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　　摘要：在摇瓶培养条件下，采用响应面法对紫云英根瘤菌的发酵条件进行优化。以单因素试验确定的蔗糖浓度、
酵母膏浓度、初始 ｐＨ值为自变量，以根瘤菌活菌数为响应值，利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原理及 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０
软件进行回归分析，得到紫云英根瘤菌最佳发酵条件，即蔗糖浓度２．１９％，酵母膏浓度０．９％，初始 ｐＨ值 ６．８９，该条
件下，根瘤菌活菌数为２０．５３３亿ＣＦＵ／ｍＬ。通过３次平行试验验证表明，在优化后的发酵条件下根瘤菌活菌数实测值
为２０．４９７亿ＣＦＵ／ｍＬ，与预测值相对误差为０．２％，表明模型拟合效果良好。
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　　紫云英别称翘摇、红花草等，是一种能形成共生固氮体系
的豆科植物［１］。在我国水稻种植区，紫云英作为稻田绿肥，

具有改善土壤理化性状、平衡土壤生态环境、促进土壤有机碳

积累、提高作物产量和品质等重要作用［２－３］。此外，紫云英还

具有较高的食用、饲用价值。美国、日本、韩国等发达国家正

在大力发展紫云英产业［４］。近年来随着耕地质量下降，肥料

利用率降低，土壤、水源污染严重，农产品品质下降，紫云英种

植在我国逐渐引起重视［５］。与大豆、花生等豆科植物一样，

种植紫云英时须要根瘤菌形成共生固氮体系，以促进生产和

保证产量。经研究发现，接种根瘤菌可显著提高紫云英结瘤

率，提高紫云英总苗数、株高、单株分枝数、单株鲜重等生长指

标，使其产量增加１１％ ～１７％，效果显著［６－７］。在初次种植

紫云英的土壤中接种有效根瘤菌是决定其产量的重要因素，

在多年连作地区接种优良菌株也能促进增产［８］。目前，市场

上紫云英根瘤菌菌剂产品类型和有效活菌数少，不能有效满

足当前紫云英产业的发展。本研究采用响应曲面法对紫云英

根瘤菌发酵条件进行优化，以确定最佳发酵组合，以期为紫云

英根瘤菌菌剂的高密度、大规模发酵生产提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　紫云英根瘤菌（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍａｓｔｒａｇａｌｉ）菌株
ＡＣＣＣ１３００４。
１．１．２　培养基　ＹＭＡ液体培养基：１０ｇ／Ｌ甘露醇、３ｇ／Ｌ酵
母膏、０．５ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４、０．２ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．１ｇ／ＬＮａＣｌ、
０．２ｇ／ＬＣａＳＯ４、４ｍＬ／ＬＲｈ微量元素液（５ｇ／ＬＨ３ＢＯ３，５ｇ／Ｌ
ＮａＭｎＯ４），余量为水，ｐＨ值 ６．８～７．０。ＹＭＡ斜面培养基：

ＹＭＡ液体培养基加入１．８％琼脂。
１．１．３　主要仪器和设备　１１０２Ｃ型恒温振荡培养箱（上海知
楚仪器有限公司），ＳＷ－ＣＪ－１Ｇ型超净工作台（苏州净化有
限公司），ＬＲＨ－１５０型生化培养箱（上海一恒科学仪器公
司），ＬＤＺＸ－５０ＫＢ型立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器
厂），ＬａｂｎｅｔＰ３９６０移液枪（美国莱伯特公司），ＹＰ－Ｂ１０００２
型电子天平（上海光正医疗仪器有限公司），ＰＨＳ－２５型 ｐＨ
计（上海盛磁仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　种子液培养　斜面菌种２８℃活化２４ｈ后，取２环接
入装有２００ｍＬＹＭＡ液体培养基的５００ｍＬ三角瓶中，２８℃振
荡培养 ４８ｈ后，按照 ５％接种量接入单因素试验及
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验培养基中。
１．２．２　活菌数测定方法　采用平板菌落计数法测定活菌数。
１．２．３　单因素分析法
１．２．３．１　碳源浓度对活菌数的影响　陈海荣等研究发现，紫
云英根瘤菌在甘露醇、蔗糖中生长较好［８］，但因甘露醇生产

