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内生解淀粉芽孢杆菌 CC09 产 Iturin A 摇瓶发酵条件优化 
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摘  要：【目的】提高内生解淀粉芽孢杆菌 CC09 发酵产抗菌脂肽 Iturin A 的产量。【方法】首

先采用单因子实验研究了碳源、氮源、NaCl 浓度、pH、温度、转速和装液量等因子对 CC09

产 Iturin A 能力的影响，然后对其中显著性因子：氮源浓度、pH、温度及装液量 4 个因素进

行正交实验，进一步优化发酵条件。【结果】优化培养基组成及发酵条件可以提高 CC09 菌株

的生长速度及产 Iturin A 的量，其中可溶性淀粉以及一定比例的蛋白胨和酵母粉是 CC09 菌株

产 Iturin A 的良好碳源和氮源；培养温度、装液量、培养液 pH 等也对 CC09 菌株产 Iturin A

有显著影响。优化后的培养基成分：可溶性淀粉(碳源)5 g/L、比例为 3:1 的胰蛋白胨酵母粉

混合氮源 15 g/L、NaCl 1 g/L；最佳培养条件：pH 6.0、28 °C、摇床转速 120 r/min、培养瓶

装液量 20%。【结论】在此条件下，Iturin A 的产量可达到 690 mg/L，较优化前的 138 mg/L 提

高了 4 倍。 
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Optimization of shake flask-fermentation conditions for Iturin A 
production by endophytic Bacillus amyloliquefaciens CC09 

LIU Jing-Lan  XUE Ya-Rong*  LIU Chang-Hong 

(State Key Laboratory of Pharmaceutical Biotechnology, School of Life Sciences of Nanjing University, Nanjing, Jiangsu 
210093, China) 

Abstract: [Objective] In order to improve the production of Iturin A from Bacillus 
amyloliquefaciens CC09. [Methods] We first investigate the alterative constitutes and their 
concentrations (various carbon and nitrogen sources), NaCl concentration and pH based on LB 
medium, and the cultural conditions in the flask including temperature, shaking speed, medium 
volume using single factor experiments. Based on the results obtained from the single factor 
experiments, four key factors, including nitrogen concentration, pH, temperature, and medium 
volume were further optimized using orthogonal experiment. [Results] Through the optimization 
of medium and cultural condition, the growth speed and Iturin A production of strain CC09 could 
be improved. Soluble starch and a suitable ratio of tryptone to yeast powder were respectively good 
carbon and nitrogen sources for strain CC09 to synthesize Iturin A. Moreover, cultural conditions 
including temperature, medium volume and pH had significant influences on the Iturin A 
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production of strain CC09. The optimal fermentation condition is as follow, medium composition is 
5 g/L starch, 15 g/L tryptone and yeast powder mix (3:1, V/V), 1 g/L NaCl; cultural condition is  
pH 6.0, shaking speed 120 r/min, medium volume 20%, temperature 28 °C. [Conclusion] Under 
the optimal fermentation condition, the production of Iturin A of strain CC09 was up to 690 mg/L, 
4 times higher than when it was cultured in LB medium (138 mg/L). 

Keywords: Endophytic bacterium, Bacillus amyloliquefaciens, Liquid fermentation, Orthogonal 
experiment, Iturin A 

解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)是

一种与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)亲缘性很高

的细菌，在其自身的生长过程中可以产生一系列低

分子量抗生素以及抗菌蛋白或多肽等活性代谢产

物[1]，抑制多种植物病原菌的生长[2-8]；同时，还可

以分泌一些植物激素类物质，促进植物生长[9]。本

实验室 2005年从樟树叶片中分离得到一株内生解

淀粉芽孢杆菌 CC09，保藏于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心(保藏号：CGMCC No. 

