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摘 要：对Clostridium butyricum Z-10的生长特性研究表明，其最适生长温度为36℃，最低和最

高生长温度分别为16℃和44℃；最适起始生长PH值为7．2，最低和最高起始生长pH值分别为

4．6和10．6；最高耐胆酸盐质量浓度为4 g／dL，起始氧化还原电位为一21 mV；丁酸梭状芽孢杆菌

对青霉素不敏感，主要代谢产物为丁酸和乙酸．通过对生长因子、氮源的选择性研究，得出采用酵

母膏做为生长因子，胰蛋白胨作为氮源有较好的效果．优化培养基试验得出当胰蛋白胨质量浓度

为22 g／L，葡萄糖质量浓度为10 g／L，盐酸半胱氨酸质量浓度为0．5 g／L时，总菌体浓度可达到

3．6×108个／mL．
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Stuies on the Growth Characteristics and Culture Medium

Optimization of Clostridium butyricum Z一1 0

ZHAO Jian—xin， TIAN Feng—wei， CHEN Wei， ZHANG Hao， TANG Jian

(School of Food Science and Technology，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：The growth characteristics of Clostridium butyricum Z一10 was studied．It showed that

the optimal，lowest，and highest temperature for the growth of C．butyricum was 36℃，1 6℃

and 44℃，respectively．With regard to the pH value for the cell growth，the optimal value was

7．2，and the upper and lower limitation were 10．4 and 4．6，respectively．The Clostridium

butyricum Z一10 strain could grow well in the media containing up to 4 g／dL of cholate．but no

growth was found if the initial Eh exceed 2 1 mV．Clostridium butyricum Z一1 0 was not sensitive

tO penicillin while its main metabolites were butyric acid and acetic acid．Through the study of

growth factors and nitrogen source for Clostridium butyricum，it was found that，yeast extract

and tryptone were the better growth factor and nitrogen source，respectively．Total cells could

reach 3．6×108 CFU／mL on the optimized medium containing tryptone 22 g／L．glucose 10 g／L

and HCL—cysteine 0．5 g／L．
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Clostridium butyricum，中文名丁酸梭状芽孢

杆菌、酪酸梭状芽孢杆菌，又名宫入菌[1]．作者所在

实验室从健康人群粪便中筛选到一株Clostridium

butyricum Z一10，革兰氏阳性，在培养后期能变为阴

性，专性严格厌氧[2]．Clostridium butyricum是人

体肠道内固有的有益菌，主要在大肠和盲肠周边增

殖，作为微生态制剂广泛应用于各种原因引起的肠

道菌群失调、急慢性腹泻、肠易激综合症、抗生素相

关性肠炎、便秘或腹泻便秘交替症等疾病的治疗，

疗效显著[3~7]．由于其有产芽孢的特性，可以耐酸、

耐热、耐胆汁、耐抗生素，应用范围甚广．丁酸菌还

可作饲料添加剂[8]，在动物肠道内拮抗动物病原

菌，维持和调节微生态平衡，增强动物的免疫功能，

并产生淀粉酶、维生素，促进动物对饲料的消化吸

收，广泛适用于鸡、猪、牛等动物．作者对筛选的

Clostridium butyricum Z一10株的生长特性进行了

研究，为丁酸梭状芽孢杆菌的进一步应用提供理论

依据．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌种来源 Clostridium butyricum Z一10，

