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嗜水气单胞菌拮抗菌甲基营养型

芽孢杆菌WM-1发酵条件优化
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摘要：为优化嗜水气单胞菌拮抗菌——甲基营养型芽孢杆菌WM-1的发酵条件，获得抑
菌物质产生的最佳培养基配方和培养条件，本实验以嗜水气单胞菌为指示菌，以发酵上
清液的抑菌活性为检测指标，采用单因素和正交实验设计，对菌株WM-1的发酵条件进
行优化。结果显示，菌株WM-1最适发酵培养基为可溶性淀粉1.0%、牛肉膏1.5%、硫酸
镁0.07%、磷酸氢二钾0.05%；最佳发酵条件为初始pH 7.5、培养温度30 °C、装液量
20%、摇床转速210 r/min、培养时间48 h。在最适培养基和最佳发酵条件下，菌株WM-1
发酵液抑菌圈直径达(22.5±0.50) mm，抑菌活性比优化前提高了40.6%。本研究为嗜水气
单胞菌的防治提供了新的材料、为甲基营养型芽孢杆菌应用于嗜水气单胞菌的生物防控
提供了理论基础。
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)分布于

自然界的各种水体，是水产动物尤其鱼类常见

的致病菌，导致水产动物体表、内脏器官以及

组织器官出血症和炎症 [1]。该病一旦发生就广泛

流行，是一种急性传染病，患病鱼类死亡率高，

严重危害养殖生产 [2]。目前对嗜水气单胞菌引起

病害的防控主要依赖抗生素、化学药物等，虽

然在短期内起到一定的防治效果，但随着化学

药物和抗生素的大量使用，易造成环境药物残

留、病原菌耐药性增强以及食品安全等问题 [3]，

使得化学防治受到极大限制。因此，寻求一种

安全、环保和健康的防治方法已成为水产养殖

业的当务之急。研究发现，益生菌具有调节机

体正常生理功能、改善养殖环境、维持机体微

生态平衡、提高养殖对象产品质量等功能 [ 4 ]。

利用益生菌制剂抑制水体中原菌的生长，预防

养殖动物病害发生，兼备保护生态和抗病双重功效，

已成为国内外水产养殖病害防治的一个趋势 [5]。

例如，宋铁英等 [6]从田边水沟污泥中筛选到15株
抗嗜水气单胞菌的菌株，对嗜水气单胞菌有较强

的抑制作用；单晓枫等[7]从养殖水体和水产动物肠

胃中筛选到一株粪肠球菌(Enterococcus faecalis)，
其发酵上清液能有效抑制嗜水气单胞菌的生长；

Das等 [8]使用假单胞菌有效抑制了12株嗜水气单

胞菌的生长。

已报道的嗜水气单胞菌拮抗菌主要有乳酸

杆菌属(Lactobacillus)、蛭弧菌属(Bdellovibrio)、
假单胞菌属(Pseudomonas)以及芽孢杆菌属(Bacillus)
等 [9]，但大多数拮抗菌株防治范围较小，能够真

正应用于水产养殖中的种类和数量依然很少。

本实验室在前期研究中，以一株能引起草鱼败

血症的病原性嗜水气单胞菌为筛选指示菌，从
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养殖池塘水样及底泥中分离筛选到一株具有较

高抑菌活性的拮抗菌株WM-1，经鉴定为甲基营

养型芽孢杆菌。甲基营养菌(Methylotrophs)也称

为甲基利用菌，研究报道其对临床常见的金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌(Es-
cherichia coli)、酿脓链球菌(Streptococcus pyo-
genes)、绿脓杆菌(Pseudomonas aeruginosa)、肺炎

