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　　摘要：从章鱼肠道菌落中分离纯化得到１株海洋黏细菌，采用传统微生物纯培养技术，对其进行了细菌分类学鉴
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　　海洋表面积占地球表面积的近３／４，是地球生命的发源
地，海水具有高盐、高压、高辐射、低温、低营养等特点［１］。一

般认为，海洋微生物可产生不同于陆地微生物的新型生物活

性物质［２］，特别是海洋生物附生微生物，由于空间、营养、光

照等方面的竞争关系，能产生多种具有工业和药用价值的天

然产物［３－４］。章鱼别称石居、八爪鱼、坐蛸、石吸、望潮、死牛，

属于软体动物门、头足纲、八腕目（Ｏｃｔｏｐｏｄａ）。章鱼有８个腕
足，腕足上有许多吸盘；有时会喷出黑色墨汁，帮助其逃跑。

有些章鱼的大脑相当发达，可以分辨镜中的自己，也可以走出

研究者设计的迷宫［５－６］。目前对章鱼肠道中细菌的研究相对

较少。本研究对章鱼肠道细菌进行分离纯化以及发酵培养基

的优化，旨在为其活性研究开辟更广阔的研究领域。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试章鱼　供试章鱼购自福建省福清市东壁岛。
１．１．２　培养基　分离培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ
５ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２。试管斜面培养
基［７］：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，葡萄糖１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，琼脂２０
ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２。种子培养基：同试管斜面培
养基，不加琼脂。发酵基础培养基［８］：葡萄糖 １５ｇ，蛋白胨
１ｇ，酵母膏１．５ｇ，蒸馏水１Ｌ。
１．１．３　仪器　ＴＨＺ－２５大容量恒温振荡器：江苏省太仓市华
美生化仪器厂；ＢＣＤ－２０１Ｂ／ＨＣ容声冰箱：海信容声（广东）
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冰箱有限公司；ＤＨＧ－９０７０Ａ型电热恒温鼓风干燥箱：上海精
宏实验设备有限公司；ＬＤＺＸ－５０ＫＢ立式压力蒸汽灭菌器：上
海申安医疗器械厂；ＳＷ－ＣＪ－ＩＦＤ紫外无菌操作台：苏州安
泰空气技术有限公司；ＳＰＸ－１５０Ｂ－Ｚ型生化培养箱：上海博
讯实业有限公司医疗设备厂；ＰＴＨＷ型普通恒温电热套：河南
省巩义市予华仪器有限责任公司；ＷＦＪ７２００型可见分光光度
计：尤尼柯仪器有限公司。

１．２　方法
１．２．１　海洋肠道细菌的筛选　在新鲜章鱼表面用７５％乙醇
溶液消毒，在超净工作台上进行解剖，取其肠道不同部位作为

分离样品，并将所取样品剪碎、混匀。用无菌电子天平称取

１ｇ分离样品于装有９ｍＬ无菌水的试管，稀释度即为１０－１。
按１０倍稀释法进行稀释，稀释度分别为 １０－２、１０－３、１０－４、
１０－５、１０－６、１０－７。吸取稀释度分别为１０－５、１０－６、１０－７梯度的
样品０．２ｍＬ，涂布于分离平板，２８℃培养１周。挑取不同菌
落形态、颜色的菌落进行划线纯化培养，挑取纯化后的单菌落

接种于斜面试管，２８℃培养３ｄ后，４℃冰箱保存、备用［９］。

１．２．２　种子液的制备　肠道细菌试管活化后，接入装有
１００ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养２４ｈ［１０］。
１．２．３　菌体生物量的测定方法　取适量发酵培养液，稀释一
定倍数后，在波长６００ｎｍ处测定吸光度值（Ｄ），以空白培养
基作对照［１１］。

１．２．４　单因素试验对海洋肠道菌的影响　将培养好的种子
液按５％（Ｖ∶Ｖ）的接种量接种于装有１００ｍＬ发酵培养基的
２５０ｍＬ三角瓶中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡一定时间，在波长
６００ｎｍ处测定菌体生物量［１２］。

１．２．５　正交试验　根据单因素试验结果，以ＮａＣｌ溶液浓度、
发酵培养基的初始 ｐＨ值、发酵培养时间、接种量为考察因
素，每个因素选择３个水平，采用Ｌ９（３

４）正交表进行试验，考

察培养条件对肠道细菌生长的影响。正交试验因素水平见

表１。

表１　章鱼肠道细菌培养条件正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：发酵时间
（ｈ） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：接种量

（％）
Ｄ：ＮａＣｌ浓度
（ｇ／Ｌ）

１ ４４ ６．８ ６ ２
２ ４６ ７．０ ７ ３
３ ４８ ７．２ ８ ４

２　结果与分析

２．１　章鱼肠道中海洋黏细菌的筛选
通过分离平板从章鱼肠道中分离筛选到１株细菌菌株。

经肉眼观察，该菌株菌落呈圆形，菌层密，呈乳白色，周边光滑

（图１）。菌体在显微镜检下呈杆状，无芽胞（图２），初步判断
是黏细菌。

２．２　单因素试验对肠道中海洋黏细菌生长的影响
２．２．１　发酵时间对海洋黏细菌生长的影响　将培养好的种
子液接种于发酵基础培养基，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，培
养时间分别为１６、２０、２４、２８、３２、３６、４０、４４、４８、５２、５６、６０ｈ，
测定不同发酵时间下的菌体生物量，结果见图３。

