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要!为实施城市垃圾渗透液的生物无害化处理#分离'筛选'鉴定#获得特定菌株#并对其最适培养条件和最

佳培养基组分进行优化%从城市垃圾填埋场垃圾渗透液中分离芽孢杆菌#通过设计特异性引物进行
PUT

反应鉴定

目的菌株%此菌细胞呈现杆状#革兰氏阳性#经鉴定为短小芽孢杆菌%采用单因素实验和正交实验法对菌株生长适

宜的培养基进行了优化%优化后的培养基主要成分为&玉米淀粉
%@"Y

#酵母提取物
"@%Y

#小牛浸膏
%@!Y

#

>,U-

%̂BY

#

`

4

5h

#

*

&O

$

h%@#DY

%在这种条件下#菌株培养
"%0

#其
hV

!$%

由
"@##

上升到
C@D!

#为该菌株的深入研究

和应用奠定了基础%

关键词!垃圾渗透液$短小芽孢杆菌$鉴定$培养条件优化

中图分类号!
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文献标志码!
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引
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言

随着社会的高速发展$越来越多的废弃物被排

放到环境中$有些化合物含有剧毒$有致癌的作用$

且很难自然降解%这些有害的物质随着垃圾渗透

液$对周围地下水和土壤造成了严重的污染%治理

环境污染已经成为世界各国努力攻克的难题%科学

家们采用化学(物理方法结合生物方法来处理污染

物$其中微生物方法治理环境有明显的优势%但是

由于人们日常生活中基本上不对垃圾进行分类$导

致了生活垃圾渗透液中金属离子含量很高$一些降

解垃圾的菌株抗性差$处理垃圾效果不明显%因此

亟待开发出一种高表达的(抗性强的$且能够降解垃

圾渗透液的优良菌株%已经有研究报道短小芽孢杆

菌"

U.T-HH7V

S

7<-H7V

#对降解垃圾有很好的效果&

"

'

$

且短小芽孢杆菌由于繁殖速度快$能产生稳定的芽

孢$抗逆能力强$成为了越来越受瞩目的生防材料

之一%

短小芽孢杆菌为芽孢杆菌属的一种$显微镜下

观察营养细胞为杆状$革兰氏反应阳性&

$

'

$能运动%

菌落形态有半透明状和不透明状两种&

!

'

%短小芽孢

杆菌能够分泌活性很强的纤维素酶(脂肪酶&

#

'

(木聚

糖酶&

B

'和果胶裂解酶&

C

'等$有利于降解大分子物质%

还可以产生抗菌素及抗菌蛋白等拮抗性物质&

&

'

$抑

菌范围广&

E

'

$对多种病原菌都有抑制作用&

D

'

%产生

的聚
7

-

7

谷氨酸可用于降解塑料&

"%

'

%黄庆&

""

'从成都

市垃圾中分离得到一株短小芽孢杆菌能够产生脱毛

蛋白酶$利用该蛋白酶采用酶法脱毛技术应用在皮

革工业中$对解决皮革的环境污染问题有着重要的

意义%

b,d0.,d0

等&

"$

'也报道了短小芽孢杆菌
K"

菌株能降解羊毛废弃物%短小芽孢杆菌发酵所产生

的蛋白酶组成洗涤剂去污效果好&

"!

'

$提高了洗涤剂

的利用率%

P,+J,+

4
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等&
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'报道短小芽孢杆菌产

