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摘  要: 链霉菌 S506 是一株具有广谱防病、促生和降解根系毒素功能的根际益生菌。采用液固两

相发酵工艺, 以活菌总数和分生孢子产生量为检测指标, 研究了 S506 活菌制剂固体发酵物料的配

方和工艺参数。获得固体发酵物料的最佳参数为：麸皮 100 g、M-1 15 g、磷酸氢二钾 0.3 g、氯化

钠 0.25 g、硝酸钾 0.1 g、碳酸钙 0.8 g, 自然 pH值, 液体菌种种龄 84 h, 接种量 10%, 发酵温度 30°C, 
料水比 10:6, 发酵时间 60 h。在最佳发酵条件下, S506 固体菌剂的活菌总量达到 8.27×109 CFU/g, 
分生孢子数达到 6.23×109 CFU/g。 
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Optimum of Solid Fermentation Parameters  
for Streptomyces sp. S506 
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Abstract: Streptomyces sp. S506 is one of PGPR strains isolated from tomato rhizosphere. The optimum 
solid fermentation parameters were studied. According to the amount of alive cells and the rate of conidium 
production, the optimum parameters were obtained as follows: bran 100 g, mineral matter M-1 15 g, 
K2HPO4 0.3 g, NaCl 0.25 g, KNO3 0.1 g, CaCO3

 0.8 g, natural pH, liquid seed age 84 h, inoculum volume 
10%, fermentation temperature 30°C, the ratio of material to water is 10:6, fermentation time 60 h. Under 
the optimized conditions, the alive cells amount of S506 will reach to 8.27×109 CFU/g, and the number of 
conidium is 6.23×109 CFU/g. 
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链霉菌是目前研究和应用最广泛的生防因子之

一[1], 开发应用的产品涉及杀菌、杀虫、除草、生长
调节、抗病毒等多种制剂[2,3]。但大多以抗生素等菌

体发酵产生的次级代谢产物的开发利用为主, 将活
菌体作为生防因子的还较少。研究表明, 根际链霉
菌不仅可促进植物生长、提高作物产量, 而且可以
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增加植物对病原菌的抗性[4]。我国早在上世纪 60年
代就将链霉菌“5406”活菌制剂应用于生产实际, 在
防病促生方面效果显著[5]。但是由于当时缺乏固态

发酵设备, 主要采用堆置发酵, 产品质量没有保障, 
致使使用效果不稳定。虽然在发酵设备和工艺方面, 
深层液体发酵工艺都较为成熟, 但用于农用微生物
制剂的生产 , 存在成本高 , 代谢物不能充分利用 , 
有废液排放等弊端, 所以要将链霉菌活菌制剂应用
于生产实际, 需要在发酵设备和工艺两方面取得突
破。近年来, 固态发酵罐和发酵检测手段日臻完善, 
国产化的固体发酵设备已应用于生产, 显示出诸多
优于液体深层发酵的技术经济指标[6]。这些都为规

模化生产植物微生态制剂提供了前提。 
链霉菌(Streptomyces sp.)S506 是从蔬菜根际分

离获得一株多功能根际优势菌株。大量实验表明 , 
将该菌的活菌体施入蔬菜根际 ,  可有效防治枯萎
病、根腐病、根结线虫病等多种蔬菜根部病害, 并
具有显著的促进根系发育和降解根系自毒物质功 
能[7,8]。为尽快将该菌应用于农业生产, 需要对活菌
制剂的发酵条件进行研究。为提高菌剂浓度, 降低
生产和使用成本, 减少废弃物排放, 本研究采用液
固两相发酵工艺, 对其固体发酵条件进行了优化。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
链霉菌(Streptomyces sp.)S506, 由河北省农林

科学院遗传生理研究所微生物工程实验室分离 ,  
保存。 

1.2  培养基 
高氏一号培养基, 用于目的微生物的菌种活化

和活菌计数; 液体种子培养基：蔗糖 1％、麸皮 3％、
淀粉 1％、豆粕 1％、花生饼 0.5％、氯化铵 0.3％、
氯化钠 0.4％、碳酸钙 0.3％、磷酸氢二钾 0.3％、硫
酸铁 0.05％、硫酸镁 0.05％。 

