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摘  要: 枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis B47 菌株为番茄内生细菌, 也是玉米小斑病拮抗菌, 能产

生对玉米小斑病菌有强烈抑制作用的抗菌物质。以 B47 菌株发酵液的无菌滤液对玉米小斑病菌的

抗菌活性为检测指标, 测定 B47 菌株产抗菌物质培养所需的最佳碳、氮源和无机盐, 并通过正交

试验法对该菌株产抗菌物质的培养基配方和摇瓶发酵条件进行优化。研究结果表明, B47 菌株产抗

菌物质最佳碳、氮源和无机盐分别为蔗糖、酵母浸膏和 MgSO4⋅7H2O, 最优培养基是 YSB (Yeast 

extract-sucrose-beef extract)培养基, 其配方为: 蔗糖 2%, 酵母浸膏 2%, 牛肉浸膏 1.5%, MgSO4⋅7H2O 

0.06%, FeSO4⋅7H2O 0.000 9%, 最优发酵条件组合为: 30 °C, pH 7.0, 170 r/min 摇床培养 6 d, 接种量

为 1%, 装液量为 40 mL/200 mL。 
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Abstract: Bacillus subtilis strain B47 is an endophytic bacterium of tomato and can produce substance 
to inhibit the growth of Bipolaris maydis which can cause southern corn leaf blight. The optimal nitro-
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gen source, carbon source and salt for the production of antimicrobial substance by strain B47 were 
tested. The medium composition and fermentation conditions were optimized by orthogonal experi-
ments. The results showed that the optimal nitrogen source, carbon source and salt were yeast extract, 
sucrose and MgSO4⋅7H2O, respectively. The best medium was YSB (Yeast extract-sucrose-beef extract). 
The composition of the medium was 2% (W/V) sucrose, 2% (W/V) yeast extract, 1.5% (W/V) beef ex-
tract, 0.06% (W/V) MgSO4⋅7H2O and 0.000 9% (W/V) FeSO4⋅7H2O. The optimal fermentation condi-
tions were the combination of temperature 30 °C, initial pH 7.0, incubation time 6 d, 1% inoculum 
volume percentage and medium volume 40 mL/200 mL. 

Keywords: Bacillus subtilis, Antimicrobial substance, Orthogonal experiment, Optimization of 
fermentation condition 

