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海洋费氏弧菌培养条件的研究

罗巅辉， 王文妍， 岳俊阳， 方柏山‘

(华侨大学生物工程与技术系，福建厦门361021)

摘要：以本室保存的～株海洋费氏弧菌作为实验对象，采用单因素试验方法研究培养基起始pH值、盐浓度和摇瓶装液量等因素对菌

株生长的影响，利用分光光度法测定其生长曲线，采用均匀设计方法。对该菌的培养基组分进行优化研究．确定其适合的生长条件，结果表明：

当培养温度为30℃。通气鳋为180r／min时，该菌株在20h左右达到生长稳定期，对甘油的利用率要优于葡萄糖，盐浓度在黝以下时生长良

好，最适装液鼙为6ttml．也50mL。培养液初始pH值为8．o。确定100mL堵养基配方为：蛋白胨29，酵母粉1．Og，氯化铵129，氯化钠0．29，磷酸

二氢钾l呶，此条件下可以得到最大的生物量。
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Culture Conditions of Vibrio fischer

LUO Dian—hui，WANG Wen-yah，YUE Jun-yang，FANG Bai-shan*

(Department of Bioengineering and Biotcchnology，Huaqiao University，Xiamen 351021，China)

Abstract：Influences of initial pH，salinity and volume on Vibrio fischer were studied by single factor test respectively．

Value of growth curve was drawn through spectrophotometer．Uniform design was used to confirm medium elements．Strain

reached the growth of stable phase after 20h under the condition of rotating speed 180r／min and culture temperature 300C．

Glycerol Was better carbon source than glucose and results showed that the strain was fit for the culture conditions of salinity

no mo陀than 5％，filling volume 60mL per flask 250mL，and initial pH 8．0．The optimal culture medium elements in

lOOmLwem obtained by uniform design as peptone 29，yeast 1．09，NI-LCI 1．29，NaCl 0．29 and KH2P04 1．09．

Key words：Vibrio fischer；culture；condition

费氏弧菌(Vibrio fischer)是一种生长在海洋中的

革兰氏阴性菌，普遍存在于海洋环境及海洋生物体中，

是某些海洋鱼类的致病菌lIl。对费氏弧菌的日益重视源

于它的发光现象，研究人员发现当菌群密度达到一定

阈值时费氏弧菌会产生集体发光现象；后来的研究表

明此生物发光现象是因为一白诱导剂的积累引起的；

微生物通过该自诱导剂进行相互交流，启动相关基因

的表达，从而引起微生物表型的变化12--al。任何对细胞代

谢机制的抑制作用都会导致其发光的减少，所以费氏

弧菌目前被普遍作为环境测试指标阳。国外对费氏弧

菌的研究已经有相当长的历史，而国内对此方面的报

道还非常少{6-71。本文主要研究了对该菌在实验室条件

下的培养液配方优化及相关的一些培养条件探索。

1材料与方法

1．1 菌种来源

本实验室保存(海洋三所惠赠)。

1．2培养基

参照文献与弧菌的培养经验阻10l，选择相应培养

基如下：蛋白胨109，酵母粉59，NI-LCI 109，K2HP04

59，NaCI 5．09，蒸馏水1000mL。

1．3生长曲线的测定

从试管斜面挑菌株接种到已灭菌的装有50mL

无菌培养基的250mL锥形瓶中，培养基配方见1．2节，

置于30℃恒温摇床中、180r／min条件下培养至菌液浓

度达到1x10acfu／mL，制成接种母液，后续各实验均以

该浓度的母液进行接种。取接种液1．5mL，接入4瓶

已灭菌的装有100mL培养液的250mL锥形瓶中，其

中两组标记摇床培养，置于30℃恒温摇床中、180r／rain

条件下培养；另两组标记静置，室温静置培养；取无菌

的培养基作为空白对照。每间隔2h测量OD值，根据
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所测得OD值，绘制生长曲线。

