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摘 要 : 试验采用海藻酸钠包埋法对噬菌蛭弧菌 ( Bdellovibrio bacteriovorus) 进行固定化，制备得到噬菌蛭弧菌

颗粒。以噬菌蛭弧菌活菌数为考核指标，优化噬菌蛭弧菌固定化条件。通过单因素试验和正交试验，评价了

海藻酸钠浓度、氯化钙浓度、蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 、玉米油浓度、包埋温度、搅拌时

间、搅拌速度和交联时间对噬菌蛭弧菌固定化的影响。结果表明，作为载体配方优化因素的海藻酸钠浓度和

玉米油浓度对活菌数具有显著性影响，而氯化钙浓度和蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 影响

不显著;作为过程优化因素的温度和搅拌速度对活菌数具有显著性影响，而搅拌时间和交联时间影响不显著。

在海藻酸钠浓度 1． 5%、氯化钙浓度 6． 5%、蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 50%、玉米油浓度

4． 5%、包埋温度 47． 5 ℃、搅拌时间 40 min、搅拌速度 450 r /min 和交联时间 36 h 的条件下，制得的固定化蛭弧

菌颗粒活菌数对数值达到 7． 51。本方法经济、安全、保存效能好，适合在水产养殖中应用。
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Optimization of preparation conditions of
Bdellovibrio bacteriovorus granules

ZHANG Xiao-neng，YANG Xian-le，CAO Hai-peng，HU Kun，AN Jian，HUANG Zhi-hua
( State Collection Center for Aquatic Pathogen Collection，Shanghai Ocean University，Shanghai 201306，China)

Abstract : Different conditions of Bdellovibrio bacteriovorus immobilization were investigated in this study，and
the optimal conditions of Bdellovibrio bacteriovorus immobilization were confirmed by adopting sodium alginate
as embedding medium，survived bacterium number as indices． Single-factor and orthogonal experiments were
employed to evaluate the influences of sodium alginate concentration，calcium chloride concentration，the ratio
of Bdellovibrio bacteriovorus solution to sodium alginate colloidal solution ( V /V ) ，corn oil concentration，
encapsulating temperature， stirring time， stirring rate and cross-linking time on the immobilization of
Bdellovibrio bacteriovorus． The results showed that sodium alginate concentration and corn oil concentration
had significant influence on survival bacterium number，while calcium chloride concentration and the ratio of
Bdellovibrio bacteriovorus solution to sodium alginate colloidal solution ( V /V ) were not in the orthogonal test
for optimum carrier formula of immobilization． Furthermore，encapsulating temperature and stirring rate had
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significant influence on survival bacterium number while stirring time and crosslinking time were not in the
orthogonal test for optimum parameters of immobilization． The optimal immobilization conditions were as
follows: sodium alginate concentration of 1． 5%，calcium chloride concentration of 6． 5%， the ratio of
Bdellovibrio bacteriovorus solution to sodium alginate colloidal solution( V /V) of 50%，corn oil concentration
of 4． 5%，encapsulating temperature at 47． 5 ℃，stirring time for 40 min，stirring rate for 450 r /min and
crosslinking time for 36 h． Under the above conditions，the logarithm of survival bacterium number of granules
was up to 7． 51． Therefore，the results demonstrated that the method with the properties of economy，security
and good preservation has a promising future in aquaculture．
Key words: Bdellovibrio bacteriovorus; granules; preparation; optimization

