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酪酸梭状芽孢杆菌发酵培养基的优化 
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(工业微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：验证了高层半固体琼脂试管法比固体琼脂平板法更具有良好的厌氧性能，能准确地对酪酸梭状芽孢杆菌进

行活菌计数．通过对发酵培养基中不同碳源、氮源、生长因子进行单因素研究，L9(33)正交实验进一步优化得到最佳培

养基组成为(g/L)：胰蛋白胨 10，葡萄糖 8，酵母膏 4．用此培养基在 37 ℃培养 24 h，活菌数可达 4.1×108 mL–1．培养基中

添加 K2HPO4 5 g/L、MgSO4·7H2O 0.2 g/L、MnSO4 ·H2O 0.2 g/L、CaCO3 1 g/L 培养 32 h 时，酪酸梭状芽孢杆菌芽孢转化

率可达 95%． 
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Optimization of Fermentation Medium for Clostridium butyricum 

QI Wei，HE Yu-hui，LI An-dong，WANG Hai-kuan 

(Key Laboratory of Industrial Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：The high layer semi-solid agar tube method has been studied firstly，which shows that it is more anaerobic and 

accurate than the traditional plate method in counting live bacterium. The optimal fermentation medium for Clostridium bu-

tyricum were obtained by the single factor test and the orthogonal test of carbon source，nitrogen source and growth factors

design，with the composition of tryptone 10 g/L，glucose 8 g/L and yeast extract 4 g/L. After incubating at this condition for 

24 h，the number of viable cells could get to 4.1×108 mL–1. To increase the spore forming rate，some inorganic elements and

microelements should be added into the fermentation medium. The results indicated when there were K2HPO4 5 g/L，

MgSO4·7H2O 0.2 g/L，MnSO4·H2O 0.2 g/L and CaCO3 1 g/L in the medium，the highest spore forming rate reached 95%

after fermentation for 32 h. 

Keywords：Clostridium butyricum；high layer semi-solid agar；feed additives；medium optimization 

 

