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摘　要：鲍鱼希瓦氏菌有望用于对虾养殖和海水石油污染的治理。为探索鲍鱼希瓦氏菌的最优培养基和培
养条件，运用单因素实验和正交实验对发酵条件进行优化，并在７０Ｌ发酵罐上进行扩大培养。最优培养基为
蔗糖６％，蛋白胨２．５％，碳酸钙０．７％，初始ｐＨ６．８。最优摇瓶培养条件为温度３０℃，转速１３０ｒ／ｍｉｎ，装液量
１００ｍＬ／５００ｍＬ，接种量６％，收获时间２４ｈ。７０Ｌ发酵罐生物量达到１．１４×１０１１ｃｆｕ／ｍＬ。鲍鱼希瓦氏菌发酵
条件的优化为其工业生产提供了实验数据支持。
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　　目前，微生态制剂已成为水产动物疾病防治
的重要手段之一，具有广阔的应用前景［１］。其

中，枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌等益生菌的生

产和应用已较为成熟［２５］。新的益生菌的分离鉴

定、功能研究和发酵条件的摸索将会进一步推动

微生态制剂领域的发展。

鲍鱼希瓦氏菌最初由ＫＩＭ等［６］２００７年在鲍
鱼肠道菌群中分离鉴定。研究发现，该菌能够促

进对虾生长，增强对虾免疫力和抗病害能力［７８］；

此外，有研究表明该菌能有效降解石油，有望用

于海水石油污染的治理［９］。而且，在安全性实验

中，未发现该菌对实验动物有明显的致病作

用［１０］。

综上所述，鲍鱼希瓦氏菌在水产养殖和海水

污染治理中具有一定的应用前景，但尚未见其发

酵条件探索的相关报道。本研究通过单因素实

验和正交实验对鲍鱼希瓦氏菌的发酵条件进行

优化，以期为工业生产提供实验数据支持。

１　材料与方法

１．１　菌株
鲍鱼希瓦氏菌斜面菌种由本实验室分离保

存［７］，并提交到中国普通微生物菌种保藏管理中

心，保藏号ＣＧＭＣＣＮｏ．９１３８。
１．２　主要仪器

摇床（ＤＳＨＺ３００Ａ，苏州培英实验设备有限
公司）；生化培养箱（ＬＲＨ２５０，上海一恒科技有限
公司）；７０Ｌ发酵罐（ＧＵＪＳ７０，镇江东方生物工程
设备技术有限责任公司）；超净工作台（ＳＷＣＪ
ＩＣＵ，苏州安泰空气技术有限公司）。
１．３　培养基

平板培养基：蛋白胨１％，牛肉膏０．３％，氯化
钠０．５％，琼脂１．５％，ｐＨ７．０。

基础液体培养基：蛋白胨１％，牛肉膏０．３％，
氯化钠０．５％，ｐＨ７．０。
１．４　实验方法
１．４．１　摇瓶种子培养

挑取斜面培养基上的菌种，接种于基础液体

培养基培养过夜，取母瓶培养物接种至子瓶，按

基础培养条件（接种量６％，温度３０℃，转速２３０
ｒ／ｍｉｎ，装液量１００ｍＬ／５００ｍＬ）培养１８ｈ作为摇
瓶种子。

１．４．２　单因素实验
在基础培养基和培养条件下，采用单因素实



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２６卷

验对摇瓶发酵的温度、转速、装液量、初始 ｐＨ、碳
源、氮源和无机盐进行优化。

１．４．３　正交实验
采用三因素三水平的正交实验对碳源、氮源

和无机盐的配比进行优化。

１．４．４　生长曲线绘制
以最优培养基和培养条件在摇床上进行发

酵，每隔４ｈ取样１次测定菌体生物量，直至３２
ｈ。
１．４．５　发酵罐扩大培养

采用最优培养基和培养条件，在７０Ｌ发酵罐
上进行扩大培养。

１．４．６　菌体生物量测定
采用平板计数法，３个重复，用 Ｅｘｃｅｌ２００７进

行数据分析，数据以均数±标准误表示。

２　结果与讨论

２．１　培养条件优化
２．１．１　培养温度优化

将培养温度设置为 ２０、２５、２８、３２、３５和 ３８
℃，培养２４ｈ后，取样测定菌体生物量见图１。

图１　培养温度对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　微生物的繁殖可以看作是一系列的酶促反
应，而繁殖最适温度反映着相应酶促反应系统的

最适温度。图１数据显示，在２０～３２℃培养条件
下菌体生物量随温度升高而增加，选取３０℃作
为最优发酵温度。温度大于３２℃时，菌体生物
量下降，有可能是温度超过了细菌繁殖的最适温