生的木聚糖酶具有良好的耐碱性$能够进行生物漂

白$可以降低有机氯化物$减少环境污染%

e11<0,

等&

"B

'通过优化含有农业废弃物的培养基$提高了短

小芽孢杆菌在农业废弃物中产木聚糖酶的水平$降

低了生产木聚糖酶的成本$又利用了废弃物$减少污

染%游春平等&

"C

'分离得到的短小芽孢杆菌对稻瘟

病菌有一定的抑制作用%

Kd0<,*

&

"&

'在治疗鹰嘴豆

根腐病时$采用短小芽孢杆菌制剂获得了很好的防

治效果%张蕾&

"E

'筛选到一株短小芽孢杆菌
8L%&D

$



对黄瓜枯萎病(棉花黄萎病具有显著的抑制作用%

由此可以看出短小芽孢杆菌在环境治理(工业(

农业等领域都有广阔的应用前景%本文致力于从城

市生活垃圾填埋场渗透液中分离得到一株短小芽孢

杆菌$研究其最适培养基和最佳培养条件$使培养基

的各组分之间保持平衡$得到菌株的最适生长环境$

可以降低培养成本提高产率$为该菌株的工业和城

市垃圾渗透液处理应用奠定基础%
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材料与方法
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实验材料
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菌种

由某地城市垃圾填埋场渗透液中分离筛选

所得%

"@"@$
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基础培养基"
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培养基#

牛肉膏
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$蛋白胨
%@BY

$葡萄糖
%@$BY
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$用
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调
N

O

至
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高压灭

菌
$%G3+

%固体培养基向其中加
"@CY

的琼脂%

"@"@!
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主要试剂

溶菌酶(蛋白酶
R
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酶(
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(牛肉膏(

R>h
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(蛋白胨(酵母提取物(
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(葡萄

糖(蔗糖(
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(玉米淀粉(红薯淀粉(

/+7

5h
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(马铃薯淀粉(小麦淀粉和
RO

$

Ph

#
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R

$

OPh

#
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#复合盐%
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仪器设备

>K>hVThP$%%%

分光光度计"
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凝胶成像系统"
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仪"

5"%%%801*G,-U
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#(连续光谱酶标仪
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公司#(电泳仪"
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方法
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短小芽孢杆菌的鉴定

"@$@"@"

!

形态鉴定

采集某地城市生活垃圾填埋场渗透液$对渗透

液中的细菌进行富集培养%将富集培养的菌液在

>K

固体培养基上进行稀释涂布分离培养%观察菌

株的菌落形态$挑取可疑菌落$培养
$#0

并染色$在

显微镜下观察$依据/常见细菌鉴定手册0

&

"D

'初步认

定是芽孢杆菌者$进行单菌分离富集培养%

"@$@"@$

!

特异性
PUT

分析鉴定

采用直接
PUT

扩增菌种
V>K

检测技术%直

接
PUT

技术是只针对细菌的
"C5*T>K

基因碱基

序列中的特异序列的部分进行分析$设计出几对特

异性引物$

PUT

扩增
"C5*T>K

基因的特异性片

段$通过分析扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图$根据目

的条带的大小来判断所得到的条带是否为目的条

带%将分离得到的菌株接种于
>K

培养基$

!&M

$

$$%*

)

G3+

培养
"%0

%采用改进的
U8KW

法提取菌

株的总基因组%通过对短小芽孢杆菌
"C5$J*9

碱

基序列及
3F

$9

(

$

S

/9

基因序列的分析$设计出
C

对

特异性引物"表
"

#$通过对菌株的总基因组进行特

异性
PUT

扩增反应$分析其电泳结果图$进一步从

分子水平来鉴定分离得到的菌株是否为短小芽孢杆

菌%

PUT

扩增程序为!

D#M

预变性
!G3+

*

D#M

#%;

$

C"@&M#%;

$

&$M#B;

$循环
!!

次*

&$M

延伸

"%G3+

%

表
!

!

特异性
>SG

引物

名称 序列

$BCb Ue8KeKeUUKU88eKeUe

$BCT U8eUUe88KUKe88UU88

!$"b

"

KeeeKKeKKUKKe8eUKeKe

!$"T eU8UU8UKeUe8UKe88KUK

!$"b

$

KeeeKKeKKU88KeUeKeUe

!$"T eU8UU8UKeUe8UKe88KUK

!#Cb 8eeeK8eKUKKe8eK8KKeU

!#CT U8UUe88eKUKKeUKKe88Ue

&!Cb KKK8U8eUUUe8K8Ue8Ue

&!CT

"

eUe8UKUeeUeKeK8U8UKK

&!Cb KKK8U8eUUUe8K8Ue8Ue

&!CT

$

eUe8UKeeU8K8UK8K8UKK
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短小芽孢杆菌的培养方法

"@$@$@"

!

