH、发酵温度均对 ZX-5 产胞外多糖量
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产生极显著影响，初始 pH 影响菌的生存能力，间接

影响胞外多糖的产量，因此不适宜做响应面的优化指

标， 终选择硝酸钠浓度、蔗糖浓度、发酵温度这三

个影响因素。 
表2 方差分析 

Table 2 Analysis of variance 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

硝酸钠浓度 29.75 3 9.92 22.52 0.006 ** 

蔗糖浓度 1118.80 4 372.94 216.44 0.000 ** 

发酵温度 1240.98 4 310.25 642.87 0.000 ** 

pH 138.39 4 45.846 89.38 0.000 ** 

注：p<0.05，差异显著，*；p<0.01，差异极显著，**。 

表3 Box Behnken试验设计与结果 

Table 3 Response surface test design and results 

序号 
水平 产糖量/(g/L) 

A：蔗糖浓度/(g/L) B：温度/℃ C：硝酸钠浓度/(g/L) 实际值 预测值 

1 -1 -1 0 8.37±0.22 7.35 

2 1 -1 0 14.23±0.18 13.17 

3 -1 1 0 9.31±0.36 10.38 

4 1 1 0 25.42±0.38 26.43 

5 -1 0 -1 17.29±0.28 17.55 

6 1 0 -1 28.63±0.27 28.94 

7 -1 0 1 16.47±0.32 16.16 

8 1 0 1 28.05±0.35 27.79 

9 0 -1 -1 11.86±0.32 12.65 

10 0 1 -1 27.35±0.21 25.99 

11 0 -1 1 15.86±0.31 17.15 

12 0 1 1 20.82±0.33 20.10 

13 0 0 0 35.31±0.28 35.48 

14 0 0 0 35.58±0.18 35.48 

15 0 0 0 35.19±0.27 35.48 

16 0 0 0 35.88±0.36 35.48 

17 0 0 0 35.44±0.31 35.48 

2.4  多因素结果分析 

进行 3 因素 3 水平的响应面实验，共 17 组实验。

表 3 为实验设计与结果。 

2.5  响应面分析 

对实验数据进行多元回归拟合，得到二次方程为： 
Y=35.18+5.47A+4.07B-0.3468C+2.56AB+0.06AC

-2.6BC-8.75A2-12.09B2-4.12C2 
式中： 

Y——胞外多糖产量，g/L； 

A——蔗糖浓度，g/L； 

B——温度，℃； 

C——硝酸钠浓度，g/L。 

对二次模型进行方差分析，从中可以看出（表 4），
模型 F 值为 127.93，具有显著性。p 值小于 0.05 表示

模型项具有显著性，p 值小于 0.01 表示模型项具有极

显著性，同样的，A、B、C、AB、BC、A²、C²、和

B2 均具有极显著性。失拟项 F 值为 43.64，p 值大于

0.05，意味着失拟项相对于纯误差不显著。决定系数

R2=0.99>90%，说明 EPS 产量的试验值与模型回归数

值有良好的一致性。模型的校正系数 R2
Adj=0.98，说

明该模型能够解释相应值变化的 98%，模型拟合度较

好，预测值与实测值有较好的相关性，可用于对 ZX-5
胞外多糖发酵生产进行分析和预测。 

三个因素（温度、硝酸钠浓度和蔗糖浓度）对 ZX-5
胞外多糖产量的交互作用，可以由响应面图和等高线

图直观地看出，由图 5（a）和（d）可看出，温度和



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.1 

156 

蔗糖浓度增大或减小，胞外多糖产量也随之变化，二

者之间存在交互作用故变化趋势不同，图的颜色的变

化表示多糖产量从少到多的变化，变化的越快，表示

坡度越大，即对试验结果的影响更为显著。图 5（b）

和（e）是硝酸钠浓度和蔗糖浓度对 ZX-5 胞外多糖产

量影响的响应面及等高线图，图 5（c）和（f）是硝

酸钠浓度和温度对 ZX-5 胞外多糖产量影响的响应面

及等高线图。 
表4 二次模型的方差分析  

Table 4 Analysis of variance in quadratic model 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 显著性 

