
2003年 2月 

第 33卷第 1期 

西 北 大学学 报 (自然 科学 版 ) 

Journal of Northwest University(Natural Science Edition) 

Feb．2003 

V01．33 No．1 

盐生盐杆菌 B培养条件的优化研究 
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摘要：利用 Plackett—Burman设计 筛选 出影响盐生盐杆 菌(Halobacterium halobium)B培养条件的 

重要 因素，然后利用正交试验设计对这些重要 因素加以优化。结果表明，盐生盐杆菌 B的最适培养 

条件 为 ：MgSOI·7H2O 20 g／L，酵母膏 10 g／L，KCI 2．5 g／L，FeS04·7H2O 50 mg／L，NaCI 200 g／ 

L，柠檬 酸钠 2 g／L，酪 蛋 白氨 基酸 5 g／L，甘 油 10 g／L，pH6．5，温度 38~C，摇瓶 转速 180 r／min，光 

照培养。 
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Plackett—Burman设 计是 一种 以不完 全平 衡模 

块 (Banlaneed incomplete blocks)为原 理 的实验 设 

计 ，它 能够从众 多 的过程 变量 中快 速有 效地筛 选 出 

最 为 重 要 的 几 个 因 素 ，供 进 一 步 详 细 研 究 用 。 

William[13将其 与随机平衡 实验 、部分 因子 实验相 比 

较 ，认 为 Plackett—Burman设 计 在筛 选 实 验 重 要 因 

子方面最为有效 和准确 。 

正交试验设计 是一种研究 与处 理多 因素 的科学 

方法 。它利用一套规格化 的表格—— 正交表 ，科学合 

理地安排实验 。其特点是 在实验 的全部组合 中 ，仅挑 

选部 分有代 表性 的水平组 合进 行 实验 ，通 过部分 实 

施 了解全 面实 验情况 ，从 中找出较优 的处理组合 。 

盐 生盐杆菌 (Halobacteriura halobium)，在含 高 

盐浓 度 (2．5～5．2 mol／L NaC1)的培养 基 中生长 良 

好 。该菌 的一个 重要特征是其 细胞 膜上含有 细菌视 

紫红质(bacteriorhodopsin，BR)和脂类组成的紫膜 

(purple membrane)。BR 既具 有质 子泵 功能 ，又是 
一 种 比光合 作用更简单 的光 能转换器[z2。因而 ，在光 

学计算机高速开关和光学信息存贮及处理等分子电 

子器件 、光能 电池 、生物芯 片等领域 中具有 广泛的应 

用前景 。目前 ，有关 BR 的报 道多集 中在对 其结构与 

性质 的研究上 ，而 对其 产生 菌 的培养条 件研 究得 较 

少 。盐 生盐杆 菌具 有生 长速 度慢 、生 长周 期长等 缺 

点 ，这极大地限制 了紫膜的产量 。因而 ，如何 加快 其 

生长速度，增加菌体数量 ，以提高紫膜的产量 ，则显 

得极为重要 。影 响盐 生盐杆菌生 长的 因素较多 ，如果 

对这些 因素单 独进行实验 ，则工作 量很 大 ，如果 利用 

正交试验设 计 ，则 易受到研究 因子个数 的限制 ，而且 

有 时由于所 选 的因素也 不太 重要 ，而使研 究 的意义 

不大[33。因而 ，本文 首先 利用 Plackett—Burman设计 

对 所选 的影 响盐 生 盐杆 菌 B生 长 的 因素进 行筛 选 

得 出重 要 因素 ，然后 利用 正交试 验设 计 对这些 重要 

因素进行优化，确定出最适的培养条件。 

l 材料和方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 菌 株 盐 生盐 杆菌 (Halobacterium ha1o- 

bium)CGMCC 1．1959，系产紫膜菌株 。编号 B。 

1．1．2 培养基 斜面种子培养基，液体种子培养以 

及 出发种 子 培养 基 均 采 用 CM[4 培养 基 的改 良配 

方 。其成 分如下 ： 

NaCI 230 g，MgSOI·7H2O 20 g，KCI 2 g，柠檬 

酸 钠 3 g，酪 蛋 白氨 基 酸 7．5 g，FeSO．·7H2O 50 

mg，酵母 膏 1O g，蒸馏水 1 000 mL，pH 6．5，加 2 

的琼脂 。 

1．2 实验方 法 

1．2．1 Plackett—Burman设 计L5 选 取 不 同 的 
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NaCl、酵母 膏 、酪 蛋 白氨基 酸 、柠 檬 酸钠 等 l1个 因 