菌种活化

将分离得到的短小芽孢杆菌菌株转接到
>K

固

体培养基$

!&M

恒温培养
"$0

$备用%

"@$@$@$

!

种子液的制备

挑取单菌落$接入装量为
$%GQ>K

培养基的

"%%GQ

三角摇瓶中$置于控温摇床$

!&M

$

$$%*

)

G3+

培养
"$0

$备用%

"@$@!

!

短小芽孢杆菌培养基的单因素实验

"@$@!@"

!

碳源种类及浓度对短小芽孢杆菌生长的

影响

以
>K

培养基作为基础培养基$分别用葡萄糖(

麦芽糖(蔗糖(马铃薯淀粉(小麦淀粉(红薯淀粉和玉

米淀粉作为基础培养基的碳源$其他组分不变%采

用摇瓶发酵培养条件$

"%0

后$采用酶标仪$测定菌

液的
G#

!$%

$以确定培养基的最佳碳源%确定最佳

碳源之后$改变基础培养基中最佳碳源的质量分数$

其他组分不变$来进一步研究不同浓度的碳源对菌

体生长的影响"每次处理重复
!

次$以下所有处理均

重复
!

次#%

EC#
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!

氮源种类及浓度对短小芽孢杆菌生长的

影响

以
>K

培养基作为基础培养基$分别用有机氮

源蛋白胨(酵母提取物和无机氮源
R>h

!

(

>O

#

>h

!

作为基础培养基的氮源$基础培养基中的其他组

分不变$采用摇瓶发酵培养条件$

"%0

后$采用酶

标仪测定菌液的
G#

!$%

$以确定培养基的最佳氮

源%确定最佳氮源之后$通过改变最佳氮源的质

量分数$来进一步研究不同浓度的氮源对菌体生

长的影响%

"@$@!@!

!

无机盐离子对短小芽孢杆菌生长的影响

分别用
%@BY

的
>,U-

(

`

4

5h

#

-

&O

$

h

(

/+5h

#

-

&O

$

h

和
RO

$

Ph

#

fR

$

OPh

#

"

"X"

#复合盐作为

基础培养基的无机盐$以不加无机盐的基础培养基

为空白对照$采用摇瓶发酵培养条件$

"%0

后$采用

酶标仪测定菌液的
G#

!$%

$以确定最佳无机盐%确

定最佳无机盐之后$通过改变最佳无机盐的质量分

数$来进一步研究不同浓度无机盐对菌体生长的

影响%

"@$@#

!

正交实验设计

通过单因素实验$确定了短小芽孢杆菌生长所

需碳源(氮源及无机盐的零水平%将筛选出的最佳

碳源(氮源和无机盐
!

个重要因素$选用
!

因素
!

水

平
Q

D

"

!

!

#正交表进行实验$以寻求培养基中各组分

的最佳配比%

"@$@B

!

发酵条件优化

通过正交实验确定培养基各组分的最佳配比%

采用最适培养基配方进行发酵培养$逐一优化初始

N

O

和温度%

"@$@C

!

生物量测定方法

按
!Y

的接种量将种子液接入装量为
$%GQ

>K

培养基的
"%%GQ

三角摇瓶中$

!&M

$

$$%*

)

G3+

培养
"%0

%以接种前培养基为空白对照$采用酶标

仪测定波长为
!$%+G

处的菌液的
G#

值%"预实

验!对筛选得到的短小芽孢杆菌的发酵液进行全波

长扫描$在
G#

!$%

处有最大吸收峰$因此测定采用波

长
!$%+G

处的
G#

值%#

'

!

