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美洲大嘴鱸腸道中葡聚糖 
產生菌	 (Leuconostoc mesenteroides B4) 之篩選 

黃美瑩‧朱惠真*‧曾亮瑋‧許晉榮 

行政院農業委員會水產試驗所水產養殖組 

摘   要 

本研究自魚隻腸道篩選具有產生葡聚糖能力之細菌，估算其葡聚糖產生量、分析其所產葡聚糖

之結構特性並鑑定該葡聚糖產生細菌之物種。結果顯示，自美洲大嘴鱸魚 (Micropterus salmoides) 

腸道中篩選出 1 株具有合成葡聚糖能力之細菌 (B4)，B4 菌株於含有 20% 蔗糖之液體培養基培養 

48 hr (28°C)，所產葡聚糖量估算為 50 mg/ml。B4 菌株所產葡聚糖之分子量為 9.5 × 105 Da。該葡

聚糖以酸液熱水解處理後，發現其單糖組成份中以葡萄糖為主。分析其 1H NMR 及 13C NMR 圖

譜，顯示與文獻上其他論文報告中所述α(1-6) 葡聚糖的鍵結資料相當接近，因此推斷該 B4 菌株

所產葡萄糖聚合物為α(1-6) 直鏈鍵結型態的葡聚糖，且有α(1-3) 支鏈。葡聚糖產生菌 B4 菌株

部分 16S rRNA 基因分析鑑定為 Leuconostoc mesenteroides，並將 B4 菌株命名為 L. mesenteroides 

B4。 

關鍵詞：篩選、葡聚糖產生菌、腸道、大嘴鱸 

前   言 

葡聚糖 (dextran) 是葡萄糖的聚合物，目前研

究 發 現 ， 會 產 生 葡 聚 糖 的 細 菌 主 要 為 

Lactobacillus spp.、Leuconostoc spp.、Streptococcus 

spp. 及  Weissella spp. 等 ， 都 屬 於 乳 酸 菌 

(Leemhuis et al., 2013)。此類乳酸菌在有蔗糖的培

養環境下，會利用本身分泌的葡聚糖蔗糖酶 

(dextransucrase) 生物合成葡聚糖，該酵素將蔗糖水

解所產生之葡萄糖逐一加到正在增長的葡聚糖鏈

上之葡萄糖，而形成較大之α(1-6) 鍵結型態的葡

聚糖，也可能有支鏈，其支鏈主要包括α(1-3)，也

有 α(1-4) 或 α(1-2) 的鍵結。此類反應之副產物

是果糖 (Korakli and Vogel, 2006)，依生物合成葡聚

糖的微生物之差異，所形成的葡聚糖分子量大小及

結構可能不同。目前有關葡聚糖的研究主要來自

Leuconostoc mesenteroides，尤其是 L. mesenteroides 
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NRRC B-512F (Jeanes et al., 1948; Alsop, 1983; 

Kothari et al., 2015a)。 

L. mesenteroides 所產的葡聚糖為美國 FDA 核

可之 GRAS (generally recognized as safe) 食品添加

物  (Bhavani and Nisha, 2010; Kothari et al., 2015a; 

Zannini et al., 2016)，它在食物加工上可當乳化劑、

成型劑、穩定劑、增稠劑及風味攜帶劑等 (Aman 

et al., 2012; Patel et al., 2012; Leemhuis et al., 2013; 

Tingirikari et al., 2014; Zannini et al., 2016)。葡聚糖

對於熱相當穩定，其裂解溫度將近 300°C，因此應

用在食品穩定度很高  (Tingirikari et al., 2014; 

Kothari et al., 2015a, 2015b)。葡聚糖應用在糖果類

可以預防糖結晶、提高含水量、增加黏度、保持風

味。添加葡聚糖在冰淇淋，有助於提高冰淇淋的黏

性，葡聚糖也可以作為冷凍乳製品的安定劑。在冷

凍及乾燥食品方面，葡聚糖可以在食品上形成保

護膜，保持食品比較不會發生氧化及其他化學反

應，維持質地及風味 (Bhavani and Nisha, 2010; 

