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摘要 采用叮吮橙荧光染色计数法和吸光度法
,

测定 了不同温度
、

盐度
、

初始
、

溶解氧
、

接种量及不同培养基

配方对虾池环境生物修复作用菌生长的影响
。

结果表明
,

大部分作用菌在 一 ℃
、

盐度 。一 、

州
一

的范围内有氧或微氧条件下均可生长
,

能适应一般虾池的环境条件
,

培养基中磷酸盐是必不可少的
。

在

℃
、

盐度 一 、 一 的有氧条件下生长最好
,

可作为大规模生产时的培养条件
。

为增加菌体产量

和活力
,

可适当增加接种量
,

提高蛋 白陈和酵母膏的浓度至 配方浓度 的五倍
,

培养时间以 一 为

宜
。
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生物修复技术是一项新兴的环保技术
,

在世界范 围内正在 日益得到广泛 的重视和应用仁‘
。

针对 目

前我 国对虾养殖池底部有机污染严重
、

水质恶化
,

并已成为近年来制约对虾养殖业发展 的重要 因素之

一比 ”】
,

我们分离
、

筛选了数株虾池环境生物修复作用菌 此处略
,

以期用来消除虾池底部的有机污染

物
,

修复对虾的养殖环境 明
。

微生物的生长受诸多因素的影 响
,

不同微生物的最
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佳生长条件和耐受的环境条件变化范围也不同〔
一 “ 〕

