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克雷伯氏菌生产胞外多糖的研究进展
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摘要　从克雷伯氏菌胞外多糖的组成、功能及发酵工艺等方面概述了克雷伯氏菌发酵生产胞外
多糖研究进展，并讨论了该发酵过程中存在的问题；同时指出，在现有基础上应用数学工具模拟

优化发酵工艺并改良分离提取方法，并进一步对其进行开发应用是今后研究的重点。
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　　细菌的胞外多糖（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，

ＥＰＳ）是细菌在生长代谢过程中分泌到细胞壁外的粘液

多糖或荚膜多糖，代表了当今生物聚合物市场的一部

分。细菌胞外多糖作为一类新型的发酵产品，因其独

特的物化性质，已作为乳化剂、增稠剂、稳定剂、悬浮剂

和润滑剂等应用于石油、化工、环保以及食品等多个领

域，最新研究表明，其还可作为免疫增强剂和生物新材

料用于医疗卫生方面，应用范围横跨２０多个行业，显

示出诱人的发展前景。但是，由于其产量的限制影响

了它们的应用，而提高产率和降低生产成本则需要人

们充分认识ＥＰＳ的生物合成过程并采用适当的生物工

艺技术。克雷伯菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．）以其丰厚的荚膜

在革兰氏阴性杆菌中著称，近年来发现该菌属中肺炎

克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、产酸克雷伯氏菌

（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｏｘｙｔｏｃａ）的荚膜多糖具有非特异性免疫调节

剂的作用，逐渐成为研究的热点。大量研究表明克雷

伯氏菌胞外多糖是一种理想的免疫调节剂，具有刺激

性强、品质高，副作用小的特点。它对细菌（绿脓杆菌、

金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、肺炎双

球菌、伤寒杆菌等）、病毒（流感病毒、引起脑和心肌炎

病变的病毒）和真菌（白色念珠菌）的感染，具有明显的

保护作用。

１　克雷伯氏菌胞外多糖的组成

　　克雷伯氏菌胞外多糖并非具有单一结构的发酵产

物，不同的菌株和不同的培养条件等通常会产生组成

不同的多糖，但一般都含有鼠李糖和葡萄糖。Ｓｕｇｉｈａｒａ

等［１］通过菌株 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＴＭＮ３发酵获得胞外多糖

ＡＺ９，分析表明其多糖组成为鼠李糖、葡萄糖、半乳糖和

葡萄糖醛酸，四者的比例为３∶１∶１∶１。而刘红英等［２］从

青岛海藻化工厂海带浸泡液中分离得到一株 Ｋ．

ｏｘｙｔｏｃａＸＣＨ１，在有氧条件下，该菌在生长过程中产生

大量的胞外多糖，用气相色谱分析法分析该菌株胞外

多糖单糖组分，结果表明其主要由Ｄ葡萄糖、Ｄ半乳糖

和Ｌ鼠李糖组成。Ｂｒｙａｎ等［３］研究发现一株克雷伯氏

菌Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．Ｋ３２在发酵的初期，产生的多糖是由鼠

李糖、半乳糖和甘露糖组成的，这种多糖成分的改变取

决于微生物的生长阶段，而且多糖的成分和含量随使

用的碳源种类而变化，采用鼠李糖作为碳源可获得最

高的甘露糖含量的胞外多糖。这说明在该菌株在不同

碳源中生长时发生了代谢调节性改变导致生产出不同

种类的多糖或引起多糖结构的改变。参考文献［４］中

报道：Ｗａｎｇ等从 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＣＦ１５４培养液中分离出一

种冻干的胞外黏质粉末（ＬＥＭ），每１Ｌ培养液中约含有

０．８克该黏质，经 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌｓ４００凝胶渗透色谱测定表

明ＬＥＭ是一种蛋白多糖的混合物，其中大部分（８５％）

是分子质量在０．５～１．８ｋＤａ的多糖，ＨＰＬＣ分析结果表

明其主要由甘露糖、半乳糖、葡萄糖和阿拉伯糖组成，

此外还含有６．３％的醛酸。Ｆｅｎｇ等［５］用相位灵敏调解
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器分析出一株 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．ＥＰＳ的平均分子质量为

