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高产黑色素放线菌 G-HD-4 的分离及鉴定

郑晨娜，金春英，方柏山 *
(泉州医学高等专科学校基础医学部，福建 泉州      362021)

摘   要：从福建泉州华侨大学林园采集的土样中分离出一株高产胞外黑色素的放线菌(Actinomycetes)G-HD-4。将黑

色素从该菌株发酵液中提取纯化后经红外光谱、紫外光谱以及扫描电镜的分析，与标准黑色素基本一致。通过形

态特征、培养特征以及理化性质比较发现该放线菌属于链霉菌属，根据多项分类原则和系统进化树的构建分析，分

离的菌 G-HD-4 与卡胞链霉菌(Streptomyces capoamus)处于同一分支上，序列相似性达到 99% 以上，因此将该菌株

暂归入卡胞链霉菌。
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Isolation and Identification of High-yield Melanin-producing Actinomycetes G-HD-4
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Abstract ：Actinomyceter strain G-HD-4 was isolated from soil sample collected from Huaqiao flower garden in Quanzhou of

Fujian Province, which produced the most melanin compared to other isolated 18 strains. The melanin separated from the

fermentation broth of strain G-HD-4 was characterized by ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy, infrared (IR) spectroscopy,

and scanning electron microscope (SEM). The results revealed that the melanin derived from strain G-HD-4 was similar to

standard melanin on the structural basis. Based on the studies of physiological and biochemical characteristics and 16S ribosomal

RNA sequence homology, the G-HD-4 strain was confirmed to belong to Streptomyces genus and be similar to Streptomyces

capoamus (gene sequence similarity 99%). Finally, it was identified as a species of Streptomyces capoamus by taxonomic and

phylogentic analysis.
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黑色素(melanin)是一种广泛存在于动植物和微生物

中的非均质的类多酚聚合体。微生物所产黑色素主要分

为胞内、壁结合和胞外黑色素[1]。黑色素能作为紫外线

吸收剂、抗氧化剂、自由基清除剂、阳离子螯合剂和

新型天然的药物载体，也可用来治疗某些与黑色素缺乏

有关的神经系统疾病 [ 2 ]。另外，黑色素在化妆品、染

发剂的装饰作用以及生物杀虫剂的光保护剂等方面有着

广阔的应用前景 [ 3 ]。因为黑色素的应用价值十分广泛，

目前，研究微生物产黑色素及其应用日益增多[4]。近年

来，国内外在利用微生物发酵生产黑色素的研究也不断

增加。而微生物发酵生产黑色素的菌大多数都是细菌，

利用放线菌生产黑色素的研究国内还很少见于报道 [ 5 ]。

放线菌属于革兰氏阳性菌，在土壤中广泛存在，而大

部分的链霉菌属具有降解和合成复杂的高分子聚合物能

力，如降解纤维素，合成黑色素等。另外，链霉菌

又是一种重要次生代谢以及抗生素资源产生菌[6]。据文

献报道[7]，大约有 40% 的链霉菌在含有酪氨酸的培养基

上产生似黑色素的胞外色素，但是大部分不表现出胞外

酪氨酸酶的活性。本实验从土壤中筛选出一株高产黑色

素的放线菌，编号为 G-HD-4。通过发酵黑色素的产量

高达 10.67mg/ml，故采取 16SrDNA 序列分析和传统菌种

鉴定相结合的方法对其进行了分类鉴定，为今后的研究

开发工作打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器
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1.1.1 样品来源

