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摘要:为了从土壤微生物中快速分离纯化得到产聚 β-羟基脂肪酸(PHAs)的微生物菌株 ,研究比较

了几种聚羟基烷酸产生菌筛选方法 。结果表明 ,尼罗蓝染色法优于苏丹黑染色法 ,而且 0.1%的尼

罗蓝丙酮染液 55℃染色细菌菌落 10min ,紫外灯下观察菌落 ,能合成聚羟基烷酸的菌落具有明显

的荧光现象 。进而推出对于产生物降解塑料菌株的染色 ,尼罗蓝染色法优于苏丹黑染色法 ,尼罗蓝

菌落染色法是一种简单 、快速 、可靠的筛选聚羟基烷酸产生菌的方法。
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Abstract:In o rder to establish a simple , eff icient and reliable method fo r selecting bacterium

strains synthesizing polyhydro xyalkanoic acids (PHAs), several screening methods w ere com-

pared.The results showed that the method of Nile blue dyeing w as be tter than Sudan black dye-

ing.When colonie s w ere dyed by Nile blue dissolved in acetone at 0.1% at 55℃ fo r 10m in , and

then visualized under UV (365 nm), the po sitive colonies g ave f luorescence.Therefo re , Nile blue

staining method w as a be tter w ay compared to o ther screening methods.
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　　目前 ,化学合成塑料广泛渗透各行各业和人们

的生活中 ,成为现代社会不可缺少的重要高分子材

料 ,但其不可降解性 ,对环境造成严重的“白色污

染” ,已成为世界性公害
[ 1]
。不可降解塑料地膜在新

疆棉田大规模使用 ,残留地膜严重破坏了棉田的土

壤结构 ,导致土壤板结 ,严重阻碍了棉花的可持续生

产。聚 β-羟基脂 肪酸(Polyhydroxyalkanoic acids ,

PHAs)是一种微生物产生的生物降解塑料原料 ,存在

于细胞质中 ,由一层膜包裹 ,为 0.2 ～ 0.5μm 的颗粒;

可在自然条件下逐步降解 ,直至最终分解为二氧化

碳和水 ,从而可以从根本上解决塑料废弃物对环境

的污染问题 ,具有重要的研究开发价值。因此 ,识别

和分离 PHAs 阳性细菌的方法成为环境科学领域

研究的热点 。如何快速 、准确的筛选产 PHAs 微生

物显得尤为重要。目前报道的筛选方法有苏丹黑染

色法和尼罗蓝染色法 ,为此 ,就这 2种染料的不同染

色方法进行比较分析 , 期望获得最佳的筛选产

PHAs 微生物的方法。

1　材料和方法

1.1　菌种仪器和培养基

微型台式离心机;培养箱;荧光显微镜;紫外光透
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射仪;苏丹黑染料(sigma);尼罗蓝染料(sigma)。牛肉

