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杆菌肽发酵的培养基优化及影响其检测的因素

雷波

(重庆师范大学生命科学学院，重庆400047)

摘 要：通过对影响杆菌肽抑菌圈大小的各种因素的研究，从而得到提高地衣芽孢杆菌发酵杆菌

肽的产量及测量的最佳效果。研究结果表明豆芽汁培养基发酵的杆菌肽产量最高，并且在豆芽汁

中加糖量为2 g／dL时，抑菌圈最大。管碟法测定时，培养基的厚度影响最为显著，下层厚度lo

mL，上层5 mL最佳，上层培养基的酸碱度为7．0，指示茵的浓度在108 cfu／mL时，抑菌圈最清晰，

直径最大，平均直径为2．52 cm。
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its Factor Measured
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Abstract：In order to increase the production of bacterian，the optimum fermentation conditions

were developed by the inhibition zone size．When bean sprout was used as nitrogen source，the

biggest inhibition zone was observed，and this indicated that the highest output of bacterian．

Furthermore，when 2 g／dL sucrose was supplemented to the fermentation medium，the inhibition

zone size was biggest．By using cup—plate method，the influences of the thickness，pH value of

culture medium and the designation cell density on the inhibition zone size were investigated．The

optimum thickness of bottom and upper layer，p H was 1 0 mL，5 mL，and 7，respectively．When

the designation cell density was 108 cfu／mL，the diameter of inhibition zone was achieved at the

biggest(2．52 cm)．
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杆菌肽标准品为类白色或淡黄色的粉末；无

臭，味苦；有吸湿性；易被氧化剂破坏，在溶液中能

被多种重金属盐类沉淀。在水中易溶，在乙醇中溶

解，在丙酮、氯仿或乙醚中不溶。对革兰氏阳性菌

特别对金黄色葡萄球菌和链球菌属具杀菌作用。

由于杆菌肽局部外用刺激性小，过敏反应少，常用

以治疗敏感菌引起的感染。杆菌肽锌还是很好的

促生长类药物饲料添加剂，并增强动物的抵抗能

力‘1|。测定杆菌肽效价的国际常用方法是管碟法，

是利用抗生素在特定实验菌的琼脂培养基内的扩
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散作用，形成一定浓度的含抗生素的球型区，抑制

了试验菌的繁殖而呈现出透明的抑菌圈，将已知效

价的标准溶液和未知效价的供试品溶液在相同条

件下进行培养，比较两者的抑菌圈的大小，利用各

种不同的计算原理，就可以准确地测定出供试品的

效价。虽然使用标准样品比较，但是由于各种因素

的影响使得抑菌圈在相同剂量下偏小，不规则，那

对低剂量的效价难于测定，使效价测定的误差更

大，为此，作者通过对影响测定抑菌圈大小的各种

因素进行比较试验及分析，得出产杆菌肽的优化培

养基及效价测定的最佳条件。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 指示茵及发酵茵茵种来源 指示菌：金黄

色葡萄球菌S抛p^yzo∞cc“s aureus；发酵试验菌地

衣芽孢杆菌B．1icheniformis；均由重庆师范大学应

用微生物研究所提供。

1．1．2培养基成分

1)固体培养基。下层培养基：牛肉膏3 g、蛋白

胨10 g、氯化钠5 g、琼脂20 g、水1 000 mL、pH

7．2、121℃／30 min灭菌。上层培养基：牛肉膏3 g、

蛋白胨Io g、氯化钠5 g、琼脂8 g、水1000 mL、pH

7．2、121℃／30 min灭菌。

2)发酵培养基。豆芽汁培养基：豆芽200 g、

蔗糖20 g、水1000 mL、pH 7．5。黄豆粉培养基：黄

豆40 g、玉米粉15 g、(NH4)S04 1 g、CaC030 0．4 g、

MgSO。0．1 g、泛酸钙1 g、13-丙氨酸0．1 g、半胱氨

酸1 g、水1 000 mL、pH 7．5。蛋白胨水培养基：牛

肉膏3 g、蛋白胨10 g、氯化钠5 g、琼脂20 g、水

1 000 mL、pH 7．5。

1．1．3杆茵肽标准品 美国Sigma-Aldrich公司

产品。

1．1．4 设备 离心机，电子天平JA-FA9

(FAl004A)，多功能微生物自动测量仪(ZY一

300IV)，高压灭菌锅，酸度计pHS-2C，培养皿，牛津

杯，振荡培养箱，生化培养箱HSP一1500，细菌过滤

器，Pipette取液器。

1．2方法

1．2．1杆茵肽的制备将地衣芽孢杆菌接种于装

有100 mL豆芽汁培养液(经过初步筛选后，确定的

一种培养基)中振荡培养，37℃发酵48 hE2l，离心后

用细菌过滤器除菌即得杆菌肽发酵液。

1．2．2 指示茵的活化与茵悬液的制备 将葡萄球

菌接种于牛肉膏蛋白胨上，活化培养24 h后用5

mL无菌水将菌苔洗入到95 mL带玻璃珠的无菌水

中，把指示菌制成106、107、108、109、1010 cfu／ml不

同浓度的菌悬液。

1．2．3抑茵圈的测定 采用上下层培养基的厚度

不同，加入同一发酵液测定抑菌圈的大小；同时采

用不同pH值的上层培养基，加入同一发酵液测定

抑菌圈的大小；再采用不同浓度的指示菌，加入同

一发酵液测定抑菌圈的大小。双碟法测定杆菌肽

的影响因素的实验统一使用美国Sigma—Aldrich公

司购得的杆菌肽标准品[3]。

2结果与讨论

2．1培养基的优化

2．1．1培养基原料的影响 地衣芽孢杆菌用不同

的培养基发酵产生的杆菌肽的量不同，选用豆芽汁

培养基，肉汤胰蛋白胨培养基，肉汤鱼蛋白胨培养

基(此三种实验室常用)，黄豆粉培养基(目前工业

生产选用)进行对比研究，结果如图1。
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图1不同成分培养基的影响

