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摘要： 利用贫营养条件，从土壤样品中筛选到一株产红色素的菌株。 经形态学、生理生化实验进
行菌株初步鉴定，并经 16S rDNA 测序分析确定该菌株为粘质沙雷氏菌属，将其命名为：Serratia
marcescens JNB5-1。 该菌株所产红色素经全波长扫描及 LC-MS 确定为灵菌红素。 对 Serratia
marcecens JNB5-1 产灵菌红素做初步发酵研究，在蔗糖 2 g/dL，牛肉膏 1.5 g/dL，CaCl21 g/dL，脯
氨酸 0.75 g/dL，MgSO4·7H2O 0.02 g/dL，FeSO4·7H2O 0.006 g/dL 的培养基中发酵 72 h 后， 其发酵
产量可达 4.139 g/L。
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Abstract： A strain producing red-pigment was newly isolated under poor nutrition conditions. It
was identified by 16S rDNA sequence and systematic analysis，as well as general morphological and
biochemical characteristics，The results show that 16S rDNA sequence of the strain suggesting that
the strain is Serratia marcescens Species. And it was named Serratia marcescens JNB5-1. The red-
pigment was identified as prodigiosin by wavelength scanning and LC-MS. preliminary fermentation
conditions of strain Serratia marcescens JNB5-1 was studied.The results showed that the yield of
prodigiosin was improved to 4.139 g/L after 72 h in the medium：sucrose 2%，beef extract 1.5%，
CaCl2 1%，proline 0.75%，MgSO4·7H2O 0.02%，FeSO4·7H2O 0.006%.
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研究论文

粘 质 沙 雷 氏 菌 （Serratia marcescens） 最 早 在

1823 年被定名，属于肠杆菌科，沙雷氏属的一个种，
为革兰氏阴性短杆菌， 形态上一般比其它肠道菌

小，无荚膜，偶尔呈长丝状 [1]。 其中有的菌株可产生
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粉 红 色 或 红 色 色 素 。 该 红 色 素 总 称 为 灵 菌 红 素

（prodigiosins）。
灵 菌 红 素 及 其 衍 生 物 UP （十 一 烷 基 灵 菌 红

素）、MP（环化十一烷基灵菌红素）、prodigiosins25-C
（灵菌红素 25-C）等，作为次级代谢产物主要由粘质

沙雷式菌 S.serratia、假单胞菌 Pseudomonas、放线菌

属 Streptamyces.sp 的一些种和某些特殊的海洋细菌

产生[2]。 PG 是一种脂溶性色素，难溶于水，易溶于甲

醇、乙醇、乙醚、氯仿等有机溶剂。 作为生物活性物

质，PG 被证实具有抗细菌、抗真菌、抗疟疾、抗原生

动物的效用和免疫抑制机能 [3]。 除此之外，PG 具有

很强的细胞溶解酶活性，可以用于治理因浮游藻类

引起的赤潮等环境污染。
近年来其又因被发现具有抗肿瘤活性而受到

广泛的关注，其作用机理有研究报道是作用于 DNA
而抑制拓扑异构酶，从而引发细胞凋亡 [4-5]，抗癌实

验表明 PG 主要对肺癌、 乳腺癌等具有一定的治疗

作用[6]。

1.1 材料

1.1.1 土壤样品 从江苏，山东，安徽，浙江，河南

等地取得的土样 20 个。
1.1.2 主要试剂 苯 丙 氨 酸（L-Phe），酪 氨 酸（L-
Tyr），脯 氨 酸（L-Pho），甘 氨 酸（L-Gly），K2HPO4，蔗

糖， 乙醇， 牛肉膏， 蛋白胨 （鱼粉），NaCl，MgSO4·
7H2O，FeSO4·7H2O，CaCl2，琼脂等。
1.1.3 培养基

1）富集培养基（组分 g/dL）：苯丙氨酸（L-Phe）
2， （NH4）2SO4 1，K2HPO4 0.1，MgSO4 ·7H2O 0.02，
FeSO4·7H2O 0.006，CaCl2 0.002；115 ℃灭菌 20 min。

2）选 择 培 养 基 （组 分 g/dL）：酪 氨 酸 （L-Tyr）
0.5， （NH4）2SO4 1，K2HPO4 0.1，MgSO4·7H2O 0.02，
FeSO4·7H2O 0.006，CaCl2 0.002，琼脂 2；115 ℃灭菌

