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摘  要：【背景】木霉是广泛分布于自然界中的一类真菌，能产生多种酶类和次生代谢产物，具

有促进植物生长、提高土壤肥力、拮抗多种土传病原菌等作用。【目的】优化 3 株植物根际促

生真菌(长枝木霉 MD30、桔绿木霉 JS84 及贵州木霉 NJAU4742)的固体发酵条件，探究不同发

酵条件对木霉产孢量的影响，为木霉菌的生产提供参考。【方法】采用单因素试验和响应面法，

对 3 种木霉在不同发酵条件下的产孢量进行测定并优化，分析了氮源添加、初始 pH、物料厚

度、接种量、温度等因子对固体发酵的影响。【结果】单因素试验表明，长枝木霉 MD30、桔绿

木霉 JS84 与贵州木霉 NJAU4742 固体发酵时，最佳发酵温度均为 28 ℃、最优木霉菌液接种量

均为 10%、物料发酵厚度均为 3.0 cm，但最佳的初始物料 pH 与氨基酸水解液添加量有所不同，

其中，长枝木霉 MD30 与贵州木霉 NJAU4742 发酵最佳的初始 pH 值为 5.0，而桔绿木霉 JS84
为 3.0；长枝木霉 MD30 与贵州木霉 NJAU4742 发酵最佳的氨基酸水解液添加量为 10%，而桔

绿木霉 JS84 为 5%。通过试验分析，确定初始 pH、物料厚度、温度为影响产孢量的 3 个重要

因素。响应面分析得到最佳发酵条件：长枝木霉 MD30 固体发酵最佳条件为初始 pH 值为 5.0，
物料厚度 3.0 cm，温度 27.4 ℃，在此优化条件下每克干重的固体产物中孢子数量高达 6.3×109 CFU；

桔绿木霉 JS84 固体发酵最佳条件为初始 pH 值为 3.0，物料厚度 3.0 cm，温度 28.8 ℃，在此优

化条件下每克干重的固体产物中孢子数量高达 6.9×109 CFU；贵州木霉 NJAU4742 固体发酵最

佳条件为初始 pH 值为 5.0，物料厚度 3.3 cm，温度 26.7 ℃，在此优化条件下每克干重的固体

产物中孢子数量高达 5.1×109 CFU。【结论】响应面优化试验能提高试验效率，增大木霉产孢量，
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降低生产成本，有利于田间应用和菌剂的商业化生产。 
关键词：促生真菌；木霉菌；固体发酵；孢子生产；响应面法 
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Abstract:[Background]Trichoderma is a kind of fungus widely distributed in nature, which 
produces a variety of enzymes and secondary metabolites, showing many benefits including 
promoting plant growth, improving soil fertility, and antagonizing various soil-borne pathogens. 
[Objective] To optimize the solid fermentation conditions of three plant growth-promoting fungi 
(Trichodermalongibrachiatum MD30, T. citrinoviride JS84, and T. guizhouense NJAU4742), the 
effects of different fermentation conditions on the spore production of Trichoderma spp. were 
explored to provide references for Trichoderma spp. production. [Methods] In this study, the 
spore production of three Trichoderma spp. under different fermentation conditions was measured 
and optimized by the single factor experiment and the response surface methodology. The effects 
of the addition of nitrogen source, initial pH, material thickness, inoculation amount, and 
temperature on solid fermentation were analyzed. [Results] The single factor experiment showed 
that the optimal fermentation temperature of T. longibrachiatum MD30, T. citrinoviride JS84, and 
T. guizhouense NJAU4742 was 28 ℃, and the optimal amount of Trichoderma liquid inoculum 
was 10% with 3.0 cm material fermentation thickness. However, the optimal initial pH of the 
material and the addition amount of amino acid hydrolyzate were different among these 
three strains. In detail, the optimal initial pH value of T. longbranchus MD30 and T. 
guizhouense NJAU4742 for solid fermentation was 5.0, while that of T. citrinoviride JS84 was 
3.0. The optimum amino acid hydrolyzate addition amount for solid fermentation of         
T. longbranchus MD30 and T. guizhouense NJAU4742 was 10%, while that of T. citrinoviride 
JS84 was 5%. Based on the experimental analysis, the initial pH, material thickness, and 
temperature were selected as three top important factors in the determination of the spore 
production. Therefore, the optimal fermentation conditions for solid fermentation of these three 
strains were obtained based on the response surface analysis. The optimal conditions for solid 
fermentation of T. longbranchus MD30 were the initial pH value of 5.0, the material thickness 
of 3.0 cm, and thetemperature of 27.4 ℃. Under this optimized condition, the number of spores 
per gram dry weight of the solid fermentation product was as high as 6.3×109 CFU. The optimal 
conditions for solid fermentation of T. citrinoviride JS84 were the initial pH value of 3.0, the 
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material thickness of 3.0 cm, and the temperature of 28.8 ℃. Under this optimized condition, 
the number of spores per gram dry weight of the solid fermentation product was as high as 
6.9×109 CFU. The optimal conditions for solid fermentation of T. guizhouense NJAU4742 were 
the initial pH value of 5.0, the material thickness of 3.3 cm, and the fermentation temperature of 
26.7 ℃. Under this optimized condition, the number of spores per gram dry weight of the solid 
fermentation product was as high as 5.1×109 CFU. [Conclusion] Response surface optimization 
experiment improves the experimental efficiency, increases the spore production of 
Trichoderma spp., reduces the production cost, and is conducive to field application and 
commercial production of bacterial agents. 
Keywords: plant growth-promoting fungi; Trichoderma spp.; solid fermentation; spore production; 
response surface methodology 

