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摘 要：以对马铃薯黑痣病菌具有拮抗效果的解淀粉芽胞杆菌Z17-2为供试生防菌，采用单因素和正交试验相结合的方法对

培养基及培养条件进行优化。结果表明最优培养基成分为：麦芽糖 20 g/L，豆饼粉 10 g/L，NaCl 1 g/L，CaCl2 1 g/L，MgSO4·7H2O
1 g/L；最优培养条件为：接种量 2%，装液量 50 mL/250 mL，初始 pH 6.0，温度 35 ℃，摇床转速 220 r/min。在最优培养条件

下，Z17-2培养 30 h后达到稳定期，发酵液OD值达到 1.591，较未优化前提高 120%，抑菌活性提高 43.8%。
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Abstract：Taking Bacillus amyloliquefaciens Z17-2, which has antagonistic effect on potato black scurf, as a test or⁃
ganism. The medium and culture conditions were optimized by single factor and orthogonal test. The results showed
that the optimal medium composition was as follows: maltose 20 g/L, soybean meal 10 g/L, NaCl 1 g/L, CaCl2 1 g/L,
MgSO4 · 7H2O 1 g/L. The optimal culture conditions were as follows: inoculation amount of 2% , liquid loading
amount of 50 mL/250 mL, initial pH 6.0, temperature of 35 ℃, shaking speed of 220 r/min. Under the optimal cul⁃
ture conditions, Z17-2 reached the stable stage after 30 h culture, and the OD value of fermentation broth reached
1.591, which was 120% higher than that before optimization, and the antibacterial activity increased by 43.8%.
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马铃薯黑痣病是马铃薯生产上主要的土传病

害之一，主要致病菌是立枯丝核菌（Rhizoctonia so⁃
lani Kühn），黑痣病的发生严重影响马铃薯的经济

价值 [1-2]。目前对马铃薯黑痣病的防治主要是应

用化学药剂进行种薯药剂消毒和药剂处理土壤

等 [3]。然而，多年来高毒农药的使用导致该病原

菌产生严重的抗药性，同时造成农药残留和环境

污染，直接危害人类的健康 [4]。近年来，研究者致

力于寻找具有对环境友好、无污染、见效快等优

点的防治方法。因此，有机改良剂 [5]、植物源农

药 [6]和生防微生物 [7]等环境友好型生防措施发展

成为综合防治土传病害的重要部分。
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在土壤或者植物根际引入有益微生物能防治

马铃薯黑痣病等多种土传病害。这些生防微生物

通过分泌抑菌物质、促生物质等方式发挥作

用 [8]。 Brewer 等 [9]研究表明，青霉菌 (Penicillium
sp.)、绿色木霉 (Trichoderma virens)、木霉菌 (Tricho⁃
derma sp.)能有效防治马铃薯黑痣病，使发病率下

降 54%～60%。2006年 Bautista等 [10]发现，荧光假

单胞菌 (Pseudomonas fluorescens)可以促进当地马铃

薯 (Solanum phureja)植株的生长，并有效防治马铃

薯黑痣病。彭振红 [11]筛选马铃薯黑痣病的生防菌

并初步研究枯草芽胞杆菌 (Bacillus subtilis)XC5的
抑菌机理。朱明明等 [12]从马铃薯根际土中筛选到

6株对黑痣病菌抑制效果较好的菌株，抑菌带宽

度大于 6 mm。目前关于利用生防真菌如木霉菌

防治马铃薯黑痣病的研究较多，而对于生防细菌

研究较少。芽胞杆菌是一种理想的生防菌筛选对

象，研究表明其能够产生抗逆性强的芽孢和多种

生防抑菌物质 [13]。将芽胞杆菌运用到大规模生产
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中首要解决的问题是如何提高发酵液中活体芽胞

含量，研究表明合适的培养基和培养条件可以大

幅度提高生防芽胞杆菌的发酵效率，降低生产成

本 [14-15]。河北农业大学马铃薯病害实验室筛选得

到一株对马铃薯黑痣病菌具有显著抑菌活性的拮

抗细菌（Z17-2），经鉴定为解淀粉芽胞杆菌。本

研究从提高发酵液浓度的角度出发，筛选出适合

解淀粉芽胞杆菌 Z17-2的培养基成分并进行正交

优化，以期为马铃薯黑痣病的优良生防菌剂和生

物有机肥的研制和开发奠定基础。

1 材料和方法

1.1 供试菌株

解淀粉芽胞杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）
Z17-2、立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）ZB4。
1.2 培养基

