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　 　 摘要:　 为探明解淀粉芽胞杆菌菌株 ＪＴ８４ 的使用前景ꎬ对其发酵工艺进行了研究ꎮ 通过单因素试验和 Ｐｌａｃｋ￣
ｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计及 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计的响应曲面法ꎬ对 ＪＴ８４ 菌株的发酵培养基和培养条件进行了优化ꎮ
确定培养基 ３ 个主要因子的质量浓度分别为:葡萄糖 ３􀆰 ５９ ｇ / Ｌ、大豆蛋白胨 ２１􀆰 ８９ ｇ / Ｌ和 Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ４９ ｇ / Ｌꎻ培养条

件 ３ 个主要因子为:培养温度、装液量和发酵时间ꎬ根据响应曲面方程预测结果并结合生产实际ꎬ这 ３ 个主要培养

条件因子分别设定为 ３０􀆰 ６ ℃、６８ ｍｌ(２５０ ｍｌ 三角瓶)和 ６５􀆰 ５ ｈꎮ 在初始 ｐＨ 为 ６􀆰 ７、转速 １８０ ｒ / ｍｉｎ、接种量 ３％的条

件下ꎬ发酵液芽胞含量为 １􀆰 ６７×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ较基础培养基(ＹＰＧ)芽胞含量提高 １５９％ꎬ无菌滤液对稻瘟病菌的抑菌

带宽增加 １８􀆰 ２％ꎮ
关键词:　 解淀粉芽胞杆菌ꎻ Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计ꎻ 响应曲面法
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　 　 稻瘟病是由 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ 引起的一种世界性分

布水稻病害[１￣３]ꎮ 目前ꎬ生产中主要依赖三唑类杀菌
剂防治水稻稻瘟病ꎬ然而化学污染导致的环境问题

和食品安全问题引起人们的担忧ꎬ选择高效的绿色

防控药剂变得尤为重要[４]ꎮ 芽胞作为芽胞杆菌抵
抗逆境的休眠体ꎬ能够经受住高盐、高渗等试剂的处

３７



理ꎮ 芽胞杆菌可以产生多种次生代谢物ꎬ其中脂肽

类物质具有较强的抗真菌、细菌、卵菌和病毒活性ꎬ
在医药、农药上具有广泛的应用价值ꎬ因此芽胞杆菌

作为生防菌被广泛地用于防治多种植物病害[５￣８]ꎮ
乔俊卿等[９] 使用枯草芽胞杆菌 Ｂ１６１９ 对番茄青枯

病进行防治ꎬ防效达 ５５.６％ꎮ 张荣胜等[１０] 报道解淀

粉芽胞杆菌 Ｌｘ￣１１ 能够有效防治水稻细菌性条斑

病ꎬ防效为６０.２％~７５􀆰 ８％ꎮ
明亮等[１１]对生防菌剂解淀粉芽胞杆菌 Ｂ１６１９ 水

分散粒剂配方及助剂进行筛选ꎬ所得产品活芽胞含量

为 １ ｇ １.２×１０８个ꎮ 周莹等[１２]研发的芽胞杆菌海藻菌

剂有效活菌数为２.３２×１０９ ＣＦＵ / ｇꎬ 对丹参根腐病的防

效为 ３７.６％ꎮ 张岭[１３] 报道的解淀粉芽胞杆菌 Ｂ７９００
可湿性粉剂活芽胞含量为 １ ｇ １.０×１０９个ꎮ 现有的微

生物杀菌剂产品存在活菌含量低、效价不高的产业化

技术瓶颈ꎮ 江苏省农业科学院植物保护研究所稻病

与生防研究室分离得到多株芽胞杆菌ꎬ并研发了芽胞

杆菌 Ｔ４２９ 干悬浮剂[１４￣１５]ꎮ 前期试验结果表明ꎬ解淀

粉芽胞杆菌 ＪＴ８４ 对水稻纹枯病菌、稻瘟病菌的抑菌

带宽分别为 ６􀆰 ５０ ｍｍ、１０􀆰 ３３ ｍｍꎮ ＪＴ８４ 菌株完全具有

加工成生物农药的价值ꎮ 芽胞杆菌干悬浮剂中芽胞

和脂肽类物质含量ꎬ对防治植物病害起着重要作用ꎮ
本研究以芽胞和脂肽类物质含量为指标ꎬ通过单一因

子筛选、Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计及 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 设

计的响应曲面法对解淀粉芽胞杆菌 ＪＴ８４ 的发酵培养

基和培养条件进行优化ꎬ为解淀粉芽胞杆菌 ＪＴ８４ 干

悬浮剂的产业化生产提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株与培养基

生防菌株:解淀粉芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑ￣
ｕｅｆａｃｉｅｎｓ)ＪＴ８４ 由江苏省农业科学院植物保护研究

