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摘   要：【背景】萎缩芽孢杆菌 E20303 可以有效地抑制马铃薯干腐病病原菌的活性，而响应面法

可在较少的试验次数下优化生防菌发酵培养基配方与发酵条件，获得的最优组合将为马铃薯干腐病

生防菌剂的制备与应用提供参考。【目的】以分离自青海察尔汗盐湖湖泥中且对马铃薯干腐病病原菌

具有较高抑菌活性的萎缩芽孢杆菌 E20303 为研究对象，利用响应面法对其培养基配方和发酵条件

进行优化，以期提高其对马铃薯干腐病病原菌的抑菌活性。【方法】采用单因素试验、中心组合

设计试验及响应面法设计优化萎缩芽孢杆菌 E20303 发酵培养基配方及发酵条件。【结果】培养

基最优发酵配方(g/L)：淀粉 10.72、酵母粉 23.60、七水合硫酸镁 16.00、碳酸钙 1.14、磷酸二氢

钾8.00和磷酸氢二钾16.00，优化后抑菌率由46.51%提高至62.00%；最优发酵条件为装液量102.89 mL、
pH 8.64、温度 28.73 °C、转速 200 r/min、培养时间 3 d、接种量 2%，优化后抑菌率由 51.15%提高

至 72.51%。【结论】实验获得了对马铃薯干腐病病原菌的抑菌活性明显提高的萎缩芽孢杆菌

E20303 发酵配方及发酵条件，为马铃薯干腐病生防制剂的后续研究提供支撑。 

关键词：响应面法；发酵配方；发酵条件；萎缩芽孢杆菌；马铃薯干腐病；抑菌活性  
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Abstract: [Background] Bacillus atrophaeus E20303 can inhibit the activity of the dry rot pathogen of 
potato and the response surface methodology can optimize the components of medium for fermentation 
and fermentation conditions of biocontrol bacteria. The optimal medium components and fermentation 
conditions for E20303 can serve as a reference for the preparation and application of biocontrol agents 
against potato dry rot. [Objective] To optimize the medium components and fermentation conditions of 
E20303, a strain isolated from the mud of Chaerhan Salt Lake in Qinghai with high activity against the 
dry rot pathogen of potato, by response surface methodology in order to improve its antifungal activity. 
[Methods] Single factor experiment, central composite design, and response surface methodology were 
used to design and optimize the medium components and fermentation conditions of E20303. [Results] 
The optimal components of the medium were starch 10.72 g/L, yeast powder 23.60 g/L, MgSO4·7H2O 
16.00 g/L, CaCO3 1.14 g/L, KH2PO4 8.00 g/L, and K2HPO4 16.00 g/L. After optimization, the antifungal 
rate increased from 46.51% to 62.00%. The optimal fermentation conditions were liquid medium volume 
of 102.89 mL, pH 8.64, 28.73 °C, rotation speed 200 r/min, culture for 3 days, and inoculum 2%. Under 
the conditions, the bacteriostatic rate rose from 51.15% to 72.51%. [Conclusion] The fermentation 
formula and fermentation conditions of E20303 with significantly improved activity against the dry rot 
pathogen of potato were clarified, which laid a foundation for research on the biocontrol agents 
against potato dry rot. 

Keywords: response surface methodology; fermentation medium formula; fermentation conditions; 
Bacillus atrophaeus; potato dry rot; antifungal activity 

马铃薯干腐病是由多种镰刀菌 (Fusarium 
sp.)引起的真菌性病害，一般发生于窖藏期的马

铃薯块茎[1]。目前应用于马铃薯干腐病微生物防

治的菌株主要为芽孢杆菌(Bacillus sp.)、假单胞

菌 (Pseudomonas spp.)和放线菌 (Actinomycetes 
sp.)[2-3]。嗜盐菌是一类生长于盐湖、盐矿等富盐

极端环境下的特殊微生物，部分嗜盐菌的次级代

谢产物对植物具有促生防病等功效[4-6]。青藏高原

地区察尔汗盐湖中度嗜盐菌具有丰富的微生物

种群和遗传多样性，前人研究表明，部分中度嗜

盐菌具有抑制多种植物病原菌的生防活性[7-10]。 
由于生防菌产生次级代谢产物的过程具有

不稳定性等特点，为了使生防菌能够更好地应

用于农业生产，设计一个最优的发酵配方及发

酵条件是提高生防菌对病原菌抑制活性的首要

条件[11-12]。响应面法是通过试验设计，采用多
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元二次回归方程拟合自变量与响应值之间的函

