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抗灰霉病解淀粉芽孢杆菌的发酵条件优化
王晓辉，王贵鹏，张庆芳，窦少华，迟乃玉*

（大连大学辽宁省海洋微生物工程技术研究中心，辽宁 大连 116622）
摘 要：【目的】研究灰霉病拮抗菌 K1的发酵条件。【方法】以 OD600值为指标采用响应面法对其发酵培养

基、发酵条件进行优化。通过 Plackett-Burman实验确定酵母膏、pH、接种量为其最显著的 3个因素。经过Box-
Behnken 实验和响应面实验得到最优发酵条件。【结果】最优发酵培养基为：淀粉 1%，酵母膏 1.8%，硫酸钾

1.5%。最优发酵条件：pH6.8，接种量为 2.8%，温度 25℃，转速 130 r/min，装液量 100 mL/250 mL。【结论】K1发酵

16 h后的OD600值可达到 1.490，远高于优化前 0.864，明显提高了K1的生长速率。优化后发酵液抑菌直径为 49
mm，高于优化前的 43 mm。
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Optimization of Fermentation Conditions of an Anti-Botrytis cinerea Bacillus

amyloliquefaciens
WANG Xiao-hui, WANG Gui-peng, ZHANG Qing-fang, DOU Shao-hua, CHI Nai-yu*

( Liaoning Center of Marine Microbial Engineering and Technology, Dalian University, Dalian 116622, China)
Abstract：[Objective] Research on the fermentation conditions to K1, the antagonistic bacteria inhibiting

Botrytis cinerea. [Methods] Fermentation medium and fermentation conditions were optimized in OD600 index using
response surface methodology. By the Plackett-Burman experiment the most significant three factors were yeast ex⁃
tract, pH, inoculum. After Box-Behnken experiment and response surface methodology, the optimum fermentation
was determined. [Results] The optimum fermentation medium was 1% starch, 1.8% yeast extract, 1.5% K2SO4. The
optimal fermentation conditions were as follow: pH 6.8, inoculation amount 2.8%, temperature 25 ℃, rotation speed
130 r/min, liquid volume of 100 mL/250 mL. [Conclusion] The OD600 of K1 was 1.490 after 16 h fermentation. It was
much higher than 0.864, the OD600 before optimization. The grow rate of K1 was increased significantly. Inhibition
zone diameter was 49 mm. It was higher than 43mm, the inhibition zone diameter before optimization.
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番茄灰霉病（Botrytis cinerea）是由真菌灰葡

萄孢菌侵染所致，该霉菌菌丝粗大，孢子密集，农

作物染病后，病部呈现灰褐色 [1]。灰霉病是一种

世界性的农业病害，每年造成严重的经济损失。

目前，抗灰霉病药物主要是化学农药，带来环境

污染的同时，随灰霉病菌抗药性的增加，抑菌效

果逐年下降 [2]。生物农药具有高效、低毒的特性，

且因生物农药往往是多种抑菌物质同时作用，抑
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菌效果好，致病菌不产生抗药性，因此引起了广

泛的关注。目前关于灰霉病拮抗菌的研究主要

有田间防治 [3-4]，发酵条件优化 [5-6]，拮抗菌株的定

殖 [7-8]，拮抗菌代谢产物分析 [9]等。因灰霉菌菌丝

可在 2℃的低温环境生长 [10]，且致病机理十分复

杂，病原菌可产生降解酶、真菌毒素等 [11]。破坏植

物的超微结构，并发生病理变化。而生防菌株可产

生多种抑菌代谢产物抑制菌丝生长和孢子萌发[12]，

同时空间上发挥营养上的竞争作用 [13]，从而达到

良好的抑菌效果。目前研究较多的木霉菌(Trich⁃
oderma spp.)是一种有效的拮抗真菌 [14-15]，对多种植

物病原真菌都有防治作用。而研究较多的生防细

菌主要有芽孢杆菌 (Bacillus spp.)、土壤放射杆菌
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(Agrobacterium radiobacter)、假单胞杆菌 (Pseudomo⁃
nas spp.)等 [16]。其中与枯草芽孢杆菌亲缘较近的

