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摘要：采用透析、乙醇沉淀、凝胶过滤层析对微生物絮凝剂ZS.7进行了纯化.经鉴定纯化后的微生物絮凝剂ZS.7是一种新型

的糖蛋白，其产量大约为0.98 g/L发酵液.ZS一7主要由多糖和蛋白质组成，含量分别为91.5%和8.40%-.进一步的分析表明ZS-

7中含有酸性多糖包括糖醛酸（16.4%）  、丙酮酸（7.1%）和乙酸（0.5%）.采用凝胶色谱法测得ZS.7的相对分子质量为6.89

 x l04.红外光谱、X射线能谱图和核磁共振图谱说明糖蛋白絮凝剂ZS.7含有羟基、氨基、羧基、甲氧基和磺酸等功能性基团.

单糖组成分析说明ZS.7主要由鼠李糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖组成，各单糖的摩尔比大致为：半乳糖：葡萄糖：甘露糖：鼠李

糖  =142：  2.2：  4.5：  3.4.
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AbStraCt：The bionocculant ZS-7 wa8 puri矗ed to homogeneity by ethanol precipitation，dialysi8 and gel permeation chromatography

（GPC）  .  About O.98 g of the puri6ed bionocculant could be recovered  from l L of  fermentation broth.’rhe puri蚤ied bionocculant wa8

identified a8 a glycoprotein consisting of  poly8accharide（91.50殇 ）  and protein（8.4a毵D）  ，with an approximate molecular weight of  6.89

 x lO‘.The major component of ZS-7 iB an acid polysaccharide incIuding uDonic（  16.4矗绳D）  ，pyruvic（7.1 a爱D）  丑nd acetic acids

（0.5%）  .It consist8 0f galact08e，glucose，mannose and rhamn08e in a molar ratio of l42：  2.2：  4.5：  3.4.  X.ray photoelectron

spect砷08copy（XPS）  and Fourier transform infra∞ed  （FTIR）  曩nd NMR spectrum of the bioflocculant indicate the preBence of carboxyl，

hydroxyl，amide，amino，methoxyl and Bulfate groupB.
Key words：bionocculant；曰ncfffus liĉenifDnlnisX14；  glycoprotein；  puri蠡ication；  8tructural characterization

    近年来 ，已经报道的微生物 絮凝剂的组 成和结  DP.152产生的絮凝剂是杂 多糖类 ，由葡 萄糖 、甘 露

构多种多样 ，主要有多糖 、脂类 、糖脂 、糖蛋白及核酸  糖 、半乳糖和岩藻糖组成 ，其摩尔比约为8：4：2：1̈ 1  ；

类物 质⋯.例 如 ，Asperfg￡ZZ“s so晡ae产 生 的 絮 凝 剂    EnnerD6口cter  口erDgenes产生的微生物絮凝剂 WF-1  是

AJ7002为多肽多糖类，主要 组成为半乳糖 、葡萄糖  一种杂多糖 ，由葡萄糖 、果 糖和甘露糖组成 ，其摩 尔

胺 、2.酮葡 萄糖 酸及多 肽成分阻1  ；Pseudomonas 8p.    比为 10.3：5.4：  1'91  ；曰口c￡ZZus s扯6tiZis DYUl  产生的高

产生的絮凝剂为 DNA类口1  ；AspergiZZMs par口siIicus产    絮凝活性物质 DYU500为 聚谷 氨酸 （PGA）  ，相对 分

生的絮凝功能成分 AHU7165为多糖类 ，相对分子质  子质量为（3.16—3.2）  ×106  '101  .

