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摘 要：【目的】通过优化枯草芽孢杆菌斯氏亚种 YC25 的发酵培养基及培养条件，提高其发酵

水平，为后续该菌株的工业开发及应用提供理论基础。【方法】以芽孢产量为指标，通过单因素

试验筛选出最适的培养条件，在此基础上进行响应面分析，优化出最佳发酵培养基配方。采用盆

栽防效试验测定优化后发酵液对烟草黑胫病和烟草镰孢菌根腐病的防治效果。【结果】最佳发酵

培养条件：30 ℃、180 r/min、接种量 2%、装液量 20%、发酵时间 36 h。最佳发酵培养基组分：

玉米淀粉 15.53 g/L，豆粕粉 8.70 g/L，KH2PO4 0.50 g/L，MgSO4 0.92 g/L，CaCO3 0.50 g/L。在此

条件下，芽孢产量为 1.423 3×1010 CFU/mL。盆栽试验结果表明：稀释 20 倍的发酵液对烟草黑胫

病的防效为 77.88%，对烟草根腐病的防效为 62.09%。【结论】优化后的培养基能显著增加菌株

YC25 的芽孢量，并且施用 YC25 发酵液后，烟草黑胫病菌及根腐病菌病情指数显著降低，该研

究为今后生防菌株 YC25 的菌剂开发生产及田间病害防治提供理论依据。
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Abstract: [Objective] To improve the fermentation performance by optimizing the fermentation 
medium and conditions of Bacillus subtilis subsp. spizizenii YC25, thereby providing a theoretical 
basis for the subsequent industrial development and application of the strain. [Methods] With the 
spore yield as the indicator, the optimal fermentation conditions were screened by single factor 
tests. On this basis, the response surface methodology was employed to optimize the fermentation 
medium. Pot experiments were conducted to evaluate the control effects of the optimized 
fermentation broth on tobacco black shank and tobacco Fusarium root rot.[Results] The optimum 
fermentation conditions were as follows: 30 ℃, 180 r/min, an inoculation amount of 2%, a liquid-
loading volume of 20%, and fermentation time 36 h. The optimum fermentation medium was as 
follows: corn starch 15.53 g/L, soybean meal 8.70 g/L, KH2PO4 0.50 g/L, MgSO4 0.92 g/L, and 
CaCO3 0.50 g/L. Under these conditions, the spore yield reached 1.423 3×1010 CFU/mL. The results 
of pot experiments showed that the control effects of the fermentation broth diluted by 20 times on 
tobacco black shank and tobacco Fusarium root rot were 77.88% and 62.09%, respectively.
[Conclusion] The optimized medium could significantly increase the spore yield of strain YC25, 
and the disease indexes of tobacco black shank and tobacco Fusarium root rot were significantly 
reduced after the application of YC25 fermentation broth. This study provides a theoretical basis 
for the development and application of the biocontrol strain YC25 and the prevention and control 
of field diseases in the future.
Keywords: Bacillus subtilis; fermentation condition optimization; response surface methodology; 
control effect

芽孢杆菌(Bacillus)是一类广泛存在于自然界

中的细菌，具有繁殖速度快、营养要求简单、

抗菌谱广等特点，因而在植物病害防治中被广

泛应用[1-3]。枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是芽

孢杆菌属的一种，是一种普遍存在于土壤和植

物根际的革兰氏阳性细菌，因其能产生耐热、

耐旱、抗紫外线和有机溶剂的内生孢子而受到

人们广泛关注，并被认为是理想的生防菌株[4]。

枯草芽孢杆菌主要包括枯草亚种 (B. subtilis 

subsp. subtilis)、 斯 氏 亚 种 (B. subtilis subsp. 

spizizenii)、 沙 漠 亚 种 (B. subtilis subsp. 

inaquosorum) 和 粪 便 亚 种 (B. subtilis subsp. 