解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus amyloliquefacien)得到广

泛的重视。

实验室筛选得到的抗灰霉病解淀粉芽孢杆菌

K1有较好的抑菌效果。利用Plackett-Burman (PB)
法对菌株K1的发酵条件进行优化。将所选出的因

素以响应面法建立数学模型，能有效地优化响应因

子，提高发酵效率，为后续生产提供重要的实验依

据，也为该菌株的进一步应用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌株及培养基

菌株：拮抗菌 K1（Bacillus amyloliquefacien），

灰霉病菌(Botrytis cinerea)。
斜面保藏培养基：20 g 马铃薯；2 g 葡萄糖；

100 mL水；pH自然。种子培养基：0.3 g牛肉膏；1
g蛋白胨；0.5 gNaCl；pH 7.0；100 mL蒸馏水。初始

发酵培养基：1 g葡萄糖；1 g蛋白胨；1 g NaCl；pH
7.0；100 mL蒸馏水。

1.2 菌株的分子生物学鉴定

采用酚氯仿抽提法提取拮抗菌 K1 的 DNA。

以 16 SrDNA 引物进行 PCR 扩增。Forward primer
P1（5′-CAGAGTTTGATCCTGGT-3′）；Reverse prim⁃
er P2（5′- AGGAGGTGATCCAGCCGCA- 3′）进 行

PCR 扩 增 [16]。 扩 增 反 应 体 系 Ex Taq（5U/μL）
0.25μL，Buffer5.0μL，dNTP mixture 5.0μL，Forward
primer 0.5μL，Reverse primer 0.5μL，补加 ddH2O 到

50 μL。扩增程序为：94 ℃预变性 5 min；94℃变性

1 min，55 ℃复性 1 min，72 ℃延伸 1.5 min，30个

循环；72℃延伸 5 min。PCR产物测序，NCBI进行

BLAST比对，并以MEGA5软件进行系统发育树的

构建。

1.3 单因素法优化

将斜面保藏的菌株K1活化后，接种于种子培

养基中。以 1%（V/V）的接种量将对数期的种子

培养基接种于 100 mL 的初始发酵培养基中，于

30℃，130 r/min下摇床培养 16 h。从中取 3 mL测

OD600。以相同的未接种的发酵培养基调零。

通过单因素法分别确定最适碳源及碳源浓

度，最适氮源及氮源浓度，最适无机盐及无机盐

浓度。进而初步确定发酵培养基。

将菌株K1接种于初步确定的发酵培养基上，

以单因素法优化温度、pH、转速、装液量、接种

量。初步确定发酵条件。根据单因素实验结果选

6个因素进行 PB实验。

1.4 发酵条件的实验设计

1.4.1 发酵条件 Plackett-Burman（PB）设计

以表 1 设计 Plackett-Burman（PB）实验，以发

酵液的 OD600值作为指标，通过Minitab软件设计 6
因素两水平的 N=12 次的 Plackett-Burman 实验设

计。并根据显著性分析结果，设计最陡爬坡实

验。

1.4.2 中心组合实验设计

根据 Box-Behnken中心组合设计原理和 PB结

果、最陡爬坡试验的结果确定 3个重要因素，完成

三因素，三水平的N=15的响应面实验设计。

表 1 Plackett-Burman（PB）实验设计的因素和水平

因素

-1
+1

A
淀粉（%）

1.0
1.5

B
酵母膏（%）

1.0
1.5

C
硫酸钾（%）

1.0
1.5

D
温度（℃）

25
30

E
pH
5
6

F
接种量（%）

1
2

1.5 抑菌实验

用优化前后的发酵培养基做抑菌实验。用打

孔器在 PDA培养基中心打洞，将孢子悬液均匀涂

布到培养基上，并将 0.1 mL待测发酵液滴加到洞

内，27℃培养 96 h，测其抑菌直径。抑菌直径=（最

大直径+最小直径）/2。
2 结果与分析

2.1 菌株鉴定

实验室于土壤中筛选一株灰霉病拮抗菌K1，对灰

霉病有较强的抑菌效果。抑菌直径在40mm以上。经

16S rDNA鉴定拮抗菌K1为解淀粉芽孢杆菌（Bacillus

amyloliquefacien）。将其命名为Bacillus K1。
2.2 单因素实验结果

通过单因素实验，得出最优发酵培养基为：淀

粉 1%、酵母膏 1%、硫酸钾 1.5%。最优发酵条件：

pH 6.0、接种量为 2%、温度 25℃、转速 130 r/min，
装液量 100 mL/250 mL。
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图 1 菌株K1的 16Sr DNA进化树
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图 2 拮抗菌K1的最适碳源
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图 3 拮抗菌K1的最适氮源
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图 4 拮抗菌K1的最适无机盐
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2.3 PB实验设计筛选显著性影响因素