木霉(Trichoderma spp.)是自然界广泛分布

的一类具有较高生防应用价值的真菌，其适应性

强，多存在于植物叶围、根围、树皮和枯枝落叶

中[1-3]。木霉能产生多种酶类和次生代谢产物，

具有促进植物生长、提高土壤肥力及拮抗多种土

传病原菌等作用[4-6]，被广泛应用于生物防治、

生物肥料及土壤改良剂等方面。 
木霉生长产生的菌丝体、分生孢子和厚垣孢

子均具有一定的生防作用[7]。其菌丝体货架期短，

厚垣孢子人工培养条件苛刻，而分生孢子更易获

得且储存方便[8-10]。因此，大多数木霉菌商业制剂

都使用分生孢子作为制剂的有效成分。木霉孢子

的生产有液体和固体两种发酵工艺，固体发酵工

艺因其操作简单、产量高及产生的孢子抗逆性强

等特点，成为生产木霉分生孢子最有效的技术手

段之一[11-13]。浅盘发酵法是一种常用的固体发酵

技术，其生产成本低，固体发酵获得的微生物制

剂耐储存，便于运输且田间应用效果好[14]，但有

关木霉固体浅盘发酵工艺参数优化的研究仍相对

较少，限制了木霉菌剂的产业化发展。 
长 枝 木 霉 (Trichoderma longibrachiatum) 

MD30、桔绿木霉(Trichoderma citrinoviride) JS84
和 贵 州 木 霉 (Trichoderma guizhouense) 
NJAU4742 是本实验室从温带和热带农田生态