酪酸梭状芽孢杆菌(Clostridium butyricum)，又名

丁酸梭状芽孢杆菌和宫入菌[1]．人们研究酪酸梭状芽

孢杆菌有 130 多年的历史，现在被越来越多地研制成

饲料添加剂和兽药等[2]．酪酸梭状芽孢杆菌在肠道产

淀粉酶、蛋白酶、维生素 K 和氨基酸等多种酶类和营

养物质，这些活性酶对动物的营养物质的吸收和利用

有促进作用，并且可以提高动物的生产性能[3–4]．酪

酸梭状芽孢杆菌专性厌氧[5]，有着促进有益菌和抑制

有害菌的双重作用，并纠正肠道菌群失调，减少肠道

疾病的产生，起到动物防病的作用[6–7]．因其良好的特

性，从而克服了使用抗生素作为普通饲料添加剂带来

的副作用．酪酸梭状芽孢杆菌内生芽孢，作为饲料添

加剂，避免了在其他益生菌制作和贮存等过程中易受

外界各种物化因素影响而失去活性等的问题[8]，具有

广阔的发展前景，表现出巨大的社会效益和生态效 

益[9]．为此，本文以提高酪酸梭状芽孢杆菌菌体得率

和芽孢转化率为指标，对活菌计数法进行了选择改进

和对发酵培养基各组分进行优化，降低成本，获得有

效且简易的发酵培养基，为进一步实现工业化生产提

供理论依据． 
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1 材料与方法 

1.1 菌种 

酪酸梭状芽孢杆菌(Clostridium butyricum)菌株，

天津科技大学微生物菌种保藏管理中心保藏． 

1.2 培养基 

种子培养基：脑心浸液 37,g/L． 

发酵培养基(g/L)：胰蛋白胨 20，牛肉浸膏 10，酵

母膏 6，葡萄糖 4，K2HPO4 2，KH2PO4 1，MgSO4·7H2O 

0.4，CaCl2 0.2，FeSO4 0.1，盐酸半胱氨酸 0.5，pH 7.2． 

高层半固体琼脂培养基：液体发酵培养基添加

0.3%的琼脂． 

固体平板计数培养基：液体发酵培养基加 2%的

琼脂． 

1.3 培养方法 

种子培养：液体试管深层静置培养，37,℃厌氧培

养 16 h． 

发 酵 培 养 ：5% 的 接 种 量 加 入 发 酵 培 养 基 于

100,mL 平底烧瓶中，37,℃厌氧培养 32,h． 

1.4 检测方法 

1.4.1 活菌数量的测定 

高层半固体琼脂试管计数法 [10] ，用移液管取

1,mL 菌液加到 9,mL 半固体琼脂试管培养基中，振荡

搅匀，不要有气泡，依次进行 10 倍梯度稀释，稀释管

和计数管于同一管，每个稀释度作 3 个平行，37,℃厌

氧培养 36,h． 

固体琼脂平板计数法：取 1,mL 发酵液加入到

9,mL 灭菌的生理盐水中，依次进行 10 倍梯度稀释，

选取 3 个适当的稀释倍数，吸取 1,mL 稀释液注入无

菌培养皿中，倾法加入 15,mL 培养基混匀，每个稀释

度作 3个平行．37,℃厌氧培养 48,h． 

1.4.2 芽孢数量的测定 

取菌液 5,mL 于 80,℃水浴加热 10,min，杀死营

养体细胞，然后进行适当 10 倍梯度稀释，其后操作同

活菌计数法． 

1.5 数据统计分析 

用 SPSS 软件分析所得结果，各组数据均以平均

数±标准差(x±s)表示．进行方差分析和 t检验． 

2 结果与讨论 

2.1 不同活菌计数法对实验结果的影响 

酪酸梭状芽孢杆菌是严格厌氧细菌，在有氧气的

环境下会停止生长．用固体平板培养计数必须具备

严格的厌氧条件，才能确保所测得的数据准确可 

靠[11]．因此，创造无氧的环境来进行活菌计数是必要

的．根据高层半固体琼脂培养基较好的厌氧性能，且

稀释管和计数管于同一管，降低了氧对菌体的毒害，

因此用高层半固体试管法与固体平板法进行了比

较．高层半固体试管法培养 36,h 和固体平板法培养

48,h 后计生长菌落数，并换算出发酵液中的活菌数，

结果见表 1． 

表 1 不同活菌计数法实验结果(n=3) 

Tab.1 Results of different methods for counting live 

bacterium(n=3) 

活菌数/(10
8
 mL

–1) 
组号 

固体平板培养 高层半固体试管培养 

1 1.11±0.60 
a
 4.10±0.13 

b
 

2 1.45±0.48 
a
 3.93±0.16 

b
 

3 1.53±0.41 
a
 4.05±0.15 

b
 

  注：a、b 不同字母之间的差异 P.=.0.05.  

由表 1 可知，固体琼脂平板法计数法与高层半固

体琼脂试管法有显著差异(P＜0.05)．固体琼脂平板

法计数活菌时，每组实验均值较低(最大可达 1.53× 

10
8,mL

–1
)，且标准差值较大．高层半固体琼脂试管法

与之相比，平均值较高(最大可达 4.10×10
8,mL

–1
)，且

每组标准差值较小，能够较准确地反映酪酸梭状芽孢

杆菌的活菌数．所以，本文采用高层半固体琼脂试管

法来测酪酸梭状芽孢杆菌活菌数，既简便快速，又节

约了成本和减少菌体在氧气中暴露的时间． 

2.2 碳源对活菌数量的影响 

以原培养基为基础，分别添加 10,g/L 的葡萄糖、

蔗糖和玉米粉等作为碳源，考察不同碳源对酪酸梭状

芽孢杆菌活菌数的影响，结果如图 1所示． 

 