克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)等都有抑制作

用[10]，可以产生抗菌肽、苯胺基甲基乙酸等多种

抑菌活性物质[11]。目前对甲基营养型芽孢杆菌研

究主要集中在植物病害防治方面[12]，然而将其作

为水产益生菌应用于养殖实践尚未见报道。

为进一步了解甲基营养型芽孢杆菌WM-1发
酵液对嗜水气单胞菌的防治效果，提高菌株抑

菌活性，本实验在前期研究工作基础上，对菌

株发酵培养基成分及发酵条件进行优化，以期

找到最适发酵条件，最大限度提高菌株抑菌活

性，为养殖生产过程中嗜水气单胞菌病的生物

防治提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    材料

供试菌种        甲基营养型芽孢杆菌WM-1为
本实验室前期从草鱼(Ctenopharyngodon idella)养
殖池塘(重庆吉冠水产养殖有限公司)分离筛选得

到。嗜水气单胞菌：由西南大学动物科技学院

吴荣华老师提供，分离于患败血症的草鱼病灶

组织，经形态学和16S rDNA分子鉴定，经攻毒试

验发现此菌株具有较强的致病性。

培养基        LB培养基中胰蛋白胨10 g，酵母

提取物5 g，NaCl 5 g，水1 000 mL，pH 7.0~7.2；
基础发酵培养基中NH4NO3 1 g，MgSO4•7H2O 0.2 g，
K2HPO4 0.5 g，KH2PO4 1.5 g，NaCl 0.5 g，水

1 000 mL，pH 7.0。

1.2    无菌发酵上清液的制备

菌种活化        将低温保存的菌种WM-1划线

接种于固体LB平板，37 °C培养24 h，即得到活

化后的菌种。

种子液的制备        挑取活化后的单菌落接种

于装有50 mL液体LB培养基的三角瓶中(250 mL)，
37 °C、180 r/min条件下培养20 h，即为种子液。

无菌发酵液的制备        取种子液按1%接种到

装有20%发酵培养基的三角瓶(250 mL、1 000 mL)

中，37 °C 、180 r/min条件下培养48 h。取发酵液

5 mL，8 000 r/min离心10 min，将得到的发酵上

清液用0.22 μm无菌滤膜过滤除菌，即得无菌发

酵液。

1.3    抑菌活性测定

菌株WM-1抑菌活性测定参照牛津杯法 [13]。

将1 mL浓度为1×108 CFU/mL的嗜水气单胞菌菌液

与3 mL冷却到50 °C左右的固体LB培养基均匀混

合，倒入已冷却凝固的LB平板上，制成双层平板。

随后用无菌镊子取已灭菌牛津杯置于有指

示菌的双层平板上，轻压，使牛津杯紧贴培养

基表面。每个牛津杯加入100 μL无菌发酵液，于

4 °C放置2 h后，置于37 °C培养24 h，去掉牛津

杯，测量抑菌圈直径(包括牛津杯直径)。

1.4    WM-1菌株发酵培养基优化

碳源试验        在基础培养基上，分别添加1.0%
的乳糖、可溶性淀粉、麦芽糖、蔗糖、甘油、

葡萄糖做碳源，37 °C、180 r/min发酵培养48 h，
测定发酵液的抑菌活性。

氮源试验        分别以1.0%的酵母粉、牛肉

膏、蛋白胨、硫酸铵、硝酸钾、硝酸铵作为氮

源代替基础培养基中的氮源，进行发酵培养测

定发酵液的抑菌活性。

无机盐试验        在最佳碳氮源基础上，分别

添加0.02%的硫酸锰、硫酸镁、氯化钙、硫酸亚

铁、氯化钠、磷酸氢二钾6种无机盐，进行发酵

培养，测定发酵液的抑菌活性。

正交试验        依据前面试验结果，以筛选出

的最佳碳源、氮源、无机盐为考察因素，以发

酵液的抑菌活性为考察指标，根据正交试验设

计，研究培养基组成对菌株发酵液抑菌活性的

影响。

1.5    WM-1菌株发酵条件优化

在最适培养基的基础上，对摇瓶培养的时

间、温度、摇床转速、装液量等条件进行优化。

每个处理3次重复，发酵结束后测定无菌发酵液

的抑菌活性。

培养基初始pH值对发酵液抑菌活性的影响

在其他培养条件不变情况下，分别设置培养基

初始pH值为5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0，37 °C、

180 r/min发酵培养48 h，测定发酵液的抑菌活性。

培养温度对发酵液抑菌活性的影响         在
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其他培养条件不变情况下，选择25、30、35 、
37、40 °C，考察培养温度对发酵液抑菌活性的

