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摘 要： 以 HS-5 乳酸链球菌为出发菌株，进行紫外线照射诱变，经初筛、复筛得到 2 株高产乳酸链球菌肽的稳

定性菌株。其效价比原始菌株分别提高了 12.41 %和 4.76 %，效价达到了 3116 IU/mL 和 2904 IU/mL。
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食品防腐剂是为了杀灭微生物或抑制微生物增殖、
防止食品腐败变质而在生产过程中加入食品添加剂。 我

国食品行业中所使用的防腐剂品种较少，其主要是化学

防腐剂。 化学合成的添加剂从一定程度来说对人体会产

生或多或少的毒害作用， 使其应用受到一定的局限，随

着人们生活水平的提高，膳食结构已由量的要求向质的

要 求 转 变， 使 得 世 界 公 认 的 无 毒、 高 效 的 生 物 防 腐

剂———乳酸链球菌素(Nisin)受到人们的重视[1]。
Nisin 是乳酸乳球菌产生的一种细菌素， 能抑制大

部分 G+ 菌及其芽孢的生长和繁殖， 其本身易被人体消

化道中的一些蛋白酶所降解，并且对食品的色、香、味等

无不良影响 [2～4]，因此它是一种天然的新型食品防腐剂,
已被世界 50 多个国家和地区批准使用。 此种生物防腐

剂生产利用生物发酵法，发酵过程中存在效价低、产量

低、生产成本高等问题，本实验室以 HS-5 乳酸链球菌

为出发菌株，紫外诱变，经初筛、复筛，得到 2 株突变株

菌株，摇瓶发酵实验，突变菌株 nisin 效价提高明显。

1 材料与方法

1.1 实验材料

Nisin 标准样品：sigma 产品。
1.2 菌种

乳酸链球菌 HS-5：本实验室筛选保藏。
1.3 主要培养基

CM1 培养基：蔗糖 10 g，蛋白胨 10 g，酵母膏 10 g，
KH2PO4 10 g，NaCl 2 g，MgSO4 0.2 g，pH 6.8，水 1000 mL。

检测培养基：蛋白胨 8 g，酵 母 膏 5 g，葡 萄 糖 5 g，
NaCl 5g，Na2HPO4·12H2O 2g，吐温 80 10 mL、琼脂 7.5 g，
pH 值 6.8，水 1000 mL。
1.4 实验方法

1.4.1 液体种子培养条件

用接种环接一环菌种于 50 mL CM1 培养基中，于

150 r/min，30℃培养 24 h。
1.4.2 Nisin 效价测定[5～6]

取 l g 发 酵 培 养 液 加 入 到 9 mL 0.02 mol/L 盐 酸

稀溶液中，或用 0.02 mol/L 的 稀 盐 酸 将 发 酵 液 适 当 稀

释 (稀释到其抑菌圈直径在 5～100 IU／mL 的 乳 链 菌

肽标准液的抑菌圈直径之间)， 沸水浴加热 5 min 后，
5000 r/min 离心 10 min，取上清液，用琼脂扩散法测定其

生物效价。
1.4.3 乳酸链球菌数测定

称取 0.5 g 样品置于 4.5 mL 无菌水中 (无菌操作)，
用无菌水稀释 8～10 倍， 涂布平板，30℃培养 24 h，数

出菌落个数，换算成细胞生物干重。
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1.4.4 紫外线诱变育种