噬菌蛭弧菌 ( Bdellovibrio bacteriovorus) ( 以下
简称蛭弧菌) 是一种专门以捕食细菌为生的寄生
性细菌［1］。研究指出，蛭弧菌在净化养殖水体水
质、控制或减少水生动物疾病的发生与流行上效
果显著［2 － 4］。因此，应用蛭弧菌防治水产动物细
菌性病害具有良好的发展前景。然而，目前我国
商品化的蛭弧菌制剂主要是水剂，还有少量的冻
干粉剂。蛭弧菌水剂因保存时间短、质量不稳定
以及运输不便等因素而影响了其使用效果，冻干
粉剂也因生产成本高而在很大程度上限制了其
应用。而微生物固定化法可将游离微生物定位
于限定的空间区域，并保持活性，且能反复利用，
尤其是包埋固定化法，因操作简单，在制备过程
中对微生物活性影响小，制备的颗粒强度较高，
更是深受微生态制剂研发人员的青睐［5 － 6］。谢冰
等［7］、曹德菊等［8］和王兰等［9］分别对硝化细菌、
枯草芽孢杆菌和光合细菌进行了固定化研究，证
实固定化后菌体活力和抗逆性显著强于游离菌。
关于包埋法固定化噬菌蛭弧菌的研究，国内外尚
未见报道。利用包埋固定化法研制新型蛭弧菌
制剂，优化其生产工艺，对推进蛭弧菌制剂的应
用效果具有重要的现实意义。本试验采用包埋
固定化法制备了蛭弧菌颗粒剂，并结合单因子法
和正交试验法对其制备工艺进行了优化，以期为
蛭弧菌制剂的大规模生产提供参考依据。

1 材料与方法

1． 1 试验材料
蛭弧菌 BDF-H16，由本试验室分离于异育银

鲫肠道; 大肠杆菌 ( Escherichia coli ) ，为国家水生
动物病原库保藏菌株 BYK00105 － 01 － 01 ; 普通
营养肉汤 ( NB ) ( pH 7． 2 ) 和柠檬酸三钠 ( 0． 055
mol / L) 均在 1 × 105 Pa 高压湿热灭菌 20 min 后备

用 ; 自来水双层琼脂培养基 : 底层琼脂浓度为
1． 5%，上层琼脂浓度为 0． 6%。

1． 2 蛭弧菌包埋颗粒的制备方法与检测
1 ． 2 ． 1 大肠杆菌菌悬液的制备

参照文献［10］。
1 ． 2 ． 2 蛭弧菌菌液的制备

以大肠杆菌为增殖宿主菌，采用自来水双层
琼脂平板法［11］将蛭弧菌纯化 10 次，以增强大肠
杆菌对蛭弧菌的敏感性，然后挖取单个噬斑，接
种于 100 mL 1 /10NB 中，同时加入 100 μL 的大肠
杆菌悬液，于 30 ℃、150 r /min 下摇床振荡培养
48 h，调节蛭弧菌菌液浓度为 2． 0 × 108 PFU /mL，
于 4 ℃ 冰箱保存备用。
1 ． 2 ． 3 蛭弧菌包埋颗粒的制备

取 2%浓度的海藻酸钠胶体溶液和蛭弧菌菌
液( 浓度为 2． 0 × 108 PFU /mL ) ，总体积为 100
mL。添加玉米油浓度 1%，于 50 ℃恒温搅拌 20
min 后，快速吸入无菌注射器并以恒定的速度和
高度滴入 2% 的 CaCl2 溶液中固化 24 h，然后收
集蛭弧菌固定化颗粒于 － 40 ℃条件下冷冻干燥
48 h 后储存检测。
1 ． 2 ． 4 固化颗粒活菌数检测

取 0． 1 g 干燥颗粒，加入 10 mL 0． 055 mol /L
的柠檬酸钠溶液，待颗粒完全崩解后，混合均匀 ;
经梯度稀释后，采用自来水双层琼脂平板法检测
颗粒内蛭弧菌的活菌含量，最后计算每克颗粒内
蛭弧菌的活菌数量，本文中以其常用对数值表
示［12］。

1． 3 不同因素对颗粒内蛭弧菌活性的影
响

分别选取适当梯度的海藻酸钠浓度、氯化钙
浓度、蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例
( V /V) 、玉米油浓度、包埋温度、搅拌时间和交联
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时间，除海藻酸钠浓度组玉米油浓度为 4%外，其
他条件同 1． 2． 3 方法制备蛭弧菌包埋颗粒，研究
其对固定化蛭弧菌活菌数的影响。