由玉米小斑离蠕孢菌 Bipolaris maydis 引起的玉

米小斑病曾于 1968 年在我国和 1970 年在美国大流

行, 造成严重的经济损失[1−2]。该病的防治主要以种

植抗病品种和施用化学药剂为主。然而, 玉米小斑

病菌包括 3 个病原小种[3], 抗病品种往往只能抗一

个病原小种, 不能抗所有病原小种。而化学药剂的

过量使用则易导致环境污染和引起病原菌的抗药

性。因此, 有必要寻找对生态安全的有效防治方法, 
利用有益微生物防治玉米小斑病逐渐引起人们的关

注。王霞[4]等发现青霉 Penicillium sp. TS67 菌株的

发酵液对玉米小斑病在盆栽条件下有一定的防治效

果。鹿秀云[5]等的田间小区试验结果表明, 枯草芽孢

杆菌 Bacillus subtilis ST-87-14 菌株对玉米小斑病的

防效为 48.16%, 并证明该菌株的胞外代谢产物具有

防病作用。此外 , 玉米的根围细菌蜡状芽孢杆菌

Bacillus cereus C1L 菌株也被发现对玉米植株具有

诱导系统抗病性的作用, 在温室和田间对玉米小斑

病都有一定控制效果[6]。 
枯草芽孢杆菌 B47 菌株分离自番茄植株体内, 

已证明其对番茄青枯病有较好的控制效果 [7−8]。同

时 , 前期研究中还发现该菌株对玉米小斑病有较好

的控制作用, 在小区试验中, 先喷施 B47 菌液再接

种病原菌的处理能取得 74.53%的防治效果。此外, 

菌株 B47 还对香蕉叶缘枯斑病菌 Alternaria musae、

香蕉灰纹病菌 Cercospora musae、香蕉煤纹病菌

Heliminthosporium torulosum 、 甘 蓝 黑 斑 病 菌

Alternaria brassicae、香蕉炭疽病菌 Colletotrichum 
musae、西瓜枯萎病菌 Fusarium oxysporum、柑桔蒂

腐 病 菌 Diplodia natalensis 、 柑 桔 炭 疽 病 菌

Colletotrichum gloeosporioides 等多种植物病原菌具

有较强的抑制作用(另文发表)。初步研究发现, 分

泌抗菌物质为 B47 菌株防治玉米小斑病的主要机制

之一, 为了进一步提高抗菌物质的产量, 本文对该

菌株高产抗菌物质的培养基配方和摇瓶发酵条件进

行优化, 旨在为今后活性物质的提取、纯化和应用

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis B47 菌株, 由广

西大学植病研究室提供; 玉米小斑病菌(玉米小斑离

蠕孢菌 Bipolaris maydis) Bm3 菌株, 由广西农业科

学院微生物研究所生物防治研究室提供。 

1.2  培养基 
氮 源 利 用 基 础 培 养 基 (g/L): KH2PO4 1.36, 

Na2HPO4 2.13, MgSO4⋅7H2O 0.2, FeSO4⋅7H2O 0.000 5, 
CaCl2 0.005, 葡萄糖 10[9]。 

碳源利用基础培养基参照文献[9]的描述, 并略

作修改 , 配方为(g/L): 酵母浸膏 10, NaH2PO4⋅H2O 

0.5, K2HPO4 0.5, MgSO4⋅7H2O 0.2, CaCl2⋅2H2O 0.1。 

1.3  B47 菌株种子液的制备 
将保存于 4 °C 的 B47 菌株接种到 NA[10]平板上, 

30 °C 下培养 48 h, 再接种于 NB[10]培养液, 30 °C、

170 r/min 振荡培养 48 h, 备用。 

1.4  B47 菌株发酵液的无菌滤液制备 
B47 菌 株 的 液 体 培 养 物 于 5 000 r/min 离 心
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15 min, 上清液用细菌滤器(0.45 μm)过滤, 得到发