LB培养基：酵母膏 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，NaCl
10 g/L，琼脂 20 g/L。PDA培养基：马铃薯 200 g/L，
葡萄糖 20 g/L，琼脂 20 g/L。初始发酵培养基：葡

萄糖 15 g/L，蛋白胨 15 g/L，K2HPO4 · 3H2O 3 g/L，
MgSO4·7H2O 0.5 g/L，CaCl2 0.1 g/L。
1.3 培养基优化

1.3.1 种子液制备

挑取一环 LB平板上培养 24 h（37 ℃）的 Z17-2
单菌落，接种于装有 LB培养基 (100 mL/250 mL)的
三角瓶中，37 ℃，200 r/min培养 24 h备用。

1.3.2 初始培养条件

发酵培养基装液量 100 mL/250 mL的三角瓶，

接种量 1%，温度 37 ℃，摇床转速 200 r/min，培养

48 h结束发酵。

1.3.3 检测方法

吸光值 OD600检测：用酶标分析仪检测发酵液

在 600 nm处的吸光值，以空白培养基为对照。

发酵液抑菌活性：培养基平皿中央放置直径

6 mm的滤纸片，四周 2.5 cm处放直径 6 mm的立

枯丝核菌菌饼，取待测发酵液 5 μL滴到滤纸片

上，28 ℃培养至对照长满全皿测定抑菌圈直径。

1.3.4 单因素筛选

碳源：以蔗糖、糊精、玉米粉、乳糖、葡萄糖和

麦芽糖等量代替初始培养基中的葡萄糖，其他成

分不变；氮源：以蛋白胨、酵母膏、豆饼粉、尿素、

NH4NO3、NH4Cl等量代替初始培养基中的蛋白胨，

其他成分不变；无机盐：以碳氮源筛选结果作为

培养基碳氮源，添加量同基础培养基，用 MgSO4·
7H2O、CaCl2、CaCO3、K2HPO4 · 3H2O、NaCl、MnSO4 ·

H2O、FeSO4·7H2O作为培养基中的无机盐，添加比

例 4 g/L。分别按照初始培养条件进行培养后检

测发酵液OD600值和发酵液抑菌活性。

1.3.5 正交试验

根据碳源、氮源、无机盐筛选结果，进行五因

素三水平正交试验，用 SPSS 19.0软件设计（表 1）。
表1 正交试验因素水平设计 %

水平

1
2
3

(A)麦芽糖

1.00
1.55
2.00

(B)豆饼粉

1.00
1.50
2.00

(C)NaCl
0.1
0.2
0.3

(D)CaCl2
0.1
0.2
0.3

(E)MgSO4
0.1
0.2
0.3

1.3.6 培养条件优化

采用优化后的培养基进行培养，每组实验设

三个重复，以发酵液吸光度 OD600为指标优化菌株

Z17-2培养条件。接种量：1%、2%、3%、5%、10%；
装液量：250 mL三角瓶装液量分别为 30、50、70、
100 mL；初始 pH：设置初始 pH分别为 5、6、7、8、
9；温度：28、30、32、35、37 ℃；转速：150、170、200、
220、250 r/min，培养 48 h后检测发酵液 OD600及抑

菌活性。后一步实验在前期实验结果的基础上进

行，未优化到的采用基础培养条件进行。

1.3.7 优化前后抑菌能力比较

分别以优化前后的培养基和培养条件进行解

淀粉芽胞杆菌 Z17-2的发酵培养，发酵结束后取

发酵液 10 000 r/min离心 10 min，经 0.22 μm细菌

过滤器过滤制备无菌发酵上清液，将无菌发酵上

清液按照 5%的添加量与 PDA培养基混合均匀倒

平板，以空白 PDA为对照，在培养两天的 Rhizocto⁃
nia solani ZB4菌落边缘打制 6 mm的菌饼，将菌饼

接种于带毒培养基平板和空白对照，25 ℃倒置培

养，待空白对照将要长满皿时测定带毒培养基上

菌落大小，计算抑菌率。

1.3.8 生长曲线测定

利用最优培养基进行芽胞杆菌 Z17-2的发酵

培养，培养过程中按照不同时间点取样测定发酵

液的OD600值，至 72 h取样结束，绘制生长曲线图。

1.4 数据分析

应用 SPSS 19.0和 Excel 2016对数据进行统计

分析及表格绘制。

2 结果与分析

2.1 培养基优化

2.1.1 碳源筛选

测定 6种不同碳源对 Z17-2生长和抑菌能力
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的影响结果表明（图 1），以麦芽糖和乳糖为唯一

