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　　摘要：采用单因素试验分别探讨温度、ｐＨ值、接种量、碳源、氮源、无机盐对鱼类水霉病原真菌拮抗菌菌株生长的
影响，并在单因素试验结果的基础上，利用正交试验设计对培养基组分进行优化。结果显示，ＪＬ０４最适培养温度为
３２℃，最适培养ｐＨ值为５，接种量对菌体生长的影响不显著。由正交试验结果得出最佳发酵培养基为胰蛋白胨
６ｇ／Ｌ、葡萄糖６ｇ／Ｌ、酵母提取物３．５ｇ／Ｌ、硝酸铵３．５ｇ／Ｌ、硫酸镁２ｇ／Ｌ、氯化钙３ｇ／Ｌ、硫酸锰１ｇ／Ｌ，最佳培养时间为
１８ｈ。在此优化条件下，该菌株发酵培养达到对数生长末期的时间缩短了２ｈ，能较快进入菌体密度最大的时期，为该
菌株的高密度生产提供了一定依据。
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　　水霉病（Ｓａｐｒｏｌｅｇｎｉａｓｉｓ）是严重威胁淡水养殖鱼类的世界
性病害。水霉病是继发性感染疾病，流行很广泛［１］，一年四

季均可发病［２］，晚冬、初春季节尤为严重，对寄主无严格的选

择性，水产动物及卵均可被感染，对养殖产业造成了巨大经济

损失［３－４］。以生物拮抗为核心的生物防治方法具有绿色、环

保、安全、高效的优点，近年来水产领域水霉病生物防治研究

进展较快［５］，代表了水霉病防控研究的主流方向。生态防治

在控制病原菌数量、减少鱼类疾病发生的同时还能改善养殖

环境、维护微生态平衡；因此，水霉病生态防治拮抗菌的开发

变得尤其重要，拮抗菌的发酵条件也成为重点研究课题。

对水霉病的治疗现已进行了多种尝试，最初采用孔雀石

绿、氯化钠、臭氧、福尔马林［６］，其中孔雀石绿的治疗效果最

好，但由于孔雀石绿具有相当强的副作用并造成严重的污染，

目前已被禁用［７］。在对水霉病各方面的研究中，一种更为有

效的解决途径是利用生物间的相互作用控制水霉。近年来，

中外学者对水霉病生物防治的研究已取得了一定成果，张书

俊等［８］、刘莉莉等［９］、赵春晖等［１０］、Ｂａｌｃáｚａｒ等［１１］已筛选出对

水霉具有较强抑制作用的拮抗菌，并对其拮抗物质进行了初

步的分离鉴定。笔者所在实验室分离得到１株水霉病原真菌
拮抗菌ＪＬ０４，经鉴定为枯草芽孢杆菌，以下简称“ＪＬ０４菌株”。
以ＪＬ０４菌株为研究对象，对其发酵培养基组分及发酵培养条
件进行优化，为今后ＪＬ０４菌株的大规模发酵培养提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌种　供试菌种为水霉病原菌拮抗菌中具有广谱抑

菌性的菌株 ＪＬ０４，由笔者所在实验室前期筛选得到。以 ＬＢ
斜面保存于４℃冰箱中。
１．１．２　培养基　马铃薯葡萄糖培养基（合成培养基，ｐＨ值
７．０）用于水霉的培养和保存。牛肉膏蛋白胨培养基（牛肉膏
３．０ｇ／Ｌ、蛋白胨１０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ５．０ｇ／Ｌ）用于细菌的分离、培
养、保存。ＬＢ培养基（胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ、酵母提取物５ｇ／Ｌ、
ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０）用于细菌的发酵培养。
１．１．３　试剂与仪器　主要试剂见表１，仪器设备见表２。

