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摘要:【目的】对从刺参养殖池塘中分离得到的降解菌株 B1 1 进行菌种鉴定,并对其发酵条件进行优化。【方
法】经生化及 1 6S rDNA 鉴定该菌种的种属;利用单因素筛选和正交试验设计对其发酵条件进行研究。【结
果】经鉴定该菌株为一株巨大芽孢杆菌,最优发酵条件是装液量为 70 mL/250 mL,转速为 1 80 r/min,培养温

度为 28℃,pH 值为 8。【结论】菌株 B1 1 在最优发酵条件下生长良好,满足工业化大规模扩大培养所需条件,

有较好的应用前景。
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Abstract:【Objective】A bacterium named B1 1 capable of organic-pollutants degradation,iso-
lated from sea cucumber external culturing ponds,was identified and the liquid fermentation
condition of B1 1 was optimized.【Methods】The genus of B1 1 was studied through physiologi-
cal and bio-chemical tests and 1 6S rDNA sequence similarity analysis.The condition of liquid
fermentation for bacterium B1 1 were optimized by mono-factor experiment and uniform de-
sign.【Results】B1 1 was preliminarily identified Bacil lus megaterium.The optimized fermen-
tation condition was at pH 8 with 70 mL production medium inoculated with 5% seed culture
and incubated at 28℃,180 r/min.【Conclusion】B1 1 grew well under optimal fermentation
conditions and it could satisfy the requirement for industrial large-scale cultivation,which

shows a good prospect for industrial application
in future.
Key words:Bacil lus megaterium,sea cucum-
ber,orthogonal experiment,fermentation condi-
tions



0 引言

  【研究意义】近年来刺参的养殖规模增长迅速,
到 20 1 2 年养殖面积已达 6.7 万 hm 2,产量达 9 万 t,
总产值达 1 80 亿元。刺参主要以集约化养殖为主,
该养殖方式会造成残饵与粪便大量积累,使得养殖

水体的氨氮与有机质的含量升高,影响刺参的正常

生长[1],故研究能有效降解水质的微生态制剂有一

定的意义。【前人研究进展】微生态制剂因其绿色环

保、无残留等特点得到研究者的关注[2,3]。暴增海

等[4]与李斌等[5]通过往养殖水体中添加菌株,发现

可明显改善养殖水质,不仅如此,Rengpipat 等[6]和

Panigrahi 等[7]研究表明,日粮中添加芽孢杆菌具有

促进饵料蛋白降解,鱼类生长,降低饵料用量以及改

善鱼肉品质的作用。在众多研究中,芽孢杆菌因其

会产生大量的胞外酶、耐受性强,成为水产养殖行业

常用的菌株[8,9]。【本研究切入点】现阶段养殖过程

中所施用的菌株多为外来菌株,在施用过程中难以

形成优势菌株,需重复施用。为解决此问题,我们从

刺参养殖池塘筛选得到一株菌株 B1 1,该菌株对饵

料培养基的降解效果比较好。【拟解决的关键问题】
对菌株 B1 1 进行生理生化及系统发育树分析,鉴定

该菌株的种属,并对其发酵条件进行研究,为菌株

B1 1 的扩大培养及应用提供数据支持。

1 材料与方法

1.1 菌株

  实验用菌株为从青岛即墨刺参养殖池塘中分离

得到的菌株。

1.2 培养基

  种子培养基:蛋白胨 1 0 g,牛肉膏 5 g,NaCl 5
g,蒸馏水 1 L,12 1℃下灭菌 1 5 min。

  液体培养基:称取 2 5 g 刺参饵料培养基,溶于 1
L 海水中,浸泡过液,24 h 后抽滤得浸出液。将浸出

液稀释至 1 L,用 5 mol/L 的 NaOH 溶液调节 pH
值至 7.0,于 1 2 1℃下灭菌 1 5 min。

  固体培养基:1 L 液体培养基在灭菌前加 20 g
琼脂,加热至琼脂溶解,将培养基于于 1 2 1℃下灭菌

1 5 min。

1.3 菌株生理生化指标的测定

  采用北京陆桥技术有限责任公司生产的细菌微

量生化鉴定管对菌株的生理生化指标进行测定,具
体操作方法参照其说明书;按照《伯杰细菌鉴定手

册》[10]对菌株 B1 1 进行鉴定。

1.4 菌株 B1 1 系统发育树的构建

  采用水煮法[1 1]提取细菌基因组 DNA 后,再进

行扩增,所用正向引物:5＇-AGAGTTTGATCCTG-
GCTCAG-3＇(E.coli 2 7F),反向引物:5＇-TACG-
GCTACCTTGTTACGACTT-3＇(E.coli 1 492R)。

PCR 产物(大小在 1.5 kb 左右)送至上海生工生物

工程股份有限公司进行测序。将测序结果在 NCBI
库中进行 Blast,得到与目标菌株相似性高的序列,
再用 CLUSTAL X 程序进行比对,最后采用MEGA
4.1 工具构建 Neighbor-Joining 树[12]。

