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摘要　通过传统分离培养法从动物肠道分离得到１１２株芽胞杆菌,其培养物通过离心过滤后采用氨基酸全

自动分析仪对分离得到的１００多株芽胞杆菌进行上清氨基酸分析,采用打孔法测定芽胞杆菌对大肠杆菌 O８株

的抑制效果,通过紫外诱变和SＧ(２Ｇ氨乙基)ＧLＧ半胱氨酸筛选对菌株进行选育.结果发现,不同芽胞杆菌菌株产

赖氨酸能力相差较大,其中产赖氨酸水平高、抑菌性好的菌株枯草芽胞杆菌 PA１０５,上清赖氨酸水平超过０．３

g/L.将枯草芽胞杆菌 PA１０５进行紫外诱变和 AEC筛选,获得产赖氨酸高且抗菌的突变菌株枯草芽胞杆菌

PL８３,上清赖氨酸水平达到０．５８２g/L,几乎比常规菌株提高了１倍.
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　　赖氨酸是机体必需氨基酸之一,能促进机体发

育、增强免疫功能,并有提高中枢神经组织功能的作

用[１].由于谷物食品中的赖氨酸含量低,且在加工

过程中易被破坏而缺乏,为人的第一限制性氨基

酸[２].在养殖业中,赖氨酸是猪的第一限制性氨基

酸和家禽的第二限制性氨基酸,是饲料中添加最多

的氨基酸之一[２Ｇ３].目前,饲料行业利润空间不断压

缩,赖氨酸的添加量受到限制,一般情况下,添加水

平不足以满足动物生长的需求.芽胞类益生菌能够

改善肠道微生态环境、降低肠道致病菌的数量、促进

机体生长和调节免疫机能[４Ｇ５].芽胞杆菌在饲料中

添加已经十分普遍,添加成本较低,目前６０％的全

价料饲料中都添加有芽胞杆菌类饲料添加剂.
然而,目前国内外对芽胞杆菌益生菌的研究都

只考虑芽胞杆菌的益生性能[４Ｇ５],而其营养代谢相关

特性尚未涉及.如果将两者相结合,使所选育的芽

胞杆菌既具有常规芽胞杆菌的益生属性,同时又能

增加赖氨酸的供给,这将为养殖业益生菌的开发提

供一种新的思路,目前国内外尚未有相关报道.因

此,本研究通过筛选出抗菌活性强且产赖氨酸水平

高的芽胞益生菌,利用紫外线对目标细菌进行突变

后,用赖氨酸结构类似物SＧ(２Ｇ氨乙基)ＧLＧ半胱氨酸

(AEC)进行筛选,选育对 AEC反应不敏感的突变

菌株,以提高目标菌株的产赖氨酸能力.

1　材料与方法

1.1　试验材料

１)试验动物.３头２８~３５日龄健康断奶杜洛

克×长白×大约克三元杂交仔猪购买自湖南广安生

物技术有限公司.

２)试验菌株.大肠杆菌 O８株由笔者所在实验

室保存.

３)培养基.LB培养基:酵母提取物 ５g、蛋白

胨１０g、氯化钠５g.以上组分用１０００mL双蒸水

定容,１２℃灭菌２０min用作芽胞杆菌液体培养基,
另加１．５％~２．０％琼脂粉即为固体培养基,调整pH
至７．４~７．６.

１mol/LHEPES缓冲液配制:１１９．１５gHEPES
溶解在４００ mL 蒸馏水中,加０．５~１．０ mol/L 的

NaOH溶液调节pH至７．０,然后用蒸馏水定容至５００
mL,于４℃保存.

MM 培养基:(NH４)２SO４１g、K２HPO４７g、



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３４卷　

KH２PO４ ３g、柠 檬 酸 钠 ０．５g、MgSO４ ７H２O
０．１g、葡萄糖５g、琼脂 １５~２０g、蒸馏水 １０００
mL,１２１℃灭菌２０min.