stercoris)等[5]，其中前 3 个亚种在植物保护领域

均有相关研究报道[6-8]。枯草芽孢杆菌主要通过

竞争作用、分泌抗菌物质以及诱导植物抗病性

等途径发挥生物防治功能。目前，已有大量研
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究报道枯草芽孢杆菌在多种植物病害防治中的

应用。侯凯丽等[9]发现枯草芽孢杆菌 WR 发酵菌

液及其 50 倍稀释液对采后番茄果实灰霉病的发

生均具有 100% 的保护作用。邱一埔等[10]研究发

现枯草芽孢杆菌 H6-1 对香蕉枯萎病、炭疽病和

桉树枯萎病病原菌具有良好的抑制效果，抑制

率 分 别 为 87.13%、 70.37% 和 81.34%。 Yang

等[11]发现枯草芽孢杆菌 JNF2 能促进黄瓜生长，

且盆栽试验表明其对镰孢菌枯萎病的防治效果

达(81.33±0.21)%。这些研究进一步强调了枯草

芽孢杆菌作为生物防治剂的应用潜力。

本实验室前期从烟草根际土壤中分离到

1 株枯草芽孢杆菌斯氏亚种 (B. subtilis subsp. 

spizizenii)，本研究以 YC25 为研究对象，采用单

因素试验和响应面分析相结合的方法对菌株

YC25 的发酵培养条件和发酵培养基进行优化，

并对发酵产物进行烟草黑胫病和根腐病的盆栽

防效检验，旨在为其后续的扩大生产和产业化

应用提供理论基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株

枯草芽孢杆菌斯氏亚种 YC25 由本研究自主

分离获得，烟草疫霉(Phytophthora nicotianae)和

尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)由湖北省生物

农药工程研究中心提供。

1.1.2　培养基

LB 固体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，氯化

钠 10.0，酵母提取物 5.0，琼脂粉 18.0。

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，氯化

钠 10.0，酵母提取物 5.0。

PDA 培养基(g/L)：去皮马铃薯 200.0，葡萄

糖 20.0，琼脂 18.0。

PDB 培养基(g/L)：去皮马铃薯 200.0，葡萄

糖 20.0。

V8 培养基(g/L)：V8 汁 220.0，碳酸钙 2.0，

琼脂 18.0。

发酵初始培养基(g/L)：玉米淀粉 20.0，豆

粕粉 15.0，KH2PO4 0.5，MgSO4 0.5，CaCO3 0.5。

1.2　菌株活化

将斜面保存的菌种 YC25 在 LB 固体培养基

上进行划线培养，待长出单菌落后，用接种针

挑取单菌落接种至 LB 液体培养基中，28 ℃、

180 r/min 振荡培养 18 h 即为种子液，后续用于

发酵条件研究。

1.3　生长曲线测定

将活化好的种子液按 1% 接种量在 LB 液体

培养基中(40% 装液量) 28 ℃、180 r/min 振荡培

养，每隔 6 h 进行取样，测定其吸光度 OD600 和

芽孢产量。以培养时间为横坐标，OD600 和芽孢

产量为纵坐标，绘制其生长曲线。

1.4　芽孢数的测定

将发酵稀释液于 80 ℃水浴 20 min 杀死其中

的营养体[12]，再利用稀释涂布平板计数法[13]

测定。

1.5　单因素试验

1.5.1　温度对芽孢产量的影响

将活化好的种子液按照 1.3 节的培养条件培

养 ， 将 温 度 分 别 设 置 为 20、 25、 30、 35、

40 ℃，发酵 30 h 后测定芽孢数。

1.5.2　转速对芽孢产量的影响

将活化好的种子液按照 1.3 节的培养条件培

养，将转速分别设置为 120、150、180、210、

240 r/min，发酵 30 h 后测定芽孢数。

1.5.3　接种量对芽孢产量的影响

将活化好的种子液按照 1.3 节的培养条件培

养，将接种量分别设置为 1%、2%、3%、4%、

5%，发酵 30 h 后测定芽孢数。

1.5.4　装液量对芽孢产量的影响

将活化好的种子液按照 1.3 节的培养条件培

养，将装液量分别设置为 20%、30%、40%、

50%、60%，发酵 30 h 后测定芽孢数。
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1.6　响应面分析