度，也有可能是由于实际最适温度大于３２℃，细
菌生长过早进入衰退期所致。需要绘制生长曲

线以进一步明确。

２．１．２　转速优化
将摇床转速分别设置为 ０、６０、１３０、２００和

２６０ｒ／ｍｉｎ。培养２４ｈ后，取样测定菌体生物量见
图２。

图２　摇床转速对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｏｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　摇瓶转动可以增加溶解氧，分散营养物质和
代谢产物。图２数据显示，在 ０～１３０ｒ／ｍｉｎ范围
内，菌体生物量随转速的增加而增加。在１３０～
２６０ｒ／ｍｉｎ范围内，菌体生物量随转速的增加而减
少，但减少不明显。因此，最优摇床转速为１３０ｒ／
ｍｉｎ。
２．１．３　装液量优化

将５００ｍＬ三角瓶装液量设置为 ５０、１００、
１５０、２００、２５０和３００ｍＬ。培养２４ｈ后，取样测定
菌体生物量见图３。

图３　装液量对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏａｄｉｎｇｖｏｌｕｍｅｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　摇床培养条件下，装液量与溶氧密切相关。
图３数据显示，装液量为１００ｍＬ时菌体生物量最
高。

２０３
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２．２　培养基优化
２．２．１　初始ｐＨ优化

在最优培养条件下，将培养基的初始 ｐＨ分
别设定为５．５、６．０、６．５、７．０、７．５和８．０。培养２４
ｈ，测定菌体生物量见图４。

图４　初始ｐＨ对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　图４数据显示，当初始ｐＨ在５．５～７．０范围
内，菌体生物量随 ｐＨ升高而升高，ｐＨ７．０时最
高。随着ｐＨ的进一步增大，菌体生物量逐渐降
低。由此可见，适合该菌繁殖的ｐＨ范围为６．５～
７。因此，最优初始ｐＨ设置为６．８。
２．２．２　碳源优化

在最优培养条件下，比较蔗糖、葡萄糖、可溶

性淀粉、玉米淀粉和土豆淀粉这５种碳源，添加
量均为６％。培养２４ｈ后，取样测定菌体生物量
见图５。

图５　碳源对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　微生物能够利用复杂的大分子是由于其能

够分泌多种多样的水解酶，将细胞外的大分子降

解后进而吸收利用。图５数据显示，蔗糖的菌体
生物量最大，其次是葡萄糖，而淀粉类多糖的生

物量较低，这可能是由于该菌分泌淀粉酶类的能

力较弱。但如果有实验能够证实该菌可以分泌

一定量的淀粉水解相关酶类，那么将速效碳源蔗

糖和迟效碳源淀粉搭配使用可能更有利于细菌

生长并减少发酵成本［１１］。此外，研究表明鲍鱼希

瓦氏菌能够降解石油［９］。所以，也有可能使用石

油产品作为其发酵的碳源。目前，选择蔗糖作为

最优碳源。

２．２．３　氮源优化
在最优培养条件下，选择酵母膏、蛋白胨、牛

肉膏、混合氮源（蛋白胨∶牛肉膏∶酵母膏 ＝５∶１∶１
ｗ／ｗ）、ＮＨ４Ｃｌ和（ＮＨ４）２ＳＯ４替换基础培养基中的
氮源，添加量均为３．５％。培养２４ｈ后，取样测定
菌体生物量见图６。

图６　氮源对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　天然培养基营养丰富，不仅能作为碳源氮
源，还能为微生物的生长提供微量元素和维生素

类物质。图６数据显示，有机氮源更有利于细菌
的生长繁殖，其中以单独使用蛋白胨效果最好。

考虑到培养基配方以简单为佳，选择单用蛋白胨

作为最优氮源。

２．２．４　无机盐优化
在最优培养条件下，比较 ＮａＣｌ、Ｋ２ＨＰＯ４、

ＮａＨ２ＰＯ４＋Ｎａ２ＨＰＯ４（１∶１ｗ／ｗ）、ＮａＨ２ＰＯ４ ＋
Ｋ２ＨＰＯ４（１∶１ｗ／ｗ）、ＭｇＳＯ４和ＣａＣＯ３这６种无机
盐或无机盐组合，添加量均为０．５％。培养２４ｈ
后，取样测定菌体生物量见图７。

３０３
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图７　无机盐对鲍鱼希瓦氏菌生长的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｒｇａｎｉｃｓａｌｔｓｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