４)试剂.SＧ(２Ｇ氨乙基)ＧLＧ半胱氨酸(AEC)购
自SigmaCorporationofAmerica.
1.2　芽胞杆菌的分离纯化

每次选取 ２８~３５日龄健康断奶杜洛克×长

白×大约克三元杂交仔猪１头,心脏放血法处死后,
迅速剖开腹部,用灭菌后的棉线结扎回肠后,迅速取

出回肠并转移至无菌操作台,取１g回肠食糜装入

１０mL离心管中,用蒸馏水稀释至５mL,涡旋混匀,

１００℃煮沸５min,静置５min,取上清倍比稀释至

１０－２、１０－３和１０－４３个梯度,将梯度稀释好的接种

液涂布于LB固体培养皿上,置于３７℃恒温培养箱

中培养２４h[６].
每头猪从LB固体平板上挑取４０个单细菌克

隆接种 至 LB 液 体 培 养 基,于 ３７ ℃ 摇 床 上 ２００
r/min培养２４h,用铂耳蘸取摇好的液体菌种培养

液,接种于固体 LB培养板中,连续纯化２~３次.
所分离的所有菌株用２０％甘油(体积比)混合后置

于－８０℃低温冻存.
1.3　芽胞杆菌抑菌筛选

抑菌试验:芽胞杆菌培养上清对致病性大肠杆

菌 O８的抑制试验采用打孔方法[５].从 LB固体培

养基挑取单个克隆待测菌株,接种到 LB液体培养

基,培养２４h至对数期,１２０００r/min离心１０min,
取上 清 １００ μL.活 化 的 大 肠 杆 菌 稀 释 成 １０５

cfu/mL,取０．１mL均匀涂布于LB固体培养板中,
待其干燥３０min后,用打孔器在固体培养基上打

孔,每个培养皿打孔６个.用移液枪移取１００μL培

养好的芽胞杆菌菌液(２４h培养液)加至孔中,每个

菌株做３个重复,LB培养基作对照,于３７℃ 恒温

培养箱中培养２４h,使用游标卡尺测量其抑菌圈直

径,并计算出平均值[７].
1.4　芽胞杆菌的鉴定

革兰氏染色:所分离的菌株用革兰氏染色试剂

盒(研域(上海)化学试剂有限公司)根据使用说明书

进行染色,观察所分离菌株的形态,选出革兰氏阳

性、形状为杆菌的细菌菌株.
芽胞杆菌种属的鉴定:通过１６SrDNA 测序分

析进行芽胞杆菌种属的鉴定[８].所分离的细菌菌株

经革兰氏染色后,接种LB固体培养基,挑选单个克

隆接种于 LB 液体培养基,取 ５ mL 菌液 １２０００

r/min离心２min,用 QIAGEN 细菌基因组提取试

剂盒提取细菌总 DNA,纯化后用于 PCR模板.采

用细菌 １６SrDNA 通用引物 F８(５′ＧAGAGTTTＧ
GATCMTGGCTCAGＧ３′)与 R１４９２(５′ＧGGTTACＧ
CTTGTTACGACTTＧ３′)对 每 个 细 菌 菌 株 的 １６S
rDNA 基因进行全长扩增.PCR 反应体系为 ５０

μL:５μL的１０×Buffer,４μL的２５mmol/LdNTP
mixture,２．５ U Taq DNA polymerase(TaKaRa
Corp),４０μmol/L上游和下游引物,模板为１０ng
的基因组 DNA.扩增程序为:９５℃ ５ min,９５℃
３０s,５６℃３０s,７２℃９０s,循环数为３０,７２ ℃１０
min,４℃保存,PCR扩增采用EppendorfPCR系统

