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放线菌作为一类具有重要经济价值的微生物资源，与人

类关系极其密切，对人类健康的贡献尤为突出，它可以产生

抗生素、维生素、酶抑制剂、抗寄生虫剂和免疫调节剂等多

种生物活性物质，少数放线菌特别是链霉菌还能产生天然色

素，其中包括罕见的天然紫色素. 在目前为数不多的报道 [1~4]

中，天然色素主要包括放线紫素(Actinhordin)、石蕊杀菌素
(Litmocidin)和花青素(Anthocyanidin) 等. 放线菌产生的色素

可以作为保健药和临床治疗用药，例如黑色素可抑制流感病

毒、延缓衰老，还具有防止紫外线辐射的功能 [5]，花色素可

用于预防关节炎，而且色素还可以作为药品、食品的着色剂

以及酸碱指示剂、生物染色剂、化学试剂等 [6]. 最近一项研

究表明，柳珊瑚虫排泄管骨片中增加的紫色素对自身抵抗疾

病、保护机体方面具有积极作用[7~9]，在拉曼显微镜观察下进

一步确定该紫色素是一种在碳14-15之间含有双键的类胡萝

卜素，这项成果为后来者在研究紫色素结构性质方面提供了

宝贵的经验. 
本文研究的菌株LK-178具有抗革兰氏阳性、革兰氏阴性

和真菌活性，产生的色素性质稳定，产量较高，为天然放线

菌色素资源的开发利用奠定了基础. 

1  材料与方法 
1.1   菌 种

从河南兰考盐碱土壤中采集分离所得. 
1.2   培养基

高氏1号合成及鉴定用培养基参照文献[10]制备. 
1.3   菌株鉴定
1.3.1  形态观察    在高氏1号琼脂固体培养基采用平皿插片

法培养，28 ℃培养14 d，每2 d、5 d、7 d、14 d取插片进行革兰

氏染色 [10, 11]，用光学显微镜进行菌株形态观察. 
1.3.2  生理生化指标测定及培养特征观察   按文献[11]方法进
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摘  要   从河南碱性土壤样品中筛选到一株命名为LK-178的放线菌菌株，在高氏合成培养基上其气生菌丝灰白，产

可溶性紫色素. 镜检观察孢子链长直、孢子圆柱形，通过形态、生理生化特征初步确定为链霉菌. 16S rRNA序列分析

显示，该菌基因序列与比基尼链霉菌(Streptomyces bikiniensis) AB208713基因序列有99.0%的最高相似性. 用Neighbor-
joining (NJ)等构建系统发育树，并用Bootstraping法对其评价，将菌株LK-178归属于比基尼链霉菌(S. bikiniensis). 抑菌

试验表明，该菌具有抗革兰氏阳性、革兰氏阴性细菌和真菌活性. 用紫外可见分光光度计和化学分析确定该色素性质

稳定，产量较高，总色价相对单位较高，达到147 U/mL，产量达到13.4 g/L.  图3 表3 参18
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行生理生化指标测定及培养特征观察. 
1.3.3  16S rR NA的 PCR扩增及其序列分析     选 用 通 用

引物 27f5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’，1504r5’-
AAGGAGGTGATCCA GCCGCA-3’ . PCR扩增25 μL反应体

系：2.5 μL10×Taq酶缓冲液，0.2 μmol/L引物，2 μL 200 mmol/
L dNTP，20 ng DNA模板，1 UTaq酶(TaKaRa)，17 μL ddH2O. 
PCR反应按下述程序进行扩增：94 ℃预变性5 min，94 ℃变

