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一株产黄色素细菌的筛选鉴定及其
产黄色素培养条件优化
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摘 要：对一株从芦苇根部土壤中分离得到的产黄色素菌株 BX-1 进行分离鉴定并优化 BX-1 菌株产黄色素培养条
件。采用形态学观察、分子生物学鉴定方法与单因素、正交试验的试验设计，可得 BX-1 菌株为革兰氏阳性细菌，盐生
谷氨酸杆菌（Glutamicibacter halophytocola）；该菌株产胞内黄色素，易溶于甲醇，在 411、438、467 nm 处存在吸收峰；
BX-1 菌株最适固态培养条件：20 ℃光照培养 240 h； 固态培养基组成为 3%谷氨酸钠、3%豆粕粉、0.5%酵母浸出粉、
1%氯化钠、0.25%磷酸二氢钾、0.1%硫酸镁、初始 pH7.0。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： A yellow pigment-producing strain BX-1 isolated from reed root soil was isolated and identified， and
the culture conditions of yellow pigment produced by BX -1 strain were optimized. By using morphological
observation， molecular biology identification method， and single factor and orthogonal experimental designs，
the strain BX-1 was Gram-positive bacterium and Glutamicibacter halophytocola. The strain produced intra-
cellular yellow pigment， which was soluble in methanol and had absorption peaks at 411， 438 nm and 467 nm.
The optimum solid-state culture conditions of the strain BX-1 were as follows. The colony was cultured at 20 ℃
for 240 h， and the solid culture medium was composed of 3% sodium glutamate， 3% soybean meal powder，
0.5% yeast extract powder， 1% sodium chloride， 0.25% potassium dihydrogen phosphate， and 0.1%
magnesium sulfate， with the initial pH7.0.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Glutamicibacter halophytocola； yellow pigment； strain identification； solid culture； condition op－
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色素在日常生活与工业生产中有着重要的作用[1]。
天然黄色素多来源于动物、植物、矿物质和微生物 [2]；
微生物黄色素则多产于细菌、酵母、丝状真菌和微藻，
在来源可控、性质稳定和易于下游加工等方面优于植
物和动物色素[1-3]。近年来已报道多种产黄色素的真菌、
细菌（如红曲霉菌），已发现的其产黄色素种类有 44种，
其中 Takahashi等[4]研究的红曲黄色素黄单胞菌素 A和
黄单胞菌素 B 混合物，已经实现产业化；粒毛盘菌产
胞外脂溶性四环三萜类衍生物黄色素对多数食品添
加剂的稳定性良好 [5]；海胆共生菌鞘氨醇单胞菌产黄
色素易溶于不同极性的常见有机溶剂中，对光稳定性
好[6]；藤黄微球菌产黄色素具有抗氧化、抗菌、抗辐射
作用[7]等。 可见天然微生物来源黄色素具有生理活性
与保健功能，如抗氧化、抗癌、抗肿瘤、抗糖尿病、抗肥
胖、抗炎等作用[8]，并广泛应用于食品、化妆品、制药等
行业中[1，9]，在国内外市场上有着广泛的应用前景[10]。然
而，除少数天然、半天然红曲黄色素可大规模生产、销
售外，天然黄色素市场上多为植物提取类黄色素，未见
其他种类微生物天然黄色素产品[11]。因此，筛选新的高
产优质黄色素菌株以及开发、生产安全、廉价、优质的
天然微生物黄色素具有广阔的应用前景与经济潜力。

本研究从芦苇根部土壤中分离到一株产黄色素
细菌，对细菌种属进行鉴定，并对其所产黄色素的性
质及其合成色素的培养条件进行研究，为进一步开发
利用此菌株生产黄色素提供参考。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

酵母浸出粉、胰蛋白胨：英国 Oxoid 公司；葡萄糖、
果糖、乳糖、蔗糖、麦芽糖：天津北方天医试剂公司；氯
化钠、乙酸钠、柠檬酸钠、谷氨酸钠、甘油、可溶性淀粉：
天津市化学试剂一厂；大豆蛋白胨、酪蛋白胨、蛋白粉、
豆粕粉、黄豆饼粉、花生饼粉、牛肉膏：北京奥博星生物
技术有限责任公司；氯化铵、硫酸铵、乙酸铵、尿素：天
津市永大化学试剂开发中心；甲醇（色谱纯）：天津市科
密欧化学试剂有限公司；DNA聚合酶：武汉金开瑞生物
工程有限公司。 除特殊标注外，其它试剂均为分析纯。