1.3  方法 
1.3.1  种子液的制备：将斜面刮下的孢子悬液接种

到液体种子培养基中, 30°C, 150 r/min 振荡培养 
96 h, 制成活菌含量大于 108 CFU/mL的种子液。 
1.3.2  固体发酵载体的筛选：分别选取麸皮、米糠、

玉米粉、秸秆粉为发酵载体, 加 NaCl 0.25％、CaCO3 
0.8％, 水适量, 分装于 500 mL三角瓶中, 每瓶 50 g, 
1×105 Pa 灭菌 30 min, 5％接种, 30°C 静置培养 

96 h。每 24 h取样检测。 
1.3.3  固体发酵营养添加物的筛选：在固体发酵载

体上添加不同营养元素, 以不添加营养物质的作对
照, 进行单因子试验。每隔 12 h 取样, 检测活菌总
数、孢子数, 比较确定较优因子。 
1.3.4  固体发酵配方的筛选：根据单因子试验结果, 
采用正交试验[9], 确定最优发酵物料组合。 
1.3.5  发酵条件的优化：分别检测不同种龄(72 h、
84 h、96 h、108 h、120 h), 接种量(5％、8％、 
10％、12％), 培养温度(25°C、30°C、35°C、40°C), pH
值(5、6、7、8、9), 料水比(10:4、10:5、10:6、10:7)
对 S506总量和分生孢子数的影响。每处理 3个重复。 
1.3.6  检测方法：①活菌总量计数：准确称取晾干

的固体发酵物 0.5 g于 5 mL无菌水中, 玻璃珠打散, 

系列稀释, 涂布平板计数。②孢子量计数：固体发

酵物经 38°C 烘干后, 准确称取 0.5 g, 用蒸馏水(含

0.2％吐温)洗 3次, 收集孢子悬浮液并定容。稀释到

适宜浓度后 , 用血球计数板测定孢子悬浮液浓度 , 

计算孢子含量(CFU/g)[10]。 

2  结果与分析 

2.1  发酵载体的筛选 
发酵载体是影响固体发酵效果的关键因素之一, 

考虑生产成本和发酵特性等因素, 选择价廉易得的
麸皮、米糠、玉米粉、秸秆粉等农副产品作为候选

物料进行了发酵试验。从图 1的生长曲线可见, S506
在麸皮上的发酵启动最快, 延滞期最短, 在 72 h 时
就达到对数末期, 72 h后菌量开始下降。其次为玉米 

 

 
 
图 1  S506 在不同发酵载体中的生长曲线 
Fig. 1  The growth curves of S506 in different mediums 
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粉、米糠和秸秆粉。选择麸皮作为固体发酵培养基

的载体。 

2.2  固体发酵营养添加物的筛选 
2.2.1  碳源的筛选：以麸皮为基础培养基, 分别添
加 2％葡萄糖、2％蔗糖、2％淀粉、2％玉米粉作为
碳源进行单因子试验。结果发现(图 2), 所有处理的
活菌总量差别不显著(P>0.05), 添加葡萄糖和蔗糖
的处理, 虽然培养初期菌丝发育较快, 但产孢量较
小, 在所有处理中数量最低。添加淀粉、玉米粉的
处理与对照无差别, 可能与麸皮中含有残余面粉有
关。表明, S506 可较好地利用麸皮中残存的淀粉和
麸皮纤维作为碳源, 不必再添加其他碳源。 

 

 
 
图 2  碳源对活菌总量和分生孢子产生量的影响 
Fig. 2  The effect of carbon sources on biomass growth and 
conidiation 

 
2.2.2  氮源的筛选：分别添加 1％黄豆饼粉、1％菜

粕、0.5％ KNO3、0.5％ NH4NO3、0.5％ (NH4)2SO4

作为氮源, 以空白为对照进行单因子试验。从图 3

结果可见, 添加黄豆饼粉和 KNO3 的处理, 活菌总

量较高。黄豆饼粉作为有机氮源可以很好的刺激菌

体生长, 但产孢量较少; S506 能较好的利用硝酸盐

类物质 , 且 KNO3 能明显刺激产孢 , 因此 , 选择

KNO3作为添加氮源。 

2.2.3  微量元素的筛选：分别添加 15％  M-1、 

0.5％ MgSO4、0.5％ CuSO4、0.5％ FeSO4、0.5％ 

MnSO4 等微量元素 , 以空白为对照进行单因子试

验。从图 4结果可见, 添加 M-1和 MnSO4的活菌总

数较高, 优于其他处理, 其中添加M-1的效果最好。

M-1 是一种经活化处理的复合矿粉, 含有多种微量

元素, 价格低廉。选用 M-1为微量元素添加物。 

 
 