数关系，对优化发酵配方与发酵条件的多个变

量的最优水平进行计算预测的优化技术[12-13]。 
本课题组在进行马铃薯干腐病拮抗菌筛选

过程中，自青海察尔汗盐湖湖泥中分离得到一

株对马铃薯干腐病病原菌具有较高抑制活性的

菌株 E20303。本文通过对菌株 E20303 进行单

因素试验、中心组合设计及响应面法优化发酵

培养基及发酵条件，以进一步提高其发酵效价，

为后期生防制剂的开发奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

萎缩芽孢杆菌 E20303 由本课题组成员分

离自察尔汗盐湖湖泥中，经鉴定为萎缩芽孢杆

菌(Bacillus atrophaeus，登录号为 MF184034)；
马铃薯干腐病病原菌青 9A-4-13 为锐顶镰刀菌

(Fusarium acuminatum)，菌株均由本实验室分

离保存。 
1.1.2  培养基 

ATCC 213 改良培养基(g/L)[13]：MgSO4·7H2O 
10.0，CaCl2·2H2O 0.2，KCl 5.0，蛋白胨 2.5，
酵母粉 10.0，NaCl 30.0，琼脂粉 20.0，pH 
7.2−7.4。PDA 培养基(g/L)[8]：马铃薯 200.0，葡

萄糖 20.0，琼脂粉 20.0。以上培养基不加琼脂

粉即为 ATCC 213 改良液体培养基和 PDB 液体

培养基。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

牛肉膏、蛋白胨、葡萄糖、MgSO4·7H2O
等试剂，国药集团化学试剂有限公司。恒温摇

瓶柜，常州金坛精达仪器制造有限公司；pH 计，

上海仪电科学仪器股份有限公司；恒温培养箱，

上海一恒科学仪器有限公司；超净工作台，益

世科(上海)企业发展有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  种子液制备 

取 EP 管中保存的菌株 E20303，用接种针

划线接种于 ATCC 213 改良培养基平板上，

28 °C 培养 24−48 h。用 8 mm 的无菌打孔器打

取 3 个菌饼，将其接种于装有 400 mL ATCC 213
改良液体培养基的 1 000 mL 锥形瓶中，放置于

28 °C、180 r/min 转速的恒温摇瓶柜中培养 24 h，
备用。 
1.2.2  萎缩芽孢杆菌 E20303 发酵液及无菌滤

液的制备 
以 2%接种量的种子液，接种于不同配方

(碳源、氮源、无机盐)或不同发酵条件(接种量、

初始 pH 值、培养时间、温度、转速及装液

量)的 ATCC 213 改良液体培养基中，装液量

为 400 mL/1 000 mL，于 28 °C 的恒温摇瓶柜

中以 180 r/min 的转速培养 7 d，收获发酵液。

将发酵液在 4 °C、14 000 r/min 离心 10 min，
取上清液用 0.22 μm 滤膜过滤除菌，得发酵液

无菌滤液。 
1.2.3  发酵液无菌滤液抑菌活性 

采用牛津杯法测定菌株 E20303 发酵液无

菌滤液的抑菌活性。在平板中心位置接种直径

为 5 mm 的病原真菌，在平板上距离中心位置

2.5 cm 处等距离放置 3 个牛津杯，每个牛津杯

内加入 200 μL 菌株 E20303 的发酵液无菌滤液，

以只接种病原真菌的培养基平板为对照，在

28 °C 的培养箱中培养 24 h，测量抑菌带宽度，

计算抑菌率。计算公式： 
抑菌率(%)=(对照菌落直径−处理菌落直径)/对
照菌落直径×100。 
1.2.4  发酵培养基配方的优化 

在 ATCC 213 改良培养基基础上，分别选

用葡萄糖、蔗糖、淀粉、甘油、玉米粉作为碳

源；分别选用胰蛋白胨、蛋白胨、牛肉膏、酵
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母粉、(NH4)2SO4、NH4NO3 作为氮源；分别选

用 MgSO4·7H2O、CaCO3、KH2PO4、K2HPO4

和 NaCl 作为无机盐，其他成分及含量不变，按

照 1.2.2 和 1.2.3 的方法制备无菌发酵液并计算

抑菌率。 
1.2.5  发酵培养基培养条件的优化 

利用紫外分光光度计测定不同发酵条件下

培养的发酵液的吸光度，以发酵液吸光度 OD600

为指标优化菌株 E20303 培养条件，对菌株的接

种量、初始 pH 值、培养时间、温度、转速及

装液量等发酵条件进行优化。条件设置如下：

接种量：1%、2%、5%、8%和 10%；按 2%的

初始接种量设置初始 pH 值，分别为 5.0、6.0、
7.0、8.0、9.0；培养时间分别为 24、48、72、
96 和 120 h；培养温度分别为 24、26、28、30、
32 和 34 °C；转速分别为 150、170、180、200
和 220 r/min；装液量分别为 50、75、100、125
和 150 mL 于 250 mL 的锥形瓶中，放置于 28 °C
的恒温摇瓶柜中以 180 r/min 的转速培养 5 d。
按照 1.2.2 和 1.2.3 的方法制备无菌发酵液并计