１１６０１８Ｄａ，平均大小为 ２６０ｎｍ，并用气相色谱测得该

ＥＰＳ单糖包含鼠李糖３．３％，海藻糖４．１１％，阿拉伯糖

１．４７％，木糖０．５１％，甘露糖２３．９３％，半乳糖９．８６％，

葡萄糖１３．０４％，同时指出Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ的ＥＰＳ内单糖种

类不会少于７种。Ｃｏｒｓａｒｏ等［６］还用 ＮＭＲ的方法测出

了Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ５２１４５胞外多糖的二级结构为：

　　Ｍｉｔｒａ等［７］基于光谱光度测量，荧光光谱法和粘度

测定，对不同种的克雷伯氏菌（Ｋ７、Ｋ１４、Ｋ１和 Ｋ２６）的

胞外多糖进行了研究，建立了模型以揭示它们的初级

结构和溶解特性的关系，同时指出这些胞外多糖的亲

色能力大小顺序为Ｋ７＞Ｋ１４＞Ｋ２６＞Ｋ１７。
　　胞外多糖的发酵涉及细菌多种初级代谢产物，如：

糖类、脂蛋白及氨基酸等的生物合成。目前对它发酵

过程的理论研究还不够广泛和深入。影响胞外多糖生

物合成的因素有很多，如：产物合成途径、培养基组成

以及细菌生长环境等。

２　克雷伯氏菌多糖的功能

　　目前对克雷伯氏菌多糖功能方面的研究比较少，
其中多集中在其免疫活性方面。Ｓｕｇｉｈａｒａ等［１］利用 Ｋ．
ｏｘｙｔｏｃａＴＭＮ３发酵获得胞外多糖ＡＺ９，对其进行免疫活
性实验，研究表明该多糖对胶原质诱发的小鼠关节炎

具有抑制作用；张燕等［８］对家兔的免疫实验结果表明

肺炎克雷伯氏菌荚膜多糖能增强体液免疫和细胞免

疫，刺激ＭΦ和Ｔ细胞膜释放大量细胞因子而增强机
体的免疫机能；法国罗素公司则将克雷伯氏菌的荚膜

多糖开发成药物“必思得”，该药对反复发作的上呼吸

道感染有特殊疗效。张沫［９］的研究确定了 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｓｐ．所产絮凝剂ＭＦ３的主要成分是多糖类物质：依次加
入高岭土（５ｇ／Ｌ），絮凝剂（４．０ｍｌ／Ｌ）和１０％ＣａＣｌ２助凝
剂４．０ｍｌ／Ｌ，调节 ｐＨ值为７．５，在３０℃时絮凝率高达
９３．２６％；罗平等［１０］利用Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．ＳＬＹ０８所产的多
糖类物质开发后作为絮凝剂使用，在室温，ｐＨ７．０及助
凝剂Ａ１３＋存在下，该菌株所产生的多糖不仅能有效去
除废水中的悬浮固体，而且还能使废水脱色，脱色率高

达６１．８％。Ｆｅｎｇ等［５］通过对滤饼层的动力学进行分

析，发现ＥＰＳ在聚乙烯吡啶Ｎ氧化物（ＰＶＤＦ）膜上比
在聚丙烯膜（ＰＰ）上显示出更高的吸附除污能力。

３　发酵工艺

３．１　碳　源
　　克雷伯氏菌自身代谢能够利用的碳源广泛，包括
各种常见的单糖、寡糖等糖类碳源。它能单一使用一

种糖为碳源，也能使用混合碳源。常见的单糖有木糖、

阿拉伯糖等五碳糖和葡萄糖、甘露糖等六碳糖，二糖主

要是蔗糖和乳糖，此外也有以麦芽糖为碳源的报道［１１］。

刘志鸿等［１２］利用葡萄糖作为碳源，并认为对于某些克

雷伯氏菌株而言，培养基中葡萄糖的含量增加可以明

显提高胞外多糖的产量。刘红英等［１３］在以 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ
ＸＣＨ２１摇瓶发酵产胞外多糖时，发现甘露醇为最佳碳
源（初始质量浓度３ｇ／Ｌ），这是由于 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＸＣＨ２１
所产胞外粗多糖粘度较大的特性决定的。他们的解释

