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解淀粉芽孢杆菌 15-1-1的摇瓶发酵条件优化
张 雷，赵长山*，何付丽

（东北农业大学农学院，哈尔滨 150030）
摘 要：探讨解淀粉芽孢杆菌 15-1-1菌株液体发酵条件，为提高其活性次级代谢产物的产量提供支持。

通过单因素试验和正交试验，对该菌株的最适发酵培养基成分及发酵条件进行优化，结果表明：15-1-1菌株培

养基各组分的最佳配比为：葡萄糖 2.0%、蛋白胨 0.5%、酵母浸膏 1.0%、氯化钠 0.5%。最佳发酵培养条件为：初

始 pH值 7.0，培养温度 32℃，培养时间 36 h，250 mL三角瓶通气量 40 mL，接种量体积分数 5%。
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Optimization of Fermentation Conditions for the Antagonistic Bacillus

amyloliquefacien 15-1-1 Strain
ZHANG Lei, ZHAO Chang-shan*, HE Fu-li

( College of Agronomy, Northeast Agricultural University, 150030, China)
Abstract：The research was to investigate the best conditions for liquid fermentation of Bacillus amyloliquefa⁃

cien 15-1-1 strain and increase the antagonistic substance productivity of strain 15-1-1. The single factor experi⁃
ments and orthogonal experiments were adopted to optimize the liquid fermentation medium and conditions. The re⁃
sults showed that optimum medium formula was glucose 2.0%, peptone 0.5%, yeast extract 1.0%, NaCl 0.5%. The
optimal fermentation conditionals were as follows: initial pH value of medium 7.0, fermentation temperature 32℃,
5% inoculation volume, 40mL ventilation, cultured in 250mL flask for 36 h.

Keywords：Bacillus amyloliquefacien; Single factor experiment; Orthogonal experiment; Optimization of fer⁃
mentation conditions

解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefacien）是

一种与枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）亲缘性很

高的细菌，具有广泛的抑制真菌和细菌的活性，

因此，许多研究人员在菌株分离筛选和发酵条件

的优化方面作了大量的研究，通过提高发酵水平

为活性产物的分离提取及结构鉴定等研究提供基

础 [1-2]。本文对 1株新发现的辣椒根腐病生防细菌

15-1-1的摇瓶发酵条件进行优化，以提高菌株的

抗菌物质产量，为抗菌物质的分离、纯化与结构

鉴定奠定基础。

1 材料与方法
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1.1 材料

腐皮镰孢菌（Fungi Imperficti）由东北农业大

学病理学实验室提供。解淀粉芽孢杆菌 15-1-1
由本实验室于黑龙江辣椒根际土壤中分离筛选得

到 ，对 辣 椒 根 腐 病 室 内 盆 栽 试 验 的 防 效 达

70.86%。

1.2 种子液及发酵滤液的制备

菌株活化后接于 100 mL NA 液体培养基中，

28℃，150 r/min，摇床振荡培养 24 h 即为种子菌

液。发酵液于 10 000 r/min离心 20 min，上清液经

0.22μm微孔滤膜过滤，即可得到含有抑菌活性物

质的无菌发酵滤液 [3]。

1.3 含菌量与吸光度相关性的测定

将种子液按 10倍稀释梯度依次稀释成 8个浓

度，并用血球计数板测定每个梯度细菌的数量，

计数时用美蓝染色法区别死菌与活菌。以同等稀

释倍数的 NA 培养基为对照，检测各稀释液的
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OD600值，以发酵液活菌数为纵坐标，吸光度值为

横坐标，建立标准曲线 [3-4]。

1.4 抑菌活性检测

利用混毒介质法 [5]测定抑菌活性。将病原菌

的菌饼接种在含无菌发酵滤液 200μL 和 20 mL
PDA的培养基中间，以加无菌水 PDA培养基为对

照，重复 3次。28℃培养 4 d，测量菌圈的直径，并

计算抑菌直径。抑菌圈直径（mm）=空白对照

菌落直径（mm）-处理菌落直径（mm）。

1.5 发酵培养基成分优化

1.5.1 单因素试验

（1）碳源：在 NA培养液中，分别以 1%的葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、可溶性淀粉、糊精、甘油、