1.6.1　Plackett-Burman (PB)设计

以玉米淀粉(A)、豆粕粉(B)、磷酸二氢钾

(C)、硫酸镁 (D)、碳酸钙 (E)共 5 种因素进行

Plackett-Burman 试验设计，5 因子 2 水平的 PB

试验因素水平表如表 1 所示，筛选影响芽孢发

酵产量的显著影响因子。

1.6.2　最陡爬坡试验设计

根据 Plackett-Burman 试验得出的拟合方程

对确定的 3 个显著因素进行最陡爬坡试验设计，

利用拟合方程中各变量系数确定爬坡方向和变

化步长。

1.6.3　Box-Behnken 试验设计

选取玉米淀粉(A)、豆粕粉(B)、硫酸镁(D)作

为关键因素，运用 Box-Behnken 试验设计方法，

构建 3 因素 3 水平的响应面模型，进一步优化

菌株 YC25 的发酵培养基配方，试验因素与水平

见表 2。

1.7　菌株 YC25 优化后发酵产物对烟草

黑胫病和根腐病的防治

1.7.1　病原菌孢子悬浮液制备

将尖孢镰孢菌菌饼接种于 PDB 培养基中，

28 ℃、180 r/min 避光培养 7 d，使用纱布过滤掉

发酵液中的菌丝，用无菌水调节孢子液浓度为

1×107 CFU/mL 备用。

将烟草疫霉菌饼接种于 V8 培养基平板中，

光照培养 14 d，用无菌水将病原菌菌丝及孢子

从平板上洗脱下来，过滤掉发酵液中的菌丝后，

放入 4 ℃冰箱中处理 30 min，再在常温下放置

20 min，促进菌丝释放游动孢子，调节成

1×106 CFU/mL 孢子悬浮液备用。

1.7.2　盆栽试验设计

选取长势较为一致的 6 叶期烟苗进行试验，

采用刺伤灌根的方式进行接种，每株烟苗接种

20 mL 菌液，共分为 4 个处理，分别为 CK：无

菌水对照；T1：稀释 20 倍发酵液；T2：稀释

50 倍发酵液；T3：商品菌剂太抗-枯芽春(芽孢

杆菌微胶囊剂，稀释 100 倍)。每个处理 3 个重

复，每个重复 15 株烟苗。施药 48 h 后，接种病

原菌的孢子悬浮液，每株接种 5 mL。在接种后

15 d 统计烟草黑胫病的结果，20 d 后统计烟草根

腐病的结果。烟草黑胫病分级标准参照《烟草病

虫害分级及调查方法》(GB/T 23222—2008)[14]，烟

草根腐病发病分级则参考《烟草病虫害分级及

调查方法》 (GB/T 23222—2008)和刘利佳[15]的方

法。计算发病率，病情指数和防治效果，如公

式(1)−(3)所示。

发病率=发病株数/调查总株数×100% (1)

病情指数=
∑(病级数 ´该级病株数)

病级最高数 ´调查总株数
×100% (2)

防治效果=

对照组病情指数 -处理组病情指数
对照组病情指数

×100% (3)

1.8　数据统计与分析

采用 Origin 2021 软件进行作图绘制，利用

Design-Expert 12.0 软件进行响应面设计和数据

分析，并使用 IBM SPSS Statistics 26 软件对试

验结果进行方差分析。

表1　PB试验因素水平表

Table 1　 Factors and levels of Plackett-Burman 

experiment

Levels

−1

  1

Factors (g/L)

A

15.00

25.00

B

10.00

20.00

C

0.25

0.75

D

0.30

0.70

E

0.30

0.70

表2　Box-Behnken试验因素水平表

Table 2　 Factors and levels of Box-Behnken 

experiment

Levels

−1

0

1

Factors (g/L)