(Gottingen,德国),PCR扩增产物直接送至北京华

大基因股份有限公司进行测序分析,所测结果在

PUBMED公共服务平台上应用 Blast软件进行比

对分析,确 定 所 分 离 菌 株 亲 缘 关 系 最 近 的 细 菌

种属.
1.5　氨基酸测定

芽胞杆菌培养上清应用 LＧ８８００氨基酸分析仪

(日本日立)按照文献[５]使用的方法进行分析.
1.6　芽胞杆菌紫外诱变及赖氨酸类似物筛选

将对数期枯草芽胞杆菌(摇床培养１８~２４h)
离心去上清,用生理盐水制备菌悬液,调整细菌浓度

为１×１０８cfu/mL.取３mL菌悬液加至７cm 的培

养皿中,将平皿放在磁力搅拌器上,进行紫外光照

射,照射诱变时间为６min,平皿离紫外灯的距离在

３０cm 左右,然后在含有SＧ(２Ｇ氨乙基)ＧLＧ半胱氨酸

(AEC)终质量浓度为６．０mg/mL的 MM 培养基上

涂布,３７℃恒温、避光、静置培养１０h后进行菌落计

数,获得突变克隆[９],并测定上清赖氨酸含量.
1.7　数据处理

芽胞杆菌抑制大肠杆菌 O８增值的数据重复数

为３,采用Excel２００７中的STDEVP函数计算其标

准差.通过 MEGA６．０６软件[１０]根据各菌株的１６S
rDNA基因序列进行系统发育进化分析.采用 NJ
法构建系统发育进化树,重复１０００次并计算 NJ系

统发育进化树内每个分枝的Bootstrap值.紫外诱

变 AEC筛选后的芽胞杆菌上清赖氨酸含量数据重

复数为３,采用 SPSS２１．０软件中的Independent
SampleTest与诱变前的PA１０５菌株进行差异显著

性分析[１１].采用SPSS２１．０软件中oneＧwayanova
中的Duncan’s多重比对分析枯草芽胞杆菌PA１０５
诱变后部分菌株产赖氨酸水平和抑菌性能.

００１
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2　结果与分析

2.1　芽胞杆菌的分离

经过LB培养基３次纯化,共得到１１２株细菌

菌株,这些菌株在LB固体平皿中培养２４h后一般

形成白色、圆形、不规则形或呈车轮状等、表面光

滑或 粗 糙、边 缘 不 整 齐、有 的 有 透 明 分 泌 物 的

克隆.
革兰氏染色镜检结果为革兰氏阳性菌,菌体呈

杆状,主要为散在的单个细菌、短链或长链状.
2.2　芽胞杆菌抑菌试验

抑菌试验结果表明,大部分所分离的芽胞杆菌

具有抑制大肠杆菌 O８株的作用.表１列出了部分

芽胞杆菌菌株对大肠杆菌 O８抑制效果,数据为平均

数±标准差(n＝３).其中对大肠杆菌 O８具有较强

抑制效应的芽胞杆菌菌株有多株,比如 PA１０３、

PA１０５和PA１０６等,有的菌株对大肠杆菌O８没有

抑制效果,比如PA０１３、PA０５７等(表１).
表１　部分芽胞杆菌菌液对大肠杆菌O８株的抑制作用

Table１　InhibitioneffectofsomeBacillusstrainstoE．coliO８

菌株

Strain
抑菌圈直径/mm

Inhibitiondiameter
菌株

Strain
抑菌圈直径/mm

Inhibitiondiameter

PA０１３ ５．１６±０．１２ PA１０３ ２３．０３±０．７３
PA０５７ ５．０７±０．１３ PA１０５ １９．３７±０．１８
PA０６６ １５．９７±０．２２ PA１０６ ２０．３６±０．３６
PA０７４ ５．６１±０．１３ PA１３７ ５．０８±０．６２

2.3　芽胞杆菌产氨基酸分析

对筛选出来的１１２株芽胞杆菌进行上清氨基酸

测定,其中有１０２株结果如表２,其他１０株没有获

得检测结果.从表２数据可以看出,每株菌上清中

赖氨酸质量浓度都不一样,但大部分都在０．１８~
０．３３g/L,其中第４、６、９、１４、２０、２１、２５、３０、３１和１０５
号上清赖氨酸超过０．３g/L.

