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１株耐硒凝结芽孢杆菌的分离鉴定
及其培养条件的优化

吴美儒１，周毅峰２，唐巧玉１
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　　摘要：用含硒培养基，采用平板稀释分离法，从湖北恩施渔塘坝高硒环境中分离鉴定１株凝结芽孢杆菌。为确定
该凝结芽孢杆菌培养基及培养条件，采用单因素和正交试验法对凝结芽孢杆菌的摇瓶发酵培养条件（碳源、氮源、温

度和转速）进行了优化，为确定其培养时间作出了生长曲线。结果表明，温度对凝结芽孢杆菌生长的影响最大，其后

依次为氮源、碳源和转速；最适培养基为：葡萄糖１１ｇ／Ｌ，牛肉浸膏１１ｇ／Ｌ，氯化钠５ｇ／Ｌ；最适培养条件为：温度３５℃，
转速１６０ｒ／ｍｉｎ；（２）从生长曲线可看出，０～１．５ｈ为停滞期，１．５～１０ｈ为对数生长期，１０～２０ｈ为稳定期，最佳培养时
间为１０ｈ。
　　关键词：硒；凝结芽孢杆菌；分离；培养条件；生长曲线
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０４－０２５６－０４
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作者简介：吴美儒（１９９３—），女，湖北恩施人，硕士研究生，主要从事
植物硒代谢的研究：Ｅ－ｍａｉｌ：１０６０１９８８２０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：唐巧玉，硕士，副教授，主要从事微量元素硒的研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：２００４０３９＠ｈｂｍｙ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　硒是人体和动物所必需的微量元素［１］，湖北省恩施州是

世界著名的典型高硒区，蕴藏十分丰富的硒资源［２］。对硒资

源的开发利用目前主要依靠植物对硒的富集作用，得到富硒

农产品和含硒提取物如硒蛋白、硒多糖等。微生物作为生物

界与人类密切相关的一大类生物群体，利用微生物开发利用

硒资源具有广阔的前景。含硒酵母能抑制某些肿瘤细胞的生

长［３－４］，提高生物有机体的抗氧化能力［５］。Ｓｉｄｄｉｑｕｅ等分离
的细菌能还原矿山尾矿中的硒，从而改变硒的有效性［６］。

Ｚｈａｎｇ等将具有硒还原能力的细菌用于废水处理［７－８］。对于

高硒地区土壤微生物，研究比较少。Ｂｕｒｔｏｎ等发现，硒污染地
区土壤微生物具有比普通土壤微生物更强的耐受硒的能
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力［９］。本研究的主要内容是分离筛选高硒环境中的微生物，

并通过优化培养基组成和培养条件来提高该耐硒微生物生物

量，旨在为进一步对其进行开发利用创造良好的基础条件。

１　材料与方法

１．１　高硒环境中微生物的分离
用取自恩施双河富硒土壤（硒含量为３６．８μｇ／ｇ）来分离

细菌。细菌的分离在含有５０ｍｇ／ｍＬ的固体细菌培养基上进
行，３７℃培养１２ｈ，选择单菌落进行进一步研究。
１．２　菌株耐硒能力测定

将选择的单菌落菌株分别接种到含 ０、１００、２００、３００、
４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００ｍｇ／Ｌ硒的细菌培养基中，
在３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２４ｈ，测定Ｄ６００ｎｍ，选择１株耐
硒能力强的菌株进一步研究。

１．３　耐硒菌种的鉴定
选取１株耐硒能力强的菌种进行革兰氏染色、芽孢染色、

荚膜染色、接触酶试验、Ｖ－Ｐ试验、葡萄糖发酵试验、明胶液
化试验、淀粉水解试验、柠檬酸盐试验、吲哚试验、菌种的耐盐

试验等生理生化鉴定试验。根据实验室结果，检索常用细菌

鉴定手册［１０］，确定该耐硒菌种的种属。

１．４　耐硒菌种培养条件的优化
１．４．１　选定发酵培养基成分　选用葡萄糖、蔗糖和可溶性淀
粉作为碳源，浓度为１０ｇ／Ｌ，氮源用酵母浸出物１０ｇ／Ｌ，氯化
钠５ｇ／Ｌ，调节ｐＨ值为７．０，在３７℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下
培养１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。

选用酵母浸出物、胰蛋白胨和牛肉浸膏作为氮源，浓度为

１０ｇ／Ｌ，碳源用葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，氯化钠 ５ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值为
７．０，在３７℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。
１．４．２　确定碳源和氮源浓度　对选定的碳源做浓度梯度单
因素试验，浓度分别为３、７、１１、１５、１９ｇ／Ｌ，氮源酵母浸出物
１０ｇ／Ｌ，氯化钠 ５ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值为 ７．０，在 ３７℃、转速
１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。

