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摘要：[目的】 明确紫花苜蓿（Medicago sativa）种带桃色欧文氏菌（Erwinia persicina）Cp2 胞外多

糖（exopolysaccharides，EPS）的含量测定方法及其最佳培养条件，获得更高产量的胞外多糖。【方法】 
采用单因素试验优化 Cp2 EPS 的测定方法和培养条件。【结果】 优化后的苯酚硫酸法测定条件为最大

吸收波长 490 nm、显色时间 20 min、显色温度 100 ℃、苯酚质量分数 5%、苯酚用量 0. 80 mL、浓硫酸用

量 5. 00 mL；优化后的最适培养基为大豆蛋白胨 20. 00 g、K2HPO4 1. 50 g、MgSO4·7H2O 1. 50 g、淀粉

25. 00 g、蒸馏水 1. 00 L，pH 值  7. 0~7. 2，121 ℃灭菌 15 min；富集培养温度 30 ℃。【结论】 苯酚硫酸法

较蒽酮硫酸法更适于测定 Cp2 EPS。采用优化后的培养条件桃色欧文氏菌 Cp2 EPS 产量较优化前增

加了 365. 91%。同时本研究结果将为桃色欧文氏菌 Cp2 胞外多糖的功能研究及产品开发提供理论

基础。
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紫 花 苜 蓿（Medicago sativa）种 带 桃 色 欧 文 氏 菌

（Erwinia persicina）Cp2 属 革 兰 氏 阴 性 菌 ，杆 状 ，产 粉

红色水溶性色素，有鞭毛［1］。该菌可从番茄（Lycoper⁃

sicon esculentum）、黄 瓜（Cucumis sativus）［2］ 、大 麦

（Hordeum vulgare）［3］、小菜蛾（Plutella xylostella）［4］和

古壁画岩石等动植物寄主及环境中分离得到，其重要

的 生 物 特 性 之 一 是 能 向 环 境 中 大 量 分 泌 一 种 酸 性 物

质 胞 外 多 糖（exopolysaccharides，EPS）［5］。 它 是 该 菌

形成生物膜的重要成分，可显著增强菌体对各种逆境

胁 迫 的 抗 性［6-7］。 细 菌 胞 外 多 糖 具 备 培 养 周 期 短 、成

本低、安全无毒且易与菌体分离等优点［8］，在化工、食

品 、制 药 、农 业 等 多 个 领 域 中 都 具 有 良 好 的 发 展 前

景［9-10］。另外，大量的研究证实胞外多糖不仅可以提

高 动 植 物 的 抗 氧 化 能 力［11］、调 节 动 植 物 的 生 长 ，且 多

糖大分子还可以降低重金属的迁移性和毒害性［7］；也

能 够 提 升 作 物 在 不 同 逆 境 胁 迫 下 的 抗 逆 性 ，如 高 粱

（Sorghum bicolor）［12］、小 麦（Triticum aestivum）［13］等

粮食作物。

当 前 对 微 生 物 胞 外 多 糖 的 含 量 检 测 方 法 普 遍 为

传统的苯酚硫酸法和蒽酮硫酸法，但是二者是否适用

于 检 测 桃 色 欧 文 氏 菌（Erwinia persicina）Cp2 EPS 的

含量尚不明确 ，与此同时 ，提升 EPS 产量的科学研究

多集中于细菌适宜的培养条件、培养基组分和提取条

件等工艺优化，其中最为成熟的是乳酸菌胞外多糖的

提取优化工艺。乳酸菌可产生杂多糖（heteropolysac⁃
charides，HePSs）和 同 多 糖（homopolysaccharides，
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HoPSs）两 种 胞 外 多 糖［14］，且 杂 多 糖 的 生 产 水 平 普 遍

