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摘要 采用诱变筛选获得的马疫链球菌EF02,发醇后透明质酸(hyaluronicacid,HA)的产量达3.05g/L,

通过单因素及正交试验摇瓶培养优化发酵培养基,再经15L发酵罐发酵,发酵后 HA的产量为3.47g/L,与

EF02优化处理前相比,提高了13.77%;通过对发酵条件优化,发酵后 HA的产量为3.66g/L,与EF02优化处

理前相比,提高了20.0%。对产物 HA进行分离纯化,HA提取率达98.36%,HA纯度达91.28%,蛋白质残留

率为0.97%。
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  透明质酸(hyaluronicacid,HA)化学名称为糖

醛(玻璃)酸,它是以D-葡萄糖醛酸和 N-乙酰氨基

葡萄糖单体为结构单元,通过β-1,4糖苷键反复交

替连接而形成的链状高分子酸性粘多糖[1]。HA通

常溶于水,不溶于醇、酮、乙醚等有机溶剂,具有保

湿、抗衰老、润滑等功能,广泛用于日化、保健食品、
医药等领域;如在医药领域,HA在药物中可作为药

物载体[2],可将各类药物靶向送至病理部位,具有促

进骨折愈合及一定抗癌作用等功效。
链球菌可产HA,A族链球菌有较强的侵袭力,

可产生多种酶和外毒素。吴涛[3]对猪链球菌致病性

进行过相关研究。笔者以Streptococcusequin 为出

发菌,经诱变获得无致病性高产菌株EF02,经15L
发酵罐发酵,通过对发酵培养基及发酵条件进行优

化,使得 HA产量显著提高;同时对发酵液进行预

处理,对目的产物 HA进行了分离纯化研究,以探

讨一套在扩大培养过程中提高 HA产量和品质的

发酵及提取工艺。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌种。StreptococcusequinEF02,由笔者所在

实验室诱变选育获得。发酵液,取自15L发酵罐。

2)培养基。种子培养基:马丁肉汤20g/L,蛋
白 胨 10 g/L,NaCl3 g/L,NaHCO32 g/L,

Na2HPO41g/L,葡萄糖10g/L;调pH 值为7.4,

116℃灭菌30min。发酵培养基:蔗糖50g/L,混合

氮源 100g/L,葡 萄 糖 10g/L,MgSO4·7H2O
2g/L,Na2HPO4·12H2O2g/L,NaHCO31g/L;
调pH值为7.4,116℃灭菌30min。
1.2 培养方法

1)种子培养。取斜面菌种1~2环转接到装液

体积比为 50mL/300mL三角瓶中,37℃,200
r/min振荡培养16h。

2)摇瓶培养。将制备好的种子液按体积分数

10%的接种量转接到装有100mL发酵培养基的300
mL三角瓶中,37℃,250r/min,发酵培养44h。

3)发酵培养。将培养好的种子液按体积分数

10%的接种量转接到15L发酵罐中,37℃,250
r/min,发酵培养44h。
1.3 测定方法

1)透明质酸含量的测定。采用Bitter-Muir氏

咔唑法[4]。

2)透 明 质 酸 相 对 分 子 质 量 的 测 定。采 用

Laurent等[5]的方法。

3)HA得率的计算。

HA得率(%)=(处理后 HA含量×样品液体

积)/(处理前HA含量×样品液体积)×100
4)蛋白质含量的测定。Bradford染料结合法

(dyebindingmethod)[6-7]。
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2 结果与分析

2.1 发酵培养基多因素正交优化

前期单因素试验表明,蔗糖为最佳碳源,葡萄糖

和蔗糖质量比在1∶10时为最佳复合碳源,酵母浸

膏、牛肉浸膏、蛋白胨质量比为2∶1∶1时效果最

好。在此基础上,通过7因素3水平正交试验对培

养基组成进行了优化,摇瓶发酵结果见表1。
表1 发酵培养基多种因素正交优化1)

Table1 Multi-factororthogonaloptimizationoffermentationmedium g/L

序号

No.
蔗糖(A)
Saccharose

葡萄糖(B)
Glucose

复配氮源(C)
Compound

nitrogensource
Na2HPO4(D) NaHCO3(E)