　　天然培养基如蛋白胨已含有满足微生物生
长繁殖基本要求的无机盐，但由于微生物生理特

性不同，其对无机盐的需求量也有差别。钙离子

是构成细胞的重要组分，也是多种生物酶的辅因

子。研究显示，碳酸钙可以促进微生物生

长［１２１３］，还可以通过缓冲培养基 ｐＨ的作用促进
发酵产物的积累［１４］。图７数据显示，培养基中添
加碳酸钙后的菌体生物量最大，一方面可能是因

为鲍鱼希瓦氏菌对钙离子的需求量较大，而溶解

度小的碳酸钙不仅能够持续提供钙离子，还能避

免钙离子水平过高；另一方面可能是碳酸钙能缓

冲细菌代谢过程中产生的酸，起到稳定 ｐＨ的作
用。所以，选择碳酸钙作为最优无机盐。

２．２．５　正交实验优化培养基配比
通过单因素实验选定了碳源、氮源和无机

盐，共 ３个因素，每个因素取 ３个水平。采用
Ｌ９（３）

４正交设计优化培养基配比（表１）。

表１　鲍鱼希瓦氏菌发酵培养基优化的正交实验
Ｔａｂ．１　ＯｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｆｏｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

实验编号

Ｎｏ．
Ａ．蔗糖／％
Ｄ（＋）ｓｕｃｒｏｓｅ

Ｂ．蛋白胨／％
Ｐｅｐｔｏｎｅ

Ｃ．ＣａＣＯ３／％
菌体生物量／（×１０１０ｃｆｕ／ｍＬ）

Ｂｉｏｍａｓｓ
１ １（８） １（４．５） １（２．８） ４．０
２ １ ２（３．５） ２（１．４） ５．５
３ １ ３（２．５） ３（０．７） ８．４
４ ２（６） １ ２ １０．３
５ ２ ２ ３ １４．３
６ ２ ３ １ ８．５
７ ３（４） １ ３ ７．９
８ ３ ２ １ ８．０
９ ３ ３ ２ １１．５
Ｋ１ ５．９７ ７．４ ６．８３
Ｋ２ １１．０３ ９．２７ ９．１０
Ｋ３ ９．１３ ９．４７ １０．２０
Ｒ ５．０６ ２．０６ ３．３７

　　由表１直观分析结果可知，各因素影响大小
的顺序为碳源＞无机盐 ＞氮源，表明碳源对鲍鱼
希瓦氏菌生长影响最大，其次是无机盐，最后是

氮源。该菌最优培养基配比为 Ａ２Ｂ３Ｃ３，即蔗糖
６％、蛋白胨２．５％和碳酸钙０．７％。同时，从表１
中可见如果能进一步降低蛋白胨和碳酸钙的浓

度，就有可能继续提高菌体生物量。

２．３　摇瓶发酵生长曲线的测定
在最优培养基和培养条件下进行摇床发酵

实验：温度 ３０℃，转速 １３０ｒ／ｍｉｎ，装液量 １００
ｍＬ／５００ｍＬ，接种量６％，蔗糖６％，蛋白胨２．５％，
碳酸钙０．７％，初始 ｐＨ６．８。绘制生长曲线以选

择最优种龄和收获时间（图８）。

图８　鲍鱼希瓦氏菌生长曲线
Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｈａｌｉｏｔｉｓ

４０３
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　　由图８可知，０～４ｈ生物量较低（延滞期），
４～２０ｈ生物量快速增长（对数期），２０～２８ｈ生
物量趋于稳定（稳定期），２８ｈ时生物量开始下降
（衰退期）。处于对数生长晚期的种子增殖能力

强、菌体量大，是接种的最佳时机。因此，鲍鱼希

瓦氏菌最优种龄是１８ｈ，最优收获时间为２４ｈ。
２．４　发酵罐扩大培养

使用７０Ｌ发酵罐扩大培养进行验证，在最优
培养基配比下，设置发酵条件：装填系数０．６，罐
压０．０５ＭＰａ，温度３０℃，接种量６％，搅拌速度
２６０ｒ／ｍｉｎ。发酵 ２４ｈ后，测定生物量达到
（１．１４±０．１４）×１０１１ｃｆｕ／ｍＬ，可以满足工业生产
的需求。和分批发酵相比，补料发酵可以解除底

物抑制、产物反馈抑制和分解产物阻遏，更有利

于菌体生长和发酵产物的积累［１５］。但本实验菌

体生物量已较为满意，而补料会增加操作及污染

风险，故未采用。

３　结论

鲍鱼希瓦氏菌在水产养殖和海水污染治理

中具有一定的应用前景。本实验对鲍鱼希瓦氏

菌的发酵培养基和摇瓶发酵条件进行了优化。

最优培养基为蔗糖 ６％，蛋白胨 ２．５％，碳酸钙
０．７％，初始ｐＨ６．８。最优摇瓶培养条件为温度
３０℃，转速１３０ｒ／ｍｉｎ，装液量１００ｍＬ／５００ｍＬ，接
种量６％，收获时间２４ｈ。在７０Ｌ发酵罐进行验
证，生物量达到１．１４×１０１１ｃｆｕ／ｍＬ，为其工业生
产提供了实验数据支持。
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