是碳源含量较低时，菌体生长会消耗较多的碳源，而在

碳源含量较高时，发酵后期会限制产物 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ
ＸＣＨ２１胞外粗多糖的合成。而张燕等［１４］则认为蔗糖

和葡萄糖都能被产酸克雷伯氏菌利用，但以蔗糖为碳

源时，不论单位体积菌体含量还是所产生多糖的生物

活性，都高于以葡萄糖为碳源时的结果。Ｏｃｈｕｂａ等［１５］

研究表明克雷伯氏菌还可以利用支链淀粉、角叉藻聚

糖、菊糖、西黄芪树胶等为碳源产胞外多糖。此外，克

雷伯氏菌除了能以常见的糖类为碳源外，还可以利用

非糖类碳源，如 Ｄｌａｍｉｎｉ等［１６］使用乳清作为 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ
的培养基，并进行了一系列产 ＥＰＳ的研究，又如 Ｂａｌｄｉ
等［１７］发现一株 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＢＡＳ１０可利用柠檬酸铁
（ＩＩＩ）和柠檬酸钠在厌氧条件下发酵产胞外多糖［Ｆｅ
（ＩＩＩ）ＥＰＳ］。特别值得一提的是 Ｋａｏ［１８］从含氰化物的
工业废水分离出一株 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ能以氰化物为唯一碳
源产胞外多糖（作为絮凝剂），并且在后期进行了厌氧

条件下培养［１９］，这在工业废水的处理方面极具应用

价值。

３．２　氮　源

　　作为多糖生产的氮源，一般来说有机氮源比无机
氮源效果好。氮源的消耗和菌体的生长情况密切相

关，菌株的密度随氮源质量浓度的增加而增大，然而菌

体快速增长会消耗很多碳源，将会导致多糖收率下降。

菌株生长所需要的氮源量因菌种而有所不同，一般情

况下，氮源的添加量为菌体增殖所必需的最小量即可。

如果氮源质量浓度过高将促使细胞过量繁殖，因而消

耗大量的碳源用于菌体生长最终导致胞外粗多糖产量

的降低。Ｐｅｉｒｉｓ等［２０］对 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ发酵产胞外多糖的

４２１
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培养基成分进行了优化，结果表明蛋白胨氮和尿素氮

是比较适宜的氮源。张燕等［１４］则使用酵母粉和胰蛋白

胨组成的复合氮源，得到了免疫活性较高的荚膜多糖。

但针对Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＸＣＨ２１，刘红英等［１３］认为无机氮源

组合［（ＮＨ４）２ＳＯ４，ＮＯ３］优于有机氮源组合（酵母膏，
大豆蛋白胨），且最佳 Ｃ∶Ｎ质量比为１５０∶１。除了氮源
的种类和浓度影响胞外多糖的产量外，碳氮比也是制

约多糖的生产的一个重要因素。Ｒａｍｉｒｅｚ等［２１］利用 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅＫ６３分批发酵生产胞外多糖时，发现在葡萄
糖过剩而氮源供应不足的条件下，有利于胞外多糖的

生产，该条件下胞外多糖的产量高达５４．８ｇ／Ｌ，而当碳
源和氮源都供应充足时胞外多糖的产量仅有１８．１ｇ／Ｌ。
３．３　ｐＨ对发酵过程的影响

　　一般来说，通常适于克雷伯氏菌生长的ｐＨ值也是
适用于其胞外粗多糖生产的 ｐＨ值。有的研究者［２２］研

究了从Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＣＦ１５４培养液中分离出来的一种冻

干胞外黏质粉末（ＬＥＭ）。当 ＬＥＭ的水溶液浓度由
０．０％增加到０．５％时，相对黏度增加；０．２％ＬＥＭ溶液
的相对黏度因子表明ｐＨ在４．０～９．０范围内相对黏度

