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植物乳杆菌YM-2菌株胞外多糖生物合成工艺优化
司天昭，柳陈坚，秦晓萌，李晓然，罗义勇，杨 恩*
（昆明理工大学生命科学与技术学院，云南 昆明 650500）

摘  要：对从云南传统发酵豆豉分离得到的植物乳杆菌YM-2（Lactobacillus plantarum YM-2）菌株胞外多糖

（exopolysaccharide，EPS）生物合成条件进行优化。首先对培养基成分中的碳源、氮源种类进行筛选；然后利用

单因素试验分析碳源含量、氮源含量、培养时间以及培养温度对EPS产量的影响；最后采用Box-Behnken法进行

四因素三水平响应面分析以确定其最优工艺条件。结果表明，植物乳杆菌YM-2菌株生物合成EPS最佳条件为碳源

（葡萄糖）含量30 g/L、氮源（酵母粉）含量30 g/L、培养时间30.05 h、培养温度36.36 ℃，在此工艺条件下，植物

乳杆菌YM-2 EPS产量为257.362 mg/L。
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Optimization of Biosynthesis Conditions for the Production of Exopolysaccharides by Lactobacillus plantarum YM-2
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Abstract: The fermentation conditions for the production of exopolysaccharides (EPS) by Lactobacillus plantarum YM-2,  

isolated from traditional fermented tempeh in Yunnan province, were optimized. Firstly, the carbon and nitrogen sources 

in the medium were screened. Secondly, the effects of carbon source concentration, nitrogen source concentration, culture 

time and culture temperature on EPS yield were studied through one-factor-at-a-time analysis. Finally, response surface 

methodology (RSM) based on a four-variable, three-level Box-Behnken design was used to determine the optimal culture 

conditions as follows: carbon source concentration, 30 g/L; nitrogen source concentration, 30 g/L; culture time, 30.05 h; and 

culture temperature, 36.36 ℃. Under these conditions, the yield of EPS was 257.362 mg/L.
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乳酸菌利用的历史悠久，是一种公认的安全型微生

物。当前乳酸菌在食品行业中应用广泛，与人体健康关

系密切[1]。乳酸菌胞外多糖（exopolysaccharide，EPS）

是一种次生代谢产物，与细胞松散连接，并且可以直接

分泌至细胞外环境中[2]。与植物多糖和动物多糖相比，

由于微生物EPS的生产受地理环境及气候条件等自然因

素的影响较小，并且其产量及质量稳定，性价比较高。

另外EPS除具有良好的增黏性、耐盐性、抗温性、抗剪

切性等理化特性外，还具有免疫调节、抗肿瘤、抗氧化[3]

以及改善胃肠道机能[4]等多种生理机能，因此在食品和

制药领域具有广阔的应用前景。但是，当前乳酸菌EPS

的应用还很有限，主要原因是多糖产量过低，生产和提

取成本很高。通过合成条件的研究可以发现影响EPS产

量的关键因素，加之基因工程技术能够定向改造乳酸菌

的遗传物质，这些方法都可以有效提高多糖产量并降低

成本。
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自然界中很多乳酸菌可以生物合成EPS，植物乳杆菌

