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　　摘要：以巨大芽孢杆菌Ｊ１为材料，利用溶磷圈法测定了菌株的解磷能力，优化了菌株的最佳发酵条件、最适培养基。
结果表明，此菌株溶磷效果明显；此菌株生长的最适培养时间为 ２８ｈ，最适接种量为６．７％，最适ｐＨ值为８．５；最佳碳源
为玉米粉与葡萄糖的复合碳源，最佳氮源为大豆粉与硫酸铵的复合氮源。摇瓶培养的接种量为６．７％，ｐＨ值为８．５，
２５０ｍＬ三角瓶中最适装液体积为 ３０ｍＬ，培养温度为３０℃，培养时间为２８ｈ，最适宜转速为１８０ｒ／ｍｉｎ的摇瓶培养条
件下，巨大芽孢杆菌活菌数各影响因素最佳组合为：玉米粉２０ｇ／Ｌ，葡萄糖５ｇ／Ｌ，大豆粉７．５ｇ／Ｌ，硫酸铵０．３３ｇ／Ｌ，各
因子对巨大芽孢杆菌活菌数的影响由大到小依次为：硫酸铵浓度＞玉米粉浓度＞葡萄糖浓度＞大豆粉浓度。
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　　植物生长发育过程中，磷元素以多种方式参与生物体内
的代谢过程，是植物不可缺少的大量元素之一［１－２］。土壤中

的磷元素主要以难溶磷酸盐的形式存在，可溶性磷含量很少。

据统计，世界土壤的平均含磷量约为０．０４％，我国土壤的平
均含磷量为 ０．０２％ ～０．１％，南方酸性土壤含磷量低于
０．０４％［３－４］。研究发现，土壤中存在解磷微生物，它们能够将

磷酸盐转化为可溶性磷供植物吸收利用，解磷菌还可以产生

有机酸、生长素、抗生素等物质，刺激作物生长，抑制病原菌生

长，改善土壤微环境，从而更有利于植物生长发育［５－９］。目前

对磷细菌的研究仅局限于菌种分离选育及作用效果比较方

面，对于影响磷细菌生长的因素研究较少［１０－１３］。微生物种类

多样，发酵过程中受各种因素的影响，导致菌株发酵水平相对

较低［１４］。本试验探讨环境因素对巨大芽孢杆菌生长的影响，

并在此基础上探讨该菌的最佳发酵条件，旨在为扩大巨大芽

孢杆菌生产规模提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
巨大芽孢杆菌Ｊ１由山东京博控股股份有限公司技术中

心生物化工研究所提供。

１．２　培养基
摇瓶基础培养基：玉米粉 ３０ｇ，大豆粉 １５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４

２．０ｇ，ＭｇＳＯ４ ２．０ｇ，ＣａＣＯ３ １．５ｇ，ＭｎＳＯ４ ０．０５ｇ，Ｈ２Ｏ
１０００ｍＬ，ｐＨ值为 ７。平板培养基：蛋白胨 １０ｇ，氯化钠
５．０ｇ，牛肉膏粉３．０ｇ，琼脂１５ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ。蛋黄培养
基：将５０％的蛋黄液按照６％的比例加入平板培养基中。
１．３　方法
１．３．１　巨大芽孢杆菌 Ｊ１解磷效能测定　 根据巨大芽孢杆
菌Ｊ１在蛋黄培养基上形成的透明圈直径判断其解磷效能。
１．３．２　培养条件对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响
１．３．２．１　ｐＨ值对巨大芽孢杆菌 Ｊ１生长的影响　采用摇瓶
基础培养基培养，分别于 ｐＨ值为５．５、６．５、７．５、８．５情况下
１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃ 振荡培养２８ｈ后进行平板计数。
１．３．２．２　培养时间对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响　采用摇
瓶基础培养基培养，在 ｐＨ值为８．５、转速为１７５ｒ／ｍｉｎ、３０℃
下分别振荡培养２４、２８、３２、３６ｈ后进行计数。
１．３．２．３　接种量对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响　采用摇瓶
基础培养基，在 ｐＨ值为８．５、转速为１８０ｒ／ｍｉｎ条件下将接种
量分别为 ３．３％、６．７％、１０．０％的摇瓶置于振荡培养箱中
３０℃ 培养２８ｈ后进行计数。
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１．３．３　最适培养条件下发酵培养基的优化　按照设计方案，
配制不同的培养基，２５０ｍＬ三角瓶中每瓶装量３０ｍＬ，原始
ｐＨ值为８．５，接种量为６．７％，１８０ｒ／ｍｉｎ培养２８ｈ后平板计
数，采用正交试验法找出最适培养基及最佳碳源、氮源。

２　结果与分析

２．１　巨大芽孢杆菌Ｊ１解磷能力的测定
由图１可知，巨大芽孢杆菌 Ｊ１在蛋黄培养基上培养２ｄ

可产生明显的溶磷圈，溶磷圈直径与菌落直径比值高达４．１，
初步判断巨大芽孢杆菌有解磷能力。

２．２　ｐＨ值对巨大芽孢杆菌Ｊ１菌株生长的影响
由图２可知，巨大芽孢杆菌Ｊ１在各ｐＨ值下长势良好，在

ｐＨ值为 ８．５条件下生长最好，活菌数达３５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。

２．３　培养时间对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响
由图 ３可知，培养 ２８ｈ菌株生长最好，活菌数为

３５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢率为８４％，到达某一时间拐点后继续
培养，菌体会出现自溶现象。

２．４　接种量对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响
接种量对菌体生长有影响，所以接种量要适度，接种量过

低会导致延滞期过长，菌体量不高；接种量过高，带入培养基内

的代谢产物过多，反而不利于菌体生长。由图４可知，当接种
量为６．７％ 时，菌株生长最好，活菌数为３６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，芽
孢率为８６％ 。