所稻病与生防研究室保存ꎮ
病原 菌 菌 株: 水 稻 稻 瘟 病 菌 ( Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ

ｇｒｉｓｅａ) 由江苏省农业科学院植物保护研究所稻病

与生防实验室提供ꎮ
种子液培养基(ＹＰＧ):葡萄糖 ５ ｇꎬ胰蛋白胨 ５ ｇꎬ

酵母膏 ５ ｇꎬ定容至１ ０００ ｍｌꎬ调节 ｐＨ＝７ꎬ固体培养基

(ＹＰＧＡ)在上述成分的基础上加入 １５ ｇ 琼脂粉ꎮ
ＰＳＡ 培养基:马铃薯 ２００ ｇꎬ蔗糖 ２０ ｇꎬ 琼脂粉

１５ ｇꎬ定容至１ ０００ ｍｌꎬｐＨ＝ ７ꎮ

１.２　 种子液制备

从保存菌株 ＪＴ８４ 的试管中挑取一环菌体ꎬ于
ＹＰＧＡ 斜面上划线ꎬ２８ ℃培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 挑取

菌落于 ＹＰＧ (２５０ ｍｌ 三角瓶装 ＹＰＧ 培养液 ７０ ｍｌ)
中ꎬ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ｈꎮ
１.３　 基础培养基筛选

选择常用培养基 ＮＡ、ＬＢ、ＹＰＧ、Ｌａｎｄｙ 对解淀粉

芽胞杆菌 ＪＴ８４ 进行摇瓶发酵培养ꎬ ３０ ℃、 １８０
ｒ / ｍｉｎ、培养 ６０ ｈꎬ以芽胞数和抑菌活性为指标ꎬ筛选

基础发酵培养基ꎮ 在基础发酵培养基的基础上ꎬ通
过单因素试验改变碳源、氮源、无机盐种类ꎬ以芽胞

含量和抑菌物质含量为指标ꎬ进一步优化培养基ꎮ
碳源:蔗糖、果糖、葡萄糖、乳糖、甘露醇、山梨醇、可
溶性淀粉各 ５ ｇꎮ 有机氮源:牛肉浸膏、胰蛋白胨、大
豆蛋白、蛋白胨、酵母膏、酵母浸粉各 １０ ｇꎮ 无机氮

源:ＫＮＯ３、 ＮＨ４ ＮＯ３、 ( ＮＨ４ )２ ＳＯ４ 各 １ ｇꎮ 无机盐:
ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＣｌ、ＮａＨ２ＰＯ４ 、Ｋ２ＨＰＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、
苯甲酸钠、ＭｇＳＯ４、柠檬酸钠各 １ ｇꎮ 微量元素:
ＦｅＳＯ４、ＭｎＣｌ２、ＣａＣＯ３各 ０􀆰 ０１ ｇꎮ 将配制的培养基 ｐＨ
调至 ７􀆰 ０ꎬ６０ ｈ 后采用稀释平板法凃板ꎬ计算芽胞数ꎮ
以基础发酵培养基(ＹＰＧ)为对照ꎮ
１.４　 发酵培养基组分关键因子筛选

对方法 １.３ 中筛选出的基础发酵培养基成分ꎬ通
过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ(ＰＢ)试验进行下一步优化ꎮ 选择

１０ 个因素:葡萄糖(５~ １０ ｇ / Ｌ ) (Ｘ１)、可溶性淀粉

(５~１０ ｇ / Ｌ )(Ｘ２)、大豆蛋白胨(５~１０ ｇ / Ｌ)(Ｘ３)、酵
母粉(５~１０ ｇ / Ｌ )(Ｘ４)、柠檬酸钠(０.０２~１􀆰 ００ ｇ / Ｌ )
(Ｘ５)、ＮａＣｌ (０.０２~ １􀆰 ００ ｇ / Ｌ ) (Ｘ６)、Ｋ２ＨＰＯ４ (０.０２~
１􀆰 ００ ｇ / Ｌ ) (Ｘ７ )、ＭｎＣｌ２ (０.０１~ ０􀆰 ０２ ｇ / Ｌ ) ( Ｘ８ )、
ＦｅＳＯ４(０.０１~ ０􀆰 ０２ ｇ / Ｌ ) ( Ｘ９ )、 ＣａＣＯ３ (０.０１~ ０􀆰 ０２
ｇ / Ｌ)(Ｘ１０)ꎬ从中筛选关键因子ꎮ 试验中每个因素取