酵液的无菌滤液, 用于抗菌活性测定。 

1.5  B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性测定 
采用琼脂扩散−抑菌圈法对抗菌物质的活性进

行 测 定 。 将 保 存 于 4 °C 的 玉 米 小 斑 离 蠕 孢 菌

Bipolaris maydis Bm3 菌 株 移 植 到 PDA[10]斜 面 , 

28 °C 培养 7 d, 加入灭菌水后刮取孢子, 配制成浓

度为 106 个/mL 的孢子悬浮液。吸取 1 mL 孢子悬浮

液至培养皿(直径为 90 mm)中, 倒入 20 mL 冷却到

45 °C 的 PDA 培养基, 摇匀, 制成含菌平板。在距平

板中心 2 cm 处打孔, 孔径 5 mm, 每皿打 3 个孔, 孔

中加入 30 μL 无菌滤液, 置 28 °C 恒温培养, 48 h 后

测量拮抗圈直径。以孔中加入空白培养液为对照 , 

每处理重复 3 次。 

1.6  氮源对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性

的影响 
以 1.0%的量分别将牛肉浸膏、酵母浸膏、大豆

蛋白胨、胰蛋白胨和大豆粉加到氮源利用基础培养

基中, 以基础培养基为对照。接种 1 mL B47 菌株种

子液至装液量为 50 mL 的 200 mL 培养瓶中 , 于

30 °C、170 r/min 振荡培养 5 d。按 1.5 方法测定各

处理的无菌滤液对玉米小斑病菌的抗菌活性, 每处

理重复 3 次(以下所有试验均重复 3 次)。 

1.7  碳源对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性

的影响 
以 1.0%的量分别将葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、

乳糖、可溶性淀粉、甘油和玉米粉加入碳源利用基

础培养基中, 以基础培养基为对照。按 1.6 方法培

养菌株, 按 1.5 方法测定无菌滤液抗菌活性。 

1.8  无机盐对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活

性的影响 
以只含最佳碳、氮源(含量均为 1.0%)的培养基

为对照培养基, 根据微生物对大量元素与微量元素

的利用情况不同 , 按 0.5%的量分别加入 NaCl 和

K2HPO4, 按 0.05%的量分别加入 MgSO4⋅7H2O 和

CaCl2, 按 0.000 5% 的 量 分 别 加 入 FeSO4⋅7H2O, 

MnCl2、ZnSO4、CoCl2 和 CuSO4⋅5H2O。按 1.6 方法

培养菌株, 按 1.5 方法测定无菌滤液抗菌活性。 

1.9  培养基配方正交优化 
在上述单因子筛选的基础上以蔗糖、酵母浸膏、

MgSO4⋅7H2O、牛肉浸膏和 FeSO4⋅7H2O 为考察因素, 

按正交设计表 L16(45)设计 5 个因素、4 个水平的正

交试验, 比较各配方组合对 B47 菌株发酵液的无菌

滤液抗菌活性的影响。按 1.6 方法培养菌株, 按 1.5

方法测定无菌滤液抗菌活性。 

1.10  优化培养基与常用培养基比较 
将 B47 菌株接种到正交优化得到的培养基(命

名为 YSB)和适宜芽孢杆菌产抗菌物质的常用培养

基 NB[10−11]、LB[10,12−13]、BPY[10,14]和 KMB[15−16]

中 , 比较不同培养基对 B47 菌株发酵液的无菌滤液

抗菌活性的影响。按 1.6 方法培养菌株, 按 1.5 方法

测定无菌滤液抗菌活性。 

1.11  发酵条件正交优化 
采用优化培养基, 以培养温度、初始 pH、培养

时间、接种量和装液量为考察因素, 按正交设计表

L16(45)设计 5 个因素、4 个水平的正交试验, 比较

各种发酵条件组合对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗

菌活性的影响。按 1.5 测定各处理无菌滤液的抗菌

活性。 

1.12  数据统计 
试验数据通过 DPS 数据处理系统, 采用 LSD 法

进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  氮源对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性

的影响 
由图 1 可见, 不同氮源对 B47 菌株发酵液的无

菌滤液的抗菌活性有显著影响。其中, 以酵母浸膏

为氮源时, 无菌滤液的抗菌活性明显高于其它氮源, 

拮抗圈直径达 16.00 mm; 其次为牛肉浸膏, 拮抗圈

直径为 14.50 mm。供试的各种氮源分别加入后所获

得的抗菌活性较基础培养基均有明显提高。理论上

讲, 在同等条件下, 菌株发酵液的无菌滤液的抗菌

活性越强, 表明菌株代谢产生的抗菌物质越多。因

此, 在不同氮源中, 酵母浸膏最有利于 B47 菌株产

抗菌物质。 



1342 微生物学通报 2011, Vol.38, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 1  氮源对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性的

影响  
Fig. 1  Effects of nitrogen sources on the antimicrobial 
activity of cell-free broth of strain B47  
注: 1: CK; 2: 牛肉浸膏; 3: 酵母浸膏; 4: 大豆蛋白胨; 5: 胰蛋白

胨; 6: 大豆粉. 柱状图上的不同字母表示差异显著, P<0.05, 下同. 
Note: 1: CK; 2: Beef extract; 3: Yeast extract; 4: Soybean peptone; 
5: Tryptone; 6: Soy flour. Columns with different letters are sig-
nificantly different, P<0.05, the same as follows. 
 