量为 3  × 105【”；R.3 mixed mic玎obeB产生的 APR.3    絮凝剂的结构决 定了其 物理特性和功能，研 究

为酸性多糖类 ，其组成为葡萄糖 、半乳糖 、琥 珀酸和  各类絮凝剂的结构 ，是研究絮凝机制的重要前提 ，从

丙酮 酸 ，相 对 分 子 质 量 为 3  ×106[11  ；R̂ odocDccus  而可以有效地提高絮凝效率.研究絮凝结构 ，也有助

eryt̂ropDZis产生 的 NOC.1  生 物絮凝 剂为 多糖蛋 白    于研制更有效的絮凝 剂 ，如 能用化 学方法合成具有

类‘副；  myxobacterium Ⅳ口nnmcystis sp.NU.2产 生 的    简单结构的生物絮凝 剂 ，则 可以大大降低絮凝剂的

絮凝剂NU-2是一种酸性多糖，由葡萄糖、甘露糖和  — —

葡萄糖醛酸组成 ，其 比例 为 5：  4：1'61  ；Kze6siezzasp. 鏊萎昱眢曼蹁 嚣鑫罐 署显嚣器 端 描 （200。o.06，）

产生的絮譬剂是一譬酸哮多糖 ，主零， 半乳糖 、葡萄  作者简介：鍪繁 寥 譬 拓奄 靠士孑袭磊 蔫馏 鑫方璺为变耋慧
糖和甘露糖 组 成 ，其 比例 为5：2：  1571；曰口cfZZMs sp.    1izhongshanloo@  yahoo.com.c“
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生产成本.    与 CPC反应，收集残余多糖沉淀；在高浓度的 NaCl

    本研究应用 GPC  （凝胶过滤层析）  、HPLC分析、  和含有游离的 CPC的多糖溶液中加入 2倍无水乙

傅立叶红外光谱分析 ，XPS  （  X射线光电子能谱仪）  .    醇，充分混合后，静置 20 min，使沉淀充分析 出；

紫外光谱分析、元素分析、GC.MS、NMR等技术探讨  5 000 r/min离心5  min，将沉淀用 60%的乙醇冲洗 3

了BDciZZns ZiĉenifDrmis X14合成的胞外多糖类絮凝    次并收集沉淀再冷冻干燥制成多糖粗成品.

剂中糖蛋白纯品ZS-7的性质、组成及结构.    （2）  Sephacryl S-500凝胶过滤层析

-  材料与方法     Bio.墨？ 5chBio'Rad唧1且bora'or'esi髦麓 塞过：麓

1.1  材料     析.层析柱（   1.6  × 100 mm）   ，填料为 Sephacryl S-

1.1.1  菌株来源     500，上样量为5 mL，流速为2 mL/min，5 mL/管，分

    芽孢 Xl4  （日口ciZZus lichenifDrmis）  ，本实验室筛  部收集，去离子水梯度洗脱，280 nm和 490 nm UV

选鉴定，现保存于中国典型培养物保藏中心，序列号  检测.测定每管收集液的糖、蛋白质含量及絮凝率.

CCTCC AB 208260.    收集絮凝活性峰 ZS.7，将其真空浓缩、透析、冷冻干

1.1-2  微生物絮凝剂的制备    燥得到纯品ZS.7.

    产絮凝剂培养基：淀粉 10 g/L、氯化铵 0.51    （3）  ZS.7的凝胶电泳

g/L、K2HP04 3 g/L和 KH2P04 l g/L，115℃灭菌 30    电泳条件为温度25℃，恒定电压为 250 V，电泳

min.    缓冲液为0.025 mol/L，pH为 12.5  的硼酸，醋酸纤

    培养条件：初始 pH值为8.O，接种量采用 1%，    维素条带用0.5% （质量分数）  的甲苯胺蓝染色，再

摇床转速采用 140  。160 r/min的变速控制，37℃培  用乙醇洗涤‘111.

养 48 h后收集发酵液.    1.2.3  纯化后的ZS.7的定量分析

1.2  方法     多糖含量测定采用苯酚硫酸法‘   12 3  ，蛋白质含量

1.2.1  絮凝活性测定方法     测定采用考马斯亮蓝法m1  .糖醛酸测定采用硫酸咔

    在ZR4.6型六联搅拌仪的1 000 mL烧杯中加入    唑法‘  12】  .丙酮酸和乙酸测定采用 Friedman的方

990 mL 4 g/L的高岭土悬浊液（高岭土配置前过 100    法‘131.氨基糖的测定采用 Elson.Morgan方法‘  121  .元

目筛）  ，快速搅拌 l min（700 r/min）  后，依次加入 5  素分析采用 Vario EL CHN—OS  快速元素分析仪

mL 10%  CaCl2和 5 mL发酵液，再慢搅 5 min（80    （Elementar，Germany）.