1．4甘油与葡萄糖对菌株生长的影响

为考察不同碳源对费氏弧菌生长的影响，在1．2

节所示培养基中分别加入常见的两种碳源葡萄糖与

甘油，进行比较。每隔2小时测量一次OD值，绘制生

长曲线，观察甘油与葡萄糖对菌株生长的影响。

1．5均匀设计法调节培养基不同组分

经单因素考察，在1．2节所示培养基组成中，蛋白

胨对菌株生长的影响与其他四种组分相比要小，所以

以培养基中NI-hCl(X1)、NaCI(X2)、KH2P04(X3)、酵

母粉(X4)4种组分作为考察因素，设计4因素10水

平的均匀设计表，进行均匀设计试验lllI，并对结果进

行回归分析，以获得最优的培养基组成配方。

表1四因素10水平均匀设计表
Table 1 Factor and level of uniform design(g)

配lo组液体培养基，每组均加入蛋白胨29，其余

培养基组分按表l添加，补足蒸馏水至100mL，装入

250mL容量瓶中，121℃高温灭菌20min后，在超净工

作台按1％装液鼙接人菌种，置于30℃恒温摇床中、

180r／min条件下培养，每隔l小时取1．5mL菌液于

2mL离心管离心称量其干重。．

1．6盐度对费氏孤茵生长的影响

为了考察费氏弧菌对高盐的耐受程度，在1．2节

所示培养基其他成分不变的前提下，大幅度改变其中

NaCI浓度，探讨在不同NaCI浓度下费氏弧菌的生长

情况，探索适合费氏弧菌生长的盐度范围。

表2培养基NaCI浓度梯度用量添加表
Table 2 NaCl concentration of culture medium

实验组

l 2 3 4 5 6 7 8 9

1．7酸碱度对费氏弧茵生长的影响

探讨不同初始pH的培养环境对费氏弧菌的生长

影响，找到最适合费氏弧菌生长的培养基初始pH值。

按表3调节培养基的pH值，每隔2小时测一次OD

值，观察菌群生长状态。

1．8装液量对费氏弧茵生长的影响

氧气是好氧微生物生长、繁殖及产物合成所必需的，

表3培养基pH梯度设计表
Table 3 Beginning pH of culture medium

壅塑丝
l 2 3 4 5 6 7 8 9

鲤 兰 i 垒 ! 璺 竺 !竺 !! !!

由于氧气在培养液中的溶解度极低，因而溶氧是影响

发酵过程中的一个很重要的因素。摇瓶主要是通过装

液请和摇床转速来控制溶氧。250mL锥形瓶培养基装

液量不同，对菌种生长速度的影响也不同。在250ral

锥形瓶中分别装20mL、30mL、40mL、50mL、60mL、

70mL、80mL、90mL、100mL培养基，监测其生长OD

值变化，得到菌株的最适装液量。

2结果与讨论

2．1茵株的生长曲线

摇床培养的菌种在1～4h为生长延迟期，4—20h

为对数生长期，20—25h为稳定期，25h后为衰亡期，

20h时菌体密度达到最大，而后菌数缓慢的减少。

l 8

1．6

l 4

I．2

智：：：
o O 6

0 4

O 2

0

一O．2

t／h

图l牛长曲线

Fig．1 Growth curve

静置培养的菌种在l～10h为生长延迟期，lO一

59h为对数生长期，59—60h为稳定期，60h后为衰亡

期。静置培养的菌密度最大值较摇床培养的最大值要

高，但到达最大值所经历的时问较长。

2．2甘油与葡萄糖对菌株生长的影响

如图2所示，在每个生长时间段，加入甘油的菌

液OD值，均稍大于加入葡萄糖的菌液OD值；但与

未添加甘油与葡萄糖的菌株生长曲线相比，对菌株的

生长影响不大，基本相似。所以在培养基的进一步优

化中不加入额外碳源。

2．3均匀设计优化培养基组分

制备lo组不同的培养基实验组，每组成分按表2

4因素lo水平培养基成分用馈表添加。每隔l小时测

一次湿重，干重。lh与24h的净干重结果如图3所示。

生长1h后干重大致相同，生长24h后干重明显产生

差别。

利用DPS软件对实验结果进行分析，得到拟合公式：

Y=0．000775+0．000124XI-0．000092X斓．(J00101x一
0．0001 17X4
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f，h