A

12.50

15.00

17.50

B

7.50

10.00

12.50

D

0.64

0.78

0.92
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2　结果与分析　结果与分析

2.1　生长曲线的测定

根据绘制的生长曲线(图 1)，菌株 YC25 在

前 6 h 处于迟滞期，6 h 后进入对数生长期，

18 h 后进入稳定期，36 h 后进入衰亡期。因此，

选择 18 h 作为菌株种子液的培养时间，此时菌

株处于对数期，代谢旺盛且生理特性稳定。芽

孢产量在前 12 h 缓慢增长，在 12−24 h 快速增

长，36 h 时达到峰值。因此，选择 36 h 作为后

续发酵的最佳时间。

2.2　单因素试验结果

由图 2A 可知，随着温度的升高，芽孢的产

量呈现先上升后下降的趋势。过低或过高的温

度均会影响芽孢的形成。温度过高，与菌体细

胞生长相关的蛋白质和酶的活性可能会下降；

温度过低，又会导致菌体生长代谢变缓，从而

影响芽孢的产量。在 30 ℃时的芽孢产量最大，

能达到 127×108 CFU/mL。因此，选择 30 ℃作

为后续的发酵培养条件。

由图 2B 可知，当转速在 120−180 r/min 时，

芽孢的产量随着转速的提高增加。在 180 r/min

时，芽孢的产量最大；超过 180 r/min 后，芽孢
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Figure 1　Growth curves of strain YC25.
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Figure 2　Effects of different temperature (A), rotation speed (B), inoculation amount (C) and liquid volume (D) 

on spore yield. Different lowercase letters on the figure indicate significant differences (P<0.05).
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产量随着转速的提高逐渐降低。分析认为，转

速较低时，随着转速的增加，溶氧和营养物质

传递效率提高，从而提高了芽孢的产量；而超

过最适转速后，由于溶氧过饱和或代谢产物抑

制等因素，可能会导致菌体自溶，芽孢产量又

逐渐下降。因此，选择转速为 180 r/min 作为后

续的发酵培养条件。

由图 2C 可知，接种量为 1% 时，芽孢产量

较低；接种量为 2%−5% 时，芽孢产量无显著差

异。推测菌株 YC25 的产孢效率在较宽接种量范

围内具有稳定性。在接种量为 2% 时，其芽孢数

量最多。因此，选择 2% 的接种量作为后续的发

酵培养条件。

由图 2D 可知，随着装液量的增加，芽孢产

量整体呈下降趋势。在装液量为 20% 时的芽孢

产量最大，但在装液量为 40% 时，芽孢产量较

30% 有所增加，推测可能是 40% 装液量时振荡

作用改善了氧气传递效率，抵消了装液量增加

带来的溶氧下降。此外，在 40% 装液量下可能

稀释了抑制性代谢产物，缓解了对菌体的生长

抑制，从而促进芽孢形成。最终选择 20% 的装

液量作为后续的发酵培养条件。

2.3　响应面分析结果

2.3.1　Plackett-Burman (PB)结果

在单因素筛选的发酵条件基础上，根据

Plackett-Burman (PB)试验设计，在发酵 36 h 时

取样测定芽孢产量作为响应值，其试验结果和

方差分析见表 3 和表 4。通过 Design Expert 12

软件对结果进行拟合，得到拟合方程为：Y=

115.350 59−8.793 92A−18.263 55B+0.127 258C+

13.182 26D+8.627 26E。玉米淀粉 (A)、豆粕粉

(B)系数为负数，说明其与响应值呈负相关；磷

酸二氢钾(C)、硫酸镁(D)、碳酸钙(E)系数为正

数，说明其与响应值呈正相关。方差分析结果

表明模型的 P 值为 0.001 3 (P<0.01)(表 4)，说明

该模型影响非常显著。A、B、D、E 项均为差异

非常显著(P<0.01)，C 项为差异不显著。其中玉

米淀粉(A)、豆粕粉(B)和硫酸镁(D) 3 个因素的 P

值最小，说明这 3 个因素对菌株 YC25 的芽孢产

表3　PB试验设计及结果

Table 3　 The design and result of Plackett-Burman 

experiment

Run

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Factors (g/L)