4669)。该菌株具有广谱抗真菌活性，对大豆炭疽、

立枯丝核和链格孢菌的抑制率分别为 95%、85%和

80%。盆栽试验证明该菌代谢产物对小麦白粉病及

小麦赤霉病等植物病害有很高的防治作用。进一步

的研究证明其抗真菌活性物质主要为 Iturin A[10]。

因此，解淀粉芽孢杆菌 CC09菌株及其代谢产物有

望开发为植物病害生防制剂，用于多种植物真菌和

细菌病害的防治。 

为了进一步提高CC09菌株发酵产抗菌脂肽的

水平，本研究运用单因子试验和正交试验，优化解

淀粉芽孢杆菌 CC09的培养基成分和培养条件，为

该生防菌株的产业化奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

本实验室前期从樟树叶片中分离并保存的解

淀粉芽孢杆菌 CC09[10]。 

1.2  主要仪器和试剂 

上 海 智 城 分 析 仪 器 制 造 公 司 生 产 的

ZHWY-1102 恒温摇床，用于细菌的摇瓶发酵；北

京莱伯泰科仪器有限公司生产的 Bright LC高效液

相色谱仪，用于 Iturin A的定性和定量检测；瑞士

梅特勒公司的 pH 计(FE20)，用于发酵液 pH 的实

时检测；Iturin A标准品购自 Sigma公司；蛋白胨、

酵母粉等培养基成分购自 MDBio，Inc公司；HPLC

检测所用的乙腈、甲醇购自美国新天地公司；其它

试剂均购自南京基天生物有限公司。 

1.3  CC09 菌株培养方法 

采用摇瓶 (250 mL)培养，每瓶装入培养基   

50 mL，接种 1%的活化种子液，于 36 °C、120 r/min

培养 36 h，取样检测其 Iturin A含量和生物量。 

1.4  脂肽类物质 Iturin A 定量检测 

取发酵液 1 mL，12 000 r/min离心 10 min，弃

沉淀，取上清，用甲醇稀释一倍后进行定量检测。 

HPLC 检测条件： 参考方传记等[11]的方法对

甲醇稀释液进行 HPLC 检测 (C18， 250 mm×     

4.6 mm×5 μm，Lab Tech)，流动相为乙腈:水(45:55，

体积比)等体积洗脱，流速为 1 mL/min，Iturin A检

测波长为 220 nm。 

1.5  CC09 菌株生物量检测方法 

取发酵液 1 mL，12 000 r/min离心 10 min，弃

上清，沉淀于 60 °C烘箱烘 24 h后称重。 

1.6  发酵时间确定 

首先活化种子液(37 °C，120 r/min，24 h)，然

后按 1%接种量接种到含 50 mL LB 培养基的   

250 mL三角瓶中，于 37 °C、120 r/min培养，不

同时间取样检测其生物量和 Iturin A含量，初步确

定最佳发酵时间。 

1.7  发酵培养基成分的单因子筛选 

CC09菌株种子培养基和基础发酵培养基均为 

LB培养基，组成为：10 g/L胰蛋白胨、5 g/L酵母

粉、10 g/L NaCl。在基础培养基和 37 °C、120 r/min
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培养条件下，研究不同营养成分及浓度对 Iturin A

合成的影响，每个处理 3个重复。 

1.7.1  碳源种类的选择：在 LB基础培养液中原有

成分不变的前提下，分别添加 10 g/L 的葡萄糖、

甘露糖、果糖、半乳糖、蔗糖、麦芽糖和可溶性淀

粉，选择最佳碳源。 

1.7.2  碳源浓度的选择：根据 1.7.1选出的最佳碳

源，在相同条件下考察其浓度(0、3、5、10、15、

20、30、40 g/L)对产 Iturin A及生物量的影响。 

1.7.3  氮源种类的选择：分别将 15.0 g/L的胰蛋白

胨、酵母粉、谷氨酸和水解酪蛋白作为单一氮源以

及 1:1、2:1、3:1 的胰蛋白胨和酵母粉作为混合氮

源加入到基础培养基中，筛选最优氮源。 

1.7.4  氮源浓度的选择：根据1.7.3结果，确定最佳

氮源，在保持基础培养基中其他成分不变的条件

下，研究氮源浓度(5、10、15、20、25、30、40 g/L)

