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黄瓜内生枯草芽孢杆菌B504发酵配方优化研究
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　　摘　要:利用SAS软件对黄瓜内生枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)B504发酵培养基进行优

化。首先用 Plackett-Burman法筛选出3个重要因素 ,通过最陡爬坡试验逼近最佳响应面区域 ,

最后采用 Box-Behnken设计及响应面分析确定主要影响因子的最佳浓度。结果表明:当葡萄糖 、

KH2PO4 、玉米粉 、黄豆粉、MnSO4 、K2HPO4的最佳用量分别为 0.72、1.07 、3.67 、3.0 、2.0、3.0 g 时 ,

发酵培养基产生的芽孢数量达到最大值2.22×109cfu/mL ,较优化前的 1.81×109cfu/mL提高了

22.7%。
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　　植物内生枯草芽孢杆菌具有一般植物内生细菌特

有的生存优势 ,它避开了温度 、紫外线 、营养贫乏等不利

因素的影响 ,具有相对安全稳定的生存环境 ,营养来源

丰富 ,因而更利于其发挥生物防治潜能[ 1] 。试验所用的

枯草芽孢杆菌 B504为黄瓜内生细菌 ,通过催芽过程在

植物发育早期进入胚根 ,并随着植株的生长发育在根 、

茎、叶中定殖 ,在催芽及苗期阶段对植株促生作用明显。

催芽时生防菌进入植株体内 ,通过吸收植物中的营养完

成定殖 、转移过程 ,显现出内生细菌独特的优势 ,对黄瓜

枯萎病具有一定的防治作用
[ 2]
。

SAS(Statistical Analy sis System)软件可方便地定量

分析各因素对试验结果的影响 ,使优化后的工艺科学性

强、重现性好 、可信度高。Plackett-Burman设计法可在

众多的考察因素中快速有效地筛选出最为重要的几个

因素。响应面分析法(RSA)是综合试验分析和数学建

模最经济合理的试验设计 ,是近年来应用最多的一种优

化技术。Placket-Burman法和响应面分析法已被成功地

运用于微生物发酵条件的优化研究中。Ismail A[ 3] 、Ra-

mana Murthy M V[ 4] 、张丽霞[ 5] 、曹小红[ 6] 、周波[ 7] 、牛芳

方[ 8] 等在研究发酵生产中成功地应用了 Plackett-Bur-

man设计法及 RSA ,高效快速地获得了优化工艺。

试验利用 SAS软件进行发酵培养基配方优化 ,提

高发酵液中的菌体数量 ,降低生产成本 ,为提高生产效

率为大规模工业化生产奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis B504由实验室保

存。B504经过 LB平板活化后 ,挑取单菌落 ,接种于液

体 LB培养基中 ,29℃、140 rpm培养 16 h。在前期工作

的基础上 ,从11种培养基(略)中根据芽孢形成的数量和

时间 ,综合考虑培养基成分的来源 、价格、取材等因素 ,

本着节约发酵成本和提高发酵产量的原则 ,选取经济、

实用 、高效的发酵基础培养基作为进一步优化的初始培

养基 ,确定基础发酵培养基为玉米粉 3 g ,黄豆粉 3 g ,葡

萄糖 0.5 g ,MnSO42 g ,K 2HPO43 g ,KH2 PO41.5 g ,蒸馏

水 1 000 mL ,pH 8.0。

1.2　含菌量测定

将已培养 42 h的发酵培养基梯度稀释 ,取 100 μL

在 LB平板培养基上涂板 ,24 h后记录菌落数量 ,计算

cfu/mL。

1.3　发酵条件

250 mL三角瓶中按 100 mL 培养基的装液量 ,pH

值为 8.0 ,以 6%的接菌量接种子培养液 , 29℃,140 rpm

振荡培养。

2　结果与分析
2.1　Plackett-Burman设计法筛选培养基中重要因子

应用 Placket t-Burman设计法全面考察初始发酵基

础培养液中6个成分的影响效应 ,筛选培养基中影响发

酵液含菌量的重要因子。各因子设置高低2水平 ,低水

平为初始发酵基础培养基各成分的浓度 ,高水平为低水

平的 1.5倍。Plackett-Burman试验因素及水平见表 1。
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　　表 1　Plackett-Burman试验因素及水平列表