LB 培养基：5 g/L 酵母浸出粉、10 g/L 胰蛋白胨、
10 g/L氯化钠。
1.2 仪器与设备

DELTA320 型 pH 计：梅特勒-托利多仪器有限公
司；TCL-12 型台式高速冷冻离心机：湖南湘仪仪器有
限公司；NU-T5型紫外分光光度计：天津市华伟科技有
限公司；DL-820D 型超声波振荡器：宏富信精密科技
（北京）有限公司；BX-43 型光学显微镜：日本 OLYM－
PUS 公司；伯乐 T100 型 PCR 基因扩增仪：上海皓庄仪
器有限公司。

1.3 方法
1.3.1 产黄色素细菌的筛选

取 1 g芦苇根部土壤加入到 50 mL灭菌的 LB液体
培养基中，37 ℃、180 r/min 振荡培养 12 h； 取 1 mL 菌
悬液富集培养，将富集菌液稀释 106 倍，取 100 μL稀释
液涂布于 LB固体培养基上[12]，培养一段时间后出现亮
黄色菌落，挑取菌落分离纯化 3次。挑取单菌落至 LB固
体斜面培养基上，编号 BX-1菌株，置于 4℃冰箱备用。
1.3.2 菌株的鉴定

从斜面上挑取 BX-1 单菌落至灭菌的 LB 液体培
养基中，30 ℃、180 r/min 振荡培养 12 h，取 10 μL 菌液
进行革兰氏染色，在光学显微镜下观察细胞形态。

取菌液稀释并置于基因扩增仪中 98℃裂解 10min，
以裂解菌液为模板，以通用引物 27F（5'-AGAGTTTG-
ATCCTGGCTCAG-3'） 和 1492R（5'-GGTTACCTTGT－
TACGACTT-3'）对菌株 16S rRNA基因进行聚合酶链式
反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增[13]。PCR体系：
模板 1 μL、 上游引物 27F和下游引物 1492R 各 1 μL、
DNA聚合酶 12.5 μL、ddH2O 9.5 μL。PCR程序：95℃预
变性 5 min、95 ℃变性 30 s、55 ℃退火 30 s、72 ℃延
伸 45 s 并循环 30 次、72 ℃再延伸 10 min。 PCR 产物
取2 μL 进行琼脂糖凝胶电泳验证，将产物送至金唯智
公司测序。 测序结果通过 NCBI 数据库进行同源性
对比分析以明确菌株的种属关系，选取同源性高的
16S rRNA 基因，并通过 MEGA7 软件以邻接法构建系
统发育树[14]。
1.3.3 黄色素提取与光谱特性分析

刮取 LB 固体培养基上的 BX-1 菌落 0.1 g， 加入
甲醇溶液 2 mL，在 40 ℃水浴条件下超声裂解 15 min，
8 000 r/min 离心 5 min，获得黄色素提取液[15]。 以甲醇
为空白对照，用紫外分光光度计对甲醇黄色素提取液
进行全波段扫描。
1.3.4 固态培养条件优化
1.3.4.1 不同培养温度对 BX-1菌株产黄色素的影响

取 2 μL BX-1 活化菌液点种于 LB 固态培养基
上，并分别放置于 37、30、28、20 ℃温度下培养 240 h。
因胞内色素产量与其菌体量呈正相关，故以菌落直径、
菌落颜色变化和初步提取胞内色素 OD438 nm 值作为试
验分析依据。 每隔 48 h 观察记录菌落形态、大小与颜
色变化，每组 3个平行。
1.3.4.2 不同光照条件对 BX-1菌株产黄色素的影响

取 2 μL BX-1 活化菌液点种于 LB 固态培养基
上， 并分别放置于白炽灯光与黑暗无光条件下培养
240 h，每隔 48 h观察记录菌落形态、大小与颜色变化，
每组 3个平行。
1.3.5 固态培养基优化
1.3.5.1 不同碳源对 BX-1菌株产黄色素的影响