结果与分析

$@"

!

菌株的鉴定

由于渗透液中菌株很多$对渗透液进行
E%M

处

理
$%G3+

$可以杀死一些不耐高温的微生物$快速

得到芽孢杆菌%菌落形态分为半透明和不透明两种

状态!不透明的为乳白色$圆形$边缘整齐有规则$表

面湿润$光滑$菌落向外凸出生长*半透明的菌落$较

少存在$乳黄色$湿润$光学显微镜下观察$菌体为短

杆状$无荚膜$多数是单独存在$部分成链排列"图

"

#$革兰氏反应呈阳性%

图
"

!

菌株在油镜下的形态"

]"%%%

#

在初步鉴定为芽孢杆菌的基础上$采用特异

性
PUT

分析鉴定%分析特异性
PUT

扩增产物的

琼脂糖凝胶电泳图"图
$

#$可以得出该株革兰氏阳

性菌为短小芽孢杆菌%即使
PUT

反应扩增出了近

缘菌种的
V>K

片段$但其长度也是与短小芽孢杆

菌有差别的&

$%

'

%因此通过这种方法可以方便(快

捷地分析检测出短小芽孢杆菌$可省略进行
"C5

$J*9

基因序列的测序以及数据库比对分析的

步骤%

图
$

!

菌株的
PUT

扩增产物电泳结果

`

!

B%J

N

V>KQ,II1* ,̀*d1*

*

"

!

$BCb

(

$BCT

引物对菌株扩增结果*

$

!

!$"b

"

(

!$"T

引物对

菌株扩增结果*

!

!

!$"b

$

(

!$"T

引物对菌株扩

增结果*

#

!

!#Cb

(

!#CT

引物对菌株扩增结果*

B

!

&!Cb

(

&!CT

"

引物对菌株扩增结果*

C

!

&!Cb

(

&!CT

$

引物对菌株扩增结果%
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短小芽孢杆菌发酵培养基的优化

$@$@"

!

影响菌种生长的最佳碳源及浓度

>K

培养基作为单因素实验的基础培养基$分

别以
%@$BY

的葡萄糖(蔗糖(麦芽糖(马铃薯淀粉(

小麦淀粉(红薯淀粉和玉米淀粉作为基础培养基的

碳源$发酵培养
"%0

后$采用酶标仪$测定菌液的

G#

!$%

%由图
!

可知$短小芽孢杆菌生长的最佳碳源

是玉米淀粉$其次是红薯淀粉$故选用活性最高的玉

米淀粉为最佳碳源%

将基础培养基中的其他成分固定为蛋白胨

%̂BY

$小牛浸膏
%@!Y

$

>,U-%@BY

$最优碳源玉米

淀粉质量分数分别固定为
%@"Y

(

%@$Y

(

%@#Y

(

%̂BY

(

"@%Y

(

"@BY

(

$@%Y

$进行发酵培养$

"%0

后$采用酶标仪$测定
G#

!$%

%由图
#

可知$玉米淀

粉质量分数为
%@"Y

时$菌体生长量最大$为最佳质

量分数%

图
!

!

碳源种类对菌种生长的影响

图
#

!

玉米淀粉浓度对菌种生长的影响

$@$@$

!

影响菌种生长的最佳氮源及浓度

>K

培养基作为单因素实验的基础培养基$将

%@BY

蛋白胨(酵母提取物(

R>h

!

和
>O

#

>h

!