表２　芽胞杆菌产赖氨酸分析

Table２　Abilityproducinglysineofdifferentstrains mg/L

菌株号

Strain
number

赖氨酸水平

Lysine
content

菌株号

Strain
number

赖氨酸水平

Lysine
content

菌株号

Strain
number

赖氨酸水平

Lysine
content

菌株号

Strain
number

赖氨酸水平

Lysine
content

菌株号

Strain
number

赖氨酸水平

Lysine
content

１ ２０８．０６ ３７ ２７６．１８ ６９ ２５４．８６ １１０ ２３６．１７ １５３ ２４２．６８
３ ２８２．７１ ３８ ２５３．６２ ７０ ２６１．３７ １１１ ２３６．８８ １６０ ２３２．８８
４ ３１０．０６ ３９ ２５６．６１ ７６ ２４２．４１ １１３ ２２６．３５ １６１ ２３４．０１
６ ３１０．５９ ４０ ２５４．８８ ７７ ２１６．６１ １１４ ２４８．８９ １６４ ２４６．７８
９ ３１２．８０ ４５ ２４４．１３ ７８ ２４８．７６ １２２ ２４５．７９ １６５ ２４８．０５
１１ ２７０．３２ ４６ ２５８．１３ ７９ ２２７．９５ １２３ ２５４．８１ １７６ ２５７．０９
１４ ３００．８９ ４７ ２６４．０８ ８０ ２２７．３９ １２７ ２８１．３４ １７８ ２５４．６１
１６ ２７５．９５ ５１ ２４４．１５ ８１ ２４４．２５ １２８ ２７８．５６ １７９ ２５３．６１
１７ ２７８．０６ ５２ ２４０．６３ ８２ ２３９．６９ １２９ ２５９．５４ １８０ ２５１．６３
２０ ３１２．１５ ５３ ２３９．０６ ８３ ３０１．１７ １３０ ２６１．６０ １８２ ２６９．０３
２１ ３０４．３０ ５４ ２５１．１８ ８４ ２４１．４５ １３１ ２７３．５１ １８３ ２４２．０３
２５ ３０７．１９ ５５ ２６３．５１ ８５ ２６０．０９ １３２ ２５２．９３ １８５ ２５７．２５
２６ ２９０．７９ ５６ ２３０．４７ ８６ １４６．８６ １３４ ２５０．６３ １８６ ２５４．５７
２７ ２７６．２９ ５７ ２５２．６２ ８７ ２４１．５３ １３５ ２５３．５８ １８７ ２３９．０３
２８ ２８５．４９ ５８ ２４５．４２ ８８ ２５７．７１ １３９ ２６８．８５ １８８ ２５４．７５
２９ ２８１．７１ ５９ ２４２．６６ ８９ ２７４．８６ １４０ ２５５．１２ １８９ １８３．０７
３０ ３２４．８８ ６０ ２５０．１１ ９０ ２８１．０７ １４１ ２８１．５９ １９０ ２５１．４１
３１ ３０６．６６ ６１ ２５０．５５ ９１ ２８０．１６ １４７ ２３０．３７ １９８ ２４３．１０
３２ ２９６．７８ ６４ ２４４．９３ ９３ ２７９．６５ １４８ ２２２．７８
３５ ２５３．５９ ６５ ２５２．７９ １０５ ３０３．３９ １５１ ２５０．０４
３６ ２４３．７９ ６８ ２４７．６４ １０８ ２７４．５４ １５２ ２４６．８０

2.4　芽胞杆菌种的鉴定

对上述部分芽胞杆菌中的２０株进行１６SrDＧ
NA测序分析,结果表明,２０株芽胞杆菌中有枯草

芽胞杆菌１１株、地衣芽胞杆菌５株、坚硬芽胞杆菌

２株和蜡样芽胞杆菌 ２ 株.其 中 枯 草 芽 胞 杆 菌

PA１０５在抑制大肠杆菌和产赖氨酸能力２个指标

上效果较好,因此,作为备选菌进行后续的紫外诱变

和 AEC筛选.枯草芽胞杆菌PA１０５已保藏在中国

典型培养物保藏中心(ChinaCenterforTypeCulＧ
tureCollection,简称CCTCC),保藏编号为 CCTCC
M２０１１３２８,枯草芽胞杆菌PA１０５的１６SrDNA 序

列 已 上 传 至 PUBMED,登 录 号 为 GenBank:

JN８３１０８９．１,通过 MEGA６．０６分析获得的系统进化

树如图１.
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图１　基于１６SrDNA基因序列的枯草芽胞杆菌PA１０５系统进化树

Fig．１　PhylogenetictreeofBacillussubtilisPA１０５basedonthe１６SrDNAsequences

2.5　枯草芽胞杆菌 PA105 紫外诱变及 AEC 筛选

选取诱变之前上清中赖氨酸含量高、抑制大肠

杆菌效果好的枯草芽胞杆菌PA１０５进行紫外诱变,
然后用 AEC进行筛选,从诱变培养皿上随机选取

其中部分菌株进行培养,培养上清进行赖氨酸水平

分析,结果表明,诱变后上清中氨基酸水平有不同程

度的升高(表３),PL９号诱变菌株可达０．５６８g/L,

PL３０号诱变菌株最高可达０．６２７g/L,PL８３号诱变

菌株最高可达０．５８２g/L,显著高于诱变前(枯草芽

胞杆菌PA１０５)的水平(０．３０３g/L),经过对突变株

进行大肠杆菌抑菌实验(表３),PL８３号菌株基本保

持原有抗菌属性,对大肠杆菌的抑菌圈为 １６．３３
mm,但小于诱变前的１９．３７mm.PL９号和 PL３０
号菌株抗菌活性不明显.