对选定的氮源做浓度梯度单因素试验，浓度分别为３、７、
１１、１５、１９ｇ／Ｌ，碳源葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，氯化钠 ５ｇ／Ｌ，ｐＨ值为
７．０，在３７℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。
１．４．３　温度和转速单因素实验　以碳源葡萄糖１０ｇ／Ｌ，氮源
酵母浸出物１０ｇ／Ｌ，氯化钠５ｇ／Ｌ配培养基，ｐＨ值７．０，接种
后分别在２５、３０、３５、４０、４５℃，转速１５０ｒ／ｍｉｎ培养１４ｈ后
测Ｄ６００ｎｍ。

以碳源葡萄糖１０ｇ／Ｌ、氮源酵母浸出物１０ｇ／Ｌ、氯化钠
５ｇ／Ｌ配培养基，ｐＨ值７．０，接种后分别以１００、１２０、１４０、１６０、
１８０、２００ｒ／ｍｉｎ，３７℃培养１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。
１．４．４　正交试验　根据碳源浓度、氮源浓度、温度和转速的
单因素试验结果进行 Ｌ９（３

４）正交试验，进一步优化培养条

件。试验因素和水平见表１，培养１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。
表１　试验因素水平

水平

因素

葡萄糖浓度

（ｇ／Ｌ）
牛肉浸膏浓度

（ｇ／Ｌ）
温度

（℃）
转速

（ｒ／ｍｉｎ）

１ ３ ３ ２５ １６０
２ ７ ７ ３０ １８０
３ １１ １１ ３５ ２００

　　将菌株在正交试验得出的最优组合条件下进行培养，
１４ｈ后测Ｄ６００ｎｍ，以验证正交试验结果。
１．５　生长曲线的测定

以碳源葡萄糖１０ｇ／Ｌ、氮源酵母浸出物１０ｇ／Ｌ、氯化钠
５ｇ／Ｌ配培养基，ｐＨ值７．０，在３７℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ下分别
培养１．５、３、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０ｈ后测Ｄ６００ｎｍ。
１．６　数据统计与分析

对测定结果的原始数据通过 Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ软件进行数据
的误差分析和ｔ值检验，进行平行组的平均值校正和显著性
差异分析。

２　结果与分析

２．１　分离菌株的耐硒能力
从图 １可见，选择的 ８个菌株 Ｍ３、Ｍ７、Ｍ９、Ｍ１２、Ｍ１３、

Ｍ１８、Ｍ２０和Ｍ２２均有一定的耐硒能力。特别是 Ｍ２２菌株，
在硒浓度５００ｍｇ／Ｌ以下时，随着硒浓度的增加，其 Ｄ６００ｎｍ升
高；且在硒浓度５００ｍｇ／Ｌ以上时，Ｄ６００ｎｍ均高于其他菌株。故
本试验选取菌种Ｍ２２进行菌种鉴定和培养条件优化等研究。

２．２　耐硒菌株鉴定结果
选取菌种Ｍ２２进行染色和生理生化鉴定试验，根据表２

试验结果，检索常用细菌鉴定手册［１０］，鉴定该耐硒菌株为凝

结芽孢杆菌。

表２　染色及生化鉴定结果

试验种类 试验结果

革兰氏染色 阳性，杆状

芽孢染色 有芽孢，孢囊膨大

荚膜染色 有荚膜

接触酶试验 有气泡产生，产过氧化氢酶，为阳性

Ｖ－Ｐ试验 阳性，终产物ｐＨ值＜６
葡萄糖发酵试验 培养物颜色变黄，产酸

明胶液化试验 阴性

淀粉水解试验 阳性

柠檬酸盐试验 阴性

吲哚试验 阴性

耐盐试验 在含１０％ ＮａＣｌ的牛肉膏蛋白胨培养基中，不生长

２．３　耐硒菌种培养条件的优化
２．３．１　碳源和氮源对菌株生长的影响　如图２所示，对于碳
源的影响，葡萄糖与蔗糖无明显差异，而它们与可溶性淀粉相

比对菌体浓度增加有一定的作用，故可选葡萄糖或蔗糖来做

单因素试验。但考虑到蔗糖没有葡萄糖好利用，且须要产生

蔗糖酶，因此选葡萄糖来做单因素试验。对于氮源的影响，从
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胰蛋白胨、酵母浸出物到牛肉浸膏，它们依次对菌体浓度增加

有明显的作用，因此选牛肉浸膏来做单因素试验。

２．３．２　单因素试验结果　图３－Ａ为碳源浓度对凝结芽孢
杆菌生长的影响，当葡萄糖浓度为７ｇ／Ｌ时，细菌的 Ｄ６００ｎｍ最
大，相比于３、１１ｇ／Ｌ对 Ｄ６００ｎｍ有显著增加，故选 ３、７、１１ｇ／Ｌ
３个水平来做正交试验。图３－Ｂ为氮源浓度的影响，当牛肉
浸膏浓度为７ｇ／Ｌ时，细菌的Ｄ６００ｎｍ最大，相比于３、１１ｇ／Ｌ对