1． 4 蛭弧菌包埋颗粒制备的正交试验设
计
1 ． 4 ． 1 固定化载体配方优化

参考程树培的方法［13］，在包埋温度、搅拌时
间和交联时间分别为 50 ℃、20 min 和 24 h 的条
件下，以海藻酸钠浓度、氯化钙浓度、蛭弧菌菌液
与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 和玉米油浓

度为影响因素，每个因素选取 4 个水平做正交试
验，正交试验的因素水平表见表 1。以活菌数为
指标，进行固定化载体配方最优条件的确定。
1 ． 4 ． 2 固定化过程参数优化

为确定海藻酸钙凝胶作为载体材料的最适
宜的包埋条件，本试验以单因素及固定化载体配
方优化结果为基础，对包埋温度、搅拌时间、搅拌
速度和交联时间 4 因素选取 4 个水平进行固定化
操作确定最佳的包埋条件，正交试验因素水平见
表 2。

表 1 固定化载体配方优化正交试验因素水平表
Tab． 1 The factors and levels of orthogonal test for optimum carrier formula of immobilization

水平

因素

A
海藻酸钠浓度

( % )

B
氯化钙浓度
( % )

C
蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体
溶液的比例 ( V /V) ( % )

D
玉米油浓度
( % )

1 1． 0 5． 5 40 4． 0
2 1． 5 6． 0 45 4． 5
3 2． 0 6． 5 50 5． 0
4 2． 5 7． 0 55 5． 5

表 2 固定化过程参数优化的因素水平表
Tab． 2 The factors and levels of orthogonal test for optimum parameters of immobilization

水平
因素

E
包埋温度( ℃ )

F
搅拌时间 ( min)

G
搅拌速度( r /min)

H
交联时间 ( h)

1 42． 5 40 350 30
2 45． 0 45 400 32
3 47． 5 50 450 34
4 50． 0 55 500 36

1． 5 蛭弧菌颗粒剂的长期稳定性保存试
验

将蛭弧菌颗粒剂置于锥形瓶中，以胶塞封
口，室温下保存，定期取样检测其活菌数。

1． 6 试验数据统计方法
采用统计软件 SPSS 15． 0 对试验数据进行方

差分析。若差异显著，再进行 Duncan' s 多重比
较。

2 结果

2． 1 固定化颗粒外观形态
采用海藻酸钠为载体包埋制备的蛭弧菌颗

粒形态如图 1 所示。颗粒呈白色球状，表面光
滑，不透明，不粘连，直径分布为 2 ～ 3 mm，且具有

一定的弹性和机械强度。

图 1 固定化颗粒形态
Fig． 1 Morphology of Immobilization of

Bdellovibrio bacteriovorus
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2． 2 固定化工艺的单因素试验研究
2 ． 2 ． 1 不同海藻酸钠浓度对颗粒内蛭弧菌活性
的影响

不同海藻酸钠浓度对蛭弧菌颗粒活菌数的
影响结果如图 2 所示。海藻酸钠浓度在 1% ～
2%时，活菌数对数值随着海藻酸钠浓度的增加
而增加。当海藻酸钠浓度为 2% 时，活菌数对数
值达到最大值为 7． 22 ;当提高至 3%以后，活菌数
对数值出现下降趋势。

图 2 海藻酸钠浓度对蛭弧菌颗粒活菌数的影响( n = 3)

Fig． 2 The effects of the sodium alginate concentration

on survival bacterium numbers of Bdellovibrio

bacteriovorus granules ( n = 3 )

2 ． 2 ． 2 不同氯化钙浓度对颗粒内蛭弧菌活性的
影响

不同氯化钙浓度对蛭弧菌颗粒活菌数的影
响结果如图 3 所示。氯化钙浓度 6% 时，活菌数
对数值达到最高值 ; 浓度低于 6%时，活菌数对数
值随其增大而增加，超过 6%时，活菌数对数值开
始下降。