低 于 同 多 糖 。 杂 多 糖 的 合 成 与 细 菌 的 生 长 、代 谢 有

关，其产糖量受介质组成（如碳、氮源和微量元素）、生

长条件（如温度、pH 值和氧气）和培养时间等多种因素

影 响［15］；同 多 糖 与 杂 多 糖 生 产 类 似 ，都 需 要 经 过 优 化

培养基组成和培养条件以获得最大的 EPS 产量［16］；Is⁃

mail 和 Nampoothiri［17］采 用 优 化 的 培 养 条 件 从 1 株 乳

杆 菌 中 获 得 了 高 达 1. 2 g/L 杂 多 糖 。Kiessling 等［5］提

取 纯 化 并 鉴 定 发 现 桃 色 欧 文 氏 菌 的 胞 外 多 糖 是 由 葡

萄糖和半乳糖等组成的一种杂多糖，但是它的提取工

艺 仍 属 空 白 ，所 以 优 化 胞 外 多 糖 的 培 养 条 件 对 提 高

EPS 的产量尤为重要。

本 试 验 以 紫 花 苜 蓿 种 带 桃 色 欧 文 氏 菌 Cp2 EPS
为研究对象，采用单因素试验优化苯酚和蒽酮硫酸法

测 定 Cp2 EPS 含 量 的 方 法 ，并 筛 选 出 适 宜 培 养 Cp2 
EPS 的 碳 、氮 源 、微 量 元 素 、培 养 温 度 和 提 取 条 件 ，还

在此基础上利用响应面试验优化培养基组分，明确了

Cp2 EPS 的测定方法及培养条件，为后续对胞外多糖

的功能研究及开发利用提供实践和理论基础。

1　材料和方法

1. 1　试验和材料

1. 1. 1　菌株、培养基　 桃 色 欧 文 氏 菌 Cp2 菌 株 由 甘

肃 农 业 大 学 草 业 学 院 牧 草 病 理 学 实 验 室 提 供 。 培 养

基见表 1。

1. 1. 2　试剂　 苯 酚 、蒽 酮 、无 水 乙 醇 、浓 硫 酸 均 为 国

产分析纯。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　 桃 色 欧 文 氏 菌 Cp2 胞 外 多 糖 的 提 取　 将