性1 min，56 ℃复性1 min，72 ℃延伸2 min，进行30个循环，72 
℃延伸5 min. 回收的目的片段，测序工作由TaKaRa宝生物工

程(大连) 有限公司完成. 
1.3.4  系统发育树的构建     将所测的16S rRNA 序列采用

Mega3.0等软件对菌株进行系统发育分析，采用NJ法构建系

统进化树. 
1.3.5  拮抗性测定    按文献[10]培养方法，种子培养液28 ℃、

180 r/min振荡培养48 h，转入发酵液摇瓶中，同样的条件下

发酵120 h. 拮 抗性采用牛津 杯法测定抑菌圈的大小，实验

选用枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、大肠杆菌(Escherichia 
coli)、金黄色葡萄球菌(Staphalococcus aureus)、白色链球菌

(Streptococcus albus)、鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhi)、白

色念珠菌(Candida albicans) 和黄曲霉菌(Aspergillus flavus)等
11种细菌、真菌作为测试菌株.  
1.4  紫色素提取、薄层层析分析
1.4.1  紫色素提取    取500 mL发酵144 h的发酵液过滤，pH值

调至9.0，100 ℃水浴30 min后，冷却静止，取液面紫色物质加

入去离子无菌水，4 000 r/min离心去沉淀，上清烘干，依次用

乙酸乙酯、甲酸甲酯等有机溶剂洗涤，最后离心得上清液，
85 ℃烘干留紫色物质. 
1.4.2  薄层层析分析    取紫色素甲醇溶液点样于硅胶G板，

参考文献[12, 13]方法，在丙酮 : 石油醚(V/V=3 : 1) 展开剂上行

展开，显色，计算Rf 值(Rf=溶质移动的距离/溶剂移动的距离). 
1.5   紫色素的色泽变化及溶解性

紫色素样品溶解在不同pH值的水溶液中，观察其色泽

变化；紫色素溶于常见有机溶剂中，测定其溶解性. 
1.6   紫色素色价和产量的测定

将紫色发酵液pH值调至9.0，再用pH值9.0的缓冲液将其

稀释5倍测色素D199 nm值即色价. 另取500 mL发酵144 h的发酵

液过滤，pH值调至9.0，100 ℃水浴，取液面紫色物质纯化后

充分干燥得紫色素样品，计算色素产量. 

2  结果与分析
2.1   菌株鉴定
2.1.1  形态学特征    形态观察结果见图1. 在高氏1号固体培养

基，于28 ℃培养96 h可以观察到LK-178的菌落白色，呈圆形，

表面可见同心圆结，边缘整齐，表面干燥. 培养7 d后，气生菌

丝和基内菌丝均很丰富，颜色一致，紫或灰白，产紫色色素. 
图1-A中可以观察到基内菌丝交织紧密，形成长主径，不断

裂. 由图1-B可知，孢子丝非轮生，柔曲或直，孢子圆柱形或卵

圆形，表面光滑，该菌株革兰氏染色呈阳性. 
2.1.2  生理生化指标测定及培养特征观察    生理生化指标测

定 [14]及培养特征 [15, 16]观察结果见表1、表2. 由表1结果可知：

该菌较好利用麦芽糖，产紫红色素；中等利用葡萄糖产粉红

色素；利用棉子糖、蔗糖但不产色素；不利用D-阿拉伯糖、

鼠李糖、肌醇等作唯一碳源. 同时该菌水解淀粉能力强；明

胶液化；产H2S；产酪氨酸酶；牛奶石蕊实验阳性. 从表2可以

看出：在不同培养基不同生长条件，菌株的生长情况很丰茂，

但菌丝颜色不大相同，在高氏1号和马铃薯块琼脂分别产淡

紫和蓝褐色素. 