符号
因素

/g·L-1

水平

-1 +1

X1 玉米粉 3 4.5

X2 黄豆粉 3 4.5

X3 葡萄糖 0.5 0.75

X4 MnSO4 2 3

X5 K2HPO4 3 4.5

X6 KH2PO4 1.5 2.25

2.2　最陡爬坡试验

由Plackett-Burman实验回归分析确定重要因素 ,

见表 2。对数据进行回归分析获得各因素的 t值和可信

度 ,见表 3 ,选择可信度大于 90%以上的因素作为重要

因素。

　　表 2　Plackett-Burman试验设计及响应值表
Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 菌量 / ×109 cfu·mL-1

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1.17

2 1 -1 -1 -1 1 -1 1.32

3 -1 1 -1 -1 1 1 1.13

4 1 1 -1 -1 -1 1 1.00

5 -1 -1 1 -1 1 1 1.92

6 1 -1 1 -1 -1 1 1.96

7 -1 1 1 -1 -1 -1 2.00

8 1 1 1 -1 1 -1 2.20

9 -1 -1 -1 1 -1 1 1.22

10 1 -1 -1 1 1 1 1.19

11 -1 1 -1 1 1 -1 1.40

12 1 1 -1 1 -1 -1 1.51

13 -1 -1 1 1 1 -1 1.77

14 1 -1 1 1 -1 -1 2.10

15 -1 1 1 1 -1 1 1.37

16 1 1 1 1 1 1 1.67

　　由表3可以看出 ,在初始发酵培养基的6个因素中 ,

玉米粉 、葡萄糖 、K2HPO 4对发酵液的含菌量的影响表现

为正效应 ,黄豆粉 、MnSO4 ·H2O 、KH2PO4对发酵液的

含菌量的影响表现为负效应。各因素对发酵液含菌量

影响的重要性顺序为:葡萄糖 、KH2 PO4 、玉米粉 、

MnSO4 ·H2O 、黄豆粉、K2 HPO4 。其中葡萄糖(P =

0.00304)、KH2 PO4 (P =0.018414) 、玉米粉(P =

0.078785)的可信度大于90%,这3个因素对发酵液含菌

量有极显著的影响 ,可进行下一步试验。

　表 3　Plackett-Burman试验因素水平及其主效应分析
符号 因素 t值 大于 t的概率 重要性排序

X1 玉米粉 3.348611 0.078785 3

X2 黄豆粉 -1.42494 0.290227 5

X3 葡萄糖 18.09675 0.00304 1

X4 MnSO4.H 2O -1.31171 0.257536 4

X5 K2HPO4 0.288576 0.397099 6

X6 KH2PO4 -4.87955 0.018414 2

2.3　最陡爬坡路径试验确定重要因素的最适浓度范围

根据 Placket t-Burman 试验设计结果确定葡萄糖 、

KH2PO 4 、玉米粉为3个显著影响因素。玉米粉 、葡萄糖

对发酵液的含菌量的影响表现为正效应 ,KH2 PO4对发

酵液的含菌量的影响表现为负效应。由此设计最陡爬

坡路径试验 ,其中 MnSO4 ·H2O 、黄豆粉 、K2HPO4 3个

因素均取低水平浓度 ,按一定浓度增加玉米粉 、葡萄糖

在培养基中的浓度 ,减少KH2PO4在培养基中的浓度 ,考

察发酵液含菌量的变化。最陡爬坡路径试验设计及结

果见表 4 ,从试验结果可以看出 ,第3组试验数据为最高

值 ,因此以此组条件为后续试验的中心点进行响应面

分析。

　　表 4　　　最陡爬坡路径试验设计及结果

编号
葡萄糖

/ g·L-1

KH2PO4

/g·L-1
玉米粉/g·L-1

菌量

/ ×109 cfu ·mL -1

1 0.5 1.5 3 1.54

2 0.6 1.3 3.4 1.67

3 0.7 1.1 3.8 2.23

4 0.8 0.9 4.2 1.68

5 0.9 0.7 4.6 1.67

6 1.0 0.5 5.0 1.42

2.4　响应面分析试验设计筛选重要因素的最优浓度水平

Box-Behnken试验因素水平见表 5 ,试验设计表及

结果见表 6。利用SAS软件对其结果进行二次回归分

析 ,回归方程为 Y 1=2.26+0.01125X1 -0.015X2 -

0.01375X3 -0.04875X1 X1 -0.025X1 X2 -0.0075X1

X3 -0.08625X2X2 +0.015X2 X3 -0.02875X3 X3 ,回归方

程的方差分析见表7 ,模型可信度分析结果见表 8。

　　表 5　　　Box-Behnken试验因素水平

符号 变量名称
水平

-1 0 1

X1 葡萄糖/g·L-1 0.6 0.7 0.8