碳源时发酵液浓度显著高于其余被试碳源，二者

之间没有显著性差异，OD600 分别为 0.951 和
0.943。但以麦芽糖为碳源时，发酵液的抑菌圈直

径为 2.67 cm，以乳糖为碳源的发酵液抑菌圈直径

为 2.50 cm，因此选择麦芽糖为培养基最优碳源。

2.1.2 氮源筛选

在对氮源的筛选中发现，尿素和两种无机氮

源 NH4NO3、NH4Cl不适合该菌的生长，发酵液吸光

值低于 0.1，以豆饼粉为唯一氮源时发酵液的

OD600为 0.970、抑菌圈直径为 2.82 cm，发酵液的浓

度和抑菌活性均显著优于其余氮源（图 2），所以

选择豆饼粉作为培养基的氮源。

2.1.3 无机盐筛选

7种不同无机盐对解淀粉芽胞杆菌 Z17-2的
影响不同（图 3），其中 CaCl2能显著提高发酵液浓

度，NaCl、MgSO4·7H2O对菌株生长的促进效果仅

次于 CaCl2，以三种物质作为培养基唯一无机盐时

发酵液 OD值分别是 1.152、1.085和 1.072。最终

选择 NaCl、MgSO4·7H2O和 CaCl2为培养基中的无

机盐组分进行后续实验。

2.1.4 正交试验

正交试验结果（表 2）的极差分析表明，五种

因素对 Z17-2生长的影响大小排序为：豆饼粉>
NaCl>MgSO4·7H2O>麦芽糖>CaCl2，其最优组合为

A3B1C1D1E1，即麦芽糖 20 g/L，豆饼粉 10 g/L，NaCl
1 g/L，CaCl2 1 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L。

2.2 培养条件优化

2.2.1 接种量优化

接种量优化结果表明（图 4a），不同接种量之

间发酵液浓度没有显著性差异，由此可见，接种

量的多少对 Z17-2的影响较小。但是其接种量为

2%时发酵液的 OD600值相对最大，为 1.491，所以选

图1 碳源对菌体生长和抑菌活性的影响
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图3 无机盐对菌体生长和抑菌活性的影响

表2 正交试验结果分析

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
k1
k2
k3
R

A
3
1
1
1
1
1
2
1
3
3
2
3
2
2
1
1

1.290
1.272
1.330
0.058

B
1
2
1
2
3
1
1
1
3
2
3
1
2
1
1
3

1.435
1.284
1.028
0.407

C
2
3
1
1
2
1
3
2
3
1
1
1
2
1
3
1

1.330
1.315
1.207
0.123

D
3
1
1
3
1
1
3
2
1
2
2
1
1
1
2
3

1.302
1.299
1.281
0.021

E
1
1
1
3
1
1
1
3
3
1
1
2
2
3
2
2

1.316
1.298
1.253
0.063

OD600
1.463
1.137
1.487
1.250
1.101
1.542
1.359
1.384
0.961
1.439
1.001
1.458
1.311
1.416
1.371
1.050
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择接种量 2%为最佳接种量。