表１　主要试剂

试剂名称 规格 生产厂家

胰蛋白胨 生物试剂 北京奥博星生物技术有限责任公司

酵母浸粉 生物试剂 北京奥博星生物技术有限责任公司

葡萄糖 分析纯 天津永晟精细化工有限公司

琼脂 生物试剂 北京奥博星生物技术有限责任公司

硝酸铵 分析纯 天津市盛奥化学试剂有限公司

可溶性淀粉 分析纯 天津市福晨化学试剂厂

ＣａＣｌ２ 分析纯 天津市盛奥化学试剂有限公司

ＭｎＳＯ４ 分析纯 北京益利精细化学品有限公司

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 分析纯 天津市福晨化学试剂厂

ＮａＣｌ 分析纯 北京益利精细化学品有限公司

表２　仪器设备

仪器 型号 生产厂家

超净工作台 ＢＨＣ－１３００ＩＩＡ２型 苏净集团安泰公司

手提式不锈钢蒸

汽消毒器

ＹＸ２８０Ｂ型 上海三申医疗器械有限公司

电子天平 ＡＬ１０４型 梅特勒－托利多仪器（上海）
光照恒温培养箱 ＧＸＺ型 宁波江南仪器厂

温控摇床 ＺＨＷＹ－１０３Ｂ型 上海智城分析仪器制造有限公司

紫外分光光度计 Ｓｐｅｃｔｒｕｍｌａｂ２４型 上海棱光技术有限公司

ｐＨ计 ｐＨＳ－２５型 上海精科雷磁

恒温培养箱 ＨＺＱ－Ｘ１００型 哈尔滨市东联电子技术有限公司

１．２　方法和步骤
１．２．１　水霉菌株及其拮抗菌株的培养　从长满水霉菌丝的
平板上切取直径为１ｃｍ的水霉琼脂块，接种于水霉培养基平
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板中央，于２５℃下恒温培养。将保存于４℃冰箱中的 ＪＬ０４
菌株用接种环挑取菌落，在 ＬＢ培养基平板上划线，于３７℃
下恒温活化培养。活化后的ＪＬ０４菌株用于发酵培养。
１．２．２　ＪＬ０４菌株拮抗作用广谱性　采用平板对峙培养法，
分别对１２株“１．２．１”节活化完成的水霉菌株进行拮抗广谱
性试验。将直径１ｃｍ的水霉琼脂块接种于ＰＤＡ培养基平板
中央，距水霉琼脂块一侧２５ｍｍ处，接种２０μＬ发酵培养的
拮抗菌ＪＬ０４于灭菌滤纸片上，放置０．５ｈ，于２５℃下恒温倒
置培养７２ｈ，观察拮抗效果。
１．２．３　拮抗菌株 ＪＬ０４生长曲线测定　将 ＪＬ０４菌株接种于
１００ｍＬＬＢ液体培养基中，置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡
培养１２ｈ，用作种子液。取２５个２５０ｍＬ锥形瓶，每瓶装有
１００ｍＬＬＢ液体培养基，以０．５％的接种量将菌悬液接入２４
个锥形瓶，以无菌 ＬＢ液体培养基作为空白对照，均置于
３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培养。分别于 ０、２、４、６、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６ｈ取样，采用紫
外分光光度计测定 Ｄ值（λ＝６００ｎｍ），每份样品测定３次取
平均值。如果菌悬液浓度过高，适当稀释后再进行测定。以