用高压蒸汽灭菌的器皿从福建泉州某荔枝园、华侨

大学林园以及泉州安溪茶园采集土样，采样时选择土表

下 5～20cm 深度的土壤，用无菌的纸袋带回实验室备用。

1.1.2 培养基

初筛培养基(g/L)：马铃薯 200(市售马铃薯去皮后，

切成小块状，于沸水中煮沸 3 0 m i n 后，用四层纱布过

滤)、葡萄糖 20、L- 酪氨酸 20、琼脂粉 20、pH 值自然。

酪素培养基(g/L)[3]、蛋白胨 10、葡萄糖 1.0、NaCl
5、CaCl2 0.1、干酪素 5.0、L- 酪氨酸 1.0、琼脂粉 20、
pH 7.0。

综合马铃薯固体培养基(g/L)：马铃薯 200、葡萄糖

20、KH2PO4 3、 MgSO4 1.5、胰蛋白胨 5、L- 酪氨酸

1、琼脂粉 2 0、p H  6 . 0。
Fd 发酵培养基(g/L)：葡萄糖 1.2、(NH4)2SO4 1.3、

K2HPO4 1，CaCO3 3、MgSO4 0.56、pH7.0。
F w 发酵培养基( g / L )：葡萄糖 2、( N H 4) 2S O 4 5、

K2HPO4 7、KH2PO4 3、NaCl 5、MgSO4 1、pH7.0。
Ty r 发酵培养基(g /L )：葡萄糖 1 .0、蛋白胨 5 .0、

NaCl 5.0、CaCl2 0.1、L- 酪氨酸 1.0 。
PDA-TYR 培养基(g /L)：葡萄糖 10、土豆 20 0、

(NH 4) 2SO 4 10、KH 2PO 4 3、MgSO 4 1 .5、L- 酪氨酸

1 . 0，定容 1 L，p H 5 . 9。

1.1.3 试剂与仪器

PCR 常规操作用试剂、酶    TaKaRa 公司； PCR 引

物、DNA Ladder    上海生物工程公司；PE29600 型 PCR
仪    Thermo 公司；GIS-2008 型凝胶成像系统    上海天能

公司；红外光谱仪    美国 Perkin-Elmer 公司；TU-1810PC
型紫外可见分光光度计；HITACHI S2520 扫描电镜；

SW-CJ-2F 净化工作台。

1.2 方法

1.2.1 黑色素产生菌的筛选

将采集的 1g 土壤倒入 10ml 的无菌蒸馏水中，用力

摇匀，取出 1ml 加入到另外一只 9ml 的无菌蒸馏水中，

依次作 10 倍系列稀释，取 10-4～10-7 的稀释液 100μl 涂
布初筛培养基平板，每个稀释度涂布的平板数不少于 5
个，倒置 3 0℃培养，2 4 h 后开始观察，每日一次，第

5 天结束，观察并记录菌体生长现象。

复筛：将初筛得到的单菌落，挑取产棕色、褐色

和黑色色素菌落用 3 次划线法分离纯化，获得的纯化菌

株在复筛培养基中培养，比较产色素情况。

1.2.2 黑色素的提取与纯化

黑色素的提取和初步纯化方法参考文献[ 8 ]。将发

酵液过滤离心后，用 6mol/L 的盐酸调节上清液 pH 值为

2～3，静置过夜，离心，将沉淀物置于 60℃烘干，即

得到黑色素粗品。

1.2.3 不同菌株产黑色素能力的比较

将筛选到的产黑色素菌株接种于综合马铃薯液体培

养基，30℃、150r/min 培养 5d，发酵后过滤离心，测

上清液 OD 4 00 以及黑色素干重。

1.2.4 黑色素的紫外可见光谱

将G-HD-4菌所产的黑色素和 Sigma公司的标准黑色

素分别配成 NaOH 稀释液(简称实验液)，在室温下以蒸

馏水作为基线校正，用紫外可见分光光度计于 2 0 0～
800nm 波长范围内进行光谱扫描，测定其最大吸光度。

1.2.5 黑色素红外光谱表征

将G-HD-4菌所产的黑色素和标准黑色素用KBr压片,
用红外光谱仪进行红外分析。

1.2.6 黑色素的扫描电镜观察

将提纯的G-HD-4菌所产的黑色素与标准黑色素镀金

后观察其形态特征。

1.2.7 菌种鉴定

1.2.7.1 形态观察

采用插片法，将菌株接种到高氏一号培养基(固体

培养基)中盖玻片与培养基的接触面上，置于 28℃培养

7、14、28 d。用镊子小心拔出盖玻片，擦去背面培养

物，然后将有菌的一面朝上放在载玻片上直接镜检并测

量菌丝体直径。

1.2.7.2 培养特征观察

将菌株接种到察氏琼脂、葡萄糖 - 天门冬素琼脂、

克氏合成一号琼脂、马玲薯浸汁琼脂、无机盐淀粉琼

脂、高氏一号琼脂培养基、淀粉铵盐培养基、伊莫松

培养基上，28℃培养，分别在 7、14、28 d 后观察其

孢子链、气生菌丝体颜色(即孢子链未形成前的颜色)、
基质菌丝体的颜色、可溶性色素。取成熟期的颜色特

征为其培养特征，作为定种的依据。

1.2.7.3 细胞壁化学组分分析

按照快速薄层层析法(TLC)[9]对菌株进行全细胞水解

液 D A P (二氨基庚二酸)、氨基酸及糖型分析。

1.2.7.4 生理生化测定

参照《链霉菌鉴定手册》[10]有关内容对 G-HD-4 菌

株进行各项生理生化实验。

1.2.7.5 16S rDNA 测序及序列分析

将平板培养基的链霉菌G-HD-4新鲜菌种接种于PDB
培养基中，30℃、150r/min 培养 2～4d，将发酵液离心

得新鲜菌丝体，将菌丝体分别用无菌双蒸水、20mmol/L
EDTA 各洗涤一次，得干净的菌丝体。总 DNA 的提取

参考吴志红等方法[11]进行并有所改进，用于 16S rDNA
扩增的引物采用通用引物(引物1：5＇-ACG GGC GGT GTG
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采样地点 菌株编号

