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　　摘要：研究了解淀粉芽孢杆菌ＮＣＰＳＪ７发酵产胞外抗菌物质的发酵条件，以无菌发酵液对西瓜枯萎病菌的抑菌圈
直径为指标，探讨了发酵温度、装液量、接种量、摇床转速和发酵时间对发酵液抑菌活性的影响。通过单因素试验、

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计及Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法优化并确定了最佳发酵条件为发酵温度为 ３３．８２℃，接种量为
４．０６％，摇床转速为１５２．４６ｒ／ｍｉｎ，装液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，发酵时间为６ｄ。在最适发酵条件下预测无菌发
酵液的抑菌圈直径为２５．６５ｍｍ，优化后的发酵条件大大提高了发酵液的抑菌活性。
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　　解淀粉芽孢杆菌是一类重要的生防菌，能够分泌脂肽、抗
菌蛋白及类细菌素等抗菌物质［１－４］。目前关于解淀粉芽孢杆

菌抗菌活性的研究比较热门，如张宝研究了解淀粉芽孢杆菌

Ｋ１０３所产脂肽的分子结构、生化特性、抗菌机理及植物生防
作用［５］；赵东洋研究了解淀粉芽孢杆菌ＳＷＢ１６菌株脂肽类代
谢产物对球孢白僵菌的拮抗作用［６］；安俊莹等采用响应面法

优化了解淀粉芽孢杆菌 ＺＪＨＤ－０６产类细菌素的发酵培养
基［７］；陈召亮等研究了解淀粉芽孢杆菌ＲＹ３产抗菌粗蛋白的
理化性质及其对柑橘绿霉病菌的抑菌活性［８］；蔡文韬等研究

了解淀粉芽孢杆菌发酵液对提高辣椒采后品质的影响［９］。

解淀粉芽孢杆菌ＮＣＰＳＪ７是笔者所在实验室自行筛选的
１株广谱拮抗菌株，对包括西瓜枯萎病菌、枣炭疽病菌、苹果
斑点落叶病菌和轮纹病菌、梨黑斑病菌、青霉病菌等典型果蔬

病原真菌以及金黄色葡萄球菌、副溶血性弧菌等病原细菌有

很好的抑制作用［１０］。同时，有研究表明，该菌产胞外抗菌物

质对采后苹果轮纹病具有良好的防治作用，防治效果与纳他

霉素相当，对梨采后青霉病的防治也有明显效果［１１－１２］，因此

具有比较好的开发应用价值。在此基础上，本研究采用单因

素试验、Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计和响应面法对该菌产胞外抗菌
物质的发酵条件进行了优化，从而提高了发酵液的抑菌活性。

１　材料与方法

１．１　菌种
解淀粉芽孢杆菌 ＮＣＰＳＪ７，由笔者所在实验室分离；西瓜

枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｉｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅｕｍ），由山东大学微
生物技术国家重点实验室惠赠。

１．２　材料与试剂
牛肉膏蛋白胨培养基［１３］用于 ＮＣＰＳＪ７菌株的培养和保

存；ＰＤＡ培养基［１３］用于病原菌的培养、保存和牛津杯法测定

抑菌活性；发酵培养基［１４］用于拮抗菌胞外抗菌物质的发酵，

具体配方为葡萄糖 ５ｇ，酵母浸膏 ７．５ｇ，蛋白胨 ７．５ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０。其他试剂
均为分析纯。

１．３　仪器与设备
ＣＲ２２ＧⅢ高速冷冻离心机（日本日立公司）；霉菌培养箱

ＬＲＨ－１５０－ＭＳ（广东省韶关市泰宏医疗器械有限公司）；生
化培养箱ＳＨＰ－１５０（上海精宏试验设备有限公司）；ＺＷＹ－
２１０２恒温摇床（上海智诚分析仪器制造有限公司）。
１．４　试验方法
１．４．１　无菌发酵液的制备　菌种活化及种子液的制备［１１］：

将解淀粉芽孢杆菌 ＮＣＰＳＪ７接种于牛肉膏蛋白胨平板，３７℃
培养２４ｈ。挑取单菌落于牛肉膏蛋白胨液体培养基中，
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ，得种子液。发酵：将种子液
按一定比例接种于发酵培养基，在一定的装液量、摇床转速和

发酵温度条件下摇床培养一定时间，既得 ＮＣＰＳＪ７发酵液。
无菌发酵液的制备：将发酵液于 ４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，弃菌体保留上清液，用０．４５μｍ滤膜过滤，即得无菌
发酵液。