A

−1

1

−1

1

1

−1

−1

−1

1

1

1

−1

B

1

−1

−1

1

1

1

−1

1

1

−1

−1

1

C

−1

1

−1

1

−1

1

−1

1

−1

1

−1

1

D

−1

−1

−1

−1

1

−1

1

1

1

1

−1

1

E

−1

−1

−1

1

−1

1

1

−1

1

−1

1

1

Spore yield
(×1010 CFU/mL)

0.816 7

1.136 7

1.193 3

0.840 0

0.956 7

0.946 7

1.666 7

1.120 0

1.083 3

1.180 0

1.196 7

1.340 0

表4　PB试验方差分析结果

Table 4　Analysis of variance of the results of PB experiment design

Source

Model
A
B
C
D
E
Residual
Total

R2=0.940 0 Adj R2=0.890 0

SS

5 553.10
899.00

3 446.76
0.188 30

2 020.10
865.24
354.30

5 907.40

Freedom

5
1
1
1
1
1
6

11

MS

1 110.62
899.00

3 446.76
0.188 30

2 020.10
865.24

59.05

F value

18.81
15.22
58.37
0.003 2

34.21
14.65

P value

0.001 3
0.008 0
0.000 3
0.956 8
0.001 1
0.008 7
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量的影响最显著。因此选取这 3 个因素作为显

著影响因素。根据 F 值大小，三者显著影响的

大小顺序为：豆粕粉 (B)>硫酸镁 (D)>玉米淀

粉(A)。

2.3.2　最陡爬坡试验结果

在 PB 试验基础上进行最陡爬坡试验，以

PB 试验设计的中心点作为步移的起点，最陡爬

坡试验设计及结果如表 5 所示。由表 5 可知，

产孢量最高值出现在第 3 组实验，因此采用玉

米淀粉为 15.00 g/L，豆粕粉 10.00 g/L，硫酸镁

0.78 g/L 作为后续 Box-Behnken 试验的中心点。

2.3.3　Box-Behnken 试验结果

Box-Behnken 试验设计及结果和方差分析如

表 6 和表 7 所示。应用 Design Expert 12 软件拟

合得到非线性回归方程为： Y= − 21.185 18+

10.518 24A+11.273 33B+50.803 07D−0.333 2 AB+

5.707 14AD − 1.428 57BD − 0.404 027A2 − 

0.297 227B2 −64.932 14D2。回归模型P值=0.000 7< 

0.001，表明模型极显著，且足以研究变量与响

应之间的相关性，失拟项 P 值=0.488 7>0.05，

表明失拟项不显著，拟合情况可靠，说明模型

不存在失拟现象。R2=0.954 6，Adj R2=0.896 2，

两者差值小于 0.2，表明此模型可以应用于理论

预测，且各因素的影响非简单线性关系。回归

方程显著性差异分析显示，BD 和 D2 项 P 值>

0.05，为不显著；A、AD 和 B2 项 P 值小于 0.05，

为显著；B、AB、A2 项 P 值小于 0.01，为非常

显著；D 项 P 值小于 0.001，为极显著。

表5　最陡爬坡试验设计及结果

Table 5　 Design and results of the steepest climb 

experiments

Run

1

2

3

4

5

A (g/L)

20.00

17.50

15.00

12.50

10.00

B (g/L)

15.0

12.5

10.0

7.50

5.00

D (g/L)

0.50

0.64

0.78

0.92

1.06

Spore yield
(×1010 CFU/mL)

1.116 7

1.150 0

1.290 0

1.143 3

1.134 0

表6　Box-Behnken试验设计及结果

Table 6　 The design and results of Box-Behnken 

experiment

Run

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

Factors (g/L)

