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类细菌素高产菌 ./0%" 的诱变选育及发酵条件的研究

常 峰，朱何东，梁 波，罗俊成，胡 承，王忠彦 1

（四川大学生命科学学院，四川 成都 2%""23）

摘 要： 以布氏乳杆菌（!"#$%&"#’(()* &)#+,-.’）/0 %" 为出发菌株，经紫外线照射（45）和硫酸二

乙酯（678）多轮复合诱变，获得一株高产类细菌素的目的菌 ./0 %"，发酵液相对效价较未诱变前

提高了 %&2 9，且具有良好的传代稳定性。通过对该菌株产类细菌素发酵条件的研究发现，以 ! 9
麦芽糖为碳源、% 9大豆蛋白胨加 ")# 9酵母粉为氮源，加微量 :;，<=!;和 <>!;等金属离子，培养温

度 &$ ?，初始 @A2)"B2)#，接种量 % 9，厌氧条件下，培养时间 3C D，./0 %" 所产类细菌素的抑菌

活性最高。
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乳酸菌*IJKLMK JKMN OJKLPQMJ IGR-是一类可发酵糖

并产生大量乳酸的细菌统称。长期以来，乳酸菌广泛应

用于乳制品、蔬菜及肉制品的发酵和防腐中S%T。许多乳酸

菌代谢除了产生乳酸、乙酸等有机酸和过氧化氢外，还

能 产 生 多 种 具 有 抑 菌 或 杀 菌 生 物 活 性 的 细 菌 素

*OJKLPQM(KM>-，在抑制多种病原微生物和食物腐败菌等方

面具有重要意义S!T。细菌素是细菌在代谢过程中由核糖

体合成的具有抑菌活性的蛋白质或多肽类物质，其抑菌

谱较窄，只对有近缘关系的乳酸菌和非乳酸菌的革兰氏

阳性菌有抑制作用，而对革兰氏阴性菌和真菌则无效S&T。

类细菌素是用来描述那些不符合或不完全符合细菌素

定义的拮抗物质S3T，它不仅能抑制革兰氏阳性菌，而且对

革兰氏阴性菌和真菌也有抑制作用S#T。这一特性决定了

类细菌素具有比细菌素更广泛的应用前景。目前关于乳

酸菌产生细菌素的研究已深入到分子水平，而对乳酸菌

类细菌素的研究相对较少。关于类细菌素国外已有研究
S2B$T，而在国内相关报道却很少。

笔者自酿酒副产物黄水SCT中分离得一株产类细菌素

的布氏乳杆菌 /0 %"，经 45 和 678 多轮复合诱变选育

出一株高产类细菌素且具有良好的传代稳定性的突变

菌株 ./0 %"，并对其发酵条件进行了相关的探索。

% 材料与方法

%)% 材料

%)%)% 原始菌株

布氏乳杆菌（!"#$%&"#’(()* &)#+,-.’）/0 %"，由笔者
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自黄水中分离并鉴定。