培养时间为横坐标、Ｄ６００ｎｍ值为纵坐标，绘制拮抗菌ＪＬ０４的生
长曲线。

１．２．４　ＪＬ０４菌株培养条件的优化
１．２．４．１　ＪＬ０４菌株温度条件的优化　将拮抗菌ＪＬ０４种子培
养液按照０．５％的接种量接种至１００ｍＬＬＢ发酵培养基中，
均调ｐＨ值至７．０，分别置于２７、３２、３７、４２℃下以 １２０ｒ／ｍｉｎ
摇床培养２０ｈ，测定不同温度下ＪＬ０４菌株培养液的Ｄ６００ｎｍ值。
每组试验设３个平行。
１．２．４．２　ＪＬ０４菌株最适初始 ｐＨ值的确定　采用１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ或ＮａＯＨ将ＬＢ发酵培养基的 ｐＨ值分别调至５．０、６．０、
７．０、８．０、９．０，按０．５％的接种量将ＪＬ０４种子培养液接种至不
同ｐＨ值的培养液中，置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培养
２０ｈ，测定不同ｐＨ值下ＪＬ０４培养液的Ｄ６００ｎｍ值。每组试验设
３个平行。
１．２．４．３　ＪＬ０４菌株最佳接种量的确定　接种量设置梯度为
１％、２％、３％、４％、５％。将拮抗菌接种于 ＬＢ发酵培养液，在
上述优化后的ｐＨ值和温度下发酵，制成种子菌液，以不同接
种量接种于１００ｍＬ液体培养基中，置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇
床中振荡培养２０ｈ，测定不同接种量发酵液的 Ｄ６００ｎｍ值。每
组试验设３个平行。
１．２．５　ＪＬ０４菌株培养基组分优化
１．２．５．１　碳源优化　以１％硫酸铵为氮源，选择葡萄糖、蔗
糖、可溶性淀粉、果糖、麦芽糖、葡萄糖 ＋胰蛋白胨（质量比
１∶１）、可溶性淀粉＋胰蛋白胨（质量比１∶１）替代ＬＢ基础液
体发酵培养基中的胰蛋白胨制成培养基，用量均为１％，配成
１００ｍＬ培养液，调节ｐＨ值至７．０。将 ＪＬ０４菌株种子培养液
按照 ０．５％的接种量接种至不同碳源的培养液中，置于
３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培养２０ｈ。测定不同碳源 ＪＬ０４
培养液的Ｄ６００ｎｍ值。每组试验设３个平行。
１．２．５．２　氮源优化　以１％蔗糖为碳源，选择酵母提取物、
尿素、牛肉膏、硝酸钾、硝酸铵、硫酸铵、硝酸钾 ＋酵母提取物
（１∶１）、硝酸铵＋酵母提取物（１∶１）、硫酸铵 ＋酵母提取物
（１∶１）、硝酸钾＋硫酸铵（１∶１）为氮源，分别以０．５％的量配

成１００ｍＬ培养液，调节 ｐＨ值至７．０。将 ＪＬ０４培养液按照
０５％的接种量接种至不同氮源的培养液中，置于 ３７℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培养２０ｈ。测定不同氮源ＪＬ０４培养液
的Ｄ６００ｎｍ值。每组试验设３个平行。
１．２．５．３　无机盐优化　以１％蔗糖为碳源、０．５％酵母浸膏
为氮源，选择氯化钙、硫酸镁、磷酸氢二钾、硫酸锰、硫酸镁 ＋
氯化钙＋硫酸锰（质量比２∶３∶１）代替 ＬＢ液体培养基中的
氯化钠制成培养基，分别以１％的量配成１００ｍＬ培养液，调
节ｐＨ值至７．０。将ＪＬ０４种子悬液以０．５％的接种量接种至
不同无机盐的培养液中，置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培
养２０ｈ。测定不同无机盐ＪＬ０４培养液的Ｄ６００ｎｍ值。每组试验
设３个平行。
１．２．６　正交试验　正交试验用以优化培养基最佳用量配比。
通过单因素试验确定了 ＪＬ０４菌株发酵培养的最佳碳源、氮
源、无机盐。采用Ｌ９（３

３）正交表（表３）进行试验，以０．５％的
接种量接菌悬液，每个培养基组合设３个平行，共９组试验。
均置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇瓶发酵培养 ２０ｈ，测定发酵液的
Ｄ６００ｎｍ值，以确定最佳培养基组合。每组试验设３个平行。