玉米淀粉取代培养液中的碳源；（2）氮源：分别以

1%的蛋白胨、胰蛋白胨、牛肉膏、酵母粉、酵母浸

膏、尿素、硫酸铵、硝酸铵、氯化铵和硝酸钾取代

培养液中的氮源；（3）无机盐：在 NA 培养液中分

别添加 0.5%的氯化钠、硫酸锰、乙酸钠、磷酸氢二

钾、碳酸钙、硫酸铜、硫酸锌，以不添加无机盐的

培养基作为对照。培养条件：接种量 10%，装液量

50 mL，28℃，150 r/min，摇床振荡培养 48 h。每

处理 3次重复 [3,6]。

1.5.2 多因素正交试验

以单因素试验筛选出的最佳碳源、氮源、无机

盐为变异因素，采用 L16（45）试验正交表进行培养

基优化试验，从中选出菌株发酵液的最佳培养基

配比。

1.5.3 菌株发酵条件的优化

对 15-1-1 菌株发酵温度、通气量、初始 pH
值、时间及接种量等发酵条件进行优化。温度：

20，24，28，32，36，40℃。通气量：20，40，80，100
mL。初始 pH 值：3.0，4.0，5.0，6.0，7.0，8.0，9.0，
10.0，11.0，12.0；发酵时间：12，18，24，36，48，60，
72，84，96，108 h。接种量：1%，3%，5%，7%，

10%，13%。每处理 3次重复 [7-8]。

2 结果与分析

2.1 菌量与吸光度值的相关性关系

以发酵液活菌数为纵坐标，吸光度值为横坐

标，建立标准曲线。15-1-1菌株发酵液活菌数与

OD600 呈良好的线性相关，故可用液体培养基的

OD600 来 计 算 活 菌 量 ，标 准 曲 线 为 y=0.7813 +
15.1972x，R2=0.9861。
2.2 碳源、氮源及无机盐的筛选

以蛋白胨为固定氮源，选择不同碳源培养

15-1-1菌株。结果表明（图 1），不同碳源的发酵

滤液均具有抑菌活性。可溶性淀粉、糊精和玉米

粉对菌株抑菌活性影响较小，说明菌株利用复合

碳源的能力较差。甘油的产菌量最低而且发酵液

几乎没有活性，说明甘油不能作为菌株的碳源。

以葡萄糖为碳源的发酵液抑菌圈直径及活菌量均

达到最大值 18.0 mm和 8.07×108 cfu·mL-1，效果明

显优于其它碳源，因此选择葡萄糖为 15-1-1菌株

的最佳碳源。

以葡萄糖为固定碳源，选择不同的氮源培养

15-1-1菌株，结果表明（图 2）：不同氮源对菌株产

生抑菌活性物质具有显著影响。以尿素为氮源的

培养基中，菌株生长量最小且基本无抑菌活性，

说明菌株不能利用尿素。以硝酸钾、氯化铵和硝

酸铵为氮源的培养基中，菌株生长量虽不大，但

菌株的发酵滤液活性较强，可见菌株不能有效利

用无机氮源，可以很好的利用有机氮源。以酵母

浸膏为氮源的培养基中产菌量最高，为 8.13×108

cfu·mL-1，其抑菌圈直径略低于蛋白胨；以蛋白胨

为氮源的培养基中，菌株生长量虽略低，但菌株

的发酵滤液抑菌活性最强，抑菌圈直径为 19.5
mm。因此，选择蛋白胨和酵母浸膏作为发酵培养

的复合氮源。

由图 3可见，不同无机盐对 15-1-1菌株活菌

数和抑菌作用的影响不同。氯化钠能显著提高菌
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图 1 不同碳源对 15-1-1菌株的