算抑菌率。 
1.2.6  中心组合设计-响应面法优化技术试验

设计 
(1) 发酵培养基成分 

通过中心组合设计(central composite design，
CCD)和响应面法(response surface methodology，
RSM)优化技术对萎缩芽孢杆菌 E20303 发酵培

养基进行优化。以其对病原菌的抑制率为响应

值(Y)，碳源(X1)、氮源(X2)和无机盐(X3)分别为

自变量，其中碳源、氮源及无机盐均由 1.2.4 筛

选获得。根据中心组合设计，总的实验处理组

合数 N=2k+2k+n0，式中，k 表示独立变量的个

数；n0 表示中心点在实验中的重复次数。各因

素质量浓度与其对应自变量的编码转化公式：

xi=(Xi–Xj)/ΔXi，i=1，2，3,…，k。式中：xi 为自

变量的编码值，Xi 为自变量的实际实验水平，

Xj 为实验水平在中心点的实际水平，ΔXi 为增

量。响应面优化模型采用二次方程： 
2

0 i i ij ij ii i
i i j i

Y b b x b x b x= + + +    

式中：Y 为病原菌抑制率，b0 为常数项，bi、bij

和 bii 分别为一次项 xi、交互项 xij 和二次项 2
ix 的

系数。发酵培养基优化试验的因素、水平设计

见表 1，采用 Minitab 17.0 软件对响应面实验处

理组合进行设计(表 2)。 
(2) 发酵培养条件 
以对马铃薯干腐病病原菌的抑制率为响应

值，同时分析单因素实验结果，以单因素筛选

得到发酵条件中 3 个显著因素 pH、装液量及温

度为响应面试验的 3 个因素，进行三因素三水

平的 Box-Behnken design，试验因素及水平如 
表 3 所示。用软件 Design Expert 11 对实验设计

进行回归分析并且进行误差分析。 
根据 Design Expert 11 结果得到萎缩芽孢

杆菌 E20303 最佳培养条件后，按最佳培养条件

进行抑菌试验，将实验得到的最优抑菌率与预

测值进行比较，并与未优化的原培养条件下抑

菌率进行比较验证。 

 
表 1  实验变量的取值及范围 
Table 1  Experimental range and level of the 
independent variables 
变量 
Variables 

参数 
Parameter 

取值范围及水平 
Range and level 
−1.682 −1 0 1 1.682 

x1 淀粉 
Starch (g/L) 

1.6 5.0 10.0 15.0 18.4 

x2 酵母粉 
Yeast powder 
(g/L) 

1.8 5.0 15.0 25.0 31.8 

x3 无机盐 
Inorganic salt 
(g/L) 

4.8 15.0 30.0 45.0 55.2 
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表 2  菌株 E20303 发酵培养基优化试验的因素和水平 
Table 2  Experimental range and levels of the independent variables 
标准序 
Standard order 

运行序 
Run order 

点类型 
Point type 

区组 
Block 

淀粉 
Starch (g/L) 

酵母粉 
Yeast powder (g/L) 

无机盐 
Inorganic salt (g/L) 

15 1 0 1 10.0 15.0 30.0 
1 2 1 1 5.0 5.0 15.0 
16 3 0 1 10.0 15.0 30.0 
9 4 –1 1 1.6.0 15.0 30.0 
4 5 1 1 15.0 25.0 15.0 
14 6 –1 1 10.0 15.0 55.2 
12 7 –1 1 10.0 31.8 30.0 
10 8 –1 1 18.4 15.0 30.0 
17 9 0 1 10.0 15.0 30.0 
19 10 0 1 10.0 15.0 30.0 
3 11 1 1 5.0 25.0 15.0 
5 12 1 1 5.0 5.0 45.0 
7 13 1 1 5.0 25.0 45.0 
2 14 1 1 15.0 5.0 15.0 
13 15 –1 1 10.0 15.0 4.8 
8 16 1 1 15.0 25.0 45.0 
6 17 1 1 15.0 5.0 45.0 
18 18 0 1 10.0 15.0 30.0 
11 19 –1 1 10.0 1.8 30.0 
20 20 0 1 10.0 15.0 30.0 

 
2  结果与分析 
2.1  发酵配方优化的试验及分析 
2.1.1  不同碳源、氮源及无机盐对菌株 E20303
抑制马铃薯干腐病病原真菌活性的影响 

在不同条件下，萎缩芽孢杆菌 E20303 无菌

发酵液对马铃薯干腐病病原真菌具有抑制活

性。并且，随着对峙培养时间的延长，抑制率 
 
表 3  响应面法因素水平设计 
Table 3  Response surface method factors level design 
因素 
Factors 