就是其中一类。乳酸菌EPS产量受诸多因素影响，乳酸菌

菌株本身起决定性作用。不同乳酸菌在乳培养基中产EPS

的范围不同，如噬热链球菌EPS产量为50～360 mg/L， 

干酪乳杆菌EPS产量为50～60 mg/L[5]。不同植物乳杆

菌在MRS培养基中，EPS产量不同。EPS产量的范围为

29.86～324.80 mg/L[6-9]。优化条件后G1德氏乳杆菌保加

利亚亚种EPS产率提高17.8%[10]，干酪乳杆菌LC2W在优

化培养成分后，EPS产量提高28.75%[11]，Lactobacillus 
reuteri-YR在最优发酵条件下，EPS实际产量可高达

7 214.4 mg/L[12]，这就使EPS的工业应用成为可能。除菌

种因素外，培养基组成、培养条件等都会影响乳酸菌EPS

产量[5]，因此可以通过优化EPS生物合成的条件提高多糖

产量。

本研究以EPS产量作为指标，通过单因素试验对EPS

的培养基成分及培养条件进行研究，并通过Box-Behnken

响应面法分析各因素之间交互作用对EPS产量的影响，

进一步确定从云南传统发酵豆豉分离得到的植物乳杆菌

YM-2菌株（Lactobacillus plantarum YM-2）[13]生物合成

EPS的最优条件，从而提高其EPS产量，为进一步研究

EPS生物学活性提供良好基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 

菌株：从云南传统发酵豆豉分离得到的Lactobacillus 
plantarum subsp. plantarum YM-2菌株[14]。

MRS培养基（微生物干粉培养基质控图解手册）：

蛋白胨10.0  g、牛肉粉8.0  g、酵母粉4.0  g、葡萄糖

20.0 g、K2HPO4 2.0 g、柠檬酸三铵2.0 g、乙酸钠5.0 g、

MgSO4·7H2O 0.2 g、MnSO4·4H2O 0.05 g、吐温1 mL、

蒸馏水1 000 mL，pH 6.2～6.4，115 ℃灭菌20 min。

硫酸（分析纯）  重庆川东化工（集团）

有限公司；三氯乙酸（分析纯）  天津市光复精

细化工研究所；碳酸氢钠、苯酚（均为分析纯）  

天津市风船化学试剂科技有限公司；乙二胺四乙酸 

（分析纯） 生工生物工程（上海）有限公司；MD34

透析袋（1 000 D） 上海有渔实验设备有限公司。

1.2 仪器与设备

3-18K离心机 美国Sigma公司；FD5-12真空冷冻干

燥机 美国SIM公司；Ultrospec 2100 pro紫外-可见分光

光度计 美国GE公司。

1.3 方法

1.3.1 植物乳杆菌EPS的提取纯化[15]