紫外诱变实验法[7]。
1.4.5 初筛方法

采用双层平板法：平板的下层倒入 15 mL 含有检测

指示菌的乳链菌肽效价检测培养基，水平放置，待凝固

后再倒入 5 mL 平板分离培养基， 涂布一定稀释度的处

理菌液后于 30℃培养 24 h， 菌落周围出现透明的抑菌

圈，挑取抑菌圈较大的菌落接入斜面，进行复筛。
1.4.6 突变菌株复筛方法

经初筛挑出的菌株，逐个接入发酵培养基，30℃静

置培养 20～24 h 后测定发酵液的效价。 经反复筛选，选

出乳链菌肽效价较高的突变菌株。
1.4.7 摇瓶发酵条件

将菌株接入发酵培养基中，培养基 pH6.5，培养温度

30℃，接种量 2 %，装液量 100 mL（500 mL 瓶）培养时

间 48 h，发酵结束后测定效价。

2 结果与分析

2.1 紫外诱变曲线及紫外诱变剂量的选择

以 HS-5 乳酸链球菌菌株为出发菌株， 取 18 个无

菌 9 cm 平皿， 每个平皿分别装有新制备的 120 个 /mL
的高产菌株菌悬液， 用功率 20 W 紫外灯距离 30 cm 分

别 照 射 0 s、20 s、40 s、60 s、80 s、100 s、120 s、140 s 和

160 s。 然后每皿取 1 mL 适当稀释后涂布至初筛平板，
用黑布包裹，避光情况下倒置在培养箱中培养，温度为

30℃，待平板上长出菌落后计数。 每组以 2 个平皿菌落

的平均值作为该组的落数，计算不同照射时间下的紫外

杀菌曲线，结果见图 1。

从图 1 可看出，该菌对紫外线较为敏感，随着照射

时间的延长，致死率急剧增加。 140 s 照射时的致死率已

为 100 %，80 s 时致死率为 76 %， 试验选择 80 s 作为紫

外诱变育种的最适剂量。
2.2 突变株的初筛

菌悬液经过紫外照射 80 s，同等倍数适当稀释后吸

取 0.1 mL 依次涂布至初筛平板上，对初筛得到的 25 株

突变株进行抑菌圈实验，实验结果见表 1。

由 表 1 可 以 看 出，经 初 筛 后，5 号、6 号、14 号、15
号、17 号、23 号等 6 菌株产生的抑菌圈都很大， 最 大

的 为 29.3 mm。 和 原 始 菌 株 相 比 ， 抑 菌 圈 直 径 增 加

14.08 %。
2.3 突变株复筛试验

挑取初筛实验中抑菌圈直径较高的 6 株菌（5 号、6
号、14 号、15 号、17 号、23 号）进行复筛实验，记录抑菌

圈直径，结果见表 2。

由表 2 可知，经初筛后，复筛实验过程中，6 株突变

菌株有 2 株复筛时，性能有所降低，其他 4 株菌性能较

稳定， 取性能较稳定的 4 株突变株进行稳定性实验，5
号和 23 号菌株被淘汰。
2.4 高产突变株性能稳定性实验

挑取复筛中抑菌圈直径较高的 4 株突变株 （6 号、
14 号、15 号、17 号） 进行稳定性研究， 分别连续传代 5
次后，记录抑菌圈直径，结果见表 3。图 1 紫外照射时间对 HS-5 乳酸链球菌致死率的影响
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由表 3 可知，只有 15 号和 17 号菌株遗传性状较稳

定，其他 2 株菌出现了负突变，因诱变育种时需同时考

察突变株的传代稳定性，才能从中筛选出遗传性状稳定

的高产菌株。 所以 15 号和 17 号为所选高产突变株。
2.5 高产突变株摇瓶发酵试验

将 15 号和 17 号突变株进行摇瓶发酵实验，培养基

pH6.5，培养温度 30℃，接种量 2 %，装液量 100 mL（500
mL 瓶）培养时间 48 h，发酵结束后测定效价，结果见图

2 和表 4。

由图 2 和表 4 可看出， 发酵培养过程，15 号和 17
号突变菌株，HS-5 原始菌株随着发酵培养时间的延长，

nisin 产 量 不 断 增 加 ，48 h 后 ，nisin 产 量 都 达 到 最 大 ，
nisin 产量达到最大时，15 号突变株 nisin 效价为 3116，
与 HS-5 原始菌株相比效价提高 12.41 %，17 号突变株

nisin 效价为 2904，效价相对提高 4.76 %，说明 15 号和

17 号突变菌株发酵性能优于 HS-5 原始菌株。

3 结论

以 HS-5 乳酸链球菌为出发菌株，进行紫外线照射

诱变，经初筛、复筛到 2 株高产乳酸链球菌肽的稳定性

菌株。其效价比原始菌株分别提高了 12.41 %和 4.76 %，
效价达到了 3116 IU/mL 和 2904 IU/mL。
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图 2 15 号、17 号突变株、原始菌株摇瓶发酵曲线
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国酒茅台荣登 2007 年度白酒行业纳税榜首
本报讯：2008 年 10 月 11 日，国家税务总局发布了 2007 年度（第八届） 中国纳税百强排行榜，国酒茅台以

372740 万元的纳税总额列排行榜第 62 位，位居中国白酒行业纳税榜首和贵州省纳税第一名。
2007 年，我国经济实现了平稳快速发展，国内生产总值（GDP）达到 246619 亿元，比上年增长 11.4 %，全国税

收收入实现 49449 亿元，同比增长 31.39 %。
作为全国白酒行业的重要企业和贵州省经济发展的骨干力量，国酒茅台长期以来秉承对社会的承诺“至诚至

信”，诚实经营、依法纳税，在市场经济的浪潮中，积极对企业未来发展进行战略思考与研究，努力在发展中形成新

思路，在改革中寻求新突破，在各项工作中体现新举措，促进了国酒茅台核心竞争力的不断提升和效益的明显增

长，1998 年以来，企业实现了连续 10 年的跨越式发展。仅 2004 年～2007 年，茅台集团共实现销售收入（含税）

244.28 亿元，利税共计 163.17 亿元，企业总资产由 68 亿多元增加至 143 亿多元，职工人均年收入也由 2.85 万元

增至 4 万元。现在，公司利税率、人均创利税、人均利润率、总市值等主要经济指标稳居同行业榜首，贵州茅台股票

成为沪深股市第一高价股，企业步入了可持续发展的快车道。
2007 年度中国纳税百强排行榜共推出八个榜单，分别是：中国企业集团纳税五百强排行榜、中国独立企业属

地纳税五百强排行榜（总排名）、中国代扣代缴个人所得税企业百强排行榜等。国酒茅台除在中国企业集团纳税五

百强排行榜榜上有名外，还上榜中国企业所得税纳税百强排行榜第 39 名、中国独立企业四十行业饮料制造业纳

税百强排行榜第一名、中国企业集团十六行业纳税十强排行榜第一名。其中，在饮料制造业纳税前十强中，茅台纳

税占总纳税额 1495873 万元的 24.92 %，比第二名高出近 3 个百分点。（彭云，吴永丽）
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