表３　枯草芽胞杆菌PA１０５诱变后部分菌株产赖氨酸水平及抑制大肠杆菌效果１)

Table３　SupernatantlysinecontentandinhibitioneffecttoE．coliO８ofdifferentmutantstrains

fromBacillussubtilisPA１０５

菌株 Strains PL７ PL９ PL１８ PL２９ PL３０ PL６６ PL７１ PL８３ PL８７
赖氨酸水平/(g/L)

Lysinelevel

０．４３９±

０．０１ab

０．５６８±

０．０１c

０．４３７±

０．０２ab

０．５８７±

０．０３c

０．６２７±

０．０３c

０．５０８±

０．０４bc

０．５３３±

０．０３bc

０．５８２±

０．１９c

０．３２４±

０．０１a

抑菌圈直径/mm

Inhibitiondiameter

１５．３３±

０．２３g

８．３１±

０．１６a

１１．２８±

０．３２d

１２．６５±

０．２７e

９．１６±

０．１９b

１４．４３±

０．４２f

９．７３±

０．７３bc

１６．３３±

０．２５h

１０．３３±

０．８２c

　１)数据为平均数±标准差(n＝３),表中同行不同字母表示差异达到０．０５的显著水平.Thedataisaverage±SD(n＝３),differentletter

withinacolumndiffermeanssharing(P＜０．０５)．

3　讨　论

3.1　芽胞杆菌在动物养殖中的应用

本研究从仔猪回肠食糜中筛选到了１１２株芽胞

杆菌,其中主要为枯草芽胞杆菌.目前国内外芽胞

杆菌应用的主要菌种为枯草芽胞杆菌和地衣芽胞杆

菌,大部分研究发现,芽胞杆菌应用仔猪效果较好,
能降低仔猪腹泻率、缓解仔猪应激、改善肠道微生态

等,然 而 芽 胞 杆 菌 在 中 大 猪 应 用 上 效 果 差 异 很

大[１２Ｇ１４],可能的原因是不同研究所采用的菌株不同,
因为不同种属,甚至即使同一种属但不同的菌株,其
性质都有很大的差异.比如本研究中的芽胞杆菌上

清赖氨酸含量,不同菌株就存在很大的差异.

对所分离的１１２株芽胞杆菌进行抑制大肠杆菌

试验表明,不同芽胞杆菌抑制大肠杆菌效果差异较

大,有的菌株具有较强的抑菌效果,有的则完全没有

抑菌效果,部分菌株甚至能和被检大肠杆菌一起生

长.总的说来,根据本研究结果发现,大部分枯草芽

胞杆菌抑制大肠杆菌效果较好,而地衣芽胞杆菌增

殖较快.因此,芽胞杆菌在动物养殖应用过程中,由
于其生理生化特性差异巨大,菌株的筛选尤为重要.

本研究发现,每株芽胞杆菌的抑菌机制差异很

大,同一属的不同菌株差异也大,这可能与芽胞杆菌

的次级代谢复杂多变有关,芽胞杆菌能随外界条件

的变化而改变自身代谢,因此具有很强的外界环境

适应性,比如,在极端恶劣的环境下能形成芽胞,
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在合适的环境下再萌发.我们在培养芽胞杆菌的