成本较高，所以选定蔗糖作为碳源。试验条件为０．９％酵母
膏、０．０５％ Ｋ２ＨＰＯ４、０．０２％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．０１％ ＮａＣｌ、
００２％ ＣａＳＯ４、４ｍＬ／ＬＲｈ微量元素液，初始ｐＨ值 ７．０，蔗糖
浓度分别为１％、１．５％、２％、２．５％、３％，２８℃摇瓶培养４８ｈ，
测定活菌数以确定最佳蔗糖浓度。

１．２．３．２　氮源浓度对活菌数的影响　确定最佳蔗糖浓度后，
将酵母膏浓度分别设为０．１％、０．５％、０．９％、１．３％、１．７％，
培养基其他组分不变，初始 ｐＨ值 ７．０，２８℃摇瓶培养４８ｈ，
测定活菌数以确定最佳酵母膏浓度。

１．２．３．３　初始ｐＨ值对活菌数的影响　将碳源、氮源设定为
上述试验确定的最佳浓度，培养基其他组分不变，将初始 ｐＨ
值分别设为６．５、７、７．５、８、８．５，２８℃摇瓶培养４８ｈ，测定活菌
数以确定最佳初始ｐＨ值。
１．２．４　响应面法优化紫云英根瘤菌发酵条件　根据
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原理，将单因素试验确定的最佳蔗糖
浓度、酵母膏浓度、初始 ｐＨ值作为自变量，以活菌数为响应
值，设计３因素３水平的响应面分析试验，进一步对紫云英根
瘤菌发酵条件进行优化。
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２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　最佳蔗糖浓度的确定　由图１可知，当蔗糖浓度较低
时，紫云英根瘤菌活菌数随着蔗糖浓度的增大而增加；当蔗糖

浓度为２％时，活菌数达到最大值；之后，紫云英根瘤菌活菌
数略有下降。因此确定最佳蔗糖浓度为２％。

２．１．２　最佳酵母膏浓度的确定　由图２可知，在一定范围
内，紫云英活菌数随着酵母膏浓度增大而增加，当酵母膏浓度

为０．９％、１．３％时活菌数较高，但两者差异较小，考虑到生产
成本问题，所以确定最佳酵母膏浓度为０．９％。

２．１．３　最佳初始 ｐＨ值的确定　微生物在生长过程中机体
内的绝大多数反应是酶促反应，而酶促反应需要一个最适初

始ｐＨ值范围，在该范围内只要条件适合，酶促反应速率最
高，微生物生长速率最大［９］。由图３可知，随着初始 ｐＨ值增
加，紫云英根瘤菌活菌数呈先升高后降低的趋势，当 ｐＨ值为
７０时，活菌数最大，所以确定最佳初始ｐＨ值为７．０。

２．２　响应面法优化紫云英根瘤菌发酵条件
２．２．１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计　根据单因素试验结果，确
定中心点为蔗糖浓度２％、酵母膏浓度０．９％、ｐＨ值７．０。表

１是响应面法优化紫云英根瘤菌发酵条件试验的因素及水
平，表２是试验设计和结果。采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８软件对试
验结果进行二次回归方程预测及方差分析，结果见表３。

表１　响应面法优化紫云英根瘤菌发酵条件试验的因素水平

水平

因素

Ｘ１：蔗糖浓度
（％）

Ｘ２：酵母膏浓度
（％）

Ｘ３：初始ｐＨ值

－１ １．５ ０．７ ６．５
０ ２．０ ０．９ ７．０
１ ２．５ １．１ ７．５

表２　响应面试验设计及结果

序号
蔗糖浓度

（％） 初始ｐＨ值 酵母膏浓度

（％）
活菌数

（亿ＣＦＵ／ｍＬ）

１ ０ ０ ０ ２０．３２４
２ １ ０ １ １７．５８６
３ －１ ０ １ １６．９８２
４ １ ０ －１ ２０．００６
５ ０ １ １ １６．９６７
６ －１ －１ ０ １７．３４７
７ ０ －１ －１ １９．９７４
８ ０ １ －１ １７．７９８
９ －１ ０ －１ １７．４４５
１０ １ １ ０ １７．６８４
１１ ０ －１ １ １７．６５７
１２ １ －１ ０ １９．９６４
１３ ０ ０ ０ ２０．２９７
１４ ０ ０ ０ ２０．３０６
１５ ０ ０ ０ ２０．３１８
１６ －１ １ ０ １６．７８６
１７ ０ ０ ０ １９．９８７