系统中分离筛选的 3 株具有植物促生和生防作

用的木霉菌株[15-17]，对黄瓜、番茄、香蕉、芒果

等作物的生长具有显著的促进作用，并对土传枯

萎病的发生也表现出防治作用。相较于贵州木霉

NJAU4742，长枝木霉 MD30 与桔绿木霉 JS84
能够适应较高土温，在 40 ℃土温条件下能够正

常生长并产生大量孢子，表现出稳定的促生能力。

此 3 株具有不同温敏性能的木霉菌株的浅盘固

体发酵工艺与参数仍有待进一步研究。 
物料酸碱度、碳氮源、木霉菌液接种量、

物料发酵厚度、含水量和温度等参数是木霉浅

盘发酵时产孢量的重要影响因素。物料发酵时

的含水量是固体发酵的重要条件，本实验室前

期研究发现，60%的物料含水量是木霉浅盘发

酵的最优含水量[18]，因此本研究以含水量 60%
进行固体发酵。本研究中所添加的氨基酸水解

液是由废弃动物蛋白酸解而成的初产品，具有

强酸性且氨基酸种类与含量高，可作为木霉发

酵的氮源使用[19]。本研究采用浅盘发酵法研究

氨基酸水解液的添加量、初始 pH、物料厚度和

温度对木霉固体发酵时产孢的影响，同时通过

单因素试验和响应面法优化发酵条件，以期探

明长枝木霉 MD30、桔绿木霉 JS84 与贵州木霉

NJAU4742 固体发酵的最佳培养条件，为木霉

菌种的固体发酵生产提供一定的理论依据和技

术指导。 
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1  材料与方法 
1.1  供试材料 

实验中所用材料见表 1。3 株木霉菌株由江

苏省固体有机废弃物资源化高技术研究重点实

验室提供，均保藏于中国微生物菌种保藏管理委

员会普通微生物中心，其中长枝木霉 MD30 保

藏号为 CGMCC 17467、桔绿木霉 JS84 保藏号为

CGMCC 17466、贵州木霉 NJAU4742 保藏号为

CGMCC 3308。 

1.2  培养基的制备和木霉菌的培养 
PDA 培养基参考文献[20]配制，除不加入琼

脂外，PDB 培养基其余配方与 PDA 一致。 
固体发酵培养基的制备：菇渣和麸皮按照 

4:1 (质量比)进行混合制成固体发酵的培养基质。 
将木霉菌丝饼接种到 PDA 培养基上，28 ℃

培养 5−7 d，待菌丝体长满整个培养基，将其接

入 PDB 培养基中，28 ℃、180 r/min 振荡培养

3−5 d，用两层纱布过滤制得木霉孢子悬浮液备

用，木霉孢子悬浮液的浓度为 1×107 CFU/mL。 

1.3  方法 
1.3.1  氨基酸水解液对木霉固体发酵产孢量的

影响 
设置氨基酸水解液添加量分别为 5%、10%、

15%、20%共 4 个处理，每个处理 3 个重复，在

固体发酵培养基质中添加不同量的氨基酸水解

液并搅拌均匀，115 ℃灭菌 30 min。接入 10%木

霉孢子悬浮液，搅拌均匀装入白色平底塑料盒中，

物料厚度调整为 3.0 cm，28 ℃发酵 7 d。 
1.3.2  初始 pH 对木霉固体发酵产孢量的影响 

在固体发酵培养基质中添加 10%氨基酸水

解液，搅拌均匀后 115 ℃灭菌 30 min。4 mol/L
稀硫酸或 4 mol/L 氢氧化钠调节基质初始 pH 值

为 2.0、3.0、4.0 和 5.0，每个处理 3 个重复。接

入 10%木霉孢子悬浮液，搅拌均匀装入白色平

底塑料盒中，物料厚度调整为 3.0 cm，28 ℃发

酵 7 d。 
1.3.3  厚度对木霉固体发酵产孢量的影响 

在固体发酵培养基质中添加 10%氨基酸水

解液，搅拌均匀后 115 ℃灭菌 30 min。接入 10%
木霉孢子悬浮液，搅拌均匀装入白色平底塑料盒

中，物料厚度调整为 1.0、2.0、3.0 和 4.0 cm，

每个处理 3 个重复，28 ℃发酵 7 d。 
1.3.4  温度对木霉固体发酵产孢量的影响 

在固体发酵培养基质中添加 10%氨基酸水

解液，搅拌均匀后 115 ℃灭菌 30 min。接入 10%
木霉孢子悬浮液，搅拌均匀装入白色平底塑料盒

中，物料厚度调整为 3.0 cm，于 20、25、28、
32 和 35 ℃发酵 7 d，每个处理 3 个重复。 

1.4  固体发酵物中木霉产孢量的测定 
称取 5 g 发酵好的固体发酵物，加入 45 mL

的超纯水置于 100 mL 的三角瓶中，28 ℃、    
180 r/min 振荡 30 min，使用血球计数板检测发

酵物中孢子的个数。 

 
表 1  供试材料理化性状 
Table 1  Physical and chemical properties of test material 
供试材料 
Test material 

pH 全氮量 
Total nitrogen (g/kg) 

全磷量 
Total phosphorus (g/kg) 

全钾量 
Total potassium (g/kg) 

杏鲍菇渣 Pleurotuseryngii dregs 5.80 1.90 6.00 8.40 

麸皮 Bran 7.50 2.60 10.90 9.80 

氨基酸水解液 Amino acid hydrolysate − 4.60 0.40 0.07 

−：氨基酸液极酸，pH 计无法测定 
−: The amino acid solution is extremely acid and can not be directly measured by pH meter. 
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1.5  响应面优化设计 
在 单 因 素 试 验 的 基 础 上 ， 根 据