水平 Levels 
−1 0 1 

pH 7 8 9 
装液量 Volume (mL) 75 100 125 
温度 Temperature (°C) 26 30 34 
 

逐渐增大。在 ATCC 213 改良培养基中分别加

入 2.5 g 不同的碳源，经培养后，菌株 E20303
对病原真菌的抑制活性由高到低依次为：淀粉、

玉米粉、葡萄糖、蔗糖和甘油，抑制率最高为

39.42% (图 1)。在 ATCC 213 改良培养基中分别

加入 12.5 g 不同的氮源，经培养后，菌株 E20303
对病原真菌的抑制活性由高到低依次为：酵母

粉、蛋白胨、胰蛋白胨、牛肉膏、硝酸铵和硫酸

铵，抑制率最高为 46.44% (图 2)。在 ATCC 213 改

良培养基中加入 30 g 不同的无机盐，其他成分

及含量不变，经培养后，菌株 E20303 对病原真

菌的抑制活性由高到低依次为：MgSO4·7H2O、

K2HPO4、CaCO3、NaCl 和 KH2PO4，抑制率最高

为 36.47% (图 3)。 
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图 1  不同碳源对菌株 E20303抑制病原真菌活性

的影响   不同小写字母表示在 P<0.05 水平上差

异显著，下同 
Figure 1  The effect of different carbon source on 
the inhibitory activity of strain E20303 against 
pathogen. Different lowercase letters represent 
significant differences at P<0.05 level, the same 
below. 

 

 
 
图 2  不同氮源对菌株 E20303抑制病原真菌活性

的影响 
Figure 2  The effect of different nitrogen source on 
the inhibitory activity of strain E20303 against 
pathogen. 
 
2.1.2  萎缩芽孢杆菌 E20303 发酵配方的优化 

以淀粉为碳源、酵母粉为氮源、MgSO4·7H2O
为无机盐，就培养基各组分浓度配比对萎缩芽

孢杆菌 E20303 抑制马铃薯干腐病病原真菌活 

 
 
图 3  不同无机盐对菌株E20303抑制病原真菌活

性的影响 
Figure 3  The effect of different inorganic salt on 
the inhibitory activity of strain E20303 against 
pathogen. 
 
性的影响进行研究，所研究变量及水平如表 2
所示。结果表明(表 4)：培养基中 3 个独立变量

抑制病原菌的活性变化较大。其中，处理 5、7、
和 20 对病原真菌的抑制率大于 60%；处理 5 的

抑制作用最大，达到 62.09%；处理 4 的抑制率

最小，达到 48.37%。其中，处理 15–20 是实验

设计的中心点，重复 6 次以估算实验误差，结

果表明 6 次试验重复之间存在实验误差。 
2.1.3  二阶回归模型的拟合及方差分析 

通过 Minitab 17.0 软件中的响应曲面设

计分析发现，二阶多项式中每个系数都解释

了每个变量的作用以及它们对抑制活性的交

互作用。 
对表 4 数据进行回归分析，得到各因子响

应二阶多项式方程： 
Y=48.19+0.68x1–0.13x2+0.48x3–0.06x1

2–0.01x2
2– 

0.01x3
2+0.03x1x2–0.01x1x3+0.01x2x3 

式中，Y 是响应值，即抑制率。x1、x2 和 x3

分别表示淀粉、酵母粉和无机盐。该二阶方

程式模型包含 3 个线性变量、3 个二次变量和   
3 个两因素交互作用，显著差异性分析如表 5
所示。 
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表 4  中心组合设计编码值、观测值和预测值 
Table 4  CCD plan of coded value, the observed value and predicted value 
处理 
Treatment 

x1 x2 x3 抑制率 
Inhibitory rate (%) 

预测值 
Predicted value 

残差 
Residual 

1 1 1 1 56.28 58.21 −1.93 
2 1 1 −1 52.09 53.45 −1.36 
3 1 −1 1 54.19 52.16 2.03 
4 1 −1 −1 48.37 51.23 −2.86 
5 −1 1 1 62.09 59.67 2.42 
6 −1 1 −1 49.53 52.00 −2.47 
7 −1 −1 1 60.47 59.55 0.92 
8 −1 −1 −1 57.21 55.72 1.49 
9 1.682 0 0 54.65 52.41 2.24 
10 −1.682 0 0 55.81 57.42 −1.61 
11 0 1.682 0 58.84 57.06 1.78 
12 0 −1.682 0 53.95 55.10 −1.15 
13 0 0 1.682 56.74 59.00 −2.26 
14 0 0 −1.682 54.65 51.77 2.88 
15 0 0 0 58.60 58.93 −0.33 
16 0 0 0 59.07 58.93 0.14 
17 0 0 0 59.07 58.93 0.14 
18 0 0 0 57.21 58.93 −1.72 
19 0 0 0 59.07 58.93 0.14 
20 0 0 0 60.47 58.93 1.54 