表３　正交试验因素水平

水平
Ａ：胰蛋白胨＋
葡萄糖（ｇ／Ｌ）

Ｂ：酵母提取物＋
ＮＨ４ＮＯ３（ｇ／Ｌ）

Ｃ：ＭｇＳＯ４＋ＣａＣｌ２＋
ＭｎＳＯ４（ｇ／Ｌ）

１ ８ ３ ６
２ １０ ５ ８
３ １２ ７ １０

１．２．７　优化后生长曲线的测定　将ＪＬ０４菌株接种于１００ｍＬ
优化后的液体培养基中，置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡过
夜培养，用作种子悬液。取 ２５个 ２５０ｍＬ锥形瓶，每瓶装
１００ｍＬ优化后的液体培养基，以０．５％的接种量将菌悬液接
入２４个锥形瓶，以无菌 ＬＢ液体培养基作为空白对照，均置
于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡培养。分别于０、２、４、６、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６ｈ取样，采用紫
外分光光度计测定 Ｄ６００ｎｍ值，每份样品取样３次并取测量结
果的平均值。如果菌悬液浓度过高，适当稀释后再进行测定。

以培养时间为横坐标、Ｄ６００ｎｍ值为纵坐标，绘制ＪＬ０４菌株在优
化后培养基中的生长曲线。

２　结果与分析

２．１　ＪＬ０４菌株对鱼类水霉病病原菌水霉的拮抗效果
采用平板对峙培养法，由试验结果（图１）可知，ＪＬ０４菌

株对１２株水霉病原真菌均有拮抗性，ＪＬ０４菌株是生物防治
水霉病的１株理想菌株，因此对具有广谱抑菌性的ＪＬ０４菌株
进行发酵条件优化尤为重要。

２．２　生长曲线测定
拮抗菌ＪＬ０４菌株在 ＬＢ液体培养基中的生长曲线见图

２。该菌株在 ＬＢ培养基中０～４ｈ处于潜伏期，菌体生长量
少；４ｈ后进入对数生长期，菌体数量急剧增加；于２０ｈ达到
生长高峰；２０～３６ｈ进入稳定期。试验结果表明，ＪＬ０４菌株
在液体培养基中的增殖情况符合细菌的一般生长规律，经历

了延迟期、对数期、稳定期、衰亡期。在２０ｈ后ＪＬ０４菌株生
长进入了稳定期，细菌增殖不明显；因此，在ＬＢ培养基中发
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酵２０ｈ为拮抗菌 ＪＬ０４菌株对数生长的末期，此时期内收集
的菌液适合作为种子悬液。

２．３　ＪＬ０４菌株培养条件的优化
２．３．１　ＪＬ０４菌株温度条件的选择　温度对蛋白质及生物酶
的活性影响很大，而蛋白质和生物酶又是生物代谢过程中的

重要物质，因此温度对于微生物的生长具有很大影响。培养

温度过低或过高均会造成微生物生长缓慢，甚至导致微生物

死亡。由图３可知，３２℃条件下ＪＬ０４菌株长势最好，与其他
温度相比差异显著，因此拮抗菌 ＪＬ０４的最适生长温度应在
３２℃ 左右。试验结果表明，ＪＬ０４菌株对温度比较敏感，在进
行培养时，３２℃是比较理想的温度。
２．３．２　最适初始ｐＨ值的确定　ｐＨ值能影响微生物细胞膜
表面电荷及膜的通透性，进而影响对物质的吸收能力。另外，

ｐＨ值还能改变酶活性、酶促反应的速率及代谢途径。过碱性
或过酸性的环境会导致微生物生长缓慢，甚至导致细菌死亡。

细菌在生长过程中所产生的胞外物质会改变发酵液的 ｐＨ
值，因此仅能控制其初始ｐＨ值。由图４可知，拮抗菌ＪＬ０４在
初始ｐＨ值为５～６时长势最好，与其他组相比差异显著，可
见拮抗菌ＪＬ０４更适合在略偏酸性的环境中生长。试验结果
表明，培养基的初始 ｐＨ值为 ５～６时更适合 ＪＬ０４菌株的
生长。