Box-Benhnken设计原理，采用软件Design Expert 
11 进行三因素三水平的响应面分析试验，以产

孢量为响应量，确定各因素对菌株产孢量影响的

显 著 性 和 各 组 分 的 最 佳 组 合 。 依 据 Box- 
Benhnken 设计原理，响应因子 Y 为菌株的产孢

量，A (初始 pH)、B (物料厚度，cm)、C (温度，℃)
为三因素，三水平分为：−1、0 和 1，每个处理

3 次重复，培养条件因素水平如表 2 所示。 

1.6  数据处理 
数据处理采用 Office Excel 2013，采用 SPSS 

23.0 软件进行方差分析 (analysis of variance, 
ANOVA)，并利用最小显著差异法(least significant 
difference, LSD)对方差分析结果进行多重检验

(P<0.05)。响应面通过 Design Expert 11 软件，运

用 Box-Benhnken 设计原理进行相关数据分析，对

培养条件进行三因素三水平优化，然后根据响应

面预测的最佳培养条件得出相应结果。 

2  结果与分析 
2.1 氨基酸水解液的添加量对木霉固体发

酵产孢量的影响 
如图 1 所示，氨基酸水解液的添加量对木霉

固体发酵产孢量有较大的影响。长枝木霉 MD30
和贵州木霉 NJAU4742 在氨基酸水解液添加量 

 
表 2  试验因素水平表 
Table 2  Factors and levels of central composite 
design 
水平 
Level 

因素 Factors 

A 初始 pH  
A Initial pH 

B 物料厚度 
B Material 
thickness (cm) 

C 温度 
C Temperature 
(℃) 

−1 3 2 25 
0 4 3 28 
1 5 4 32 

 
图 1  不同氨基酸水解液的添加量对木霉产孢量

的影响    不同小写字母表示不同显著性差异

(P<0.05)，下同 
Figure 1  Effect of different amount of amino acid 
hydrolysates addition on Trichoderma sporulation. 
Different lowercase letters indicate different 
significant differences (Duncan-test, P<0.05). The 
same below. 

 

为 10%时产孢量显著高于其他处理，而桔绿木

霉 JS84 在氨基酸水解液的添加量为 5%时产孢

量显著高于其他处理。 

2.2  初始 pH 对木霉固体发酵产孢量的影响 
如图 2 所示，初始 pH 对木霉的产孢量有着

不 同 影 响 。 长 枝 木 霉 MD30 和 贵 州 木 霉

NJAU4742 在 pH 值为 5.0 时产孢量显著高于其

他处理，而桔绿木霉 JS84 在 pH 值为 3.0 时产孢

量显著高于其他处理。 

 
图 2  不同初始 pH 对木霉产孢量的影响 
Figure 2  Effect of different initial pH on 
Trichoderma sporulation. 
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2.3  物料厚度对木霉固体发酵产孢量的影响 
如图 3 所示，不同物料厚度对木霉固体发酵

产孢量具有不同影响。在物料厚度为 3.0 cm 时，

3 株植物促生木霉的产孢量均最大，其中，长枝

木霉 MD30 在 3.0 cm 发酵的处理显著高于其在

1.0、2.0 和 4.0 cm 的发酵处理，桔绿木霉 JS84
在3.0 cm发酵的处理显著高于其在2.0 cm和4.0 cm
的发酵处理，而贵州木霉 NJAU4742 在 3.0 cm
发酵的处理仅显著高于其在 2.0 cm 的发酵处理。 

2.4  温度对木霉固体发酵产孢量的影响 
如图 4 所示，不同温度对木霉固体发酵产孢量影

响不同，在温度为 28 ℃时，长枝木霉 MD30、
桔绿木霉 JS84 及贵州木霉 NJAU4742 的产孢量

显著高于其他处理。 

2.5  固体发酵条件的响应面优化 
利用 Box-Benhnken 设计原理，以产孢量为

响应值，以影响产孢量的 3 个因素 A (初始 pH)、
B (物料厚度)和 C (温度)为自变量进行中心组合

设计。17 组试验点分别为析因点和零点，其中

析因点为 A、B 和 C 构成的三维空间的顶点，零

点为区域的中心点，中心试验进行 3 次，用来估

计试验误差。由 Design Expert 11 得到的响应曲  
面图和等高线图，揭示初始 pH、物料厚度和温度

3 种关键因子两两相互作用对孢子产量的影响。 
 

 
 

图 3  不同物料厚度对木霉产孢量的影响 
Figure 3  Effect of different material thickness on 
Trichoderma sporulation. 