-80 ℃低 温 保 存 的 Cp2 活 化 接 种 至 NA，在 恒 温 培 养

箱 中 28 ℃倒 置 培 养 48 h，用 无 菌 水 配 制 菌 悬 液 ，并 接

种 至 装 有 金 氏 B 培 养 液 的 250 mL 锥 形 瓶 中 ，30 ℃恒

温震荡（200 r/min）培养 2 d 得到 Cp2 菌悬液。取适量

菌悬液 4 ℃，12 000 r/min 离心 20 min，留上清液，加入

乙醇（3 倍体积 95% 冰冻乙醇）静置 12 h，离心收集沉

淀并溶解，4 ℃保存备用［18］。

1. 2. 2　桃色欧文氏菌 Cp2 胞外多糖测定方法的优

化　参照文献［19］的方法使用酶标仪在 200~900 nm
波长范围内进行扫描，确定苯酚硫酸法和蒽酮硫酸法

测定 Cp2 EPS 溶液时最大的吸收波长。

按 上 述 方 法 分 别 测 定 不 同 条 件 下（水 浴 时 间 、水

浴 温 度 、苯 酚 质 量 分 数 、苯 酚 体 积 、浓 硫 酸 体 积 、蒽 酮

硫 酸 体 积）Cp2 EPS 溶 液 的 吸 光 度 值 ，确 定 最 佳 试 剂

用量并优化 2 种测定方法。

Cp2 EPS 测定方法的评价：称取恒重的无水葡萄

糖 0. 1 g 定容至 100 mL 的容量瓶中，配制成 1 mg/mL
的 标 准 葡 萄 糖 溶 液 ，再 精 密 量 取 0、10、20、30、40 和

50 mL 标准溶液至 100 mL 容量瓶中定容，最终配制成

系 列 标 准 葡 萄 糖 溶 液 ，终 浓 度 为 0、0. 1、0. 2、0. 3、0. 4
和 0. 5 mg/mL，并以等量蒸馏水为空白对照绘制葡萄

糖 标 准 曲 线 ，并 比 较 苯 酚 硫 酸 法 和 蒽 酮 硫 酸 法 测 定

Cp2 EPS 产量时的稳定性、回收率、精密度和重现性。

将 提 取 到 的 Cp2 EPS 溶 液 按 照 优 化 后 的 最 佳 测 定 条

件进行测定，Cp2 EPS 产量的计算方法参照杨勤等［20］

的方法，取最大吸收波长处的 OD 值代入葡萄糖标准

曲线的线性回归方程中，计算 Cp2 EPS 含量。

1. 2. 3　桃色欧文氏菌 Cp2 胞外多糖培养及提取条件

的优化　Cp2 EPS 培养基组分的优化：在金氏 B 培养

基的基础上，分别依次考察 6 种不同的碳源（葡萄糖、

蔗 糖 、甘 油 、麦 芽 糖 、淀 粉 、乳 糖）及 不 同 浓 度（5. 0~
25. 0 g/L）、5 种不同的氮源（蛋白胨、牛肉膏、酵母膏、

大豆蛋白胨、硫酸铵）及不同浓度（5. 0~35. 0 g/L）、4
种不同的微量元素（MgSO4、MnSO4、FeSO4、CaCl2）及

不 同 浓 度（0. 5~2. 5 g/L）条 件 下 Cp2 EPS 产 量 的 变

化，筛选出最佳培养基组分。

表 1　培养基配方表

Table 1　Formula table of culture medium

培养基名称

营养琼脂培养基（NA）

金氏 B 培养基（KB）

试剂

牛肉膏 3. 0 g、蛋白胨 10. 0 g、NaCl 5. 0 g、琼脂 18. 0 g、水 1. 0 L、pH 值 7. 0~7. 2、

121 ℃灭菌 20 min

蛋白胨 20. 0 g、K2HPO4 1. 5 g、硫酸镁 1. 5 g、丙三醇 15. 0 mL、蒸馏水 1. 0 L，pH 值

7. 0~7. 2、121 ℃灭菌 15 min

用途

活化培养 Cp2 菌株

富集菌体收集 EPS
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在 上 述 试 验 的 基 础 上 ，考 察 不 同 培 养 温 度（25、

28、30、33 和 35 ℃）、不同乙醇浓度（50%、75%、80%、

95%）和 乙 醇 体 积（1~5 倍）处 理 下 Cp2 EPS 的 产 量 ，

确定最优 Cp2 EPS 的培养及提取条件。

1. 2. 4　桃色欧文氏菌 Cp2 胞外多糖培养基组分的响

应面优化试验　在上述单因素试验的基础上，选择碳

源浓度（A）、氮源浓度（B）和微量元素浓度（C）为响应

因素，EPS 产量（Y）为响应值，采用 Box⁃Benhken 设计

3 因素 3 水平的响应面试验对 Cp2 EPS 的培养基组分

进行优化（表 2）。

最 优 条 件 的 验 证 ：利 用 上 述 优 化 的 最 佳 培 养 基 、

最 适 培 养 温 度 和 最 优 提 取 条 件 再 次 培 养 提 取 Cp2 
EPS，使 用 1. 2. 2 中 的 测 定 方 法 和 计 算 方 法 得 出 优 化