２ 水平ꎬ即高水平“１” (范围区间最大值)和低水平

“￣１” (范围区间最小值)ꎮ 设计 １ 个冗余变量:Ｘ１１ꎮ
每组试验 ３ 次重复ꎬ结果取平均值ꎮ
１.５　 发酵条件关键因子筛选

采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计ꎮ 从温度(２８~
３６ ℃)(Ａ)、装液量(２５０ ｍｌ 三角瓶装液４０~１００ ｍｌ)
(Ｂ)、发酵时间(５４~ ７２ ｈ) (Ｃ)、ｐＨ 值(６.５~ ７􀆰 ５ )
(Ｄ)、接种量(１％ ~ ５％)(Ｅ)、接种菌龄(１４~ ２０ ｈ)
(Ｆ)、转速(１５０~２００ ｒ / ｍｉｎ)(Ｇ)等 ７ 个因素中筛选

对菌株 ＪＴ８４ 生长具有显著影响的因子ꎮ 每个因素

取 ２ 水平ꎬ即高水平“１”和低水平“￣１”ꎮ 设计 ４ 个
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冗余变量:Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋꎮ 每组试验 ３ 次重复ꎬ结果取平

均值ꎮ
１.６　 最陡爬坡试验设计

以 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计得到的一次拟合

方程设计最陡爬坡试验ꎬ根据方程中各变量的系数

确定关键因子的爬坡方向和步长ꎮ 根据效应系数的

正负确定其他因子以及关键因子的最优范围ꎮ
１.７　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应曲面法试验设计

采用 ３ 因子 ２ 水平的 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应曲面

法ꎬ对 ＰＢ 试验设计筛选出的关键因子进行进一步

优化ꎬ中心点重复 ３ 次ꎮ 非关键因子根据其效应取

１ 或 ￣１ 水平值ꎬ按试验所得数据进行二次多项回归

拟合ꎬ预测发酵芽胞数和抑菌活性最大值所对应的

关键因子范围ꎮ
１.８　 发酵液芽胞含量和无菌滤液抑菌活性的测定

　 　 发酵液芽胞含量检测:取 １ ｍｌ 发酵液放在 ８０ ℃
金属浴上 １５ ｍｉｎꎬ待冷却后采用稀释涂板法ꎬ将发酵

液稀释至１×１０７ ~１×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ取 ０􀆰 ３３ ｍｌ 均匀涂布

到 ＹＰＧＡ 平板上ꎬ２８ ℃培养 ２４ ｈꎬ统计每皿菌落数ꎮ
无菌滤液的制备:取各处理发酵液 １ ｍｌꎬ１２ ０００

ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ使用 ０􀆰 ２２ μｍ 细菌过滤器过滤ꎬ滤
液放于 ４ ℃冰箱备用ꎮ

抑菌活性的测定:将稻瘟病菌菌饼放在 ＰＳＡ 培

养基上活化ꎬ２６ ℃培养 ３ ｄꎬ使用直径为 ７ ｍｍ 的打

孔器打一个菌饼ꎬ放在 ＰＳＡ 平板中央培养 ３ ｄꎬ然后

在每个带菌平板上放置 ３ 个直径 ６ ｍｍ 的无菌滤纸

片ꎬ在滤纸片上滴入 １０ μｌ 无菌滤液ꎬ吹干ꎬ放于 ２６
℃恒温箱中培养 ７２ ｈꎬ测量抑菌带宽ꎮ
１.９　 数据统计分析

ＰＢ 试验设计和 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应曲面法试验设

计采用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０.６ 软件设计ꎮ 试验数据使用

ＳＰＳＳ.２２ 软件 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 解淀粉芽胞杆菌 ＪＴ８４ 培养基单因素筛选

常用培养基 ＬＢ 处理的发酵液芽胞含量为８×
１０８ ＣＦＵ / ｍｌꎬ其无菌滤液对稻瘟病菌的抑菌带宽为

５ ｍｍꎻＮＢ、Ｌａｎｄｙ 培养基处理的芽胞含量分别为４×
１０８ ＣＦＵ / ｍｌ和３× １０８ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 最终选择芽胞数为