UDP(F)
Uridine

diphosphate

谷氨酸(G)
Glutamicacid

HA产量

OutputofHA

1 25 5 55 1.0 0.8 0.01 0.01 1.36
2 25 10 75 1.5 1.6 0.05 0.02 2.18
3 25 15 95 2.5 2.4 0.09 0.03 3.05
4 45 5 55 1.5 1.6 0.09 0.03 0.97
5 45 10 75 2.5 2.4 0.01 0.01 3.01
6 45 15 95 1.0 0.8 0.05 0.02 3.29
7 65 5 75 1.0 2.4 0.05 0.03 0.67
8 65 10 95 1.5 0.8 0.09 0.01 1.53
9 65 15 55 2.5 1.6 0.01 0.02 1.46
10 25 5 95 2.5 1.6 0.05 0.01 1.21
11 25 10 55 1.0 2.4 0.09 0.02 1.08
12 25 15 75 1.5 0.8 0.01 0.03 3.09
13 45 5 75 2.5 0.8 0.09 0.02 3.37
14 45 10 95 1.0 1.6 0.01 0.03 3.23
15 45 15 55 1.5 2.4 0.05 0.01 2.72
16 65 5 95 1.5 2.4 0.01 0.02 0.54
17 65 10 55 2.5 0.8 0.05 0.03 1.54
18 65 15 75 1.0 1.6 0.09 0.01 1.87
k1 1.995 1.370 1.522 1.933 2.380 2.132 1.950
k2 2.798 2.112 2.382 1.838 1.837 1.935 2.003
k3 1.268 2.580 2.158 2.290 1.845 1.995 2.108
R 1.530 1.210 0.860 0.452 0.543 0.197 0.158
 1)k:均值 Meanvalue;R:极差 Range.下同 Thesameasbelow.

  据表1由极差R 大小分析可得,最佳发酵培养

基配方为A2B3C2D3E1F1G3,即当发酵培养基中蔗

糖添加量为45g/L、葡萄糖15g/L、复配氮源75
g/L、Na2HPO42.5g/L、NaHCO30.8g/L、UDP
0.01g/L及谷氨酸0.03g/L时,最适宜HA发酵生

产。在此正交试验优化后的发酵培养基的基础上,
于15L发酵罐中发酵,测得 HA产量为3.42g/L,
与对 照 EF02 优 化 处 理 前 相 比,产 量 提 高 了

12.13%。
2.2 金属离子对发酵产 HA 的影响

在上述正交试验优化得到最佳发酵培养基的基

础上,考察金属离子 Mg2+、Mn2+、Cu2+对发酵培养

基产HA的影响,摇瓶发酵结果见表2。
由表2极差R 及均值分析可得,最佳搭配为

A2B1C1,即当发酵培养基中 MgSO4·7H2O添加量

为2g/L,MnSO4·H2O 为0.2g/L,CuSO4·

5H2O为0.05g/L时为最佳产酸条件,通过发酵后

测得HA产量为3.47g/L,在产酸3.42g/L基础

上HA产量仅提高了1.46%,与添加前的3.42g/L

表2 金属离子Mg2+、Mn2+、Cu2+对发酵产HA的影响

Table2 EffectsofmetalionsMg2+,Mn2+,

Cu2+toHAfermentation g/L

序号

No.
MgSO4·
7H2O(A)

MnSO4·
H2O(B)

CuSO4·
5H2O(C)

HA产量

OutputofHA
1 1 0.2 0.05 3.13
2 1 0.3 0.10 2.41
3 1 0.4 0.15 1.37
4 2 0.2 0.10 3.42
5 2 0.3 0.15 2.54
6 2 0.4 0.05 3.15
7 3 0.2 0.15 2.26
8 3 0.3 0.05 2.85
9 3 0.4 0.10 1.44
k1 2.470 3.137 3.210
k2 3.070 2.600 2.457
k3 2.183 1.987 2.057
R 0.887 1.150 1.153

无显著差异,因此金属离子不作为培养基的组成。
2.3 发酵工艺条件优化

1)不同发酵阶段溶氧量(转速)对产 HA的影

响。在发酵前期、中期及后期不同的3个阶段通过

变换转速的方式来改变溶氧量,其对发酵产 HA的

影响结果见表3。由表3极差R 分析可以得出,最
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佳优化组合为A2B3C2,在此优化组合下进罐发酵后

测得HA产量为为3.49g/L,与对照EF02优化处

理前相比,产量提高了14.43%。
表3 发酵不同阶段溶氧量(转速)对发酵产HA的影响

Table3 Impactoftheamountofdissolvedoxygen(speed)

ontheproductionofHAindifferentstagesoffermentation

序号

No.