!"!"# 供试菌

大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’），本实验室保藏。

!"!"$ 培养基

筛选培养基%& ’ ()：*+, 培养基-./。

供试菌培养基%& ’ ()：蛋白胨 !0"0，酵母膏 1"0，葡萄

糖 !"0，牛肉膏 !"2，琼脂 #0"0，345"#65"2。

发酵培养基%& ’ ()：*+, 液体培养基。抑菌活性检测

用培养基，采用双层平板。下层为 #"0 7水琼脂，上层为

!0 8( 供试菌培养基中加入 !"0 7供试菌悬液（供试菌

斜面于 $0 9培养 #: ;，用 !0 8( 生理盐水刮洗斜面，制

成菌悬液)。
!"# 方法

!"#"! 紫外线（<=）诱变处理

用 !0 8( 无菌水洗脱新鲜的出发菌斜面，梯度稀释

制成每毫升 !0# 个细胞的菌悬液，在紫外灯下进行诱变
-!0/。紫外灯功率为 $0 >，照射距离 $0 ?8，照射时间分为

$0 @，10 @，.0 @，!#0 @，!A0 @，#:0 @ 和 $00 @。移取照射后

的菌悬液 0"!60"# 8( 涂布于烘干的筛选培养基平板，$0
9避光培养 :A ;。

!"#"# 硫酸二乙酯（BC,）诱变处理

以经上述 <= 诱变后抑菌圈直径增加最显著且稳

定的突变株为出发菌，用 !0 8( 无菌水洗脱其新鲜斜

面，将菌液离心，弃去上清液，以无菌水洗涤两次，加入

!0 8( 0"! * 345"0 的磷酸缓冲液制成菌悬液。取 : 8(
加入到 !1 8( 生理盐水中，加入 BC, 0"# 8(，振荡处理

10 8DE。加入 0"2 8( #2 7硫代硫酸钠溶液中止反应后稀

释涂皿-!!/，$0 9避光培养 :A ;。

!"#"$ 多轮复合诱变处理

以经上述 BC, 诱变后抑菌圈直径增加最显著且稳

定的突变株为出发菌，进行 <= 加 BC, 复合诱变处理，

具体方法见 !"#"! 和 !"#"#。

!"#": 类细菌素效价定义

由于该抗生物质尚在研究阶段，没有标准品做参

照，故以硫酸庆大霉素作为对照，制作硫酸庆大霉素的

标准曲线，以对大肠杆菌具有相同抑菌效果的硫酸庆大

霉素标准品的效价来定义类细菌素效价-!#/。

# 结果与分析

#"! 突变株的选育

经 <= 和 BC, 多轮复合诱变，采用杯碟法检测所产

类细菌素对大肠杆菌的抑菌活性，筛选到一株高产类细

菌素的突变菌株 FGH !0，其抑菌活性较之未诱变前提

高了 !$1 7，且具有良好的传代稳定性。

#"# 高产类细菌素菌株 FGH !0 发酵条件的优化

#"#"! 碳源对 FGH !0 产类细菌素的影响

以发酵培养基为基础，用 # 7不同的碳源代替葡萄

糖，接入 ! 7 FGH !0 菌液，$0 9静置培养 :A ;，取发酵

上清液测效价，结果见表 !。由表 ! 可知，以麦芽糖为碳

源产类细菌素效价最高。

#"#"# 氮源对 FGH !0 产类细菌素的影响

以发酵培养基为基础，以 # 7麦芽糖为碳源，加入

!"2 7不同氮源，接入 ! 7 FGH !0 菌液，$0 9静置培养

:A ;，取发酵上清液测效价，结果见表 !。由表 ! 可知，以

! 7大豆蛋白胨加 0"2 7酵母粉为氮源产类细菌素的效

价最高。

#"#"$ 初始 34 值对 FGH !0 产类细菌素的影响

以 # 7麦芽糖为碳源，以 ! 7大豆蛋白胨加 0"2 7
酵母粉为氮源，用 ! 8IJ ’ ( KLM4 和 ! 8IJ ’ ( 4GJ 分别调

至 34$"065"0，接入 ! 7 FGH !0 菌液，$0 9静置培养 :A
;，取发酵上清液测效价，结果见图 !。由图 ! 可知，发酵

液初始 34 值在 341"0 时抑菌活性最高。

#"#": 培养温度对 FGH !0 产类细菌素的影响

以 # 7麦芽糖为碳源，以 ! 7大豆蛋白胨加 0"2 7
酵母粉为氮源，调 341"0，接入 ! 7 FGH !0 菌液，于不同

温度下静置培养 :A ;，取发酵上清液测效价，结果见图

#。由图 # 可知，$5 9为 FGH !0 产类细菌素的最适培养

温度。

#"#"2 培养时间对 FGH !0 产类细菌素的影响

以 # 7麦芽糖为碳源，以 ! 7大豆蛋白胨加 0"2 7
酵母粉为氮源，调 341"0，接入 ! 7 FGH !0 菌液，$5 9
静置培养不同时间，取发酵上清液测效价，结果见图 $。

由图 $ 可知，菌体在培养 :A ; 时产生的类细菌素效价

最高。
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图 ! 初始 34 值对 FGH !0 产类细菌素的影响
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图 ! 温度对 ./0 %" 产类细菌素的影响