６×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ、抑菌带宽为 ８ ｍｍ 的 ＹＰＧ 培养基作

为基础培养基进行下一步优化ꎮ
单因素试验结果(图 １)表明ꎬ选择可溶性淀粉、果

糖和葡萄糖作为碳源ꎬ都有利于芽胞形成ꎬ考虑到干悬

浮剂加工成本ꎬ选择葡萄糖、可溶性淀粉作为碳源ꎻ选
择大豆蛋白胨、酵母粉作为氮源ꎻ柠檬酸钠、ＮａＣｌ、
Ｋ２ＨＰＯ４作为大量元素ꎮ 前期研究结果表明ꎬ培养基中

添加Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋有利于芽胞稳定形成ꎬ同时解淀粉芽孢

杆菌 ＪＴ８４ 具有嗜铁特性ꎬ结合单因素试验结果选择

ＭｎＣｌ２、ＦｅＳＯ４、ＣａＣＯ３做为微量元素进一步优化ꎮ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １　 培养基中不同碳源、氮源、无机盐对解淀粉芽胞杆菌 ＪＴ８４ 芽胞含量的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓꎬ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓꎬ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓａｌｔｓ ｉｎ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｐｏｒｅｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＪＴ８４
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２.２　 菌株 ＪＴ８４ 培养基成分中显著影响因子

部分因子试验结果见表 １ꎮ 对表 １ 数据进行回

归分析ꎬ得到回归方程:Ｙ１ ＝ ８.３０－０.１５ Ｘ１ ＋０.２６Ｘ３ ＋
９.３４ × １０－３ Ｘ４ － ０. ５１Ｘ５ ＋ ０. ２８Ｘ６ － ０. ３９Ｘ７ － ０. ２１Ｘ８ ＋
０.０８Ｘ９－０.１０Ｘ１０ꎬＲ２

１ ＝ ０.９９８ ８ꎬ校正 Ｒ２
１ ＝ ０.９９３ ３ꎬ式中

Ｙ１为芽胞数的预测值ꎻＹ２ ＝ ３.２３＋０.０６Ｘ１ －０.０７Ｘ２＋０.
１２Ｘ３＋ ０. ０７Ｘ４ － ０. ０４Ｘ５ － ０. １３Ｘ７ － ６.３３× １０－３ Ｘ８ ＋ ０.
０７Ｘ１１ꎬＲ２

２ ＝ ０.９９７ ５ꎬ校正 Ｒ２
２ ＝ ０.９１７ ５ꎬＹ２为抑菌带

宽的 预 测 值ꎮ 由 校 正 系 数 可 知ꎬ Ｙ１ 的 变 化 中

９９􀆰 ３３％能被回归方程解释ꎬＹ２的变化中 ９１􀆰 ７５％能

被回归方程解释ꎬ方差分析结果表明两回归方程均

显著(Ｐ１ ＝ ０.００５ ５ꎬ Ｐ２ ＝ ０.０２１ ３)ꎮ １０ 个因素中在

０􀆰 ０５ 水平上对芽胞含量影响显著的因子有葡萄糖、
大豆蛋白胨、(ＮＨ４) ２ＳＯ４、柠檬酸钠、ＮａＣｌ、Ｋ２ＨＰＯ４、
ＭｎＣｌ２、ＣａＣＯ３ꎬ对抑菌活性影响显著的因子有可溶

性淀粉、大豆蛋白胨、酵母粉、Ｋ２ＨＰＯ４ꎮ 综合考虑ꎬ
选择葡萄糖作为碳源ꎬ大豆蛋白胨作为氮源ꎬＫ２

ＨＰＯ４作为无机盐ꎬ同时选择影响显著的柠檬酸钠和

ＭｎＣｌ２(根据其效应选择低水平)ꎬ进行进一步优化ꎮ

表 １　 部分因子 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计及试验结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

处理
葡萄糖
(Ｘ１)
(ｇ / Ｌ)

可溶性
淀粉(Ｘ２)
(ｇ / Ｌ)

大豆蛋白
胨(Ｘ３)
(ｇ / Ｌ)

酵母粉
(Ｘ４)
(ｇ / Ｌ)

柠檬酸钠
(Ｘ５)
(ｇ / Ｌ)

ＮａＣｌ
(Ｘ６)
(ｇ / Ｌ)

Ｋ２ＨＰＯ４
(Ｘ７)
(ｇ / Ｌ)

ＭｎＣｌ２
(Ｘ８)
(ｇ / Ｌ)

ＦｅＳＯ４
(Ｘ９)
(ｇ / Ｌ)

ＣａＣＯ３
(Ｘ１０)
(ｇ / Ｌ)

冗余变量
Ｘ１１水平

芽胞数
(ＣＦＵ / ｍｌ)

抑菌
带宽
(ｍｍ)