2.2  碳源对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性

的影响 
由图 2 可知, 以不同营养成分作为碳源时, B47

菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性强弱明显不同。其

中 , 以 蔗 糖 为 碳 源 时 , 无 菌 滤 液 抗 菌 活 性 最 强 , 
拮抗圈直径达 18.00 mm; 以葡萄糖为碳源时 , 无

菌 滤 液 的 抗 菌 活 性 仅 次 于 蔗 糖 , 拮 抗 圈 直 径 为

16.10 mm。在所有供试的碳源中 , 玉米粉最不适

于 该 菌 株 产 生 抗 菌 物 质 , 所 得 拮 抗 圈 直 径 仅 为

12.16 mm。可见, 选用蔗糖作为碳源最有利于 B47
菌株产生抗菌物质。 

2.3  无机盐对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活

性的影响 
在只含蔗糖和酵母浸膏的基础培养基中, 分别

加入不同无机盐, 培养 B47 菌株, 所得发酵液的无

菌滤液的抗菌活性因无机盐的种类不同而有明显差

异。据数据统计结果, 与基础培养基相比, 加入无机

盐后, 菌株 B47 发酵液的无菌滤液的抗菌活性出现

升高、降低、无变化或活性丧失等几种情况。当加

入 MgSO4⋅7H2O 和 FeSO4⋅7H2O 时, 其抗菌活性显著

升高, 拮抗圈直径分别达 20.16 mm 和 18.50 mm。而

当加入 MnCl2 时, 其抗菌活性显著下降, 拮抗圈直

径仅为 10.00 mm; 更甚者, 当加入 ZnSO4、CoCl2

和 CuSO4⋅5H2O 时, 无菌滤液中完全检测不到抗菌

活性。其余 3 种无机盐(NaCl、K2HPO4 和 CaCl2)的
加入, 对无菌滤液的抗菌活性均无明显影响(图 3)。

可见, MgSO4⋅7H2O 最有利于 B47 菌株产生抗菌物

质, FeSO4⋅7H2O 次之, 而 MnCl2、ZnSO4、CoCl2 和

CuSO4⋅5H2O 抑制 B47 菌株产抗菌物质。 

2.4  培养基配方正交优化结果 
正交优化试验结果(表 1)表明, 不同培养基配方

组合对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性有显著 
 

 

图 2  碳源对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性的

影响  
Fig. 2  Effects of carbon sources on the antimicrobial ac-
tivity of cell-free broth of strain B47  
注: 1: CK; 2: 葡萄糖; 3: 蔗糖; 4: 麦芽糖; 5: 乳糖; 6: 可溶性淀

粉; 7: 甘油; 8: 玉米粉. 
Note: 1: CK; 2: Dextrose; 3: Sucrose; 4: Maltose; 5: Lactose; 6: 
Soluble starch; 7: Glycerin; 8: Corn flour. 
 

 

图 3  无机盐对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性的

影响 
Fig. 3  Effects of salt on the antimicrobial activity of 
cell-free broth of strain B47  
Note: 1: CK; 2: NaCl; 3: K2HPO4; 4: MgSO4⋅7H2O; 5: CaCl2; 6: 
FeSO4⋅7H2O; 7: MnCl2; 8: ZnSO4; 9: CoCl2; 10: CuSO4⋅5H2O. 
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影响。表现抗菌活性最强的是 11 号培养基, 拮抗圈

直径达 23.67 mm; 抗菌活性最弱的是 1 号培养基, 

拮抗圈直径仅为 17.83 mm。其中 1 号培养基是各营

养成分含量均为最少的配方, 说明营养成分含量太

少不利于菌株产生抗菌物质。由极差 R 值的大小可

以看出, 培养基配方中的 5 种组分对无菌滤液抗菌活

性影响力的强弱顺序为: A (蔗糖)>B (酵母浸膏)>C 

(MgSO4⋅7H2O)>D (牛肉浸膏)>E (FeSO4⋅7H2O)。由各

列相应位级的拮抗圈直径之和(K 值)可以看出, 随

着各营养成分含量的升高, 无菌滤液的抗菌活性呈

先上升后下降的趋势, 说明并非营养物质含量越高

越适宜菌株产抗菌物质。培养基配方的最佳组合为

A3B3C3D3E3, 即 : 蔗 糖 2%, 酵 母 浸 膏 2%, 

MgSO4⋅7H2O 0.06%, 牛肉浸膏 1.5%, FeSO4⋅7H2O 
0.000 9%。将该优化培养基命名为 YSB (Yeast ex-

tract-sucrose-beef extract)培养基。 
 

表 1  培养基配方正交试验结果 
Table 1  Results of the medium orthogonal experiment 

因素 Factor 

蔗糖 
Sucrose (%) 

酵母浸膏 
Yeast extract (%) 

MgSO4⋅7H2O 
(%) 

牛肉浸膏 
Beef extract (%)

FeSO4⋅7H2O  
(%) 

处理号
Treatment 

A B C D E 

平均拮抗圈直径 Average 
antagonistic diameter 

(mm) 