Kothari et al., 2015b; Zannini et al., 2016)。 

葡聚糖也可以應用於動物飼料及醫藥界，分

子量為 1.0 × 104–2 × 107 Da 的葡聚糖，醫藥上作 
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為血漿填充劑及藥物攜帶劑 (Bhavani and Nisha, 

2010; Kothari et al., 2015a; Zannini et al., 2016)。在

化妝品方面，含硫酸鹽的葡聚糖具有抗老化、抗皺

紋、增加保水力、抗發炎及抗過敏等功能 (Bhavani 

and Nisha, 2010)。 

保健方面，葡聚糖可做為益生素 (prebiotic)，

增加體內益生菌-雙歧桿菌 (bifidobacteria) 及乳

酸菌的數量 (Sarbini et al., 2014; Tingirikari et al., 

2014; Kothari et al., 2015a, b; Meybodi and 

Mohammadifar, 2015; Torino et al., 2015; 

Caggianiello et al., 2016)。 

Caggianiello et al. (2016) 報導，乳酸菌所產葡

聚糖在益生菌與宿主之間相互作用，有助於益生

菌對於腸道環境之耐受力，產葡聚糖的益生菌可

以吸附在腸道表皮，提升免疫調節能力。此外，葡

聚糖配合另一種多糖類-普魯蘭 (pullulan) 亦有助

於骨骼修補及礦物化 (Schlaubitz et al., 2014)。 

Shukla and Goyal (2013) 指出，分離自發酵小

黃瓜的 Pedicoccus pentosaceas CRAG 3 所產的葡

聚糖 (0.05–1.0 及 0.1–500 μg/ml) 具有抑制子宮

頸癌細胞 (cervical cancer cell, Hela) 及直腸癌細

胞(colon cancer cell, HT29) 之功能，抑制率分別為

30 及 62%，此外，葡聚糖 (5 μg/ml)可以提高吞噬

細胞之成長 (增加 2%)。Shukla and Goyal (2013) 

推測 P. pentosaceas CRAG 3 所產的葡聚糖具有抑

制癌細胞及提高吞噬細胞之成長可能的原因，為

修飾癌細胞膜表面的蛋白質、干擾吸附、刺激細胞

及調節免疫反應，因此有抗癌效果或活化吞噬細

胞 之 功 能 。 Shukla et al. (2014) 指 出 ， L. 

mesenteroides B-1149 所產的葡聚糖 (100 及 1,000 

μg/ml) 具有抑制子宮頸癌細胞及直腸癌細胞之功

能，抑制率分別為 25 及 40%，可能是刺激免疫細

胞之反應；此外，該菌所產葡聚糖 (1,000 μg/ml)可

以提高吞噬細胞的活存率 (增加 70%)。 

修飾過的葡聚糖也具有身體保健方面的功

效，包括含鐵的葡聚糖可增加缺鐵性貧血之病人

對鐵的吸收 (Bhavani and Nisha, 2010; Patel et al., 

2012)，含硫酸基的葡聚糖可以抵抗血液凝固，類

似肝素 (heparin) (Alsop, 1983; Patel et al., 2012)，

含硫酸基的葡聚糖可作為抗人類免疫缺乏病毒

(human immunodeficiency virus, HIV) 之 藥 物 

(Piret et al., 2000)，磷酸化的葡聚糖配合膠原蛋白

有助於骨骼再生 (Albu et al., 2012)。Wiater et al. 

(2011) 報導，羧甲基化的葡聚糖具有抑制人類陰

性子宮頸上皮細胞癌  (Human Negroid cervix 

epithelioid carcinoma) 的特性，抑制率為 30-60%。 

Nácher-Vázquez et al. (2015) 指出，自肉製品

分離出的乳酸菌 Lactobacillus sakei MN1 及 L. 