对活化的菌种用血球计数板进行细胞计数，通过稀

释的方法保持接种前细胞数量一致，之后根据体积比接

种。植物乳杆菌按体积分数2%的接种量接种于MRS液

体培养基中，37 ℃培养24 h；培养液4 ℃、10 000×g离
心30 min，取上清液；加三氯乙酸至质量分数为4%，

10 000×g离心15 min，取上清液；3 倍体积的预冷无水

乙醇－20 ℃沉淀过夜；4 ℃、12 000×g离心30 min收集

沉淀；待乙醇完全蒸发，加入2 mL的双蒸水溶解沉淀，

转移到经过前处理的透析袋中透析2 d，其间8 h换水一

次；收集透析液，真空冷冻干燥得到植物乳杆菌的EPS。

1.3.2 EPS产量的测定

利用苯酚-硫酸法 [16]测定EPS含量。以葡萄糖为标

准品作标准曲线，得到回归方程为y=13.307x＋0.023，

R2=0.996 9，曲线拟合良好。通过回归方程计算植物乳杆

菌YM-2的EPS产量。

1.3.3 产糖培养基成分的优化

1.3.3.1 最佳碳源的筛选

选取葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖以及果糖和蔗糖混合

碳源替代MRS培养基中的碳源，其他成分不变。每种碳源

类型的含量确定为20 g/L，37 ℃培养24 h。

1.3.3.2 最佳氮源的筛选

将MRS培养基中的蛋白胨、牛肉膏和酵母粉选定为

研究因素，每种氮源的含量确定为20 g/L，除氮源外，培

养基中其他成分不变。培养条件为37 ℃、24 h。

1.3.4 培养条件的优化

已报道的影响乳酸菌EPS产量的条件包括：碳源、氮

源、培养时间、培养温度、培养基初始pH值等[17]。本研

究首先通过单因素试验筛选发酵条件，再通过响应面试

验[18]，得出植物乳杆菌YM-2菌株生物合成EPS的最优培

养条件。

1.3.4.1 单因素试验优化

根据优化结果，本研究选定葡萄糖、酵母粉分别作

为培养的碳源和氮源。在接种量2%、其余成分与MRS

培养基成分比例一致、37 ℃培养24 h条件下，测定不同

葡萄糖含量（10、15、20、25、30 g/L）对EPS产量的影

响。在接种量2%、葡萄糖含量20 g/L、37 ℃培养24 h条

件下，测定不同酵母粉含量（10、15、20、25、30 g/L）

对EPS产量的影响。在接种量2%、碳源为葡萄糖20 g/L、

氮源为酵母粉20 g/L、37 ℃培养条件下，测定不同培养

时间（12、16、24、30、36 h）对EPS产量的影响。在接

种量2%、碳源为葡萄糖20 g/L、氮源为酵母粉20 g/L、培

养24 h条件下，测定不同培养温度（32、35、37、40、

42 ℃）对EPS产量的影响。

1.3.4.2 响应面试验设计

响应面优化可以通过拟合回归方程以构建连续变量

曲面预测模型，从而能够对不同因素水平及其交互作用

进行优化和评价，所需试验次数较少，因此被成功地

应用于各种优化过程 [19-20]。根据单因素试验结果，选
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取碳源含量、氮源含量、培养时间、培养温度4 个因 

素，以E P S产量为响应值，根据B o x - B e h n k e n试验 

设计原理[21]，设计四因素三水平响应面试验。每组试验

重复3 次。

1.4 数据处理

单因素试验设计中每项因素试验重复3 次，数据

结果使用SPSS 22.0软件对其进行方差分析（One-Way 

ANOVA）。具体选用事后多重比较中假定方差齐性为

LSD和Duncan，选项statistics为描述性，缺失值选择按分

析顺序排除个案。采用Design-Expert（Version 8.0.6）软

件进行试验设计、模型建立和数据分析。

2 结果与分析

2.1 培养基营养成分对EPS产量的影响

2.1.1 碳源种类对EPS产量的影响
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图 1 碳源种类对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 1 Effects of carbon sources on the EPS yield of strain YM-2

由图1可知，植物乳杆菌YM-2能利用多种碳源生物

合成EPS。当葡萄糖、蔗糖和果糖混合为碳源与蔗糖、

果糖、乳糖为碳源两者存在显著差异（P＜0.05）。当

糖源为葡萄糖时，YM-2的EPS产量略高于糖源为蔗糖

和果糖混合物，因此选择葡萄糖作为乳酸菌发酵的糖

源。而从印度发酵饮料（Kyiad pyrsi）分离得到的菌

株Leuconstoc lactis[22]当碳源为蔗糖时，EPS产量最高。 

Lactobacillus kefiranofaciens[23]、Lactobacillus strain A[24]当

碳源为乳糖时，EPS产量最高。说明优势碳源的利用具有

菌株差异性。

2.1.2 氮源种类对EPS产量的影响

氮源是乳酸菌合成EPS所必需的养分，不同的氮源和

适量的添加量对菌体分泌EPS均有一定的影响[25]。由图2

可知，该菌株能利用多种氮源进行发酵产糖。3 种不同的

氮源对植物乳杆菌菌株YM-2 EPS产量的影响具有极显著

性差异（P＜0.001），当氮源为酵母粉时，该菌株的EPS

产量最大，因此选择酵母粉作为乳酸菌发酵的氮源。氮源

主要通过影响微生物生长速率影响EPS等代谢的合成[26]。 

与植物乳杆菌YM-2不同的是，从在奶酪乳清生长分离得到

的kefiran[27]、从发酵穇子分离得到的Lactobacillus strain A[11]、 

Lactobacillus casei LC2W[28]在利用的氮源分别为酵母提取

物、酪蛋白水解物、蛋白胨时，EPS产量达到最大值。说

明优势氮源的应用具有菌株差异性。
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图 2 氮源种类对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 2 Effects of nitrogen sources on the EPS yield of strain YM-2