前期转速(A)
Earlyspeed/
(r/min)

中期转速(B)
Medium

speed/(r/min)

后期转速(C)
Latespeed/
(r/min)

HA产量

Outputof
HA/(g/L)

1 150 200 180 1.16
2 150 250 230 1.89
3 150 300 280 1.96
4 200 200 230 3.01
5 200 250 280 2.57
6 200 300 180 3.44
7 250 200 280 2.37
8 250 250 180 2.81
9 250 300 230 3.05
k1 1.670 2.180 2.470
k2 3.007 2.423 2.650
k3 2.743 2.817 2.300
R 1.337 0.637 0.350

  2)pH值对发酵产 HA的影响。本次试验考察

的是不同初始的pH值对发酵产 HA的影响,其结

果如图1所示。

图1 不同初始的pH值对发酵产HA的影响

Fig.1 ImpactofdifferentinitialpHvalue
ontheproductionofHAfermentation

  由图1可知,HA产量随着pH 值的变化先递

增后递减,最高点在pH 值7.5处,因此pH 值为

7.5时最适合生产 HA,pH值偏高或偏低均影响菌

体的生长及HA合成酶的活性。

3)不同发酵阶段温度对产 HA的影响。在发

酵的初期、中期及后期分别改变温度,其对发酵产

HA的影响见表4。
由表4中 极 差 R 分 析 可 得 出,最 佳 组 合 是

A3B2C2,即发酵温度前期为37℃,中期为35℃,后
期为35℃时发酵产 HA最适宜。在此优化温度下

进罐发酵测定 HA产量为3.55g/L,较之前有较

大提高。原因是,在发酵初期37℃培养可以使菌

体较快地生长繁殖,为发酵中后期打好产酸基础;
发酵中后期适当降低温度更有利于 HA的合成及

积累。

表4 不同发酵阶段温度对产HA的影响

Table4 Impactoftemperatureontheproductionof

HAindifferentstagesoffermentation

序号

No.

前期发酵(A)
Pre-

fermentation/℃

中期发酵(B)
Fermentation
medium/℃

后期发酵(C)
Post-

fermentation/℃

HA产量

Outputof
HA/(g/L)

1 33 33 33 1.48
2 33 35 35 2.41
3 33 37 37 1.43
4 35 33 35 3.04
5 35 35 37 2.16
6 35 37 33 2.89
7 37 33 37 2.07
8 37 35 33 3.54
9 37 37 35 3.52
k1 1.773 2.197 2.637
k2 2.697 2.703 2.990
k3 3.043 2.613 1.887
R 1.270 0.506 1.103

  4)接种量对发酵产 HA的影响。种子液按不

同的体积分数分别转接到15L发酵罐,发酵后分别

测定HA的产量,其结果如图2所示。

图2 接种量对发酵产HA的影响

Fig.2 Impactofinoculumconcentration
ontheproductionofHAfermentation

  由图2可看出,接种量在5%~20%时,HA
产量先递增后递减,接种量在15%时,HA产量达

到最高。原因是接种量过少,培养基浪费严重;接
种量过多,会造成培养基中溶氧及营养物质的缺

乏,不利于菌体的生长,进而影响 HA产率的提

高。

5)发酵时间对发酵产 HA的影响。种子液转

接到15L发酵罐后,对不同时间的发酵液分别取样

测定,其对HA产量的影响结果如图3所示。

图3 发酵时间对发酵产HA的影响

Fig.3 Impactoftimeontheproduction
ofHAfermentation
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  由图3可以看出,HA的产量先是随着发酵时