２．３．３　接种量的选择　接种量是与培养基的利用率直接相
关的量。接种量太大则菌种吸收不到足够多的营养，菌数不

高且造成浪费；接种量太小对营养利用不充分，且细菌发酵周

期延长，增加染菌概率。分别以不同接种量（１％、２％、３％、
４％、５％）接种于培养基中进行发酵培养，以培养得到的拮抗
菌株发酵液的Ｄ６００ｎｍ值表示菌量。由图５可知，接种量在３％
时拮抗菌ＪＬ０４的长势最好。单因素方差分析表明，５个接种
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量之间没有显著性差异，因此接种量对拮抗菌ＪＬ０４的发酵生
长影响不大。

２．４　ＪＬ０４菌株培养基组分优化
２．４．１　碳源优化　根据微生物所能产生的酶系不同，不同微
生物可利用不同的碳源。碳源对微生物生长代谢的作用主要

是提供细胞的碳架，提供细胞生命活动所需的能量，提供合成

产物的碳架。碳源在制作微生物培养基或细胞培养基时具有

重要作用，为微生物或细胞的正常生长、分裂提供物质基础。

由图６可知，以１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨＋葡萄糖（１∶１）为碳源的发
酵液Ｄ６００ｎｍ值最高，与其他单一碳源相比差异显著；其次为胰
蛋白胨 ＋可溶性淀粉（１∶１），再次分别为葡萄糖、可溶性淀
粉；而果糖、麦芽糖、蔗糖作为碳源时发酵液的 Ｄ６００ｎｍ值均低
于原培养基，因此选用胰蛋白胨＋葡萄糖（１∶１）作为碳源。

２．４．２　氮源优化　微生物生长和产物合成需要氮源，氮源主
要用于菌体细胞物质（氨基酸、蛋白质、核酸等）和含氮代谢

物的合成。氮源是微生物必需的营养物质之一，对微生物的

生命活动意义重大。由图 ７可知，ＪＬ０４菌株在以酵母提取
物＋硝酸铵（１∶１）为氮源的培养基中长势最好，其次为酵母
提取物＋硫酸铵（１∶１），再次分别为酵母提取物 ＋硝酸钾
（１∶１）、酵母提取物、牛肉膏、硝酸钾 ＋硫酸铵（１∶１）、硝酸
铵、硫酸铵、硝酸钾、尿素。该结果可能的原因是有机氮源与

无机氮源相比更易被利用，因此有机氮源对菌体生长更加有

利。试验结果表明，选用酵母提取物＋硝酸铵（１∶１）作为氮
源有利于ＪＬ０４菌株的发酵培养。

２．４．３　无机盐种类的优化　无机盐是细胞的结构成分，参与
并维持生物体的代谢活动，维持生物体内的酸碱平衡及渗透

压。对微生物生长的重要性可见一斑。由图８可知，以硫酸
镁＋氯化钙＋硫酸锰（２∶３∶１）作为无机盐的培养基发酵液
Ｄ６００ｎｍ值最高；其次分别为氯化钙、硫酸镁、硫酸锰；而磷酸氢
二钾作为无机盐时，发酵液的菌量均没有原培养基效果好，因

此选用硫酸镁＋氯化钙＋硫酸锰（２∶３∶１）作为培养基的无
机盐。

２．５　正交试验结果
由表４可知，发酵培养基组分的最佳组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ１，即

拮抗菌ＪＬ０４菌株的最佳培养基为６ｇ／Ｌ胰蛋白胨＋６ｇ／Ｌ葡
萄糖＋３．５ｇ／Ｌ酵母提取物 ＋３．５ｇ／Ｌ硝酸铵 ＋２ｇ／Ｌ硫酸
镁＋３ｇ／Ｌ氯化钙＋１ｇ／Ｌ硫酸锰。极差分析表明，ＲＡ＞ＲＢ＞
ＲＣ，即各因子对菌体浓度的影响大小依次为葡萄糖 ＋胰蛋白
胨＞硝酸铵＋酵母提取物＞硫酸镁＋氯化钙＋硫酸锰。由表
５可知，葡萄糖＋胰蛋白胨差异显著，而硫酸镁＋氯化钙＋硫
酸镁在统计学上没有显著性差异。
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表４　发酵培养基正交试验结果