 
表 5  回归系数及显著性检验 
Table 5  Model coefficients estimated by multiples linear regression (significance of regression coefficients) 
来源 Source 平方和 SS 自由度 DF 均方 MS F 值 F value P 值 P value 
线性 Linear 97.95 3 32.65 5.11 0.021* 
x1 30.24 1 30.24 4.73 0.055 
x2 4.66 1 4.66 0.73 0.413 
x3 63.05 1 63.05 9.87 0.010** 
平方 Second power 55.74 3 18.58 2.91 0.087 
x1

2 29.05 1 29.05 4.55 0.059 
x2

2 14.64 1 14.64 2.29 0.161 
x3

2 22.71 1 22.71 3.56 0.089 
双因子交互作用 Two-factor interaction 29.19 3 9.73 1.52 0.268 
x1x2 17.61 1 17.61 2.76 0.128 
x1x3 4.22 1 4.22 0.66 0.435 
x2x3 7.35 1 7.35 1.15 0.308 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

回归模型的显著性检验结果表明(表 6)：回

归模型的 P=0.043<0.05，差异达到显著；失拟

检验表明非实验因素对实验结果的影响不显

著，说明抑制率(Y)与实际情况拟合充分。同时，

该模型的决定系数 R2=0.74，说明该模型能解释

72%的抑制率变化，调整后的决定系数 R2=0.51，
说明该模型显著。由此可见，该回归模型适合对

萎缩芽孢杆菌 E20303 发酵培养基的优化筛选。 
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表 6  回归模型的显著性检验 
Table 6  Significance test of regression model 
来源 
Source 

平方和 
SS 

自由度 
DF 

均方 
MS 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

模型 Model 182.87 9 20.32 3.18 0.043* 

误差 Error 63.86 10 6.39   

失拟 Lack of fit 58.37 5 11.67 10.62 0.051 

纯误差 
Pure error 

5.50 5 1.10   

合计 Total 246.74 19    

注：决定系数 R2=0.74；调整后的决定系数 R2=0.51 
Note: Coefficient of determination R2=0.74; Adjusted R2=0.51. 

 
2.1.4  发酵配方优化的响应面分析 

回归模型所描述的 3D 响应面图和 2D 等高

线图揭示了自变量的作用效果及每个自变量对

响应因变量的交互作用。等高线图的形状可表

明自变量间的交互作用是否显著，椭圆形的等

高线表明自变量之间的交互作用显著。通过 3D

响应面图及其相对应的等高线图可对最佳自变

量的取值及与之相对应的响应值进行预测。响

应面所展现的最大值在等高线图中处于最小椭

圆中。 

将培养基中的无机盐浓度控制在 30 g/L 条

件下，淀粉和酵母粉对萎缩芽孢杆菌 E20303

抑制马铃薯干腐病病原真菌活性的 3D 响应面

图及相对应的 2D 等高线图如图 4 所示。从图 4

的 3D 响应面图中可以看出萎缩芽孢杆菌 E20303

发酵培养基对病原真菌的抑制率可随着淀粉和

酵母粉浓度的变化而发生明显的变化。当酵母

粉浓度不变时，随着淀粉浓度的增大抑制率逐

渐减小；当淀粉浓度不变时，随着酵母粉浓度

的增大抑制率增大。2D 等高线图中呈现一定的

椭圆形状，可见淀粉与酵母粉对抑制率的影响

存在交互作用。 

将培养基中的酵母粉浓度控制在 15 g/L 条

件下，淀粉和无机盐对萎缩芽孢杆菌 E20303

抑制马铃薯干腐病病原真菌活性的 3D 响应面

图及相对应的 2D 等高线图如图 5 所示。从图 5

的 3D 响应面图中可以看出萎缩芽孢杆菌 E20303

发酵培养基对病原真菌的抑制率可随着淀粉和

无机盐浓度的变化而发生明显的变化。当无机

盐浓度不变时，随着淀粉浓度的增大抑制率先

增大后减小；当淀粉浓度不变时，无机盐对抑

制率的影响亦然。2D 等高线图呈现一定的椭圆

形状，可见淀粉与无机盐对抑制率的影响存在

一定的交互作用。 
 

 
 
图 4  淀粉和酵母粉的响应面图(A)和等高线图(B) 
Figure 4  Response surface plot (A) and contour plot (B) of starch and yeast powder. 
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图 5  淀粉和无机盐的响应面图(A)和等高线图(B) 
Figure 5  Response surface plot (A) and contour plot (B) of starch and inorganic salt. 
 