模型 1578.91 9 175.43 127.93 <0.0001 ** 

A-蔗糖浓度 237.82 1 237.82 173.43 <0.0001 ** 

B-温度 132.68 1 132.68 96.76 <0.0001 ** 

C-硝酸钠浓度 0.95 1 0.96 0.69 0.4313 

AB 26.37 1 26.37 19.23 0.0032 ** 

AC 0.01 1 0.01 0.01 0.9213 

BC 27.22 1 27.22 19.85 0.003 ** 

A² 322.74 1 322.74 235.35 <0.0001 ** 

B² 596.39 1 596.39 434.91 <0.0001 ** 

C² 71.30 1 71.30 51.99 0.0002 ** 

残差 9.60 7 1.37 

失拟项 9.31 3 3.10 43.64 0.0016 ** 

纯误差 0.28 4 0.07 

总和 1588.50 16 

R2=0.994 

R2
Adj=0.98 

注：*差异显著（p<0.05），**差异极显著（p<0.01）。 

  

  

    
图5 各因素间对EPS产量的等高线图和响应面图 

Fig.5 Contour and response surface about the effects of two 

factors on the yield of EPS 

注：a：温度与蔗糖浓度的响应面；b：蔗糖浓度与硝酸

钠浓度的响应面；c：温度与硝酸钠浓度的响应面；d：温度与

蔗糖浓度的等高线；e：蔗糖浓度与硝酸钠浓度的等高线；f：

温度与硝酸钠浓度的等高线。 

2.6  多糖最优条件验证 

通过单因素和响应面实验分析，得到 佳产糖条

件为：蔗糖 200 g/L，硝酸钠 3 g/L，温度 20 ℃，其它

条件为 K2HPO4·3H2O 3 g/L ， KH2PO4 1 g/L ，

MgSO4·7H2O 0.50 g/L，pH 6，转速 150 r/min，21 h，
预测产糖量为 35.48 g/L。根据 佳培养方案，进行三

组平行实验，实验结果平均值为 34.55 g/L，与预测结

果接近。 

2.7  多糖的保湿性 

胞外多糖作为天然物质具有一定的湿度，可应用

于食品工业及化妆品工业中。本研究表明（图 6），干

燥环境中，ZX-5 胞外多糖在 38 h 的水分残留率为

50%，保湿性略优于壳聚糖和甘油。Li 等[12]研究一株

假单胞菌 PGM37 的胞外多糖，发现其保湿能力优于

甘油，但次于透明质酸，在化妆品和临床医学领域具

有潜在应用价值。Chao 等[21]研究发现蔗糖酯和玉竹多

糖混合可调节水分结合能力，并提高多孔碳水化合物

基质的保湿和防潮性能。Yong 等 [22]研究发现
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Phyllobacterium sp.产生的 EPS 是一种新型多糖，具有

良好的流变性和优异的保水能力。本研究中 ZX-5 菌

株的胞外多糖易溶于水，具有良好的保水能力，在 32 
h 时，水分残留率优于壳聚糖 6%，在 37 h 水分残留

率优于甘油 7.52%，并且在 70 h 之前，保湿能力一直

大于甘油和壳聚糖。因此 ZX-5 胞外多糖可作为天然

物质保持一定的湿度，具有应用于食品工业或化妆品

工业的保湿潜力。 

 
图6 胞外多糖的保湿性 

Fig.6 Moisturizing properties of extracellular polysaccharides 

3  结论 

3.1  本研究对分离自湖泊沉积物的一株产胞外多糖

的细菌菌株，通过单因素和响应面实验分析，得到

佳产糖条件为：初始蔗糖浓度 200 g/L、硝酸钠 3 g/L、
K2HPO4·3H2O 3 g/L、KH2PO4 1 g/L，MgSO4·7H2O 0.50 
g/L，pH 6，发酵温度 20 ℃。该 优条件下菌株摇瓶

发酵的胞外多糖产量为 34.55 g/L，是基础水平 17.15 
g/L 的 2.01 倍，产糖量提升比较明显。本研究类芽孢

杆菌 ZX-5 的多糖产量，在目前相关报道中处于前列。 
3.2  目前的保湿剂主要为多元醇类、甘油、透明质酸

及其钠盐等品种，近年来研究者在拓宽传统保湿剂的

应用和开发新型保湿剂方面做了许多工作，尤其以多

糖类物质为主。本研究所得到的类芽孢杆菌 ZX-5 所

产胞外多糖在 56 h 前保湿性一直优于甘油和壳聚糖，

在 38 h 其水分残留率仍为 50%，具有较长时效的保湿

性能，在食品和化妆品等水分保持应用中，具有一定

的潜力和价值，有待于进一步开发。 
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