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摘要:从人的头发样品中筛选出 l 株产黑色素芽抱杆菌 ZH168. 对该菌株形态、生理生化特征、16S rDNA 基因序列

及全细胞蛋白电泳研究结果表明，ZH168 菌株为枯草芽抱杆菌 Bacillω subtilis. 该菌产生的胞外黑色素在可见-紫

外光区均有吸收，紫外区光吸收强，随着波长的减小，吸收增强，在 210 nm 左右有 1 个吸收高峰;红外光谱与合成

的多巴黑色素很相近，具有黑色素呵|味结构的吸收峰.电子自旋共振谱是轻微不对称的典型单线一次微商波谱.综

合以上结果确定该菌所产生的色素为黑色素.
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Isolation and Identification of a Bacillus sp. Producing Melanin 
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Abstract:A Bαcillus strain ZH168 isolated from human hair can produce extracellular dark pigment. Base 

on the colony morphology , physiological and biochemical properties , 165 rDNA gene sequence analysis 

and whole-cell protein electrophoresis , strain ZH 168 was identified as Bαcillus subtilis. The pigment pro­

duced by strain ZH168 has a district absorption in UV light , and as the wavelength decreased , the absorp­

tion increased. It has an absorption peak at approximately 210 nm. The pigment exhibited a similar infra­

red absorbtion spectrum to synthetic melanin and contained indole structure. The electromagnetic spin res­

onance spectrum of the pigment was a slightly asymmetric singlet without hyperfine structure. These char­

acteristics suggest that the pigment is menlanin. 
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黑色素 (Melanin) 是一种在细菌、真菌、动植物

中均有分布的天然色素.它是一种非均质的类多酣

聚合体，结构复杂，至今尚未全部研究清楚.微生物

成为一种新的有效药物和作为新型的天然药物载
体[14].

?所产黑色素主要分为胞内(壁结合)和胞外 2 种.黑

色素的应用前景广阔，可用于研发防晒霜、染发剂、

太阳伞、抗紫外眼镜、生物杀虫剂的保护剂等.由于

其具有抗氧化的功能，可作为开发新型的酒类、饮料

和保健品的添加剂等.可溶性黑色素还具有抗艾滋

目前国内外研究发现，产黑色素的微生物种类

很多，在芽抱杆菌类中对苏云金芽抱杆菌 Bαcillus

thuri咆iensb 研究较深入[57] ，也有坚强芽抱杆菌 B.

firmus 的报道[8] ，本研究报道了分离自人毛发样品

的 1 株产黑色素芽抱杆菌 ZH168 ，旨在获得更多

的产黑色素的菌种资源，筛选出高产黑色素的芽抱

杆菌.

、 i

病病毒，抑制其复制的功能，因此科学家认为其可能
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1 材料与方法

1. 1 材料

头发样品:从北京理发店收集头发样品，按个人

分别保存.对照菌种:枯草芽抱杆菌 Bacillus subtilis 

( ATCC6633 )、萎缩芽抱杆菌 B. αtrophαeus

(ATCC9372)购自中国普通微生物菌种保藏管理中

黑色素的特性:①离心发酵液后取上清，稀释适

当倍数，进行 190 -700 nm 紫外-可见吸收光谱的

连续扫描;②黑色素粉末与 KBr 研磨压片，做红外光

谱( IR) 测定，谱域 400 -4000 cm -1 ;③取黑色素粉末

O. 1 吨，电子顺磁共振波谱仪测定，检测条件为:扫

宽 400.0 Gs、中心磁场 3385.0 Gs、调制幅度 3.2 Gs 、

放大倍数 4 X 104 、微波功率 20.0 mW、温度 298 K. 

心;蜡样芽于包杆菌 B. cere山为中国农业大学食品微 2 
生物实验室保存菌株. 结果与分析

培养基:①种子培养基:肉汤培养基.②初筛固

体培养基:肉汤培养基和添加 Tyr(w =0. 5%) 的肉汤

培养基.③复筛发酵黑色素培养基:Fd 培养基[9] ，

L-Tyr(w =0. 5%) 灭菌间隙法加入.