mesenteroides RTF10 所產葡聚糖 (1 mg/ml) 對於

虹鱒 (Oncorhynchus mykiss) 的傳染性胰壞死病毒 

(infectious pancreatic necrosis virus, IPNV) 及傳染

性造血器官壞死病毒  (infectious hematopoietic 

necrosis virus, IHNV) 均具有 50% 的抑制作用。

動物試驗方面，餵食虹鱒予 L. sakei MN1 所產的

葡聚糖 (50 μg) 3 天，可以降低虹鱒受 IPNV 及 

IHNV 感染後的死亡率 (分別自 53.3% 降低為 

6.5%，自 73.3% 降低為 20.0%)。 

由於乳酸菌一般被認為是安全的益生菌，而

葡聚糖為多用途之食品添加物，並具有多種保健

功能，在水產養殖上也具有抵抗水產生物的病毒

之效果 (Nácher-Vázquez et al., 2015)，本研究擬自

魚隻腸道中篩選具有葡聚糖產生力之細菌分離

株，鑑定其種類、估算其葡聚糖產生量及分析其所

產葡聚糖之結構特性，以進一步探討該乳酸菌及

其所產葡聚糖產物應用於水產養殖及機能性食品

之可行性。 

材料與方法 

一、魚隻腸道中產葡聚糖細菌之分離、

保存與確認 

(一) 魚隻腸道中產葡聚糖細菌之分離與保存 

魚隻樣品包括購買自市場的美洲大嘴鱸魚

(Micropterus salmoides) 及點帶石斑 (Epinephelus 

coioides)，魚隻購入後，將魚隻以 75% 酒精進行

表面殺菌，以滅菌後之剪刀剪開魚隻腹部，配合滅

菌後之鑷子取出腸道，秤重後剪成數小段，加入適

量無菌的生理食鹽水 (0.85% NaCl) 稀釋後，以均

質機 (T18 basic Ultra Turrax@, IKA® Works Inc., 

Wilimington, NC, USA) 配合已滅菌之均質刀 

(S18N-10 G Dispersing Tool, IKA® Works Inc.) 充

分打碎，即為腸液樣品，適當稀釋後分別塗抹於含
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有 12% 蔗糖的 MRS (de Man, Rogosa and Sharpe, 

Difco) 固體培養基，石斑魚所用的 MRS 培養基另

外添加 2% 氯化鈉，置於 28 ± 0.5°C 恆溫箱中培

養 48 hr，因為大部分產聚糖細菌會形成黏稠之菌

落 (Sarwat et al., 2008)，因此挑選菌落外觀具有黏

稠狀者進行純化 3 次，並以 MRS 液體培養基於

28°C 培養 48 hr 後，添加 15% 甘油 (glycerol) 後

以 -80°C 保存，另，將菌液離心 (10,000 × g, 20 

min) 去除上澄液後，添加 10% 脫脂牛奶進行冷

凍乾燥保存。 

(二) 菌株產葡聚糖之確認 

1、還原糖的測定 

將純化之產葡聚糖菌株培養於含有 12% 蔗

糖之 MRS 液體培養基，於 28 ± 0.5°C 振盪培養 

(150 rpm) 48 hr，取菌液離心 10,000 × g, 20 min，

先以 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS, Sigma) 溶液分

析其上澄液中是否有還原糖的產生  (Miller, 

1959)，有正反應者再以高效能液相色層分析法 

(high performance liquid chromatography, 以下簡稱

HPLC) 檢測反應液中的蔗糖、葡萄糖、果糖及葡

聚糖 (Vidal et al., 2011)。  

2、蔗糖、葡萄糖、果糖及葡聚糖的測定 

將上述測試菌株培養液離心，取澄清液以 

0.22 μm 濾膜過濾後，使用高效能液相色層分析儀

檢測反應液中的不同糖類。本試驗使用高效能液

相色層分析儀 (Waters, 1515 isocratic HPLC pump) 

搭配 Sugar-PakTM 1 (6.5 × 300 mm column) 管柱及

折射計 (refractive index detector, Waters, 2414) 為

檢測器來檢測蔗糖、葡萄糖、果糖及葡聚糖等。溶

媒為 50 mg/L EDTA，流速為 0.5 ml/min，管柱溫

度維持在 90°C。蔗糖、葡萄糖、果糖及葡聚糖等

標準品均購自 Sigma，以 HPLC 分析後，確定各

標準糖類之特殊波峰位置，用以比對樣品中各特

殊波峰滯留時間上的不同糖類。 

二、葡聚糖產量分析 

將產葡聚糖菌株預先培養於含有 20% 蔗糖

之液體培養基，於 28 ± 0.5°C 振盪培養 (150 rpm) 