X2 KH2PO4/g·L-1 0.9 1.1 1.3

X3 玉米粉/g·L-1 3.4 3.8 4.2

　　表 6　　Box-Behnken试验设计表及结果
Run 因素 菌量

X1 X2 X3 / ×109 cfu·mL-1

1 -1 -1 0 2.09

2 -1 1 0 2.14

3 1 -1 0 2.16

4 1 1 0 2.11

5 0 -1 -1 2.21

6 0 -1 1 2.14

7 0 1 -1 2.12

8 0 1 1 2.11

9 -1 0 -1 2.17

10 1 0 -1 2.21

11 -1 0 1 2.17

12 1 0 1 2.18

13 0 0 0 2.24

14 0 0 0 2.28

15 0 0 0 2.26
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　　表 7 回归方程的方差分析
方差来源 自由度 总偏差平方和 平均偏差平方和 F值 大于 F值的概率

X1 1 0.001012 0.001012 1.730769 0.245405

X2 1 0.0018 0.0018 3.076923 0.139779

X3 1 0.001512 0.001512 2.58547 0.16876

X1X1 1 0.008775 0.008775 15 0.011725

X1X2 1 0.0025 0.0025 4.273504 0.093567

X1X3 1 0.000225 0.000225 0.384615 0.562312

X2X2 1 0.027467 0.027467 46.95266 0.001011

X2X3 1 0.0009 0.0009 1.538462 0.269875

X3X3 1 0.003052 0.003052 5.216963 0.071175

模型 9 0.043368 0.043368 8.2371 0.015915

(一次项) 3 0.004325 0.004325 2.464387 0.177386

(二次项) 3 0.0354.8 0.0354.8 20.18139 0.003184

(交叉乘积项) 3 0.003625 0.003625 2.065527 0.223513

误差项 5 0.002925 0.002925

(失拟项) 3 0.002125 0.002125 1.770833 0.380773

(纯误差) 2 0.0008 0.0008

所有项 14 0.046293 0.046293

　　表 8　　　　模型的可信度分析
平均值 2.172667

复相关系数R2 93.68%

校正后的 R2 82.31%

模型误差的平方根 0.02418677

Y 的变异系数CV 1.11323

　　P=0.380773>0.1 ,失拟不显著 ,模型选择正确。一

次项 、平方项 、交叉项均对响应值有显著性影响。模型

可信度分析见表 8 ,其中复相关系数的平方 R
2 =

0.9368 ,说明模型可以解释 93.68%菌量的变化 ,表明方

程拟合较好。CV(r的变异系数)表示试验的精确度 ,该

试验中 CV较低(CV=1.11323%),试验操作可信。

回归方程中的稳定点为极大值点 ,通过岭嵴分析

(ridge analy sis)得到极大值所对应的各主要因素(X1 ,

X2 ,X3)的编码值分别为 0.18505 , -0.14525 , -0.32351 ,葡

萄糖 、KH2 PO4 、玉米粉的最佳用量分别为 0.72、1.07、

3.67 g/L 此时预测的最大响应值为2.26404×10
9
cfu/mL。

2.5　模型验证

以2.4确定的主要因素用量配制发酵培养基 ,所得

试验值为2.22×10
9
cfu/mL 与预测值接近。两者的拟合

性好证实了模型的有效性。优化后培养基产生的菌量

为 2.22×109 cfu/mL 与优化前培养基产生的菌量为

1.81×109cfu/mL相比提高了22.7%,见表9。

　　表 9　　　　　模型验证试验

处理
菌量/1×109 cfu·mL -1

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均值

/1×109 cfu·mL -1

优化前发酵培养基 1.81 1.83 1.80 1.81

优化后发酵培养基 2.23 2.23 2.21 2.22

3　结论与讨论
试验运用 Plackett-Burman设计和响应面分析相结

合的统计分析方法对 Bacillus subtilis 504发酵培养基配

方进行了优化。首先运用 Plackett-Burman设计确定葡

萄糖 、KH2PO4 、玉米粉为 3个显著影响因子 ,通过最陡

爬坡试验逐步改变三者的浓度 ,逼近最佳响应面区域;