主要试剂和仪器:L-Tyr 、 L-Dopa ( Sigma 公司) , 

DNAout 革兰阳性菌试剂盒、凝胶回收试剂盒( Qiagen 

公司) ，其他试剂均为国产分析纯; JCM-1230 电子显

微镜(日本 JEOL 公司) ，电子自旋顺磁共振(EPR) 波

谱仪 (ER-200D ，德国 Bruker 公司) ，阿C100 型 PCR

仪( PerkinElmer 公司) ， 3730XL 型 DNA 测序仪( ABI 

公司) ， NEXUS-470 型傅立叶红外分光光度计( Nico­

let 公司) ， TU-1901 双光束紫外可见分光光度计(北

京普析通用仪器有限公司) . 

1. 2 方法

产黑色素芽抱杆菌的筛选 :I 份头发样品(约 l

g) 加入到 9 mL 肉汤培养基中，充分振荡， 80 "c水浴

15 min ，取出放入 37 "c全温振荡器中 150 r/min 培养

20 -24 h ，用元菌水梯度稀释后，吸取 0.1 mL 涂肉汤

培养基平板，37 "c培养 72 h，选取颜色变黑菌落划线

纯化，保存于肉汤斜面.再对初筛产黑的菌株在 Fd

培养基液体发酵进行复筛.

细胞形态特征:观察固体培养基上菌落形态，对

菌体做光学显微镜和透射电子显微镜观察.

生理生化特征测定参照文献[10 J 进行.

16S rDNA 序列测定:方法参见文献[ 11 J .测序

结果提交 GenBa此，在 NCBI 使用 blastn 比对初步确

定种.

全细胞蛋白电泳 :ZH168 在 37 "c、 150 r/min 条

件下，液体肉汤培养基发酵 24 h. 9 000 r/min 离心 15

min 得菌体，无菌水清洗 2 次，用 pH 7.0 的磷酸缓冲

液榕解，超声波处理，功率 400 W，工作 3 日，间隔 4 s , 

工作 200 次， 9 000 r/min 离心 15 min ，上清液即为全

细胞蛋白样品. SDS-PAGE 采用 10% 的分离胶， 5 % 

的浓缩胶，电压 80 V ，其他参见文献[ 12 J . 
黑色素样品制备:发酵黑色素方法参见文献

[ 13 J .发酵上清，9000 r/min ，离心 15 min 除菌，黑色

上清液直接冷冻干燥，得黑色素粉末.

2.1 ZH168 菌株分离及其产黑色素条件

从头发样品中分离 1 株芽抱杆菌 ZH168 ，在固

体肉汤平板上培养 24 h 后，即有胞外黑色素产生(图

1 A) ，在添加了 L-Tyr 的肉汤平板上，黑色素产量增

加(图 1 B). 添加与未添加 Tyr 的液体肉汤培养基发

酵都不产生黑色素， Fd 发酵培养基中产生可溶性的

黑色素(图 1 C). 
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A ZH168 单菌落 ;B ZH168 菌苔 ;C 商株 ZH168 黑色发酵液

图 l 菌株 ZH168 的黑色发酵液及菌落形态

Fig. I Melanin and the colony morphology of the ZH168 strain 

2.2 ZH168 菌株的菌落与细胞形态特征

ZH168 菌株的菌落形态如图 lA 所示，在细菌肉

汤培养基平板上菌落干燥，表面有榴皱，边缘较整

齐，菌落初期乳白色，不透明，随着培养时间延长，有

黑色素产生，菌落呈棕黑色，单菌落直径1. 5 - 3. 0 

mm(37 "c ,48 h). 

菌体革兰染色阳性(图 2A) .菌体直杆状，直杆

两端圆头，营养细胞大小一般在( l. 9 - 2. 5 )μmX 

(0.6 -0.75)μm，单个存在或是三四个成链.菌体产

芽抱，芽子包中生或偏端生，椭圆形，略膨大，芽抱体大

小为 (0. 9 - l. 4 )μm X (0. 6 - O. 8 )μm. 菌体内部结

构如图 2B 所示，芽抱形成时有黑色素的积聚.

2.3 ZH168 菌株的生理生化特征

以枯草芽子包杆菌 ATCC6633 为参比菌株，对

ZH168 菌株进行了部分生理生化特征测定. ZH168 

菌株为专性好氧菌，能在 10 - 55 "C, pH 5. 5 - 10. 0 

条件下生长，耐受质量分数为 10% 的 NaCl ，具有氧

化酶和过氧化氢酶活力，详细结果见表1.经比照文

献[14-15J 发现， ZH168 和枯草芽抱杆菌的相似度

最高，生化特性基本一致.
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V:营养体细胞 ;5: 芽于包体 ;VS: 内生芽抱.