1.5 菌株发酵条件的研究

1.5.1 单因素实验

  分别考察温度、pH 值、接种量、装液量和转速

对菌株发酵降解饵料培养基的影响。采用固定其它

3 个变量,变化考察变量。种子液的培养如下:用接

种针在保种管内蘸取保种液,划线接种于平板培养

基上,于 28℃培养箱中培养 48 h;然后用接种针挑

取平板上清晰可见的单菌株再接种于液体培养基内

(100 mL 液体培养基装于 200 mL 容量瓶内),培养

48 h 后即得种子液备用。接种量为所接种子液体

积占培养液体积的百分比。

  (1)装液量

  装液量分别为 20 mL/250 mL,40 mL/250
mL,60 mL/250 mL,80 mL/250 mL,100 mL/250
mL;培养温度为 28℃,pH 值为 7,接种量为 2%,转
速为 1 60 r/min,

  (2)接种量

  接种量分别为 1%,3%,6%,9%,12%;培养温

度为 28℃,pH 值为 7,装液量为实验(1)中得到的

较优值,转速 1 60 r/min。

  (3)pH 值

  pH 值分别为 4,6,8,10,12,培养温度为 28℃,
接种量与装液量分别采用实验(1)(2)中所得到的较

优值,转速 1 60 r/min。

  (4)温度

  培养温度分别为 1 5℃,20℃,25℃,30℃,35℃,

pH 值、接种量与装液量分别采用实验(1)~(3)中
得到的最优值,转速 1 60 r/min。

  (5)转速

  转速分别为 70 r/min,1 10 r/min,1 50 r/min,

1 90 r/min,230 r/min;其 它 培 养 条 件 采 用 实 验

(1)~(4)中得到的最优值。

1.5.2 正交试验

  通过单因素寻找到最优点,在最优点左右各取
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一个点,加上最优点,分别得到单因素的 3 个水平,
并据此设计四因素三水平的正交试验。

2 结果

2.1 菌株的鉴定

2.1.1 菌株的生理生化指标

  菌株 B1 1 的菌落形态为乳白色,圆菌落,边缘

整齐,表面光滑,隆起,菌体呈杆状;革兰氏染色阳

性,吲哚试验阴性,V-P 测定阴性,可利用柠檬酸盐,
可水解淀粉,可在 7.5%(W/V)NaCl 培养基上生

长,其他生理生化指标如表 1 所示。
表 1 菌株 B1 1 的生理生化指标

Table 1  Physiological and bio-chemical characteristics of
strain B1 1

测定项目
Determination item

测定结果
Determination result

革兰氏染色
Gram stain +

乳糖发酵实验
Lactose Fermentation Experi-
ment

-

甲基红实验
Methyl-red test -

V-P -

靛基质实验
Indole test -

H 2 S +

柠檬酸盐利用实验
Citrate test +

明胶液化
Gelaune liquefaction -

淀粉水解试验
Starch hydrolysis test +

吲哚试验
Indole test -

酪蛋白水解实验
Casein hydrolysis experiments +

7.5%NaCl +

接触酶实验
Catalase test +

2.1.2 菌株的 1 6S rDNA 系统发育树

  将 B1 1 的 1 6S rDNA 基 因 在 NCBI 中 进

BLAST。从中选取 30 个菌株的 1 6S rDNA 基因序

列,B1 1 与 巨 大 芽 孢 杆 菌 B.megaterium
(AY553 1 1 8.1)聚成一分支,遗传距离为 0.01,表明

B1 1 与巨大芽孢杆菌的亲缘关系最近。菌株 B1 1 的

系统发育树如图 1 所示。综合考虑菌株的生理生化

指标以及系统发育树的结果判断该菌为巨大芽孢杆

菌(Bacil lus megaterium )。

图 1 菌株 B1 1 的系统发育树

Fig.1 The phylogenetic tree of B1 1

2.2 菌株发酵条件优化

2.2.1 单因素实验结果

  实验结果以菌体浓度的高低来评价。菌株在

600 nm 时的光密度值 (OD 值)与菌体浓度线性相

关,故实验表征菌浓度所采用指标为OD 值。图2~
6 分别为装液量,接种量,pH 值,温度,转速变化对

菌株 OD 值的影响(图中不同字母 a、b、c、d、e 表示

数据相互之间差异显著,P <0.05)。如图 2 所示,
装液量为 60 mL/250 mL 时菌体浓度最高。由图 3
可得,当接种量大于 3%后,OD 值的变化较小,故
后期正交试验时不考察接种量,定接种量为 3%。
从图 4 可以看出当培养基 pH 值变化时,OD 值呈