图2 fr油与葡萄精对菌株生长的影响
Fig．2 Effects ofglycerol and glucose on the growth ofstrain

图3菌株牛长lh与-24h的净干雨

Fig．3 Pure weight ofstains after I and 24 hours

其中墨为NH4C1，局为NaCl，墨为K2HP04，x4

为酵母粉。

通过预测，当培养基中添加NFLCI 1．29，NaCl

0．29，KH：PO。1．09，酵母粉1．og的时候，将得到最大的

理论产量0．00419干重。按此配方进行验证试验，得到

实际产量为0．00439。而采用文中1．2节所示培养基在

同等条件下培养24h后收集菌体，产量只有0．00239，

说明优化后的培养基可以得到更多的生物量。

2．4．盐度对费氏弧菌生长的影响

由图4可知盐度在l％～5％期间菌株生长较好，盐

浓度为6％～7％时生长会发生延滞，所达到的最大菌体

密度也较低，而盐浓度为8％～9。／6时生长被抑制。说明

当菌株培养环境中的盐浓度大于6％时，将对菌株的

生长造成不利影响。

}冬15陵碱度对费氏弧菌牛长的影响
Fig．5 Effects ofpH on the growth ofstrain

当初始pH值为8的时候，26h达到稳定期时菌

液密度最大，菌液OD值达到1．783。初始pH分别为

6，7，9-10的四个实验组，在稳定期时都能达到fJ样

的生长密度，但较初始pH为8的菌液密度要小。

当初始pH为4，11，12的时候，在28h内菌液密

度几乎无变化，说明在此条件下不适合费氏弧菌生

长。适合费氏弧菌生长的pH范围为5～10。实验中发

现初始pH为10的实验组，在培养的前15小时期间

菌液密度变化不大，在15小时后突然快速生长然后

达到最大值，这有可能是费氏弧菌在生长代谢过程中

逐渐改变了培养基的酸碱性，使pH值趋近适合费氏

弧菌生长的程度。

2．6装液量对费氏孤茵生长的影响

装液量对菌株生长的影响如图6所示。对不同的

装液量进行比较，装液量为60mL的菌体在达到稳定

期时菌体密度最大。当装液量不断递增时，菌体密度

在减少，当装液量达到100mL时菌体密度最小。

250mL锥形瓶装液量在20～60mL菌体生长差异不

大，说明此时菌体生长需要的溶氧量和营养都能满

足，其中60mL的装液量是最佳摇瓶装液量。

图4不州NacI浓度牛长曲线
3

Fig．4 Growth curves ofstrains in different salinity

2．5酸碱度对费氏弧菌生长的影响

酸碱度对费氏弧菌生长的影响见图5。当初始pH

为7-9时菌株可以在最短的时间内进入对数生长期，

过酸过碱性的条件都会导致延迟期增加。

图6装液艟对菌液密度影响

Fig．6 Effects of volume on the growth ofstrain

结论

从实验结果可以看出，培养时间、盐浓度、初始pH

值、不同的培养基配方对菌体生长都有较大影响。费氏

弧菌达到最大生长密度的时间大概为20h左右；维持

最适生长的盐浓度在5％以下均町；培养基起始pH为

7棚时适合菌体生长，最适pH为8；在250mL锥形瓶
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中摇床培养时装液量为60mL较为适合。经过均匀-设

计调节配方组分所得的最佳培养基配方为：蛋白胨

29，酵母粉1．Og，NH4CI 1．29，NaCl 0．29，KHJ'O,1．09，

在此条件下费氏弧菌生长较好。
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