２．５　碳源对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响
分别用３０ｇ／Ｌ玉米粉、１０ｇ／Ｌ葡萄糖、复合碳源（玉米

粉、葡萄糖各减半混合在一起）配制碳源培养基，其他成分同

摇瓶基础培养基。接种后按照上述最佳培养条件，测定活菌

总数及芽孢数，结果表明，采用玉米粉与葡萄糖的复合碳源作

为培养基获得的活菌数、芽孢数较高，活 菌数 达到

３６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢数达到３５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ（图５）。

２．６　氮源对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响
以玉米粉为碳源，在摇瓶基础培养基中其他成分不变的

情况下，分别以１５．０ｇ／Ｌ大豆粉、０．６７ｇ／Ｌ硫酸铵、复合氮源
（大豆粉、硫酸铵各减半）配制氮源培养基，接种后按照上述

最佳培养条件，测定活菌数及芽孢数，结果表明，采用复合氮

源培 养 基 获 得 的 活 菌 数、芽 孢 数 较 高，活 菌 数 达

３５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢数达 ３３×１０７ ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢率达
９５９１％（图６）。
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２．７　正交试验结果
以玉米粉与葡萄糖混合物作为碳源，以大豆粉、硫酸铵混

合物作为氮源，结果表明，最佳组合为玉米粉２０ｇ／Ｌ，葡萄糖
５．０ｇ／Ｌ，大豆粉７．５ｇ／Ｌ，硫酸铵０．３３ｇ／Ｌ，各因子对巨大芽
孢杆菌活菌数影响由大到小依次为：硫酸铵浓度 ＞玉米粉浓
度＞葡萄糖浓度＞大豆粉浓度。玉米粉、硫酸铵在０．０５水平
上对试验结果存在显著影响（表１、表２）。最适培养条件下
在最佳培养基上的巨大芽孢杆菌芽孢生长情况见图７。

表１　巨大芽孢杆菌正交试验结果与极差分析

序号

因素水平

玉米粉浓

度（ｇ／Ｌ）
葡萄糖浓

度（ｇ／Ｌ）
硫酸铵浓

度（ｇ／Ｌ）
大豆粉浓

度（ｇ／Ｌ）

活菌数

（×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）

１ １０ ３．３ ０．１７ ５．０ ２２
２ １０ ５．０ ０．２５ ７．５ ２５
３ １０ ６．７ ０．３３ １０．０ ２６
４ １５ ３．３ ０．２５ １０．０ １７
５ １５ ５．０ ０．３３ ５．０ ３８
６ １５ ６．７ ０．１７ ７．５ ３７
７ ２０ ３．３ ０．３３ ７．５ ３４
８ ２０ ５．０ ０．１７ １０．０ ３３
９ ２０ ６．７ ０．２５ ５．０ ３０
ｋ１ ２４．３３３ ２４．３３３ ３０．６６７ ３０．０００
ｋ２ ３０．６６７ ３２．０００ ２４．０００ ３２．０００
ｋ３ ３２．３３３ ３１．０００ ３２．６６７ ２５．３３３
Ｒ ８．０００ ７．６６７ ８．６６７ ６．６６７

表２　正交试验结果的方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比值 显著性

玉米粉 １０６．８８９ ２ １．０５６ 
葡萄糖 １０４．２２２ ２ １．０３０
硫酸铵 １２３．５５６ ２ １．２２１ 
黄豆粉 ７０．２２２ ２ ０．６９４
误差 ４．０４０ ８

　　注：每种培养基重复３次，试验结果为３次重复试验的平均值。

３　结论与讨论

巨大芽孢杆菌Ｊ１具有较强的解磷能力，在蛋黄培养基上
解磷圈明显。在培养基配方为玉米粉３０ｇ，大豆粉１５ｇ，磷酸
氢二钾２．０ｇ，硫酸镁２．０ｇ，碳酸钙１．５ｇ，硫酸锰５．０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ，温度为３０℃ 的培养条件下，巨大

芽孢杆菌的最适ｐＨ值为８．５，活菌数达 ３５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ；最
适培养时间为２８ｈ，活菌数达到３５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢率为
８４％；最适接种量为６．７％，活菌数达３６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，芽孢
率为８６％。本研究表明，培养基成分是影响芽孢形成的重要
因素。巨大芽孢杆菌对于碳源、氮源及 Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、
Ｆｅ２＋等离子反应较敏感［１５］。培养基配方不同直接导致发酵菌

数存在巨大差异。摇瓶培养的接种量为６７％，ｐＨ值为８５，
２５０ｍＬ三角瓶中最适装液体积为 ３０ｍＬ，培养温度为 ３０℃，
培养时间为２８ｈ，最适宜转速为１８０ｒ／ｍｉｎ的摇瓶培养条件
下，巨大芽孢杆菌活菌数各影响因素最佳组合为：玉米粉

２０ｇ／Ｌ，葡萄糖５．０ｇ／Ｌ，黄豆粉７．５ｇ／Ｌ，硫酸铵０．３３ｇ／Ｌ，各
因子对巨大芽孢杆菌活菌数的影响由大到小依次为：硫酸铵

浓度＞玉米粉浓度＞葡萄糖浓度＞大豆粉浓度。芽孢的形成
是一个极其复杂的过程，受形态结构、化学成分等多方面因素

的影响。巨大芽孢杆菌培养成功关键在于获得较高活菌数的

同时提高芽孢转化率。本研究表明，巨大芽孢杆菌Ｊ１营养要
求比较低，所需原料来源广、成本低、芽孢率较高。本试验获

得的最佳培养条件可以进一步应用于大规模工业化生产中。
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