在 LB固体培养基的基础上，分别添加 1%葡萄糖、
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续表 2 L9（33）碳、氮源种类与磷酸二氢钾浓度正交试验分组
Continue table 2 L9（33）Orthogonal test grouping table of
carbon and nitrogen source types and potassium dihydrogen

phosphate concentration

果糖、乳糖、蔗糖、麦芽糖、乙酸钠、柠檬酸钠、谷氨酸
钠、甘油、可溶性淀粉，共 10 种不同的碳源。 取 2 μL
BX-1 活化菌液点种于添加不同碳源的固态培养基上
培养 240 h，每隔 48 h 观察记录菌落形态、大小与颜色
变化，每组 3个平行。
1.3.5.2 不同氮源对 BX-1菌株产黄色素的影响

在 LB固体培养基的基础上，分别添加 1%酵母浸出
粉、胰蛋白胨、大豆蛋白胨、酪蛋白胨、牛肉膏、蛋白粉、
豆粕粉、黄豆饼粉、花生饼粉、氯化铵、硫酸铵、乙酸铵、
尿素，共 13种不同的氮源。取 2μL BX-1活化菌液点种
于添加不同氮源的固态培养基上培养 240 h， 每隔 48 h
观察记录菌落形态、大小与颜色变化，每组 3个平行。
1.3.5.3 不同初始 pH值对 BX-1菌株产黄色素的影响

用 4 mol/L 盐酸或氢氧化钠溶液分别调节培养基
初始 pH 值为 5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、9.5、
10.0、10.5、11.0。 取 2 μL BX-1活化菌液点种于不同初
始 pH值的固态培养基上培养 240 h，每隔 48 h 观察记
录菌落形态、大小与颜色变化，每组 3个平行。
1.3.5.4 最适碳、氮源种类与磷元素浓度正交试验

根据碳、氮源单因素试验分别选取 3种对 BX-1菌
株产黄色素影响效果最好的碳、氮源，碳源：1%可溶
性淀粉、1%谷氨酸钠、1%葡萄糖。 氮源：1%酵母浸出
粉、1%豆粕粉、1%牛肉膏。 查阅文献[16]可知磷酸二
氢钾与硫酸镁对细菌产黄色素有明显的促进效果。
故选取0.10%、0.15%、0.20%磷酸二氢钾与 3 种碳源、
3种氮源，使用 Minitab 18 正交设计软件，设计 L9（33）
正交试验，以确定最佳碳、氮源种类与磷酸二氢钾浓
度。 分别在固态培养基上培养 240 h，每隔 48 h观察记
录菌落形态、大小与颜色变化，每组 3个平行。 正交试
验设计见表 1，L9（33）正交试验分组见表 2。

1.3.5.5 最适碳、氮源、硫酸镁浓度与初始 pH 值正交
试验

根据 1.3.5.3与 1.3.5.4的试验结果，选取不同浓度
的谷氨酸钠、豆粕粉和硫酸镁，与不同初始 pH 值，使
用 Minitab 18 正交设计软件，设计 L9（34）正交试验，以
确定最适谷氨酸钠、豆粕粉和硫酸镁浓度与初始 pH
值。 分别在固态培养基上培养 240 h，每隔 48 h观察记
录菌落形态、大小与颜色变化，每组 3个平行。 正交试
验设计见表 3，L9（34）正交试验分组见表 4。

1.4 数据处理
所有试验均设置 3组平行，结果取平均值，并使用

Origin 9.0版软件对数据进行统计分析。

水平 A 碳源种类 B 氮源种类 C 磷酸二氢钾浓度/%

1 可溶性淀粉 酵母浸出粉 0.10

2 谷氨酸钠 豆粕粉 0.15

3 葡萄糖 牛肉膏 0.20

表 1 L9（33）碳、氮源种类与磷酸二氢钾浓度正交试验设计
Table 1 L9（33）Orthogonal experimental design of carbon and

nitrogen source types and potassium dihydrogen phosphate
concentration

试验组 A 碳源种类 B 氮源种类 C 磷酸二氢钾浓度/%

第 6组 2 3 1
第 7组 3 1 3
第 8组 3 2 1
第 9组 3 3 2

第 5组 2 2 3

注：除表 2所列 9组正交试验组外，另设置对照组LB培养基组。

水平 a谷氨酸钠
浓度/%

b 豆粕粉
浓度/%

c 硫酸镁
浓度/%

d 初始
pH值

1 2 3 0.10 8.0
2 3 2 0.05 7.0
3 4 1 0.15 6.0

表 3 L9（34）谷氨酸钠、豆粕粉、硫酸镁浓度与初始 pH值正交试验
设计

Table 3 L9（34）Orthogonal test grouping table of concentrations
of sodium glutamate， soybean meal powder， magnesium sulfate，