后 Cp2 EPS 的产量。

1. 3　数据分析

本试验使用 Excel 2019 进行数据汇总和整理，采

用 Design⁃Expert 11. 0 软件对 Box⁃Benhnken 的试验结

果进行分析，用 SPSS 26. 0 统计分析软件进行单因素

方 差 分 析（one⁃way ANOVA），其 结 果 以 平 均 值 ± 标

准差表示。

2　结果与分析

2. 1　桃色欧文氏菌 Cp2胞外多糖测定方法的优化

2. 1. 1　最大吸收波长的确定　 由 图 1 可 知 ，在 200~
900 nm 波长范围内进行扫描，显示苯酚硫酸法和蒽酮

硫 酸 法 测 定 Cp2 EPS 溶 液 的 最 大 吸 收 峰 值 分 别 出 现

在 490 nm 和 620 nm 处。

2. 1. 2　桃色欧文氏菌 Cp2 胞外多糖测定方法的优

化　采用苯酚硫酸法测定 Cp2 EPS 溶液时，随着显色

时间的延长，吸光度值呈现先升后降的趋势，在 20 min

时吸光度值达到最高，随后平缓下降（图 2⁃A）；随着显

色 温 度 的 增 高 其 吸 光 度 呈 现 持 续 上 升 的 趋 势 ，在

100 ℃ 时 吸 光 值 达 到 最 大 且 显 著 高 于 其 余 温 度（P<
0. 05）（图 2⁃B）；苯酚质量分数在 5% 以下，吸光度会随

着苯酚质量分数的增加而上升，5% 时吸光度值最大，

随后下降（图 2⁃C）；苯酚用量在 0. 4~1. 2 mL 范围内，

随着苯酚用量的增加，Cp2 EPS 溶液的吸光度值呈现

先升后降的趋势，且在 0. 8 mL 时达到最大（图 2⁃D）；

浓 硫 酸 体 积 在 5. 0 mL 之 内 ，吸 光 度 会 呈 现 显 著 增 高

（P<0. 05），5. 0 mL 用 量 时 达 到 顶 峰 ，随 后 缓 慢 增 高

但不显著（图 2⁃E）。

蒽酮硫酸法测定 Cp2 EPS 溶液时，在 40 min 内随

着 显 色 时 间 的 加 长 吸 光 度 会 呈 现 出 先 上 升 后 下 降 的

趋势，并在 10 min 时吸光度值显著高于其余时长（P<
0. 05）（图 3⁃A）；不同温度梯度处理下，吸光度值会随

温度升高呈先升后降趋势，在 60 ℃出现最高峰，显著

高于其他 4 个温度处理（P<0. 05）（图 3⁃B）；蒽酮硫酸

体积在 1. 0~3. 0 mL 内，吸光度会随着用量的增加呈

现显著增长趋势（P<0. 05），并在 3. 0 mL 时达到最大

吸光值 0. 90±0. 10，随后缓慢下降（图 3⁃C）。

2. 1. 3　Cp2 EPS 测定方法的评价　苯酚硫酸法（图 4⁃
A）和蒽酮硫酸法（图 4⁃B）绘制标准曲线得出的线性回

归 方 程 分 别 为 ：y=6. 4336x+0. 028 7（R2=0. 999 3），

y=7. 1143x+0. 063 4（R2=0. 996 4）。

由图 5 可知，这种测定方法的准确度及精密度存

在 一 定 差 异 。 稳 定 性 结 果 显 示 苯 酚 硫 酸 法 与 蒽 酮 硫

酸法在 60 min 内的变异系数分别为 2. 88 和 24. 32，所

以蒽酮硫酸法的波动较苯酚硫酸法大，稳定性较差。

表 2　桃色欧文氏菌 Cp2胞外多糖培养基组分的响应面

优化试验因素与水平

Table 2　Response surface optimization for test factors and 
levels of Erwinia persicina Cp2 exopolysaccharides medium 

components

因素

A 碳源浓度/（g·L-1）

B 氮源浓度/（g·L-1）

C 微量元素浓度/（g·L-1）

水平

-1

15

20

1. 5

0

20

25

2

1

25

30

2. 5

图 1　2种不同方法测定 Cp2 EPS溶液的吸收光谱图

Fig. 1　Absorption spectra of Cp2 EPS solution determined 
by two methods
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精 密 度 和 重 现 性 试 验 中 苯 酚 硫 酸 法 测 定 Cp2 
EPS 的 精 密 度 和 重 现 性 相 对 标 准 偏 差（RSD）1. 16%

小于蒽酮硫酸法的测定结果（RSD） 1. 89%（表 3）。

苯 酚 硫 酸 法 测 定 Cp2 EPS 的 平 均 加 标 回 收 率 为

100. 13%，大 于 蒽 酮 硫 酸 法 测 定 的 结 果（RSD） 
99. 87%，并 且 苯 酚 硫 酸 法 测 定 Cp2 EPS 的 加 标 回 收

率相对偏差（RSD） 0. 37% 小于蒽酮硫酸法的试验结

果（RSD） 0. 71%（表 4）。

2. 2　桃色欧文氏菌 Cp2胞外多糖培养及提取条件的

优化

2. 2. 1　Cp2 EPS 培养基组分的优化　培养组分中的

碳源为淀粉时 Cp2 EPS 产量可达（1. 20±0. 05） g/L，

显著（P<0. 05）高于其他碳源（图 6⁃A）；Cp2 EPS 产量

会 随 着 淀 粉 浓 度 的 增 加 而 显 著 升 高（P<0. 05），但 当

图 2　苯酚硫酸法中不同测定条件下 Cp2 EPS溶液的吸光度值

Fig. 2　Absorbance value of Cp2 EPS solution under different determination conditions in phenol sulfuric acid method
注：不同小写字母表示在不同处理间差异显著（P<0.05）。下同

图 3　蒽酮硫酸法中不同测定条件下 Cp2 EPS溶液的吸光度值

Fig. 3　Absorbance value of Cp2 EPS solution under different determination conditions in anthrone sulfuric acid method

图 4　葡萄糖标准曲线

Fig. 4　Glucose standard curve
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淀 粉 浓 度 为 20 g/L 时 ，EPS 产 量 达 到（1. 79±0. 10）

g/L，之后产糖量增长趋势不显著（图 6⁃B）；所以 20 g/L
为最适宜的淀粉浓度。

Cp2 EPS 培 养 基 组 分 的 最 佳 氮 源 为 大 豆 蛋 白 胨

且产量为（0. 60±0. 03） g/L，显著高于其他氮源（P<
0. 05）（图 7 ⁃ A）；随 着 大 豆 蛋 白 胨 浓 度 的 升 高 ，Cp2 
EPS 产量呈现先升后降的趋势，在 25 g/L 时达到最大