对产Iturin A及生物量的影响。 

1.7.5  NaCl浓度的选择：通过改变基础培养基中

NaCl浓度(1、3、5、10、15、20 g/L)，筛选出产   

Iturin A及生物量最大的盐浓度。 

1.8  最佳培养条件的筛选 

在 LB 基础培养基、接种量为 1%和培养时间

为 36 h的条件下，研究培养基 pH (5.0、6.0、6.5、

7.0、7.5、8.0 和 9.0)、培养温度(24、28、32、36

和 40 °C)、转速(80、100、120、150 和 180 r/min)

和装液量(25、50、75、100和 125 mL)对 CC09产

Iturin A及生物量的影响。每个处理做 3个重复。 

1.9  正交试验 

根据单因子实验结果，选择对 Iturin A产量影

响显著的氮源浓度、pH、温度、装液量为考察因

素，按正交试验表 L9(3
4)设计 4因素、3水平的正

交实验(表 2)，比较各种发酵条件组合对 CC09 菌

株产 Iturin A能力的影响。其他条件：可溶性淀粉

5 g/L，NaCl 1 g/L，接种量 1%，转速 120 r/min。 

1.10  数据分析方法 

用 GraphPad Prism 5.0软件，对实验数据进行

单因素方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  发酵时间的确定 

与生长相比，CC09菌株合成 Iturin A具有明

显的滞后效应，约 7 h进入稳定生长期，但 Iturin A

的产生在 15−24 h进入了一个快速增长期，24 h以

后缓慢增长，在 36 h时达到了最高值 139 mg/L，

之后没有显著的增减(图 1)。据此，初步确定在 LB

培养基中，CC09菌株发酵产 Iturin A的最佳时间

为 36 h。 

2.2  单因素试验 

2.2.1  碳源种类的筛选：由图 2可见，不同碳源对

Iturin A 产量影响很大 (P<0.05)，与对照组     

(70.9 mg/L)相比，其中可溶性淀粉组(180.2 mg/L)

和半乳糖组(131.8 mg/L)能显著促进 Iturin A的产

生；甘露糖组则对 Iturin A 的产量没有显著影响

(P>0.05)；葡萄糖(38.6 mg/L)、果糖(24.5 mg/L)、

蔗糖(15.5 mg/L)以及麦芽糖组(23.8 mg/L)显著降

低了 Iturin A的产量(P<0.05)。 

不同碳源同样也显著影响 CC09菌株的生长，

其中葡萄糖、果糖、半乳糖、可溶性淀粉组的生物

量显著高于空白对照，而其他碳源对其生物量无显

著影响。 

 
 

 
 

图 1  CC09 菌株的生长曲线及其产 Iturin A 过程 
Figure 1  Growth curve and Iturin A production course 
of CC09 strain 
注：A：生长曲线(OD600)；B：Iturin A产量曲线(mg/L). 

Note: A: Growth curve (OD600); B: Iturin A production curve 
(mg/L). 
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根据生物量和 Iturin A产量，可以得出可溶性

淀粉为 CC09菌株产 Iturin A的最佳碳源。 

2.2.2  可溶性淀粉浓度的优化：不同浓度的可溶性

淀粉对 CC09菌株 Iturin A产量和生物量有显著影

响(图 3)，随着可溶性淀粉浓度的增加，CC09菌株

的生物量和 Iturin A产量都随之增加，5 g/L时达到

最大生物量 (5.1 g/L)和最高 Iturin A 产量    

(240.8 mg/L)。之后，随着可溶性淀粉浓度的进一 

 
 

 
 

图 2  不同碳源对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量及生物

量的影响 
Figure 2  Effect of different carbon sources on Iturin A 
production and the biomass of CC09 strain  
注：1：CK；2：葡萄糖；3：甘露糖；4：果糖；5：半乳糖；

6：蔗糖；7：麦芽糖；8：可溶性淀粉. 

Note: 1: CK; 2: Glucose; 3: Mannose; 4: Fructose; 5: Galactose; 
6: Sucrose; 7: Maltose; 8: Soluble starch. 