图 1 碳源对活菌数的影响 

Fig.1 Effect of carbon sources on the growth of Clostrid- 

ium butyricum 

由图 1 可见，以葡萄糖为碳源时，对菌体生长影

响最为明显，最大活菌数可达 3.1×10
8,mL

–1，远远高

于其他碳源，所以选择葡萄糖作为碳源． 
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2.3 氮源对活菌数量的影响 

根据 2.1 的结果，继续分别添加 20,g/L 的胰蛋白

胨、蛋白胨、大豆蛋白胨、酵母膏、牛肉膏以及玉米浆

作为氮源，考察氮源对活菌数的影响，结果见图 2． 

 

图 2 氮源对活菌数的影响 

Fig.2 Effect of nitrogen sources on the growth of Clostrid-

ium butyricum 

由图 2 可知，添加胰蛋白胨时，24 h 活菌数较高，

可达 3.5×10
8 

mL
–1；而添加蛋白胨以及大豆蛋白胨这

些氮源时，活菌数较低；玉米浆虽是速效氮源，但不利

于菌体生长，活菌数最低，仅为 1×10
8
 mL

–1，所以选择

胰蛋白胨作为氮源．目前研究酪酸梭状芽孢杆菌用

的氮源基本是复合氮源，如胰蛋白胨、酵母膏和牛肉

膏 这 3 种氮源的复合 [12] ，相应菌 体 活 菌 数 可达

5.5×10
8 

mL
–1．本研究进行培养基优化，选择胰蛋白胨

作为氮源，减少了复合氮源的成分，降低培养基的成

本，活菌数可达 3.5×10
8
 mL

–1． 

2.4 生长因子对活菌数量的影响 

在上述确定的条件基础上，以葡萄糖为碳源，胰

蛋白胨为氮源，分别选取 0.3%酵母膏、牛肉膏、玉米

浆、牛心浸汁和牛脑浸汁进行酪酸梭状芽孢杆菌生长

因子的选择实验，结果见图 3． 

 

图 3 生长因子对活菌数的影响 

Fig.3 Effect of growth factors on the growth of Clostridiu  

butyricum 

由图 3 可以看出，5 种生长因子的效果基本接

近，其中，牛心浸汁和牛脑浸汁对菌体生长效果较好，

活菌数为 3.8×10
8,mL

–1，但这两种成本较高．而添加

酵母膏时，活菌数为 3.6×10
8,mL

–1．酵母膏中富含丰

富的氨基酸、维生素等活性因子，有利于菌体生长，而

且可以补充菌体发酵中后期的氮源，综合经济成本和

发酵考虑，选用酵母膏作为生长因子． 

2.5 培养基组成正交实验设计和分析
[13]

 

在上述碳源、氮源等单因素研究中，确定了最佳

碳源、氮源和生长因子，但碳氮比和各成分适合的质

量浓度对菌体的生长也有很大的影响．为进一步研

究营养因子间的相关性，选取葡萄糖、酵母膏、胰蛋白

胨进行 L9(3
3
)正交实验，结果见表 2 和表 3． 

表 2 正交实验结果 

Tab.2 Optimization analysis of orthogonal results 

实验号

A 

葡萄糖/ 

(g/L) 

B 

胰蛋白胨/ 

(g/L) 

C 

酵母膏/ 

(g/L) 

活菌数/ 

(108 mL–1) 