素采 用 N 一16的 Plaekett—Burman设 计 表 进 行 实 

验 。 

1．2．2 正 交试验 设计 [6] 根 据经 验知 ，NaCl、柠 檬 

酸钠 、酪蛋 白氨基 酸和 甘油 4个 因素 间交互 作用 极 

小 ，故 选用 4因素 3水平 的 厶 (3 )正 交表进行实验 。 

1．2．3 培养方法 将菌种接入液体种子培养基， 

38℃，振 荡培养 120 h，以 1O 的接种 量接入各 三角 

瓶 。每种设 计 中的各 次实验均 同步进 行 。培养 6 d， 

用 721型分光光 度计测量 0D 。值 。 

2 结果与讨论 

2．1 盐生盐杆菌 B的生长特点和评价指标 

盐 生盐杆 菌 在光 照 的条 件下 ，利 用光 能生 长紫 

膜 ，并通 过 BR光 驱动 质子 泵 作用 产 生膜 两侧 电化 

学 势能 来维持 其 生命 活动 。Oesterhet[ ]等人 认 为 ， 

盐 生盐杆菌 的紫膜 是 在对数 生 长后期 、给 以光 照 的 

条件下形成 的 。菌体数量 的多少可通过 测量菌液 的 

0D 。值的大小来确定。因而，如果能在到达对数生 

长期 时增大菌体 数量 ，则 能收获大量 紫膜 。所 以，可 

以通过 测量菌体 数量来间接 预测紫膜产量 。 

2．2 Plaekett—Barman设计初选生长重要因素 

1)选用 N一16的 Plackett—Burman设 计对 l1 

个 因素进行研究 ，另外剩余的 4个 因素(对于 Ⅳ 次 

实 验设 计最多 可 以研究 Ⅳ一1个 因素 )为空项 ，作 为 

误 差分析项 。每个 因素取两个 水平 ：低水 平“一”，常 

为出发培养基组成及 原始培养条 件 ；高水 平“+”，依 

据经验 选取 ，一般不超过低 水平 的 2倍 。实验结果 见 

表 1。各 因素所代 表 的参数 、水平及结 果分析见表 2。 

结果分析参照文献[5]的方法。 

2)由表 2的结果分析 可知 ，可信度大 于 8O 的 

因素为影 响盐生盐杆菌 B生长 的重要 因素 。它们分 

别是 NaCI、柠檬酸钠 、酪蛋 白氨基酸 、甘油 和摇 瓶转 

速 。其他小 于 8O 的因素不是 重要 因素 ，其水平 取 

低水平 ，不做进一步 的研究 。在这 5个重要 因素 中 ， 

NaCI、酪 蛋 白氨 基酸 和 柠檬 酸 钠均 以低水 平 为好 ， 

而 甘 油 和摇 瓶转 速则 以 高 水 平 为 好 ，摇 瓶 转 速 取 

180 r／rain。 

表 1 Plaekett—Barman(N=16)设 计表 和实验结果 

Tab．1 Plaekett~Burmam Design (Ⅳ一 16)and Results 

2．3 正 交试 验设 计结果及 其分 析叫 

1)对 于 Plackett—Burman设 计筛选 的 5个重要 

因素 中 ，除摇 瓶转 速取 180 r／min而不 做进 一 步 的 

研究 外 ，另外 的 4个 重要 因素 ，根据经 验 知 ，各 因素 

间的交互作用极小 ，故采用 。(3 )正交 表进行研究 。 

表头设计 及实验 结果见表 3。由表 3的计算结果 可 

看 出 ：各 因素 的最 优 水平 为 NaCI 200 g／L，柠檬 酸 

钠 2 g／L，酪蛋 白氨基酸 5 g／L，甘油 10 g／L。由此 ， 

初步确定最优 组合为 ：A。B。C D。。 
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注 ：K1，K2，K3分别 是各 水 平 的和 ，R 为极 差 ， 为评价 指 标 的总 和 。 