影响。

摇床转速对发酵液抑菌活性的影响         在
其他培养条件不变情况下，设置摇床转速分别

为120、150、180、210和240 r/min，发酵培养测

定发酵液的抑菌活性。

装液量对发酵液抑菌活性的影响         在其

他培养条件不变情况下，设置装液量分别为

8%、12%、16%、20%、24%、28%、32%的三角

瓶(250 mL、1 000 mL)进行培养，考察其对发酵

液抑菌活性的影响。

培养时间对发酵液抑菌活性的影响         在
其他培养条件不变情况下，分别发酵培养12、
24、36、48、60和72 h，测定发酵液抑菌活性随

时间变化情况。

1.6    数据处理

实验数据通过SPSS 22.0统计软件进行分析

处理，采用平均值±标准差 (mean±SD)表示；

P<0.05为差异显著。

2    结果

2.1    WM-1菌株发酵培养基优化结果

不同碳源对菌株WM-1发酵液抑菌活性的影

响        利用不同碳源发酵培养，发酵液抑菌活性

明显不同。结果发现，当以可溶性淀粉作为碳

源时，抑菌圈直径达(16.3±0.57) mm，发酵液抑

菌活性最强，显著高于其他各组结果，其次为

乳糖；利用蔗糖做碳源时，抑菌活性最低，故

选用1.0%的可溶性淀粉作为最佳碳源(图1)。
不同氮源对菌株WM-1发酵液抑菌活性的影

响        氮源优化实验中，当以牛肉膏作为氮源时，

发酵液抑菌圈直径最大，达到(18.3±0.58) mm，

抑菌活性最高；以硫酸铵做氮源抑菌活性较

弱，故选牛肉膏为最佳氮源(图2)。
不同无机盐对菌株WM-1发酵液抑菌活性的

影响        无机盐是维持微生物生长必不可少的一

类营养物质，为机体生长提供必需的金属元

素。无机盐优化实验发现，在培养基中分别添

加硫酸锰、硫酸镁、氯化钙、硫酸亚铁、磷酸

二氢钾5种无机盐，对发酵液的抑菌活性均有促

进作用；其中添加硫酸镁和磷酸氢二钾发酵液

抑菌活性明显增强，与基础培养基具有显著差

异，抑菌圈直径分别达到 (20 .5±0 .50)  mm和

(20.0±0.57) mm；当添加氯化钠时，发酵液的抑

菌活性降低(图3)。因此，选择在培养基中同时

添加硫酸镁和磷酸二氢钾2种无机盐离子。

培养基中各营养成分的优化结果         根据

前面实验结果，选择牛肉膏、可溶性淀粉、硫

酸镁和磷酸氢二钾为考察因素，以发酵液抑菌

活性为考察指标，按L9(34)设计四因素三水平正
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图 1    不同碳源对发酵液抑菌活性的影响

1.乳糖，2.可溶性淀粉，3.麦芽糖，4.蔗糖，5.甘油，6.葡萄糖。

字母不同代表各组之间差异显著(P<0.05)；下同

Fig. 1    Effect of different carbon sources on the
antibacterial activity

1. lactose, 2. soluble starch, 3.maltose, 4. glycerol, 5. glucose. Groups
with the different letters showed significant difference(P<0.05); the same
below
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图 2    不同氮源对发酵液抑菌活性的影响