表３　拟合二次方程的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ３４．０４ ９ ３．７８ ２４３．５６ ＜０．０００１ 极显著
Ａ ５．５８ １ ５．５８ ３５９．１４ ＜０．０００１ 极显著
Ｂ ４．０７ １ ４．０７ ２６２．１３ ＜０．０００１ 极显著
Ｃ ４．５５ １ ４．５５ ２９２．７４ ＜０．０００１ 极显著
ＡＢ ０．７４ １ ０．７４ ４７．５７ ０．０００２ 极显著
ＡＣ ０．９６ １ ０．９６ ６１．６５ ０．０００１ 极显著
ＢＣ ０．５５ １ ０．５５ ３５．５４ ０．０００６ 极显著
Ａ２ ６．０４ １ ６．０４ ３８８．８９ ＜０．０００１ 极显著
Ｂ２ ５．１３ １ ５．１３ ３３０．０９ ＜０．０００１ 极显著
Ｃ２ ４．５９ １ ４．５９ ２９５．４６ ＜０．０００１ 极显著
残差 ０．１１ ７ ０．０１６
失拟项 ０．０２４ ３ ０．００８１ ０．３８ ０．７７２９
纯误差 ０．０８５ ４ ０．０２１
总误差 ３４．１５ １６

　　注：Ｒ２＝０．９９６８，Ｒ２Ａｄｊ＝０．９９２７。

２．２．２　二次回归拟合及方差分析　以活菌数为响应值，采用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８软件对表２数据进行多元回归分析，得到回归
方程式：活菌数＝２０．２５＋０．８４Ａ－０．７１Ｂ－０．７５Ｃ－０．４３ＡＢ－
０４９ＡＣ＋０．３７ＢＣ－１．２０Ａ２－１．１０Ｂ２－１．０４Ｃ２。式中：Ａ为蔗
糖浓度；Ｂ为酵母膏浓度；Ｃ为初始ｐＨ值。
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对所得模型进行方差分析可知（表３），模型Ｐ＜０．０００１，说
明二次回归模型极显著；失拟项 Ｐ为０．７７２９＞０．０５，没有显
著意义，不必引入更高次项，模型适当；模型 Ｒ２＝０９９６８，说
明二次回归模型能够较好反映响应值的变化，模型预测值和

实测值之间具有较高的相关性，模型可以应用于紫云英根瘤

菌发酵的理论预测。

蔗糖浓度、酵母膏浓度、初始ｐＨ值的一次项和二次项即
蔗糖浓度和酵母膏浓度、蔗糖浓度和初始 ｐＨ值、酵母膏浓度
和初始ｐＨ值之间的交互作用对活菌数的影响达到极显著水
平（Ｐ＜０．０１）。各因素对活菌数影响的大小顺序为：Ａ２＞Ａ＞
Ｂ２＞Ｃ２＞Ｃ＞Ｂ＞ＡＣ＞ＡＢ＞ＢＣ。
２．２．３　各因素之间的交互作用　根据该回归方程在考察区
域内，利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８软件对以上３个因素绘制响应面
图及等高线图。图４至图６表示蔗糖浓度、酵母膏浓度、初始
ｐＨ值等３个因素中１个因素取零点时其他２个因素对活菌
数的影响。由图４至图６可知，３个响应面均为开口向下的
凸形曲面，说明响应值存在极高值。３个响应曲面的等高线
中心均为－１～１，说明提取的最优条件存在于所设计的因素
水平范围内。对回归方程求解得到紫云英根瘤菌发酵最佳培

