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培养幽门螺旋杆菌的发酵工艺研究"

曾 浩 邹全明 张卫军
（第三军医大学临床微生物教研室 重庆 !$$$84）

摘 要：采用摇瓶微需氧培养技术，模拟发酵条件，探讨不同因素（9:、转速、种子菌接种量）

对幽门螺旋杆菌（!"#$%&’(%)"* +,#&*$，!+）生长的影响，优化工艺参数，并级联放大到 %$; 发酵罐

发酵，经多次实验，建立了稳定的 !+ 发酵工艺，"!< 发酵细菌的最大吸光度 -2$$ 达 8=41，收获

菌体湿重达 #="> ? ;。
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幽门螺旋杆菌（!"#$%&’(%)"* +,#&*$，!+）是定植于人胃粘膜的重要致病菌，与慢性胃炎、

消化性溃疡的发生密切相关［%］，长期、慢性感染可能导致胃癌发生。目前临床的三联治疗

方案存在费用昂贵、耐药菌株不断增多及疗效欠佳等不足。使用 !+ 疫苗将有可能成为

预防、治疗 !+ 所致疾病最有效的方法。疫苗研究往往需要较大量的细菌相关抗原及细

菌的代谢产物用于纯化。通过动物模型可以研究其对机体的免疫原性和保护性。为解决

抗原来源，本实验采用摇瓶培养和发酵技术［" B #］，摸索 !+ 发酵工艺，寻求最佳参数。

! 材料和方法

! "! !+ 菌株

本实验采用的幽门螺旋杆菌 !+"6、!+86、!+81 和 !+C 菌株系由本室分离、鉴定、保

存。

! "# 液体及发酵培养基

本实验中所用的改良布氏肉汤（含环糊精 $ ) "D）、小牛血清（#D）、葡萄糖（$ ) #D）、

复合氨基酸溶液（$ )%#D）及抗生素混合液（$=$%D），由本室自配。

! "$ 仪器

分光光度计（E.+FGHI）、厌氧罐及抽气换气装置（本室自制）、#$$G; 摇瓶、%$; 发酵罐

（E)E/HJI 德国）、恒温摇床（哈尔滨）、电子分析天平（上海）。

! "% 菌体湿重测定

培养完成后，取菌液于 !K离心（# $$$/ ? GLI）"$ GLI，称取离心管中的最终菌体湿重。

! "& 吸光度 - 值测定

取少量培养液震荡混匀，用分光光度计测定 -2$$（布氏肉汤培养基调零）。



! "# 摇瓶微需氧培养

本实验系采用摇瓶微需氧小量液体培养技术摸索工艺参数和制备种子菌。是指在

!""#$ 摇瓶中装 !"#$ % &""#$ 的液体培养基，固定于厌氧罐内，通过气体过滤器连接厌氧

罐进气口和真空泵进行抽气换气，人为地使罐内气体环境达到适宜 !" 生长的微需氧条

件（!’()、*!’+)、&"’,()）置于恒温摇床中 -./振荡培养。

! "$ 最适菌种选择

!" 固体选择培养基在微需氧条件下培养!").、!"-.、!"-0、!"1 2*3，用 2#$ 布氏肉

汤洗涤。分别加入到 !"#$ 布氏肉汤培养基中（45.6 !），转速 )""78#9:，-./微需氧培养，

在 2 % -"3 间（间隔 )3）分别震荡混匀取样 " 62#$，涂片革兰氏染色观察形态并测定 #;""以

确定细菌对数生长期，-"3 后离心收集细菌，称重。

!%& 不同接种量对菌体产量的影响

分别将 &"; <=>8#$、&". <=>8#$、&"* <=>8#$ 和 &"0 <=>8#$ 不同浓度的 !" 菌悬液各 2#$ 接

种于 !"#$ 改良布氏肉汤液体培养基中，微需氧条件下 -./、)""7 ? #9: 振荡培养 2" 3。从

2 3 起，每间隔 2 3 取 &""!$，测定 #;""，确定 !" 菌株的最优接种浓度。

! "’ 不同 () 对不同 !" 菌株液体培养的影晌

配制不同 45 梯度（45;6"、; 6!、.@"、. 6!、*@"、* 6 !）的布氏肉汤 !"#$，以同上方法培养

)2 3，测定各菌株 #;""，以确定各菌液体培养的最适 45。

!%!* 转速对不同 !" 菌株液体培养的影响

配制各菌株最适 45 的布氏肉汤 !"#$，-./微需氧培养条件下，转速分别为 &""、&2"、

&*"、))"、);" 和 -""7 ? #9:，于 )2 3 测定各菌 #;""，比较不同转速对 !" 菌株液体培养的影响。

!%!! 发酵罐级联溶氧控制的分批补料培养

级联控制溶氧（A(）发酵，就是 A( 控制器为主控制器，搅拌与通气控制器为伺服控制

器，设置二者为级联状态，即 A( 控制器的输出直接作用于搅拌与通气控制器的设置点。

!$ 发酵培养基加入 &"$ 发酵罐中［)，-，;］，&)&/高压灭菌 -"#9:，冷却后采用氮气调零、

空气校正溶氧电极。换用混合气体经除菌空气过滤装置通入发酵罐，使 A( 达 -"’，进气

速度 "@- % "@;$8#9:。分别加入种子菌 )""#$、小牛血清 )!"#$、!"’葡萄糖 !"#$、复合氨

基酸溶液 .@!#$ 及 )"#$ 抗生素混合液，补料采用 &"’的葡萄糖，通入 !’() 和 &"’,()