最后采用 Box-Behnken设计和二次回归分析确定出主

要因素的最优用量。优化后的发酵培养基产生的菌量

比优化前培养基的相比提高了22.7%。另外 ,回归方程

所得到的最大预测值与验证值拟合性好 ,证实了模型的

可靠性 ,所建立的模型与实际情况吻合性较好。
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苹果轮纹病菌拮抗细菌筛选及田间应用初步研究

杨 　华 , 刘 　志 , 石 　强
(辽宁省果树科学研究所,辽宁 营口 115214)

　　摘　要:在辽宁省果树科学研究所的育种园 、优质果园及树木园采集土壤 ,用稀释法分离纯

化并用平板对峙法筛选出了对苹果轮纹病菌(B.berengeriana f.sp.piricola)有较强抑制作用的菌

株。离体果菌株控果试验表明:先喷菌液后刺伤接种轮纹病菌的防治效果为 73.5%,相对较好;

田间试验表明:菌剂 100倍与1∶3∶240波尔多液交替使用采收期与贮藏期防治果实轮纹病效果

均较好;套袋果实轮纹病防效达100%。

关键词:苹果轮纹病菌;拮抗细菌;筛选;田间应用
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+
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　　苹果轮纹病菌(Botryosphaeria berengeriana f.sp.

piricola)属于子囊菌纲 ,座囊菌目 ,囊孢菌属[ 1] 。苹果轮

纹病俗称水烂病 、烂果病 ,该病在美国 、加拿大 、日本和

我国均有发生 ,我国尤以辽宁、山东 、河北发病严重。轮

纹病寄主范围很广 ,除苹果外还能为害梨、桃 、李 、杏等

多种果树。

苹果轮纹病菌主要为害果实[ 2] 。发病初期在果面

部分出现圆形 、黑至黑褐色小斑 ,逐渐扩大成轮纹状。

随着症状的进一步发展 ,病斑呈淡褐至黑褐色 ,整个果

实即变为水渍状软化腐烂。发病后期在病斑表面形成

黑色小粒点状的分生孢子器 ,偶尔从孢子器中溢出白色

线头状孢子角。苹果轮纹病菌不仅侵染田间生长的苹
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果 ,引起20%～ 30%的烂果 ,由于其潜伏侵染特性 ,还可

引起苹果采后腐烂 ,成为贮藏期的重要病害 ,严重影响

果实的产质量 ,给果农造成了很大的经济损失。

目前苹果轮纹病在生产上主要以化学药剂防治为

主[ 3] ,采用化学药剂防治容易造成农药在土壤和作物上

的残留 ,对土壤 、地下水 、河流 、湖泊造成污染 ,尤其是给

人类的生存 、发展和健康带来危害。化学农药的广泛应

用使公众越来越担心其安全性和对环境造成的污染问

题;同时 ,化学农药的大量使用也使病菌对常用药剂产

生了一定的抗药性 ,使其防效不断下降。

　　生物防治对环境安全 ,无残留无污染 ,不杀伤天敌 ,

成为目前研究和开发的热点 ,其中利用病原菌的拮抗细

菌进行生物防治 ,控制病害的危害是值得深入研究的一

条新途径[ 4] 。无论是自然发生的生物防治现象还是用

于生物防治的生物类型中 ,细菌的作用是非常明显的。

其主要优势在于:细菌的种类和数量众多 ,在果蔬根际

和地上部大量存在;细菌对病原菌的作用方式较广 ,可

以通过竞争 、拮抗和寄生 ,诱导果蔬产生抗性等方式对

Optimization of Cucumber Endobacteria Bacillus subtilis 504 Fermentation Medium
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(1.Liaoning Academy of Ag ricultural Sciences , Shenyang , Liaoning 110161;2.Dalian Nationalities University , Dalian , Liaoning 116600)

Abstract:SAS system w as used to optimize the medium components for Baci llus subtilis 504.Firstly , the prime factors

affecting yield of Bacil lus subti lis 504 were selected by means of Plackett-Burman design;Then , acentral composite

design w as used to optimize the prime factors and the results were shown inresponse surface polts.When the medium

comprised glocose , KH2PO4 , corn powder , soy bean powder ,MnSO4 ,K2HPO4yield of Bacillus subti lis 504 could reach

2.22 10
9
cfu/mL ,which was 22.7%higher than the control.
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