20 min。
3）LB 培 养 基（组 分 g/dL）：酵 母 膏 0.5，蛋 白 胨

1，NaCl 1，琼脂 2；115 ℃灭菌 20 min。
4）初始发酵培养基（组分 g/dL）：鱼粉 1.5，NaCl

0.3，KCl 0.2；pH 6.0，115 ℃灭菌 20 min。
1.2 方法

1.2.1 分离筛选 采用平板划线分离方法进行分

离筛选。 制备土样悬液，取 5 mL 样品到富集培养基

中，30 ℃、160 r/min 培养 3 d，将培养物作适当梯度

稀释，选取 10-4、10-5 两个稀释度涂布固体选择培养

基，30 ℃静置培养 2~3 d，观察菌落颜色和形态。 挑

取红颜色的菌落划线分离，获得纯培养。
1.2.2 生理生化鉴定

1）形态观察：LB 斜面活化菌种，转接 LB 固体

培养基，30 ℃培养 48 h，观察菌落生长状况及形态；
电镜观察细胞形态。

2）生理生化实验：取 30 ℃、20 h 培养的纯培养

物进行相关生理生化实验。 参照《伯杰细菌鉴定手

册》[7]进行鉴定。
1.2.3 16S rDNA鉴定

1）16S rDNA 测序：提取菌株的全基因组 DNA，
经琼脂糖核酸电泳验证后作为模板， 使用细菌 16S
rDNA 通用引物 27F （5’-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3’）及 1492R（5’-ACG GTT ACC TTG TTA
CGA CTT-3’）进行 PCR ，产物经电泳验证后，用 1
g/dL 的厚胶回收， 回收 PCR 产物连接 pMD-18T 载

体，16 ℃连接过夜，连接产物转化 E.coli JM109 后，
涂布于氨苄抗生素抗性平板，培养过夜随机挑选转

化子，转化子经 LB 液体培养 10~12 h 后提取质粒、
酶切验证并测序。

2）系统发育树：目的菌株的 16S rDNA 测序结

果经 GeneBank 比对，使用 ClustalX-2 和 MEGA4 软

件进行进化分析，绘制系统发育树。
1.3 红色素的提取鉴定和发酵研究

1.3.1 提取鉴定方法 取 5 mL 发酵液经 5 mL 酸

性乙醇（pH3.0）溶沉，3 000 r/min 离心 10 min，获取

上清液，再用 20 mL 氯仿萃取，吸取下层氯仿层，在

酸性条件下进行全波长扫面和 LC-MS 鉴定。 质谱

鉴定使用 Mircomass Q -TOF mico 质谱仪， 波长范

围选取 200~800 nm 之间。 实验条件： 甲醇 （色谱

级）、离子化方式 ESI（+）、Capillary 3 000 V、Sample
Cone 35 V、Extraction Cone 35 V、Source Temp 80
℃、Desolvation Gas 200 L/h、Pump Flow 10 μL/min[8-9]。
1.3.2 发酵条件的研究

1）培养方法：挑取一环新鲜的斜面培养物，接

入10 mL 的 LB 液体培养基培养过夜， 按体积分数

10%的接种量转接 50 mL 的 LB 液体培养基作为二

级种子， 二级种子培养到对数期按体积分数 4%转

接 到50 mL 的 发 酵 培 养 基 中，160 r/min 30 ℃培 养

72 h[10]。

材料与方法1
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2）PG 标准曲线的测定：准确称取 PG 样品 10.0
mg，用酸性乙醇（pH 3.0）溶解，然后用酸性乙醇定

溶于 100 mL 容量瓶，避光保存。 测定不同浓度梯度

标准样品的 OD535 值，绘制标准曲线。 取发酵液溶解

到酸性乙醇（pH 3.0）中，做适度的稀释（50~250倍），
稀 释 样 品 密 封 放 置 8 h （ 充 分 溶 解 PG），3 000
r/min 离心 10 min 后取上清液，测定 OD535。 空白对

照为 pH 3.0 的酸性乙醇。

2.1 筛选结果

经过选择培养基筛选分离，最终获得产红色素

的目的菌株 4 株，见表 1。
表 1 目的菌株的生理特征

Tab.1 Physiological characteristic of aim strain

经初步发酵测试， 菌株 B5-1 红色素产量明显

高于其它 3 株，确定该菌株为研究菌株。 该菌株菌

落生长较快，在固体选择平板上，最初可观察到微

小的的红色斑点状菌落， 后期菌落增大颜色加深，
有的带有绿色荧光；在 LB 固体平板上，菌落较大颜

色深红，呈现湿润、凸起、圆整的状态，见图 1。

图 1 菌株 B5-1 细胞电镜观察图

Fig.1 Electron micrographs of the strain B5-1

2.2 生理生化实验

目的菌株 B5-1 生理生化实验结果见表 2。
表 2 目的菌株 B5-1 生理生化实验结果

Tab.2 Physiological and biochemical characters of the
strain B5-1

“+”90%以上菌株阳性；“（）” 反应延迟；“-”90%以上菌

株阴性；“D”不同分类单位中的反应不同；“d”11%~89%的菌

株阳性

2.3 16S rDNA 鉴定

16S rDNA 测序结果经重新拼接并在 Genebank
中比对，发现菌株 B5-1 与 Serratia marcescens strain
J2P3 相似度达 99%，并绘制系统发育树，确定该菌