2.1.3　16S rRNA的PCR扩增及其序列分析    PCR扩增产物进

行琼脂糖凝胶电泳后，利用Q IA Quick Gel Extraction Kit进行

目的片段DNA回收，将回收产物与pMD18-T克隆载体连接，

图1  菌株LK-178的光学显微镜照片

Fig. 1  Strain LK-178 under optical microscope

表1  碳源的利用和生理生化特征
Table 1  Utilization of carbon sources and their physiological and 

biochemical characteristics

碳源

Carbon source
结果

Result 

理化特征

Physiological and biochemical 
characteristics

结果

Result

D-阿拉伯糖  

D-arabinose
- 纤维素水解  

Hydrolysis of cellulose
-

D-果糖  D-fructose - 硝酸盐还原  Nitrate reduction -
甘露醇  Mannitol - 淀粉水解  Amylohydrolysis +
鼠李糖  Rhamnose - 明胶液化  Gelatin liquefaction +
肌醇  Myo-inositol - 石蕊牛奶  Litmus milk +
D-葡萄糖  D-glucose + 产硫化氢  Production of H2S +
蔗糖  Sucrose + 酪氨酸酶  Monophenolase +
棉子糖  Raffinose +
麦芽糖  Maltose +
乳糖  Lactose +
L-山梨醇  L-glucitol -

+: 阳性; -: 阴性  +: Positive; -: Negative 
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挑选出克隆子，利用primer1 / primer2进行PCR验证，选出阳

性克隆子进行测序，其所测16S rRNA序列长度为1 558 bp，并

提交GenBank注册(登录号为EU560974). 
2.1.4  系统发育树的构建     菌株LK-178的16S rRNA序列

在NCBI数据库比对分析后显示，与模式菌株 S. bikiniensis 
AB208713具 有较高同源性 . 从GenBank中调取相关的16S 
rRNA 序列，采用Mega3.0等软件对菌株进行系统发育分析，

采用NJ法构建系统进化树[14, 17] (图2). 从菌株的16S rRNA序列

聚类分析结果来看，菌株LK-178与S. bikiniensis亲缘关系最密

切，结合以上菌体的形态、生理生化特征把菌株初步鉴定为
S. bikiniensis. 

2.1.5  拮抗性测定    结果见表3. 由表3可以看出：LK-178菌株

具有抗革兰氏阳性、阴性细菌和真菌活性 [14, 15]，同等条件下

对大肠杆菌、伤寒沙门氏、青枯假单胞菌、白色链球菌抗菌

活性较强. 