是稳定的，但在这个范围之外，相对黏度降低很快。其

他文献中克雷伯氏菌正常生长的 ｐＨ初始值范围多在
６．０～８．０之间。Ｐｅｉｒｉｓ等［２０］在以蛋白胨氮和尿素氮为

氮源，乳糖为碳源的条件下，最佳 ｐＨ是７．０。而张燕
等［１４］使用磷酸盐为缓冲体系初始 ｐＨ为６．０产生的胞
外多糖的活性最高。

３．４　温度对发酵过程的影响

　　克雷伯氏菌属兼性厌氧菌，能在１５～４０℃范围内
生长，３７℃时生长最佳，但多糖生产的适宜温度比生长

最佳温度稍低，一般在２５～３５℃之间，来源不同的克雷
伯氏菌产胞外多糖的适宜温度会有些不同。李树品

等［２３］从小麦根系中分离得到了一株Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ，发现菌
体生长温度：在２５℃以下，温度下降，菌体生长渐慢，荚

膜形成时间后移；３０℃以上生长加快，周期缩短，较早
出现浅染，适宜温度为 ２５～２８℃。Ｓｕｇｉｈａｒａ等［１］认为

Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＴＮＭ３产胞外多糖ＡＺ９的适宜温度为２５℃；
Ｐｅｉｒｉｓ等［２０］的实验结果也表明 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ生产胞外多
糖的最适温度是２５℃。刘红英等［１３］的研究表明，对于

Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＸＣＨ２１菌产胞外粗多糖的发酵来说，适宜温
度在２８℃左右。而张燕等［１４］使用肺炎克雷伯氏菌产

胞外多糖的温度稍高，为３７℃。
３．５　添加因子对发酵过程的影响

　　通常在发酵过程中，菌体细胞生长和维持除了需

要碳源和氮源外，还需要向培养基中添加少量的营养

因子，这些营养因子包括维生素以及微量元素等，常用

的有镁离子和磷酸根离子。李树品等［２３］研究发现培养

基中ＮａＣｌ的浓度在２％以下克雷伯氏菌生长正常，每

毫升培养液的菌株数量可达２９５～３４７亿，ＮａＣｌ的浓度
在２．５～４．０％生长受到限制，每毫升培养液的菌株数
量为１２～１６亿，浓度为５．０％时不能生长。参考文献

［４］中报道：Ｗａｎｇ等也研究了 ＮａＣｌ浓度对 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ
ＣＦ１５４培养液中分离的胞外多糖（ＬＥＭ）的影响，发现
当ＮａＣｌ在 ＬＥＭ中的浓度在 ０％ ～５％范围内，随着
ＮａＣｌ浓度提高ＬＥＭ黏度会下降。Ｓｕｇｉｈａｒａ等［１］发现在

培养基中同时添加０．１％ＥＤＴＡ和０．００３％ＦｅＳＯ４能降
低发酵罐中物料的粘度，而单独加入这两种物质不能

降低粘度。Ｐｅｉｒｉｓ等［２４］在利用乳清作为底物生产胞外

多糖时，向培养基中加入３０μｇ／ｍｌ的吖啶黄可导致一
种质粒的不可逆丢失，从而使培养基粘度由１２６０ｃＰ／ｓ降

低到１．６ｃＰ／２００ｓ，这表明质粒的丢失使菌株产胞外多
糖的能力显著下降；但是在以乳糖为碳源时，却没有发

现这种现象。Ｂａｌｄｉ［１７］发现 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＢＡＳ１０在厌氧
发酵条件下，当高价铁离子存在时，发酵液中产生大量