江南大学食品学院食品生物技术学科组筛选并

保存[9]．

1．1．2培养基梭菌培养基(组分g／dL)：胰蛋白

胨2，牛肉浸膏l，酵母膏0．6，葡萄糖0．4，复合盐1

份(K2HP04 0．2，KH2P040．1，MgS04 0．04，CaCl2

0．02，FeSO。0．01，盐酸半胱氨酸0．05)．pH值7．2，

121℃杀菌15 rain．

不同pH值的梭菌培养基：将梭菌培养基用

NaOH调至不同的pH值，分别过滤除菌即可．

生长因子选择培养基(组分g／dL)：胰蛋白胨

2，葡萄糖0．4，复合盐1份(K2HPO。0．2，KH2PO。

0．1，MgSO。0．04，CaCl2 0．02，FeSO。0．01，盐酸半

胱氨酸0．05)．pH值7．2，121℃杀菌15 rain．

氮源选择培养基(组分g／dL)：酵母膏1．0，葡

萄糖0．4，复合盐1份(K2 HPO。0．2，KH2PO。0．1，

MgSO。0．04，CaCl2 0．02，FeS04 0．01，盐酸半胱氨

酸0．05)．pH值7．2，121℃杀菌15 min．

1．2实验方法

1．2．1 最适生长温度的测定 将试验菌株以体积

分数5％接种到梭菌培养基，在28～38℃恒温培养

12 h，以没有接种的培养基作参比，于660 nm测定

培养液的光密度值，依据光密度的大小确定最适生

长温度．

1．2．2最低和最高生长温度测定 将试验菌株以

体积分数5％接种到梭菌液体培养基，分别于低温

和高温下按要求培养7 d，观察有无生长．

1．2．3 最适生长pH值测定 将试验菌株以体积

分数5％接种到不同pH值的梭菌培养基，在最适

温度下培养12 h，以没有接种的同pH值液体培养

基作参比，于660 nm测定培养液的光密度值，依据

光密度的大小确定最适生长pH值．

1．2．4 最低和最高生长pH值测定 将试验菌株

以体积分数5％接种到不同pH值梭菌培养基，于

最适温度培养7 d，观察有无生长．

1．2．5耐胆汁试验在梭菌培养基中添加不同量

的牛胆酸盐，接种体积分数5％，于最适pH值和最

适温度下培养12 h，观察生长情况．

1．2．6起始生长氧化还原电位的测定 将梭菌培

养基在三角瓶中放置5 d，然后分装到不同试管，分

别平行加入过滤灭菌的硫代乙醇酸钠0，50，100，

150，200 mg，测平行试管的氧化还原电位后，在没

有污染的试管中分别接种体积分数5％，培养12 h，

观察生长情况．

1．2．7 耐青霉素试验 将稀释到不同浓度(10～

400 IU／L)的青霉素加入到培养基，接种培养30 h，

观察生长结果．

1．2．8 有机酸的色谱分析 采用美国Finnigan

Mat 46lOB型色质联用仪．色谱条件：高纯氦气体积

流量1 mL／min，PEG-20M柱，起始温度60℃，保

持1 min，升温速率5℃／min，最终温度190。C，保

持30 min．质谱条件：电子轰击法(EI)，电子能量70

eV，灯丝发射电流0．25 mA，电子倍增器电压l 500

V，接口温度200℃．质量扫描范围：33～400

AMU／(s·次)．化合物定性由计算机检索并与标准

图谱对照复核．

2结果与讨论

2．1 Clostridium butyricum Z-10的最适生长温度

将Clostridium butyricum Z-10以体积分数

5％接入梭菌培养基，分别于不同温度下培养12 h，

在660 nm下测光密度值，结果见图1．

从图1可以看出，Clostridium butyricum Z一10

的最适生长温度为36℃，与一般细菌的最适生长

温度相似．

2．2 Clostridium butyricum Z-10的最低和最高生

长温度

将Clostridium butyricum Z一10以体积分数

5％接入梭菌培养基，分别于不同温度下培养7 d，
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结果见表1．
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图1 Clostridium butyricum Z-10的最适生长温度

Fig．1 Optimal temperature for Clostridium butyricum

Z-10 growth

从表1可以看出，Clostridium butyricum Z一10

的最低生长温度为16℃，最高生长温度为44℃．

表1 Clostridium butyricum Z-10的最低和最高生长温度

Tab．1 The lowest and highest temperature for Clostridium

butyricum Z-10 growth

温度／℃ 生长情况 温度／℃ 生长情况

10—— 40 ++

12 — 42 +

14—— 44 +一

16—l一—— 46——

18 + 48——

注：“+”生长，“一”不生长，“++”生长良好，“+一”略

微生长．

2．3 Clostridium butyricum Z-10的最适起始生长

pH值

将Clostridium butyricumZ-10以体积分数5％

接入不同pH值的梭菌培养基，子36℃下培养12

h，于660 am测OD6。。值，结果见图2．

从图2中可以看出，Clostridium butyricum z-

10的最适生长起始pH值为7．2，与一般细菌相似．

暑
∞

凸
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图2 Clostridium butyricum Z-10的最适起始生长

