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摘要：利用亚甲基蓝平板初筛、摇瓶复筛，从土壤中筛选了一株聚&!&赖氨酸（!&’(）高产菌株，!&’(摇瓶产量大于

)*+(，经初步鉴定该菌株为白色链霉菌（!"#$%"&’()$* +,-.,.*）。对该菌株发酵生产!&’(的培养基成分进行初步研究
表明：葡萄糖是最好的碳源，酵母粉和硫酸铵是最佳的复合氮源，在优化培养基下，!&’(摇瓶产量达到 ",- *+(。
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/-22年日本学者 .C8PE和 .ERE8偶然发现一株
白色链霉菌（ !"#$%"&’()$* +,-.,.*）能产生一种与
[HE*A:L9MM试剂呈阳性反应的物质，通过对该物质酸
水解产物的分析及结构分析，证实该物质是一种含

有 )1 \ "#个赖氨酸残基的同型单体聚合物，这种赖
氨酸聚合物是赖氨酸残基通过"&羧基和!&氨基形成
的酰胺键连接而成，故称为聚&!&赖氨酸（!&’(）［/］。

!&’(是淡黄色粉末，吸湿性强，溶于水，可生物降
解，可食无毒，热稳定性好，/##]加热 "# P8:或 / ^
/#1’E灭菌 )# P8:，聚合物长度不变。在食品、医药、
环境等方面具有广阔的应用前景，可作为食品防腐

剂、乳化剂、药物载体、基因载体、干扰素诱导物、水

凝胶和吸水材料等［)］。同时，!&’(能抑制小肠对脂
肪的吸收，可用于保健食品［"］。特别是由于!&’(防
腐性强、安全性高、热稳定性好等优点，它在食品防

腐剂方面将具有巨大的商业前景。

近年来，!&’(正日益受到人们重视。但关于!&

’(的产生菌的研究一直没有较大进展，因为以往的
通过分析发酵液成分来确定!&’(产生菌的筛选方
法难以对大量的微生物进行筛选。)##) 年，
68FC8REIE和 W*EIE利用带正电分泌物（如!&’(）能排
斥碱性染料（如蓝色的亚甲基蓝）和吸引酸性染料

（如红色 ’9KJ _&!2%）的原理发现了一种简便的平板
筛选方法。从约 "##种土样中筛选分离得到了十多
种!&’( 的产生菌。它们分别属于链霉菌属
（!"#$%"&’()$*）或其亲缘属北里孢菌属（:3"+*+"&*%&#+）
及麦角真菌（@#0&" 1.403）这几类微生物［!］。
本文利用 68FC8REIE筛选方法并对之稍作改进，

从土壤中筛选了一株!&’(高产菌株，经过初步鉴定
为白 色 链 霉 菌（ !"#$%"&’()$* +,-.,.*），同 时 对
!"#$%"&’()$* +,-.,.* 发酵生产!&’( 的培养基成分进
行了初步优化。
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! 材料与方法

!"! 培养基
斜面培养基（!"#$%$&# ’&((&))）：葡萄糖 *+，牛

肉膏 ,-*+，聚胨 ,-.+，酵母膏 ,-.+，琼脂 *-/+，
012-/
平板分离培养基：甘油 *+，酵母粉 ,-,*+，

341.567 ,-,89+，:;<67·21.6 ,-,./+，（317）. <67

,-,88+，亚甲基蓝 ,-,,.+，琼脂 *-/+，018-9
发酵培养基（:=>）：葡萄糖 /+，酵母粉 ,-/+，

（317）. <67 *+，?1.567 ,-*=8+，?.1567 ,-,9+，

:;<67·21.6 ,-,/+，@(<67·21.6 ,-,,7+，A&<67·

21.6 ,-,,=+，018-9

!"# 方法
!"#"! 菌种筛选方法：菌株分离：将土样置于有无
菌水和玻璃珠的三角瓶中，充分振荡，使样品充分

分散，再用无菌水适当稀释，取一定量的稀释液涂

布分离培养基平板上，=,B培养 =# C 2 #，挑取培养
基周围蓝色较浅的单个菌落。

菌种纯化：用划线法将上述分离出的菌株进行

纯化，挑取单菌落接入斜面，=,B培养 =# C 2#。
摇瓶筛选：取 * 环新鲜斜面菌种于装有 =, !D

:=>培养基的 =,, !D三角瓶中，于 =,B .., EF!$(
培养 =#得到发酵液。发酵液于 9,,, EF!$(离心 *,
!$(，将上清液适当稀释，用 G)HI4J$方法测定发酵液
中!K5D含量［/］，选取!K5D产量较高的菌株。
!"#"# 形态观察：菌落形态观察：将待鉴定菌株涂
布于 :=>培养基的平板上，=,B培养，2 #内跟踪观
察菌落形态。

