
摘要 以苹果内生枯草芽孢杆菌 BS10为试验菌株进行发酵培养基的优化，通过单因素试验选出最佳的碳源和氮源，通过正交试验筛
选出最佳 C/N比，对 pH值、发酵温度和接种量进行了研究。结果表明，碳源选用麦芽糊精，氮源选择豆饼粉，初始 pH值 7.5，温度 33 ℃、接
种量为 4%为最佳发酵条件，发酵活菌数为 1.03×1010 cfu/mL，比原始配方提高了 1.94倍。
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Abstract Apple endobacteria Bacillus subtilis BS10 was studied to optimize fermentation medium.The best carbon source and nitrogen source
were selected through single factor experiment，while the best C/N ratio was selected through orthogonal test.And the pH value，fermentation
temperature and inoculation quantity were also studied.The results showed that maltodextrin was the best carbon source and soybean cake powder was
the best nitrogen source. pH value 7.5，fermentation temperature 33 ℃，inoculation quantity 4% was the best fermentation condition. Bacillus subtilis
BS10 could reach 1.03×1010 cfu/mL，which was 1.94 times higher than the control.
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苹果树腐烂病是由 Valsa ceratosperma引起[1]，1903年在

日本首次发现，1916年在我国发现苹果腐烂病，20世纪 70
年代后期开始，该病在我国的发病区域逐年扩大，发病率显

著上升，发病程度不断加重，造成了重大经济损失[2]。
现在防治苹果腐烂病最常用的方法是化学防治法，甲

基托布津、多菌灵、苯来特和福美砷等，化学法防治腐烂病

能起到一定作用，但是化学药剂一般具有毒性且农药残留

严重，已经不能满足生产绿色水果的要求[3]。本试验所用的

枯草芽孢杆菌 BS10为苹果内生菌，对苹果腐烂病有一定的

防治作用。BS10具有一般植物内生细菌特有的优势，避开了

温度、紫外线等不利因素的影响，营养来源丰富，利于其发

挥生物防治潜能[4]。
为了能让菌株的生防能力得以更好的表现，所以对菌

株的各项培养条件进行优化，特别是培养基浓度的变化，在
摇瓶上通过发酵配方的优化，单因素试验及正交试验，来提

高枯草芽孢杆菌 BS10的活菌数。
1 材料与方法

1.1 菌种

枯草芽孢杆菌 BS10由实验室保藏。
1.2 仪器

超净工作台（苏净集团苏州安泰空气技术有限公司，
SW-CJ-2F)、紫外可见分光光度计（上海美谱达仪器有限公

司，V-1800)、摇床（江苏太仓市实验设备厂，THZ-D)和培养

箱（韶关市泰宏医疗器械有限公司，LRH-150B)。
1.3 培养基

种子培养基（g/L)：酵母粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，葡萄糖

5 g/L，NaCl 10 g/L，pH值 7.0。
原始发酵培养基（g/L)：葡萄糖 5 g/L，玉米粉 20 g/L，脱

脂豆粉 10 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，CaCO3 1 g/L，MnSO4 0.2 g/L，
MgSO4 0.2 g/L，pH值 7.0。
1.4 试验方法

1.4.1 不同碳源对菌数的影响。以菌株原配方（葡萄糖 5 g/L，
玉米粉 20 g/L，脱脂豆粉 10 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，CaCO3 1 g/L，
MnSO4 0.2 g/L，MgSO4 0.2 g/L)作为发酵基础培养基，分别选

择浓度为 20 g/L的糖蜜液、蔗糖、玉米淀粉、可溶性淀粉、麦
芽糊精代替发酵培养基中玉米粉，其余成分同原始发酵培养

基，摇床 32 ℃，48 h，180 r/min，振荡培养，250 mL摇瓶，装液

量 50 mL，接种量 2%。利用涂平板计数法对发酵液中菌数进

行测定，比较不同碳源对发酵液中菌数的影响。
1.4.2 不同氮源对菌数的影响。以菌株原配方（葡萄糖 5 g/L，
玉米粉 20 g/L，脱脂豆粉 10 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，CaCO3 1 g/L，
MnSO4 0.2 g/L，MgSO4 0.2 g/L)作为发酵基础培养基，分别选择

浓度为 20 g/L的蛋白胨、豆饼粉、牛肉粉、酵母粉、（NH4)2SO4
代替发酵培养基中脱脂豆粉，其余成分同原始发酵培养基，
培养条件不变。利用涂平板计数法对发酵液中菌数进行测

定，比较不同氮源对发酵液中菌数的影响。
1.4.3 不同 C/N比对菌数的影响。以选出的碳、氮源麦芽糊

精和豆饼粉作为试验因素，每个因素设 3个水平。进一步优

化发酵培养基中碳、氮源的浓度。培养基的其他成分为葡萄

糖 5 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，CaCO3 1 g/L，MnSO4 0.2 g/L，MgSO4
0.2 g/L，培养条件不变，数据分析选用软件 SPSS17.0。
1.4.4 初始 pH值对菌数的影响。分别选择初始 pH值 5.0、
5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0，其他发酵条件：温度 32 ℃，
接种量为 2%，装液量为 250 mL，三角瓶装 50 mL培养基，发
酵时间 48 h。
1.4.5 发酵温度对菌数的影响。发酵温度选择 27、29、31、32、
33、35、37 ℃，初始 pH 值 7.0，接种量为 2%，装液量为 250
mL三角瓶装 50 mL培养基，发酵时间 48 h。
1.4.6 接种量对菌数的影响。接种量选择 2%、4%、6%、8%