的凝胶，用伴刀豆凝集素 ａ结合萤光素，然后用共聚焦
激光显微镜扫描，发现微生物多糖中的糖基结合 Ｆｅ３＋

而迅速沉淀，致使发酵液中约有一半的 Ｆｅ３＋被还原为
Ｆｅ２＋。
３．６　溶氧对发酵过程的影响

　　微生物多糖发酵过程中，随着菌体的生长、多糖的
合成，发酵液由初始的牛顿型流体转变为高粘度的非

牛顿型流体，其流动、混合、传热和供氧均变得十分困

难。因此，在培养过程中尤其是在培养后期必须供给

充足的氧。因为随着胞外多糖的积累，发酵液的粘度

将提高，氧气供应不足，将不利于目标产物的继续合

成。刘红英等［１３］在优化的摇瓶发酵培养基组成情况

下，通过考察不同装液量对摇瓶发酵的影响，结果表明

随着三角瓶中装液量的减少，单位产糖量逐渐增加，间

接表明Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａＸＣＨ２１产胞外多糖的过程为好氧发
酵，因此适当增加通气量有利于发酵。如果改用发酵

罐进行发酵，可以通过增加搅拌增加溶氧，通过搅拌可

使底物和产物在发酵液中均匀分散，因而可以提高发

酵的效率。Ｒａｍｉｒｅｚ等［２１］使用 ２０Ｌ发酵罐，利用 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅＫ６３发酵产胞外多糖，使溶氧始终保持在
１０％以上，多糖的的产量相对较高。方文等［２５］在研究

肺炎克雷伯氏菌发酵产胞外多糖时发现溶氧对细菌生
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长和产物生成具有显著影响，改变转速和摇瓶中培养

基的装液量可以明显提高细菌的生长速度和胞外多糖

的产量。

４　分离提取方法

　　提取回收的目的是获得便于应用的产品形式，终

产物应具有最小的降解度，并基本上不含有其他发酵

产物和培养基等杂质，此外食品级产品还应符合无毒

和卫生的各项要求。一般的已投入大规模生产的细菌

胞外多糖，如黄原胶、透明质酸等，其工业化分离具体

分为：稀释、离心、有机相沉淀、硅胶柱过滤、活性炭吸

附、透析、微孔过滤（超滤）、离子交换层析或有分子筛

作用的凝胶柱层析等步骤［２６］。目前针对克雷伯氏菌胞

外多糖常用的分离提取方法主要有沉淀法和直接干燥

法［２７］。其中最方便的产物分离方法是醇沉淀法，常用

的醇有甲醇、乙醇、丙醇和异丙醇。直接干燥法是将发

酵液蒸发水分而直接干燥成固体产品，常用转筒烘烤、

鼓风干燥、喷雾干燥和瞬时快干等方法，但通过以上方

法得到的都是低档的粗制品，其中含有大量菌体蛋白、

无机盐和有机残余物等杂质，若对产品纯度要求较高

则需要进一步的分离。张燕等［１４］对克雷伯氏菌胞外多

糖粗品先后经ＣＴＡＢ吸附分离，ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ离子交

换和ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００ＨＲ凝胶过滤纯化，得分子量分布

相对均一的胞外多糖纯品。

５　研究展望

　　目前已报道的克雷伯氏菌胞外多糖和同类产品相

比，单位产量还较低，物耗能耗较高，产出与投入比还

有待提高。因此筛选优质多糖产生菌并利用现代生物

技术构建具有多种优异性能的基因工程菌与细胞工程

菌［２８］，将是未来研究的发展方向。同时，在现有基础上

尝试构建动力学模型，通过模拟调控发酵条件提高胞

外多糖的单位产率，并进一步改良其分离提取方法也

都是今后工作重点。同时作为新型的微生物多糖，克

雷伯氏菌胞外多糖若要实现大规模工业生产就必须满

足以下三个条件［２８］：能分散溶解于水中；具有优于或等

价于传统胶稳定的功能特性；具有特殊的流变特性。

因此对其理化性质进行分析，与同类型产品（黄原胶、

结冷胶等）进行比较，进一步拓展克雷伯氏菌胞外多糖

的应用范围，开发它的新功能，是今后研究的另一

重点。
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