r/min）  ，静置 5 min后 ，取 800 mL刻度处水样于 T6  L 2.4 ZS.7的相对分子质量测定（凝胶色谱法）

新世纪分光光度计 550 nm处测吸光度 D，∞，记为    将已知相对分子质量 （膨，×103  ：5.2、11.6、

B.同上用去离子水代替发酵液作对照，D，so记为 A.    23.8  、48.6  、148、273、410、668、1 482）  的葡聚糖

絮凝活性的计算公式为：絮凝活性 =[A—B]/Ax    标准品分别用流动相配制成 1.0 mg/mL的溶液，进

lOO%.    样量20  肛L，记录色谱图，用 Breeze GPC软件以标准

1-2.2 ZS-7的纯化    葡聚糖相对分子质量的对数 logM，对洗脱体积

    （1）   ZS-7的预处理     （Elution Volume）进行回归处理，得到葡聚糖标准曲

    将发酵液在5 000 r/min下4℃离心 l5 min去除  线.将多糖样品用流动相配制成 1.0  —2.O mg/mL的

菌体和杂质；上清液装入透析袋去离子水中透析48  溶液，进样 20 p。L，测定多糖样品的保留时间，利用

h，每8 h更换一次去离子水，用硫酸·苯酚法检测透  标准曲线求出多糖相对分子量.

析液中无单糖存在，并用旋转蒸发仪浓缩至原来体  1.2.5 ZS.7的单糖组成分析

积的 1/5，再加入 3倍体积的无水乙醇（4℃）充分搅    精密称取多糖 5 mg，加入 2 moVL的 TFA l mL

拌后放置于4℃冰箱中过夜收集沉淀；将沉淀重新  溶解，封管，沸水浴 6 h.反复加入甲醇 500C减压旋

溶解于 100 mL去离子水中；加入2%浓度为 10%的    蒸，除掉多余的TFA，得干物，加入肌醇5 mg，加水2

CPC（氯化十六烷基吡啶）  ；充分混合后于65℃温育  mL溶解.称取阿拉伯糖、鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、甘

10 min；5 000 r/min离心 5 min，收集 CPC多糖复合  露糖、木糖及肌醇各 5 mg，加水 2 mL溶解.样品液

物沉淀，并将沉淀溶于2 mol/L的 NaCl  中，使成均匀    及标准品液分别加入 NaBH.各 25 mg室温水解 2

的多糖溶液，此时，多糖与 CPC分离；将上清液重复  h，间歇振荡.用少量乙酸中和至没有气泡产生，加甲



分峰拟合.    ∞ 47.5  嵋 嘞 28.6  娜

1.2.8  ZSt7的1  HtNMR和1CtNMR波谱分析    圈2 zs.7的醋酸纤维薄膜电泳结果
    分 析所 用 的仪器 为 德 国 Bruker公 司 配备 的 ”C  、    Fig.2 ResuIt。  of celI。lo。e  acetate￡ilm electtol，ho∞eBiB of  zs  .7

1 H双核超低温探头 的 AVANCE400M超导体超屏蔽

傅立叶变换核磁共振 波谱仪.测 定温度为 70℃ ，溶  2.2  纯化 ZS.7的定量分析

剂为 D：O，以 DMSO.d。为内标 ，测定样 品量 为纯化    微生物絮凝 剂 ZS一7粗 产 品（经过 上述 的预 处

样品10 mg.    理）  的产量大约为1.26 g/L发酵液，纯化后产量大
    约为 0.98 g/L发酵液 ，其定量分析结果如表 1  所示.