株为粘质沙雷氏菌， 并命名为：Serratia marcescens
JNB5-1，序列上传号：HQ260324，见图 2。
2.4 红色素鉴定

发酵 72 h 后，取 5 mL 发酵液按 1：1 比例加入

到酸性乙醇中溶解，离心取上清液，再加入两倍体

积的氯仿萃取， 静置并获取下层清液， 调节 pH 约

3.0 后测定。
2.4.1 波长扫描图谱 样品在 200~800 nm 的波长范

围内具有特异性吸收峰，峰值在 535.2 nm 处，与文献[11]

报道中酸性条件下的检测波长 535 nm 一致，见图 3。
2.4.2 LC-MS鉴定 经 TOF-MS 分析鉴定，该样品

中 主 要 物 质 离 子 化 后 的 相 对 分 子 质 量 [M+H+]为
324.2；其次还存在一种杂质，相对分子质量[M+H+]
为761.4。 证实该样品经萃取后在 536 nm 检测波长

结果与讨论2

菌株编号 菌落形态、颜色特征

B1-1 圆形突起、湿润；粉红色

B4-1 圆形、湿润；紫红色

B5-1 圆形突起、湿润粘稠；深红色、有特殊绿色荧光

B8-1 圆形、湿润、粘稠；粉紫色

项目
标准

反应
B5-1
结果

项目
标准

反应
B5-1
结果

接触酶 + + 丙二酸钠 - -
氧化酶 - - 精氨酸 - -

β-半乳糖甘酶 + + 赖氨酸 + +
脂肪酶 + + 鸟氨酸 + +

DNA 酶 + + 苯丙氨酸 - -
葡萄糖 + + 谷氨酸 （） -

蔗糖 + + 酪氨酸 - +
乳糖 - - 尿素水解 - -

麦芽糖 + + 明胶水解 + +
肌醇 d - 产 H2S 与否 - -

甘露醇 + + 吲哚 - -
山梨醇 + + M.R.试验 - -

柠檬酸钠 + + V.P.试验 D +
醋酸钠 + + 硝酸盐还原 + +

葡萄糖酸钠 + +
特异的

非扩散色素
D +
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下基本为单一物质，而且该物质相对分子质量（M=
[M+H+]-1=323.2）与灵菌红素（PG）C20H25N3O 的相对

分子质量（M=323）一致，最终确定样品中红色素为

灵菌红素（PG），见图 4。

图 3 红色素样品波长扫描图

Fig.3 Wavelength scanning of pigment sample

图 4 红色素样品的 TOF-MS 图

Fig.4 TOF-MS of pigment sample

2.5 初步发酵研究

2.5.1 种子生长曲线 按照方法中描述的种子培

养条件进行种子培养，每隔 1 h 取样测定 OD600 并

绘制生长曲线，见图 5。 Serratia marcescens JNB5-1
在 8~12 h 达到对数生长期，选择 11 h 为接种时间。
2.5.2 发酵条件初步研究及优化结果 PG 作为次

级代谢产物， 是经由两个分支途径最终合成的，国

外在早期对其发酵特征已有较深入的研究 [12]，但是

对于不同的菌株，其发酵特征有很大的不同。 经初

步研究发现 Serratia marcescens JNB5-1 发酵产 PG
的条件与报道[13]基本相似。 作者考察了在初始发

酵培养基中选择不同的碳源、氮源、无机盐、pH 值

和氨基酸对产生 PG 的影响， 并在此基础上对发酵

培养基作初步优化。

图 5 B5-1 生长曲线

Fig.5 Growth curve of B5-1 strain

Serratia marcescens JNB5-1 可 以 利 用 多 种 碳

源， 在初始发酵培养基中分别加入 2 g/dL 的葡萄

糖、蔗糖、乳糖、乙醇和甘油考察不同碳源对该菌株

产 PG 的影响，结果见图 6。 葡萄糖和乳糖对 PG 产

量的提高不利，有关研究发现，葡萄糖会对 PG 的生

成产生一定阻遏，葡萄糖不适于作为该菌的碳源来

发酵产 PG。 甘油、 蔗糖和乙醇对目的菌株Serratia
marcescens JNB5-1 产 PG 影响最大，相比之下蔗糖

和乙醇，可作为下一步优化的因素之一。
考察了几种有机氮源和无机氮源对 PG 产量的

影响，在基础培养中选择牛肉膏、玉米浆、尿素、硫

酸铵来替代蛋白胨。发酵结果见图 7。显示牛肉膏对

PG 产量的贡献明显好于其他氮源。 氮源对于 PG 具

有重要的作用，牛肉膏中丰富的氨基酸等物质除了

提供菌体生长必要的营养外， 也为 PG 的合成提供

了必需的骨架结构，在其后期合成中可能起到了至
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关重要的作用。