and initial pH value

表 4 L9（34）谷氨酸钠、豆粕粉、硫酸镁浓度与初始 pH值正交试验
分组

Table 4 L9（34）Orthogonal experimental design of
concentrations of sodium glutamate， soybean meal powder，

magnesium sulfate， and initial pH value

试验组 a谷氨酸钠
浓度/%

b 豆粕粉
浓度/%

c 硫酸镁
浓度/%

d 初始
pH值

第 1组 1 1 1 1
第 2组 1 2 2 2
第 3组 1 3 3 3
第 4组 2 1 2 3
第 5组 2 2 3 1
第 6组 2 3 1 2
第 7组 3 1 3 2
第 8组 3 2 1 3
第 9组 3 3 2 1

表 2 L9（33）碳、氮源种类与磷酸二氢钾浓度正交试验分组
Table 2 L9（33）Orthogonal test grouping table of carbon and
nitrogen source types and potassium dihydrogen phosphate

concentration

试验组 A 碳源种类 B 氮源种类 C 磷酸二氢钾浓度/%
第 1组 1 1 1
第 2组 1 2 2
第 3组 1 3 3
第 4组 2 1 2
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峰最高。
叶黄素标品的紫外吸收光谱见图 6。
紫外吸收光谱有助于确定色素的结构 [18]，由图 6

可知， 叶黄素标品的紫外吸收光谱与 BX-1菌株胞内
黄色素的光谱特性相似。 推测 BX-1菌株产胞内黄色
素可能为接近叶黄素的类胡萝卜色素。

2.4 BX-1菌株产黄色素最适固态培养条件优化结果
2.4.1 不同培养温度对 BX-1产黄色素的影响

按 1.3.4.1 中的方法在不同温度下培养 BX-1 菌
株，菌落直径测量结果见图 7。

由图 7 可知，在 20 ℃与 37 ℃培养条件下，菌株生
长均较为缓慢；在 30 ℃与 28℃培养条件下生长较快、

2 结果与分析
2.1 产黄色素菌株的筛选结果

对从土壤中分离获得的亮黄色菌株以三区划线
法分离转接纯化 3 次， 在 LB 培养基上筛选出分离纯
化后的亮黄色菌株，结果见图 1。

由图 1可知，菌株编号为 BX-1。 在 LB培养基上，
BX-1菌落呈圆形凸起、表明光滑、边缘整齐。 BX-1菌
株所产黄色素为胞内色素，无向培养基渗透现象。
2.2 BX-1菌株的鉴定结果

对 BX-1菌株进行革兰氏染色，BX-1菌株革兰氏
染色镜检显微放大图见图 2。

由图 2可知，在 1 000倍显微镜下观察，BX-1菌株
呈短杆状、密集堆叠排列、无芽孢，为革兰氏阳性细菌。

对 BX-1 菌株 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增，结
果见图 3。

由图 3 可知，扩增产物条带于 1 500 bp 处明亮清
晰。 将 PCR扩增序列送至金唯智公司测序。 扩增产物
测序结果经 NCBI 数据库进行同源性比对， 选取同源
性较高的 16S rRNA 基因序列，构建系统发育树，结果
如图 4所示。

由图 4 可知，BX-1 菌株与盐生谷氨酸杆菌（Glu－
tamicibacter halophytocola）的亲缘关系最近 [17]，处于系
统发育树的同一分枝，确定 BX-1菌株为 G. halophyto－
cola，即盐生谷氨酸杆菌。
2.3 黄色素提取与光谱分析结果

BX-1 菌体经超声波破碎，甲醇提取胞内黄色素，
全波段扫描提取液结果见图 5。

由图 5 可知，BX-1 菌株胞内黄色素共有 3 个吸
收峰，分别处于 411、438、467 nm，其中 438 nm 处吸收

图 1 BX-1菌株
Fig.1 BX-1 strain

图 2 BX-1菌株革兰氏染色镜检显微放大图
Fig.2 Microscopic magnification of Gram staining of BX-1

strain

图 4 基于 16S rRNA序列 BX-1菌株的系统发育树
Fig.4 Phylogenetic tree of BX-1 strain based on 16S rRNA sequence