2.2   紫色素提取和薄层层析分析
2.2.1  紫色素提取    结果表明，在pH 9.0、100 ℃水浴提取色

素，加去离子水离心，能除去不溶于水的杂质，用乙酸乙酯、

甲酸甲酯等洗涤能除去酯溶性杂质. 
2.2.2  薄层层析分析    结果如图3所示，TLC分离出一个紫色

斑点，Rf值=0.885与文献[12]的研究结果0.829相近，表明得到

的紫色素较为纯净. 
2.3   紫色素的色泽变化和溶解性 

紫色素样品在pH 1.5水溶液呈淡粉红色；pH 3.0溶液呈

表2  在不同培养基中的生长特征
Table 2  Characteristics of culture on different media

培养基

Medium
生长

Growth
基内菌丝颜色

Substrate mycelium color
气生菌丝颜色

Aerial mycelium color
色素

Pigment
 淀粉培养基

  Inorganic salt-starch agar
丰度

Good
灰白、淡紫

Grayish white, pale purple
淡紫

Light purple -

 甘油-天门冬酰胺培养基

  Glycerol-asparagine agar
丰度

Good
灰色

Gray
灰褐

Grayish -fuscescent -

 玉米粉综合培养基

  Corn flour synthetic agar
适度 

Moderate
灰红

Grayish red
粉白

Pink white -

 高氏1号培养基

  Gause’s synthetic agar
丰度

Good
淡紫、灰白

Light purple, grayish white
淡紫

Light purple
+

 马铃薯培养基

  Potato dextrose agar
丰度

Good
黑褐 

Dark fuscescent
蓝褐 

Blue fuscescent
+

  LB培养基

  Luria-Bertani agar
丰度

Good
灰白

Grayish white
灰白

Grayish white -

 酪蛋白胨培养基

  Casein peptone agar
适度 

Moderate
浅灰

Light gray
浅紫褐

Light purple fuscescent -

 牛肉膏培养基

  Brewis agar
丰度

Good
灰白

Grayish white
淡黄褐

Light yellow fuscescent -

 基本培养基 Basic agar - - - -

-: 不产生可溶性色素  -: Diffusible pigments were not produced

图2  菌株 LK-178的系统发育树状关系图
Fig. 2  Phylogenetic tree analysis of strain LK-178

Neighbor-joining tree, based on 16S rRNA sequences showing the relation 
between strain LK-178 and type species of Streptomyces. The numbers at 
the nodes indicate the levels of bootstrap support based on neighbor-joining 
analyses of 1000 resampled data sets; Bar, 0.001 nt substitution per nt position

表3  菌株LK-178的抑菌活性
Table 3  Antimicrobial activity of strain LK-178 

测试菌株 
Tested microorganisms

抑菌圈大小
Size of inhibited zone

(d/mm)
革兰氏阳性细菌 Gram-positive bacteria

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus ++

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis ++
卡拉双球菌 Diplococcus cata ++
青枯假单胞菌 Pseudomonas solanacearum +++

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ++

白色链球菌 Streptococcus albus +++

革兰氏阴性细菌 Gram-negative bacteria
伤寒沙门氏菌 Salmonella typhi +++

大肠杆菌 Escherichia coli +++

真菌 Fungi
白色念珠菌 Candida albicans ++

黑曲霉 Aspergillus niger －

黄曲霉菌 Aspergillus flavus －

+：抑菌圈<10 mm；++：10≤抑菌圈<15 mm；+++：抑菌圈≥15 mm；－：无抑

菌圈

+: Inhibited zone<10 mm; ++: 10≤Inhibited zone <15 mm; +++: Inhibited 
zone ≥15 mm; －: No inhibition
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浅粉红色；pH 5.5溶液呈粉红色；pH 7.5溶液呈紫色；pH 9.0
溶液呈淡紫色；pH 12.5溶液呈淡蓝色. 

该紫色素为水溶性色素，溶于碱性溶液，微溶于酸性溶

液，但酸性越强越不易溶解. 它也易溶于甲醇、乙醇、二氯甲

烷、丙酮等有机溶剂，不溶于甲酸甲酯、乙酸乙酯、氯仿、吡

啶(色素呈淡蓝色) 和二甲基甲酰胺等有机溶剂. 
2.4   紫色素色价和产量 

稀释5倍的色素溶液D199 nm为0.72即发酵液色价为36.0，

同时测得最佳发酵条件下的紫色素总色价相对单位达到147 
U/mL，与已知报道 [18]的其他色素最高总色价相对单位149.2 
U/mL相比较总色价相当，色素产量达到13.4 g/L，表明该菌株

是一个紫色素高产菌. 

3  结 论
经 形 态、培 养 特 征、生 理 生 化 特 征 以 及 16 S  r R NA

序 列系 统 聚类 分析 等，将该 菌株 鉴 定为比 基 尼链 霉 菌 (S . 
bikiniensis)，但该菌株利用蔗糖，不利用木糖、D-果糖等碳

源及培养特征、理化性质与已报道的比基尼链霉菌都有一定

差别. 它具有广谱抗菌活性，所产紫色素性质稳定，总色价相

对单位较高达到147 U/mL，色素产量达13.4 g/L，是一个紫色

素高产菌，具有较高的研究价值，为天然放线菌色素资源的

开发利用奠定基础. 本文也探索了紫色素的提取与纯化的条

件，得出以下结论：

在碱性条件下，100 ℃水浴有利于提取紫色素，而且色

素易溶于甲醇、丙酮、不溶于甲酸甲酯等有机溶剂的特性为

色素进一步纯化和鉴定提供了实验依据. 
色素颜色随pH值变化的特性使它可以作为一种天然的

食品指示剂即食品腐败变质，其pH值发生变化进而导致色素

颜色产生变化，指示该食品变质不能食用. 
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图3  紫色素薄层层析示意图
Fig. 3  Diagram of chromatographic analysis of purple pigment