图 3 氯化钙浓度对蛭弧菌颗粒活菌数的影响( n = 3)

Fig． 3 The effects of the calcium chloride concentration

on survival bacterium numbers of Bdellovibrio

bacteriovorus granules ( n = 3 )

2． 2． 3 不同蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的
比例( V /V) 对颗粒内蛭弧菌活性的影响

不同蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比
例( V /V) 对蛭弧菌颗粒活菌数的影响结果如图 4

所示，蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例

( V /V) 在 20% ～ 50%时，活菌数对数值随着蛭弧
菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 的增
加而缓慢提高，当蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶
液的比例( V /V) 达到 50%时，活菌数对数值达到
最高值 5． 15 ;蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的
比例 ( V /V ) 超过 50% 时，活菌数对数值开始下
降。

图 4 蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例
对蛭弧菌颗粒活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 4 The effects of different ratios of sodium alginate
colloidal solution to Bdellovibrio bacteriovorus solution

on survival bacterium numbers of Bdellovibrio
bacteriovorus granules ( n = 3 )

2 ． 2 ． 4 不同玉米油浓度对颗粒内蛭弧菌活性的
影响

不同玉米油浓度对蛭弧菌颗粒活菌数的影
响如图 5 所示。试验结果表明，活菌数对数值随
玉米油浓度的增加而增加，玉米油浓度为 4%时，
活菌数对数值最高达 6． 78。当玉米油浓度大于
4%时，在成本增大的同时，颗粒制备过程中操作
难度加大，而且活菌数对数值出现下降趋势。

图 5 玉米油浓度对蛭弧菌颗粒活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 5 The effects of corn oil concentration on

survival bacterium numbers of Bdellovibrio

bacteriovorus granules ( n = 3 )

2 ． 2 ． 5 不同包埋温度对颗粒内蛭弧菌活性的影
响

不同包埋温度对颗粒内蛭弧菌活性的影响
如图 6 所示。试验结果表明，50 ℃时，活菌数对
数值达到 5． 08 ;温度低于或高于 50 ℃时，活菌数
对数值均低于此值。
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图 6 温度对蛭弧菌颗粒活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 6 The effects of different temperature on

survival bacterium numbers of Bdellovibrio

bacteriovorus granules ( n = 3 )

2 ． 2 ． 6 不同搅拌时间对颗粒内蛭弧菌活性的影
响

不同搅拌时间对蛭弧菌颗粒活菌数的影响
如图 7 所示。试验结果表明，搅拌时间在10 min ～
40 min 时，活菌数对数值随搅拌时间的增加而增
加。当搅拌时间达到 40 min 时，活菌数对数值达
最高值为 6． 14。继续提高搅拌时间，活菌数对数
值不再增加。

图 7 搅拌时间对蛭弧菌颗粒活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 7 The effects of stirring times on survival bacterium

numbers of Bdellovibrio bacteriovorus granules ( n = 3 )

2 ． 2 ． 7 不同搅拌速度对颗粒内蛭弧菌活性的影
响

不同搅拌速度对蛭弧菌颗粒活菌数的影响
如图 8 所示。试验结果表明，搅拌速度在 400 r /
min 时，活菌数对数值达到最大值 ; 当搅拌速度在
100 r /min ～ 400 r /min 时，活菌数对数值随着搅
拌速度的增加而增加，当搅拌速度在 400 r /min ～
600 r /min 时，活菌数对数值随着搅拌速度的增加
而减小。
2 ． 2 ． 8 不同交联时间对颗粒内蛭弧菌活性的影
响

不同交联时间对蛭弧菌颗粒活菌数的影响如

图 9 所示。交联时间小于 36 h 时，活菌数对数值
随其增大而升高，最高达到 5． 52 ;超过 36 h 时，活
菌数对数值下降趋势明显。

图 8 搅拌速度对蛭弧菌颗粒活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 8 The effects of stirring rate on survival bacterium

numbers of Bdellovibrio bacteriovorus granules ( n = 3 )