MW303463.1 Glutamicibacter halophytocola strain CCMM B1180

MN173457.1 Glutamicibacter arilaitensis strain ESM7

MZ768659.1 Glutamicibacter nicotianae strain AM46

KY849352.2 Glutamicibacter nicotianae strain MSSRFPD36

NR156872.1 Glutamicibacter halophytocola strain KLBMP 5180

0.001 0

57

BX-1

84
61

1 444 bp
1 000 bp
1 500 bp
2 000 bp

21M

M.电泳 Marker条带；1、2.PCR扩增产物条带。

图 3 BX-1菌株 16S rRNA基因 PCR电泳图
Fig.3 PCR electrophoresis of 16S rRNA gene of BX-1 strain
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菌苔厚实。 肉眼观察菌落颜色，可知培养至 240 h 时，
只有 20 ℃培养条件下菌落呈现亮黄色。其它温度下，
菌体生长呈现出部分浅黄色或乳白色。在相同条件下
提取不同菌落的黄色素，可见 20℃条件下培养的 BX-
1菌株产黄色素在 438 nm处 OD值最高， 明显高于其
它温度条件。 故推测，BX-1菌株为温敏型黄色素产生

菌[19]，可能存在黄色素合成温度调控元件，低温环境时
启动相关基因的表达转录[20]。 考虑试验条件与资源能
耗的合理利用，选择 20 ℃作为 BX-1 菌株产黄色素的
培养温度。
2.4.2 不同光照条件对 BX-1产黄色素的影响

BX-1 菌株经不同光照条件培养的菌落直径与产
黄色素 OD值见图 8。
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图 5 BX-1菌株胞内黄色素紫外吸收光谱
Fig.5 Ultraviolet absorption spectra of intracellular yellow

pigment of BX-1 strain

图 6 叶黄素标品紫外吸收光谱
Fig.6 Ultraviolet absorption spectrum of lutein standard
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Fig.8 Moss diameter of BX-1 strain cultured under different light conditions and OD value of yellow pigment
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由图 8可知，白炽灯光与黑暗无光条件下 BX-1菌
株培养至 240 h均可快速生长，白炽灯光照培养生长较
快，黑暗条件生长较慢。 肉眼观察菌落颜色，可见白炽
灯光照条件下，BX-1 菌株培养至 48 h 即产生黄色素，
至 240 h 菌落呈亮黄色且菌苔厚实；黑暗条件下培养
至 144 h 时菌落才呈现黄色。在相同条件下提取不同
菌落的黄色素，白炽灯光照培养的 BX-1菌株产黄色素
在 438 nm处 OD值最高，明显高于黑暗组。

由图 8 可知，光照的刺激会诱导 BX-1 菌株大量
合成黄色素。 光是自然界的能量来源，也是调节生命
活动的重要信号，光能影响细菌的生长发育、生理周
期及次生代谢产物的产生[21]。 Mohana 等[22]研究表明生
存在高辐射环境下的藤黄微球菌所产黄色素可吸收
紫外线来保护自身。 故 BX-1 菌株受可见光光照刺激
时，合成黄色素相关代谢途径可能会更加活跃，产生
大量黄色素以对抗外部环境变化。

根据培养 BX-1 菌株时的菌落形态变化发现，菌
株培养超过 240 h 后，菌落呈现老化现象，故统一培养
观察至 240 h， 以保证试验的稳定性与准确性。 综上，
BX-1 菌株产黄色素最适固态培养条件优化结果为
BX-1菌株放置于 20℃光照培养 240 h。
2.5 BX-1菌株产黄色素最适固态培养基优化结果
2.5.1 碳源对 BX-1产黄色素的影响

不同碳源培养 240 h 的 BX-1 菌株的菌落直径测
量结果见图 9。

由图 9可知，BX-1菌株具有多种碳源适应性，培养
至 240 h均可快速生长。 其中，以可溶性淀粉作为碳源
的 BX-1 菌株生长最快，菌落直径最大；其次为蔗糖、
葡萄糖、果糖、谷氨酸钠；以柠檬酸钠、乙酸钠为碳源的
BX-1菌株生长缓慢。 肉眼观察菌落颜色，可见培养至
240 h，在谷氨酸钠、柠檬酸钠、可溶性淀粉作为碳源的培
养基上 BX-1菌落均呈现亮黄色且菌苔厚实；BX-1 在