值（0. 71±0. 09） g/L（图 7⁃B），所 以 25 g/L 为 最 适 宜

的大豆蛋白胨浓度。

添加 4 种不同微量元素（MgSO4、MnSO4、FeSO4、

CaCl2）的条件下，Cp2 EPS 均能得到较好的产量，其中

MgSO4 显 著 高 于 其 余 3 种 微 量 元 素（P<0. 05）（图 8⁃
A）；且当 MgSO4 浓度为 2. 0 g/L 时 EPS 产量达到最高

图 5　苯酚硫酸法与蒽酮硫酸法测定 Cp2 EPS稳定性的比较

Fig. 5　Comparison between phenol-sulfuric acid method 

and anthrone-sulfuric acid method for the determination of 

Cp2 EPS stability

表 3　苯酚硫酸法与蒽酮硫酸法测定 Cp2 EPS精密度和重现性的比较

Table 3　Comparison of precision and reproducibility between phenol-sulfuric acid method and anthrone-sulfuric 
acid method for the determination of Cp2 EPS

方法

苯酚硫酸法

蒽酮硫酸法

EPS 含量/（g·L-1）

0. 222

0. 094

0. 222

0. 096

0. 217

0. 099

0. 219

0. 098

0. 218

0. 098

0. 216

0. 098

平均值

（0. 219±1. 03）×10-3

（0. 097±0. 75）×10-3

相对标准偏差/%

1. 16

1. 89

表 4　苯酚硫酸法与蒽酮硫酸法测定 Cp2 EPS回收率的比较

Table 4　Comparison between phenol-sulfuric acid method and anthrone-sulfuric acid method for 
determining the recovery of Cp2 EPS

方法

苯酚硫酸法

蒽酮硫酸法

平行

1

2

3

1

2

3

样品中糖含量/mg

0. 17

0. 17

0. 17

0. 17

0. 17

0. 17

加标量/mg

10. 00

10. 00

10. 00

10. 00

10. 00

10. 00

检测量/mg

10. 20

10. 14

10. 21

10. 11

10. 12

10. 24

回收率/%

100. 29

99. 71

100. 39

99. 41

99. 51

100. 69

平均回收率/%

100. 13±0. 21

99. 87±0. 41

相对标准偏差/%

0. 37

0. 71

图 6　不同碳源及其浓度条件下 Cp2 EPS的产量

Fig. 6　Yield of Cp2 EPS under different carbon sources and their concentrations
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值（0. 61±0. 01） g/L，显 著 高 于 其 他 4 个 浓 度 条 件（P

<0. 05）（图 8⁃B）。

2. 2. 2　Cp2 EPS 培养及提取条件的优化　培养温度

在 25~30 ℃时，Cp2 EPS 的产量表现出逐渐增加的趋

势，但是增加趋势不显著，在 30 ℃达到最大值（0. 52±

0. 05） g/L；当温度超过 30 ℃，Cp2 EPS 的产量开始降

低，在 35 ℃时产糖量显著下降为（0. 32±0. 14） g/L（P

<0. 05），因 此 30 ℃ 为 Cp2 EPS 最 适 宜 培 养 的 温

度（图 9）。

在 4 种乙醇浓度梯度处理下，随着乙醇浓度的上

升 ，Cp2 EPS 含量也在提升 ，且在 95% 时显著高于其

余 浓 度（P<0. 05）（图 10 ⁃A）；随 着 乙 醇 体 积 的 增 加

EPS 的产量逐渐增加，加入≥2 倍体积的乙醇后，Cp2 
EPS 含 量 显 著 增 加（P<0. 05），而 后 趋 于 平 稳（图 10⁃

B）；综 合 成 本 因 素 分 析 ，2 倍 体 积 95% 乙 醇 最 适 于 沉

淀 Cp2 EPS。

2. 3　桃色欧文氏菌 Cp2胞外多糖培养基组分的响应

面优化试验

2. 3. 1　响应面 Box⁃Benhnken 试验结果　响应面试验

的数据测定结果见表 5，由表 5 可知：

采 用 Desigh ⁃ Expert 11 进 行 响 应 面 Box-
Benhnken 试验，得到的桃色欧文氏菌 Cp2 胞外多糖产

量对响应因素的二次多项回归方程为：

多 糖 产 量（Y）=1. 48+0. 2055A-0. 0137B+ 
0. 0475C-0. 1071AB-0. 0324AC+0. 1324BC-
0. 0321A2+ 0. 1578B2-0. 0254C2。