间的增加而递增,在发酵时间为44h时达到最高水

平,随后就逐渐下降。其原因是发酵时间过短影响

HA的合成量,时间过长HA易降解。

6)多因素正交试验优化发酵条件。pH 值、接
种量及发酵时间等3因素对发酵条件的优化非常重

要,对该3因素的正交优化结果见表5。由表5中

极差分析可得,最佳组合为 A2B2C3,即当pH 值为

7.5,发酵时间45h,接种量14%时,为最佳发酵条

件。在此最佳发酵条件和最佳发酵培养基条件下进

罐发酵,HA产量达3.66g/L,较EF02优化处理前

提高了20.0%。其原因是pH 值相比发酵时间及

接种量对菌体生长和代谢影响最大,继而影响 HA
产量的提高。

表5 3因素正交试验优化发酵条件

Table5 Optimizationofthreeorthogonal

factorsforfermentationconditions

序号

No. pH (A)
接种量(B)
Inoculum

concentration/%

发酵时间(C)
Fermentation
time/h

HA产量

Outputof
HA/(g/L)

1 7.4 13 43 1.53
2 7.4 14 44 1.89
3 7.4 15 45 2.07
4 7.5 13 44 2.44
5 7.5 14 45 3.62
6 7.5 15 43 2.85
7 7.6 13 45 3.64
8 7.6 14 43 2.18
9 7.6 15 44 1.93

k1 1.830 2.537 2.187
k2 2.970 2.563 2.087
k3 2.583 2.283 3.110
R 1.140 0.280 1.023

2.4 发酵液的预处理

1)发酵液中菌体的去除。试验考察了发酵液除

菌方法的选择,对热处理法温度、酸处理法pH 值、
离心速率分别进行了单因素试验,并分别测出每组

HA的得率,其结果见图4、图5及图6。

图4 热处理时温度对HA得率的影响

Fig.4 Impactoftemperatureontheyield

ofHAduringheattreatment

图5 酸处理时pH值对HA得率的影响

Fig.5 ImpactofpHvalueontheyieldof
HAintheacidtreatmenttime

图6 离心速率对HA得率的影响

Fig.6 ImpactofcentrifugalspeedontheyieldofHA

  由图4、图5及图6可看出,当热处理温度

75℃,酸处理pH值4.5,离心速率5000r/min时,

HA得率分别达到最高。对比图4、图5、图6中

HA的得率可知,酸处理略好于热处理,均比单一离

心处理效果要好。其中,酸处理法pH值为4.5时,
在3类方法中除菌效果最好。

2)发酵液中蛋白质的去除。试验考察了去除发

酵液中蛋白质的方法,对加热法的温度、冷藏法的温

度、有机溶剂添加体积的选择,分别进行了单因素试

验,并分别测定出每组 HA的得率和蛋白质的去除

率,其结果如图7、图8及图9所示。
根据图7~9结果对照考虑,3类除蛋白质方法

中,选择加热法在温度90℃,效果最优。
2.5 HA 的分离提取

1)乙醇沉淀法。试验考察了乙醇的添加体积倍

数及沉淀时间对HA提取率和 HA纯度的影响,其
结果如图10、图11所示。

图7 温度对蛋白质去除率、HA得率的影响

Fig.7 Impactoftemperatureontheremoval
ofproteinandyieldofHA
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图8 冷藏温度对蛋白质去除率、HA得率的影响

Fig.8 Impactofrefrigerationtemperature
ontheremovalofproteinandyieldofHA

图9 氯仿体积添加倍数对蛋白质去除率、HA得率的影响

Fig.9 Impactofvolumeofamultipleofthevolume
ofchloroformontheremovalofproteinandyieldofHA

图10 乙醇体积添加倍数对HA提取率和HA纯度的影响

Fig.10 Impactofmultiplesofvolumeofethanol
addedontheHAextractionrateandpurityofHA

图11 沉淀时间对HA提取率和HA纯度的影响

Fig.11 Impactofmultiplesofsettlingtimeon

theHAextractionrateandpurityofHA

  根据图10、11结果可知,采用乙醇沉淀法分离

提取HA时,乙醇添加体积为发酵液3倍、沉淀时

间为18h时,效果最好。

2)高速离心法。试验考察了高速离心转速对

HA提取率和 HA纯度的影响,其结果如图12所

示。由图12可看出,离心转速选择16000r/min为

宜。综上分析可知,乙醇沉淀法与高速离心法分离

HA的效果相近。

图12 离心转速对HA提取率和HA纯度的影响

Fig.12 Impactofcentrifugalspeedonthe
HAextractionrateandpurityofHA

2.6 HA 的纯化

试验选取了NaCl浓度、pH值、CPC质量分数

及静置时间等4因素作为CPC法纯化HA的条件,
以L9(34)设计正交试验,并分别计算 HA的提取

率、纯度和蛋白质的残留率。
表6 影响CPC纯化HA的4因素3水平试验设计

Table6 Experimentaldesignofthefourfactorswith
threelevelsontheeffectoftheCPCpurifiedHA