其他 7 类碳源上菌落颜色较浅，呈白色或浅黄色。
因此，BX-1 菌株最适产黄色素碳源为可溶性淀

粉。 BX-1 菌株可产生淀粉酶来分解利用可溶性淀粉
以促使菌落快速生长，同时在分解淀粉的代谢过程中
可促使菌株积累次生代谢产物黄色素[23]。
2.5.2 不同氮源对 BX-1产黄色素的影响

不同氮源培养的 BX-1 菌株， 菌落直径测量结果
见图 10。

由图 10 可知，BX-1 菌株对多种有机氮源均可很
好利用，其中以大豆蛋白胨为氮源时，BX-1 菌株长势
最快，菌落直径最大；豆粕粉、黄豆饼粉、花生饼粉等
有机氮源也可促使菌株快速生长；BX-1 菌株在无机
氮源尿素、乙酸铵、硫酸铵、氯化铵中生长最缓慢。 肉
眼观察菌落颜色，可见培养至 240 h 时，以牛肉膏、酵
母浸出粉、胰蛋白胨、酪蛋白胨、豆粕粉、黄豆饼粉为氮
源时，BX-1 菌落呈现亮黄色且菌苔厚实；在其他氮源
上，BX-1菌落则呈现白色、乳白色或浅黄色。

BX-1 菌株利用天然有机蛋白质作为氮源可积累
大量黄色素，能够利用无机氮源生长但产黄色素量较
低。 可见其黄色素积累可能受天然有机蛋白质中某些
氨基酸分子或小肽的诱导，促使胞内黄色素的快速代
谢合成[24]。 大豆蛋白胨可以促使菌株快速生长但不诱
导菌株产黄色素，所以初步选择豆粕粉作为氮源。
2.5.3 初始 pH值对 BX-1产黄色素的影响

不同初始 pH 值培养基上培养的 BX-1 菌落直径
测量结果见图 11。

由图 11 可知，BX-1 菌株在 pH6.0～11.0 范围内均
可快速生长。在初始 pH值为 6.0时，BX-1菌株生长最
快，菌落直径最大；在初始 pH 值为 6.5～8.5 时，菌落直
径相近无明显差异。在初始 pH值大于 10.0或小于 6.0
时，BX-1 菌株生长缓慢，菌落直径较小。肉眼观察菌

图 9 BX-1菌株在不同碳源培养基上的菌落直径
Fig.9 Bacterial moss photos of BX-1 strain cultured on different

carbon sources
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落颜色，可见培养至 240 h 时，在不同初始 pH 值下
BX-1菌落均呈现不同程度的黄色。初始 pH值为 6.0～
8.5与 10.0时菌落呈亮黄色，其他初始 pH 值下菌落颜
色较浅。

由此可知，BX-1 菌株在 pH6.0～10.0 范围内均可
产黄色素。 说明 BX-1菌株有着极广泛的酸碱适应性，
在偏酸环境下更有利于菌株的生长，但在中性偏碱环境
下更有利于菌株合成积累黄色素。综合菌株生长与产黄
色素两个因素，初步选择 pH6.0作为最适初始 pH值。
2.5.4 最适碳、氮源种类与磷元素浓度正交试验结果

为研究不同碳、 氮源交互作用对 BX-1 菌株产黄
色素的影响，分别选择对 BX-1 菌株产黄色素较好的
3 种不同碳源、氮源，并与不同浓度磷酸二氢钾进行正
交试验。 BX-1菌落直径测量结果见图 12。

由图 12 可知，9 组正交试验 BX-1 菌株菌落直径
均高于对照组（0 组，LB 培养基），说明正交试验添加

的碳、 氮源与磷酸二氢钾可以有效促使 BX-1 菌株积
累黄色素。其中，以第 5组最佳，即 1%谷氨酸钠、1%豆
粕粉、0.2%磷酸二氢钾，菌落直径明显高于其他组。 肉
眼观察菌落颜色，可见培养至 240 h，1～6 组试验组与
对照组 BX-1 菌落均呈亮黄色，菌苔厚实致密。 7、8、9
组中 BX-1菌落则呈现部分浅黄色。

正交试验分析结果见图 13。

由图 13可知，均值主效应图中纵坐标均值的均值
数据分析显示，B 氮源最高点 B2 与最低点 B3 差值最
大，C 磷酸二氢钾最高点 C3 与最低点 C1 差值最小，所
以氮源对 BX-1 菌株的生长影响最为明显， 碳源次
之，磷酸二氢钾影响最小；图 13 分析预测可促使 BX-
1 菌株生长产黄色素的最佳点分别是 A2 谷氨酸钠、B2