48 hr，取菌液 2 ml 加入 200 ml 含有 20% 蔗糖

之液體培養基，於 28 ± 0.5°C 振盪培養 (150 rpm) 

48 hr，取菌液離心 10,000 × g 20 min，離心後之上

澄液加入 3 倍體積的冷乙醇(99%)，於 4°C 放置

隔夜，再離心 10,000 × g 30 min，沉澱的葡聚糖以

蒸餾水溶解後，再重複乙醇沉澱及水洗步驟共 3 

次，得到純化之葡聚糖，進行凍結乾燥後稱重，以

估算培養液中葡聚糖之含量 (Sarwat et al., 2008)。 

三、葡聚糖的分子量之分析 

葡聚糖產生菌株培養在含有  12% 蔗糖之 

MRS 培養液，於 28 ± 0.5°C 振盪培養 (150 rpm) 

48 ± 2 hr，將菌株培養液離心 10,000 × g，20 min，

取澄清液以 0.22 μm 濾膜過濾後，使用膠體過濾

層析 (gel permeation chromatography, GPC) 分析葡

聚糖產物的分子量。本試驗以 HPLC (Waters, 1515 

isocratic HPLC pump) 搭配膠體過濾層析管柱 - 

Ultrahydrogel TM 125 (7.8 × 300 mm column) 及 

Ultrahydrogel TM 250 (7.8 × 300 mm column)，並以

折射計為檢測器。使用葡聚糖標準品 (分子量為 

5.2、11.6、23.8、48.6、148、273、410 及 668 KDa，

Polymer Standards Service-USA, Inc.) 建立標準曲

線，溶媒為 0.1 M NaN3 水溶液，流速為 1.0 ml/min，

管柱溫度維持在 80°C。 

四、葡聚糖的單糖組成之分析 

將依葡聚糖含量分析方法純化之葡聚糖，利

用過氯酸 (perchloric acid, 70%) 及加熱處理以水

解葡聚糖後分析單糖組成，葡聚糖樣品加入 15% 

過氯酸於 80°C 加熱 1 hr，水解物再以 KOH (5 

M) 中和，離心 10,000 × g，40 min，取上澄液以 

0.22 μm 濾膜過濾後，以上述檢測蔗糖、葡萄糖、

果糖及葡聚糖的方法，以 HPLC 分析反應產物 

(Notararigo et al., 2013)。 

五、葡聚糖的核磁共振 (NMR) 光譜分析 

將葡聚糖以乙醇沉澱，再以蒸餾水溶解，重複

5 次後，得到更精純之葡聚糖，經凍結乾燥後以 

D2O 溶液充份溶解後，於國立清華大學貴重儀器
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使用中心，以 Varian Unity Inova 600 spectrometer 

分析 1H NMR 及 13C NMR 圖譜。 

六、葡聚糖產生菌株之鑑定 

細菌之鑑定係依 16S rRNA 基因序列測定進

行菌種鑑定，細菌總 DNA 的萃取、16S rRNA 基

因序列測定與菌種鑑定係依照  Weisburg et al. 