Fig．1 Effect of different culture medium on"the iuhibi·

tion zone sizse

从图1可知，豆芽汁培养基发酵的杆菌肽所得

抑菌圈最大，与其他发酵液差异较显著，说明不同

营养成分的培养基，发酵效果不同；通过对加复合

盐与未加复合盐的豆芽汁培养基发酵比较，差异不

明显，可见豆芽汁培养基营养十分丰富。从不同蛋

白胨的肉汤培养基所产杆菌肽的量进行分析，说明

不同N源对杆菌肽产量影响大。

2．1．2 碳质量分数的影响 配制豆芽汁培养基

时，分别按0％、1％、2％、3％、4％、5％、6％的比例

加入蔗糖，得到7种不同碳质量分数的豆芽汁培养

基，结果如图2。

图2可以看出，以加入质量分数2％蔗糖的豆

芽汁培养基发酵后所得到的抑菌圈最大，除了与

3％的差异不显著以外，与其他的比例都显著，原因

是培养基中C源越高，N源相对低，控制了菌数的

增加，有利于杆菌肽的形成，但如果C源过高，杆菌

肽的形成反而下降，可能是由于糖浓度过高，增加
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了培养液的粘稠度，使发酵液溶解氧减少，并降低

了菌体细胞膜的通透性，影响了菌的正常代谢，导

致杆菌肽产量下降。
2．7

2．6

目2．5

怼2．4
删

圈2．3

霎z．z
2．1

2．0

Fig．2

0 1 2 3 4 5 6

蔗糖质量分数／％

图2培养基中蔗糖质量分数的影响

Effect of sucrose concentration on the inhibition

zone size

2．2双碟法测定杆菌肽的影响因素

2．2．1 培养基体积对抑菌圈的影响 下层20 mL

不变，上层分别取5．0、7．5、10．0、12．5、15．0 mL

与下层10 mL不变，上层分别取5．0、7．5、10．0、

12．5、15．0 mL两种处理进行比较，其结果见图3。
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图3培养基体积对抑菌圈的影响

Fig．3 Effect of culture medium thickness on the inhibi-

tion zone size

从图3可看出两种条件下都是上层量越少抑

菌圈越大，上层量为5 mL的与10 mL后的差异显

著。说明杆菌肽在牛津杯中的球形扩散过程中，上

层培养基越薄，越有利于杆菌肽的横向扩散，以及

培养基越薄，指示菌数相对更少一些，故而抑菌圈

大。由于上层量为5 mL不容易铺满上层，并且冷

却快，未铺平就凝固了，所以在添加上下层时最好

将环境温度升高一些。所以可以根据情况，在不需

要低计量效价测定时可选用上层7．5 mL到10．0

m乙。需要低计量效价测定时选用上层5．0 mL。同

时，下层为10 mL的普遍比下层20 mL效果好。考

虑到节省材料和更好效果，下层的量以10 mL为

好，既可起到支撑作用，又可节省药品。

2．2．2 上层培养基pH值对抑茵圈的影响 分别

配制pH值为6．5，7．0，7．5，8．0共4种上层培养

基，进行抑菌圈的大小测定试验，结果如图4。
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图4上层培养基的pH值对抑菌圈的影响

Fig．4 Effect of pH value on the inhibition zone size

从图4可知，当上层培养基pH值为7．0时，抑

菌圈的直径最大，并与pH 6．5，pH 7．5，pH 8．0差

异显著。说明上层培养基的pH值对抑菌圈的直径

有影响。这可能与该菌最适pH和杆菌肽的稳定性

有关，因为该菌的生长条件中，最适生长pH值是

7．4。当pH值7．0时，既避开了该菌的最适生长

pH值，又对杆菌肽的稳定性影响最小。

2．2．3指示茵浓度对抑茵圈的影响 采用金黄色

葡萄球菌作指示菌，把菌悬液分别稀释为106、107、

10s、109、1010 cfu／mL不同浓度的菌悬液，然后按照

1 mL／dL分别加入到100 mL上层培养基中，实验

结果如图5。
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图5指示菌浓度的影响

Fig．5 Effect of the designation germ density on the in‘

hibitiOn zone size

从图5可知，指示菌浓度的影响对抑菌圈的大

小影响非常显著，浓度越高抑菌圈越小，当菌悬液

稀释到10。2和10’3时抑菌圈直径较大，都与10。的差

异显著，与原液差异极显著。但由于菌数10寸太少，

有的边缘已不太明显，并且它与稀释到10‘2的抑菌

圈直径差异不明显，因此稀释到10屯时(此浓度的菌

悬液用平板活菌计数法计数得108 cfu／mL)，所得

的抑菌圈效果最好。这可能是由于指示菌浓度过

大，菌数太多，直接影响抑菌作用；而被抑制的菌数

太少，抑菌圈边缘就不整齐，甚至显示不出来。
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3 结 论

综上所述，通过对不同培养基发酵的杆菌肽产

量的研究以及对影响杆菌肽测定中抑菌圈大小的

因素研究，发现以豆芽汁培养基作发酵液效果较

好，其加入蔗糖的量为2 g／dL时，达到最佳；管碟法
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