pH值

Fig．2 The optimal initial pH for Clostridium

butyricum z-10 growth

2．4 Clostridium butyricum Z-10的最低和最高起

始生长pH值

将Clostridium butyricum Z一10以体积分数

5％接入不同pH值的梭菌培养基，36℃培养7 d，

结果见表2．

从表2可以看出，Clostridium butyricum Z一10

的最低起始生长pH值为4．6，最高起始生长pH

值为10．6，有一个相对较宽的pH值范围．

表2 Clostridium butyricum Z-10的最低和最高起始生长

pH值

Tab．2 The lowest and highest initial pH for Clostridium bu-

tyricum Z-10 growth

起始pH值 生长情况 起始pH值 生长情况

4．2
—

10．0 ++

4．4
— 10．2 +

4．6 +一 10．4 +

4．8 ++ 10．6 +一

5．0 ++ lO．8 一

注：“+”生长，“一”不生长，“++”生长良好，“+～”略

微生长．

2．5 Clostridium butyricum Z-10的耐胆汁试验

作为微生态制剂，服用后必须经过胃和小肠，

因此要求要能耐受较低的pH值和一定质量浓度的

胆汁．Clostridium butyricum能生成芽孢，而芽孢

一般对外界环境有较强的抵抗力，在胃中停留的时

间也相对较短，因此胃液对菌株的活力基本没有影

响．但在小肠中停留的时间要长得多，因此对菌株

进行耐胆汁的考察十分必要，结果见表3．

从表3可以看出，Clostridium butyricum Z一10

最终能在4 g／dL的牛胆酸盐中生长，说明Clos-

tridiumbutyricum Z一10对肠道环境也有较强的适

应性，可作为微生态制剂应用．

表3 Clostridium butyricum Z-IO的耐胆汁试验

Tab．3 Bile-tolerant tests of Clostridium butyricum Z-10

竺矍．酸盐质量 生长情况 竺竺．酸盐质} 生长情况
浓度／(g／dL) 浓度／(g／dL)

⋯

0．5 ++ 2．5 ++

1．0 ++ 3．0 ++

1．5 ++ 3．5 +

2．0 ++ 4．0 +

注：“+”生长，“一”不生长，“++”生长良好，“+一”略

微生长．
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2．6 Clostridium butyricum Z-10的起始生长对氧

化还原电位的要求

Clostridium butyricum属严格厌氧菌[g]，缺少

过氧化氢酶．氧的存在对菌体有毒害作用，一般作

为严格厌氧菌开始生长的电位约一0．1 V(pH 7．0

时)[10|，通过在培养基中加入不同量还原剂——硫

代乙醇酸钠[1¨，降低培养基的氧化还原电位，测定

该菌最高起始生长的氧化还原电位(RH)．

从表4可以得出，Clostridium butyricum Z-IO

的起始生长的氧化还原电位应低于一21 mV．

表4 Clostridium butyricum Z-10起始生长对氧化还原电

位的要求

Tab．4 Initial Eh for Clostridium butyricum Z-IO growth

注：“+”生长，“一”不生长，“++”生长良好，“+一”略
微生长．

2．7 Clostridium butyricum Z-10的耐青霉索试验

药敏试验一般常用抑制细菌生长作为判定标

准，用最低抑菌浓度MIC(MinimaI Inhibitory Con—

centration)表示．针对目前临床应用最广泛的抗生

素，选用青霉素作为考察对象，分别在培养基中加

入不同国际单位的青霉素钠，培养30 h后观察生长

情况，结果见表5．

表5 Clostridium butyricum Z-10耐青霉素试验

Tab．5 Penicillin-tolerant tests of Clostridium butyricum

殍】0

添加量／(IU／L) 生长情况

O

lOO

200

300

400

牟士

++

注：“+”生长，“一”不生长，“++”生长良好，“+一”略

微生长．

各种细菌对不同抗菌药物的敏感性不一，同一

种细菌的不同菌株问对不同抗菌药物的敏感性也

常存在差异[12|．不同细菌对不同抗菌药物的敏感性

也显示了不同种类细菌所具有的特征．从表5可以

看出，Clostridium butyricum Z一10最终能在300 IU

的青霉素中生长(MIC=300)，远远高于耐药标准

18 IU，说明Clostridium butyricum Z一10能耐受较

高浓度的青霉素，同时也表明Clostridium butyri—

CUre Z一10可以和青霉素在治疗时配合使用，并不会

影响其疗效．

2．8 Clostridium butyricum Z-10的代谢产物(有

机酸)的色谱分析

图3是培养液有机酸总离子流图，检索结果得

出，Clostridium butyricum Z～10的主要代谢产物为

丁酸和乙酸，这与文献1-133报道一致．
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图3培养液有机酸总离子流图