养基组成为：蔗糖浓度２．１９％，酵母膏浓度０．９％，初始ｐＨ值
６．８９，模型预测的根瘤菌活菌数最大值为 ２０．５３３亿
ＣＦＵ／ｍＬ。
２．２．４　模型验证　为了验证模型准确性，根据响应面试验优
化的最佳培养基进行试验，共进行３次平行试验，所得根瘤菌
活菌数分别为２０．４９８亿、２０．４８６亿、２０．５０８亿 ＣＦＵ／ｍＬ，平
均活菌数为２０．４９７亿 ＣＦＵ／ｍＬ。实测值与模型预测值相对
误差为０．２％，说明模型模拟效果良好。

３　结论与讨论

许多学者开展了关于根瘤菌培养基优化的研究［１０］，但主

要集中在大豆、花生等经济作物上，而有关紫云英根瘤菌发酵

的研究鲜有报道。紫云英根瘤菌的常用培养基是 ＹＭＡ培养
基，由于ＹＭＡ培养基是半合成培养基，在被用于大规模发酵
生产时成本较高［１１］。本研究从降低发酵成本角度，以蔗糖、
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酵母膏为主要原料优化紫云英根瘤菌发酵培养基。微生物生

长受多种外界因素的影响，如营养条件、ｐＨ值等，其中碳源、
氮源是微生物生长需要最多的营养成分。在微生物发酵生产

时，提供适量碳源、氮源，既能达到生长量，又不造成资源浪

费。ｐＨ值是影响微生物生长的主要因素之一，发酵生产时，
对初始ｐＨ值的控制尤为重要。本研究通过单因素试验确定
碳源（蔗糖）浓度、氮源（酵母膏）浓度、初始 ｐＨ值后，进一步
采用响应曲面设计法进行优化。

响应曲面设计法是一种寻找多因子系统中最佳条件的数

学统计方法，通过对函数响应面和等高线的分析，能够精确研

究各因子之间的关系，从而获得最优工艺参数［１２］。本研究借

助ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８软件进行响应面试验的设计和数据分析，
在紫云英根瘤菌发酵培养基优化过程中取得良好的效果，并

获得二次回归模型，得到最佳培养基为：蔗糖浓度２．１９％，酵
母膏浓度０．９％，初始ｐＨ值６．８９，该条件下根瘤菌活菌数为
２０．５３３亿ＣＦＵ／ｍＬ。通过３次平行试验验证表明，该模型合
理可靠，能够较好地预测紫云英根瘤菌实际发酵情况，为紫云

英根瘤菌工业化发酵生产提供了技术支持。
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不同植物人工湿地净化模拟生活污水效果
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　　摘要：研究鸢尾、吊兰、马蹄莲３种不同植物模拟人工湿地系统对模拟生活污水的净化效果。结果表明：３种植物湿
地系统对模拟生活污水中ＣＯＤ、ＮＨ＋４ －Ｎ、ＴＰ去除效果均较好，其中鸢尾湿地系统对模拟生活污水的净化效果最好。
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　　人工湿地是由基质、植物、微生物组成的通过物理、化学、
生物作用对污水进行处理的人工生态系统。湿地植物是人工

湿地的重要组成部分，湿地植物的筛选对湿地系统除污效果

起着非常重要的作用［１］。目前，众多学者对人工湿地植物的

筛选及除污机理等方面开展了深入细致的研究，筛选出诸如

芦苇、菖蒲、美人蕉、水葫芦等一系列湿地植物［２－４］。湿地植

物通过吸收、吸附、富集、拦截等方式实现污水处理［５－６］。湿

地植物的筛选除了要考虑其污水处理能效外，还要综合考虑

其地域性、环境适应性、经济性、生态安全性等［７］。本研究选

取了马蹄莲、吊兰、鸢尾等３种植物，监测这几种植物对模拟
生活污水中污染物的去除效果，旨在为选出合适的湿地植物

提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验装置
模拟人工湿地试验装置如图１所示，装置为 ＰＶＣ材质，

直径为４０ｃｍ，高６０ｃｍ，该装置的底层铺设厚５ｃｍ的碎石，
中层铺设厚５０ｃｍ的沙子，上层铺设厚５ｃｍ的土壤，装置底
部有出水检测口。
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