作为

氮源$基础培养基中的其他成分不变$接种培养
"%

0

后$采用酶标仪$测定
G#

!$%

%由图
B

可知$短小芽

孢杆菌对有机氮源的利用能力比无机氮源高%因为

有机氮源成分丰富$不仅提供了氮源$还包含有碳源

和少量的无机盐$而无机氮源成分相对单一%酵母

提取物作为氮源明显优于其他氮源$因此选用酵母

提取物作为最佳氮源%

将基础培养基中的各组分固定在玉米淀粉

%̂"Y

$小牛浸膏
%@!Y

$

>,U-%@BY

$最佳氮源酵母

提取物质量分数分别为
%@!Y

(

%@#Y

(

%@BY

(

%̂CY

(

%@&Y

(

%@DY

(

"@%Y

(

"@"Y

(

"@$Y

(

"@BY

和

$@%Y

$其他成分不变$进行发酵培养%

"%0

后$采

用酶标仪$测定
G#

!$%

%由图
C

可知$

G#

值随酵母

提取物质量分数的增大先增大后减小%当质量分数

达到
"@%Y

时$

G#

值最大%因此选取
"@%Y

为最佳

酵母提取物的质量分数%

图
B

!

氮源种类对菌种生长的影响

图
C

!

酵母提取物浓度对菌种生长的影响

$@$@!

!

影响菌种生长的最佳无机盐及浓度

基础培养基中的其他成分不变$分别用
%@BY

的
>,U-

(

`

4

5h

#

-

&O

$

h

(

RO

$

Ph

#

fR

$

OPh

#

"

"X

"

#复合盐和
/+5h

#

-

&O

$

h

作为基础培养基中的无

机盐$以不加无机盐的基础培养基为空白对照$采用

摇瓶发酵培养条件$

"%0

后$采用酶标仪$测定菌液

的
G#

!$%

$结果如图
&

所示%图
&

显示$钠离子(镁

离子对短小芽孢杆菌的生长都有促进作用$镁离子

%&#
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作用比较明显$因此选用
`

4

5h

#

-

&O

$

h

为最佳无

机盐%据报道磷酸盐和锌离子可以促进芽孢杆菌的

生长$而这项研究表明磷酸盐和锌离子对菌体的生

长稍微抑制$这可能是因为离子浓度过高的关系%

将培养基中的其他成分固定在玉米淀粉

%̂"Y

$酵母提取物
"@%Y

$

>,U-%@BY

$小牛浸膏

%̂!Y

$

`

4

5h

#

-

&O

$

h

质量分数分别为
%@$Y

(

%̂!Y

(

%@#Y

(

%@BY

$进行发酵培养%

"%0

后$采用

酶标仪$测定
G#

!$%

%由图
E

可知$

`

4

5h

#

-

&O

$

h

的质量分数为
%@!Y

$菌体的生长量相对于其他浓

度的生长量处于较高水平%因此
%@!Y

是
`

4

5h

#

-

&O

$

h

的最优质量分数%

图
&

!

无机盐对菌种生长的影响

图
E

!

`

4

5h

#

-

&O

$

h

浓度对菌种生长的影响

$@$@#

!

碳源(氮源和无机盐的正交优化

通过单因素实验确定了最佳碳源(氮源(无机

盐$分别是玉米淀粉
%@"Y

$酵母提取物
"@%Y

$

`

4

7

5h

#

-

&O

$

h%@!Y

%通过正交实验寻找培养基中的

各组分之间的最佳配比%实验因素水平编码及水平

设置见表
$

%采用摇瓶培养条件$正交实验
$&

个处

理组合条件下菌种在发酵
"%0

时的
G#

!$%

见表
!

$

正交方差分析见表
#

%

由表
!

可知$最佳组合为
K

$

W

$

U

!

$即玉米淀粉

%̂"%Y

$酵母提取物
"@%%Y

$

`

4

5h

#

-

&O

$

h%@#DY

%

通过极差分析可知
J

U

%

J

9

%

J

!

%各因素影响菌体

生长程度从大到小为酵母提取物(玉米淀粉(

`

4

7

5h

#

-

&O

$

h

%由表
#

可知$玉米淀粉的
@\&'D"B

$

P\%'""$

%

%'%B

$酵母提取物
@\!$'#$%

$

P\

%̂%!%

.