膏蛋白胨培养基(g/ L):牛肉膏 5g ,蛋白胨 10 g ,NaCl

5g ,pH 7.0 ～ 7.2 ;贫氮培养基(g/L):葡萄糖 5 g ,牛

肉膏5 g ,蛋白胨5 g ,NaCl 5g ,pH 7.0 ～ 7.2[ 2] ;筛选培

养基:贫氮培养基+尼罗蓝染液[ 3] 。供试菌株为石河

子大学生命学院实验室从土壤中分离纯化的纯培养

细菌菌株 100株 ,以及从微生物所菌物中心购买的产

PHAs的真养产碱杆菌作为阳性对照。

1.2　苏丹黑染色筛选方法

苏丹黑染色液配置及染色方法参照张咏的方

法[ 4] 。若细胞内有蓝黑色颗粒 ,即为产 PHA s 菌

株 ,将筛选标准定为:显微镜视野中 60%以上的细

胞内含有蓝黑色颗粒的菌株入选。

1.3　尼罗蓝染色细菌菌落紫外透射筛选方法

将供试的 100株细菌菌株用下列 2种方法筛选

产 PHAs 的菌株。方法一:准备好细菌筛选培养

基 ,培养基中尼罗蓝的终质量浓度为 50mg/L ,培养

板在室温下暗室里 ,孵育 45min ,直至胶体凝结 ,接

种待测细菌 ,30℃的培养箱培养 ,孵育 36 ～ 96 h ,放

在紫外光透射仪上观察和照相;方法二:将菌体接种

在贫氮培养基上待菌体生长 36 ～ 96 h后用 1%尼罗

蓝丙酮溶液染色 10min ,待丙酮彻底蒸发后用紫外

透射仪下检测。显示亮桔红色 、粉红色或红色的细

菌为 PHAs阳性细菌
[ 5]
。

1.4　尼罗蓝染色细菌菌体荧光显微镜筛选方法

收集 1mL 细菌菌液 ,13 000 r/min离心30min ,

小心抽去上清 ,加入 1mL 1%尼罗蓝乙醇溶液到离

心管 ,使其充分混匀 ,在 37℃培养箱孵育 10min ,避

免光照 ,移出 10mL 离心管中的混匀物到载玻片

上 ,放上盖玻片镜检 。或待测菌固定※1%尼罗蓝乙

醇溶液的染缸中 55℃,染色 10min ,水冲洗 , 8%乙

酸溶液染色 1min ,水洗干燥 ,加盖玻片镜检 。荧光

显微镜(油镜)下 460 nm 波长处观察 ,显示强烈橘红

色荧光细菌的为 PHAs阳性细菌。

1.5　阳性菌株的生理指标检测

对产 PHAs的阳性菌株进行了生理特性(革兰

氏阴阳性 、鞭毛 、芽孢 、荚膜 、大小 、最适温度和最适

pH)的测定 ,测定方法见微生物实验方法
[ 6]
。

2　结果与分析

2.1　苏丹黑染色结果

图 1A 是供试菌株被苏丹黑染色后在放大

4000倍的油镜下的观察结果。供试菌株均被染色

成黑色颗粒状。图 1B 是苏丹黑染液涂片制片的镜

检结果 ,显微镜下可以见到均匀的黑色颗粒 ,其形态

和图 1A 的菌体形状相似 ,故苏丹黑染色法无法很

好区分菌体和染料 ,可见苏丹黑染料不能很好的筛

选产 PHAs菌株。

图 1　苏丹黑染色法镜检结果(4000×)

2.2　尼罗蓝菌落染色结果

图 2A 、2B 、2E 是用方法一筛选的结果。图 2A

是供试细菌菌落在筛选培养基中培养 36 h 自然光

下的状态 ,图 2B是 2A 中供试细菌菌落培养物经紫

外透射之后的图像 ,其中有 5株细菌菌落显示粉红

色亦或红色 ,此 5 株菌落为 PHAs 产生阳性菌落。

但尼罗蓝染色液加入培养基也会影响某些菌体生

长 ,如图 2E 中的 a菌株 ,其长势受到染料限制(对照

正常),几天后就死亡了。图 2C 和 2D是用方法二

筛选的结果 。同样的供试细菌菌落接种在贫氮培养

基上培养 36 ～ 96h 后用尼罗蓝丙酮染液染色

10min ,待丙酮蒸发完 ,图 2C 为自然光下结果 ,后在

紫外透射仪下观察(图 2D),亦有同样的 5株菌落呈

现粉红色亦或红色 。相比较 ,方法二更快捷安全 ,且

消除了染料对菌体生长的影响。利用上述方法筛选

到 13株产 PHAs的阳性菌株 ,但产 PHA s的细菌

菌落粉红色有深有浅 ,可能和其产量有某种关系 ,有

待进一步研究。

图 2　尼罗蓝染色细菌菌落紫外透射前后颜色对比
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2.3　尼罗蓝菌体染色结果

经尼罗蓝菌落染色法筛选后的阳性菌落再进一

步进行菌体的尼罗蓝染色荧光显微镜镜检 ,结果发

现 ,13株阳性菌落的菌体荧光显微镜观察均亦发荧

光 ,但不同菌的发光强度有很大差异 ,意味着在同一

培养条件下 ,不同菌的产 PHAs的产量是有很大差

异的 。如图 3所示 , A B C 3个菌株中 B 发光信号

最强 ,C 次之。通过荧光显微镜筛选后得到 7 株

PHAs产量相对较高的菌株 。本试验还发现同一菌

株在不同培养条件下产 PHAs的量是不一样的 ,此

项内容还有待进一步研究确定。

2.4　产 PHAs阳性菌株生理特性检测结果

经过菌落和显微镜 2次筛选 ,得到 7株 PHAs产

量相对较高的阳性菌株 ,进而对其生理特性进行测

定 ,结果见表 1。

　　图 3　尼罗蓝染色细菌荧光显微镜观察结果(4000×)