图 9 交联时间对蛭弧菌颗粒活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 9 The effects of crosslinking time on survival

bacterium numbers of Bdellovibrio bacteriovorus

granules ( n = 3 )

2． 3 固定化工艺的正交试验研究
2 ． 3 ． 1 固定化载体配方优化

固定化载体配方优化正交试验结果见表 3。
根据极差分析可知 : 对活菌数影响最大的因素为
海藻酸钠浓度，其次是玉米油浓度，而蛭弧菌菌
液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 和氯化钙
浓度对活菌数的影响较小。固定化载体配方正
交试验方差分析结果如表 4，海藻酸钠浓度、氯
化钙浓度、蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比
例 ( V /V ) 和玉米油浓度的 F 值分别为 10． 76、
0． 82、2． 23 和 9． 72，其中海藻酸钠浓度和玉米油
浓度具有显著性差异，而氯化钙浓度和蛭弧菌菌
液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 均无显著
性差异。由此得到固定化载体配方的最佳组合
为海藻酸钠浓度 1． 5%，氯化钙浓度 6． 5%，蛭弧
菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比例 ( V /V ) 50%，
玉米油浓度 4． 5%。在下一步的试验中，以此最
佳条件为基础进行其他条件的优化。
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表 3 固定化载体配方优化正交试验结果( n = 3)

Tab． 3 The results of orthogonal test for optimum carrier formula of immobilization ( n = 3)

试验号 A B C D E( 空列) 活菌数 ( lgPFU / g)

1 1 1 1 1 1 5． 55
2 1 2 2 2 2 5． 38
3 1 3 3 3 3 5． 18
4 1 4 4 4 4 4． 75
5 2 1 2 3 4 5． 91
6 2 2 1 4 3 5． 77
7 2 3 4 1 2 6． 13
8 2 4 3 2 1 7． 12
9 3 1 3 4 2 5． 53

10 3 2 4 3 1 5． 16
11 3 3 1 2 4 6． 54
12 3 4 2 1 3 5． 34
13 4 1 4 2 3 5． 73
14 4 2 3 1 4 5． 65
15 4 3 2 4 1 5． 11
16 4 4 1 3 2 4． 82
K1 20． 85 22． 72 22． 68 22． 67 22． 93
K2 24． 92 21． 95 21． 75 24． 77 21． 86
K3 22． 57 22． 96 23． 48 21． 07 22． 02
K4 21． 31 22． 02 21． 76 21． 16 22． 86
R 4． 07 1． 01 1． 73 3． 70 1． 07

注 : K1 是水平 1 试验组的活菌数的对数值之和 ; K2、K3、K4 类推。

表 4 固定化载体配方正交试验方差分析
Tab． 4 The variance analysis of orthogonal test for optimum carrier formula of immobilization

因素 偏差平方和 自由度 均方 F 值

A 2． 49 3 0． 83 10． 76 *

B 0． 19 3 0． 063 0． 82
C 0． 52 3 0． 17 2． 23
D 2． 25 3 0． 75 9． 72 *

误差 0． 23 3 0． 08

注 : F0． 05 ( 3，3 ) = 9． 28 ; F0． 01 ( 3，3 ) = 29． 46 ; * 表示显著性差异。

2 ． 3 ． 2 固定化过程参数优化
固定化过程参数优化正交试验结果如表 5

所示。影响蛭弧菌活菌数最主要的因素是包埋
温度，其次为搅拌速度，搅拌时间和交联时间对
其影响比较小。固定化过程参数优化正交试验
方差分析见表 6，温度、搅拌时间、搅拌速度和交
联时间的 F 值分别为 23． 64、1． 91、10． 00 和2． 23，
其中温度和搅拌速度具有显著性差异，搅拌时间
和交联时间无显著性差异。因此，以蛭弧菌活菌
数为指标时在所选试验范围内最佳包埋条件为
包埋温度 47． 5 ℃，搅拌时间 40 min，搅拌速度
450 r /min 及交联时间 36 h。以蛭弧菌的活菌数