响应面方程模型的 P 值<0. 000 1（极显著），表明

建模成功 ；失拟项 P 值 0. 101 6>0. 05（不显著），表明

试 验 误 差 较 小 ；决 定 系 数 R2=0. 984 7，表 明 模 型 中

图 7　不同氮源及其浓度条件下 Cp2 EPS的产量

Fig. 7　Yield of Cp2 EPS under different nitrogen sources and concentrations

图 8　不同微量元素及其浓度条件下 Cp2 EPS的产量

Fig. 8　Yield of Cp2 EPS under different trace elements and their concentrations

图 9　不同培养温度条件下 Cp2 EPS的产量

Fig. 9　Yield of Cp2 EPS under different culture tempera⁃
tures
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98. 47% 的试验数据可由模型解释；变异系数（CV）为

2. 36%，表 明 试 验 中 误 差 小 。 一 次 项 A、C，交 互 性

AB、BC 和二次项 B²对试验结果具有极显著影响（P<
0. 01），其余项对试验结果影响不显著。由 F 值得出，

培 养 基 组 分 中 影 响 桃 色 欧 文 氏 菌 Cp2 胞 外 多 糖 产 量

的因素顺序为碳源浓度>微量元素浓度>氮源浓度。

2. 3. 2　响应面 Box ⁃Benhnken 试验结果分析　 使 用

Design⁃Expert 11. 0 绘制三维响应面图和等高线图，发

现 响 应 面 均 有 向 下 的 开 口 ，交 互 作 用 较 明 显（图 11-
13）。 通 过 模 型 和 拟 合 方 程 得 出 最 佳 培 养 基 组 分 为 ：

碳源浓度 25. 00 g/L、氮源浓度 20. 00 g/L 和微量元素

浓度 1. 50 g/L，且预测多糖产量为 2. 021 g/L。

2. 3. 3　验证试验　利用优化后的条件重新培养提取

Cp2 EPS，通过计算其产量为（2. 05±0. 38）g/L，比优

化前的（0. 44±0. 03） g/L 增长了 365. 91%，与预测值

的误差为 1. 43%，说明此模型能较好预测 Cp2 EPS 的

产量。

3　讨论

3. 1　2种方法测定 EPS的对比分析

本试验采用苯酚硫酸法在流程不变的基础上，改

进了材料的使用量和反应条件，探明了 Cp2 EPS 的最

佳测定条件为 5% 苯酚 0. 8 mL、浓硫酸 5. 0 mL、显色

时间 20 min 和显色温度 100 ℃。该研究结果与张洁媛

等［21］测定的苦瓜多糖含量相比，苯酚的质量分数和用

量保持一致，反应温度和浓硫酸用量不同。据以往研

图 10　不同乙醇浓度及体积条件下 Cp2 EPS的产量

Fig. 10　Yield of CP2 EPS under different ethanol concentration and volume

表 5　桃色欧文氏菌 Cp2胞外多糖培养基组分的响应面优化试验设计及结果

Table 5　Response surface optimization design and results of Erwiniapersicina Cp2 exopolysaccharides medium components

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

A：碳源浓度/（g·L-1）

15. 00
25. 00
15. 00
25. 00
15. 00
25. 00
15. 00
25. 00
20. 00
20. 00
20. 00
20. 00
20. 00
20. 00
20. 00
20. 00
20. 00

B：氮源浓度/（g·L-1）

20. 00
20. 00
30. 00
30. 00
25. 00
25. 00
25. 00
25. 00
20. 00
30. 00
20. 00
30. 00
25. 00
25. 00
25. 00
25. 00
25. 00

C：微量元素浓度/（g·L-1）

2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
1. 50
1. 50
2. 50
2. 50
1. 50
1. 50
2. 50
2. 50
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00
2. 00

EPS 产量/（g·L-1）

1. 27
1. 90
1. 52
1. 72
1. 13
1. 61
1. 30
1. 64
1. 74
1. 39
1. 56
1. 74
1. 51
1. 47
1. 46
1. 49
1. 45
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究显示，胞外多糖测定工艺流程中反应温度过高时会