 
 
 

图 4  不同温度对木霉产孢量的影响 
Figure 4  Effect of different temperature on 
Trichoderma sporulation. 
 
2.5.1  长枝木霉 MD30 回归模型方差分析及响

应曲面图和等高线图 
培养条件与产孢量之间的模型回归方程为

Y=5.24+0.218 8A+0.031 2B−0.1C−0.002 5AB+ 
0.000 2AC−0.000 2BC+0.780 2A2−0.729 7B2− 
0.161 3C2。通过对回归模型方差分析可知(表 3)，

回归模型的概率值 P=0.005 8<0.05，失拟项的

P=1>0.05，模型回归极显著，失拟检验不显著，

说明未知因素对试验结果干扰很小，模型稳定。

回归方程的决定系数 R2=0.912 4，说明该方程与

实际情况拟合很好，较好地反映了长枝木霉

MD30 产孢量与初始 pH、物料厚度和温度的关

系，因此可用该模型进行分析和预测。F 值越大

表明各因素对长枝木霉 MD30 产孢量的影响也

就越强，试验结果表明，3 个因素对该菌产孢量

的影响大小依次为初始 pH>温度>物料厚度；由

回归方程系数显著性检验可知，A2 和 B2 为极显

著(P<0.01)，其余均为不显著。 

依据响应面分析结果可知，回归模型存在最

大值，如图 5 所示，当初始 pH 值为 5.0、物料

厚度为 3.02 cm、温度为 27.42 ℃的条件下，预

测每克干重基质所含的长枝木霉 MD30 孢子量

最大值为 6.26×109 CFU。 
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表 3  长枝木霉 MD30 回归模型的方差分析 
Table 3  Analysis of variance for the regression model of Trichoderma longibrachiatum MD30 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degree of freedom 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

模型 Model 5.16 9 0.573 1 8.1 0.005 8 Significant 

A 初始 pH  
A Initial pH  

0.379 1 0.379 5.35 0.053 9  

B 物料厚度 
B Material thickness 

0.007 7 1 0.007 7 0.109 2 0.750 8  

C 温度 
C Temperature 

0.08 1 0.08 1.13 0.323 0  

AB 0 1 0 0.000 4 0.985 5  

AC 1.263×10–7 1 1.263×10–7 1.784×10–6 0.999 0  

BC 1.263×10–7 1 1.263×10–7 1.784×10–6 0.999 0  

A2 2.56 1 2.56 36.21 0.000 5  

B2 2.24 1 2.24 31.68 0.000 8  

C2 0.103 9 1 0.103 9 1.47 0.264 9  

残差 Residual 0.495 5 7 0.070 8    

失拟项 Lack of fit 0 3 8.249×10–6 0.000 1 1 Not significant 

纯误差 Pure error 0.495 5 4 0.123 9    

总和 Total 5.65 16     

R2 0.912 4      

调整 R2 Adjusted R2 0.799 7      

预测 R2 Predicted R2 0.863      

 
 