过程中发现,培养２４h与培养４８h,代谢产物差异

很大,比如,培养４８h比培养２４h代谢产物中氨

含量明显增多,因此,应用芽胞杆菌作益生菌,在
其生产过程中,一定要注意生产条件的稳定,从而

使每一批次的产品具有稳定的质量.
3.2　芽胞杆菌产赖氨酸分析

目前,芽胞杆菌的研究主要集中在其益生属性

上,比如抑制有害细菌的生长繁殖,降低幼龄动物腹

泻率等方面,而在芽胞杆菌对动物的代谢影响方面

很少有报道.其他细菌对动物氨基酸代谢的影响目

前有一些相关报道,戴兆来[１５]发现不同肠段来源、
以及不同种属细菌(链球菌属、大肠杆菌、克雷伯菌

属)对氨基酸的利用速率不同,大肠杆菌和克雷伯菌

氨基酸利用速率较快,而同一种细菌对不同氨基酸

利用速率也不相同,细菌对谷氨酰胺、赖氨酸、精氨

酸和苏氨酸的利用速率较快,这提示动物赖氨酸不

足的原因,一是因为机体不能合成或合成不够,再就

是可能部分赖氨酸被动物体内的微生物分解了,选
育有利于赖氨酸合成而不是分解的益生菌菌株用于

动物生产是有可能节省赖氨酸在饲料中的添加量的

一种方法.而在芽胞杆菌产赖氨酸研究方面,主要

集中在通过育种、发酵条件优化等,提高芽胞杆菌产

赖氨酸的能力,比如王震宇[１６]将短小芽胞杆菌(BaＧ
cilluspumilus)D８进行紫外诱变和溴化乙锭诱

变,并通过６．０mg/mL的赖氨酸结构类似物 AEC
进行抗性筛选,使赖氨酸含量达到５０．８３g/L.然而

这些产赖氨酸高的菌株比如短小芽胞杆菌、谷氨酸

棒杆菌等目前并不能作为饲料添加剂用于动物生

产.利用目前我国农业部饲料添加剂目录中规定

可以使用的菌种,通过菌种选育提高其赖氨酸的

产量,同时又具有常规益生菌属性,是本研究的主

要思路.
从表２我们可以看到,不同野生型芽胞杆菌上

清中赖氨酸含量差异很大,分布在０．１８g/L至０．３３
g/L之间,平均值为０．２５g/L,符合正态分布.目

前,专业用于生产赖氨酸的芽胞杆菌,通过选育和培

养条件优化,其赖氨酸产量最高能达５０g/L[１７].我

们也应用 AEC进行了诱变筛选,赖氨酸的产量从

０．３０３g/L提高到了０．５８７g/L,提高了９４％,但远

低于专业用于生产赖氨酸的芽胞杆菌,由此可见,通
过常规或分子育种筛选,使具有优良抗菌属性的野

生型芽胞杆菌产赖氨酸的能力还具有大幅提高的空

间,使之能有效用于动物养殖生产,以降低饲料生产

成本和氮排放.由于紫外诱变选育菌株属于随机突

变,且这种突变容易产生回复突变,菌株的属性容易

发生改变,因此,对菌株进行定向选育将是我们下一

步的研究方向,比如细菌天门冬氨酸半醛有２个代

谢方向,分别是朝赖氨酸和朝苏氨酸、蛋氨酸方向代

谢,如果将朝苏氨酸和蛋氨酸方向代谢这条支路切

断,将有利于天门冬氨酸半醛朝赖氨酸方向代谢,从
而使细菌生产更多的赖氨酸用于动物生长.
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LysinecontentinculturesupernatantofBacillus
andscreeningoflysinehighＧyieldingstrain
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InstituteofSubtropicalAgriculture,ChineseAcademyofSciences,Changsha４１０１２５,China;

２．HunanMicrobiologyInstitute,Changsha４１０００９,China;

３．CollegeofAnimalScienceandTechnology,HunanAgriculturalUniversity,

Changsha４１０１２８,China

Abstract　ThepresentresearchaimedtodevelopanewprobioticproductwithfunctionsofbothlyＧ
sinehighＧyieldingandstronginhibitiononthegrowthofE．coliO８byscreeningandmutationbreeding
oftheBacillusstrains．Atotalof１１２Bacillusstrainswereisolatedfrompigintestineinthepresent
studybytraditionalcultureＧbased method．ThelysinecontentintheculturesupernatantofBacillus
strainswasdeterminedbyAutomaticAminoAcidAnalyzer．TheinhibitioneffectsofBacillusstrainson
thegrowthofE．coliO８ weredeterminedusinganinhibitionzoneassay．TheUVＧmutagenesisandsＧ(２Ｇ
aminoethyl)ＧLＧcysyeinehydrochloride(AEC)screeningwasconductedonbacterialstrain．TheresultsinＧ
dicatedthatthereexistedlargedifferencesforthelysinecontentoftheculturesupernatantamongdifferＧ
entBacillusstrains．TheBacillussubtilisPA１０５caneffectivelyinhibitthegrowthofE．coliO８andits
lysinecontentintheculturesupernatantwasupto０．３g/L．TheUVＧmutagenesisandSＧ(２Ｇaminoethyl)Ｇ
LＧcysyeinehydrochloride(AEC)screeningwasconductedonB．subtilisPA１０５．Thelysinecontentinthe
culturesupernatantoftheresultingmutantstrainB．subtilisPL８３wasupto０．５８２g/L．ThelysineconＧ
tentintheculturesupernatantoftheresultingbacterialstraininthepresentresearchisincreasedbyalＧ
most１００percentcomparedwithconventionalstrains．

Keywords　Bacillus;culturesupernatant;lysine;SＧ(２Ｇaminoethyl)ＧLＧcysyeinehydrochloride
(AEC)
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