2)方差分析。由表 4可看出，因素 D(甘油)对 2．4 培养基的优化组合 

盐生 盐 杆 菌 B菌 体 生 长 的影 响极 其 显 著 ，因 素 A 结 合 Plackett—Burman设计 的结果分 析和 正交 

(NaC1)，C(酪蛋 白氨基酸)对盐生盐杆菌 B菌体生 实验设计的结果分析知 ，盐生盐杆菌 B的最优培养 

长影 响显著 ，而 因素 B(柠檬 酸 钠 )对 盐 生 盐杆 菌 B 

菌体生长影 响不显著 。因而 ，在实验 中应 主要考虑甘 

油、NaCl和酪蛋 白氨基 酸等对盐生 盐杆菌 B菌体生 

长 的影 响。 ‘ 

条件 为 ：MgSO ·7H O 20 g／L，酵母膏 10 g／L，KCI 

2．5 g／L，FeSO4·7H2O 50 mg／L，NaCl 200 g／L，柠 

檬酸钠 2 g／L，酪蛋 白氨基 酸 5 g／L，甘油 10 g／L， 

pH 值 6．5，温度 为 38℃ ，摇 瓶转 速 180 r／min，光照 
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培养 。 

2．5 优化组合结果的验证 

将 正 交 实 验 设 计 法 筛 选 出 的 最 优 组 合 

A。B。C。D。，正交实验 设计 中相 对最好 组合 AzB CzD 

第 33卷 

和 出发培 养基 做平行 实验 。接种 量 1O ，在 38℃， 

180 r／mi：a，光照条件下 培养 6 d，分别 测量 oD。。。，结 

果 分 别 ： 0．90，0．87和 0．67。 该 结 果 表 明， 

A。B C。D：为最优组合 。 

表 4 正 交试 验方差分析 表 

Tab．4 Variance analysis table of o：rthogonal test 

注 ；(1)在 计算 过 程 中 ，由于 B 因素 (柠 檬 酸钠 )的极 差 (R—O．080)、均 力 差 (M．s一0．000 6)值 相对 于 因素 A(NaC1)，C(酪 

蛋 白氨 基酸 )和 D(~ II)的 极差 、均方 差很 小 ，故 对 B不 做方 差 分析 ；(2)本实 验 采用 除 效应 很 大 的因 素 A，C，D 值 以外 的部 分 

作 为误差项 ，所以对误差估计便 大，故采用 10％和 5％两个显著水平，判别标准为：Fa>Fo．os，因素影响特别显著，记为 **； 

Fo．1o<Fa<Fo．o5，因素 影响 显 著 ，记 为 ；Fa< Fo．10，影响 不 显著 。 

3 小 结 

本实 验首先 采用 Plackett—Burman设计从 影 响 

盐生 盐杆菌 B菌 体生长 的 11个 因素 中快 速初选 出 

重要 因素 ，舍弃 了次要 因素 ，然后利用正交试验设计 

进 一步确定 和优 化 了这 些重 要 因素 ，获得 满意 的效 

果 ，为该菌 的进一 步研究打下 了基 础 。 
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A study of optimizing culture condition of 

Halobacterius holobi um B 

GUO Ai—lian ，XU Jin—gui ，HOU Xun ，CHEN Feng 

(1．College of Life Sciences，Northwest University，Xi an 710069，China；2．Xi an Insititue of Optics and Precision M echanics， 

Academy Sinica，Xi an 710068，China) 

Abstract：The important fators which affect culture conditions of H alobacterium halobium B were screened 

by Plackett-Burman design．Then by using orthogonal test，these important factors were optimized．Results 

showed that the best culture conditions of Halobacterium halobi,tm B were MgSO4·7H2O，20 g／L；Yeast 

extract，10 g／L；KCI，2．5 g／L；FeSO4·7H2O，50 mg／L；NaCI，200 g／L；tyigodium citrate，2 g／L；casamino 

acid，5 g／L；glycerol，10 g／L；pH，6．5；temperature，38℃ ；shake SFeed，180 r／min and illumination． 

Key words~Plackett-Burmam design；orthogonal test；optimize；Halobacterium halobium B；culture condi— 

tion 
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