2.5.2  桔绿木霉 JS84 回归模型方差分析及响应

曲面图和等高线图 
培养条件与产孢量之间的模型回归方程为：

Y=6.17−0.537 7A+0.052 3B+0.072 5C+0.002 5AB− 
0.002 5AC−0.002 5BC+0.138 2A2−1.02B2−0.446 2C2。

通过对回归模型方差分析可知(表 4)，回归模型

的概率值 P=0.044 8<0.05，失拟项的 P=1.00>0.05，
模型回归极显著，失拟检验不显著，说明未知

因素对试验结果干扰很小，模型稳定。回归方

程的决定系数 R2=0.831 7，说明该方程与实际

情况拟合很好，较好地反映了桔绿木霉 JS84 产

孢量与初始 pH、物料厚度和温度的关系，因此 

可用该模型进行分析和预测。F 值越大表明各因

素对桔绿木霉 JS84 产孢量的影响也就越强，试

验结果表明，3 个因素对该菌产孢量的影响大小

依次为初始 pH>温度>物料厚度；由回归方程系

数显著性检验可知，B2 为极显著(P<0.01)，其余

均为不显著。 

依据响应面分析结果可知，回归模型存在最

大值，如图 6 所示，当初始 pH 值为 3.0、物料

厚度为 3.02 cm、温度为 28.79 ℃的条件下，预

测每克干重基质所含的桔绿木霉 JS84 孢子量最

大值为 6.85×109 CFU。 
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图 5  长枝木霉 MD30 的响应面图和等高线图   A 和 B：初始 pH 和物料厚度对长枝木霉 MD30 产孢量

影响的响应面图和等高线图. C 和 D：初始 pH 和温度对长枝木霉 MD30 产孢量影响的响应面图和等高线

图. E 和 F：物料厚度和温度对长枝木霉 MD30 产孢量影响的响应面图和等高线图 
Figure 5  Response surfaces and contour maps of Trichoderma longibrachiatum MD30. A, B: Response 
surface and contour map of the effects of initial pH and material thickness on the spore production of 
Trichoderma longibrachiatum MD30. C, D: Response surface and contour map of the effects of initial pH and 
temperature on the spore production of Trichoderma longibrachiatum MD30. E, F: Response surface and 
contour map of the effects of material thickness and temperature on the spore production of Trichoderma 
longibrachiatum MD30. 

 
 

2.5.3  贵州木霉 NJAU4742 回归模型方差分析

及响应曲面图和等高线图 
培养条件与产孢量之间的模型回归方程为：

Y = 4 . 2 5 + 0 . 4 4 2  7 A + 0 .2 3 2  7 B − 0 .1 9 7  5 C −    

0.002 5AB+0.002 5AC+0.002 5BC+0.359 7A2− 
0.380 2B2−0.190 9C2。通过对回归模型方差分析

可知(表 5)，回归模型的概率值 P=0.023 7<0.05，

失拟项的 P=1.00>0.05，模型回归极显著，失拟 
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检验不显著，说明未知因素对试验结果干扰很小， 
模型稳定。回归方程的决定系数 R2=0.863 6， 

说明该方程与实际情况拟合很好，较好地反映

了贵州木霉 NJAU4742 产孢量与初始 pH、物料

厚度和温度的关系，因此可用该模型进行分析

和预测。F 值越大表明各因素对贵州木霉

NJAU4742 产孢量的影响也就越强，试验结果

表明，3 个因素对该菌产孢量的影响大小依次

为初始 pH>物料厚度>温度；由回归方程系数显

著性检验可知，A2 和 B2 为显著(P<0.05)，其余

均为不显著。 

依据响应面分析结果可知，回归模型存在最

大值，如图 7 所示，当初始 pH 值为 5.0、物料

厚度为 3.30 cm、温度为 26.72 ℃的条件下，预

测每克干重基质所含的贵州木霉 NJAU4742 孢

子量最大值为 5.14×109 CFU。 

 
表 4  桔绿木霉 JS84 回归模型的方差分析 
Table 4  Analysis of variance for the regression model of Trichoderma citrinoviride JS84 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degree of freedom 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

模型 
Model 

7.76 9 0.862 2 3.84 0.044 8 Significant 

A 初始 pH  
A Initial pH  

2.29 1 2.29 10.2 0.015 2  

B 物料厚度 
B Material thickness 

0.021 7 1 0.021 7 0.096 6 0.765 0  

C 温度 
C Temperature 

0.042 1 1 0.042 1 0.187 4 0.678 1  

AB 0 1 0 0.000 1 0.991 9  

AC 0 1 0 0.000 1 0.991 9  

BC 0 1 0 0.000 1 0.991 9  

A2 0.080 5 1 0.080 5 0.358 6 0.568 1  

B2 4.4 1 4.4 19.59 0.003 1  

C2 0.795 9 1 0.795 9 3.55 0.101 7  

残差 Residual 1.57 7 0.224 4    

失拟项 Lack of fit 5.051×10−7 3 1.684×10−7 4.287×10−7 1 Not significant 

纯误差 Pure error 1.57 4 0.392 7    

总和 Total 9.33 16     

R2 0.831 7      

调整 R2 Adjusted R2 0.615 2      

预测 R2 Predicted R2 0.737      
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图 6  桔绿木霉 JS84 的响应面图和等高线图   A 和 B：初始 pH 和物料厚度对桔绿木霉 JS84 产孢量影