豆粕粉、C3 0.20%磷酸二氢钾，所以正交试验结果分析
的最适组合为碳源谷氨酸钠、氮源豆粕粉、0.20%磷酸
二氢钾，与正交试验组中的最佳组合（第 5组）一致。由
图 13 可知，磷酸二氢钾浓度增加对 BX-1 菌株产黄色
素呈正向促进作用，且图中没有出现拐点，需增设磷
酸二氢钾浓度单因素试验以找出最适值。

增设磷酸二氢钾 0.20%～0.35%浓度，观察其对BX-
1菌株生长和产黄色素的影响，结果见图 14。

由图 14 可知，磷酸二氢钾浓度为 0.25%～0.30%
时，BX-1 菌落直径大小相近，均大于另外 2 组。 肉眼
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图 12 BX-1菌株 L9（33）正交试验菌落直径
Fig.12 Colony diameter of BX-1 strain L9（33） in orthogonal

experiment
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Fig.13 Results of orthogonal experiment of BX-1 strain L9（33）
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观察菌落颜色， 可见 0.20%～0.35%浓度的磷酸二氢钾
培养至 240 h 的 BX-1 菌落均厚实且呈亮黄色。 在相
同条件下提取不同菌落的黄色素， 可见 0.25%磷酸二
氢钾浓度组的 BX-1 菌株所产黄色素在 438 nm 处 OD
值最高，明显高于其他组。

由此得出，BX-1 菌株最适培养基组成为 1%谷氨
酸钠、1%豆粕粉、0.25%磷酸二氢钾。 相比于可溶性淀
粉与葡萄糖，谷氨酸钠可以直接进入三羧酸循环，更有
利于被 BX-1 菌株吸收利用，为菌株生长与合成黄色
素提供能量；豆粕粉来源广泛、价格便宜且富含各类
营养物质，尤其含有多种氨基酸与小分子多肽类物质，
易于吸收利用，可以使菌株快速合成并积累黄色素；磷
是辅酶、辅基、腺嘌呤核苷三磷酸等物质的组成成分，
能调节代谢流向与次级代谢产物的合成，在合适的浓
度下能促使 BX-1菌株高产黄色素[25]。
2.5.5 最适碳、氮源、硫酸镁浓度与初始 pH 值正交试
验结果

在不同谷氨酸钠、豆粕粉、硫酸镁浓度和不同初
始 pH 值正交组合下培养的 BX-1 菌落直径测量结果
见图 15。

由图 15 可知，第 4 组 a2b1c2d3 组合，即谷氨酸钠
3%、豆粕粉 3%、硫酸镁 0.05%、初始 pH 值 6.0 条件下
所培养的 BX-1菌落直径最大，明显高于其他组合。肉
眼观察菌落颜色，可见 9组 BX-1菌株培养至 240 h均
呈现亮黄色。

正交试验分析结果见图 16。
由图 16可知，均值主效应图中纵坐标均值的均值

数据分析显示，a 谷氨酸钠浓度最高点 a2 与最低点 a1
差值最大，c 硫酸镁浓度最高点 c1 与最低点 c3 差值最
小，所以谷氨酸钠浓度对 BX-1 菌株的生长影响最大，

豆粕粉浓度与初始 pH值次之，硫酸镁浓度对 BX-1菌
株生长影响程度最小；图 16 分析预测可促使 BX-1 菌
株生长产黄色素最佳点分别是 a2 谷氨酸钠 3%、b1 豆
粕粉 3%、c1 硫酸镁 0.1%、d2 初始 pH值 7.0， 所以正交
试验分析结果最佳组合为 3%谷氨酸钠、3%豆粕粉、
0.1%硫酸镁、初始 pH7.0，即 a2b1c1d2 组合。 与正交试验
中的最佳组第 4 组 a2b1c2d3 组合存在差异，需试验验证
以筛选最优组合。 均值主效应图中未出现豆粕粉浓度
的拐点，无法确定最适豆粕粉浓度，需补做试验加以
确定。

BX-1 菌株 L9（34）正交验证试验菌落直径与产黄
色素量 OD值见图 17。

由图 17 可知，不同组合验证试验所培养的 BX-1
菌落直径相近。 肉眼观察菌落颜色无差别，两组菌株
培养至 240 h 均呈现亮黄色。 在相同条件下提取不同
菌落的黄色素，可见正交试验分析所得 a2b1c1d2 组合产
黄色素在 438 nm 处 OD 值明显高于正交试验组中的
第 4 组 a2b1c2d3 组合。a2b1c1d2 组合相较于 a2b1c2d3 组合
硫酸镁浓度更高，初始 pH值 7.0为中性。 研究表明中