(1991) 之方法進行。細菌 16S rRNA 基因序列以

通 用 引 子 (16S_F:5′-

AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3′ 及  16S_R: 5′-

GGTTACCTTGT- TACGACTT-3′) 經聚合酶連鎖

反應 (polymerase chain reaction, PCR) 方式擴增。

細菌總 DNA 的萃取及 16S rRNA 基因序列測定

委由明欣生物科技有限公司 (臺北，臺灣) 進行。

定序結果利用 BLAST 程式 (Pearson and Lipman, 

1988) 與 GenBank 資料庫的基因進行比對，選取

相似度最高的物種為細菌鑑定之依據。系統發生

樹  (phylogenetic tree) 的建構採用  Neighbor-

joining method (Saitou and Nei, 1987)，以 Accelrys 

Gene v2.5 (Accelrys, Inc., USA) 套裝軟體進行分析

而得。 

結果與討論 

一、魚隻腸道中分離篩選葡聚糖產生菌 

分別將美洲大嘴鱸魚及點帶石斑的腸道，剪

成數小段，加入生理食鹽水並均質，適當稀釋後分

別塗抹於含蔗糖的 MRS 固體培養基，經培養後，

來自鱸魚樣品中有 1 個菌落 (B4) 之外觀具有黏

稠狀之特性 (Fig. 1)，推測其具有產生胞外多糖的

能力，經進一步將該菌株以含蔗糖之培養液進行

測試發現，其培養液中有還原糖產生，以 HPLC 分

析其上澄液發現有聚糖存在，推測該菌株作用蔗

糖產生胞外多糖，因此進一步保存該株 B4 細菌。 

二、葡聚糖產量之分析 

以 HPLC 分析 B4 菌株於含蔗糖的培養液

時，在 5.0–6.0 min 處有葡聚糖之尖峰，但由於培

養基中的鹽類在該時間點也有尖峰出現，因此無

法直接估算葡聚糖之濃度，改採用以乙醇沉澱、水

洗及凍結乾燥後稱重之方法。產葡聚糖 B4 菌株培

養於含有 20% 蔗糖之液體培養基，離心去除菌

體，重複以乙醇沉澱及水洗葡聚糖後，純化之葡聚

糖經凍結乾燥，所產葡聚糖量估算為 50 mg/ml。L. 

mesenteroides B512F 以含有 4% 蔗糖之培養液培

養 (27°C)，葡聚糖之產量約為 10 mg/ml (Dols et al., 

1997)。Sarwat et al. (2008) 指出，L. mesenteroides 

CMG713，以含有 20% 蔗糖之培養液培養 (30°C，

20 hr) ， 葡 聚 糖 之 產 量 約 為 55 mg/ml 。 L.  

mesenteroides AA1 以含有 20% 蔗糖之培養液培養 

(25°C，24 hr)，葡聚糖之產量約為 61.1 mg/ml 

(Aman et al., 2012)。Leemhuis et al. (2013) 報導，

一般乳酸菌所產葡聚糖含量為 10 mg/ml 。

Notararigo et al. (2013) 指出， L. mesenteroides 

RTF10 以含有 0.8% 蔗糖之培養液培養 (30°C，

12 hr)，葡聚糖之產量約為 1.8 mg/ml。Pedicoccus 

pentosaceas CRAG 3 以含有 2% 蔗糖之培養液培養 

(30°C，48 hr)，葡聚糖之產量約為 4.5 mg/ml (Shukla 

and Goyal, 2013)。Vasanthakumari et al. (2015) 報導，

Weissella cibaria 以含有 8% 蔗糖之培養液培養，葡

聚糖之產量為 9.8 mg/ml。由於文獻中各報導所使用

產葡聚糖之菌株及培養條件不一，無法直接比較各

菌株之葡聚糖產量；本研究 B4 菌株所產葡聚糖量 

(50 mg/ml，於 20% 蔗糖，28°C，48 hr) 與 L. 

mesenteroides CMG713 (55 mg/ml，於 20% 蔗糖，

30°C，20 hr) 相近。 

 

 

 

Fig. 1  Colonies of the strain B4 grown on medium 

with 12% (W/W) sucrose showing the mucoid 

appearance. 
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三、葡聚糖的分子量之分析 

由於葡聚糖之分子量大小物理特性不一，影

響其應用功能 (Sarwat et al., 2008; Vidal et al., 

2011)，因此分析 B4 菌株所產葡聚糖之大小，將 

B4 菌株在含有 12% 蔗糖培養液中培養 48 hr 

(28°C) 後取出樣品，以 GPC 分析其葡聚糖平均

分子量，並以葡聚糖標準品進行估算。結果顯示，

該菌株所產葡聚糖在  GPC 上只有 1 個尖峰 

(Fig. 2)，估算分子量約為 9.5 × 105 Da。 

Jeanes et al. (1948) 指出，L. mesenteroides 

NRRL B-512 所產的葡聚糖分子量為 2.1 × 104 – 

1.65 × 106 Da 。 Sarwat et al. (2008) 指出，           

L. mesenteroides CMG713 所產的葡聚糖分子量為

5.0–20.0 × 106 Da。Qader and Aman (2012) 報導，

分離自包心菜的 L. mesenteroides KIBGEHAI 所

產的葡聚糖分子量為 2.0 × 106 Da。Aman et al. 