荔枝园 LZY-1～4、LZY-6、LZY-8、LZY-13
安溪茶园 AX-1～5

华侨大学林园 G-HD-1～7

表1 土壤中产黑色素菌株的分离结果

Table 1   Actinomycter stains producing melanin from soil samples
collected from litohi, tea and flower gardens

TAC-3＇)和(引物2：5＇-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3＇)，
由上海生物工程公司合成。PCR 扩增条件：94℃预变性

5min；94℃变性 50s，55℃退火 1min，72℃延伸 1.5min，
30 个循环；72℃延伸 10min。PCR 产物用 1% 琼脂糖凝

胶电泳后，得到 1.1kb 左右的 16S rDNA 片段，切胶回

收。将回收纯化后的 PCR 产物送交上海生物工程有限公

司测序。

1.2.8 系统发育树的构建

首先，所测序列用 BLAST 软件与 GenBank 和 RDP
数据库进行相似性分析，然后从 GenBank 中获得和实验

菌株序列相近种属的 16S rDNA 序列 26 株，构建系统

发育树。序列在 Clustal X(1.8) 程序包中进行多重序列

匹配排列(Multiple alignments)分析，最后形成一个多重

序列匹配排列阵，其中形成的缺口用横杠“-”填补，

进化树的构建用 PHYLIP 软件包中的 Neighbor-joing 进
行，分支模式的重复性用 PHYLIP 中的 SEQBOOT 和
CONSENSE 分析，重复次数选用 1500，生成的树用

Treeview 重建。

2 结果与分析

2.1 土样筛选结果

从土壤中筛选出产黑色素的菌株 19 株，其中荔枝

园 7 株，安溪 5 株，华侨大学林园 7 株。结果见表 1。

2.2 产黑色素能力测定

将筛选到的 19 株菌株接种到马铃薯综合培养中，30℃
下培养 5d 后，提取黑色素并称重，结果发现，G-HD-2
和 G-HD-4 黑色素的产量较高，选取这两株菌株比较二

者在不同培养基上产黑色素的能力，结果见表 2。

从表 2 看出，该两株菌在 F d 发酵培养基、F w 发

酵培养基中没有得以生长，发酵液的颜色没有任何变

化，不产生黑色素。这两株菌在综合铃薯固体培养基

中产黑色素的量相对较多，说明土豆有利于菌株的生

长，黑色素的产生，而 G-HD-4 菌株产量最多，50ml
的发酵液所产生的黑色素为 289.3mg。
2.3 黑色素的紫外可见光谱鉴定

将G-HD-4菌株所产黑色素溶液与Sigma 公司的黑色

素溶液在紫外可见分光光度计上进行 200～800nm 区间吸

收峰的连续扫描。扫描结果见图 1 。

由图 1 可知，链霉菌所产黑色素与 Sigma 公司合

成的标准黑色素在 246nm 处都有一个强吸收峰，在可见

光区内没有特征吸收峰，吸光度随波长的增大而减少，

结果与万霞等[12]用 5 株细菌所产的 L- 多巴黑色素具有类

似的紫外吸收光谱。

2.4 黑色素的红外光谱表征

图1   黑色素紫外可见光吸收光谱

Fig.1   UV-Vis spectra of standard melanin and that prodnced by
strain G-HD-4
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表2   G-HD-2 和 G-HD-4 菌种在 6 种培养基中黑色素产量(mg/50ml
培养液)

Table 2   Melanin production by strains G-HD-2 and G-HD-4 in six
kinds of cultures (mg/50 ml)
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图2   黑色素红外可见光谱表征图

Fig.2   IR spectra of standard melanin and that producted by strain
G-DH-4
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培养基 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素