1 1 (0.5) 1 (0.5) 1 (0.01) 1 (0.5) 1 (0.000 3) 17.83 

2 1 (0.5) 2 (1.0) 2 (0.03) 2 (1.0) 2 (0.000 6) 19.33 

3 1 (0.5) 3(2.0) 3 (0.06) 3 (1.5) 3 (0.000 9) 23.33 

4 1 (0.5) 4 (3.0) 4 (0.09) 4 (2.0) 4 (0.001 2) 19.00 

5 2 (1.0) 1 (0.5) 2 (0.03) 3 (1.5) 4 (0.001 2) 20.33 

6 2 (1.0) 2 (1.0) 1 (0.01) 4 (2.0) 3 (0.000 9) 20.00 

7 2 (1.0) 3 (2.0) 4 (0.09) 1 (0.5) 2 (0.000 6) 22.83 

8 2 (1.0) 4 (3.0) 3 (0.06) 2 (1.0) 1 (0.000 3) 23.00 

9 3 (2.0) 1 (0.5) 3 (0.06) 4 (2.0) 2 (0.000 6) 22.00 

10 3 (2.0) 2 (1.0) 4 (0.09) 3 (1.5) 1 (0.000 3) 23.00 

11 3 (2.0) 3 (2.0) 1 (0.01) 2 (1.0) 4 (0.001 2) 23.67 

12 3 (2.0) 4 (3.0) 2 (0.03) 1 (0.5) 3 (0.000 9) 22.00 

13 4 (3.0) 1 (0.5) 4 (0.09) 2 (1.0) 3 (0.000 9) 20.67 

14 4 (3.0) 2 (1.0) 3 (0.06) 1 (0.5) 4 (0.001 2) 21.00 

15 4 (3.0) 3 (2.0) 2 (0.03) 4 (2.0) 1 (0.000 3) 22.00 

16 4 (3.0) 4 (3.0) 1 (0.01) 3 (1.5) 2 (0.000 6) 21.33 

K1a 79.49 80.83 82.83 83.66 85.83  

K2 86.16 83.33 83.66 86.67 85.49  

K3 90.67 91.83 89.33 87.99 86.00  

K4 85.00 85.33 85.50 83.00 84.00  

K′1b 19.87 20.21 20.71 20.92 21.46  

K′2 21.54 20.83 20.92 21.67 21.37  

K′3 22.67 22.96 22.33 22.00 21.50  

K′4 21.25 21.33 21.38 20.75 21.00 A3B3C3D3E3 

Rc  2.80  2.75  1.62  1.25  0.50 RA>RB>RC>RD>RE 

注: a: K1 表示各因素的第 1 水平 4 次试验结果之和, K2 表示各因素的第 2 水平 4 次试验结果之和, K3、K4 依次类推; b: K′1 表示各因素的

第 1 水平 4 次试验结果之平均数, K′2 表示各因素的第 2 水平 4 次试验结果之平均数, K′3、K′4 依次类推; c: R 表示各因素的最好水平与

最差水平之差, 即 K′最大−K′最小(下同). 
Note: a: K1 means the sum of 4 test results at level 1 of each factor. K2 means the sum of 4 test results at level 2 of each factor. K3, K4, and so 
on; b: K′1 means the average of 4 test results at level 1 of each factor. K′2 means the average of 4 test results at level 2 of each factor. K′3, K′4 
and so on; c: R means the difference between the best and worst levels of each factor (the same as follows). 
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2.5  优化培养基与常用培养基比较结果 
用优化得到的 YSB 培养基与常用培养基 NB、

LB、BPY 和 KMB 同时培养 B47 菌株, 比较不同培

养基对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活性的影

响。结果表明, 表现抗菌活性最强的是 YSB 培养基, 
拮抗圈直径达 25.00 mm, 显著高于其它常用培养

基; 其次是 BPY 培养基, 拮抗圈直径为 21.50 mm; 
抗菌活性最弱的是 LB 培养基 , 拮抗圈直径仅为

17.50 mm。说明优化后的 YSB 培养基最利于 B47
菌株产抗菌物质。 
 

 

图 4  不同培养基对 B47 菌株发酵液的无菌滤液抗菌活

性的影响 
Fig. 4  Effects of different medium on antimicrobial activ-
ity of cell-free broth of strain B47  
Note: 1: YSB; 2: LB; 3: NB; 4: BPY; 5: KMB.  
 