(2012) 指出，分離自包心菜的 L. mesenteroides 

AA1，所產的葡聚糖分子量為 1.0–4.0 × 107 Da。

Vettori et al. (2012) 報 導 ， L. mesenteroides 

FTO45B 所產的葡聚糖分子量為 9.1 × 104 Da。

Notararigo et al. (2013) 指出，L. mesenteroides 

RTF10 所產的葡聚糖分子量＞106 Da。Kothari and 

Goyal (2013) 報導，L. mesenteroides NRRL B-1426

所產的葡聚糖之分子量＞2 × 106 Da。Vidal et al. 

(2011) 報導，L. citreum B/110-1-2 所產的葡聚糖分

子量為 2 × 106 Da。Shukla and Goyal (2013) 指出，

P. pentosaceas CRAG 3 所產的葡聚糖分子量為

2.93 × 105 Da。Vasanthakumari et al. (2015) 報導，

W. cibaria 所產葡聚糖之分子量為 3.04 × 106 Da。 

綜合上述資料顯示，L. mesenteroides、L. 

citreum、P. pentosaceas 及 W. cibaria 所產的葡聚

糖分子量約為 2.1 × 104–4.0 × 107 Da，本研究 B4 

菌株所產的葡聚糖之分子量約為 9.5 × 105 Da，

為中等大小的葡聚糖。 

四、葡聚糖的單糖組成之分析 

將篩選出的 B4 菌株所產葡聚糖以乙醇沉

澱及水洗後，利用過氯酸熱水解處理，以 HPLC

分析發現，在原來葡聚糖的位置 (5.0–6.5 min) 

之尖峰明顯變小許多 (Fig. 3)，推測該尖峰可能來

自葡聚糖以酸水解後加入鹼中和所形成之鹽類或

葡聚糖未完全水解所致。葡萄糖含量由原先未能

檢出上升為約 47 mg/ml，原因可能是葡聚糖形成

是由葡聚糖蔗糖酶的作用，逐一的將來自蔗糖的

Fig. 2  GPC chromatogram of dextran produced by the strain B4 after incubation at 28°C for 48 h on medium 

containing 12% sucrose. Dextran standards (molecular weight, 5.2, 11.6, 23.8, 48.6, 148, 273, 410 and 668 KDa) 

were used to construct a calibration curve. Column, Ultrahydrogel series (250 and 125) columns (7.8 × 300 mm); 

temperature, 80°C; eluent, 0.1 M NaN3; flow rate,1.0 ml/min; injection, 20 μl; refractometric detection. 
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單一葡萄糖，加到正在增長的葡聚糖鏈上之非還

原端葡萄糖上面，因此水解後有多量葡萄糖出現。

本研究 B4 菌株所產葡聚糖經過氯酸熱水解處理

後，主要產物為葡萄糖，此結果與 L. mesenteroides 

RTF10 所產的葡聚糖水解產物主要為葡萄糖之反

應一致 (Notararigo et al., 2013)，故推測本研究所

篩選出的B4菌株在含蔗糖之培養液中所產聚糖為

葡聚糖。 

五、葡聚糖的 NMR 光譜之分析 

將篩選出的 B4 菌株所產葡聚糖經乙醇多次

沉澱及水洗後，分析其 1H NMR 及 13C NMR 圖

譜，結果顯示，1H NMR 於 3.5 及 4.9 ppm 之間有

6 個質子 (Fig. 4)，與 L. mesenteroides NRRL B-

1426 、 L. mesenteroides NRRL B-640 、 L. 

pseudomesenteroides R2、P. pentosaceas CRAG 3 

及 Weissella sp. TN610 所產α(1-6) 鍵結型態葡聚

糖之 1H NMR 圖譜很類似 (Purama et al., 2009;  