为指标，综合考虑固定化载体配方优化及过程参
数优化的结果，在海藻酸钠浓度 1． 5%，氯化钙浓
度 6． 5%，蛭弧菌菌液与海藻酸钠胶体溶液的比
例 ( V /V) 50%，玉米油浓度 4． 5%，包埋温度 47． 5
℃，搅拌时间 40 min，搅拌速度 450 r /min 及交联
时间 36 h 的条件下进行蛭弧菌的固定化操作。

2． 4 蛭弧菌颗粒剂的长期稳定性保存
不同保存时间对蛭弧菌颗粒剂活菌数的影

响如图 10 所示。试验结果表明，活菌数在保存
期内缓慢下降，但差异不显著 ( P ＜ 0． 05 ) ，保存 8
个月后活菌数对数值降低至 6． 23。

387



上 海 海 洋 大 学 学 报 19 卷

表 5 固定化过程参数优化正交试验结果( n = 3)

Tab． 5 The results of orthogonal test for optimum parameters of immobilization ( n = 3)

试验号 E F G H I( 空列) 活菌数 ( lgPFU / g)

1 1 1 1 1 1 4． 88
2 1 2 2 2 2 5． 21
3 1 3 3 3 3 5． 07
4 1 4 4 4 4 5． 25
5 2 1 2 3 4 5． 71
6 2 2 1 4 3 5． 49
7 2 3 4 1 2 5． 88
8 2 4 3 2 1 6． 42
9 3 1 3 4 2 7． 51

10 3 2 4 3 1 6． 20
11 3 3 1 2 4 5． 62
12 3 4 2 1 3 5． 93
13 4 1 4 2 3 5． 12
14 4 2 3 1 4 5． 36
15 4 3 2 4 1 4． 92
16 4 4 1 3 2 4． 24
K1 20． 41 23． 22 20． 23 22． 05 22． 42
K2 23． 50 22． 26 21． 77 22． 37 22． 84
K3 25． 26 21． 49 24． 36 21． 22 21． 61
K4 19． 64 21． 84 22． 45 23． 17 21． 94
R 5． 62 1． 73 4． 13 1． 95 1． 23

注 : K1 是水平 1 试验组的活菌数的对数值之和 ; K2、K3、K4 类推。

表 6 固定化过程参数优化正交试验方差分析
Tab． 6 The variance analysis of orthogonal test for optimum parameters of immobilization

因素 偏差平方和 自由度 均方 F 值

E 5． 20 3 1． 73 23． 64 *

F 0． 42 3 0． 14 1． 91
G 2． 20 3 0． 73 10． 00 *

H 0． 49 3 0． 16 2． 23

误差 0． 22 3 0． 07

注 : F0． 05 ( 3，3 ) = 9． 28 ; F0． 01 ( 3，3 ) = 29． 46 ; * 表示显著性差异。

图 10 不同保存时间对蛭弧菌颗粒剂

活菌数的影响 ( n = 3 )

Fig． 10 The effects of preservation time on

survival bacterium numbers of Bdellovibrio

bacteriovorus granules ( n = 3 )

3 讨论

固定化微生物具有纯化和保持高效菌种，效

率高、稳定性强和不易产生二次污染等优点，是
当今微生物领域的研究热点之一［13］。其中，包埋
法因具有操作简单、对细胞影响小、固定效果好
和机械强度高等优点，是目前研究最多的固定化
微生物技术［14］。因此，本试验采用包埋法制备了
蛭弧菌颗粒剂，并进一步优化了蛭弧菌颗粒的制
备工艺，在一定程度上有助于解决目前我国蛭弧
菌制剂剂型单一的困境。