,

而原位生物修复的成功常依赖于作用生物能否在

污染地的环境条件下生长繁殖队
。

本文着重研究了多种 因子对作用菌生长的影 响
,

旨在考察所筛选

的作用菌能否在天然虾池环境条件下 良好生长
,

并为将来生物修复过程 中进行虾池环境调控和大规模

工业化发酵生产菌体提供科学依据
。

材料与方法

实验材料与仪器

作用菌株
、 、 、 、 、

由本课题组分离
、

筛选 仪器
一

紫外

可见分光光度计 日本岛津
, 一

实验室盐度 青岛海洋大学仪器厂制
, 一

精密 计 上海雷

磁仪器厂制
, ‘

恒温振荡器 哈尔滨东联电子技术开发有限公司制 等
。

实验方法

温度对作用菌生长的影响

配制 培养基叫
,

自为 微孔滤膜过滤后
,

灭菌备用
。

取培养 一 的斜面菌种
,

用无颗粒生

理盐水洗下
,

离心洗涤二次
,

制成菌悬液
,

浓度为
· 一 ‘ ,

每瓶接种量为
,

每株菌每个条件

接种两瓶作为平行
,

分别培养于 ℃
、

℃
、

℃
、

℃
、

℃培养箱中
。

后取培养液样品
,

无颗粒 甲

醛固定
,

叮陡橙荧光染色计数法 ’ 计数
。

同时以各 自不接菌的培养基作参 比
,

测 溯。值
。

盐度对作用菌生长的影响

按 配方配制基础培养基
,

加蒸馏水
、

海水或
,

分别配成盐度为
、 、 、 、

的使用培

养基
,

调 为
,

接种 方法及接种量同上 后
,

℃振荡培养
,

后取培养液
,

测 。 溯 助值
。

初始 对作用菌生长的影响

配 液体培养基图
,

分装人锥形瓶
,

分别调至 至
、 、 、 、 ,

经 冬 的微孔滤膜

抽滤灭菌
。

接种 方法及接种量同上
,

℃振荡培养
,

后取培养液
,

测 〔麟。〕 值
。

溶解氧对作用菌生长的影响

配制 液体培养基回
,

调节盐度为
,

为
,

接种后
,

分装人三组锥形瓶中
,

其中一组装

容量
,

振荡培养箱中振荡培养
一 ’ ,

一组装 容量
,

另一组装满密封
,

静置培养
,

分别作为好

氧
、

微好氧
、

厌氧条件
,

℃培养
,

后分别测 溯 值
。

接种量对作用菌生长的影响实验

取海马牌市售对虾饵料
,

用陈海水浸泡过夜
,

滤去残渣
,

加蒸馏水补充至原体积
,

加酵母膏
,

调

至
,

灭 菌
,

分装
。

分 别接种 菌 株 的 菌 悬 液
,

使各 瓶 菌 体初 始 浓 度 分别 为 毗
· 一 ’、

撇
· 一 ’、

触
· 一 ’、

崛
· 一 ’、

触
· 一 ’、 。

于 ℃振荡培养
,

每 取样一次
,

测 仪玩脚值
。

培养基浓度及成分对菌体产量的影响

以 培养基为基础
,

调整各成分含量
,

配制出系列培养基 表 各 中以
,

加葡萄糖的
,

巧 ℃高

压灭菌
,

其余的培养基 ℃高压灭菌
,

取上清液
,

接种 吻 的菌悬液
,

于 ℃振荡培养
,

从第 开始
,

每 取样一次
,

测定 溯 值及 值
。

表 培养基配方

曲
·

加 珑 由

培养基编号 蛋白陈 酵母膏 磷酸高铁 葡萄糖

能
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结果

温度对作用菌生长的影响

不同环境温度对各株菌生长的影响情况见 图
。

除菌株 在 ℃条件下几乎不生长

外
,

其余菌株在 一 ℃范围均可生长
。

菌株 记 的最佳生长温度为 ℃
,

犯 和 的最佳

生长温度为 ℃
,

其余菌株的居于 一 ℃之间
。

盐度对作用菌生长的影响

盐度实验结果表明
,

各作用菌株均在盐度为 的条件下
,

菌量增长倍数最高
,

盐度为 时次之 菌

株 和 对盐度变化较敏感
,

而菌株
、

和 则不敏感
,

在盐度 一 的范

围内均可生长
,

菌量增长相差不大 只有菌株 不能在淡水中生长 图
。

一一

玄玄
八曰门门︺︸八︺止乙

纂华华势胡擅
一﹄一匕︵工

一

省
·

一。。︶脚

温度 ℃

图 不同温度条件下各作用菌的生长

罗 丘

曲企比 门 毗

图 不同盐度对作用菌生长的影响

凡 氏戈 改压淤 面 刀由

丘川 】

初始 对作用菌生长的影响

培养基的不同初始 对作用菌生长的影响见 图
,

菌株 和 研 对 的变化较敏感
,

在

初始 值为 的培养基中生长最好
,

低于 或高于
,

生长明显受到影响 菌株
、

对环境 的变化不太敏感
,

为 一 的范围内均可生长
,

但在初始 值为 的培养基中生长

较好 菌株 的生长最佳 条件为
,

在中性偏酸的条件下生长较好 而菌株 生长 的最

佳 为
,

在中性偏碱的范围内生长较好
。