水平

Level

因素Factors

NaCl浓度

Concentration
ofNaCl/(mol/L)

pH
CPC质量分数

Massfraction
ofCPC/%

静置时间

Standing
time/h

1 0.3 6 3 1

2 0.4 7 4 3

3 0.5 8 5 5

  正交试验结束后分别测定 HA的提取率、纯度

和蛋白质的残留率,计算后根据极差分析得出,选取

NaCl浓度为0.3mol/L、pH值为7.0、CPC质量分

数为4%、静置时间为1h的组合较佳。在此组合

下,HA提取率可达98.36%,HA纯度达91.28%,
蛋白质残留率为0.97%,平均相对 分 子 质 量 达

1.02×106。

3 讨 论

对StreptococcusequinEF02的发酵培养基进

行单因素试验及多因素正交试验优化,得到最佳组

合发酵培养基,在此发酵培养基条件下进15L发酵

罐发酵,测得HA产量达3.47g/L。本试验只是对

发酵培养基进行了优化,产量离工业化生产要求还

存在相当差距,如能进一步对菌种营养条件进行研

究,提高菌种生长状况及 HA的合成能力,或许可
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实现更高产量的发酵结果。徐姮等[8]在对考克氏菌

产木聚糖酶的发酵条件进行优化的研究中,得出通

过设定不同培养条件可以改变菌株的生长状况以及

可影响产物产量,故对菌种营养条件的进一步研究

十分必要。
对StreptococcusequinEF02发酵条件优化试

验,得最优发酵条件为:初始pH 值7.5,接种量

14%,发酵时间45h;发酵前期转速200r/min,中
期300r/min,后期230r/min;发酵前期温度37℃,
中期35℃,后期35℃。HA产量较优化前提高了

20.0%,但产量仍然偏低,原因是分批发酵转化率

低,有底物抑制、葡萄糖效应、代谢阻碍等问题,不适

合投入工业化的生产。武薇等[9]对透明质酸补糖分

批发酵工艺进行了研究,发现通过分批补加葡萄糖

较分批发酵时 HA产量提高90%,因此,有待于对

补料或连续发酵方面进行相关研究。若进一步建立

发酵动力学模型,对更好地调控发酵参数意义颇大。
发酵液经预处理后,通过单因素试验及正交设

计试验优化,得出 HA 分离纯化最佳的方法组合

为:先采用乙醇沉淀法沉淀 HA,乙醇添加体积为3
倍、沉淀时间为18h,离心取沉淀溶解盐溶液中后,
再采用 CPC法进一步纯化 HA,综合考虑,选取

NaCl浓度为0.3mol/L、pH值为7.0、CPC质量分

数为4%、静置时间为1h时效果最好,HA纯度达

91.28%,提 取 率 达 98.36%,蛋 白 质 残 留 率 为

0.97%。CPC法用于直接沉淀发酵液,用量大、成本

高,以及乙醇沉淀法不仅用量多,还存在操作的安全

性问题,故可在分离纯化方法遴选、优化组合及降低

生产成本方面进行进一步研究,或加强新提取工艺

的开发,在完善传统工艺的同时,可尝试使用离子交

换、膜过滤、亲和层析等新的分离技术来进行分离纯

化工作。
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FermentationandExtractionofHyaluronicAcid
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HubeiUniversityofTechnology,Wuhan430068China

Abstract Streptococcusequin EF02yielding3.05g/L HA wasobtainedthroughmutationand
screening.Afteroptimizingwithsinglefactorandorthogonalexperiments,thefermentationmediumwas
putintothe15Lfermentor.TheyieldofHAwas3.47g/L,increasingby13.77%comparedwithEF02
beforeoptimization.ItproducedHA3.66g/Lundertheoptimizedfermentationconditions,increasing
20.00%comparingwithEF02beforeoptimization.HAproductswereisolatedandpurified.Theresults
showedthattheextractionrateofHA,purityandtheresidualrateofproteinwas98.36%,91.28%,
0.97%,respectively.
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