１．４．２　抑菌活性检测［１１］　按文献报道的方法，略有改动。
病原指示菌菌悬液制备：将西瓜枯萎病菌活化后接种于 ＰＤＡ
平板，按文献报道的方法制成孢子菌悬液，４℃保存，备用。
抑菌活性的检测：取５０μＬ的病原指示菌菌悬液均匀涂布于
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ＰＤＡ平板培养基上，待干后在平板中央放置 １个无菌牛津
杯，向杯中加入２００μＬ无菌发酵液，于２８℃培养３ｄ，测定抑
菌圈直径。

１．４．３　单因素试验　以无菌发酵液对西瓜枯萎病菌的抑菌
圈直径为指标，分别考察培养温度、装液量、接种量、摇床转速

和发酵时间对无菌发酵液抑菌活性的影响，每组３个平行。
１．４．４　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计　在单因素试验的基础上，利
用ｍｉｎｉｔａｂ软件创建一个 Ｆａｃｔｏｒｓ＝５、Ｒｕｎｓ＝１２的 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ设计表［１５］，每个因素选取２个水平，低水平为单因素
最佳培养条件，高水平为低水平的１．０９～１．２５倍，然后按设
计开展试验，考察各试验因素的重要性。

１．４．５　响应面法优化　采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法［１６－１７］，对

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验筛选出的较显著因素进行进一步优化，
每个因素选取３个水平，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件进行响
应面及方差分析，并对数据进行二次回归拟合，得到多元回归

方程，在一定水平范围内求取最佳值，对发酵条件进行优化。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果与分析
２．１．１　发酵温度对无菌发酵液抑菌效果的影响　在３１～
４３℃之间选取５个不同水平的发酵温度进行试验，结果如
图１所示。发酵温度３４℃时，无菌发酵液的抑菌圈直径最
大，即抑菌活性最强。

２．１．２　装液量对无菌发酵液抑菌效果的影响　５个水平装
液量对抑菌效果的影响结果如图２所示。发酵培养基的装液
量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶时，无菌发酵液的抑菌圈直径最
大，即抑菌活性最强。

２．１．３　摇床转速对无菌发酵液抑菌效果的影响　５个不同
水平的摇床转速对抑菌效果的影响如图３所示。摇床转速为
１５０ｒ／ｍｉｎ时，无菌发酵液的抑菌圈直径最大，即抑菌活性最强。

２．１．４　接种量对无菌发酵液抑菌效果的影响　不同的接种
量对抑菌效果的影响结果如图４所示。接种量为３．０％时，
无菌发酵液的抑菌圈直径最大，即抑菌活性最强。

２．１．５　发酵时间对无菌发酵液抑菌效果的影响　不同发酵
时间对抑菌效果的影响结果如图５所示。随着发酵时间的延
长，无菌发酵液的抑菌效果也随之增强，当发酵６ｄ时，无菌
发酵液的抑菌效果最好，之后抑菌效果呈下降趋势。

２．２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验筛选显著因素
在单因素试验基础上，采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计显著

因素筛选方案，对５个因素进行考察。各因素的参数、水平见
表１，试验设计与测定结果见表２。
　　对上述结果进行ｔ检验和方差分析，结果（表３）表明，置
信度大于９５％的因素被认为是显著因素。可见，５种因素影响的
显著性顺序为发酵温度＞接种量＞摇床转速＞发酵时间＞装液

表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计的因素和水平

编号 因素
水平

－１ １
Ｘ１ 发酵时间（ｄ） ６．０ ７．５
Ｘ２ 装液量（ｍＬ／２５０ｍＬ） １００ １２０
Ｘ３ 接种量（％） ３．００ ３．７５
Ｘ４ 摇床转速（ｒ／ｍｉｎ） １５０．０ １８７．５
Ｘ５ 发酵温度（℃） ３４ ３７

量。发酵温度和接种量对无菌发酵液的抑菌活性具有显著影

响，摇床转速的影响虽不显著，但影响也较大，作为进一步优

化的因素。装液量和发酵时间对结果的影响较小，选取单因

素试验中的最适值：装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，发酵时间
６ｄ。
２．３　响应面分析法优化发酵条件

选取对无菌发酵液抑菌活性影响较大的３个因素（发酵
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表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计与结果

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５
抑菌圈直径Ｙ
（ｍｍ）

１ １ －１ １ －１ －１ １９．７
２ １ １ －１ １ －１ １７．３
３ －１ １ １ －１ １ １８．５
４ １ －１ １ １ －１ １８．３
５ １ １ －１ １ １ １３．０
６ １ １ １ －１ １ １６．０
７ －１ １ １ １ －１ １９．８
８ －１ －１ １ １ １ １５．５
９ －１ －１ －１ １ １ １１．３
１０ １ －１ －１ －１ １ １６．５
１１ －１ １ －１ －１ －１ １５．８
１２ －１ －１ －１ －１ －１ １８．８