将培养基中的淀粉浓度控制在 10 g/L 条

件下，酵母粉和无机盐对萎缩芽孢杆菌 E20303
抑制马铃薯干腐病病原真菌活性的 3D 响应

面图及相对应的 2D 等高线图如图 6 所示。从

图 6 的 3D 响应面图中可以看出萎缩芽孢杆菌

E20303 发酵培养基对病原真菌的抑制率可随

着酵母粉和无机盐浓度的变化而发生明显的

变化。当无机盐浓度不变时，随着酵母粉浓度

的增大抑制率逐渐减小；当酵母粉浓度不变

时，随着无机盐浓度的增大抑制率逐渐增大。

2D 等高线图呈现一定的椭圆形状，可见酵母

粉与无机盐对抑制率的影响存在显著的交互

作用。 
观察所拟合 3D 响应曲面的形状可知，响

应面的开口向下，存在极大值点，说明回归模

型存在稳定点。对回归模型进行一阶偏导求导，

并令其为零，从而求得曲面的最大点。 
0.068–0.012x1+0.003x2–0.001x3=0； 
0.013+0.003x1–0.002x2+0.001x3=0； 
0.048–0.001x1+0.001x2–0.002x3=0。 
对 3 个三元一次方程求解得：x1=1.44；x2=4.86；
x3=4.11。 

根据所求得的 3 个变量最大值，通过响应

面回归方程，求得 Y=62.00%。 
 

 
 

图 6  酵母粉和无机盐的响应面图(A)和等高线图(B) 
Figure 6  Response surface diagram (A) and contour diagram (B) of yeast powder and inorganic salt. 
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再根据上述 3 个变量的最大值，通过自变量

的编码转化公式，可计算得出各因子及其水平值

分别为淀粉(x1) 10.72 g/L，酵母粉(x2) 23.60 g/L，

无机盐(x3) 41.14 g/L。特别需要注意的是，无机

盐为 MgSO4·7H2O、CaCO3、KH2PO4 和 K2HPO4

的总和，其中 MgSO4·7H2O 16.00 g/L、CaCO3 
1.14 g/L、KH2PO4 8.00 g/L 和 K2HPO4 16.00 g/L。
综上所述：萎缩芽孢杆菌 E20303 发酵培养基配方

为：淀粉 10.72 g/L、酵母粉 23.60 g/L、MgSO4·7H2O 
16.00 g/L、CaCO3 1.14 g/L、KH2PO4 8.00 g/L 和

K2HPO4 16.00 g/L。优化后菌株 E20303 对病原

菌的抑制率由优化前的 46.51%增加到 62.00%。 

2.2  发酵条件优化试验及分析 
2.2.1  不同发酵条件对菌株 E20303 抑制马铃

薯干腐病病原真菌活性的影响 
如图 7A所示，接种量为 2%时，菌株 E20303

发酵液的抑菌活性最高。如图 7B 所示，装液量

在 50−75 mL 时抑菌率和 OD600 值都呈显著增

高，并在装液量为 75 mL 时抑菌活性达到最大

值。如图 7C 所示，pH 值在 8.0 之前抑菌率和

OD600 值呈缓慢增高，pH 8.0 时到达最大抑菌

率，抑菌活性在 pH 8.0 之后呈现出快速下降趋

势。如图 7D 所示，E20303 菌株发酵液的抑菌活

性受到培养天数的影响较小，培养天数在 3 d
之前抑菌率和 OD600 值都呈不断增高趋势，培

养至第 3 天抑菌率达到最高为 63.45%。如图 7E
所示，转速 200 r/min 时抑菌率达到最大值，   
200 r/min 之后抑菌率呈现出下降趋势。如图 7F
所示，温度在 30 °C 前抑菌率和 OD600 值都呈增