Paulo et al., 2012; Bejar et al., 2013; Kothari and 

Goyal, 2013; Shukla and Goyal, 2013)，又，B4 菌

株所產葡聚糖 1H NMR 在 5.3 ppm 處有較小的共

振，依文獻資料顯示，該特點為 C3 有支鏈之鍵結 

(Vettori et al., 2012; Bejar et al., 2013; Kothari and 

Goyal, 2013)。 

B4 菌株所產葡聚糖的 13C NMR 在 65.0、

69.0、69.7、70.9、72.9 及 97.2 ppm 有 6 個主要

的共振 (Fig. 4)，該 13C NMR 與 L. mesenteroides 

NRRL B-640 所產α(1-6) 鍵結型態的葡聚糖之圖

譜相近 (Table 1) (Purama et al., 2009)，亦與 L. 

mesenteroides NRRL B-1426、P. pentosaceas CRAG 

3 及Weissella sp. TN610 所產α(1-6) 鍵結型態葡

聚糖之 13C NMR 圖譜很類似 (Bejar et al., 2013; 

Kothari and Goyal, 2013; Shukla and Goyal, 2013)，

Fig. 3  HPLC of dextran produced by the strain B4 (A) and its hydrolytic products (B). Dextran was hydrolyzed with

15% of perchloric acid (70%) at 80oC for 1 hr. The hydrolysates were neutralized with 5 M KOH. 

 
A                                                 B 

Fig. 4  1H NMR (A) and 13C NMR (B) of the dextran produced by the strain B4. 

 

Dextran  
Salt  

Glucose 

A                                                B
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且在 97.2 及 65.0 ppm 處共振強度相同，依資料

顯示，該特性為α (1-6) 鍵結型態的葡聚糖 

(Purama et al., 2009; Bejar et al., 2013; Kothari and 

Goyal, 2013; Shukla and Goyal, 2013)。又，B4 菌

株所產葡聚糖 13C NMR 在 99.5 及 80.8 ppm 處

有較小的共振，依文獻資料顯示，該特點為 C3 有

支鏈之鍵結 (Bejar et al., 2013; Kothari and Goyal, 

2013)。 

 

Table 1  Comparison of 13C NMR spectra of dextran 

and the glucan produced by the strain B4 

Carbon atom 
Chemical shifts (ppm) 

Dextrana Isolate 

C-1 97.8 97.2 

C-2 71.6 70.9 

C-3 73.6 72.9 

C-4 69.7 69.0 

C-5 70.3 69.7 

C-6 65.7 65.0 

aCited from Purama et al. (2009) 

 

分析 B4 菌株所產葡聚糖之 1H NMR 及 13C 

NMR 圖譜，顯示與上述文獻上其他論文報告中所

述葡聚糖的鍵結資料相當接近，包括  L. 

mesenteroides NRRL B-1426 、 L. mesenteroides 

NRRL B-640 、 L. mesenteroides FTO45B 、 P. 

pentosaceas CRAG 3 及 Weissella sp. TN610 等，

這些菌株所產葡聚糖均以α(1-6) 直鏈鍵結為主，

及少部分的α(1-3) 支鏈，因此推斷 B4 菌株所產

葡萄糖聚合物亦為α(1-6) 直鏈鍵結型態的葡聚

糖 ， 且 有 α (1-3) 支 鏈 之 鍵 結 。 此 外 ， L. 

mesenteroides NRRL B-512、L. mesenteroides NRRL 

B-1299 、 L. mesenteroides B-1299CB4 、 L. 

mesenteroides RTF10、L. citreum B/110-1-2 所產的

葡聚糖也是α (1-6) 直鏈鍵結及α (1-3) 支鏈 

(Jeanes et al., 1948; Dols et al., 1998; Vidal et al., 

2011; Kang et al., 2013; Notararigo et al., 2013)。 

六、葡聚糖產生菌株之鑑定 

葡聚糖產生菌 B4 菌株部分 16S rRNA 基因分

析鑑定為 L. mesenteroides，系統發生樹狀圖也顯

示，B4 菌株與 L. mesenteroides 最接近 (Fig. 5)，

因此將 B4 菌株命名為 L. mesenteroides B4。文獻

資料顯示，L. mesenteroides 是最主要的葡聚糖生

產菌之一，這類菌株主要分離自蔬菜及水果等，包

括 L. mesenteroides NRRL B-512、L. mesenteroides 

NRRL B-640、L. mesenteroides NRRL B-1426、L.  