2.2 培养条件的优化

2.2.1 单因素试验结果

2.2.1.1 葡萄糖含量对EPS产量的影响
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图 3 葡萄糖含量对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 3 Effects of glucose concentration in the medium on the EPS yield 

of strain YM-2

由图3可知，葡萄糖含量对植物乳杆菌EPS产量影

响不大，当葡萄糖含量为10 g/L时，植物乳杆菌YM-2的

EPS产量为（224.24±0.651）mg/L；当葡萄糖含量达到

20 g/L时，EPS产量达到最大（228.684±0.483）mg/L；

当葡萄糖含量达到25 g/L时，EPS产量有所下降；当葡萄

糖含量为30 g/L时，EPS产量为（222.183±0.710）mg/L。 

葡萄糖含量较低时，EPS产量随着葡萄糖含量的提高而增

多；当达到一定阶段时，EPS产量又随着葡萄糖含量的

提高而下降。葡萄糖的含量较高时可以抑制乳酸菌EPS

的合成。与此不同的是Lactobacillus cinfusus[28]在糖源含

量高的条件下，EPS产量高。而Bacillus licheniformis[29]在

糖源含量很低条件下，EPS产量反而会很高。这种现象是

由于所研究的植物乳杆菌YM-2菌株中可能存在不同单糖

转运与转化系统，乳酸菌可以通过这些转运系统控制进

入细胞的碳源的量，转化系统又可以实现不同碳源的转
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化，使得菌体获得其所需要的糖。碳源表现的高浓度抑

制EPS合成的现象表明菌体细胞中具有反馈抑制体系，这

对EPS的生产应用是巨大的不利因素，因此研究碳源代谢

体系，解除反馈抑制是另一个重要方面。

2.2.1.2 酵母粉含量对EPS产量的影响
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图 4 酵母粉含量对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 4 Effects of yeast powder concentration in the medium on the EPS 

yield of strain YM-2

由图4可知，植物乳杆菌YM-2的EPS产量与酵母粉

的含量呈正相关关系，当酵母粉含量为10 g/L时，EPS产

量为（170.163±1.689）mg/L；随着酵母粉含量的增加，

EPS产量不断增加，当酵母粉含量为30 g/L时，EPS产量

达到（256.561±1.138）mg/L。当酵母粉含量较高时，

EPS产量虽然还在增加，但增速有所减缓。在酵母粉含

量在10～30 g/L范围内，植物乳杆菌YM-2的EPS产量没

有下降趋势，因此可以确定氮源的种类和含量对EPS的

合成起到了极为重要的作用。与之不同的是Lactobacillus 
LB 121[30]在高糖源（100 g/L）存在、缺乏氮源（MRS

培养基配方中氮源）培养基中，EPS含量会升高。氮源

对EPS合成的影响巨大，这可能是由于在植物乳杆菌

YM-2中，氮源通过影响 EPS合成相关酶类的合成进而

影响EPS的合成[31]。

2.2.1.3 培养时间对EPS产量的影响
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图 5 培养时间对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 5 Effect of culture time on the EPS yield of strain YM-2

由图5可知，培养时间对植物乳杆菌EPS的生物合成具

有重要影响。当培养时间较短时，乳酸菌EPS产量随着时间

的延长而提高；当某个时间点达到最大合成量后，EPS产量

又随着时间的延长而下降。这说明随着时间的延长，当培

养液的环境变得恶劣，营养物质无法满足乳酸菌的生长需

要时，乳酸菌开始分解利用EPS以满足自身的生长。

2.2.1.4 培养温度对EPS产量的影响
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图 6 培养温度对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 6 Effect of culture temperature on the EPS yield of strain YM-2