A -;自镜观察拍摄(10xI00);B 电镜照片(标尺为 500 nm) 

图 2 ZH168 菌体的光学显微镜和透射电镜照片

Fig.2 Micrograph of vegetative and sporulating cells of the 

ZH168 strain using phase-contrast light microscope and 

transmission electron microscope 

表 1 ZH168 菌株生理生化试验结果1 I 

Tab. 1 Results of physiological and biochemistry experi­

ments of the ZH168 

试验项目

葡萄糖发酵

麦芽糖发酵

棉子糖发酵

木糖发酵

乳糖发酵

甘露醇发酵

阿拉伯糖发酵

阳(NaCl) =2% 

ω(NaCl) =5% 

町 (NaCl) =7% 

w(NaCl) = 10% 

葡萄糖产气

厌氧生长

淀粉水解

硝酸盐还原

H2 02 酶试验

卵磷脂酶

拧橡酸盐试验

石疏牛奶还原

V-P 测定

明胶液化试验

Bacillu.s sp. 

ZH168 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1)"+" 为反应阳性，"-"为反应阴性.

Bacillu.s subtilis 

ATCC6633 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

2.4 ZH168 菌株的 16S rDNA 序列分析

ZH168 菌株的 16S rDNA 序列测定后，得到了

1 466个碱基组成的核昔酸序列，提交至 GenBank 数

据库后的 Accession number 为盯851424. 据 GenBank

中提供的基因序列进行 blastn , ZH168 菌株与枯草芽

抱杆菌相似度达 99 %.但因在枯草芽抱杆菌菌群

( B. amylol句时αciem 、 B. vallismortis 、 B.rrzqjαuemb 、

B. αtr叩haeus 等)中 16S 由NA 序列相似度均很高，所

以确定其属于枯草芽抱杆菌菌群.

2.5 ZH168 菌株的全细胞蛋白 SDS-PAGE

图 3 为菌株 ZH168 与不同种芽抱杆菌的全细胞

蛋白 SDS-PAGE ，通过全细胞蛋白条带比较发现，菌

株 ZH168 与枯草芽抱杆菌的蛋白谱带基本相同，与

萎缩芽抱杆菌和蜡样芽抱杆菌有较明显的区别，据

此认为 ZH168 是枯草芽抱杆菌

4 

注要
4 

l: 萎缩芽抱杆菌 B. αtrophaeus ATCC9372; 2 :枯草芽抱杆菌 B. subtilis 

AπC6633; 3:Bα口II旧 sp. ZHI68 ;4 :蜡样芽抱杆菌 B. cereω. 

图 3 菌株 ZH1 68 与芽抱杆菌属不同种菌株的全细胞蛋白

SDS-PAGE 

Fig. 3 Whole-cell protein SDS-PAGE of ZH168 and related 

strains of the Bacillu.s 

2.6 ZH168 菌株产生的黑色素特性

图 4 的 UV-VIS 光谱显示， ZH168 菌株产生的黑

色素在可见区仅有弱吸收，在紫外光区吸收明显加

强，在 210 nm 左右处有个吸收峰，与报道的 Sigma 公

司合成黑色素的标准品紫外吸收峰一致[而].

5.000 
4.499 
3.998 
3.497 
2.996 

CJ 2.495 
1.994 
1.493 
0.992 
0.491 
0.010 

190 241 292 343 394 445 496 547 598 649 700 
λ/nm 

图 4 ZH168 菌株产生黑色素的紫外可见光谱扫描

Fig. 4 UV -VIS spectra of melanin of the ZH168 strain 
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图 5 为 ZH168 菌株产生的黑色素和合成多巴黑

色素的红外吸收光谱，二者有很大的相似性.3400

cm l 附近较强的共振吸收峰，为 OH 和 NH 基团

伸缩振动， 1 620 - 1 650 cm- 1 为 C 二 C 和 COO 伸
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缩振动， 1 400 cm- 1 附近的 C 0 H 振动吸收

峰[lM6] ，具有蚓蝶环结构吸收峰.在较低指纹区，

ZH1 68 产生的黑色素有较多的峰，是由于本研究的

黑色素样品只是粗提纯物所致.

100 ï . B 
90 

80 

70 

50 

40 

30 

20 
V~ 

∞ ‘'。
俨'飞 'D 

。
矿'、

4000 3000 2000 I 000 500 
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A ZH168 产生的黑色素 ;B 合成的多巴黑色素.