在单因素实验基础上选择对发酵结果影响明

显的 6个因素，进行 N=12次的 Plackett-Burman实

验设计。PB实验设计如表 2，筛选出 3个影响较
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图 5 拮抗菌K1的最适发酵条件

表 2 Plackett-Burman(PB)实验设计与响应值表

代码

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

注：表中的数据为平均值±标准差

A
+1
-1
+1
+1
-1
-1
+1
-1
-1
+1
-1
+1

B
-1
+1
-1
+1
+1
+1
+1
-1
-1
+1
-1
-1

C
-1
+1
+1
+1
+1
-1
-1
-1
+1
-1
-1
+1

D
-1
+1
+1
-1
-1
-1
+1
+1
+1
+1
-1
-1

E
+1
-1
-1
+1
+1
-1
+1
+1
+1
-1
-1
-1

F
+1
+1
+1
+1
-1
+1
-1
+1
-1
-1
-1
-1

OD600

1.391±0.029
1.402±0.032
1.381±0.023
1.451±0.017
1.423±0.022
1.427±0.028
1.437±0.017
1.415±0.034
1.359±0.058
1.374±0.026
1.307±0.019
1.336±0.021

表 3 Plackett-Burman实验设计的各因素水平及显著性分析

代码

A
B
C
D
E
F

因素

淀粉(m/V)
酵母膏浓度(m/V)

K2SO4(m/V)
温度

pH
接种量(V/V)

-1
1.0%
1.0%
1.0%
25℃
5
1%

+1
1.5%
1.5%
1.5%
30℃
6
2%

t值
0.60
5.25
0.02
0.53
4.02
3.73

Prob>t
0.576
0.003
0.988
0.617
0.010
0.014

显著性

4
1
6
5
2
3
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2.5 响应面实验设计

2.5.1 BB（Box-Behnken）中心组合实验设计

以最陡爬坡实验的结果为中心点，由 Plack⁃
ett-Burman实验确定的 3个显著性因素进行 Box-
Behnken 实验的中心组合设计。每个因素设置 3
个水平，即N=15组实验。如表 5，表 6。每组实验

进行 3次重复，结果取 3次实验的平均值。

2.5.2 二次回归拟合与方差分析

根据 Minitab 软件对试验结果分析得二次回

归方程：

Y=1.4803+0.0096X1+0.0169X2+0.0135X3-
0.0160X12-0.0235X22-0.0098X32+0.0168X1X2+
0.0000X1X3+0.0010X2X3

回归方程中，响应值 Y 为拮抗菌发酵液的

OD600 值；变量 X1 为酵母膏，X2 为 pH，X3 为接种

量。对方程进行方差分析（表 7）。

根据响应面方差分析结果，模型失拟项

大的因素。Minitab显著性分析结果如表 3。
2.4 最陡爬坡实验

根据 Plackett-Burman 实验得出：酵母膏、pH、

接种量为影响发酵的最显著的 3 个因素，根据

Minitab设计最陡爬坡实验如表 4。寻找最大响应

值及最佳因子组。酵母膏浓度为 1.7%(m/V)，pH
为 6.5，接种量为 2.5%(V/V)时为最佳因子组，以最

佳因子组作BB实验的中心点。

表 4 最陡爬坡实验设计及实验结果

代码

1
2
3
4

酵母膏

1.5
1.7
1.9
2.1

pH
6.0
6.5
7.0
7.5

接种量

2.0%
2.5%
3.0%
3.5%

OD600

1.280±0.040
1.342±0.024
1.151±0.012
0.895±0.026

表 5 因素水平设计代码表

因素

X1 酵母膏浓度(m/V)
X2 pH
X3 接种量(V/V)