由图6可知，培养温度对植物乳杆菌YM-2的EPS的生物

合成具有重要影响。温度较低时，随着温度的提升EPS产量

增加。当产量达到最大值后，温度再继续升高EPS产量出现

下降。培养温度的影响表现为低温和高温都会抑制EPS的合

成，只有在最适培养温度时EPS产量才能达到最高。

2.2.2 响应面试验结果

2.2.2.1 响应面试验设计与结果及方差分析

根据四因素三水平的响应面试验设计，共设立29 个

试验点，试验方案及结果见表1。

表 1 响应面试验设计与结果

Table 1 Experimental design and results for response surface analysis

试验号 A葡萄糖
含量/（g/L）

B酵母粉
含量/（g/L）

C培养
时间/h

D培养
温度/℃

EPS产量/
（mg/L）

1 20 20 24 37 212.152
2 20 20 36 32 174.779
3 20 20 12 42 172.474
4 20 10 24 42 72.977
5 30 20 24 32 177.985
6 30 20 36 37 192.914
7 20 10 36 37 35.37
8 30 20 24 42 164.124
9 20 20 24 37 212.152
10 20 10 24 32 97.927
11 30 30 24 37 239.072
12 10 20 24 32 174.445
13 30 20 12 37 167.664
14 20 30 24 32 263.955
15 20 20 24 37 212.152
16 20 20 12 32 164.258
17 10 20 36 37 167.364
18 20 20 24 37 212.152
19 10 20 12 37 179.221
20 10 10 24 37 93.318
21 30 10 24 37 83.031
22 20 20 24 37 212.152
23 20 20 36 42 171.472
24 20 30 12 37 243.013
25 20 10 12 37 84.634
26 10 20 24 42 176.215
27 10 30 24 37 298.222
28 20 30 24 42 252.766
29 20 30 36 37 261.583
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利用Design-Expert（Version 8.0.6）软件对表1试验

数据进行回归拟合分析，得到植物乳杆菌YM-2菌株EPS

产量（Y）对葡萄糖含量（A）、酵母粉含量（B）、培

养时间（C）、培养温度（D）4 个因素的回归方程为：

Y=212 .15－5 .33A＋90 .95B－0 .65C－3 .61D－ 

12.22AB＋9.28AC－3.91AD＋16.96BC＋3.44BD－

2.88CD－13.08A2－24.04B2－25.43C2－19.35D2

表 2 回归方程方差分析结果

Table 2 Analysis of variance (AOVNA) of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
模型 1.10×105 14 7 834.02 51.14 ＜0.000 1**