的混合气体于 -./发酵 ) 3，混合气进气速度控制在 ) % 2$ ? #9:，转速 &)" % )!"7 ? #9:，使

A( 维持在 !’ % &"’。) 3 后换用小流量的 +)、,() 人工持续通气（+) B ,() 为 * B &），0!’
() 采用脉冲方式自动供气，整个发酵过程 A( 始终控制在 !’ % &"’。从 2 3 起间隔 ) 3
取样，观察形态和测定 #;""值。

+ 结果

+ "! 不同 !" 菌株液体培养结果

!").、!"-.、!"-0、!"1 菌株的对数生长期各不相同，各菌株不同时期的 #;"" 生长曲

线见图 &。其对数生长期波动在 &* % )2 3，各菌株在 -" 3 后的收获湿菌量见图 )。由图 C、
) 可以看出，!"-. 菌株的对数生长期 &*3 左右，并且最后菌体湿重最大，所以 !"-. 菌株

*"; 微 生 物 学 报 2) 卷



最适于在改良布氏肉汤中生长。

图 ! 不同 !" 菌株的生长曲线

!"#$% &’()*+ ,-’./ (0 1"00/’/2* !" 3*’4"23

图 " 不同 !" 菌株湿菌量

!"#$5 6+/ )/* )"/#+* (0 1"00/’/2* !" 3*’4"23

" #" 不同接种量对菌体产量的影响

当接种浓度为 %78 ,0-9:; 和 %7< ,0-9:; 时，最大菌量分别于 5= + 和 >7 + 后达到，随着

接种浓度的降低，最大菌量所需时间相应推迟，当接种浓度 %7? ,0-9:; 和 %7@ ,0-9:; 时，培

养 >? + 后才达到最大菌量。结果显示，接种 !" 菌液量越大，达到对数生长期和稳定期所

需时间越短，且获取菌量也越大。因此我们确定最佳接种浓度为 %78 ,0- A :;。

" #$ BC 对 !" 菌株生长的影响

在不同 BC 梯度布氏肉汤培养基中接种等量 !" 菌株，微需氧条件培养 5= +。结果显

示，= 株 !" 菌株对不同 BC 值耐受不一，测定的 #?77 值及收获的菌体湿重有较大差异。

BC?D7 E @D7 生长较差，BC@$ F E 8D7 生长最佳，与文献报道的 !" 在布氏肉汤中最适生长

BC 为 8D7 G 7 $F 基本吻合。因此，我们确定 !" 最适生长 BC 值为 @ $F。

" #% 不同转速对 !" 菌株生长的影响

转速的快慢直接影响细菌的生长。转速太慢，气体交换不充分，细菌生长缓慢；转速

太快则由于剪切力作用会造成 !" 菌体的损伤，且增加污染机会；如果放大到发酵罐，又

会出现泡沫过多，从而影响发酵产率。从实验可以看出，转速达 >77’ A :"2 时培养 5= +，#?77

可达 %D?8?，细菌湿重达 7$58#9F7:;，但由于摇瓶在厌氧罐内的固定原因，超过 5F7’9:"2 时，

很易造成摇 瓶 破 裂 和 倾 斜 而 导 致 污 染。557’ A :"2 培 养 5= + 时，#?77 达 %D?>=，密 度 达

%78 ,0- A :;，完全可以满足种子菌制备需要。因此我们确定最佳转速为 557’ A :"2 左右。

" #& 发酵罐中发酵 !"$’ 菌株的生长曲线

结果见图 >。

发酵罐内 !" 菌株生长对数期在 %8 E 58+，发酵至 58+ 菌体出现球形改变及大量裂解

（革兰氏染色证实）导致吸光值急剧下降，通过及时加入补料后，!" 菌株又恢复弯曲状，生

长曲线持平而不下降，仍呈对数生长。

$ 讨论

!" 是一种营养要求很高的细菌，一般培养条件下不能生长。目前，用于临床分离和
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图 ! !"!" 菌在发酵罐中的生长曲线

!"#$% &’( #)*+,’ -.)/( *0 !"%1 2,)3"4 "4 ,’( 0()5(4,*)

纯培养的固体培养已较成熟，但 !" 菌体培养

尤其是大规模发酵培养，仍存在较多问题。本

研究通过摇瓶微需氧条件小量液体培养，筛选

出最适 !" 菌株，并模拟发酵条件，对影响 !"
菌株生长的相关因素（接种量、67、转速）进行

了优化，为大规模培养提供了可靠的工艺参

数。

在 !" 菌株发酵培养中，培养环境的气体

条件是影响 !" 生长的关键因素。由于发酵

罐内培养基量大，增大转速虽可以提高溶氧，

但金属转子高速旋转带来的剪切力，也不同程

度抑制 !" 菌的生长，并且当 !" 达对数生长

期及以后的时间里，细菌快速生长产生的泡沫影响气体的通入和溶氧的维持。同时，提高

转速可促使大量泡沫产生，采用硅酮消泡剂又抑制 !" 的生长。为解决消泡和溶氧问题，

我们采用发酵罐级联溶氧控制的分批补料培养，并通过改变气体通入模式和改变通入气

体成分以及降低转速，既解决了消泡问题，又满足了 !" 生长所需的气体条件。通过摸索

发现，在发酵后期，如通入纯氧，将溶氧提高到 89: ; 8<:，及时加入补料，!" 的生长更

佳。总之，稳定的 !" 发酵工艺的建立使获得大量的 !" 菌体成为可能，为纯化 !" 相关抗

原及 !" 疫苗的研制显示了良好的前景。
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