活菌量和抑菌活性的影响

图 2 不同氮源对 15-1-1菌株的

活菌量和抑菌活性的影响

图 3 不同无机盐对 15-1-1菌株的

活菌量和抑菌活性的影响
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株产菌量和抑菌活性物质的产生，抑菌圈直径比

对照大 4.8mm；碳酸钙和硫酸锰对抑菌物质的产

生无显著影响；硫酸铜和硫酸锌的菌株产量明显

低于对照，且抑菌效果也低于对照，可见硫酸铜

和硫酸锌显著抑制菌株抑菌活性物质的产生。因

此选用氯化钠作为无机盐。

2.3 正交试验

根据以上单因素试验对 15-1-1 菌株发酵的

影响选定培养基成分，选用 L16（45）正交表设计 5
因素 4水平正交试验，以无菌发酵滤液的抑菌活

性为指标，确定培养基中各组分的最佳用量。结

果表明最佳配比为：葡萄糖 2.0%、蛋白胨 0.5%、酵

母浸膏 1.0%、氯化钠 0.5%。

表1 L16（45）正交试验结果

处理

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
K1
K2
K3
K4
k1
k2
k3
k4
Ri

主次序

优水平

葡萄糖（%）A
10（0.5%）

1（0.5%）

1（0.5%）

1（0.5%）

2（1%）

2（1%）

2（1%）

2（1%）

3（2%）

3（2%）

3（2%）

3（2%）

4（3%）

4（3%）

4（3%）

4（3%）

45.77
66.07
71.57
60.47
11.44
16.52
17.89
15.12
6.45

A>C>B>D
A3B2C3D2

蛋白胨（%）B
1（0.3%）

2（0.5%）

3（1%）

4（2%）

1（0.3%）

2（0.5%）

3（1%）

4（2%）

1（0.3%）

2（0.5%）

3（1%）

4（2%）

1（0.3%）

2（0.5%）

3（1%）

4（2%）

61.50
62.33
58.43
61.60
15.38
15.58
14.61
15.40
0.97

酵母浸膏（%）C
1（0.3%）

2（0.5%）

3（1%）

4（2%）

2（0.5%）

1（0.3%）

4（2%）

3（1%）

3（1%）

4（2%）

1（0.3%）

2（0.5%）

4（2%）

3（1%）

2（0.5%）

1（0.3%）

56.03
61.17
63.70
62.97
14.01
15.29
15.93
15.74
1.92

NaCl（%）D
1（0.3%）

2（0.5%）

3（1%）

4（2%）

3（1%）

4（2%）

1（0.3%）

2（0.5%）

4（2%）

3（1%）

2（0.5%）

1（0.3%）

2（0.5%）

1（0.3%）

4（2%）

3（1%）

59.57
62.83
61.33
60.13
14.89
15.71
15.33
15.03
0.82

空列 E
1
2
3
4
4
3
2
1
2
1
4
3
3
4
1
2

抑菌圈直径（mm）
10.50
11.50
12.17
11.60
16.50
16.00
15.23
18.33
17.70
19.33
16.20
18.33
16.80
15.50
14.83
13.33

2.4 15-1-1菌株发酵条件优化

从图 4可以看出，不同培养温度对 15-1-1菌

株的活菌量和抑菌活性都有很大影响，在 20～
32℃温度范围内，菌株产量和抑菌活性随着温度

的提高而提高。当培养温度达到 32℃时，15-1-1

菌株的产量和抑菌活性均达到最大值，菌株生长

量为 8.53×108 cfu·mL-1，抑菌圈直径达 25.3 mm。

随温度继续升高，菌株产量和抑菌活性开始下

降，说明温度偏高不利于 15-1-1菌株的生长，也

不利于抑菌活性物质的产生。因此，选用 32℃作
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为 15-1-1菌株最佳发酵温度。