 

 
 

图 3  可溶性淀粉浓度对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量

(A)及生物量(B)的影响 
Figure 3  Effect of soluble starch concentration on Iturin 
A production (A) and the biomass (B) of CC09 strain 
 

 

步增加，CC09 菌株的生物量反而下降，最终达到

一个稳定水平(3.7 g/L)；而 Iturin A的产量则随浓

度的增加而持续降低，40 g/L 时的 Iturin A 产量

(157.0 mg/L)仅为 5 g/L时(240.8 mg/L)的 65%。因

此，5 g/L是 CC09菌株发酵产 Iturin A的最佳可溶

性淀粉浓度。 

2.2.3  氮源的筛选：从图 4可以看出，不同氮源显

著影响了 Iturin A 的产量(P<0.05)。其中胰蛋白胨:

酵母粉为 3:1最高(246.7 mg/L)，是对照组(胰蛋白胨:

酵母粉为 2:1)的 1.47倍；其次是胰蛋白胨:酵母粉为

1:1和 2:1组以及胰蛋白胨和酵母粉组，平均 Iturin A

产量为 149.0 mg/L；而以酪蛋白和谷氨酸作为唯一

氮源，抑制了 CC09菌株合成 Iturin A，Iturin A的

产量分别为 36.2 mg/L和 4.6 mg/L。然而，对于生

物量的影响，除胰蛋白胨:酵母粉为 1:1处理组显著

低于其它氮源，其它氮源对 CC09 菌株生物量没有

显著影响(P>0.05)。基于不同氮源对 CC09菌株生长

及 Iturin A合成的影响，选择最佳氮源为 3:1的蛋白

胨与酵母粉混合物。 

 

 
 
 

图 4  不同氮源对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量及生物

量的影响 
Figure 4  Effect of different nitrogen sources on Iturin A 
production and the biomass of CC09 strain 
注：1：胰蛋白胨:酵母粉(1:1)；2：胰蛋白胨:酵母粉(2:1)为

对照；3：胰蛋白胨:酵母粉(3:1)；4：胰蛋白胨；5：酵母粉；

6：酪氨酸；7：谷氨酸. 

Note: 1: Tryptone: Yeast powder (1:1); 2: Tryptone: Yeast 
powder (2:1); 3: Tryptone: Yeast powder (1:1); 4: Tryptone; 5: 
Yeast powder; 6: Casein; 7: Glutamic acid. 
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2.2.4  最佳氮源浓度的优化：根据 2.2.3的研究结

果，选择 3:1 的蛋白胨与酵母粉混合物氮源培养

CC09 菌株，其生物量随着浓度的提高而增大，   

20 g/L的生物量最大，而其产生 Iturin A的量则在

10 g/L时达到最大(225.5 mg/L)，之后逐渐降低(图

5)。基于 Iturin A 的产量以及菌体生物量，确定

CC09菌株培养的最佳氮源浓度为 10 g/L。 

2.2.5  最佳 NaCl 浓度的筛选：NaCl浓度对 CC09

菌株产 Iturin A能力和生物量都有显著影响(图 6)。

Iturin A 的产量随其浓度的提高而持续下降

(P<0.05)，当浓度在 1 g/L 时 Iturin A 的产量为 

202.2 mg/L，10 g/L 时 Iturin A 的产量下降为  

157.7 mg/L，当其浓度为 20 g/L时 Iturin A的产量

更是低至 82.4 mg/L。并且 CC09菌株的生物量在

低盐浓度(1−5 g/L)下显著高于高盐浓度(10−20 g/L) 

(P<0.05)。因此，CC09菌株发酵产 Iturin A的最佳

盐浓度为 1 g/L。  

2.2.6  最佳初始 pH 的筛选：基础培养液初始 pH

值对 CC09菌株生长和产 Iturin A的量影响显著(表

1)。对菌体生长而言，偏碱性培养环境更有利于该

菌生长，在 pH 9.0时的生物量达到最高值 5.7 g/L。

然而，Iturin A最高产量(195.0 mg/L)出现在 pH 6.0，

低于或高于该 pH值，Iturin A的产量则显著降低。

因此，CC09菌株发酵产 Iturin A的最佳 pH为 6.0。 

 
 

图 5  氮源浓度对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量(A)及生

物量(B)的影响 
Figure 5  Effect of nitrogen source concentration on 
Iturin A production (A) and biomass (B) of CC09 strain 