表３　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计的统计分析

项目 系数 ｔ值 Ｐ值 置信度（％）
ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ １．６７０８ ３３．９６ ０．０００ １００．０
Ｘ１ ０．００９２ ０．１９ ０．８５８ １４．２
Ｘ２ ０．００２５ ０．０５ ０．８６１ ３．９
Ｘ３ ０．１２５８ ２．５６ ０．０４３ ９５．７
Ｘ４ －０．０７４２ －１．７１ ０．１３８ ８６．２
Ｘ５ －０．１５７５ －３．２０ ０．０１９ ９８．１

温度、接种量和摇床转速）进行Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法优化，
其编码水平见表４，试验设计与测定结果见表５。

表４　响应面分析的因素和水平

因素 编码
编码水平

－１ ０ １
发酵温度（℃） Ａ ３１ ３４ ３７
接种量（％） Ｂ ３ ４ ５

摇床转速（ｒ／ｍｉｎ） Ｃ １２０ １５０ １８０

表５　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 抑菌圈直径Ｙ
（ｍｍ）

１ ０ ０ ０ ２６
２ ０ －１ １ １８
３ －１ －１ ０ １７
４ ０ １ １ ２０
５ ０ －１ －１ １９
６ ０ ０ ０ ２５
７ ０ ０ ０ ２４
８ １ ０ １ １８
９ －１ １ ０ １８
１０ １ －１ ０ １７
１１ １ １ ０ １６
１２ －１ ０ １ １９
１３ ０ １ －１ ２０
１４ １ ０ －１ １５
１５ －１ ０ －１ １７
１６ ０ ０ ０ ２５
１７ ０ ０ ０ ２８

　　根据表５的试验结果，通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５．０软件
处理确定回归方程。该试验的回归方程为：

Ｙ＝－７８４．６２＋４０．０９Ａ＋３１．１９Ｂ＋０．９１Ｃ－１６６．６７×
１０－３ＡＢ＋２．７８×１０－３ＡＣ＋８．３３×１０－３ＢＣ－５８８．８９×
１０－３Ａ２－３．３０Ｂ２－３．３９×１０－３Ｃ２。

对响应面试验结果进行方差分析，结果如表６所示。模
型在０．０５水平上回归显著（Ｐ＜０．０５），在０．０５水平上失拟
不显著（Ｐ＞０．０５），因而模型的选择是正确的。模型的决定
系数Ｒ２＝０．９３９７，表明预测值能与试验值有较高的相关度，
方程拟合良好。同时回归方程二次项 Ａ２对无菌发酵液的抑
菌活性有极显著影响（Ｐ＜０．０１），Ｂ２和Ｃ２对无菌发酵液的抑
菌活性有显著影响（Ｐ＜０．０５）。

表６　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验结果方差分析

方差来源 调整配方和 自由度 调整均方差 Ｆ值 Ｐ值
模型 ２３２．８１ ９ ２５．８７ １２．１１ ０．００１７
Ａ ３．１３ １ ３．１３ １．４６ ０．２６５７
Ｂ １．１３ １ １．１３ ０．５３ ０．４９１５
Ｃ ２．００ １ ２．００ ０．９４ ０．３６５４
ＡＢ １．００ １ １．００ ０．４７ ０．５１５８
ＡＣ ０．２５ １ ０．２５ ０．１２ ０．７４２３
ＢＣ ０．２５ １ ０．２５ ０．１２ ０．７４２３
Ａ２ １１８．２７ １ １１８．２７ ５５．３８ ０．０００１
Ｂ２ ４５．８５ １ ４５．８５ ２１．４７ ０．００２４
Ｃ２ ３９．１７ １ ３９．１７ １８．３４ ０．００３６
残项 １４．９５ ７ ２．１４
失拟项 ５．７５ ３ １．９２ ０．８３ ０．５４１３
误差 ９．２０ ４ ２．３０
总离差 ２４７．７６ １６

　　注：Ｒ２＝０．９３９７，变异系数ＣＶ＝７．２６％，ＡｄｊＲ２＝０．８６２１，Ｐｒｅｄ

Ｒ２＝０．５７０７。

　　通过上述多元回归方程作３组响应面和等高线图，结果
见图６。由图６－ａ可以看出，当发酵温度由低到高逐渐变
化，接种量也由低到高逐渐变化时，抑菌圈直径呈现先上升后

下降的趋势；由图中等高线形状接近圆形可知，发酵温度和接

种量对抑菌圈直径影响的交互作用不显著。由图６－ｂ可以
看出，当发酵温度由低到高逐渐变化，摇床转速也由低到高逐

渐变化时，抑菌圈直径呈现先上升后下降的趋势；由图中等高

线形状接近圆形可知，发酵温度和摇床转速对抑菌圈直径影

响的交互作用不显著。由图６－ｃ可以看出，当接种量由低到
高逐渐变化，摇床转速也由低到高逐渐变化时，抑菌圈直径呈

现先上升后下降的趋势；由图中等高线形状接近圆形可知，接

种量和摇床转速对抑菌圈直径影响的交互作用不显著。

２．４　模型验证试验
根据响应面优化回归方程求得解淀粉芽孢杆菌 ＮＣＰＳＪ７

发酵产胞外抗菌物质的最适发酵条件为发酵温度３３．８２℃，
接 种 量 ４．０６％，摇 床 转 速 １５２．４６ ｒ／ｍｉｎ，装 液 量
１００ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，发酵时间６ｄ，预测的最大抑菌圈直
径为２５．６５ｍｍ。