2.6  发酵条件正交优化结果 

从表 2 可以看出, 发酵条件对 B47 菌株发酵液

的无菌滤液的抗菌活性有显著影响。表现抗菌活性

最 强 的 发 酵 条 件 组 合 是 处 理 10, 拮 抗 圈 直 径 达

27.67 mm; 抗菌活性最弱的是处理 11, 拮抗圈直径

仅为 15.23 mm。由极差 R 值分析可见, 5 种因素对

无菌滤液抗菌活性影响力的强弱顺序为 : E (装液

量)>A (温度)>C (培养时间)>B (pH)>D (接种量)。
装液量对无菌滤液活性的影响最为显著 , 并与无

菌滤液活性大小呈负相关。接种量对无菌滤液抗菌

活性的影响最为微弱。由各列相应位级的拮抗圈直

径 之 和 可 以 看 出 , 最 优 发 酵 条 件 组 合 为

A3B2C3D1E1, 即: 30 °C, pH 7.0, 培养 6 d, 接种量为

1%, 装液量为 40 mL/200 mL。 

3  讨论 

芽孢杆菌可以产生多种抗菌物质, 主要包括表

面活性素(Surfactin)[17]、伊枯草菌素(Iturin)[18]、丰原

素(Fengycin)[19]等脂肽类抗菌素和抗菌蛋白[20]等。芽

孢杆菌次生代谢物的产生主要受培养基营养成分

(碳、氮源和无机盐)、发酵条件(温度、pH、发酵时

间、接种量、通气量等)和高度复杂的代谢调节机制

的影响[21−23]。不同培养基营养成分和发酵条件可显

著影响不同代谢物质的产量。郭成栓[24]等报道葡萄

糖 3%, 大豆粉 4%, pH 8.0, 温度 40 °C, 接种量体

积分数 2%能显著提高枯草芽孢杆菌 B1⑥菌株蛋白

酶的产量。Lin[25]等报道绵白糖 2%, FeSO4 2 mmol/L, 

pH 6.64, 30 °C, 培养 6 d 能显著提高淀粉液化芽孢

杆菌 B128 菌株伊枯草菌素(Iturin A)的产量。易有金

等报道 pH 7.0, 30 °C, 装液量 100 mL, 200 r/min 振

荡培养 96 h 能提高枯草芽孢杆菌 B-001 菌株抗菌蛋

白的产量[12]。 

本研究在确定适宜枯草芽孢杆菌 B47 菌株高产

抗菌物质的最佳碳(蔗糖)、氮源(酵母浸膏)和无机盐

(MgSO4⋅7H2O)的基础上, 通过正交试验法得到 B47
菌株高产抗菌物质的最优培养基, 配方为蔗糖 2%, 

酵母浸膏 2%, 牛肉浸膏 1.5%, MgSO4⋅7H2O 0.06%, 

FeSO4⋅7H2O 0.000 9%。该培养基的成分和含量与现

有的 100 多种培养基均不完全相同, 根据所含的主

要成分将其命名为 YSB (Yeast extract-sucrose-beef 
extract) 培养基。从培养基配方的成分上来看, YSB

培养基所含的 5 种组分均是生产上容易获得并且价

格相对低廉的化工原料, 这使得该培养基具备了在

今后的大量工业发酵生产中应用的先决条件。 

据报道 , NB、LB、BPY 和 KMB 等培养基也

是适宜芽孢杆菌产抗菌物质的常用培养基。本文

比较了在 YSB 培养基和上述常用培养基中, B47 菌

株产生抗菌物质的效果。结果发现, 在同等条件下, 

菌株在 YSB 培养基中培养产生的抗菌活性显著高

于其它培养基, 这说明 YSB 培养基中所含抗菌物质

的浓度最大。一般来说, 抗菌物质的提取纯化过程, 

是一个不断去除非活性物质和逐渐浓缩活性物质

的过程。初始培养液中含有抗菌物质的浓度越大 ,  
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表 2  发酵条件正交试验结果 
Table 2  Results of the culture conditions orthogonal experiment 

因素 Factor 

温度 
Temperature  

(°C) 
pH 

培养时间 
Culture time 

(d) 

接种量 
Inoculum volume  

percentage (%) 

装液量 
Medium volume  

(mL) 