A

0

0

0

0

−1

1

−1

0

0

0

1

−1

1

1

−1

0

0

B

1

−1

0

0

0

1

1

0

0

0

0

0

0

−1

−1

1

−1

D

1

−1

0

0

1

0

0

0

0

0

−1

−1

1

0

0

−1

1

Spore yield
(×1010 CFU/mL)

1.310 0

1.306 7

1.343 3

1.356 7

1.326 7

1.250 0

1.323 3

1.353 3

1.326 7

1.343 3

1.246 7

1.303 3

1.350 0

1.320 0

1.310 0

1.266 7

1.370 0

表7　Box-Behnken试验方差分析结果

Table 7　Analysis of variance of the results of Box-

Behnken experiment

Source

Model

A

B

D

AB

AD

BD

A2

B2

D2

Residual

Lack of fit

Pure error

Total

R2=0.954 6 Adj R2=0.896 2

SS

5 553.10

11.66

30.69

68.04

17.35

15.96

1.00

26.85

14.53

6.82

9.42

3.97

5.45

207.44

Freedom

5

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

MS

1 110.62

11.66

30.69

68.04

17.35

15.96

1.00

26.85

14.53

6.82

1.35

1.32

1.36

F value

18.81

8.66

22.80

50.53

12.88

11.85

0.74

19.94

10.79

5.07

0.972 0

P value

0.000 7

0.021 6

0.002 0

0.000 2

0.008 9

0.010 8

0.417 3

0.002 9

0.013 4

0.059 1

0.488 7
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用 Design-Expert 12 软件绘制拟合三因素之

间交互作用的三维曲面图和等高线图，各因素

交互对芽孢产量的影响如图 3−5 所示。通过响

应曲面与等高线图的展示，可直观呈现交互效

应对响应值的量化影响。当曲面陡峭且等高线

分布密集时，表明影响因素的作用强度显著提

升。若等高线呈现出近似椭圆的几何特征，则

反映 2 个变量间存在较强的交互作用关系。由

曲面图和等高线图可知，3 个因素间两两交互的

影响效果均显著，均有明显的坡度和最高点，

代表响应值存在最大值。由 F 值可知，交互作

用强弱为 AB>AD>BD。

2.3.4　验证试验

通过 Design-Expert 12 软件分析预测，得

到菌株 YC25 最优发酵培养基组分为：玉米淀

粉 (A) 15.53 g/L、豆粕粉 (B) 8.70 g/L、硫酸镁

(D) 0.92 g/L。此时的芽孢产量达到最大，预

测值为 1.371 7×1010 CFU/mL。针对最佳培养

基配方进行了 3 次重复性验证试验，在此条

件下的芽孢数量为 1.423 3×1010 CFU/mL，基

本符合模型预测值，验证了模型的稳定性和

准确性。
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图3　玉米淀粉与豆粕粉对芽孢产量的响应曲面(A)和等高线(B)分析

Figure 3　Response surface (A) and contour (B) analysis of corn starch and soybean meal on spore yield.
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Figure 4　Response surface (A) and contour (B) analysis of corn starch and magnesium sulfate on spore yield.
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2.4　菌株 YC25 优化后发酵物对烟草黑

胫病和根腐病防效

盆栽试验表明，菌株 YC25 发酵液能降低烟

草黑胫病及烟草根腐病的病情指数。20 倍稀释

液对烟草黑胫病的防治效果为 (77.88±5.14)% 

(表 8)，对烟草根腐病的防治效果为(62.09±2.75)% 

(表 9)。50 倍稀释液对烟草黑胫病和烟草根腐病

的防治效果分别为(55.23±3.74)%和(55.79±3.64)%。

与商品菌剂太抗-枯芽春相比，20 倍发酵稀释液

在烟草黑胫病和烟草根腐病的防治效果上更优。

3　讨论与结论　讨论与结论

枯草芽孢杆菌作为一种重要的微生物资源，

在多个应用领域得到广泛应用。由于其对繁殖

营养条件需求简单，分裂生长速度较快，因此

易于培养[16]。同时，其能够利用多种碳源和氮

源进行代谢活动，相对降低了生产成本[17]。目

前，对于枯草芽孢杆菌的应用主要作为工程菌

株进行发酵扩大生产[18]。近年来关于枯草芽胞

杆菌在农业方向的研究不断扩大，在生物防治、
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Figure 5　Response surface (A) and contour (B) analysis of soybean meal and magnesium sulfate on spore yield.