现先增高后降低,再升高的趋势,菌株浓度波动最

大;而从图 5 可知 OD 值随着温度的变化呈现先升

高后降低的趋势,在 28℃时菌体 OD 值最高;另外,
菌体 OD 值随着转速的升高逐渐升高,但超过 1 90

图 2 装液量对 OD 值的影响

Fig.2 Effect of liquid volume on OD value
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r/min 时,转速继续升高,OD 值的变化不太明显

(图 6),考虑到工业化的经济效益,正交试验选定转

速为 1 60 r/min 左右。

图 3 接种量对 OD 值的影响

Fig.3 Effect of inoculation amount on OD value

图 4 pH 值对 OD 值的影响

Fig.4 Effect of pH on OD value

图 5 温度对 OD 值的影响

Fig.5 Effect of temperature on OD value

图 6 转速对 OD 值的影响

Fig.6 Effect of rotation rate on OD value

2.2.2 正交试验结果

  根据单因素实验结果,确定正交试验考察因素

为装液量,转速,pH 与温度,各因素各取 3 个水平,

建立 L9(3 4)正交试验表,实验设计如表 2 所示,试
验结果如表 3 所示。
表 2 正交试验设计

Table 2 The design of orthogonal experiment

水平
Level

因素 Factor

装液量
Liquid
volume

(mL/250 mL)

转速
Rotation
rate

(r/min)

pH 值
pH value

温度
Temperature
(℃)

1 50 1 40 7 28
2 60 1 60 8 30
3 70 1 80 9 3 2

  由表 3 可知,4 个因素的主次顺序为装液量>
转速>pH>温度,即装液量对菌株发酵影响最大。
计算各因素不同水平下试验指标的平均值(k1,k2,

k3)可以看出,装液量越高均值越大,转速越高均值

越大,均值随着 pH 值的升高而呈现先升高后降低

的趋势,当 pH 值为 8 时均值最大;均值随着培养温

度的逐渐升高而逐渐降低。故最终确定最优发酵条

件:装液量为 70 mL/250 mL,转速为 1 80 r/min,培
养温度为 28℃,pH 值为 8,在此条件下菌体 OD 值

为 0.476 6±0.0227。

3 结论

  随着养殖业的迅猛发展,养殖密度的逐渐增大,
养殖水环境日益恶化,而通过投放抗生素、药物等传

统方式保证养殖生物成活会造成有毒物质残留、环
境污染,人工换水或者建立循环水养殖方式资金投

入过大。而投放益生菌无有毒物质残留,且投资小,
因而得到广泛的关注[1 3,14]。我们对前期研究得到

的降解性菌株 B1 1 的 1 6S rDNA 基因进行分析,并
建立菌株 B1 1 系统发育树,可以看出菌株 B1 1 与巨

大芽孢杆菌聚成一个分支,亲缘关系最近,结合菌株

的生理生化指标,最终确定菌株 B1 1 为巨大芽孢杆

菌(Bacil lus megaterium )。

  前期对于菌株的研究工作表明,菌株 B1 1 的降

解性能良好,故在工业上大规模使用需要对菌株

B1 1 扩大培养的条件进行优化。本研究先通过单因

素实验选定对于菌株发酵 OD 值影响较大的因

素———温度、转速、pH 值与装液量,再通过正交试

验对菌株的培养条件温度、转速、pH 值与装液量的

水平进行优化,最终确定最优发酵条件:装液量为

70 mL/250 mL,转 速 为 1 80 r/min,培 养 温 度 为

28℃,pH 值为 8。在此条件下菌株 B1 1 生长良好,
为菌株 B1 1 在工业上大规模使用提供技术支持。
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表 3 正交试验结果

Table 3 The result of orthogonal experiment

试验号
Test number

因素 Factor

(A)装液量
Liquid volume
(mL/250mL)

(B)转速
Rotation rate(r/min)

(C)pH 值
pH value

(D)温度
Temperature
(℃)

OD 值
OD value

1 50 1 40 7 28 0.2704±0.01 7 3
2 50 1 60 8 30 0.3 1 6 2±0.0078
3 50 1 80 9 3 2 0.2942±0.0104
4 60 1 40 8 3 2 0.36 78±0.01 34
5 60 1 60 9 28 0.4302±0.03 54
6 60 1 80 7 30 0.4234±0.05 6 5
7 70 1 40 9 30 0.38 1 4±0.01 30
8 70 1 60 7 3 2 0.39 6 2±0.006 7
9 70 1 80 8 28 0.47 6 6±0.022 7
K1 0.88 1 1.020 1.089 1.1 7 6
K2 1.22 1 1.143 1.1 6 1 1.1 22
K3 1.254 1.1 94 1.107 1.05 9
k1 0.294 0.340 0.36 3 0.392
k2 0.407 0.38 1 0.387 0.374
k3 0.41 8 0.398 0.36 9 0.35 3
R 0.124 0.058 0.024 0.03 9

主次顺序
Important order A>B>C>D

优水平
Optimization levels A3 B3 C2 D1

优组合
Optimal combination A3 B3 C2D1
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