为了方便试验，选取发酵温度３４℃、接种量４．０６％、转
速１５５ｒ／ｍｉｎ、装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶、发酵时间６ｄ，
作３组平行，进行验证试验。结果抑菌圈直径的平均值为
２５．３０ｍｍ，接近预测值，说明该模型能够较好地预测发酵液
抑菌活性情况。

３　讨论与结论

本试验对解淀粉芽孢杆菌 ＮＣＰＳＪ７产胞外抗菌物质的发
酵条件进行了优化。首先采用单因素试验优化了发酵温度、

装液量、接种量、摇床转速和发酵时间这５个因素，在此基础
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上采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计筛选出发酵温度、接种量和摇
床转速这３个较显著因素，然后通过响应面法研究了各显著
因素及其交互作用对发酵产抗菌物质的影响。通过对试验结

果进行分析，建立了解淀粉芽孢杆菌 ＮＣＰＳＪ７无菌发酵液的
抑菌圈直径与发酵温度、接种量和摇床转速这３个较显著因
素的多项式模型，并确定了最适发酵条件：发酵温度

３３．８２℃，接种量 ４．０６％，摇床转速 １５２．４６ｒ／ｍｉｎ，装液量
１００ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，发酵时间６ｄ，预测的最大抑菌圈直
径为２５．６５ｍｍ。同时验证试验结果表明试验值与预测值接
近，说明该模型能够较好地反映实际发酵情况，可用于预测发

酵液抑菌圈直径与发酵条件的关系。

对于拮抗菌ＮＣＰＳＪ７，本试验只是从发酵条件方面进行了
优化，培养基的组成、发酵液中主要抗菌物质的组成、分子结

构等均未进行研究。同时如果能够对发酵过程中产生抗菌活

性物质的中间代谢产物、关键酶等进行调控，或者将菌种进行

基因改造，将有望获得更高的抑菌活性，这对拮抗菌剂的产业

化生产和应用具有重大意义。
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　　摘要：农作物物候期是作物对气候变化响应的重要指标，也是提高区域农业管理水平的重要参数；遥感技术的发
展为大面积提取农作物物候期提供了有效的技术途径。利用２０１０年ＭＯＤＩＳＮＤＶＩ序列提取江苏省冬小麦关键物候
期的方法，首先采用非对称高斯函数、双Ｌｏｇｉｓｔｉｃ函数对ＮＤＶＩ时序曲线进行拟合，进而采用动态阈值法确定冬小麦物
候期，并利用观测数据对提取结果进行验证。结果表明，就冬小麦返青期、抽穗期、成熟期的提取而言，双Ｌｏｇｉｓｔｉｃ函数
拟合方法略优于非对称高斯函数拟合方法，利用前一种拟合方法提取的返青期、抽穗期、成熟期与观测数据比较的均
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　　物候是指自然界中的生物受气候和其他环境因素的影响
而出现的以年为准周期的自然现象［１］，农作物的物候期则是

指农作物达到关键生育期所对应的日期［２］。农作物物候的

变化反映了气候变化对农作物生长发育的影响，是气候变化

对农业生态系统影响的指标之一［３－８］，因此成为全球气候变

化研究的热点问题之一［９］。

作物物候信息可以通过田间观测、积温预测和遥感监测

等多种途径获得。但是田间观测方法不仅费时费力，而且代

表的面积有限［１０］；积温预测方法需要播种日期、逐日气温以

及某一生育期所需积温等信息［１０］。因此，这２种方法的大面
积应用受到一定的限制。遥感技术的发展为大面积监测作物

物候提供了崭新的手段［１１］，基于遥感信息计算的植被指数能

够在大范围内较精确地反映植被绿度、光合作用和生长的季

节和年际变化，因而被广泛应用于植被监测、分类和物候分析

中［１２］。目前常用于物候监测的植被指数有归一化植被指数

（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＮＤＶＩ）、增强植被指数（ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＥＶＩ）等。有研究认为，ＮＤＶＩ作为指示地面
生长季节开始和结束的遥感指标具有比较稳定的特点［１３］，因

此国内外很多学者利用ＮＤＶＩ时序数据对作物物候及其时空
变化进行了研究。如Ｓｅｈｇａｌ等利用１９８１—２００１年ＮＯＡＡ－
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