%@%B

$

`

4

5h

#

-

&O

$

h

的
@\C'"BC

$

P\

%̂"#%

%

%@%B

%表明酵母提取物对菌体生长的影响

为显著差异$玉米淀粉和
`

4

5h

#

-

&O

$

h

为不显著

差异%

表
'

!

正交实验因素和水平
Y

水平
K

"玉米淀粉#

W

"酵母提取物#

U

"

`

4

5h

#

-

&O

$

h

#

" %@%C %@C$ %@"D

$ %@"% "@%% %@!%

! %@"C "@C$ %@#D

!!

表
$

!

正交实验指标结果

实验号
K W U

实验结果

" " " " B@%"

"

l%@"!

#

$ " $ $ C@$#

"

l%@$$

#

! " ! ! C@#E

"

l%@$"

#

# $ " $ #@E%

"

l%@"!

#

B $ $ ! C@D$

"

l%@"C

#

C $ ! " C@!#

"

l%@$B

#

& ! " ! #@DC

"

l%@%E

#

E ! $ " B@BC

"

l%@"$

#

D ! ! $ B@B!

"

l%@"D

#

X

"

"&'&! "#'&& "C'D"

X

$

"E'%C "E'&B "C'B&

X

!

"C'%B "E'!B "E'!C

J $@"E !@DE "@&D

表
)

!

正交实验方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方
@

值
P

值

玉米淀粉
%@&&B $ %@!E& &@D"B %@""$

酵母提取物
!@"&! $ "@BEC !$@#$% %@%!%

`

4

5h

#

-

&O

$

h %@C%$ $ %@!%" C@"BC %@"#%

误差
%@%DE $ %@%#D

总计
#@C#E E

!!

由此得到最佳培养基组成为!玉米淀粉
%̂"%Y

$

酵母提取物
"@%%Y

$

`

4

5h

#

-

&O

$

h%@#DY

$小牛浸

膏
%@!%Y

$

>,U-%@B%Y

%

$@!

!

发酵条件优化

$@!@"

!

初始
N

O

优化

短小芽孢杆菌培养过程中的
N

O

难以控制$通

过控制发酵液的初始
N

O

来寻找最适
N

O

%将最佳

培养基的初始
N

O

分别调至
!

(

#

(

B

(

C

(

&@%

(

&@$

(

&̂#

(

&@C

(

&@E

(

E@%

(

D

(

"%

(

""

(

"$

$在摇瓶发酵培养条

件下培养
"%0

$采用酶标仪$测菌液的
G#

!$%

%

由图
D

可知$短小芽孢杆菌在初始
N

O

小于
B

和大于
"%

的时候$生长缓慢%在初始
N

O

在
C

"

D

之间$

G#

值很高$说明短小芽孢杆菌对
N

O

的适应

"&#

第
#
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性比较宽$在
N

OC

"

D

之间都能很好地生长%初始

N

O

为
&@$

的时候$菌种生长最好$因此选用
&@$

为

短小芽孢杆菌的最佳初始
N

O

值%

图
D

!

初始
N

O

对菌种生长的影响

$@!@$

!

温度优化

温度也是影响菌体生长的一个重要因素$能够

改变酶的反应速率%温度升高可以增大酶的反应速

率$促进生长代谢$但酶又会因为温度过高而失去活

性%分别选取
$E

(

!&

(

#%

(

#!

(

#B

(

#&

(

#DM

和
B%M

作

为摇床温度$在摇瓶发酵培养条件下培养
"%0

$测

菌液的
G#

!$%

%

由图
"%

可知$短小芽孢杆菌在
$E

"

!&M

均可

良好生长$说明短小芽孢杆菌对温度的适应性也较

宽$

!&M

时菌体生长最好%高于
#BM

后$菌体生长

缓慢$

G#

值急剧下降$表明菌体生长的最高临界温

度为
#B

"

B%M

%由此可以得出$短小芽孢杆菌生长

的最适温度为
!&M

%

图
"%

!