海藻酸钠是包埋法广泛应用的载体，其与钙
离子生成的海藻酸钙，具有成胶条件温和，固定
化过程简单，生物相容性好等优点［15］。据报

道［16］，较低的海藻酸钠浓度使凝胶相对渗透性能
好，更有利于底物的进入和产物的排出，本试验
结果表明，蛭弧菌颗粒制备的海藻酸钠最佳浓度
为 1． 5%，这与王欢等［17］制备干酪乳杆菌颗粒剂
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的观点是一致的。
钙离子作为海藻酸钠包埋载体的交联剂，是

决定固定化颗粒的机械强度和传质性能的重要
影响因素［15］。而本试验结果表明，蛭弧菌颗粒制
备的最佳钙离子浓度是 6． 5%，高于陈晔等［18］制
备乳酸菌颗粒剂的钙离子浓度，可能由于较高的
钙离子浓度有利于海藻酸钙凝胶蛋盒结构的形
成和加固而提高了蛭弧菌的活菌含量［19］。

玉米油的添加可减小微生物细胞生长的空
间位阻，提高传质性能，从而使细胞均匀生长［20］。

本试验结果表明，蛭弧菌颗粒制备的最佳玉米油
浓度为 4． 5%，且提高了颗粒内蛭弧菌的活菌含
量。这是由于海藻酸钠溶液中添加的玉米油组
分使菌体分散在玉米油的同时，再经海藻酸钠薄
层包埋而得到支撑的框架利于其生长和代谢活
动。此外，颗粒内部由于玉米油的存在疏松多
孔，提高了传质性能，最终使得颗粒内活菌数大
大增加。

本试验结果表明，制备蛭弧菌颗粒的蛭弧菌
菌液与海藻酸钠胶体溶液的最佳比例为 50%。

这与姜琳等［21］研究 ST2710 颗粒剂制备的观点是
不一致的。可能充足的种子液中含有的大量酶
类有助于菌体对基质的利用。此外，操作过程中
发现，超过 50% 的比例使颗粒成型困难，不利于
蛭弧菌活菌量的提高。

温度是影响微生物固定化的重要参数［22］。

本试验研究表明，蛭弧菌颗粒制备的最佳温度是
47． 5 ℃，这与梁峙等［23］、王秀娟等［24］的试验结
果均有所不同，原因是该温度有利于海藻酸钠分
子间的舒展以及与钙离子的紧密结合，从而提高
了蛭弧菌活菌数。

搅拌时间是影响海藻酸钠溶胶液粘度的重
要因素［22］。韩国政等［22］研究发现，凝胶成型的
搅拌时间以不超过 1 h 为宜。本试验结果表明，
蛭弧菌颗粒剂制备的最佳搅拌时间为 40 min。
此外，关于制备包埋颗粒剂的搅拌速度，倪学文
等［25］指出，过低的搅拌速度不能使分子充分靠近
而影响分子间的混合，而过高的搅拌速度由于剪
切力的作用不利于分子间的混合。本试验发现，
最佳搅拌速度为 450 r /min。

交联时间是影响固定化细胞性能的因素之
一［26］。本试验结果表明，蛭弧菌颗粒制备的最佳
交联时间为 36 h，这与宋昊等［27］研究降酚菌株颗

粒剂制备的观点不一致，可能较长的交联时间有
利于凝胶保护作用的充分发挥［19］。

秦敏等［28］研究认为，海藻酸钠可对菌体起到
良好的保护作用。本试验结果表明，蛭弧菌颗粒
剂长时间保存活菌数的损失较少，这与李来酉
等［29］关于包埋颗粒剂保藏时间长的观点是相同
的。此外，邓璐等［30］发现蛭弧菌水剂于 25 ℃保
存 3 个月后复苏率下降至 50%以下，而本试验结
果发现，颗粒剂保存 8 个月仍能全部被检出。说
明颗粒剂提高了蛭弧菌的存活率，延长了活菌常
温保存期，是提高蛭弧菌稳定性和使用效果的有
效方法。
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