 

 
 

图 6  盐浓度对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量及生物量

的影响 
Figure 6  Effect of NaCl concentration on Iturin A 
production and biomass of CC09 strain 

 

表 1  初始 pH 对 CC09 菌株生物量及合成 Iturin A 的影响 
Table 1  Effect of initiate pH value on the biomass and Iturin A production of CC09 strain 

pH 
Iturin A含量 

Iturin A production (mg/L) 

生物量 

Biomass (g/L) 

5.0 165.8±3.3ab 3.7±0.2a 

6.0 195.0±9.3a 4.2±0.4b 

6.5 147.7±6.1b 4.8±0.2ab 

7.0 138.1±9.6b 4.8±0.2ab 

7.5 136.9±11.1b 5.1±0.3ab 

8.0 135.2±0.4b 5.2±0.2ab 

9.0 0±0c 5.7±0.4a 

注：a、b、c、d和 e代表各因子对 CC09生物量或 Iturin A产量方差分析(P<0.05)的 Duncans’新复极差检验结果. 

Note: Columns with different letters on behalf of the significance of analysis of Variance (P<0.05). 
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2.2.7  最佳培养温度的筛选：在 32 °C 发酵条件

下，CC09 菌株的生物量(5.9 g/L)和 Iturin A 产量

(292.0 mg/L)均最高，低于或高于此温度，均不利

于 CC09菌株合成 Iturin A (图 7)。因此，CC09菌

株发酵合成 Iturin A的最佳温度为 32 °C。 

2.2.8  最佳转速的筛选：在发酵培养 CC09 菌株

时，120 r/min的摇床转速对菌体生长和 Iturin A生

成都是最有利的，均达到最高值(图 8)，分别为  

8.4 g/L和 167.9 mg/L。转速高于或低于 120 r/min，

CC09菌株的生物量和 Iturin A的产量均显著下降

(P<0.05)。 

 
 

 
 
图 7  温度对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量及生物量的

影响 
Figure 7  Effect of temperature on Iturin A production 
and the biomass of CC09 strain 

 
 

 
 

图 8  转速对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量及生物量的

影响 
Figure 8  Effect of rotation speed on Iturin A production 
and the biomass of CC09 strain 

2.2.9  最佳装液量的筛选：装液量对 CC09菌株的

生物量没有显著影响(P>0.05)，但对合成 Iturin A

有显著影响(图 9)，最佳装液量为 250 mL 摇瓶中

装 50 mL，少于或多于该装液量，均会显著降低

CC09菌株合成 Iturin A的产量(P<0.05)。 

2.3  正交试验设计及结果 

根据上述单因素试验结果，各因素对 CC09菌

株生物量及合成 Iturin A都有影响，但影响较显著

的因子主要有氮源浓度(A)、pH (B)、温度(C)和装

液量(D)。为此，我们采用 L9(3
4)正交表，设计了 4

因素 3水平的正交试验，以进一步确定影响 CC09

菌株发酵产生 Iturin A各因子的最佳配比，结果见

表 2。 

R 值(极差)的大小次序(RC＞RA＞RB＞RD)表

明，影响 CC09菌株发酵生产 Iturin A的因子强度

由强到弱依次为培养温度、氮源浓度、pH 值和装

液量，培养温度是左右 CC09菌株发酵生产 Iturin A

的最重要因子(表 2)。 

K值大小可以反映每个因素在 3个不同水平中

产 Iturin A能力。从 4个因素各自的 K1、K2、K3中，

选择最大值，可以获得每个因素的最优水平；每个

因素的最优水平组合在一起便得到四因素的最优

组合。因此，结合 K值，适合 CC09菌株发酵生产

Iturin A的最优组合为：蛋白胨/酵母粉 15 g/L (3:1)，

培养液 pH 6.0，培养温度 28 °C，装液量 20%。 

 

图 9  装液量对 CC09 菌株合成 Iturin A 产量及生物量

的影响 
Figure 9  Effect of liquid volume on Iturin A production 
and the biomass of CC09 strain 
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表 2  正交试验 L9(3
4)结果及极差分析 

Table 2  The analysis of range and result of orthogonal experiment 

  因素 Factors    

实验号 

Medium No. 