１ １０ ５ ５ ５ １.０ ０.２ １.０ ０.０２ ０.０１ ０.０２ １ ２.００×１０６ ７.２

２ ５ ５ １０ ５ １.０ １.０ ０.２ ０.０２ ０.０２ ０.０２ ￣１ ４.７０×１０８ ８.８

３ ５ ５ ５ ５ ０.２ ０.２ ０.２ ０.０１ ０.０１ ０.０１ ￣１ １.１４×１０９ ８.０

４ ５ １０ ５ １０ １.０ ０.２ １.０ ０.０２ ０.０２ ０.０１ ￣１ １.００×１０７ ６.４

５ １０ １０ １０ ５ ０.２ ０.２ １.０ ０.０１ ０.０２ ０.０２ ￣１ ２.８０×１０８ ７.６

６ １０ ５ １０ １０ １.０ ０.２ ０.２ ０.０１ ０.０２ ０.０１ １ ２.５０×１０８ １１.２

７ １０ １０ ５ １０ １.０ １.０ ０.２ ０.０１ ０.０１ ０.０２ －１ １.３０×１０８ ８.０

８ ５ １０ １０ ５ １.０ １.０ １.０ ０.０１ ０.０１ ０.０１ １ １.９０×１０８ ７.６

９ ５ ５ ５ １０ ０.２ １.０ １.０ ０.０１ ０.０２ ０.０２ １ ５.７０×１０８ ８.０

１０ １０ １０ ５ ５ ０.２ １.０ ０.２ ０.０２ ０.０２ ０.０１ １ １.００×１０９ ８.８

１１ ５ １０ １０ １０ ０.２ ０.２ ０.２ ０.０２ ０.０１ ０.０２ １ ８.３０×１０８ ９.６

１２ １０ ５ １０ １０ ０.２ １.０ １.０ ０.０２ ０.０１ ０.０１ ￣１ ４.８０×１０８ ９.２

２.３　 菌株 ＪＴ８４ 培养基成分最陡爬坡试验结果

对通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验所选择的 ３ 个主

要影响因子进行爬坡试验ꎬ结果 (表 ２) 表明ꎬ产芽

胞量在处理 ２ 和处理 ４ 之间(最优培养基组合)出

现一个最大值ꎮ

表 ２　 最陡爬坡试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｔｅｅｐｅｓｔ ａｓｃｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ

ｒｅｓｕｌｔｓ

处理
葡萄糖
(ｇ / Ｌ )

大豆蛋白胨
(ｇ / Ｌ )

Ｋ２ＨＰＯ４
(ｇ / Ｌ )

芽胞数
(ＣＦＵ / ｍｌ)

１ ８.５ １１ １.００ ６.３０×１０８

２ ６.０ １５ ０.７５ ８.２０×１０８

３ ３.５ １９ ０.５０ １.０８×１０９

４ １.０ ２３ ０.２５ ９.４０×１０８

２.４　 菌株 ＪＴ８４ 培养基成分响应面分析

通过 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应曲面法分析芽胞含量的测

定结果(表 ３)ꎮ 采用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ 软件对优化试验数

据进行二次多项回归拟合ꎬ获得芽胞含量对葡萄糖、大
豆蛋白胨和 Ｋ２ＨＰＯ４含量的二次多项式回归方程:Ｙ１ ＝

９􀆰 ０３０－０􀆰 ０３２Ｘ１ ＋０􀆰 ０５０Ｘ２ ＋５􀆰 ５３１×１０
－３Ｘ３ ＋０􀆰 ０１４Ｘ１Ｘ２ －

１􀆰 ２００×１０－３Ｘ１Ｘ３－９􀆰 ９７６×１０
－４Ｘ２Ｘ３－０􀆰 ０６３Ｘ１

２－０􀆰 ０３５Ｘ２
２－

０􀆰 ０５０Ｘ３
２ꎬ式中 Ｙ１为芽胞含量预测值ꎬＲ１

２ ＝ ０􀆰 ９８１ ３ꎬ校
正 Ｒ１

２ ＝０􀆰 ９３９ ３ꎬ由校正系数可知 Ｙ１的变化中 ９３􀆰 ９３％
能被回归方程解释ꎻＹ２ ＝ １􀆰 ０７０－０􀆰 ０１２Ｘ１ ＋０􀆰 ０６８ Ｘ２ －

０􀆰 ０１５Ｘ３＋０􀆰 ０２０Ｘ１Ｘ２－０􀆰 ０１５Ｘ１Ｘ３＋０􀆰 ０１４Ｘ２Ｘ３－０􀆰 ０４４Ｘ１
２－

０􀆰 ０４７Ｘ２
２－０􀆰 ０７５Ｘ３

２ꎬ式中 Ｙ２为抑菌带宽预测值ꎬＲ２
２ ＝

０􀆰 ９８６ ７ꎬ校正 Ｒ２
２ ＝０􀆰 ９５６ ８ꎬ由校正系数可知 Ｙ２的变化
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中 ９５􀆰 ６８％能被回归方程解释ꎮ 方差分析结果表明两