-1
1.5%
6.0
2.0%

0
1.7%
6.5
2.5%

+1
1.9 %
7.0
3.0%

表 7 回归方程的方差分析

方差来源

回归

线性

方差

交互作用

剩余误差

模型失拟

模型失拟

总计

自由度

9
3
3
3
5
3
2
14

调节平方和

0.008 583
0.004 477
0.002 980
0.001 126
0.000 347
0.000 334
0.000 013
0.008 930

调节均方

0.000 954
0.001 492
0.000 993
0.000 375
0.000 069
0.000 111
0.000 006

F 值

13.75
21.51
14.31
5.41

17.59

P 值

0.005
0.003
0.007
0.050

0.054

表 6 Box-Behnken实验设计与结果

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

注：表中数据为 平均值±标准差

X1

-
-
+
-
0
0
0
0
+
-
+
0
0
0
+

X2

0
-
0
+
0
+
+
-
-
0
0
0
-
0
+

X3

-
0
-
0
0
-
+
+
0
+
+
0
-
0
0

OD600

1.432±0.027
1.425±0.030
1.452±0.038
1.438±0.021
1.480±0.019
1.442±0.018
1.473±0.018
1.450±0.022
1.410±0.026
1.457±0.028
1.477±0.017
1.483±0.031
1.423±0.025
1.478±0.021
1.490±0.038



76 吉 林 农 业 科 学 40卷
（Lack of Fit）：0.054，模型失拟项不显著，说明模

型选择比较合适。回归系数 R2=96.12%>90%，说

明模型相关度很好。

2.5.3 响应面分析

根据响应面分析数据，绘出响应面及其等高

线图，反映出酵母膏、pH、接种量之间的交互影

响。图 6，图 7，图 8分别显示了以 OD600值为响应

值的趋势图，等高线图可直观反应两变量间的交

互影响。响应面分析最高的 OD600值为 1.493。而

优化前，K1在初始发酵培养基中发酵 16 h后，所

得发酵液的 OD600值仅为 0.864。优化后菌株生长

速率远高于优化前。

 

 

图 6 酵母膏(X1)与 pH(X2)交互影响的曲面图和等值线图

 

 

图 7 酵母膏(X1)与接种量(X3)交互影响的曲面图和等值线图

 

 

图 8 pH(X2)与接种量(X3)交互影响的曲面图和等值线图

2.6 优化前后抑菌效果

优化后的抑菌效果如图 9B，抑菌直径达到

49 mm，远高于优化前的 43 mm（图 9A）。
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3 结论与讨论
番茄灰霉菌菌丝粗大，孢子在较低温度下便

可以萌发，使农作物染病，造成严重的经济损

失。实验室于土壤中筛选出一株抗灰霉病拮抗

菌，16S rDNA鉴定为解淀粉芽孢杆菌。解淀粉芽

孢杆菌 K1具有很强的抑菌效果。对灰霉病的抑

菌直径 40 mm以上。在以往的报道中，拮抗菌发

酵条件的研究往往以抑菌圈直径作为指标。但在

实验前期工作发现，条件优化各实验组之间抑菌

直径相差不明显，故采用OD600值为指标。

本实验利用 Box-Behnken 模型对解淀粉芽

孢杆菌发酵条件进行优化，方差分析表明模型拟

合度良好。得出最优发酵培养基为淀粉 1%，酵母

膏 1.8%，硫酸钾 1.5%。最优发酵条件 pH6.8，接种

量为 2.8%，温度 25℃，转速 130 r/min，装液量 100
mL/250 mL。通过响应面法对发酵条件进行优

化，即提高菌株K1生长速率，又增强了抑菌效果，

并建立解淀粉芽孢杆菌发酵条件的数学模型，对

拮抗菌的防病研究有重要意义。为进一步扩大生

产提供实验依据。

与枯草芽孢杆菌亲缘性较近的解淀粉芽孢杆

菌（Bacillus amyloliquefaciens）抑菌广谱性强，对炭

疽病（Anthracnose）[17]、灰霉病(Botrytis cinerea)[18]、青
霉病 (Penicillium italicum) [19]、梨轮纹病（Physalospo⁃

ra piricola）[20]等都有抑制作用，早已得到广泛的重

视。2010 年邓建良分离得到的解淀粉芽孢杆菌

YN-1对灰霉病等多种真菌病害都有抑制效果 [21]。

全鑫等研究拮抗菌 YB-81 对灰霉病菌抑制率达

80.5%，且具有良好的广谱性 [22]。2009 年，Sharma
R等研究的解淀粉芽孢杆菌对蔬菜和水果有良好

的抑菌效果，已经进行了半商业化的实验，有的

拮抗菌已经制成商品投放市场 [23]。
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图 9 优化前后抑菌效果

注：A:优化前抑菌效果；B优化后抑菌效果