个体形态观察：于高氏 *号培养基上 =,B插片
培养 2 #后于显微镜下观察形态特征。
!"#"$ 生理生化特征实验：参照“放线菌的分类与
鉴定”［8］。

!"#"% *8< EL3M 序列相似性分析：按常规方法提
取 菌 株 总 L3M。 引 物 设 计 如 下： A：
NO>OMN>MNONOO>N>N>>MMM>ON，P：M>OMMN>ONK
>MNON>O>MNNMONM>，进行 5OP 扩增，5OP 产物纯
化后委托测序公司进行序列测定。将所测得的

*8< EL3M序列与 >&(’4(J数据库中相关种属序列进
行比对，确定该菌株的分类地位。

!"#"& 聚合物的初步鉴定：利用高效液相色谱

（15DO）通过与标准品图谱进行比较分析进行聚合
物的初步鉴定。发酵液于 9,,, EF!$( 离心 *, !$(，
将上清液适当稀释，过 ,-7/"! 微滤膜，滤液进行
15DO分析。15DO分析条件为［2，9］：固定相，N<? ;&Q
6L<K*.,N柱 7-8 !! R ./, !!；流动相，9+乙晴溶
液（用磷酸调 01.-8）；流速，,-7 !DF!$(；柱温，./B；
检测波长，.*/ (!。
!"#"’ !K5D测定：G)HI4J$方法［/］。制备 ,-* !!"QFD
磷酸盐缓冲溶液（018-8），,-* !!"QFD甲基橙溶液；
将 *-S !D磷酸盐缓冲溶液和 .-, !D甲基橙溶液依
次加到 ,-* !D发酵上清液中，混合物在 =,B往复
摇床上充分反应，然后离心，上清液于 78/ (!测定
吸光度。

# 结果与讨论

#"! !()*高产菌株的筛选
亚甲基蓝是一种碱性染料。当微生物发酵产

生带正电分泌物（如!K5D）时，由于静电作用，!K5D
等将排斥亚甲基蓝而形成独特透明圈，菌落周围蓝

色较浅，示意图见图 *。通过这种方法初步筛选了
*,株菌株。利用甲基橙能够与!K5D产生沉淀反应
原理进行摇瓶复筛［/］，!K5D浓度越大，沉淀越多，因
此上清中颜色越浅。将初筛的 *,株菌株利用 :=>
培养基进行摇瓶发酵 2. I，离心发酵液，收集上清
液，利用 G)HI4J$方法测定上清液中!K5D含量，发现
这 *,株菌都产生!K5D，其中 * 株菌产生!K5D的浓
度在 . ;FD以上。将这株菌作进一步的分析。

图 * 亚甲基蓝平板筛选!K5D产生菌示意图

#"# 聚合物的初步鉴定
为了验证这株菌产生的碱性物质是!K5D，将它

的发酵液进行 15DO分析，15DO图谱如图 . 所示。
通过与标准品的图谱（保留时间 7-*=9!$(）比较分
析，发酵液 15DO图谱中 =-SS/!$(的图谱峰极可能
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是!!"#。另外将发酵液通过离心、离子交换、脱色、
有机溶剂沉淀、冷冻干燥等工艺，得到淡黄色粉末

样品。将样品装入安瓶管中，加入 $ %&’(# )*’，样
品终浓度为 +,-./，密封于 0++1水解 -2 3。水解
液经薄层色谱（4#*）分析，通过茚三酮显色反应，水
解液迁移率与赖氨酸迁移率一致（图略），可进一步