1.酵母粉，2.蛋白胨，3.牛肉膏，4.硫酸铵，5.硝酸钾，6.硝酸铵

Fig. 2    Effect of different nitrogen sources on the
antibacterial activity

1. yeast extract, 2. tryptone, 3. beef extract, 4. ammonium sulfate, 5. po-
tassium nitrate, 6. ammonium nitrate
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交实验方案，研究培养基各组分对菌株WM-1发
酵液抑菌活性的影响。正交试验结果表明，氮

源牛肉膏及碳源淀粉对菌株的发酵液抑菌活性

影响显著，而磷酸氢二钾在一定范围内影响很

小(表1)。
极差分析结果显示，影响发酵液抑菌活性

的主次因素为：牛肉膏>可溶性淀粉>硫酸镁>磷
酸氢二钾，最佳水平组合为A2B3C3D1，即可溶性

淀粉(1.0%)、牛肉膏(1.5%)、硫酸镁(0.07%)、磷

酸氢二钾(0.05%)。

2.2    菌株WM-1发酵条件的优化

培养基初始pH值对菌株WM-1发酵液抑菌活

性的影响         pH值是衡量培养基酸碱度的一个

重要指标，随着培养基初始pH值不断增加，发

酵液抑菌活性呈上升趋势，当pH为7.5时，抑菌

圈直径达(22.0±0.50) mm，抑菌活性最强(图4-a)。
因此，确定培养基最适pH值为7.5。

不同培养温度对菌株WM-1发酵液抑菌活性

的影响        温度是发酵生产中一个重要指标，主要影

响发酵前期菌株的生长，以及发酵中后期抑菌

产物的合成。实验发现培养温度为30 °C时，发酵

液抑菌活性最强，抑菌圈直径达(22.5±0.50) mm；

之后，随着培养温度不断升高，发酵液抑菌活

性呈不断下降趋势(图4-b)。因此，选择30 °C作

为菌株最适发酵温度。

不同装液量对菌株WM-1发酵液抑菌活性的

影响        摇瓶中装液量直接影响体系溶氧水平，

随着装液量的增加菌株WM-1抑菌活性不断增

加，当装液量为20%时，抑菌圈直径达到(22.0±
1.0) mm，抑菌活性最强。当装液量超过20%时，

发酵液抑菌活性开始下降(图4-c)。因此，选择20%
的装液量为最佳装液量。

摇床转速对菌株WM-1发酵液抑菌活性的影

响        随着摇床转速不断增加，发酵液抑菌活性

逐渐升高，当转速达到210 r/min时，抑菌圈直径

达到(22.6±0.28) mm，抑菌活性最强；继续提高

转速，发酵液抑菌活性反而下降，所以选择

210 r/min为最佳转速(图4-d)。
培养时间对菌株WM-1发酵液抑菌活性的影

响         培养时间对发酵液抑菌活性具有显著影

响。前48 h以内，随着发酵时间延长，发酵液抑

表 1    培养基正交试验结果

Tab. 1    Result in the orthogonal test of
the fermentation medium optimization

试验号

test number

培养基/%　medium
抑菌圈/mm

zone of inhibitionA B C D

1 0.5 0.5 0.03 0.05 18.83±0.76

2 0.5 1.0 0.05 0.07 20.83±0.76

3 0.5 1.5 0.07 0.09 21.67±0.58

4 1.0 0.5 0.05 0.09 20.33±0.29

5 1.0 1.0 0.07 0.05 22.67±0.58

6 1.0 1.5 0.03 0.07 21.50±0.50

7 1.5 0.5 0.07 0.07 19.17±0.29

8 1.5 1.0 0.03 0.09 19.83±0.76

9 1.5 1.5 0.05 0.05 20.83±0.29

K1 20.44 19.44 20.05 20.77

K2 21.50 21.11 20.66 20.50

K3 19.94 21.33 21.17 20.61

R 1.557 1.890 1.117 0.277

注：A. 可溶性淀粉，B. 牛肉膏，C. 硫酸镁，D. 磷酸氢二钾；K1~3.
代表各因素各水平下对试验指标的影响大小；R. 代表各因素对试验

指标的影响主次

Notes：A. soluble starch；B. beef extract；C. magnesium sulfate；D.
dipotassium phosphate; K1~3.  the influence of each factor on the test
index at various levels; R. the influence of each factor on the test index is
reflected
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图 3    不同无机盐对菌株WM-1发酵液