表8　菌株YC25发酵物对烟草疫霉的盆栽防治效果

Table 8　Control effect of fermentation products of 

strain YC25 on Phytophthora nicotianae in pot 

experiment

Treatment

CK

T1

T2

T3

Disease index (%)

51.36±4.08a

11.36±2.26d

20.00±9.95b

17.78±5.34c

Control effect (%)

−
77.88±5.14a

55.23±3.74c

65.38±12.14b

同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)；−代表无

此项。

After the same column of data, different lowercase letters 

showed significant differences (P<0.05); − in the table 

indicated no such item.

表9　菌株YC25发酵物对尖孢镰刀菌的盆栽防治

效果

Table 9　Control effect of fermentation products of 

strain YC25 on Fusarium oxysporum in pot 

experiment

Treatment

CK

T1

T2

T3

Disease index (%)

95.36±1.97a

35.27±3.28d

42.18±3.87c

45.31±4.20b

Control effect (%)

−
62.09±2.75a

55.79±3.64b

52.48±5.73c

同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)；−代表无

此项。

After the same column of data, different lowercase letters 

showed significant differences (P<0.05); − in the table 

indicated no such item.
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果蔬保鲜[19-20]、促生[21-23]等方面都出现了报道，

具有广阔的应用前景。

芽孢杆菌产生的芽孢具有极强的抗逆作用，

这对于芽孢杆菌的工业化生产具有推动作用[24]。

现阶段，针对枯草芽孢杆菌的微生物发酵研究，

国内外学者主要致力于优化培养条件以提升目

标产物的合成效率。例如，金桩等[25]采用单因素

结合正交试验优化枯草芽孢杆菌-MBS 的生产工

艺参数，使得其芽孢产量提高至 2.83×1010个/mL。

刘晓霞等[26]采用单因素结合响应面分析优化枯

草芽孢杆菌 ATCC 6051 发酵条件，最终使其对

立枯丝核菌的抑菌率从 27.32% 提高至 52.57%。

陈莉等[27]通过单因素试验及正交试验对枯草芽

孢杆菌 K-6-9 进行发酵条件优化，优化后芽孢产

量为 1.40×109 CFU/mL，相对于初始发酵培养基

的芽孢量提高了 2.55×103 倍。

优化发酵工艺的主要手段包括优化发酵培

养基配方和改进发酵条件等。通过优化实验可

以确定最适宜微生物生长繁殖的营养组分比例

及培养条件，从而有效提高产物的产量并降低

发酵原辅料成本[28]。在对培养条件的改进上，

本研究选择了温度、接种量、装液量及转速

4 个条件。其中，温度影响其生长繁殖过程中的

蛋白质和酶的合成与活性，接种量会改变枯草

芽孢杆菌的生长代谢途径，装液量和转速会影

响培养基体积内的溶氧系数。由于枯草芽孢杆

菌为好氧菌，因此氧气会在生长中扮演重要角

色。本研究通过单因素试验发现，菌株 YC25 在

温度 30 ℃、180 r/min、接种量 2%、装液量