    裹l ZS.7的组成分析/%

2.1  微生物絮凝剂ZS.7的纯化  Table l composition analylsis of zs.7/o*。
    图 1  为 ZS.7进行凝胶过滤层析时的洗脱曲线，  .项目  多糖  蛋白质  糖醛酸  丙酮酸  乙酸 .氨基糖

从中可知絮凝活性峰和蛋白质 ，多糖峰同时出现 ，说    含量  91.5  8.4 16-4 7.1  0.5    3.2

明微生物絮凝剂 ZS.7中多糖 和蛋 白质可能是结合

在一起.凝胶 电泳实验结果 （  图 2为单一蓝色色斑）    由表 1  可知 ，糖蛋 白类絮凝剂 zs-7主要 由多糖

和 HPLc分析[  图 3（  a）  中图形的对称分布 ]  进一步    和蛋 白质构成 ，其含量分别为 91.5%和 8.4% ，说 明

说明了 zS.7的纯度 ，所以，纯化后 的 zs.7为糖蛋 白    糖蛋 白类絮凝剂 zs-7的主要的成分是多糖.进一步

类絮凝剂.    的分析说明zsl7中含有酸性多糖包括糖醛酸
    （16.4%）  、丙 酮 酸 （7.1% ）  和 乙 酸 （0.5%）.同 时

    ZS.7中还含有 3.2% 的氨基糖.元素分析 显示 ZS.7

    o-8. —L    .100    中 C、H、O、N  和 S所 占质 量分 数 分别 为 32.1% 、

    蠢4 /态\誉攀1 so  譬蒜刍品麓淼
    童 ” r    ff/ \\l —160薹    采用凝胶色谱 法对 纯化后 的糖 蛋 白 zs-7进行

    蚕 o.4 I— //厂 \过 1.。蓥     相对 分子 质 量 的测 定.用 瑞 典 Pharmacia葡 聚糖

    嚣.仉3“ ∥ &    1帅承     Dextran系列作为标 准品，图 3  是根据标准葡聚糖洗

    毒 仉2r    汐 骶     120    脱体积 （   y。）   和 logM，绘制 的标准曲线 ，其 函数关系

    l [ 鐾茳爿 .    . #簧登#= f。     式为 log jIf，：61.5  —10.l y  +o.607俨 一o.0125  y3，

    10    加试管霉（5.o。L籀 50    ∞     R2  =o.999 324.样品 zs一7的保 留时间为 24.05 min，
    转化为体积后代入标准 曲线 中可求 得 ZS.7的重均

    图  1 Fig.17 G。l p。nn。。ti。。’。h。om。t。g。。m。fzs.7l谱圈    分子质 量和数 均分 子 质 量 分别 为 6.89 × 104和
    with s。pha。.yl s.500    5.70  ×104.经 计算 其 聚合度 （M，/M。）   为1.21  ，意



    卜—茹矿而‰1击— 1— 1— 1— ‘— 1— 1 0  lo.‰百斋高面矗亩i赤万办两志行盎i。剖面面矗面拓dDo
    l时间，min    洗脱体积

    圈3 ZS-7测定分子量的凝胶色谱图和分子■标准曲线

    Fig.3 Gel permeation ch玎Dmatog蕾am of ZS  .7 for̂f.meagu∞ement and caIibration cunre of puUul_n st&ndaldB

味着糖蛋 白 ZS.7是一种接近均相的杂多糖，跟前面  2 151、1 654  、1 540  、1 457、1 415、1 240  、1 076  、

单糖组成分析的结果吻合.    882  及  784.如图5所示.

糖可能为组成该多糖的支链结构.    波射m一1

    oL tj—吉—宇—— 言.哼—宁理 L 击—吉l    羧基中的 c— o对称伸缩振动，说 明 zs.7含有羧
    t≯min    基基团.1 457 cm“为 CH，的弯曲振动和 CH：的剪

    圈4  标准单糖的气相色谱图和zsj7水解后的气相色谱图    式振动.1 240 cm'1  处的吸收峰为  S— O对称伸缩

    Fig.4 Gc p。。6n。。  。f  stand。。d  m。。。。。。ha.id。    振动意味着 ZS.7中含有硫酸根基 团㈣ .1 076 cmd

    and zst7 hydrolyaate    处强 的吸收 峰显示 C—O伸缩振 动说明存在 甲氧

    基.882 cmq和 784 cm’‘  处 的吸收峰为甘露糖糖苷

2.5  远红外光谱扫描    键的吸收峰.综上所述，糖蛋白类絮凝剂中含有羟
    样品用 KBr压片法 ，在 500  —4 000 cm一1  范围内    基、氨基 、羧基 、甲氧基和硫酸 根基团等有利于絮凝

获得红外光谱 ，主要吸收强峰3 410、2 925、2 854、  的基团.