N源浓度 
Nitrogen concentration 

(g/L) 
pH 

温度 
Temperature 

(°C) 

装液量 
Medium  

volume (%) 

Iturin A 
(mg/L) 

 A B C D  
 

1 1 (5) 1 (5.0) 1 (28) 1 (10) 72.85 

2 1 (5) 2 (6.0) 2 (32) 2 (20) 57.28 

3 1 (5) 3 (7.0) 3 (36) 3 (30) 35.90 

4 2 (10) 1 (5.0) 2 (32) 3 (30) 34.42 

5 2 (10) 2 (6.0) 3 (36) 1 (10) 56.83 

6 2 (10) 3 (7.0) 1 (28) 2 (20) 218.54 

7 3 (15) 1 (5.0) 3 (36) 2 (20) 63.17 

8 3 (15) 2 (6.0) 1 (28) 3 (30) 218.94 

9 3 (15) 3 (7.0) 2 (32) 1 (10) 57.20 

K1 166.00 170.41 510.29 186.84 ∑M=815.087 45

K2 309.78 333.05 148.90 338.99  

K3 339.30 311.63 155.90 289.26  

R 173.30 162.64 361.40 152.15  

 

2.4  优化培养条件下的 Iturin A 产量 

结合单因子实验和正交实验结果，确定 CC09

菌株产 Iturin A的最优条件为：可溶性淀粉(碳源)  

5 g/L、3:1 蛋白胨酵母粉混合氮源 15 g/L、NaCl     

1 g/L、pH 6.0、28 °C、摇床转速 120 r/min、接种

量 1%、装液量为 50 mL/250 mL。用该优化发酵条

件培养 CC09菌株，其生产 Iturin A的水平较优化

前的 LB 培养基大为提高，由优化前的 138 mg/L

提高至 690 mg/L，提高了 4倍。 

3  讨论 

芽孢杆菌产生的脂肽类抗菌物质主要有 3类：

表面活性素(Surfactin)、伊枯草菌素(Iturin)和芬荠

素(Fengycin)。其中 Iturin A 抗菌活性较强，是防

治植物病害的主要成分[12]。抗菌脂肽的合成途径

为非核糖体途径，由多酶复合物催化合成，环境因

素对抗菌脂肽合成的影响很大[13-14]。有研究表明，

优化解淀粉芽孢杆菌发酵培养液及发酵条件可以

提高菌体的生长速度[15-16]、抗菌活性物质的产量及

防效[17-20]。因此，本研究将 Iturin A的产生量作为

主要考量指标，从碳源、氮源种类及含量、氯化钠

含量、培养基初始 pH值、温度、转速及装液量、

发酵时间等方面对解淀粉芽孢杆菌 CC09 菌株发

酵条件进行了优化。 

通过单因子实验发现，温度、转速、碳源浓度

及 pH等因素对 CC09菌株生物量的影响比较大；

而温度、氮源浓度、pH、装液量等因素对该菌株

的 Iturin A产量影响比较大(根据极差大小)。有关

可溶性淀粉，发酵温度对解淀粉芽孢杆菌产 Iturin 

A的影响基本上与相关报道一致[18-20]。 

各因素对 CC09菌株生物量和 Iturin A产量的

影响并不一致。这样的结果不矛盾，因为在不同环

境下菌株产 Iturin A的能力会受到影响，所以菌体

浓度大时不一定产 Iturin A的量就高，因此，把握

最佳的发酵条件是非常重要的。 

利用正交表进行正交试验设计是研究多因素

多水平的一种科学的试验设计方法，可研究多因

素、多水平的交互作用。因此，本研究在单因子实

验的基础上，还通过正交实验对影响 Iturin A合成

的主要因子水平及其交互作用进行优化和统计分
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析，筛选出了优化组合。优化后的解淀粉芽孢杆菌

CC09菌株的 IturinA产量较优化前有了显著提高，

为进一步的工业发酵提供了参考依据。 
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