破 坏 底 物 多 糖 ，苯 酚 用 量 和 浓 硫 酸 用 量 与 原 料 本 身 、

多糖结构有关，但本研究发现温度并未对 Cp2 EPS 的

测 定 产 生 影 响 ，反 而 过 量 的 苯 酚 会 增 加 反 应 底 物 ，过

量的浓硫酸会使多糖碳化严重［22］，且加入方式也会影

响显色效果，所以本试验与文献［23］一样使用注射器

控 制 了 加 入 浓 硫 酸 的 体 积 和 方 式 以 保 证 试 验 的 准 确

性 ，同 时 溶 液 长 时 间 在 高 温 下 反 应 水 分 容 易 蒸 发 ，吸

光值波动较大易产生误差，25 min 时试验结果偏差稍

大 ，可 能 是 外 在 因 素 导 致 的 ，反 而 20 min 时 显 色 充 分

且误差小。

改 进 后 蒽 酮 硫 酸 法 的 最 佳 测 定 条 件 为 反 应 时 间

10 min、反应温度 60 ℃和蒽酮硫酸溶液用量 3. 0 mL。

其 试 验 结 果 与 申 希 峰 等［24］测 定 榛 花 EPS 的 含 量 相 比

反应时间相同，显色温度和蒽酮硫酸用量不同。蒽酮

硫酸溶液可与多糖发生水解反应，过量的蒽酮硫酸溶

液会导致多糖水解严重并对实验结果造成影响，同时

蒽 酮 硫 酸 溶 液 与 多 糖 发 生 水 解 反 应 本 身 就 是 一 个 放

热 的 过 程 ，不 需 要 太 高 的 温 度 即 可 完 成 整 个 显 色

过程［25］。

综上所述，优化后的 2 种方法平均回收率都较高，

且 试 验 结 果 接 近 100%，所 以 二 者 都 可 以 准 确 测 定

表 6　响应面试验结果方差分析

Table 6　Analysis of variance of response surface test results

方差来源

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A²
B²
C²

残差

失拟项

纯误差

总离差

R²
变异系数

平方和

0. 586 4
0. 337 9
0. 001 5
0. 018

0. 045 9
0. 004 2
0. 070 2
0. 004 3
0. 104 8
0. 002 7
0. 009 1
0. 006 9
0. 002 2
0. 595 5

0. 984 7
2. 36%

自由度 df

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

均方根误差

0. 065 2
0. 337 9
0. 001 5
0. 018

0. 045 9
0. 004 2
0. 070 2
0. 004 3
0. 104 8
0. 002 7
0. 001 3
0. 002 3
0. 000 6

F 值

50. 19
260. 33

1. 15
13. 89
35. 37
3. 24

54. 05
3. 35

80. 73
2. 1

4. 15

P 值

< 0. 000 1**

< 0. 000 1**

0. 318 3
0. 007 4**

0. 000 6**

0. 115 1
0. 000 2**

0. 11
< 0. 000 1**

0. 190 8

0. 101 6

注：**表示差异极显著（P<0. 01）。

图 11　碳源浓度和氮源浓度对 EPS产量交互影响的三维曲面（A）和相应等高线图（B）
Fig. 11　Three dimensional surface （A） and corresponding contour map （B） of the interaction between carbon 

source concentration and nitrogen source concentration on EPS yield
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Cp2 EPS，且操作相对简单，不需要多糖的纯产物，在

实 验 室 即 可 完 成［23］。 但 是 本 试 验 中 苯 酚 硫 酸 法 测 定

Cp2 EPS 的稳定性、精密度和重现性都比蒽酮硫酸法

高 ，且 试 验 结 果 中 相 对 偏 差 数 值 也 较 小 ，所 以 苯 酚 硫

酸法比蒽酮硫酸法更适于测定 Cp2 EPS。

3. 2　培养基组分和培养提取条件对 EPS 产量的对比

分析

培 养 基 中 各 组 分 的 变 化 都 会 对 EPS 产 量 产 生 影

响，还会在一定程度上影响多糖的结构［26］。不同来源

的碳水化合物会导致胞外多糖产量的不同［18］，本试验

中碳源筛选结果与张泽生［27］的试验结果较为相似，认

为淀粉能促进胞外多糖积累，但当淀粉的浓度超过 20 
g/L 时积累速度减缓可能是淀粉浓度过高，菌体细胞

渗透压太大所致［28］，这与 Abedi 等［29］的研究结果相同，

过高的碳源浓度可通过高渗作用抑制乳酸菌的生长。

氮源及其浓度同样可以影响胞外多糖最终的产量［26］，

本 试 验 选 出 的 氮 源 与 冯 美 琴［30］和 曹 永 强 等［31］对 胞 外

多糖培养条件优化的研究结果一致，认为最佳氮源为

大豆蛋白胨且其添加量能显著影响 EPS 的产量，本研

究 中 的 氮 源 添 加 量 结 果 与 钟 华 晨 等［32］保 持 一 致 。 微

量元素是限制菌体生长的重要因素，其中硫酸镁及其

浓度是影响 EPS 产量的主要因子之一［33］，本试验中硫

酸 镁 的 用 量 与 杨 静 等［34］优 化 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 EPS 的