回归方程都是显著的(Ｐ１ ＝０􀆰 ００４ １ꎬ Ｐ２ ＝０􀆰 ００２ １)ꎮ 对

回归模型进行响应曲面分析得到极点值ꎬ当葡萄糖、大
豆蛋白胨、Ｋ２ＨＰＯ４含量分别为 ３􀆰 ５９ ｇ / Ｌ、２１􀆰 ８９ ｇ / Ｌ和
０􀆰 ４９ ｇ / Ｌ时响应值最大ꎮ 培养基成分最优配比为:葡萄

糖 ３􀆰 ５９ ｇ / Ｌ、大豆蛋白胨 ２１􀆰 ８９ ｇ / Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ４９ ｇ / Ｌ、
柠檬酸钠 ０􀆰 ２０ ｇ / Ｌ、ＭｎＣｌ２ ０􀆰 ０１ ｇ / ＬꎬｐＨ ７􀆰 ０ꎮ 以此为基

础进行后续的发酵培养条件优化试验ꎮ
２.５　 菌株 ＪＴ８４ 培养条件中显著影响因子

Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 设计的部分因子试验结果见表

４ꎮ 对表 ４ 数据进行回归分析ꎬ得到主要因子的回归

方 程 为 Ｙ ＝ ２７ ０４９.７７＋ ２ ８７１.３０Ａ－ ６ ７７３.７６Ｂ＋
４ ２５８.０４Ｃ－３０４.８５Ｄ－６７０.７８Ｅ＋１３３.８１Ｆ－２４５􀆰 ５４ＧꎬＹ
为芽胞含量预测值ꎬ校正 Ｒ２ ＝ ０.９０２ ２ꎬ回归方程显

著(Ｐ＝ ０.０３９ ８)ꎮ ７ 个因素中在 ０􀆰 ０５ 水平上显著的

因子有温度、发酵时间和通气量ꎬ其显著水平分别为

０.０３５ ７、０.０３０ ０、０.００６ ３ꎬ说明这 ３ 个因子的变化显

著影响芽胞含量ꎮ

表 ３　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计及试验结果

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓ

处理
葡萄糖

含量(Ｘ１)
水平

大豆蛋白
胨含量

(Ｘ２)水平

Ｋ２ＨＰＯ４
含量(Ｘ３)

水平

芽胞数
(ＣＦＵ / ｍｌ)

抑菌带宽
(ｍｍ)

１ ０ ０ ０ １.１０×１０９ ９.６

２ ０ １ １ １.００×１０９ ８.４

３ ０ ０ ０ １.０５×１０９ ９.２

４ －１ ０ －１ ９.００×１０８ ７.２

５ －１ ０ １ ９.１０×１０８ ７.２

６ －１ １ ０ １.００×１０８ ８.８

７ －１ －１ ０ ８.３０×１０８ ７.２

８ ０ １ －１ ９.００×１０８ ８.４

９ １ ０ １ ７.６０×１０８ ６.６

１０ ０ －１ １ ８.２０×１０８ ５.６

１１ １ ０ －１ ７.６０×１０８ ７.６

１２ １ １ ０ ９.５０×１０８ ８.８

１３ ０ －１ －１ ６.４０×１０８ ７.３

１４ １ －１ ０ ６.９０×１０８ ６.５

表 ４　 部分因子 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验设计及试验结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

处理
温度(Ａ)
(℃)

ｐＨ 值
(Ｂ)

接种量
(Ｃ) (％)

装液量
(Ｄ) (ｍｌ)

接种菌龄
(Ｅ)(ｈ)

发酵时间
(Ｆ) (ｈ)

转速(Ｇ)
(ｒ / ｍｉｎ)

冗余变量水平

Ｈ Ｉ Ｊ Ｋ
芽胞数

(ＣＦＵ / ｍｌ)
抑菌带宽
(ｍｍ)

１ ３５ ８.０ １ １００ ２０ ７２ １５０ －１ －１ １ －１ ７.３０×１０８ １０.０
２ ２８ ８.０ ３ ４０ ２０ ７２ ２００ －１ －１ －１ １ １.０５×１０９ １０.５
３ ３５ ６.５ １ ４０ ２０ ５４ ２００ １ －１ １ １ ８.８０×１０８ ５.０
４ ３５ ８.０ １ ４０ １４ ７２ １５０ １ １ －１ １ １.６６×１０９ ９.５
５ ２８ ６.５ １ １００ １４ ７２ ２００ －１ １ １ １ ２.００×１０８ １２.０
６ ３５ ６.５ ３ １００ ２０ ５４ １５０ －１ １ －１ １ ３.７０×１０８ ７.３
７ ２８ ６.５ ３ ４０ ２０ ７２ １５０ １ １ １ －１ １.２２×１０９ １１.０
８ ３５ ６.５ ３ １００ １４ ７２ ２００ １ －１ －１ －１ １.０９×１０９ １０.０
９ ２８ ８.０ ３ １００ １４ ５４ １５０ １ －１ １ １ １.００×１０８ １０.５