抑菌活性的影响

1.对照组，2.硫酸镁，3.氯化钙，4.硫酸锰，5.磷酸氢二钾，6.氯
化钠，7.硫酸亚铁

Fig. 3    Effect of different inorganic salts on the
antibacterial activity

1. Control group, 2. magnesium sulfate, 3. calcium chloride, 4. man-
ganese sulfate, 5. potassium dihydrogen phosphate, 6. sodium chloride,
7. ferrous sulfate
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菌活性也随之增强。发酵至48 h时，抑菌圈直径

达到(22.0±0.50) mm，抑菌活性最高；随后继续

发酵，抑菌活性开始下降(图4-e)。因此，48 h为
最佳发酵时间。

抑
菌
圈
直
径

/m
m

in
h
ib

it
io

n
 z

o
n
e

25 30

温度/℃
temperature

(b)

35 40

抑
菌
圈
直
径

/m
m

in
h
ib

it
io

n
 z

o
n
e

5.5 6.0 7.0

pH

(a)

7.5 8.06.5

抑
菌
圈
直
径

/m
m

in
h
ib

it
io

n
 z

o
n
e

8 12 16 20 24

装液量/%
bottle filling quantity

28 32

(c)

抑
菌
圈
直
径

/m
m

in
h
ib

it
io

n
 z

o
n
e

120 150 180 210 240

转速/(r/min)
rotation speed

(d)

抑
菌
圈
直
径

/m
m

in
h
ib

it
io

n
 z

o
n
e

2412 36 48 60

(e)

72

时间/h
time

0

4

8

12

16

20

24

0

4

8

12

16

20

24

0

4

8

12

16

20

24

0

4

8

12

16

20

24

0

4

8

12

16

20

24

c
c c

b b
a

d

a
b

c c

g

de
bc

a

b
cd

f

cc c

a

b

e

b b

a

c

d

 
图 4    不同培养条件对菌株WM-1发酵液抑菌活性的影响

(a)~(e)分别表示初始pH值、温度、装液量、转速以及培养时间对抑菌活性的影响

Fig. 4    Effects of different conditions on the antibacterial activity
(a)-(e) mean pH, temperature, bottle filling quantity, rotation speed and incubation time effects on the antibacterial activity
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2.3    优化前后发酵液抑菌活性变化