葡萄糖天门冬素琼脂 黄白色，生长中度 黄白色 淡黄色

高氏合成一号琼脂 淡黄色，生长良好 黄色 淡黄色

淀粉铵盐琼脂 白色，生长良好 白色 无

马铃薯浸汁琼脂 黄棕色，生长良好 无 浅褐棕色

伊莫松培养基 黄褐色，生长良好 浅桂皮淡棕 褐色

无机盐淀粉琼脂 淡黄色，生长良好 黄色 淡黄色

察氏琼脂 白色，生长良好 白色 无

克氏合成一号琼脂 黄色，生长良好 乳黄色 淡黄色

表3   G-HD-4菌株的培养特征

Table 3   Cultural characteristics of strain G-HD-4

裂成四半，干燥，难以挑取(图 4)。在高氏一号上 28℃
插片培养 7d 后，取插片分别在光学显微镜观察，发现

G-HD-4 菌株气丝直，略有弯曲，分支少，生长旺盛；

孢子扁球形，表明光滑；基丝直，分支少，无横隔

无断裂，紧密聚集成团且不规则(图 5 )。

特征
明胶 纤维素上 牛奶 牛奶 H2S 类黑色素 尿素 硝酸盐 淀粉 麦芽 D- D- D- 肌 L- 葡萄 蔗 山梨 D-纤 乳糖

液化 生长 凝固 胨化 产生 产生 水解 还原 水解 糖 果糖 木糖 半乳糖 醇 鼠李糖 糖 糖 醇 维二糖 糖

结果 ﹢ ﹢ － ﹢ － ﹢ ﹢ － ﹢ － ﹢ ﹢ － ﹢ ﹢ ﹢ － － ﹢ ﹢

表4   G-HD-4菌株的生理生化特征

Table 4   Physiological and biochemical characteristics of strain G-HD-4

注：+ . 阳性；－ . 阴性。

由图 2 可知，在 3292.27、1646.9cm-1 处有强烈吸收

峰，据文献[13]、[14]报道在 3291.27cm-1 处的吸收峰是因

为 -OH、－ NH2 的伸展振动引起；1646.91cm-1 峰主要是

C=C、－ COO －、C=O 伸展振动引起，与 Sigma 合成

的标准黑色素相比，上述两个图谱基本一致，主要功能

团是一致的。造成差别的原因可能是不同来源的黑色素

在某些功能基团上稍有差异或黑色素提纯的纯度不同。

2.5 黑色素的扫描电镜观察

黑色素在动物、植物以及微生物体内均能产生，

属于高分子量的化合物，为非均质的类多酚聚合物，扫

描电镜下观察其形态为不定型小颗粒。

a.Sigma 公司合成标准黑色素；b.G-HD-4 菌株所产黑色素。

图3   黑色素的电镜观察

Fig.3   Scanning electron micrographs of standard melanin and
that producted by strain G-DH-4

ba

由图 3 可知，该菌所得黑色素具有与报道结构相类

似的结构[3,15-16]，是一些几微米到几百微米大小不一的不

规则颗粒。该黑色素与标准黑色素在形态上存在细微差

别，标准黑色素为圆形单一颗粒，而 G-HD-4 菌株所产

的黑色素似乎为片状，这可能是因为该黑色素提纯的纯

度不够，黏连在一起，颗粒没有完全分散单一颗粒。

2.6 菌株的鉴定

2.6.1 形态观察

图5   菌株G-HD-4 在PDA-Tyr 培养基上产黑色素情况

Fig.5   Melanin production by strain G-HD-4 in PDA-Tyr medium

图4   G-HD-4菌种在高氏培养基的培养菌丝

Fig.4   Hyphae of strain G-HD-4 cultured in Gorodkowa’smedium

2.6.4 G-HD-4 菌株的生理生化特征

G-HD-4 菌株的生理生化特征如表 4 所示。

2.6.5 16S rDNA 序列分析以及系统进化树构建

G-HD-4 菌株 16S rDNA 扩增产物大小在 1100bp 左

右，1 % 琼脂糖凝胶电泳结果见图 6。
由图 6 可知，G-HD-4 菌株 16S rDNA 序列测定结果

已提交 GenBank，有 1048 个碱基，序列号为 EF661645.
1，G-HD-4 菌株的 16S rDNA 序列与 GenBank 中相关序

菌株 G-HD-4 在 PDA-Tyr 培养基上生长良好，菌落

直径 2～4 m m，高高隆起，周边粗糙不光滑，菌体分

2.6.2 菌株细胞壁化学组分

经快速薄层层析法(TLC) 测定，菌株 G-HD-4 细胞

皆含有 LL-DAP (左旋二氨基庚二酸) 及甘氨酸无特征性

糖(糖型 C)，细胞壁化学组分属于Ⅰ型，符合链霉菌属

(Streptomyces)的化学分类特性。

2.6.3 培养特征

G-HD-4 菌株在不同的培养基中的特征，如表 3 所示。
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列的 BLAST 比较，结果表明，与 G-HD-4 菌株相似性