响的响应面图和等高线图. C 和 D：初始 pH 和温度对桔绿木霉 JS84 产孢量影响的响应面图和等高线图. E
和 F：物料厚度和温度对桔绿木霉 JS84 产孢量影响的响应面图和等高线图 
Figure 6  Response surfaces and contour maps of Trichoderma citrinoviride JS84. A, B: Response surface and 
contour map of the effects of initial pH and material thickness on the spore production of Trichoderma 
citrinoviride JS84. C, D: Response surface and contour map of the effects of initial pH and temperature on the 
spore production of Trichoderma citrinoviride JS84. E, F: Response surface and contour map of the effects of 
material thickness and temperature on the spore production of Trichoderma citrinoviride JS84. 
 
 
2.6  最优条件验证 

为了验证响应面优化结果的可行性，将初始发

酵条件下的产孢量与响应面优化后的产孢量进行

比较。如图8所示，培养7 d后测得长枝木霉MD30、
桔绿木霉 JS84 及贵州木霉 NJAU4742 在初始条件

下每克干重基质所含的孢子量分别为 4.50×109、

5.82×109及 4.03×109 CFU，而优化后每克干重基质

所含的孢子量分别为 6.32×109 、 6.96×109 及 
5.22×109 CFU。该结果与响应面优化的预测值接近，

而且优化后的产孢量显著高于初始发酵条件下的

产孢量，与初始发酵条件相比，3 株木霉产孢量分

别提高了 40.44%、19.59%和 29.53%。 
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表 5  贵州木霉 NJAU4742 回归模型的方差分析 
Table 5  Analysis of variance for the regression model of Trichoderma guizhouense NJAU4742 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Degree of freedom 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

模型 Model 3.61 9 0.400 6 4.92 0.023 7 Significant 

A 初始 pH  
A Initial pH  

1.55 1 1.55 19.08 0.003 3  

B 物料厚度 
B Material thickness 

0.428 8 1 0.428 8 5.27 0.055 3  

C 温度 
C Temperature 

0.312 1 1 0.312 1 3.84 0.091 0  

AB 0 1 0 0.000 3 0.986 5  

AC 0 1 0 0.000 3 0.986 6  

BC 0 1 0 0.000 3 0.986 6  

A2 0.544 9 1 0.544 9 6.70 0.036 0  

B2 0.608 8 1 0.608 8 7.48 0.029 1  

C2 0.145 7 1 0.145 7 1.79 0.222 6  

残差 Residual 0.569 5 7 0.081 4    

失拟项 Lack of fit 5.051×10−7 3 1.684×10−7 1.182×10−6 1 Not significant 

纯误差 Pure error 0.569 5 4 0.142 4    

总和 Total 4.17 16     

R2 0.863 6      

调整 R2 Adjusted R2 0.688 2      

预测 R2 Predicted R2 0.786 9      

 

3  讨论与结论 
随着微生物技术的发展及设施农业研究的

不断深入，开发和应用微生物菌剂逐渐成为研究

的热点。木霉作为一类植物益生真菌，有着促进

植物生长、增加作物产量的作用。在农业生产中，

木霉菌对番茄、黄瓜、豇豆、大豆、棉花、辣椒

等作物的生长发育和产量的提高有显著的促进

作用[21-23]。此外，木霉菌对病原菌也有着一定的

抑制作用，已被广泛应用于果蔬、农作物土传病

害的生物防治[24-26]。 

本研究中微生物在固体发酵基质上生长时，

氨基酸水解液为其生长提供了有机氮源，但因氨

基酸水解液呈现强酸性，不同添加量会影响物料

的酸碱度[19]。氨基酸水解液的添加量偏高会导致

微生物生长在一种偏酸的环境下，从而抑制微生

物生长，导致产孢量降低；而添加量偏低时微生

物生长过程中所需要的营养供给不足，固体发酵

的产孢量也会下降。因此，在发酵过程中对氨基

酸水解液的添加量应该进行控制，使其保持在合

理的范围内，通过单因素实验得出长枝木霉 MD30
与贵州木霉 NJAU4742 发酵最佳的氨基酸水解液

添加量为 10%、桔绿木霉 JS84 为 5%。 
pH 是影响微生物生长的重要环境因子，多
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数真菌的最适生长 pH 范围为 3.0−8.0[27]。在孢