发酵条件相同。

培养条件是制约胞外多糖产量的重要因素之一。

本研究的 Cp2 EPS 最适培养温度为 30℃，与 Kiessling
等［5］和姜云芸等［35］研究结果一致，除此之外，在胞外多

糖提取过程中乙醇浓度与用量也会影响多糖产量，本

试 验 的 乙 醇 浓 度 与 冯 美 琴［36］的 研 究 一 致 ，但 与

Kiessling 等［5］和 胡 彦 营［37］试 验 结 果 不 同 ，乙 醇 用 量 与

Marwa 等［6］和胡彦营［37］对胞外多糖提取工艺优化结果

相 似 。 以 往 研 究 证 实 ，菌 株 、培 养 基 组 分 和 胞 外 多 糖

图 12　碳源浓度和微量元素浓度对 EPS产量交互影响的三维曲面（A）和相应等高线图（B）
Fig. 12　Three dimensional curved surface （A） and corresponding contour map （B） of the interaction between carbon source 

concentration and trace element concentration on EPS yield

图 13　氮源浓度和微量元素浓度对 EPS产量交互影响的三维曲面（A）和相应等高线图（B）
Fig. 13　Three dimensional curved surface （A） and corresponding contour map （B） of the interaction between nitrogen source 

concentration and trace element concentration on EPS yield
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结构的异质性，致使胞外多糖提取过程中乙醇浓度和

用量的差异［6］。

4　结论

通过单因素试验最终得出：苯酚硫酸法比蒽酮硫

酸 法 更 适 合 于 测 定 Cp2 EPS 的 含 量 ；通 过 优 化 碳 源 、

氮 源 、微 量 元 素 、培 养 温 度 、乙 醇 体 积 及 其 浓 度 等 条

件，Cp2 EPS 的产量达到了（2. 35±0. 38） g/L，比优化

之前增加了 4. 34 倍。
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Optimization of the method for determining 
exopolysaccharides and culture conditions of 

Erwinia persicina Cp2
JIA　Qian-ying，ZHU　Huan，LI　Yi-juan，ZHANG　Feng-qi，ZHANG　Zhen-fen*

（College of Grassland Science，Gansu Agricultural University Key Laboratory of Grassland Ecosystem，Ministry 

of Education/Pratacultural Engineering Laboratory of Gansu Province/Sino-U. S. Center for Grassland 

Ecosystem Sustainability，Lanzhou 730070，China）

Abstract：【Objective】 To determine the content of exopolysaccharides（EPS） in seed-borne Erwinia persicina 
Cp2 present in alfalfa and identify  its optimum culture conditions for achieving higher yield of EPS.【Method】 A 
single-factor test was employed to optimize the determination method and culture conditions of Cp2 EPS.【Result】 
The optimized conditions for the  phenol-sulfuric acid method were determined as follows： maximum absorption 
wavelength of 490 nm，color development time of 20 min，color development temperature of 100 ℃，phenol mass frac⁃
tion of 5%，phenol dosage 0. 80 mL，and concentrated sulfuric acid dosage of 5. 00 mL. The optimized medium for 
Cp2 EPS production included soy peptone （20. 00 g），dipotassium hydrogen phosphate （1. 50 g），magnesium sulfate 
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（1. 50 g），starch （25. 00 g），distilled water （1. 00 L）maintained at pH 7. 0~7. 2，sterilization at 121 ℃ for 15 min，

and the enrichment culture temperature of 30 ℃ .【Conclusion】 The results revealed that the phenol-sulfuric acid 
method was superior to anthrone-sulfuric acid in determining the Cp2 EPS content，resulting in 365. 91% increase 
in Cp2 EPS production compared to  the previous method. This study provides a theoretical basis for the functional re⁃
search and product development of Erwinia persicina strain Cp2 exopolysaccharides.

Key words：Erwinia persicina；exopolysaccharides；optimization of culture conditions
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