图 14 BX-1菌株在不同磷酸二氢钾浓度下培养的菌落直径与产
黄色素量 OD值

Fig.14 Moss diameter of BX-1 strain cultured under different
potassium dihydrogen phosphate concentrations and OD values of

yellow pigment
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性偏碱环境更适于多数细菌的生长代谢，偏酸环境会
对细菌生长有抑制作用；镁离子能调控信号传递、参
与蛋白质的合成，是细菌新陈代谢过程中必不可少的
微量元素[17]。上述试验结果表明，0.1%硫酸镁与中性初
始 pH值组合更能促使 BX-1菌株大量合成黄色素。

BX-1 菌株在不同豆粕粉浓度下培养的菌落直径
与菌株产黄色素量 OD值见图 18。

由图 18可知，在 1%～3%浓度范围内，豆粕粉浓度
增加对 BX-1 菌株产黄色素呈正向促进作用， 推测最
适豆粕粉浓度应大于等于 3%，故分别以 2%、3%、4%、
5%浓度豆粕粉培养 BX-1菌株。 如图 18所示，当豆粕
粉浓度为 3%时，BX-1 菌落直径最大， 明显高于其它

组。 肉眼观察菌落颜色，菌苔均呈现亮黄色无明显差
别。 在相同条件下提取不同菌落的黄色素，可见 3%豆
粕粉浓度的 BX-1 菌株所产黄色素在 438 nm 处 OD
值最高，明显高于其它浓度。

由此可见，最适碳氮、源、硫酸镁浓度与最适初始
pH 值正交试验的最优结果为 3%谷氨酸钠、3%豆粕
粉、0.1%硫酸镁、最适初始 pH7.0。

3 结论
本研究以一株从芦苇根部盐碱地土壤中分离筛

选出的产黄色素菌株 BX-1为研究对象，以 LB 培养基
为基础优化培养基，通过形态学观察发现 BX-1 菌落
呈圆形凸起、表明光滑、边缘整齐、亮黄色、产胞内黄色
素。 经由革兰氏染色镜检与分子生物学方法鉴定出
BX-1 菌株为不产芽孢的短杆状革兰氏阳性细菌，盐
生谷氨酸杆菌（Glutamicibacter halophytocola）。 对 BX-
1 菌株胞内黄色素进行提取，可知该黄色素易溶于
甲醇，为脂溶性色素，紫外光谱扫描显示其在 411、
438、467 nm 3 处有吸收峰，438 nm 处吸收峰最高，与
叶黄素光谱特性相似，推测 BX-1 黄色素可能为接近
叶黄素的类胡萝卜素，其提取纯化产物及分子结构还
需大量试验分析验证。 培养温度与光照条件的单因素
试验表明，BX-1菌株最适生长温度为 30 ℃，合适产黄
色素温度为 20℃， 即 BX-1菌株为温敏型黄色素产生
菌，产黄色素需低温诱导以开启相关调控元件，同时也
需要外部光照刺激菌株大量合成黄色素，故 BX-1 菌
株最适固态培养条件为 20℃光照培养 240 h。设计碳、
氮源、初始 pH 值、无机盐的单因素与正交试验，通过
记录分析菌株在不同条件下的菌落生长直径、肉眼观
察菌落颜色变化以及测量比较不同条件生长 BX-1 菌
株产黄色素在 438 nm 处 OD 值，得出最适 BX-1 菌株
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Fig.17 BX-1 strain L9（34）orthogonal validation test moss
diameter and OD value of yellow pigment
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生长与合成黄色素的固态培养基组成为 3%谷氨酸
钠、3%豆粕粉、0.5%酵母浸出粉、1%氯化钠、0.25%磷
酸二氢钾、0.1%硫酸镁、初始 pH7.0。 上述研究结果鉴
定了 BX-1 菌株的种属， 初步确定了促使 BX-1 菌株
产黄色素的培养条件与培养基组成以及 BX-1 黄色素
的部分性质，为 BX-1菌株产黄色素的进一步开发利用
以及 BX-1黄色素结构的研究分析提供参考。
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