处理号
Treatment 

A B C D E 

平均拮抗圈直径 
Average antagonistic 

diameter (mm) 

1 1 (24) 1 (6.5) 1 (4) 1 (1) 1 (40) 22.33 

2 1 (24) 2 (7.0) 2 (5) 2 (2) 2 (60) 21.17 

3 1 (24) 3 (7.5) 3 (6) 3 (3) 3 (80) 19.00 

4 1 (24) 4 (8.0) 4 (7) 4 (4) 4 (100) 15.67 

5 2 (27) 1 (6.5) 2 (5) 3 (3) 4 (100) 15.33 

6 2 (27) 2 (7.0) 1 (4) 4 (4) 3 (80) 17.33 

7 2 (27) 3 (7.5) 4 (7) 1 (1) 2 (60) 21.67 

8 2 (27) 4 (8.0) 3 (6) 2 (2) 1 (40) 24.13 

9 3 (30) 1 (6.5) 3 (6) 4 (4) 2 (60) 23.33 

10 3 (30) 2 (7.0) 4 (7) 3 (3) 1 (40) 27.67 

11 3 (30) 3 (7.5) 1 (4) 2 (2) 4 (100) 15.23 

12 3 (30) 4 (8.0) 2 (5) 1 (1) 3 (80) 20.33 

13 4 (33) 1 (6.5) 4 (7) 2 (2) 3 (80) 18.00 

14 4 (33) 2 (7.0) 3 (6) 1 (1) 4 (100) 17.17 

15 4 (33) 3 (7.5) 2 (5) 4 (4) 1 (40) 21.33 

16 4 (33) 4 (8.0) 1 (4) 3 (3) 2 (60) 19.17 

K1 78.17 78.99 74.06 82.10 95.46  

K2 78.46 83.34 78.16 78.53 85.34  

K3 86.56 77.23 83.63 81.17 74.66  

K4 75.67 79.50 83.01 77.66 63.40  

K′ 1 19.54 19.75 18.52 20.53 23.87  

K′ 2 19.62 20.84 19.54 19.63 21.34  

K′ 3 21.64 19.31 20.91 20.29 18.67  

K′ 4 18.92 19.88 20.75 19.42 15.85 A3B2C3D1E1 

R  2.72  1.53  2.39  1.11 8.02 RE>RA>RC>RB>RD

 

越利于提高纯化物的得率和简化后期的提取环节。

这有助于下一步抗菌物质的提纯研究。同时, 有利

于工业化发酵生产中提高活性产物得率, 降低生产

成本。 
采用 YSB 培养基, 通过正交试验法得到 B47

菌株高产抗菌物质的最优发酵条件组合为: 30 °C, 
pH 7.0, 170 r/min 振荡培养 6 d, 接种量为 1%, 装液

量为 40 mL/200 mL。经测试发现, B47 菌株在最佳

培养基与培养条件下培养, 获得发酵液的无菌滤液

的抗菌活性大于正交试验中所有处理的活性, 拮抗

圈直径达 28.67 mm。在测试的各因素中, 装液量对

B47 菌株产抗菌物质影响最大 , 并且具有负效应 , 
即装液量越少, 菌株产生的抗菌物质越多。装液量

的多少直接反映通气量的多少, 也就是说通气量是

影响 B47 菌株产抗菌物质的重要因素。这一结果表

明 B47 菌株属于好氧菌, 氧气越充足越有利于其代

谢产生抗菌物质。因此, 在实际生产过程中, 条件允

许的情况下, 应注意适当增加通气量, 以获得更多

的活性物质。 
在前期研究工作中我们发现 B47 菌株在培养
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36−96 h 时的生长量最大, 96 h (4 d)以后进入衰退期, 
生长量明显下降 [8]; 而在本研究中 , 发现该菌在培

养至第 6 天时产生的抗菌物质最多。说明适于 B47
菌株生长与产抗菌物质的培养时间不同, 其产抗菌

物质的峰值时间出现在生长衰退期。此外, B47 菌

株生长的最适温度为 35 °C[8], 和其产抗菌物质的

最适温度(30 °C)也不相同。B47 菌株生长与产抗菌

物质对发酵条件的要求不尽相同, 这对将来研究利

用该菌的活性物质和活菌体具有一定指导意义。 
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