为验证发酵条件优化前后菌株WM-1抑菌活

性变化情况，利用优化后的培养基配方及培养

条件，对菌株WM-1进行发酵培养，收集发酵液

并测定抑菌活性，重复3次。测试发现优化后发

酵液的抑菌圈(22.5±0.50) mm明显大于优化前抑

菌圈(16.2±0.96) mm，表明此优化条件有利于提

高菌株抑菌活性(图5)。

3    讨论

近年来，随着生态友好养殖模式不断发展，

微生物制剂已逐渐成为国内外水产病害防治的

热点 [14]。培养基是微生物生长和发挥作用的基

础，不同的培养基成分和发酵条件，微生物生

长及抑菌能力有很大差异。本研究通过单因素

试验和正交试验相结合的方法，对菌株WM-1的
抑菌条件进行优化，从优化培养基成分来看，

氮源对发酵液抑菌活性的影响比碳源更显著，

主要因为微生物合成的抗菌物质多数是由蛋白

质和多肽类构成，氮源主要用来构成菌体细胞

以及含氮化合物。其中有机氮源牛肉膏效果最好，

这与黎起秦等[12]的研究结论相同，牛肉膏是多组

分氮源，营养物质丰富，有维持菌体生长和产

物合成的双重作用。无机盐优化试验发现，在

培养基中添加Mg2+对发酵液抑菌活性具有明显促

进作用，有相关研究表明，Mg2+具有促进甲基营

养型芽孢杆菌生长和产酶等作用 [15]，可能由于

Mg2+是微生物代谢酶活性中必不可少的一部分，

能够保证菌体良好生长，促进抑菌产物的积

累，从而有效提高菌液抑菌活性[16]。

培养条件优化结果发现，菌株WM-1产抑菌

物质具有较宽pH活性范围，且pH为7.5，温度

30 °C时抑菌活性最强，此条件与实际草鱼养殖

水体pH (7.5~8.5)及温度范围(20~35 °C)相符，间

接证明菌株WM-1作为水产益生菌应用于养殖生

产的可行性。在各发酵条件优化试验中，装液

量和摇床转速对发酵液抑菌效果影响较大。当

装液量为20%，转速180 r/min时发酵液抑菌活性

最强，增大或减少装液量及转速，抑菌活性降低，

说明菌株WM-1产抑菌活性物质受通气量的影响

很大，通气量过大或过小，都不利于菌株发酵

液抑菌活性，这与卢丽俐等[17]的研究报道一致。

拮抗菌的抑菌活性一般采用体外测定法，

常见的测定方法主要有牛津杯法 [18]、纸片法 [3]、

挖沟法 [7]等，不同的测定方法测出的同一菌株的

抑菌活性不同。本研究采用双层平板结合牛津

杯法，通过测量抑菌圈直径直观反映发酵液抑

菌活性。经测试发现，优化后菌株WM-1发酵液

对嗜水气单胞菌抑制活性显著提高，抑菌圈直

径达(22.5±0.50) mm，大于曹海鹏等 [19]报道的解

淀粉芽孢杆菌(抑菌圈18.5 mm)，大于周金敏等[20]

筛选的枯草芽孢杆菌(抑菌圈14 mm)以及刘亚楠

等[21]从养殖动物肠道筛选的一株解淀粉芽孢杆菌

(抑菌圈13 mm)，与以往报道的嗜水气单胞菌拮

抗菌相比，菌株WM-1拮抗效果更强，在草鱼嗜

水气单孢菌败血症防治中具有进一步开发的潜力。
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Fermentation optimization of a strain Bacillus methylotrophilus WM-1
against Aeromonas hydrophila

ZHANG Jiaojiao 1,2,     MA Fuping 1,2,     LI Yanhong 1,2,     WU Zhengli 1,2,3*,     YAO Weizhi 1,2,3

(1. College of Animal Science and Technology, Southwest University, Chongqing    400715, China;
2. Research Center of Fishery Resources and Environment, Southwest University, Chongqing    400715, China;

3. Key Laboratory of Freshwater Fish Reproduction and Development,
Ministry of Education, Southwest University, Chongqing    400715, China)

Abstract: To investigate and obtain the best medium formula and fermentation conditions of an antagonistic strain
WM-1 against Aeromonas hydrophila, we used A. hydrophila as the index bacteria of the antibacterial. The activ-
ity of strain WM-1 was measured by Oxford cup test. Single factor experiments and orthogonal experiments were
employed to optimize the liquid medium compositions and fermentation conditions of WM-1. The data showed
that the optimum medium included 1.0% soluble starch, 1.5% beef extract, 0.05% K2HPO4•3H2O and 0.07%
MgSO4•7H2O; and the optimal fermentation conditions were initial pH 7.5, culture temperature 30 °C, fermenta-
tion time 48 h, medium volumes 20%, rotating speed 210 r/min. Under the optimum conditions, the inhibition zone
of WM-1 reached (22.5±0.50) mm, which was 40.6% higher than that under non-optimized conditions. These res-
ults provide a theoretical basis for the biocontrol of A. hydrophila.

Key words: Bacillus methylotrophilus; Aeromonas hydrophila; antagonistic bacteria; fermentation condition;
optimization
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