!)!)1 接种量对 ./0%" 产类细菌素的影响

以 ! 2麦芽糖为碳源，以 % 2大豆蛋白胨加 ")# 2
酵母粉为氮源，调 341)"，以不同的接种量接种，&$ 5静

置培养 67 8，取发酵上清液测效价，结果见图 6。由图 6
可知，./0 %" 产类细菌素的最佳接种量为 % 2。

!)!)$ 需氧量对 ./0%" 产类细菌素的影响

以 ! 2麦芽糖为碳源，以 % 2大豆蛋白胨加 ")# 2
酵母粉为氮源，调 341)"，在 %"" 9: 三角瓶中装入不同

量的培养基，接入 % 2 ./0 %" 菌液，&$ 5静置培养 67
8，取发酵上清液测效价，结果见图 #。由图 # 可知，厌氧

程度越高，越有利于 ./0 %" 产类细菌素。

!)!)7 金属离子对 ./0 %" 产类细菌素的影响

考察 ;<，’=<，>?!<，>@!<，0A!<，/B!<及 /=!<等金属离子

对 ./0%" 产类细菌素的影响，发现微量 ;<，>@!<和 >?!<

的存在对类细菌素的抑菌活性有促进作用，0A!<，/B!<和

/=!<对类细菌素有抑制作用，而 ’=<对其影响不大。

& 讨论

在类细菌素高产菌株选育过程中，经典的诱变育种

方法尽管存在很大的盲目性、随机性，但仍是目前常用

的行之有效的育种手段。但要从大量的突变菌株中筛选

出正变菌株和高产菌株，如没有有效的筛选手段， 工

作量相当巨大C%&D。

笔者采用抑制大肠杆菌作为选择模板，通过 EF 诱

变!筛选培养基平板分离!杯碟法筛选!新一轮出发

菌株!GHI 诱变!杯碟法筛选的多轮复合诱变程序，

在较短的时间内获得了发酵液相对效价提高了 %&1 2
的高产菌株，且具有良好的传代稳定性。通过对其发酵

条件的研究，最终得到了 ./0 %" 产类细菌素的最适发

酵条件J 以 ! 2麦芽糖为碳源，% 2大豆蛋白胨和 ")# 2
酵母粉为氮源，培养基初始 341)"，接种量 % 2，厌氧条

件下 &$ 5静置培养 67 8，发酵产物的抑菌活性可达 !"$
B K 9:。

参考文献：

C%D LAM,=N 0 O ，GP=Q(? R S，TM9UQM(?@ +T) V?UAWQ MAUXUQ=?Q
W(QQ(? 3,=?QUCOD) YX(QAW8?(,(@Z，%[["，（7）J [&[\[6&)

C!D :X ] Y ，>=( 4 ^，Y=X . .) +M=?U@A?XW 3,=?QU (_
MBQ=‘=@= Q(,AM=?Q Q( 3AUQ X?UAWQUCOD) L,=?Q /A,, RA3，%[[#，

（%#）：[$\%"%)
C&D 徐进，冉陆，罗雪云)乳酸菌细菌素的生物合成与应用COD)卫生

研究，!""!，*&-：!%%\!%&)
C6D FXM@X?X= I a，TXb= T L，>=MX= H ’\/8=M=WQAMXc=QX(? (_ =

‘=WQAMX(WX?\,XNA UB‘UQ=?WA 3M(bBWAb ‘Z = d=@X?=, ,=WQ(‘=W\
X,,BU U=,Xd=MXBU UQM=X?COD)T33, H?dXM(? >XWM(‘X(, ，%[[[，*1#-：
#1&%\#1&#)

C#D >W@(=MQZ O)LM(‘X(QXW BUA (_ ,=WQ(‘=WX,,X X? Q8A 8B9=? _A9=,A
BM(@A?XQ=, QM=WQ COD)0H>I V99B?(, >Ab >XWM(‘X(,，%[[&，

*1-J!#%\!16)
C1D :=BN(d= T，>=MAN(d= >，O=d(MUNZ L):AQQ X? T33,

>XWM(‘X(,W［O］)%[[&，（%1）：!#$\!#[)
C$D S8XQ_(Mb > 0 ，>W38AMU(? > T，0(MUQAM > 0 AQ =,) T33,

H?dXM(? >XWM(‘X(, COD) !""%，（1$）：#1[\#$6)
C7D 罗惠波，张宿义，卢中明)浓香型白酒黄水的应用探索COD)酿

酒，!""6，&%*!-：$%\$!)
C[D 凌代文，东秀珠)乳酸细菌分类鉴定及实验方法C>D)北京J中国

轻工业出版社，%[[[) 7#\71)
C%"D 章名春)工业微生物诱变育种C>D)北京：科学出版社，%[76)

%"1\%"[)
C%%D 《微生物诱变育种》编写组)微生物诱变育种C>D)北京：科学

出版社，%[$&) 6&\6#)
C%!D 田宇，洪芳，王忠彦等)类细菌素产生菌 40"7 的选育及其发

酵条件的研究COD) 食品与发酵工业，!""6，&"*&-J#1\1")
C%&D 李淑彬，王军，钟英长)多轮复合诱变选育抗真菌抗生素高产

菌株及其发酵条件研究COD) 广西科学，!""&，%"*!-J%&#\%&7)
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图 # 需氧量对 ./0 %" 产类细菌素的影响
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