溶解氧对作用菌生长的影响

从图 可看出
,

振荡培养组的菌量增长明显高于静置培养的两个组
,

未加满的组又高于加满密封培

养的组
。

由此可知
,

培养基中的溶解氧含量对降解菌的生长有影响
,

菌体生长需要氧气
,

但在微好氧的

条件下亦可生长
。

不同接种量对菌量增长的影响

如图 所示
,

适当提高接种量
,

可缩短作用菌生长的延滞期
,

较短时间内可达到对数生长期和稳定

生长期
。

接种量从 户
一 ’提高到 户

一 ’时
,

达到稳定增长期的时间从 缩短到
。

但

后
,

各组的菌量基本达到一致
。

培养基浓度和成分对作用菌生长的影响

培养基成份实验表明 图
,

在一定范围内
,

提高培养基各成分浓度可增加菌体产量
,

提高到原来
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的 倍时
,

增加最明显 比同期 倍组高 一 ,

提高到原来的 倍时
,

产菌量反而下降
,

说明浓度

过高
,

反而抑制菌体生长 作用菌在一定范围的高浓度培养基中可较长时间地保持菌量增长趋势
,

而在低

浓度或过高浓度的培养基中细菌生长很快就达到稳定期 未加 民 卫 的培养基中的菌体增长明显低于同

浓度加 代又 的培养基中的
,

说明磷酸高铁是菌体生长所必需的
。

而在加葡萄糖的培养基中
,

菌生长反而

较不加葡萄糖的培养基中差
。

试验结束时测培养液 值
,

发现 号
、

号的 已降至 和
,

其余

均在 以上
。

象毕当聊竭扭
铡‘飞少。

一一

黯黔黔
今一菌株

一心 菌株

门月 菌株

截 菌株

一奋 菌株 了

川卜一 菌株

菌株号

日 振荡 口不振 充满

图 不同初始 声对作用菌生长的影响

凡 西沈 近氏沈

丘 朗七五

图 溶解氧对作用菌生长的影响

】 姐 的油

比﹄阵﹄片欣述
口︹匕吕去乙众住

划自三。

月卜 毗

一月卜 肚

叫卜 毗

一
“

﹄‘户口占八曰﹄八曰八目

恻

时间 时间

图

珑

讨论

不同接种量对作用菌生长的影响

飞 】 罗汕 月

面阮比 戊 山刀

图 作用菌在不同培养基中的生长

七 路 所山 五

自五

细菌量的测定
,

目前有多种指标
、

多种测定方法
,

如平板培养计数
、

叮咤橙荧光染色计数法 犯
、

活菌直接计数法
、

吸光度法
、

颗粒计数法
、

三磷酸腺肝 法等〔川
,

但每种方法各有优缺点
,

计

数结果也有一定差异
,

方法之间有待统一
。

叮吮橙荧光染色计数法可直接反映培养液中总细胞数
,

具有

直观
、

准确的优点
,

但对操作技术
、

仪器要求高
。

吸光度法则通过浊度间接反映细菌生物量
,

具有操作简

便
、

迅速的优点
。

本文测定的是液体纯培养的细菌生物量
,

采用 了叮陡橙荧光染色直接计数法和吸光度
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法两种方法
,

发现两者有显著的正相关系 盏
一 ‘ 十 , 二 , 二 ,

尸
。

因此
,

在以后的实验中
,

均用 仪玩帅值来表示细菌生物量
。

要对一环境进行原位生物修复
,

前提是所施人的外源微生物能在此环境中生长繁殖 〔’ 〕。

一般虾池

在养成期间环境温度
、 、

盐度的变动范围分别为 加 一 ℃
、 一 、 一 ’”一 ’ 〕

。

通过研

究多种因子对作用菌生长的影响
,

发现我们所筛选的作用菌可生长的温度范围 一 ℃
,

盐度范围为
一 ,

范围为 一 ,

有氧或微氧条件下均可生长
。

可见这些菌具有广温
、

广盐性
,

对环境条件具

有较强的耐受力
。

因此
,

从理论上
,

这些作有菌施用于虾池后能够 良好地生长
、

繁殖
,

可作为虾池环境原

位生物修复的作用菌
。

发酵生产中
,

培养条件的优劣直接影响生产效率和成本
,

培养条件的最优化是成功进行菌体生产的

必要条件仁’ 」,

本文实验结果表明所选用菌在 一 ℃
、

盐度 一 、 一 、

有氧条件下
,

生长最

好
,

可作为规模化生产的培养条件
。

一般发酵 中常添加葡萄糖做碳源来提高菌体产率仁’ ,

但本实验中

发现葡萄糖在发酵过程中会产酸而导致培养基 值下降
,

反而影响了菌体生长
,

因此培养基中最好不

加或少加葡萄糖
,

其它碳源物质有待进一步筛选
,

在大规模生产中
,

为提高菌体产量和设备利用率
,

可适

当加大接种量
、

提高培养基各成分的浓度
。

为保持菌种活力
,

种子培养时间以 一 为宜
。
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