发酵温度对菌种生长的影响

$

!

讨
!

论

随着工业化进程的推进$科技日益发达$工业(

农业(日常生活等方方面面都面临着废弃物大量排

放的问题%废弃物随着降雨的冲刷$会造成土壤(水

域的污染$导致了饮用水(食物都受到污染$严重威

胁到我们人类的生存%随着人们的环保意识和健康

意识增强$对环境(食品的安全要求越来越高%环境

污染问题成为当前社会一个严重的问题%其中$城

市垃圾渗透液的无害化处理一直是待攻克的难题$

传统治理垃圾渗透液的方法是采用化学物理方法来

处理污染物$但是会对环境造成二次污染%近年来$

针对不同的污染物采用不用的治理方法$其中微生

物方法治理环境在生物方法中具有明显的优势$微

生物制剂也成为近年来研究的热点%其核心是获得

高表达的(适应性广的优良菌种$其中短小芽孢杆菌

由于繁殖速度快$能产生稳定的芽孢$抗逆能力强$

成为了越来越受瞩目的生防材料之一%

传统方法分离鉴定微生物$主要是通过选择性

培养微生物$在根据形态观察做出初步鉴定$之后根

据生理生化反应再进行系统的分类和鉴定%这种方

法费力耗时$忽略了微生物具有多样性$且同一物种

不同的菌株也可能有差异%对相近种也不能准确鉴

定%因此人们利用现代分子生物学方法找到了一种

快速鉴定菌种的方法$

"C5$J*9

基因序列分析

方法%

"CM$J*9

基因的结构既具有保守性又具高变

异性&

$"0$$

'

$长度大小适中$既有保守的基因片段$又

含有不同菌种间变异的基因片段$因此采用
"CM

$J*9

基因序列分析鉴定短小芽孢杆菌%但是由于

"CM$J*9

的进化速度缓慢$非常保守$并不能很好

地鉴定出相对近的菌种$因此在采用
"CM$J*9

基

因序列分析的同时$要采用一些生理生化反应或者

一些其他保守基因序列的分析来补充%比如可以选

择
"C5

"

$!5$J*9

基因序列和一些比较保守的功

能基因序列分析%本实验首先要从垃圾渗透液中分

离得到一株抗性强的短小芽孢杆菌$通过对短小芽

孢杆菌
"CM$J*9

碱基序列及
3F

$9

(

$

S

/9

基因序

列的分析$设计出
C

对特异性引物$通过对被初步鉴

定为芽孢杆菌的菌株进行特异性
PUT

扩增反应$分

析其电泳结果图$进一步从分子水平来鉴定分离得

到的菌株是否为短小芽孢杆菌%

短小芽孢杆菌的生长受外部环境的影响$环境

不适宜生长的情况下$就会由营养细胞转变为芽孢$

处于休眠状态$不能高效快速生长%碳源(氮源和无

机盐都会影响菌体的生长%因此需要筛选出满足其

生长的最佳碳源(氮源(无机盐及最优生长条件%通

过单因素实验确定了短小芽孢杆菌最佳培养基的成

分为!玉米淀粉$酵母提取物$

`

4

5h

#

-

&O

$

h

%利

用正交实验设计优化了短小芽孢杆菌的培养基$得

到最适培养基为!玉米淀粉
%@"%Y

$酵母提取物

$&#
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"̂%%Y

$

`

4

5h

#

-

&O

$

h%@#DY

$小牛浸膏
%@!%Y

$

>,U-%@B%Y

%并通过单因素实验法确定了最佳培

养条件$温度
!&M

$初始
N

O&@$

%采用最优培养基

和基础培养基分别在摇瓶发酵培养条件下培养
"%

0

%测得
G#

!$%

值由
"@##

增长为
C@D!

%生长量提高

了将近
#@E

倍%

在今后的研究中$将继续优化发酵过程的培养

条件$以及对该菌株进行诱变$提高短小芽孢杆菌的

产率%
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