图 6 2 g/dL 碳源发酵结果

Fig.6 Fermentation result of 2% carbon source

图 7 2 g/dL 氮源发酵结果

Fig.7 Fermentation result of 2% nitrogen source

有报道柠檬酸盐和醋酸盐对 PG 的生成有重要

的影响，钾离子可以促进细胞生长，钠离子对维持

细胞的渗透压有重要作用，因此作者对以上几个因

素进行考察。 从无机盐单因素发酵结果（图 8）中可

以看出，CaCl2 可以明显地提高 PG 的产量， 其具体

机理还未阐明，可能原因是钙离子对产物的释放有

促进作用，PG 色素产生后会附着在细胞壁上，加入

钙离子可在一定程度上改变细胞壁的通透性，使其

释放到发酵液中，减少细胞自身的负担从而有利于

色素的生成。 其它无机盐因素对该菌株发酵产 PG
影响不大。

图 8 添加不同无机盐发酵结果

Fig.8 Fermentation result of adding mineral salts

在有关 PG 合成途径的研究中发现， 脯氨酸是

合成 PG 二叉途径中的一个重要前体 [14]，有研究添

加不同的氨基酸来考察对 PG 产量的影响。 Serratia
marcescens JNB5-1 在最初的筛选平板上是受酪氨

酸影响的，发酵研究中以酪氨酸为对照，然后在初

始发酵培养基中添加不同的氨基酸，发酵结果见图

9。 表明脯氨酸和甘氨酸对 PG 产量的影响较大，可

以作为进一步优化的因素。

图 9 添加不同氨基酸发酵结果

Fig.9 Fermentation result of adding amino acids

通过四因素三水平正交实验，对发酵培养基的

优 化 结 果 见 表 3、4。 最 优 培 养 基 确 定 为 ：蔗 糖 2
g/dL、牛 肉 膏 1.5 g/dL 氯 化 钙 1 g/dL、脯 氨 酸 0.75
g/dL、MgSO4·7H2O 0.02 g/dL、FeSO4·7H2O 0.006
g/dL。 菌株 5-1 在该优化培养基中，30 ℃、160 r/min
的摇床条件下培养 72 h 后， 其发酵产量可达 4.139
g/L， 比初始发酵培养基 0.088 g/L 的产量有了明显

的提高。 正交优化实验对产量的提高有很大的效

用，为进一步的培养基优化以及发酵条件优化提供

了一个可行的思路。
表 3 正交优化实验因素水平表

Tab.3 Factors and level of orthogonal experiment

作 者 筛 选 到 的 Serratia marcescens JNB5-1 具

有良好的 PG 生产能力， 进行单因素发酵研究后发

现，脯氨酸和 CaCl2 对 PG 的形成具有很好的促进作

用。 本研究预先设计的低温筛选方法具有一定的选

因素
水平

（1） （2） （3）
A 蔗糖/（g/dL） 1 1.5 2

B 牛肉膏/（g/dL） 1 1.5 2

C 氯化钙/（g/dL） 0.5 1 1.5

D 脯氨酸/（g/dL） 0.25 0.5 0.75

结 语3
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表 4 正交优化实验结果表

Tab.4 Result of orthogonal experiment

试验号
因素

A 蔗糖 B 牛肉膏 C 氯化钙 D 脯氨酸 OD535 均值 *

1 （1） （1） （1） （1） 0.499

2 （1） （2） （2） （2） 1.950

3 （1） （3） （3） （3） 0.389

4 （2） （1） （2） （3） 2.125

5 （2） （2） （3） （1） 1.882

6 （2） （3） （1） （2） 0.364

7 （3） （1） （3） （2） 1.575

8 （3） （2） （1） （3） 2.765

9 （3） （3） （2） （1） 0.365

K1 0.914 1.383 1.193 0.899

K2 1.457 2.184 1.465 1.281

K3 1.568 0.373 1.282 1.706

极差 0.654 1.811 0.272 0.861

最优培养基 B2D3A3C2
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