mesenteroides CMG713 、 L. mesenteroides 

KIBGEHAI、L. mesenteroides AA1、L. mesenteroides 

FTO45B、L. mesenteroides RTF10 等，均是葡聚糖

生產菌  (Jeanes et al., 1948; Sarwat et al., 2008; 

 

Fig. 5  Phylogenetic tree showing the 16S rRNA relationships of the strain B4 alongside other relevant species. The 

rectangular cladogram presents the results of the neighbor-joining method. The sequences were obtained from the 

GenBank databases and their nucleotide sequence accessions numbers are indicated in the brackets. The isolate and 

the species closest to it are indicated by the red bounding box. The nearly full-length 16S rRNA gene sequence was 

amplified by polymerase chain reaction using the universal 16S primers. Sequence analysis was performed using the 

BLAST program. Phylogenetic analysis was performed by the neighbor-joining method using Accelrys Gene v2.5. 

Leuconostoc citreum (NR_041727) 

Leuconostoc lactis (AB596941) 

 
Leuconostoc palmae (NR_042695) 
 
B4 
 
Leuconostoc mesenteroides (LC071839)
 
Leuconostoc fallax (NR_041830) 
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Purama et al., 2009; Aman et al., 2012; Qader and 

Aman, 2012; Vettori et al., 2012; Kothari and Goyal, 

2013; Notararigo et al., 2013)。 

L. mesenteroides 也存在許多水產生物的腸道

中，具備有作為益生菌的特點，虹鱒、鮭魚 

(Salmonids)、條紋鱧  (Channa striatus)、吳郭魚 

(Oreochromis niloticus) 及 白 蝦 (Litopenaeus 

vannamei) 腸道中均曾分離出 L. mesenteroides 

(Balcázar et al., 2007; Kosin and Rakshit, 2010; 

Pérez-Sánchez et al., 2011; Allameh et al., 2012; 

Desai et al., 2012; Zapata and Lara-Flores, 2012)，上

述 報 導 自 水 產 生 物 腸 道 中 分 離 出 的 L. 

mesenteroides 會產生抗菌物質，具有抑制多種水

產 病 原 菌 ， 包 括 乳 酸 鏈 球 菌  (Lactococcus 

garvieae) 、 親 水 性 產 氣 單 胞 菌 (Aeromonas 

hydrophila)、哈維氏弧菌(Vibrio haveyi)及海洋分枝

桿菌 (Mycobacterium marinum) 等之效果，但是並

沒有探討是否具有產生葡聚糖之能力。因此，目前

可以查詢到的文獻資料中，本研究應該是第一篇

證明分離自魚隻腸道中的 L. mesenteroides 具有產

生葡聚糖能力之報告。 
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Screening of the Dextran-producing Bacterium,  

Leuconostoc mesenteroides B4, in the Intestines of  

Largemouth Bass (Micropterus salmoides)   

Mei-Ying Huang, Huei-Jen Ju*, Liang-Wei Tseng and Jinn-Rong Hseu  

Aquaculture Division, Fisheries Research Institute  

ABSTRACT 

This study was devoted to the screening of a dextran-producing bacterium in the intestines of fishes. The 

structure of the dextran produced by the bacterium was characterized, the content of the dextran was estimated, 

and the dextran-producing bacterium was identified. The results indicated the presence of one strain, B4, which 

was isolated from largemouth bass (Micropterus salmoides) and had a dextran-producing property. The strain B4 

was cultured in a 20%-sucrose nutrient medium. The amount of dextran produced by the strain B4 was 50 mg/ml 

after 48 hr of incubation at 28°C. The molecular weight of the dextran was 9.5 × 105 Da. The hydrolysate derived 

from acid and heating treatments of the dextran was mainly glucose. In comparison with previous reports, the 1H 

NMR and 13C NMR spectra of the dextran showed that its structure was similar to those of other dextrans which 

containα(1-6)-linked backbones. Thus, the glucose polymer produced by the strain B4 was identified as dextran 

with α (1-6)-linked backbones that had α (1-3) branches. The strain B4 was identified as Leuconostoc 

mesenteroides by partial 16S rRNA gene sequencing and named L. mesenteroides B4. 

Key words: screening, dextran-producing bacterium, intestine, largemouth bass 
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