　　由图３可见，在一定范围内，随着发酵时间延长，海洋黏
细菌生物量逐渐增加，发酵时间在４０～４８ｈ时海洋黏细菌均
可良好生长。随着发酵时间的进一步延长，菌体生长明显受

到抑制。在发酵基础培养基中，发酵时间为４８ｈ时，海洋黏
细菌达到最大生物量（Ｄ６００ｎｍ为０．６４４）。
２．２．２　初始 ｐＨ值对海洋黏细菌生长的影响　将发酵基础
培养基的初始ｐＨ值调至６．０、６．５、７．０、７．５、８．０，以自然 ｐＨ
值为对照。测定不同初始 ｐＨ值对海洋黏细菌生物量的影
响，结果见图４。
　　各种微生物生长的最适条件各不相同，必须将培养基初
始ｐＨ值控制在一定范围内，才能满足不同微生物生长繁殖
或代谢产物的需要。由图４可以看出，章鱼肠道细菌在初始
ｐＨ值为６．５～７．５时生长较好。在基础发酵培养基初始 ｐＨ
值为７．０时海洋黏细菌生长达到高峰。
２．２．３　接种量对海洋黏细菌生长的影响　将种子液按接种
量分别为２．５％、５．０％、７．５％、１０．０％、１２．５％接种于基础发
酵培养基，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４８ｈ，测定菌体生物量，
结果见图５。
　　由图５可得，在一定范围内，随着接种量的增加，海洋黏
细菌的生物量也增加，当接种量为５％ ～１０％时海洋黏细菌
生长良好，当接种量为７．５％时菌体生物量达到最大值；之后
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随着接种量的增加，菌体生长反而受到抑制，海洋黏细菌生物

量呈下降趋势。

２．２．４　ＮａＣｌ溶液浓度对海洋黏细菌生长的影响　１５０ｒ／ｍｉｎ
２８℃振荡培养４８ｈ，在ＮａＣｌ溶液浓度分别为１、３、５、７、９ｇ／Ｌ
下测定其生物量，结果见图６。

　　由图６可见，在一定范围内，随着ＮａＣｌ溶液浓度的增加，
肠道细菌生物量逐渐增加，ＮａＣｌ溶液浓度为１～５ｇ／Ｌ时海洋
黏细菌均可正常生长。当ＮａＣｌ溶液浓度为３ｇ／Ｌ时，海洋黏
细菌达到最大生物量。ＮａＣｌ溶液浓度继续增加，菌体生长明
显受到抑制。

２．３　正交试验结果
由表２中的极差（Ｒ）值可知：章鱼肠道中海洋黏细菌的

最优培养条件组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３，即发酵时间为４６ｈ，ｐＨ值为
７．０，接种量为７％，ＮａＣｌ溶液浓度为４ｇ／Ｌ。各因素的影响主
次顺序为：发酵时间＞初始ｐＨ值＞接种量＞ＮａＣｌ溶液浓度。
　　根据正交试验所获的最优组合进行验证试验，即ＮａＣｌ溶
液浓度为４ｇ／Ｌ，初始ｐＨ值为７．０的发酵培养基中，按７％接
种量接入种子液，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４６ｈ后，结果表
明，测定的Ｄ６００ｎｍ为０．７０７，与优化前的吸光度值（０．４２２）相比
明显升高，说明采用优化后的培养条件进行发酵培养，肠道黏

细菌生物量得到明显提高。

表２　章鱼肠道细菌培养条件正交试验结果与极差分析

编号
Ａ：发酵
时间

Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：接种量 Ｄ：ＮａＣｌ
浓度

Ｄ６００ｎｍ

１ １ １ １ １ ０．４１６
２ １ ２ ２ ２ ０．５２６
３ １ ３ ３ ３ ０．５７６
４ ２ １ ２ ３ ０．５８５
５ ２ ２ ３ １ ０．６０７
６ ２ ３ １ ２ ０．５８４
７ ３ １ ３ ２ ０．４５２
８ ３ ２ １ ３ ０．６１３
９ ３ ３ ２ １ ０．５５１
ｋ１ ０．５０６０ ０．４８４３ ０．５３７７ ０．５２４７
ｋ２ ０．５９２０ ０．５８２０ ０．５５４０ ０．５２０７
ｋ３ ０．５３８７ ０．５７０３ ０．５４５０ ０．５９１３
Ｒ ０．０８６０ ０．０９７７ ０．０１６３ ０．０７０６

３　结论

通过平板分离方法，从海洋生物章鱼肠道中分离到１株
细菌，该细菌菌落圆形，菌层密，呈乳白色，周边光滑。经镜检

发现该菌株无芽孢，杆状，初步鉴定为黏细菌。对该菌株进行

单因素试验及正交试验，确定该菌株的最佳培养条件为：发酵

时间为４６ｈ，ｐＨ值为 ７．０，接种量为 ７％，ＮａＣｌ溶液浓度为
４ｇ／Ｌ。本研究为章鱼肠道细菌活性物质的研究奠定了基础。
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