20% 的条件下，其芽孢产量值最高，其结果与

陈莉等[27]和兰成忠等[29]优化后的培养条件相似。

在对发酵培养基的优化上，选择使用响应面分

析方法来进行优化，该法可通过构建模型对不

同因子水平及交互作用进行优化，快速有效地

确定其最佳培养基[30]。枯草芽孢杆菌对碳源和

氮源的利用范围较广，可以利用多种有机物和

无机物作为碳源和氮源进行生长繁殖。同时为

了后续的产业化开发，本研究的碳源和氮源选

择了易获取的农副产品，以玉米淀粉和豆粕粉

作为碳源和氮源，这与前人研究对枯草芽孢杆

菌发酵培养基中碳源、氮源的研究结果一致，

只是由于不同亚种对营养的利用率不同，在玉

米淀粉和豆粕粉的用量上有所不同[31-32]。同时，

在无机盐的选择上，本研究以磷酸二氢钾[33]、

硫酸镁[34]和碳酸钙[35]为无机盐的组成。通过响

应面分析优化后发现玉米淀粉、豆粕粉和硫酸

镁对芽孢的形成影响最大，其中硫酸镁与芽孢

产量呈正相关，说明更高的 Mg2+浓度会提高发

酵液中的芽孢产量，这与 Posada-Uribe 等[36]和

郑双凤等[37]研究枯草芽孢杆菌发酵时得出的结

论一致。最终确定最佳发酵培养基组分：玉米淀

粉 15.53 g/L，豆粕粉 8.70 g/L，KH2PO4 0.50 g/L，

MgSO4 0.92 g/L，CaCO3 0.50 g/L。利用优化所

得到的培养基配方和培养条件进行菌株 YC25 发

酵，最终芽孢数量为 1.423 3×1010 CFU/mL，其

芽孢的产量与模型预测值非常接近，这也证明

了响应面方法优化发酵培养基的可靠性。Yánez-

Mendizábal 等[38]利用大豆粉与糖蜜发酵枯草芽

孢杆菌 CPA-8，最大生物量达 3×109 CFU/mL。

Rao 等[39]利用乳糖、木薯淀粉、(NH4)2SO4、蛋

白胨作为培养基碳、氮源，发酵后芽孢产量达

5.93×109 CFU/mL。Zhang 等[40]以玉米粉和黄豆

粉作为生防芽孢杆菌 Z-14 的碳、氮源，芽孢产

量达 1.85×109 CFU/mL。曲远航等[41]以玉米淀粉

和糖蜜作为碳源、花生饼粉和蛋白胨作为氮源，

最终芽孢产量达 6.92×109 CFU/mL。与上述研究

相比，本研究所用发酵培养基配制简单，并且

发酵的芽孢产量更高，更适于在生产中应用。

何明川等[42] 发现贝莱斯芽孢杆菌 MC2-1 的

1×108 CFU/mL 发酵液对烟草黑胫病的盆栽试验

平均防效为 63.92%。刘芳等[43]优化贝莱斯芽孢

杆菌 YC11 发酵培养基后，其 5 倍发酵稀释液对

烟草黑胫病的平均防效为 84.06%。张蒙蒙等[44]

使用贝莱斯芽孢杆菌 YCYM-09 对烟草黑胫病防

治效果为 61.50%。沈会芳等[45]使用贝莱斯芽孢

杆菌 GDND-2 发酵液处理 15 d，对烟草根腐病
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的防效为 70.00%。本研究利用优化培养基制备

的发酵液，其 20 倍稀释液对烟草黑胫病和烟草

根 腐 病 的 防 治 效 果 分 别 达 到 了 77.88% 和

62.09%，与上述研究结果相比，表明菌株 YC25

具有较好的防效，可为烟草病害的防治提供安

全高效的生物防控产品，但其发酵液中具体的

抑菌成分未知，需要进一步的研究和探索。

本研究通过对枯草芽孢杆菌斯氏亚种 YC25

的发酵工艺和培养基进行优化，显著提高了其

芽孢产量，并验证了其在烟草病害防治中具有

良好应用效果，生防性能优于对照商品菌剂。

与现有研究相比，本研究的优化培养基配方成

分简单且价格低廉，适应工业生产，并且在芽

孢产量和生物防治效果方面表现出较高的效率

和应用潜力。然而，本研究仅针对摇床条件下

的培养基成分及培养参数开展了优化工作，该

菌株的孢子生成能力仍需在发酵罐体系中进行

深入验证与评估。
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