高趋势，在 30 °C 时抑菌率达到最大值，但随

着温度持续上升，菌株由于温度变高失去活性，

OD600 值急剧降低。 
2.2.2  发酵条件优化的响应面分析 

根据对单因素试验结果进行分析，选取

pH、装液量、温度 3 个因素，以对马铃薯干腐

病病原菌抑制率为响应值，用软件 Des ign 
Expert 11 设计三因素三水平的响应面试验，实

验设计及结果如表 7 所示。通过软件对分析结果

进行多元回归拟合，获得以 Y (抑菌率)为响应值，

以 A (pH)、B (装液量)、C (温度)为变量的二阶

回归方程：Y=83.48–0.267 5A–4.23B+1.37C+8.5AB+ 
4.55AC+1.02BC–17.58A2–14.40B2–14.42C2。 

根据 F 检验分析所得模型，对回归模型进

行方差分析和显著性检验，如表 8 所示，本试

验响应面优化模型得 P=0.009 4<0.01，表示以

马铃薯干腐病病原菌抑制率为响应值所建立

的回归方程式是显著的且失拟项 P=0.139 4 
(不显著 )，代表该实验数据与模型拟合度较

好，对培养条件优化具有显著意义，能够得到

比较好的拟合后实验数据，该模型的拟合度

R2=0.898 2，表示不能由此模型解释的变异只有

0.101 8，并且信噪比为 7.254 1>4，这表示模

型拟合度及可信度较高，可以用于分析和预测

菌株 E20303 在发酵期间的 pH、装液量及温

度对马铃薯干腐病病原菌抑制率间的关系。二

次项(A2、B2、C2)均表现出显著差异(P<0.01)，
对显著性和 F 值分析可知，各因子对马铃薯

干腐病病原菌抑菌率影响大小为：装液量> 
pH>温度。 

为了反映各实验因素及其之间的交互作用

对抑菌率的影响，根据上述拟合方程绘制出 3D
响应面图及 2D 等高线图，结果如图 8 所示。 

如图 8 所示，当固定温度为 28.73 °C 时，

装液量从 75 mL 增大至 125 mL，pH 值从 7.0
增大至 9.0 的过程中，发酵液对马铃薯干腐病

病原菌抑菌率均呈现先逐渐增大后减小的趋

势，曲面的最高点即为抑制率最大值点，响应

面所得到的最大值落在等高线图中的最小椭圆

中，且等高线较为椭圆，说明装液量与 pH 之

间的交互作用显著。 
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图 7  不同发酵条件培养的发酵液的抑菌率和 OD600 值   A：初始接种量；B：装液量；C：不同 pH；

D：培养天数；E：转速；F：温度 
Figure 7  Antifungal rate and OD600 value of fermentation broth cultured under different fermentation 
conditions. A: Inoculation volume; B: Loading volume; C: pH; D: Culturing days; E: Rotational speed; F: 
Temperature. 
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表 7  响应面试验设计及结果 
Table 7  Response surface experimental design 
and results 
Test 
No. 

A pH B 装液量 
B Fluid 
volume (mL) 

C 温度 
C Temperature 
(°C) 

抑菌率 
Antifungal 
rate (%) 

1 0 −1 −1 62.75 
2 0 0 0 65.45 
3 −1 0 −1 54.89 
4 −1 −1 0 57.28 
5 0 1 1 65.54 
6 1 −1 0 64.68 
7 −1 1 0 65.58 
8 1 1 0 56.57 
9 0 0 0 66.59 
10 0 1 −1 66.85 
11 1 0 −1 67.57 
12 −1 0 1 59.97 
13 0 0 0 65.34 
14 1 0 1 63.35 
15 0 −1 1 65.78 
16 0 0 0 64.42 
17 0 0 0 62.87 

如图 9 所示，当固定装液量为 102.89 mL
时，发酵温度从 26 °C 增大至 34 °C，pH 值从

7.0 增大至 9.0 的过程中，发酵液对马铃薯干腐

病病原菌抑菌率均呈现先增大后又减小的趋

势，曲面的最高点即为抑制率最大值点，响应

面所得到的最大值落在等高线图中的最小椭圆

中，并且等高线图呈椭圆形，说明发酵温度与

pH 之间的交互作用较为显著。 
如图 10 所示，当固定 pH 为 8.64 时，发酵

温度从 26 °C 增大至 34 °C，装液量从 75 mL 增

大至 125 mL 的过程中，发酵液对马铃薯干腐病

病原菌抑菌率均呈现先增大后减小的趋势，曲

面的最高点即为抑制率最大值点，等高线图呈

圆形，说明发酵温度与装液量之间的交互作用

不显著。 
3 组三维曲线的弯曲度都比较大，均倒扣

在坐标轴上，说明随着温度、装液量和 pH 的

变化，抑菌率也呈现显著的先升高后降低的变

化。响应面所得到的最大值均落在等高线图 

 
表 8  回归方程的方差分析 
Table 8  Variance analysis table of regression equation 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
DF 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

 

模型 Model 3 938.64 9 437.63 6.86 0.009 4 Significant 
A pH 0.572 5 1 0.572 5 0.009 0 0.927 2  
B 装液量 B Fluid volume 143.14 1 143.14 2.24 0.177 8  
C 温度 C Temperature 15.07 1 15.07 0.236 2 0.641 8  
AB 288.83 1 288.83 4.53 0.070 9  
AC 82.90 1 82.90 1.30 0.291 8  
BC 4.18 1 4.18 0.065 6 0.805 3  
A2 1 300.81 1 1 300.81 20.39 0.002 7  
B2 873.31 1 873.31 13.69 0.007 7  
C2 875.73 1 875.73 13.73 0.007 6  
剩余 Residual 446.58 7 63.80    
失拟项 Lack of fit 318.08 3 106.03 3.30 0.139 4 Not significant 
纯误差 Pure error 128.50 4 32.12    
总离差 Cor total 4 385.22 16     
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图 8  pH 和装液量的响应面图(A)和等高线图(B) 
Figure 8  pH and fluid volume response surface (A) and contour plots (B). 
 