图 3  氮源对活菌总量和分生孢子产生量的影响 
Fig. 3  The effect of nitrogen sources on biomass growth 
and condition 
1: 对照; 2: 黄豆饼粉; 3: 菜粕; 4: 棉粕; 5: KNO3; 6: NH4NO3; 7: 
(NH4)2SO4 
1: CK; 2: Soybean cake powder; 3: Rapeseed meal; 4: Cottonseed 
meal; 5: KNO3, 6: NH4NO3; 7: (NH4)2SO4 

 

 
 
图 4  微量元素对对活菌总量和分生孢子产生量的影响 
Fig. 4  The effect of trace elements on biomass growth and 
condition 
 
2.2.4  磷源的筛选：分别添加 0.3％  KH2PO4、 
0.3％ K2HPO4、0.3％ (NH4)2PO4 作为磷源, 以空 
白为对照进行单因子试验。由图 5 结果可见 , 培 
养基中加入不同的磷源对菌体生长均有促进作 
用, K2HPO4稍优于其他两种, 因此, 选K2HPO4作为

磷源。 

2.3  固体发酵配方的筛选 
采用 4 因素 3 水平正交设计, 进行了固体发酵

最佳配方的筛选试验。从表 1 结果可见。不同物质
对菌体生长的影响次序为 A＞C＞B＞D。活菌总量
最高的培养基组合为 A2B1C2D2, 即麸皮 100 g、硝
酸钾 0.1 g、M-1 15 g、磷酸氢二钾 0.3 g。以此配方
配制培养基验证, 活菌总量达到 4.85×109 CFU/g, 
孢子数为 2.82×109 CFU/g。因此, 在此后的发酵条
件的优化试验中, 均采用此固体培养基配方。 
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2.4.2  接种量的影响：分别以 5％、8％、10％、 

 

12％的接种量接种固体培养基, 发酵检测。由图 6

结果可见, 大接种量有利于菌体的迅速生长, 接种

量为 10％时, 发酵启动迅速, 60 h达到稳定期; 但接

种量大于 10％时, 反而影响发酵进程, 可能是液体

混入较多, 对培养基的透气性产生了影响。所以, 选

用 10％的接种量, 可进一步缩短固体发酵周期, 60 h

即可达到稳定期, 终止培养。 

2.4.3  发酵温度的影响：从图 8 结果可见, 在发酵

温度为 30°C和 35°C时, S506菌株的活菌总量和产

孢量最高 , 二者间的差别不显著 (P>0.05), 选取

30°C为最佳发酵温度。 

 
图 5  磷源对活菌总量和分生孢子产生量的影响 
Fig. 5  The effect of phosphorus sources on biomass growth 
and condition 
 

2.4.4  培养基起始 pH 值的影响：从图 9结果可见, 

当培养基 pH 值范围在 6.0~8.0 时, 活菌总量和产孢

量无显著性差别(P>0.05)。而当 pH 小于 6 或大于 8

时菌体生长受到影响。由于所选培养物料的 pH 值

在 6.5左右, 所以采用自然 pH即可。 

2.4  最佳发酵工艺参数的筛选 
2.4.1  液体种子种龄的影响：分别制得培养 72 h、
84 h、96 h、108 h的种子培养液, 以 5％的接种量接
种于固体培养基中, 30°C培养 108 h。由图 5的生长
曲线可见 , 种龄不同 , 发酵过程延迟期差别较大 , 
以种龄 84 h 的最短, 接种 60 h 后菌量达到稳定期, 
其次为种龄 96 h、72 h和 108 h, 到达稳定期的时间
分别为 72 h、84 h和 84 h。不同处理间, 最高活菌
总量差别不显著(P>0.05)。因此, 确定液体种子的最
佳种龄为 84 h。 

2.4.5  料水比的影响：从图 10结果可见, 料水比对

菌体的生长影响较大, 含水量过高会影响发酵物料

的透气性, 不利于菌体的生长和分生孢子的分化。

在料水比为 10:6 时的活菌总量和产孢量最大, 故选

用 10:6的料水比。 
 

表 1  L9(34)正交试验结果 
Table 1  L9(34) orthogonal test design and results 

实验号 
No. 