因素 Ａ Ｂ Ｃ
试验结果

（发酵液Ｄ６００ｎｍ值）

试验１ １ １ １ ０．４３２
试验２ １ ２ ２ ０．４３９
试验３ １ ３ ３ ０．４２９
试验４ ２ １ ２ ０．４６６
试验５ ２ ２ ３ ０．４８５
试验６ ２ ３ １ ０．５０２
试验７ ３ １ ３ ０．４７２
试验８ ３ ２ １ ０．５０６
试验９ ３ ３ ２ ０．５０９
均值１ ０．４３３ ０．４５７ ０．４８０
均值２ ０．４８４ ０．４７７ ０．４７１
均值３ ０．４９６ ０．４８０ ０．４６２
极差 ０．０６３ ０．０２３ ０．０１８

２．６　拮抗菌ＪＬ０４在发酵培养基中生长曲线的测定
由图９可知，该菌株在优化后的培养基中０～４ｈ处于潜

伏期，菌体生长量少；４ｈ后进入对数生长期，菌体数量急剧
增加；１８ｈ达到生长高峰；１８～３６ｈ进入稳定期。在优化培养
基中发酵１８ｈ为拮抗菌 ＪＬ０４菌株对数生长的末期，此时期
内收集的菌液适合作为菌种液，能得到高浓度的菌体。

与优化前的培养基相比，拮抗菌ＪＬ０４在优化后培养基中
的对数生长末期提前了２ｈ，缩短了菌体发酵培养时得到最高
浓度菌量的培养时间；而且优化前后该菌达到对数生长末期

时的菌量不同，优化后对数生长末期菌量明显增大，这对于大

量产生菌体来抑制水霉病原菌具有一定意义。

３　结论与讨论

通过单因素试验和正交试验，初步得到了实验室条件下

ＪＬ０４菌株液体发酵的培养基优化配方，即６ｇ／Ｌ胰蛋白胨、
表５　正交试验方差分析

组合 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

胰蛋白胨＋葡萄糖 ０．００７ ２ ２．６２５ ５．１４ 显著

酵母提取物＋硝酸铵 ０．００１ ２ ０．３７５ ５．１４
硫酸镁＋氯化钙＋硫酸锰 ０．０００ ２ ０．０００ ５．１４
误差 ０．０１０ ６

６ｇ／Ｌ葡萄糖、３．５ｇ／Ｌ酵母提取物、３．５ｇ／Ｌ硝酸铵、２ｇ／Ｌ硫
酸镁、３ｇ／Ｌ氯化钙、１ｇ／Ｌ硫酸锰。发酵条件的研究结果表
明，菌株ＪＬ０４对温度和 ｐＨ值较为敏感，其生长最适温度为
３２℃，最适ｐＨ值为５～６，接种量对菌体生长的影响不显著。
筛选后的培养基碳源、氮源、无机盐明确，且菌株ＪＬ０４在优化
后的培养基中达到对数生长末期的时间缩短，能较快进入菌

体密度最大期，为该菌株的高密度生产提供依据。

本试验仅在实验室条件下对发酵培养基的组成及其培养

条件进行了优化，而拮抗菌制剂生防作用的发挥与制备工艺、

使用方法以及菌剂使用时的温度、湿度、ｐＨ值等环境因素密
切相关。在拮抗菌制剂商业化过程中，一方面要继续加强对

拮抗菌活性物质发酵工艺、提取与纯化方法等的研究，另一方

面要加强对拮抗菌制剂发挥最佳作用条件的研究，需在发酵

罐和水环境下进行验证。本试验对最佳碳源、氮源、无机盐离

子和正交试验法优化培养基配比进行了研究，仅以液体发酵

培养基中的总菌含量作为指标，并没有其他与之相对应的筛

选模型作为依据，因此可能对试验结果造成一定误差，但并不

影响本研究所得结果。今后的研究中可设计类似试验方案，

以进一步验证本试验的准确性和完整性。
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