由图 5可见，当 pH值为 7.0时，15-1-1菌株生

长量和抑菌活性物质活性达到最大值，活菌量达

8.66×108cfu·mL-1，抑菌圈直径达 25.2 mm，说明弱

酸性和中性环境适宜菌株生长及抑菌活性物质的

产生。因此，选择 pH7.0为最佳初始 pH。

由图 6可见，接种量在 1%～7%范围内 15-1-
1菌株所产生的抑菌活性物质均具有较高活性，

且不存在显著差异。当接种量为 5%时菌株产量

和产抗菌物质能力达最大值，当接种量大于 5%时

产菌量随接种量的增大而减小，引起的原因可能

是由于接种量增大而过度消耗培养基的营养成

分。因此，选用 5%接菌量。

由图 7 可见，当通气量为 40 mL 时菌体活菌

量最高，达 8.26×108cfu·mL-1，抑菌活性物质的抑

菌圈直径最大达 25.3 mm。当通气量达到 60 mL
时，活菌量有所下降，说明 15-1-1菌株生长对通

气量有一定的要求，装液量过少或过大，都不利

于菌株的发酵。当通气量在 20～60 mL之间时，

抑菌活性无显著性差异，但由于在温室和田间试

验中，活菌的浓度越高越有利于菌株在植物上的

定殖，而增强防治的效果。因此，宜选用 40 mL
为最佳通气量。

由图 8可见，在 12～36 h，随着培养时间的增

加，培养基中的活菌量也逐步增加，36 h时活菌

量达最大值；在 36～60 h，随着培养时间的延长，

生长量呈一定的下降趋势；在 60～72 h，生长量

增加；在 72～96 h，活菌数再次下降；在 96～108
h，生长量再次增加，符合细菌的生长周期规律。

无菌发酵滤液抑菌活性测定结果表明，36～60 h
内抑菌圈直径最大，彼此间不存在显著差异，抑

菌物质产量在 48 h达最大，比菌株生长高峰期略

晚。随着培养时间的延长，抑菌物质活性也有所

降低，这可能是由于培养过程中有其他抑制活性

菌的物质产生。综合以上结果，以 36 h为 15-1-1
菌株最佳发酵时间。

3 结 论

本试验通过单因素试验和正交试验，对菌株

15-1-1 发酵培养基成分及发酵条件进行优化。

确定其最佳发酵培养基配方和发酵培养条件为：

葡萄糖 2.0%、蛋白胨 0.5%、酵母浸膏 1.0%、氯化

钠 0.5%；初始 pH值 7.0，培养温度 32℃，培养时间

36 h，250 mL三角瓶通气量 40 mL，接种量体积分

数 5%。本试验通过对 15-1-1菌株发酵条件的系

统研究，提高了 15-1-1菌株产生抗菌活性物质的

能力，为其后续研究奠定基础。实验表明在不同

的培养条件下菌株生长量与抑菌活性的变化也不
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图 4 不同温度对 15-1-1菌株的
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图 5 不同 pH对 15-1-1菌株的

活菌量和抑菌活性的影响

图 6 不同接种量对 15-1-1菌株的

活菌量和抑菌活性的影响
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图 7 不同通气量对 15-1-1菌株的活菌量

和抑菌活性的影响

图 6 不同培养时间对 15-1-1菌株的活菌量

和抑菌活性的影响
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完全一致，说明微生物合成次级代谢产物是一个

复杂多相的过程。
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（上接第 70 页）WP差异显著，40%丙环唑ME与 30%
醚菌酯 SC、43%戊唑醇 SC、25%烯唑醇 EC、25%三

唑酮WP差异显著，30%醚菌酯 SC、43%戊唑醇 SC
与 25%烯唑醇 EC、25%三唑酮WP差异显著，25%
烯唑醇 EC差异显著好于 25%三唑酮WP。40%氟

硅唑 EC 与 10%苯醚甲环唑 WDG 间、30%醚菌酯

SC与 43%戊唑醇 SC间差异不显著。

杀菌剂对油梨溃疡病抑制效果及毒力测定尚

未有研究报道，室内毒力测定试验只为油梨溃疡

病防治提供参考依据。油梨溃疡病的绿色防控是

一项系统工程，在油梨植株上的防治效果是否与

试验结果一致，有待试验研究。
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