１０ ３５ ８.０ ３ ４０ １４ ５４ ２００ －１ １ １ －１ ９.７０×１０８ ６.３
１１ ２８ ８.０ １ １００ ２０ ５４ ２００ １ １ －１ －１ １.６０×１０８ １０.５
１２ ２８ ６.５ １ ４０ １４ ５４ １５０ －１ －１ －１ －１ ８.１０×１０８ ９.０

２.６　 菌株 ＪＴ８４ 培养条件中主要影响因子最陡爬坡

试验结果

　 　 对通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验所选择的 ３ 个主

要影响因子进行爬坡试验ꎬ结果(表 ５)表明产芽胞

量的最优发酵条件在处理 １ 和处理 ３ 之间ꎮ
２.７　 菌株 ＪＴ８４ 培养条件的响应曲面分析

通过 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计法对芽胞含量进行响应

面分析(表 ６)ꎮ 通过 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ 软件对优化试验

数据进行二次多项回归拟合ꎬ得到发酵条件模型回

归 方 程 为: Ｙ ＝ ３８ ８３５.１０＋ １２１.０５Ａ－ ３４６.８４Ｂ＋
１６１.５５Ｃ－ １２５.８２ＡＢ－ ４３９.８６ＡＣ＋ ２ ７６１.５８ＢＣ－
５８４.３９Ａ２－ １３ ５６.３７Ｂ２－ １ ８３８.１７ Ｃ２ꎬ Ｒ２ ＝ ９１􀆰 ２９％ꎮ
经回归方程的方差分析ꎬ温度和装液量 ２ 因素间对

芽胞含量的 Ｐ 值为０.７８９ ０ꎬ在 ０􀆰 ０５ 水平上交互作

用不显著ꎻ温度和发酵时间 ２ 因素间对芽胞含量的

Ｐ 值为０.３６５ ６ꎬ同样在 ０􀆰 ０５ 水平上交互作用不显
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著ꎻ装液量和发酵时间 ２ 因素间对芽胞含量的 Ｐ 值

为０.０００ ９ꎬ对芽胞含量的影响在 ０􀆰 ０５ 水平上交互作

用显著ꎬ装液量和发酵时间的二次项对芽胞含量的

影响是十分显著的ꎬ试验因子与响应值之间不是线

性关系ꎮ 根据响应曲面方程预测结果(图 ２ ~图 ４)
并结合生产实际ꎬ这 ３ 个主要因子(温度、装液量和

发酵时间)分别设定为 ３０􀆰 ６ ℃、６８ ｍｌ(２５０ ｍｌ 三角

瓶)和 ６５􀆰 ５ ｈꎬ其余因子分别为 ｐＨ ６􀆰 ７、接种菌龄 １８
ｈ、接种量 ３％、转速 １８０ ｒ / ｍｉｎꎮ 在此条件下发酵液

芽胞含量为１.６７×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ芽胞含量较基础培养

基提高 １５９％ꎬ无菌滤液对稻瘟病菌的抑菌带宽提

高 １８􀆰 ２％ꎬ发酵条件优化效果明显ꎮ

表 ５　 主要影响因子最陡爬坡试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｔｅｅｐｅｓｔ ａｓｃｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓ

处理
温度
(℃)

装液量
(ｍｌ)

发酵时间
(ｈ)

芽胞数
(ＣＦＵ / ｍｌ)

１ ２０ １００ ６４ ４.５５×１０８

２ ３０ ８０ ６６ １.２５×１０９

３ ３２ ６０ ６８ １.０６×１０９

４ ３４ ４０ ７０ ８.００×１０８

５ ３６ ２０ ７２ ７.６５×１０８

表 ６　 菌株 ＪＴ８４ 发酵条件的 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａ￣
ｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＪＴ８４ ａｎｄ ｃｏｒ￣
ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

处理
温度(Ａ)
(℃)

装液量(Ｂ)
(ｍｌ)

发酵时间
(Ｃ) (ｈ)

芽胞数
(ＣＦＵ / ｍｌ)

抑菌带宽
(ｍｍ)