2.2.2 装液量优化

装液量优化结果表明（图 4b）,不同装液量之

间发酵液浓度差异显著，其中装液量为 50 mL时，

发酵液浓度最大，OD600值为 1.554，与 70 mL装液

量时发酵液 OD600值 1.544无显著性差异，但是显

著高于装液量 30 mL 时的 1.494 和 100 mL 时的

1.427。所以 50 mL/250 mL是最优装液量。

2.2.3 初始 pH 优化

初始 pH优化结果表明（图 4c），培养基初始

pH为 6时，发酵液的浓度最大，OD600值为 1.583，
显著高于初始 pH为 5时的发酵液浓度 1.488。在

发酵液初始 pH 6～9，随着培养基初始 pH的升

高，发酵液 OD600值逐渐降低，不同处理之间无显

著性差异。发酵液初始 pH 6为最佳初始 pH。
2.2.4 培养温度优化

温度优化结果表明（图 4d），培养温度在 28～
32 ℃，随着温度的升高发酵液浓度升高，在培养

温度为 28 ℃时发酵液 OD600值最低，为 1.464，当温

度为 32 ℃时，发酵液 OD600 值为 1.571，在 32～
37 ℃温度范围内发酵液的 OD600之间无显著性差

异，选择 35 ℃为 Z17-2的培养温度。

2.2.5 摇床转速优化

转速优化结果表明（图 4e），在一定范围内随

着摇床转速的增加发酵液的吸光值增加，当转速

超过 200 r/min时，发酵液吸光值增加不显著，转

速 250 r/min时发酵液吸光值较 220 r/min略有下

降，综合考虑将最优摇床转速定为 220 r/min。
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图4 发酵条件对解淀粉芽胞杆菌Z17-2生长的影响

2.2.6 优化前后抑菌能力比较

优化前用基础培养基培养 Z17-2菌株的无菌

发酵上清液制备带毒培养基的菌落直径为 5.78
cm，抑菌率为 25.2%，优化后的培养基和培养条件

培养 Z17-2菌株的无菌发酵上清液制备带毒培养

基的菌落直径为 4.27 cm，抑菌率为 44.8%，较优化

前抑菌率提升 19.6%，抑菌活性提高 43.8%。
2.2.7 生长曲线测定

利用优化得到的最优培养基对菌株 Z17-2进
行培养，生长曲线如图 5所示。0～3 h是延迟期，

30 h后进入稳定期。测定发酵液吸光值最高值达

到 1.591，而初始培养基发酵液的吸光度值 0.722，
优化后培养基发酵液浓度提高 120%。
3 结论与讨论

由于近年来马铃薯种植面积及种植模式的转

变，马铃薯黑痣病的发病面积及危害越来越大，

生物防治是未来防治马铃薯黑痣病的发展趋势。

解淀粉芽胞杆菌能够产生多种次级代谢产物，具

有抗真菌、细菌活性，被广泛用于防治植物病害，

王晓辉等 [16]优化解淀粉芽胞杆菌 K1的发酵条件
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后，其对灰霉病菌的抑菌圈直径达到 49 mm；李磊

等 [17]研制出一种解淀粉芽胞杆菌可湿性粉剂对番

茄灰霉病和叶霉病的防效分别为 77.1%和 74.3%，
目前为止防治马铃薯黑痣病的芽胞杆菌的研究鲜

见报道，对黑痣病生防菌的分离筛选、发酵工艺

以及菌剂制备工艺的优化可以为马铃薯黑痣病的

防治提供更有效方法手段。

活菌含量是评价微生物菌剂产品质量的一项

重要指标，通过培养基组成和发酵条件的优化可

以有效提高发酵液活菌浓度。但是由于芽胞杆菌

发酵时其黏液的大量分泌以及胞外酶导致自溶等

自身的一些遗传特点都使其在生物活性物质的发

酵生产方面有非常大的局限性。芽胞杆菌发酵条

件的优化主要包括发酵温度、转速、时间、补料及

通风等因素，这些因素通常都不是单一地影响菌

株的发酵，而是通过各个因素各个水平之间的交

互作用共同影响 [18]。正交试验设计是一种科学、

合理的优化分析方法。刘春红等 [19]通过正交试验

设计优化枯草芽胞杆菌 B201的发酵培养基和培

养条件，优化后芽胞量达到 8.8×109 CFU/mL。李

达等 [20]通过单因子水平筛选和正交试验，对枯草

芽孢杆菌 NKY1145发酵培养基和培养条件进行

优化，优化后发酵液含菌量提高 34倍达到 6.3×
109 CFU/mL。本研究应用正交试验设计对马铃薯

黑痣病拮抗菌 Z17-2进行发酵工艺的优化，最优

发酵培养基配方为：麦芽糖 20 g/L，豆饼粉 10 g/L，
NaCl 1 g/L，CaCl2 1 g/L，MgSO4·7H2O 1 g/L；最优培

养条件为：接种量 2%，装液量 50 mL/250 mL，初始

pH 6.0，温度 35 ℃，摇床转速 220 r/min，优化后发

酵液浓度提高 120%，为今后抗黑痣病菌活性物质

的进一步提取、分离、纯化及鉴定提供基础数据，

并对马铃薯黑痣病的优良生防菌剂以及拮抗菌生

物有机肥的研制和开发奠定基础。
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