2.6 XPS波谱分析    N 18扫描光谱 ，399.8 eV和 401.6 eV为氮原子在

    为了进一步了解 ZS-7中的官能团结构 ，进行了    NH/NH：质子化氮原子的结合能.因为样 品是在 pH

X射线光电子能谱分析.    =5时制备 ，所 以峰 401.6 eV为氨基/酰胺基质子

    全谱扫描图谱 [  图 6（a）  ]  显示 了存 在于 ZS.7  化时的 结合 能.O l s扫 描 光 谱 如 图 6（d）  所 示 ，

表面的3种主要元素（C、N和 O）.C 1s扫描光谱如    530.9、532.0  和 532.9 eV 为 O在 O— C—OH  、

图 6（b）所示 ，284.6、286.0、287.5  和 288.7 eV显    O—C— NH2和羟基基 团中的结合能.这些结果和

示了 ZS-7中 C在 C—C、C—OH/C—N  、O—C— N    红外光谱分析的结果很吻合 ，进一步证 实 了糖蛋 白

和 O—C— OH 基 团的结合能 6̈】  .图 6（c）  显示 了    絮凝剂中含有 OH、NH2、COOH和 OCNH等基团.

    I.6e+5厂——————————————————————————————————1 25 000广————————————————————————_——————.———1

    1.4-+5l∞全谱扫描 IoI-    l    I彻ch扫描    I
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    结合能堵V    结合拟oV

    圈6 ZS-7的X射线能谱圈

    Fi暑.6  XPS Bpectrum of ZSJ

2.7 1H.NMR和”C.NMR波谱分析    后的ZS二7为一种接近均相的糖蛋白.
    由1  H.NMR（  图7）的波图谱可以看 出，共振信号    众所周知 ，聚合物 的摩尔质量和功能性基团是

主要在化学位移（3.7  —4.2）  ×10一6，表 明纯化 的糖  决定其絮凝活性 的关 键 因素 ”̈.据报道 ，在蛋 白质

蛋 白样品中单 糖间的连接主要为 a.型糖苷键 5.12 ‘ 类微生物絮凝 剂 中，氨 基 和 羧基 是有 效 的 絮凝 基

×10“处 为 d.半乳糖 吡喃残基的端 基质子的特征   团 ¨̈ .相对于相 对分 子质量 小 的微 生物 絮凝剂 而

峰.此外 ，重水 的化学位移出现在 4.70  ×10“.    言 ，相对分子质量大的微生物 絮凝剂具有 更多的吸

    由”C.NMR（  图 8）  可 以看 出，非 端基碳 原子的    附位点，更强的架桥作用 和更高 的絮凝 活性 ”̈.在

信号集中在 （2.7—78.8）  xlOq.甲基和 甲氧基的    本研究中，红外光谱 、X射线能谱 图和核磁共振 图谱

碳原子信号出现在 12.4  ×10“和 54.6  ×10一‘.99.9  显示了微生物絮凝剂 ZS二7存在羧基、羟基 、氨基 、酰

×10“处为 仅-半乳糖吡喃残基的端基碳 的特征峰.    胺基 、甲氧基和硫酸根 这些有利 于絮凝的基 团m1.

化学 位 移 在 （  175.6  —176.8）  ×10“和 （  178.7  .    而且 ，元素分析微生物絮凝剂 ZS二7中氮和氧 的含量

182.1）  ×10“分别为羰基和羧基 中碳原子信号.其  明显高于前人报道 的微生物 絮凝剂氮 和氧的含量，

它的单糖 由于含量 比较低 （葡 萄糖 、甘露糖 和 鼠李  表明 ZS二7有许多含氮原子 和氧原子有助 于絮凝 的

糖）  ，信号峰不明显.从核磁共振分析结果显示纯化  功能性基团存在.
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