Ｄ６００ｎｍ有极显著增加，故选 ３、７、１１ｇ／Ｌ３个水平来做正交试
验。图３－Ｃ为温度的影响，当温度为３０℃时，细菌的Ｄ６００ｎｍ
最大，相比于３５℃对 Ｄ６００ｎｍ有极显著增加，故选２５、３０、３５℃
３个水平来做正交试验。图３－Ｄ为转速的影响，当转速为
２００ｒ／ｍｉｎ时，细菌的 Ｄ６００ｎｍ最大，故选 １６０、１８０、２００ｒ／ｍｉｎ３
个水平来做正交试验。

２．３．３　正交试验　由表３可知，通过极差分析，温度对凝结
芽孢杆菌的生长影响最大，其次依次是氮源牛肉浸膏浓度、碳

源葡萄糖浓度、转速。本试验条件下优化水平的最佳组合为

Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即凝结芽孢杆菌的最佳培养条件为葡萄糖
１１ｇ／Ｌ、牛肉浸膏１１ｇ／Ｌ、温度３５℃、转速１６０ｒ／ｍｉｎ。在此条
件下培养菌株，其培养液Ｄ６００ｎｍ为（２．２１０±０．０１０），与第９组
正交试验相比稍低，这可能与接种的种子液的生长状态和接

种量有关。

２．４　生长曲线的测定
从图４可知，０～１．５ｈ为停滞期，１．５～１０ｈ为对数生长

期，当培养时间达到１０ｈ时菌体生长进入稳定期。通过测定
生长曲线，了解分离得到的凝结芽孢杆菌在不同时期的生长

特征，可以根据不同的实际需要如获得大量细菌个体、获得细

菌的初级代谢产物或次级代谢产物来选择不同的培养时间。

３　讨论

从恩施富硒区富硒淤泥中分离鉴定了１株耐硒凝结芽孢
杆菌。在基础研究方面，这些菌种的筛选丰富了利用微生物

进行生物富硒的研究基础，为硒资源的开发和利用提供了微

生物的研究基本材料，从而进一步对耐硒相关基因做出研究
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表３　发酵条件正交实验结果

试验号

因素

Ａ：葡萄糖
浓度（ｇ／Ｌ）

Ｂ：牛肉浸膏
浓度（ｇ／Ｌ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：转速
（ｒ／ｍｉｎ）

Ｄ６００ｎｍ

１ １ １ １ １ ０．９２３
２ １ ２ ２ ２ ０．９９５
３ １ ３ ３ ３ １．９９５
４ ２ １ ２ ３ ０．７５５
５ ２ ２ ３ １ １．６２７
６ ２ ３ １ ２ １．２１２
７ ３ １ ３ ２ １．７４８
８ ３ ２ １ ３ １．１３６
９ ３ ３ ２ １ ２．２３５
ｋ１ １．３０４ １．１４２ １．０９０ １．５９５
ｋ２ １．１９８ １．２５３ １．３２８ １．３１８
ｋ３ １．７０６ １．８１４ １．７９０ １．２９５
Ｒ ０．５０８ ０．６７２ ０．７００ ０．３００

主次顺序 Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｄ
优水平　 Ａ３ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ１

和硒代谢分子机制的研究。在应用研究方面，凝结芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓ）为革兰氏阳性杆菌，具有耐热性好、耐受
胃酸和胆汁等优点［１１－１２］。芽孢杆菌类益生菌为好氧繁殖，进

入人和动物肠道内能消耗大量的游离氧，降低氧化还原电势。

对厌氧微生物乳酸菌和双歧杆菌的生长起到促进作用，从而

调节肠道内微生态的菌群平衡，提高机体免疫和抗病能力减

少肠道疾病的发生；凝结芽孢杆菌在肠道内繁殖的同时分泌

消化酶，有助于营养物质的消化和吸收，促进动物生长；其产

生的维生素、氨基酸、短链脂肪酸等物质能增加小肠蠕动速

度，改善肠道消化功能；产生抑菌物质能对肠道不同诱因的炎

症有一定治疗作用［１３－１８］，可以进一步研究耐硒凝结芽孢杆菌

的富硒能力，开发含硒益生菌。
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［１８］ＭｏｈａｐａｔｒａＳ，ＣｈａｋｒａｂｏｒｔｙＴ，ＰｒｕｓｔｙＡＫ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｉｎｔｈｅｄｉｅｔｏｆｒｏｈｕ，Ｌａｂｅｏｒｏｈｉｔａｆｉｎｇｅｒｌｉｎｇｓ：
ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｇｒｏｗｔｈ，ｎｕｔｒｉｅｎｔｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎ，ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ
ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ［Ｊ］． Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ
Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，２０１２，１８（１）：１－１１．
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