表 1　产 PHAs菌株的生理特性

菌株编号
革兰氏

染色
芽孢 荚膜 鞭毛

大小/μm
(宽×长)

最适温度/
℃

最适 pH 菌落形态

46 G- - + - 1.05×2.04 40 6.0 圆形 ,边缘锯齿 ,表面湿润不透明乳白色 ,菌落小

50 G+ + - - 1.01×1.84 20 6.0 圆形 ,边缘整齐表面湿润不透明黄色 ,菌落小

53 G+ + - - 1.09×1.53 20 6.0 圆形 ,边缘整齐表面干燥不透明乳白色 ,菌落大 ,扁平状

56 G- - + - 0.94×2.24 40 6.0 圆形 ,边缘锯齿 ,表面湿润不透明乳浅黄色 ,扁平状

59 G- - - + 1.02×1.91 40 6.0 不规则 ,边缘波浪 ,表面湿润不透明乳白色 ,菌落大 ,扁平状

61 G+ + + - 0.99×1.85 40 7.0 圆形 ,边缘整齐表面湿润不透明浅黄色 ,菌落小 ,扁平状

129 G+ + + + 0.43×0.53 40 6.0 圆形 ,边缘整齐表面湿润不透明浅红色 ,菌落小

　注:表格中用 “ +”表示有 , “ -”表示无

3　结论与讨论

本试验采用已知产 PHAs 的真养产碱杆菌作

阳性对照 ,以从土壤中分离到的菌株做供试菌株 ,进

行了产 PHAs菌株筛选方法的优化。结果表明:苏

丹黑染色法效果不佳 。有试验表明 ,聚羟链烷酸用

苏丹族染料染色后 ,用相差显微镜观察 ,发现其在菌

体内呈折射性颗粒
[ 7]
。但本试验中由于细菌体小 ,

如果试验中苏丹黑染色液配置不好 ,在油镜下黑色

的染色液颗粒很难和菌体颗粒区分 ,无法判断阳性

菌株 ,所以苏丹黑染料可能适用于菌体稍大的杆状

细菌 ,而不适用于球状细菌染色筛选。

试验还表明 ,尼罗蓝染色法的确优于苏丹黑染

色法 ,在荧光显微镜下 ,产 PHAs的阳性菌株会产

生橙黄色的光 ,产量越高 ,荧光越强 ,但荧光会很快

猝灭 ,这种方法虽好 ,但操作起来很繁琐 ,而尼罗蓝

平板菌落观察法则可以一边纯化分离细菌 ,一边筛

选 ,大大减少了工作量 ,快捷方便。

薛林贵等[ 8] 认为 ,将尼罗蓝直接加入固体培养

基中 ,这种荧光染料就能在细菌的生长过程中扩散

进入细胞质中与 PHAs结合 ,尼罗蓝对细菌的生长

和 PHAs的累积都不产生负面影响 。但在本试验

中 ,有部分菌株生长会受到尼罗蓝的影响 ,最后菌体

生长受到抑制(如图 2中 E图片 a)。所以本研究认

为:菌落长成后用 1%尼罗蓝丙酮溶液避光染色

20min ,待丙酮蒸发完后 ,紫外照射观察 ,就可以避

免尼罗蓝对菌体生长的影响 ,这种尼罗蓝染色筛选

方法准确 ,方便且快捷 。在本试验中 ,分离到 7株产

PHAs的阳性菌株 ,其特性及产 PHAs 产量还有待

于进一步深入研究确定 。

此外 ,PHAs菌体筛选还有一个关键的问题即

培养条件的优化 ,因为 PHA s是在特定的 C/N 比失

调的条件下积累的
[ 9-10]

,所以 ,试验中对于不同营养

成分比例的掌握至关重要 ,若营养比例不合适会影

响菌体 PHA s积累 ,势必会导致漏筛 ,同时产量的

定位也会有偏差。关于高产 PHAs阳性菌株的初

筛至今仍然是一项难度较大的工作 ,不仅要快捷简

便的筛选 ,关键是如何准确的定量 (下转第 137页)
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