子萌发成菌丝的过程中，受极端 pH、低温、营

养贫乏等环境条件影响，使得孢子代谢不活跃，

处于休眠状态，影响孢子萌发，从而影响菌丝生

长[28]。白洪志等[29]的研究发现，绿色木霉 C-08

固态发酵的最适培养条件为初始 pH值为 4.0时，

发酵的木霉数量最高。与之类似，本研究通过单

因素试验表明，长枝木霉 MD30 与贵州木霉

NJAU4742 发酵最佳的初始 pH 值为 5.0、桔绿木

霉 JS84 为 3.0，响应面优化结果与其一致。 
 

 
 
 

图 7  贵州木霉 NJAU4742 的响应面图和等高线图   A 和 B：初始 pH 和物料厚度对贵州木霉 NJAU4742
产孢量影响的响应面图和等高线图. C 和 D：初始 pH 和温度对贵州木霉 NJAU4742 产孢量影响的响应面

图和等高线图. E 和 F：物料厚度和温度对贵州木霉 NJAU4742 产孢量影响的响应面图和等高线图 
Figure 7  Response surfaces and contour maps of Trichoderma guizhouense NJAU4742. A, B: Response 
surface and contour map of the effects of initial pH and material thickness on the spore production of 
Trichoderma guizhouense NJAU4742. C, D: Response surface and contour map of the effects of initial pH and 
temperature on the spore production of Trichoderma guizhouense NJAU4742. E, F: Response surface and 
contour map of the effects of material thickness and temperature on the spore production of Trichoderma 
guizhouense NJAU4742. 
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图 8  初始发酵条件及响应面优化条件下产孢量

的变化 
Figure 8  Changes of Trichoderma sporulation 
under initial fermentation conditions and response 
surface optimization. 
 

物料厚度是影响木霉菌种固体发酵时产孢

量的另一因素。物料过厚，适合微生物生长的空

气减少，导致微生物呼吸困难，从而影响产孢量；

物料过薄，微生物生长过程中的营养物质减少，

影响产孢量[30]。张如[31]利用秸秆探索固体发酵

的条件时发现，发酵物料的厚度在 1−2 cm 之间

时，产孢量较高达到 4×108 CFU/g 以上。然而本

研究中，单因素试验与响应面优化分析均表明木

霉固体发酵物料的厚度应控制在 3 cm 左右，这

可能是因为本实验所采用的发酵底物为蘑菇渣，

通气性能、孔隙度等可能更优于秸秆，因而物料

厚度可更厚一点。 
温度不仅影响着微生物的生长，也影响固体

发酵的产孢量。曾庆才等[32]对生防菌哈茨木霉

FJAT-9040 进行固体发酵条件的响应面优化，得

到发酵的最佳培养温度为 29 ℃；夏斯琴等[33]以

麸皮为发酵基质对绿色木霉 T4 固体发酵工艺进

行研究，得到最适培养温度为 28 ℃，而且低温

有利于木霉制剂的贮存，40 ℃以上的高温对制

剂孢子的活力影响较大。张如[31]研究了固体发

酵的温度对产孢量的影响，研究发现发酵温度应

控制在 22−28 ℃之间。本研究通过单因素试验

得出长枝木霉 MD30、桔绿木霉 JS84、贵州木霉

NJAU4742 的最适发酵温度均为 28 ℃，而响应

面优化结果表明这 3 株木霉最适发酵温度分别

为 27.4、28.8和 26.7 ℃，其中贵州木霉NJAU4742
不耐高温，与上述学者研究结果接近，结果具有

可行性。 
本实验结果仅是在室内培养水平上获得的，

两株耐高温菌种的发酵条件只是在实验室进行

模拟，未真正投入到生产实践，要实现产业化开

发，还须进行工厂环境条件下的中间放大实验，

对育苗和田间促生效果的研究有待进一步开展。 
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