１ ３２.０ １００ ６４ １.００×１０９ １１.０

２ ２８.０ ６０ ６４ １.３６×１０９ ９.５

３ ３０.０ ８０ ６９ １.２５×１０９ １０.０

４ ２８.０ ６０ ６８ １.０７×１０９ ７.５

５ ３０.０ ４６ ６６ １.３４×１０９ １０.０

６ ２８.０ １００ ６８ １.３９×１０９ １０.５

７ ３０.０ ８０ ６２ １.１０×１０９ ８.５

８ ３３.４ ８０ ６６ １.４９×１０９ ６.０

９ ３０.０ １１３ ６６ １.２０×１０９ ６.５

１０ ３２.０ ６０ ６４ １.４９×１０９ １１.５

１１ ２６.７ ８０ ６６ １.３７×１０９ １０.５

１２ ３２.０ １００ ６８ １.３５×１０９ １２.０

１３ ２８.０ １００ ６４ １.０３×１０９ １０.５

１４ ３０.０ ８０ ６６ １.４７×１０９ ８.０

１５ ３０.０ ８０ ６６ １.５３×１０９ ９.０

１６ ３２.０ ６０ ６８ ９.６０×１０６ ８.０

图 ２　 温度和装液量交互作用对芽胞含量影响的等高线图和响应曲面图

Ｆｉｇ.２　 Ｉｓｏｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｔｅｒｅｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓｈａｋｉｎｇ ｆｌａｓｋ ｍｕｔｕａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｐｏｒｅ

３　 讨 论

现有微生物杀菌剂产品活菌含量低、效价不高ꎬ
其产业化技术瓶颈亟待解决ꎮ Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣Ｂｕｒｍａｎ 试验

设计和 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计响应曲面法是广泛应

用于培养基发酵工艺优化的有效方法ꎮ 张荣胜

等[１６]对解淀粉芽胞杆菌 Ｌｘ￣１１ 发酵工艺进行优化ꎬ
使活菌产量增加 １８４％ꎬ抑菌带宽增加 ３０.２％ꎮ 张冬

冬等[１７]对小麦全蚀生防芽胞杆菌发酵工艺进行优
化ꎬ优化后芽胞产量为 １.８５× １０９ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 张雯
等[１８]通过响应面法优化木醋杆菌发酵细菌纤维素

培养基ꎬ细菌纤维素产量较优化前提高 ４２.５％ꎮ 目

前培养基的优化主要以活菌含量或抑菌活性物质含

８７ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 １ 期



图 ３　 温度和时间交互作用对芽胞含量影响的等高线图和响应曲面图

Ｆｉｇ.３　 Ｉｓｏｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｔｅｒｅｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｓｈａｋｉｎｇ ｆｌａｓｋ ｍｕｔｕａｌ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｐｏｒｅ

图 ４　 时间和装液量交互作用对芽胞含量影响的等高线图和响应曲面图

Ｆｉｇ.４　 Ｉｓｏｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｔｅｒｅｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓｈａｋｉｎｇ ｆｌａｓｋ ｍｕｔｕａｌ ｉｎ￣
ｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｐｏｒｅ

量为单一指标ꎮ 本研究通过单因素试验、Ｐｌａｃｋｅｔｔ￣
Ｂｕｒｍａｎ 试验设计和 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验设计响应曲

面法对解淀粉芽胞杆菌 ＪＴ８４ 的培养基成分和发酵

条件进行优化ꎬ得到兼顾芽胞含量和抑菌活性的优

化发酵培养基及发酵条件ꎮ 优化后发酵液芽胞含量

为 １.６７×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ较基础培养基提高 １５９％ꎬ无
菌滤液对稻瘟病菌和纹枯病菌的抑菌带宽分别增加

１８􀆰 ２％和 ３０􀆰 ０％ꎮ
近年来干悬浮剂逐渐替代水剂、可湿性粉剂和

悬浮剂ꎬ成为快速发展且深受欢迎的微生物杀菌剂

产品剂型之一ꎮ Ｍｅｎｇ 等[１９]使用枯草芽胞杆菌 Ｔ４２９
干悬浮剂防治水稻稻瘟病ꎬ 防效达到 ７７.６％~
７７􀆰 ８％ꎮ 在干悬浮剂喷雾干燥过程中ꎬ进风温度一

般为１１０~１３０ ℃ꎬ芽胞杆菌营养菌体不能承受此高

温ꎬ但是芽胞和发酵液中抑菌活性物质可以承受ꎮ
因此以发酵液中芽胞含量和抑菌活性物质含量作为

指标优化发酵工艺ꎬ解决了以芽胞杆菌为主的生物

杀菌剂产业化生产过程中存在的效价低的问题ꎮ 本

研究为高芽胞含量、高效价解淀粉芽胞杆菌干悬浮

剂的生产提供了理论基础ꎬ但需在实际生产过程中

进一步验证ꎮ
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