1 6 8 3 2.68 

2 6 10 4 2.80 

3 6 12 5 3.45 

4 8 8 4 3.85 

5 8 10 5 4.10 

6 8 12 3 3.60 

7 10 8 5 2.80 

8 10 10 3 3.00 

9 10 12 4 1.75 

k1 2.55 2.59 2.81  

k2 3.43 3.32 2.73  

k3 2.56 2.63 3.00  

R 0.88 0.73 0.28  

表 3 正交实验方差分析 

Tab.3 Variance analysis of orthogonal results 

因素 偏差平方和 自由度 方差 F值 显著性

葡萄糖 1.526 2 0.763 5.45 * 

胰蛋白胨 1.020 2 0.510 3.64 * 

酵母膏 0.124 2 0.620 0.44  

误差 0.28 2    

总和 2.95 8    

  注：F0.25(2,2)= 3． 

极差分析与方差分析结果表明，碳源对活菌数量

影响最为显著，其次是氮源，最后是酵母膏．即胰蛋

白胨 10,g/L、葡萄糖 8,g/L、酵母膏 4,g/L．菌体培养

24,h 活菌数达 4.1×10
8,mL

–1． 

2.6 无机盐对芽孢转化率的影响 

在前述碳、氮源配比的基础上已经可以获得较高

的活菌数．但对芽孢转化率的影响变化不大．调整培

养基中无机盐及微量元素配比可以提高芽孢转化 

率[14–15]，例如，可以向培养基中添加 K
+、Mn

2+、Mg
2+、

Ca
2+等，特别是 Mg

2+能够大大提高芽孢的转化率． 

CaCO3还可以中和发酵液里的酸，起到调节 pH 的作

用．故添加 K2HPO4·3H2O、MgSO4·7H2O、MnSO4·H2O

和 CaCO3 到发酵培养基进行实验，结果见表 4．由表
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4 可知，第 2 组无机盐及微量元素配比最佳，即：

K2HPO4·3H2O,5,g/L 、MgSO4·7H2O 0.2,g/L 、CaCO3 

1,g/L、MnSO4·H2O 0.2,g/L时培养 32,h，其芽孢转化率

可达 95%． 

表 4 添加无机盐培养 32 h时的活菌数及芽孢转化率 

Tab.4 Comparison of cell concentration and spore forming rates for Clostridium butyricum cultured 32 h in various inorganic 

salt concentration 

组别 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

MgSO4·7H2O/(g·L–1) 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3 0.4 0.4 0.4 

MnSO4·H2O/(g·L–1) 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3 

K2HPO4·3H2O/(g·L–1) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

CaCO3/(g·L–1) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

活菌数/108 mL–1 3.70 4.20 4.20 3.90 4.00 4.00 3.80 3.90 3.60 

芽孢转化率/% 83 95 78 80 71 64 52 50 36 

 
 

3 结 论 

通过比较固体琼脂平板法和高层半固体琼脂试

管法测定发酵液中的活菌数的准确性，确认高层半固

体琼脂试管法有良好的厌氧性能(P＜0.05)．采用高

层半固体琼脂试管法进行酪酸梭状芽孢杆菌的活菌

计数，在准确反映活菌数的同时，还有明显缩短培养

时间，减少培养成本等优点． 

通过单因素实验对酪酸梭状芽孢杆菌的发酵培

养基中碳源、氮源、生长因子进行研究，确定最佳碳源

为葡萄糖，氮源为胰蛋白胨，生长因子为酵母膏．采

用正交实验进一步优化，得到合适的配比，即：葡萄糖

8,g/L，胰蛋白胨 10,g/L，酵母膏 4,g/L．此时活菌数可

达 4.1×10
8,mL

–1． 

通过调整添加无机盐和微量元素之间的配比，当

添加 K2HPO4·3H2O 5,g/L、MgSO4·7H2O 0.2,g/L、 

MnSO4·H2O 0.2,g/L、CaCO3 1,g/L时培养 32,h，芽孢转

化率可达 95%．最终优化后发酵培养基配方为：葡萄

糖 8,g/L，胰蛋白胨 10,g/L，酵母膏 4,g/L，K2HPO4 

5,g/L 、MgSO4·7H2O 0.2,g/L 、MnSO4·H2O 0.2,g/L 、

CaCO3,1,g/L．此培养基与其他发酵培养基配方相比，

不但保持了同样的活菌数，提高了芽孢转化率，而且

简化了培养基，降低了发酵成本． 
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