图 5 黑色素的红外吸收光谱

Fig.5 IR spectra of microbial 

图 6 显示，菌株 ZH168 产生的黑色素电子自旋

顺磁共振波谱(EPR)是轻微不对称的典型的单线一

次微商波谱，表明其具有未成对电子，与随机标准品

(Strong pitch) 比对后，计算出该黑色素电子自旋浓

度约为 3.92 X 1017 spins饵，与报道的乌骨鸡黑色素
处在同一个数量级[l119].

40513425 3445 3465 3485 3 505 3 525 

图 6 ZH168 产生黑色素的电子自旋顺磁共振波谱

Fig. 6 Electron paramagnetic resonance ( EPR) spectra of mela­

nin of the ZH168 strain 

3 讨论与结论

从人的毛发上分离到 1 株产黑色素细菌 ZH1 68 ，

通过表型及生理生化性质、16S rDNA 序列测定比对

以及全细胞蛋白电泳 3 种方法，鉴定并命名该菌株

为枯草芽胞杆菌 B. s凶tilis ZH1 68 ，可见紫外光谱、

红外光谱和电子自旋共振波谱均显示该菌所产色素

为黑色素特性.

永久性染发剂是一种重要的化妆品，满足了人

们对健康外在形象的追求.然而，市售永久性染发剂

的主要生色成分对苯二胶、对氨基苯盼、邻氨基苯

盼、对甲苯二胶和邻甲苯二胶等，由于其潜在的致

癌、致畸、致突变特性，对人们的健康也造成了一定

的威胁[2ln]. 因此，元毒、元害、无污染的天然染发

剂的开发，逐渐成为一种热点和研究方向.而从毛发

中分离到的产黑色素菌株有望应用于生产天然染发

剂或开发活体生物染发技术，而且我们己做了离体

染发的初步研究.

ZH1 68 菌株在液体肉汤培养基发酵不产生黑色

素，在 Fd 液体培养基能产生黑色素.由于其他培养

条件相同，区别在于 2 种培养基的营养成分，前者营

养丰富，后者营养匮乏，因此，推测该菌是在营养胁

迫下，生长后期才合成黑色素.该菌在固体肉汤平板

上生长， 24 h 以后即能产生黑色素，可能是由于固

体静止培养营养分布不均匀或通气量等条件胁迫导

致形成黑色素.

蛋白质是基因表达的产物，亲缘关系近的细菌

在蛋白质组成上会有一定的相似性，标准条件下培

养的蛋白质组分可以通过电泳技术区分开来.全细

胞蛋白电泳技术主要用于种以下水平鉴定，同种的

不同菌株的电泳图谱相似性较高，如果 2 个菌株的

电泳图谱差异较大，则可断定不是同种.全细胞蛋白

电泳技术方法简单，重复性好，可以建立用作菌株鉴

定的数据库，分析的结果与数值分类、DNA-DNA 杂

交等也具有较好的一致性[22] ，本研究中采用了全

细胞蛋白方法，进一步确定了菌株 ZH168 的分类

地位.

多相分类由 Colwell 于 1970 年提出，指利用微

生物多种不同的信息，包括表型的、基因型的和系统
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发育的信息，综合起来研究微生物分类和系统进化

的过程.多相分类几乎包括了现代分类学中的所有

方面，如传统分类、化学分类、分子分类、数值分类

等，被认为是目前研究各级分类单位的最有效手段，

可用于所有水平上的分类单位的描述和定义[刀].多

相分类方法的运用，纠正了部分菌类通过传统鉴定

方法确定的分类地位，如 ATCC9372 曾被错误鉴定，

命名为枯草芽抱杆菌黑色变种 B. substilis var. niger , 

但现已被重新鉴定为萎缩芽抱杆菌 B. αtrophαeω[组].

近年来对枯草芽抱杆菌产黑菌株鉴定及其产黑色素

的性质研究鲜见报道.

物质的红外光谱，是其分子结构的反映，谱图中

吸收峰，与分子中各基团的振动转动形式相对应分

析各样品的 IR 谱，可以帮助我们了解关于其官能团

类型的信息，不同来源的黑色素的 IR 光谱，一定的

共振区内有相近的吸收峰.由于菌株 ZH168 发酵产

生黑色素是以酷氨酸为底物，而且具有呵|睐结构吸

收峰，故推测该菌所产胞外色素为真黑色素( Eumel-
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