A 
麸皮 bran(g) 

B 
KNO3(g) 

C 
M-1(g) 

D 
K2HPO4(g) 

活菌数量 
The amount of alive bacterial (×108个/g)

1 80 0.1 12 0.1 21.59 

2 80 0.3 15 0.3 26.32 

3 80 0.5 18 0.5 22.10 

4 100 0.1 15 0.5 46.21 

5 100 0.3 18 0.1 38.56 

6 100 0.5 12 0.3 34.99 

7 120 0.1 18 0.3 29.35 

8 120 0.3 12 0.5 20.87 

9 120 0.5 15 0.1 28.09 

K1 70.01 97.15 77.45 88.24  

K2 119.76 87.51 100.62 90.66  

K3 78.31 85.18 90.01 89.18  

K1/3 23.34 32.38 25.82 29.41  

K2/3 39.92 28.58 33.54 30.22  

K3/3 26.10 28.39 30.00 29.73  

R 16.58 3.99 7.73 0.81  
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图 6   不同种龄的液体种子接种后固体发酵菌体生长 
曲线 
Fig.6  The growth curves of different seeds in solid medium 

 

 
 
图 7  不同接种量固体发酵菌体生长曲线 
Fig. 7  The growth curves of different inoculum levels in 
soild medium 
 

 
 
图 8  发酵温度对菌体生长的影响 
Fig. 8  The effect of fermentation temperature on biomass 
growth 

 
 
图 9  pH 值对菌体生长的影响 
Fig. 9  The effect of pH on biomass growth 
 

 
 

图 10  料水比对菌体生长的影响 
Fig. 10  The effect of ratio of material and water on bio-
mass growth 
 

3  结论与讨论 

1) 通过本实验, 获得 S506 固体发酵的最佳参
数为：麸皮 100 g、M-1 15 g、磷酸氢二钾 0.3 g、氯
化钠 0.25 g、硝酸钾 0.1 g、碳酸钙 0.8 g, 自然 pH, 液
体菌种种龄 84 h, 接种量 10%, 发酵温度 30°C, 料
水比 10:6, 发酵时间 60 h。在最佳发酵条件下, S506
固体菌剂的活菌总量达到 8.27×109 CFU/g, 分生孢
子数量达到 6.23×109 CFU/g。保存实验表明, 固体
菌剂在室温下保存 18个月, 活菌总量仍保持在每克
50亿个左右, 可以满足实际生产的需要。 

2) 从上述实验中可以看出, 菌株 S506对碳源、
磷源等营养元素的需求并不苛刻, 在基础物料上就
能较好生长, 这为实现规模化生产, 降低生产成本
提供了保障。 
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3) 本研究采用液固两相发酵工艺, 以廉价易得
的农副产品麸皮和 M-1 作为主要发酵物料, 具有发
酵周期短, 成本低, 发酵过程产生的活菌体及代谢
产物全部利用, 没有废弃物排放的特点, 兼顾了效
果、成本和环境等方面因素, 非常适于农用微生物
活菌制剂的发酵生产 ,  这为产业化开发奠定了 
基础。 

4) 采用液体种子接种, 固体发酵工艺, 主要是
更适于工业化生产, 便于生产过程的标准化控制。
但是, 菌种从液态转入固态发酵, 有一个适应过程, 
存在延滞期过长的问题。本实验采用加大接种量 , 
选择最适种龄, 添加矿质元素等手段, 使接种后的
延滞期大大缩短, 对降低污染率, 提高生产效率十
分有力。 

5) 接种量和料水比是影响固体发酵的两个关
键参数, 二者存在交互影响。接种量大可提高菌体
的繁殖速度, 但会相应提高物料的含水量, 影响透
气性 ,  接种量太小发酵周期延长 ,  增大污染风 
险[11,12]。物料含水量过高会影响固体颗粒之间的松

散性、物料溶氧量和发酵热的散失, 含水量过低会
影响营养基质的溶解和传递, 进而影响微生物对营
养基质的利用 [ 13 ,14 ]。因此 ,  探索并掌握适宜的物 
料初始含水量和接种量的关系, 是保证发酵效果的
关键。 

6) 本实验结果仅是在三角瓶培养水平上获得
的, 要实现产业化开发, 还须进行固体反应器条件
下的中间放大实验, 有关工作正在进行中。 
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