Fig．3 Total ions of organic acids in liquid culture

2．9 Clostridium butyricum Z-10生长因子的选择

Clostridium butyricum的生长因子为生物

素Ⅲ]，生物素在天然培养基原料中分布十分广泛．

分别选用酵母膏、玉米浆、肝浸液、麦芽汁(添加量

为0．1 g／dL)，进行生长因子的比较试验，结果见

图4．

酵母臂 玉米浆午肝浸液 麦芽汁

图4不同生长因子对Clostridium butyricum Z-10生

长的影响

Fig．4 The effect of different growth factors on the

growth of Clostridium butyricum Z-10

从图4可以看出，4种生长因子的效果基本接

近，酵母膏作为生长因子菌体浓度稍高，可能是酵

母膏提供了一部分其它类型能适应Clostridium

butyricum Z-IO生长的营养物质的缘故．因此酵母

膏作为生长因子无论从经济上还是从效果上都是

可行的．
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2．10有机氮源的选择

选用胰蛋白胨、酵母膏、牛肉膏、大豆分离蛋

白、蛋白胨等培养基中常用的氮源进行研究，添加

量为1 g／dL，结果见图5．可以看出，采用胰蛋白胨

可以得到较高的菌体浓度，达到2．2×108个／mL，

故采用胰蛋白胨作为氮源使用．

A B C D E

氮源

A：胰蛋白胨；B；酵母膏；C：牛肉膏；D：大豆分离蛋白}E：蛋

白胨

图5不同氮源对Clostridium butyricum Z-lO生长的

影响

Fig．5 Effect of different nitrogen sources on the growth

of Clostridium butyricum Z-10

2．1l培养基的正交优化及验证

碳源的过量会造成细胞代谢的旺盛，代谢产物

的积累会抑制细胞生长[1引，而使总菌数下降．为了

增加总菌数，分别以影响成本较大的葡萄糖、胰蛋

白胨、盐酸半胱氨酸作为考察对象，各取3个水平，

以总菌数为指标，进行L。(34)正交试验，极差分析

结果见图6．

3 3．0
吕

争2．5
o

姿2．0
魁

錾¨
粗1．O

8 lO 12 10 12 14 0．5 O．7 0．9

葡萄糖 胰蛋白胨 盐酸半胱氨酸

质量浓度／(g／L)

图6培养基正交试验结果极差分析

Fig．6 Optimization analysis of orthogonal results

依据直观分析结果得出，3个因素关系依次为：

胰蛋白胨>葡萄糖>盐酸半胱氨酸，胰蛋白胨为最

大影响因素．但直观分析不能给出误差大小的估

计，也不知分析的精度，因此对结果进行方差分析，

见表6．

考虑到微生物试验误差较大的特点，对方差分

析的结果可以放宽尺度，从显著水平Ot=0．25，Fo．。。

(2，2)一3．0可以看出，A，B，C 3项均不显著．从

方差分析的角度，不显著的因素可以选取试验范围

内的任一点[16。，因此不对正交试验的结果进行验

证．为了检验试验范围的选取是否恰当，对试验结

果进一步验证．选取R值最大的胰蛋白胨进行研

究，葡萄糖10 g／L，盐酸半胱氨酸0．5 g／L，其余条

件不变，结果见图7．

表6正交试验结果方差分析

Tab．6 Variance analysis of orthogonal results

方差 平方 自由 平均 。

来源 和 度 平方和
1

A 0．080 2 0．040 0．19

B 0．860 2 0．430 2．08

C 0．007 2 0．004 0．02

误差0．413 2 0．207

总和 1．36 8 ∑zf=19．8 ∑z；=44．92

3
姜
}
2

邑
趣
避
故
翘

胰蛋白胨质量浓度／(g／L)

图7胰蛋白胨质量浓度对总菌数的影响

Fig．7 The effect of tryptone level on the total cell

number

从图7可以得出，当达到最大菌体浓度(3．6×

108个／mL)时，胰蛋白胨的用量为22 g／L．优化后

的培养基组成为：胰蛋白胨22 g／L，葡萄糖lO g／L，

盐酸半胱氨酸0．5 g／L．

3 结 论

通过试验对Clostridium butyricum Z一10生长

特性进行了研究，得出Clostridium butyricum Z～1 0

的最适生长温度为36℃，最低和最高生长温度分

别为16℃和44℃．最适起始生长pH值为7．2，最

低和最高起始生长pH值分别为4．6和10．6．最高

耐胆酸盐质量浓度为4 g／dL．起始氧化还原电位为

一21 mV．Clostridium butyricum Z-IO对青霉素不

敏感，MIC=300，GDMS检测其主要代谢产物为

丁酸和乙酸．

通过对生长因子、氮源的选择性研究，得出分

别采用酵母膏做为生长因子，胰蛋白胨作为氮源有

O
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较好的效果．采用正交试验优化培养基的组成，方

差分析表明，3个因素均不显著．对影响总菌数最大

的因素胰蛋白胨进行研究，得出胰蛋白胨22 g／L，
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