 
 
图 9  pH 和温度的响应面图(A)和等高线图(B) 
Figure 9  pH and temperature response surface (A) and contour plots (B). 

 
中的最小椭圆中，表明模型可以准确预测发酵

液 pH、装液量及发酵温度对马铃薯干腐病病原

菌抑制率之间的关系。 
由 Design Expert 11 软件预测得到菌株

E20303 对马铃薯干腐病病原菌抑制效果最优

的培养条件如图 11 所示，此时预测的最优抑菌

率达到 73.267 6%。 
最佳培养条件验证：为证实此模型的准确

性，将发酵条件稍作调整为，装液量 102.88 mL，

pH 8.64，温度 28.73 °C。按照此条件进行重复 
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图 10  装液量和温度的响应面图(A)和等高线图(B) 
Figure 10  Fluid volume and temperature response surface (A) and contour plots (B). 
 

 
 
图 11  E20303 菌株发酵液最优培养条件   A：最优 pH 值；B：最优装液量；C：最优温度；D：最优

条件下预测的抑菌率 
Figure 11  Optimal culture conditions for fermentation broth of strain E20303. A: Optimum pH value; B: 
Optimum liquid loading; C: Optimum temperature; D: Predicted antifungal rate under optimal conditions. 
 
 

试验，测得抑菌率为 72.51%，与实验预测的

73.267 6%非常接近，与优化前的 51.15%相比，

抑制率提高了 21.36%。两者之间良好的拟合度

反映了该模型的准确可靠性，说明了响应面优

化法可以很好地预测发酵液 pH、温度及装液量

对马铃薯干腐病病原菌抑制率的影响。 

3  讨论与结论 

响应面法是通过数值模拟得到一些数据，

拟合出一个响应面，利用该响应面进行可靠性

分析[14]。对于传统数理统计方法来说，单因素

试验只能考虑单一因素的影响，无法判断各因 
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素之间是否存在交互作用[15]。正交试验虽然可

以判断各因素之间的交互作用，但需要做大量

的试验，需要明确的函数表达式，而且只能处

理离散的水平值。然而，响应面法在很大程度

上弥补了这 2 种传统数理统计方法的不足，不

仅能研究几种因素之间的交互作用，还能对区

域外的响应值进行预测，运用较少的试验次数

得到高精密度的回归方程，从而得到多种试验

变量间的最优组合[16-22]。目前，响应面法多应用

于食品学、医药学、化工业及工程学[23-24]。亓秀

晔等[25]利用响应面法优化丁酸梭菌 BLCC1-0022
发酵液培养基，提高其活菌率和芽孢率。申若

男等 [26]利用响应面法优化厚朴温中汤提取工

艺，使中汤出膏率提高到 24.1%。王飞娟等[27]

采用响应面法优化细辛挥发油超声辅助提取工

艺，使细辛挥发油提取率提高到 3.374%。王保

华等 [28]通过响应面法优化对调磁块与内外转

子，使空式磁力齿轮效率获得了进一步上升，

同时减少了谐波含量。 
本研究通过单因素试验筛选出萎缩芽孢

杆菌 E20303 发酵参数的最佳范围，最终利用

响应面模型分析，得出最优发酵配方为淀粉

10.72 g/L、酵母粉 23.60 g/L、MgSO4·7H2O   
16.00 g/L、CaCO3 1.14 g/L、KH2PO4 8.00 g/L 和

K2HPO4 16.00 g/L。最优发酵条件为装液量

102.89 mL、pH 8.64、温度 28.73 °C、摇床转速

200 r/min、培养时间 3 d、接种量 2%。截至目前，

利用响应面法提高萎缩芽孢杆菌(B. atrophaeus)
对马铃薯干腐病病原菌抑菌活性的发酵配方及

发酵条件的优化研究鲜有报道。本研究对萎缩

芽孢杆菌 E20303 发酵配方及发酵条件进行响

应面优化，使菌株 E20303 对马铃薯干腐病病原

菌的抑菌率提高到 72.51%。在今后的研究中，

课题组还将对萎缩芽孢杆菌 E20303 对马铃薯

干腐病病原菌的抑菌活性物质的稳定性、抑菌

物质的种类与作用机制，以及田间防治效果等

方面进行研究，从而为后续马铃薯干腐病新型生

防菌剂及生防制剂的开发奠定坚实的理论基础。 
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