A葡萄糖含量 341.26 1 341.26 2.23 0.157 7

B酵母粉含量 99 254.44 1 99 254.44 647.93 ＜0.000 1**

C培养时间 5.05 1 5.05 0.03 0.858 6

D培养温度 156.37 1 156.37 1.02 0.329 5

AB 596.9 1 596.9 3.9 0.068 5

AC 344.23 1 344.23 2.25 0.156 1

AD 61.08 1 61.08 0.4 0.537 9

BC  1 150.36 1 1 150.36 7.51 0.015 9*

BD 47.33 1 47.33 0.31 0.587 1

CD 33.19 1 33.19 0.22 0.648 7

A2 1 109.51 1 1 109.51 7.24 0.017 6*

B2 3 749.24 1 3 749.24 24.48 0.000 2**

C2 4 195.44 1 4 195.44 27.39 0.000 1**

D2 2 429.57 1 2 429.57 15.86 0.001 4**

残差 2 144.61 14 153.19

失拟项 2 144.61 10 214.46

纯误差 0.000 4

总和 1.118×105 28 

R2=0.980 8 R2
Adj=0.961 6

注：*.差异显著（P＜0.05）；**.差异极显著（P＜0.01）。

如表2所示，响应面方差分析所得的结果显著，说明

试验结果可靠，预测结果与试验结果符合度很好，结果

可信[21]。其中R2（0.980 8）与R2
Adj（0.961 6）值相近，而

变异系数为6.83%，小于10%，说明模型可靠，在试验因

素和水平条件下能够准确预测植物乳杆菌EPS的产量。

对回归方程各项进行方差分析，结合A、B、C、D
各因素F值的大小，可以得出4 个因素对EPS产量影响的

次序为：酵母粉含量＞葡萄糖含量＞培养温度＞培养时

间。其中B、B2、C2、D2对EPS产量的影响极显著，BC、
A2对其影响显著，其余项对其影响不显著。

2.2.2.2 响应面交互作用结果

固定其中2 个因素，利用Design-Expert软件对试验数

据进行二元多次回归拟合，所得方程响应面如图7所示。

基于考察的试验条件范围内，结果显示：在葡萄糖含量

与酵母粉含量的交互作用中，葡萄糖含量对EPS产量影响

不大，不同葡萄糖含量条件下EPS产量相对稳定。而酵母

粉含量对EPS的合成影响较大，酵母粉含量与EPS产量呈

现正相关性（P＜0.001），当酵母粉含量较高时EPS产量的

增加有所减缓（图7a）。葡萄糖含量与培养时间互相作用

明显，葡萄糖含量和培养时间水平增加到一定量时，EPS产

量出现峰值随后下降（图7b）。葡萄糖含量与培养温度的

交互作用中，EPS产量也呈现出相似的趋势（图7c）。

与酵母粉含量单因素试验相似，在酵母粉含量与培

养时间的交互作用中，EPS产量与酵母粉含量具有正相

关关系。而此时培养时间的作用与单因素试验不同，

EPS产量只是在较短培养时间内和较长时间培养时略有

下降，而在整个培养时间段内EPS产量变化并不大。在

酵母粉含量与培养温度的交互作用中得到的结论也是

相似的。EPS产量与酵母粉含量具有正相关关系。在较

低和较高培养温度时EPS产量有所下降，而不同培养温

度对EPS产量影响不大，没有单因素试验中的影响显著

（图7d、7e）。

在培养时间和培养温度的交互作用中，培养时间

与培养温度的作用都是显著的。在培养时间和培养温

度都较低时，EPS产量随着培养时间或温度水平的提高

而增加。当达到最大量后又随着时间或温度水平的提

高而下降，时间和温度过低或过高时都会抑制EPS的合

成（图7f）。
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间；e.酵母粉含量与培养温度；f.培养时间与培养温度。

图 7 各因素交互作用对菌株YM-2 EPS产量的影响

Fig. 7 Response surface plots showing the effects of various factors on 

the EPS yield of strain YM-2

由响应面优化得到EPS合成最优条件分别为葡萄糖

含量30 g/L、酵母粉含量30 g/L、培养时间30.05 h、培养

温度36.36 ℃，理论EPS产量为255.254 mg/L，这与验证

实验获得的实际产量257.362 mg/L相近，因此认为通过响

应面试验设计获得的模型是可信的。植物乳杆菌70810在

发酵条件优化（蔗糖含量34 g/L、接种量5%、发酵温度

31 ℃）后，EPS产量从64.17 mg/L[32]提高到425.16 mg/L[33]。 

植物乳杆菌C88经过发酵条件优化（初始pH 7.0、发

酵温度37 ℃和添加2%果糖作为碳源），EPS产量从

29.86 mg/L提高到40.96 mg/L[6]。植物乳杆菌YM11

在优化的发酵条件下，EPS产量为129.915 mg/L[10]。 

本实验植物乳杆菌YM-2在优化培养条件后EPS产量由

（25.450±1.389）mg/L提高到（257.362±0.781）mg/L， 

产量提高效率达到90.11%，与植物乳杆菌70810产量提高

率（84.91%）和植物乳杆菌C88产量提高率（27.10%）

均要高。这可能是因为在优化葡萄糖含量与培养温度的

同时，也优化了酵母粉含量和培养时间。实验结果达到

了预期结果，为今后更深入研究植物乳杆菌YM-2所产

EPS的结构、生理功能以及机理的阐明提供研究基础，也

为其进一步商业化发展提供了参考。

3 结 论

本实验通过单因素试验分析了植物乳杆菌YM-2合

成EPS的最佳条件，并采用Box-Behnken设计及响应面分

析，建立植物乳杆菌YM-2发酵条件的二次多项模型。经

检验证明该模型具有可靠性，能较好地预测EPS产量。利

用模型的响应面分析，得到最佳发酵条件为碳源（葡萄

糖）含量30 g/L、氮源（酵母粉）含量30 g/L、培养时间

30.05 h、培养温度36.36 ℃，此条件获得的实际EPS产量

为257.362 mg/L。这为今后更深入研究植物乳杆菌YM-2

结构、生理功能以及机理的阐明提供理论依据，也为其

进一步商业化发展提供了参考。
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