作者简介 刘露（1987-)，女，山东济南人，研发工程师，硕士，从事微
生物的应用研究工作。

收稿日期 2015-09-02

植物保护学现代农业科技 2015年第 23期

131



植物保护学 现代农业科技 2015年第 23期

60

10
20
30
40
50

0

70
80

5.0 8.58.07.57.06.56.05.5 9.0
pH值

图 3 不同 pH值对菌数的影响

60

10
20
30
40
50

0

70
80
90

27 35333129 37
温度∥℃
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和 10%，发酵温度为 32 ℃，初始 pH值 7.0，装液量为 250 mL
三角瓶装 50 mL培养基，发酵时间 48 h。
1.4.7 新配方在发酵罐上的稳定性考察。将筛选到的最优

配方及发酵条件在 10 L发酵罐中（装液量为 6 L)，进行生产

水平评估，发酵时间 48 h，考察优化配方的稳定性。
2 结果与分析

2.1 不同碳源对菌数的影响

比较不同碳源对菌数的影响，结果见图 1，发现以麦芽

糊精为碳源时，菌数明显比其他碳源高，因此选择麦芽糊精

为碳源。

2.2 不同氮源对菌数的影响

比较不同氮源对菌数的影响，结果见图 2，发现以豆饼粉

为氮源时，菌数明显比其他氮源高，因此选择豆饼粉为氮源。

2.3 不同 C/N比对菌数的影响

利用 SPSS17.0设计正交试验，设计及结果如表 1所示，
对试验结果进行方差分析，结果如表 2所示，得出豆饼粉对

BS10菌数的影响显著，而麦芽糊精对菌数的影响并不显著。
豆饼粉和麦芽糊精的最适浓度分别为 10 g/L和 20 g/L。
2.4 初始 pH值对菌数的影响

比较不同 pH值对菌数的影响，结果见图 3，随着 pH值

的增高菌数呈现先增加后降低的趋势，pH值为 7.5时，菌数

最高。
2.5 发酵温度对菌数的影响

比较不同发酵温度对菌数的影响，结果见图 4，随着温

度的提高菌数呈现先增加后降低的趋势，当温度为 33 ℃
时，菌数最高。

2.6 接种量对菌数的影响

比较不同接种量对菌数的影响，结果见图 5，发现在接

种量为 4%时，菌体生长状况最好。
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处理 豆饼粉∥g/L 麦芽糊精∥g/L 菌数∥108cfu/mL
1 10 20 129
2 30 10 32
3 20 20 864 20 30 54
5 10 30 116
6 20 10 76
7 10 10 105
8 30 20 39
9 30 30 62

表 1 不同 C/N比对菌数影响的正交试验设计及试验结果

因素 均方 F值 P>F
豆饼粉 3 996 15.420 0.013
麦芽糊精 140 0.541 0.619

表 2 不同 C/N比对菌数影响的正交试验结果分析
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2.7 新配方在发酵罐上的稳定性考察

将原始配方和新配方在 10 L发酵罐上发酵，比较活菌

数。原始配方发酵 48 h后，芽孢率 90%以上，菌数为 3.5×109
cfu/mL，新配方发酵 48 h后，芽孢率 95%以上，菌数为 1.03×
1010 cfu/mL，提高了 1.94倍。
3 结论与讨论

本研究通过对苹果内生枯草芽孢杆菌 BS10的发酵配

方进行优化，通过改进发酵配方及工艺条件，选用麦芽糊精

为碳源，豆饼粉为氮源，初始 pH值为 7.5，发酵温度 33 ℃，
接种量为 4%，发酵菌数从原始配方 3.5×109 cfu/mL提高到

了 1.03×1010 cfu/mL，提高了 1.94倍。
本研究通过调节发酵配方的碳源、氮源和 C/N比及对

pH值、温度和装液量等发酵条件进行调节，使发酵活菌数

明显高于其他枯草芽孢杆菌[5-6]，为发酵生产奠定了基础，对
于在发酵生产中的工艺的调节，有待进一步研究。
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寡糖素水剂 2种生物农药对烟草病毒病均具有一定的防治

效果，尤以 6%寡糖链蛋白可湿性粉剂防治效果最好，且烟

草使用安全。施药时期是关键，要从移栽后 7 d左右便开始

用药，早用药，早预防。此次试验表明，6%寡糖链蛋白可湿性

粉剂作为烟草病毒病的防治药剂具有比较明显的效果，今
后可开展更大面积、不同区域的示范研究；防治效果的稳定

性，还需要做年际对比试验。6%寡糖链蛋白可湿性粉剂在

水稻等其他农作物上的研究已经比较成熟，但在烟草上的应

用还属于起步阶段，有待进一步的研究。
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处理
病情指数 防治效果%Ⅰ Ⅱ Ⅲ 郁 平均

A 1.68 1.35 1.08 1.04 1.29 88.73
B 5.15 4.06 3.99 4.39 4.40 61.57
CK 12.17 11.28 10.36 11.98 11.45 -

表 4 各处理对花叶病的防治效果
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