说明，样品由赖氨酸聚合而成。

图 - !!"#标准品和 567896&%:;8< =’>?’?<发酵液

)"#*图谱

!!!"#标准品，" 发酵液

!"# 形态观察
菌落形态观察：@+1培养 A B后观察菌落正面

为白色，反面为黄色。菌落干燥，不透明，表面形状

褶皱，菌落与培养基连接紧密，难以挑取。在 C@D
液体培养基上摇瓶培养时，液面与瓶壁交界处粘贴

着一圈菌苔，其中悬浮着一些珠状菌丝团。

镜检观察：气生菌丝生长丰富，基内菌丝无横

隔，不断裂，孢子丝呈波曲状或螺旋状。

!"$ 生理生化特征
生理生化特征如表 0所示。

!"% &’( )*+,序列相似性分析
所测菌株的 0$5 7EFG核苷酸酸序列为 000A>9。

所测序列输入 D8HI=HJ，用 I’=<6软件进行相似性搜
索比较。筛选菌株与链霉菌属同源性很高（序列相

似性在KA/ L KK/之间），与多株 !"#$%"&’()$* +,-.,.*

表 & 筛选菌株的生理生化试验

性质 描述 性质 描述 性质 描述

明胶液化 M 生长温度（(1） 0. L 2+ 棉籽糖 N

牛奶凝固 M 最适生长温度（(1） @+ E!甘露糖 M

牛奶胨化 M E!葡萄糖 M 肌醇 M

淀粉水解 M E!木糖 N 半乳糖 M

产色素 M E!果糖 M #!阿拉伯糖 N

注：M生长或者利用；N不生长或者不利用

菌株序列相似性达到 KK/。结合菌株形态观察、生
理生化特征分析和有关文献报道［2］，可初步判断，该

菌株为白色链霉菌（ !"#$%"&’()$* +,-.,.*），命名为
!"#$%"&’()$* +,-.,.* -0@。
!"’ 发酵培养基初步研究
!"’"& 不同碳源对!!"#合成的影响：碳源是微生
物生长的碳架和能量来源，是产生各种代谢产物的

来源。根据工业化要求和微生物生长代谢的特点，

选用葡萄糖、甘油、玉米淀粉、可溶性淀粉、甘露醇

作为碳源，将上述碳源（浓度 . /）代替 C@D培养基
中的葡萄糖，研究碳源种类对!!"#合成的影响。结
果如图 @所示。
图 @ 表明，以葡萄糖为碳源时，!!"# 发酵效果

最好，菌体量（E*O）和!!"#产量分别达到 0,.P$ Q(#
和 @,P2$ Q(#。其次分别是甘油、甘露醇、可溶性淀
粉、玉米淀粉。这表明以葡萄糖为碳源的细胞初级

代谢产物不会抑制!!"#的次生合成途径以及细胞
的生长。链霉菌虽然有较强的产淀粉酶能力，但淀

粉无法充分满足菌体生长和产物合成的需要，因此

玉米淀粉和可溶性淀粉的产物得率相对较低。

图 @ 碳源对!!"#合成的影响

!"’"! 不同氮源对!!"#合成的影响：氮源提供细
胞原生质和其它结构物质中的氮素，同时合成!!"#
等代谢产物。铵盐、尿素、玉米浆、蛋白胨、酵母粉、

大豆饼粉等是常用的工业微生物发酵氮源。本实

验以上述氮源分别代替 C@D培养基中酵母粉和硫
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酸铵，发酵结果如表 !所示。
表 !表明，有机氮源更有利于菌的生长，无机

氮源更有利于!"#$的合成。（%&’）! ()’ 与 %&’*+相
比，明显提高了!"#$产量，这说明 ()! ,

’ 有利于!"#$
的合成，可以推测硫元素可能与!"#$ 的聚合有
关［-］。当采用无机氮和有机氮复配作为氮源，生物

量和!"#$产量明显提高，其中以（%&’）! ()’与酵母

粉组合最好。

以上实验说明，该菌株在 ./0 培养基上!"#$
产量较高，有关该培养基的优化还将继续进行。

表 ! 氮源对!"#$合成的影响

氮源 浓度（1） 生物量（23$）!"#$（23$）

（%&’）!()’ 456 65’!/ 657-’

%&’%)/ 456 65!/8 654!4

%&’*+ 456 65!78 65’!!

蛋白胨 456 456!’ 6568!

酵母粉 456 45!68 65477

玉米浆 456 456!6 656’!

黄豆饼粉 456 45’!8 658!!

（%&’）!()’ 9蛋白胨 456 9 65: 45:/7 !57!7

（%&’）!()’ 9酵母粉 456 9 65: 458!’ /5-68

（%&’）!()’ 9黄豆饼粉 456 9 65: 45:87 !5-7’

# 结论

利用亚甲基蓝平板初筛、摇瓶复筛，从土壤中

筛选了一株!"#$高产菌株，摇瓶产量大于 !23$，经
初步鉴定该菌株为白色链 霉 菌（ !"#$%"&’()$*
+,-.,.*）。
通过高效液相色谱和薄层色谱初步分析，筛选

的菌株产生的发酵产物为聚"!"赖氨酸。
对该菌株发酵生产!"#$的培养基成分进行初

步研究表明：葡萄糖是最好的碳源，酵母粉和硫酸

铵是最佳的复合氮源，在优化培养基下，摇瓶产量

达到 /5- 23$。如果将培养基成分作进一步优化，预
计!"#$产量还可以进一步提高。
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