较高(99%)有 26 个序列，均属链霉菌属(Streptomyces)，
基于 16S rDNA 得到的系统进化树如图 7 所示，菌株 G-
HD-4 与未培养菌(Uncultured bacterium)和卡胞链霉菌

(Streptomyces capoamus)关系较近，聚成小群，序列相

似性达到 99% 以上。结合形态、细胞化学及 16S rDNA
全序列分析的系统发育研究结果，可将菌株 G-HD-4 的

分类地位确定至属的水平，即：菌株 G-HD-4 属于链霉

菌属(Streptomyces)，并且与卡胞链霉菌(Streptomyces
capoamus)具有高于 99% 的 16S rDNA 序列相似性。据

文献[17]报道，卡胞链霉菌的形态特征以及生理生化特

征的描述如下：孢子链略弯曲和呈现轮辐状，孢子表面

光滑，呈现椭圆形，能够利用多种物质为唯一碳源生

长，如葡萄糖、肌醇、木糖、鼠李糖、棉籽糖、蔗

糖。卡胞链霉菌不能够水解淀粉以及牛奶凝固，但是

能够产生黑色素，牛奶胨化，明胶液化以及硝酸还原，

生长范围 20～37℃，最适温度是 27℃，以上特征与本

实验室筛选到的 G-HD-4 菌株的生理生化特征有很多相似

之处，但在碳源利用方面存在不同，如肌醇和鼠李糖

利用可疑，根据以上结果，实验将 G-HD-4 菌株暂定卡

胞链霉菌(Streptomyces capoamus)。
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图7   依据16S rDNA序列构建的链霉菌属的系统发育树

Fig.7   Neighbour-joing tree based on nearly completed 16S rDNA
sequences showing relationship between strain G-HD-4 and

representive strains of Streptomyces

S.ginsengisolt│AB245392.1│
S.fulvovtolaceus│AB184573.1│

S.sp R25│AF33180.1│
Uncultured actinobacterium│AY736239.1│

S.sp GE90852│AJ519938.1│
S.sp WI04-3A│EU080961.1│

S.griseovariabilits│AY654298.1│
S.roseochromogenus│AB184512.1│

S.mykogenes│AB184484.1│
S.diastatochromogenus│AB184503.1│

S.durhamensis│AB184405.1│
S.thioluteus│AB184344.1│

S.durhamensis│AY999785.1│
S.fllipinensis│AB184198.1│

S.spectabilis│AY999926.1│
S.fllipinensis│AY999913.1│

S.miharaensis│AB184482.1│
S.kathirae│AY015428.1│
S.psammoticus│AB184554.1│

S.sp KN-0647│AY029696.1│
S.triostinicus│AB184519.1│

S.sp A00110│EF690258.1│
S.sp NT0401│DQ985808.1│

G-HD-5

S.capoamus│AB184385.1│
S.capoamus│AB045877.1│

Uncultured bacterium│DQ129583.1│

图6   G-HD-4菌株 16S rDNA PCR产物电泳图像

Fig.6   Agarose gel electrophoresis pattern of 16S rDNA PCR
amplification products of strain G-HD-4

1000bp

Marker PCR 产物

3 讨  论

由于黑色素应用广泛，利用微生物生产黑色素，越

来越受到重视。国内外微生物生产黑色素的多为细菌类，

而放线菌生产黑色素的报道比较少见，柯冠群[8]等筛选到

产黑色素的链霉菌，该菌产黑色素的产量约为 0.7g/L。顾

敏舟等[5]筛选到产黑色素的抗生链霉菌，产量为 3.45g/L。
本实验室采集福建不同地点的土壤，从产黑色素的 19 株

菌株中筛选出来一株高产黑色素的放线菌 G-HD-4。提取

纯化该菌株发酵液中的黑色素并进行鉴定，结果发现，

该菌所产的黑色素与标准黑色素基本一致。通过对放线菌

G-HD-4 的形态特征观察以及生理生化实验，结果表明，

该菌属于链霉菌属(Streptomyces)，将其序列提交 Genbank
后进行 Blas t 比较，发现与该菌相似较高的都是链霉菌

属，选取相似性较高的序列构建发育树，该菌与卡胞链

霉菌处于同一分支上，参考相关文献与卡胞链霉菌进行生

理生化特征比较，其结果基本一致，所以将该菌暂定为

卡胞链霉菌(Streptomyces capoamus)。


