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　　摘要：研究了１株产蓝色素的链霉菌Ｄ２０１３的发酵条件。在单因素试验（发酵温度、发酵时间、接种量、起始 ｐＨ
值、装液量等因素）的基础上，以正交试验优化发酵条件。结果表明，链霉菌Ｄ２０１３产蓝色素的最优发酵条件为：发酵
时间８ｄ、发酵温度 ３０℃、接种量 ８％、装液量 １００ｍＬ／２５０ｍＬ、起始 ｐＨ值为 ７．６，在此条件下，蓝色素的产量可
达 ７４．８Ｕ／ｍＬ。
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　　目前，随着合成色素在食品和化妆品等领域引起的安全
问题不断被报道，以及对合成色素毒性认识的不断加深，许多

合成色素已被禁止用于食品、化妆品等领域，使得相关企业不

得不寻求无毒或低毒的色素代替 “有毒色素”的应用。

天然色素具有无毒、无害及对人体有益等优点［１］，将逐

步取代合成色素的应用。现在，市场对天然色素的需求逐渐

增大，如何获得大量的天然色素以满足市场需求已成为色素

领域的研究热点。微生物色素作为一种天然色素，不仅具有

天然色素的着色功能，大多数微生物色素还具有保健价值和

药用价值［２－７］。另外，微生物色素的生产不受资源、季节等的

限制，制取工艺简单，成本相对较低，必将成为天然色素的主

要来源之一。目前，利用微生物生产的天然色素种类较多、色

系较齐［８－１０］，但通过发酵法生产的天然蓝色素却十分罕

见［１１－１２］，因此研究微生物发酵产蓝色素有重要的研究价值和

现实意义。

本试验以链霉菌Ｄ２０１３为试验菌株，通过单因素试验和
正交试验对其产蓝色素的发酵条件进行研究，以期为进一步

开发该菌株产蓝色素提供基础研究。

１　材料与方法

１．１　菌种与培养基
１．１．１　菌种　链霉菌Ｄ２０１３，来源于四川理工学院生物工程
学院实验室。

１．１．２　种子培养基和发酵培养基　均采用高氏１号液体培
养基［１３］。

１．２　主要仪器与设备
ＳＫＹ－２１０２Ｃ恒温培养振荡器（上海苏坤实业有限公

司），ＧＺ－２５０－ＨＳⅡ恒温恒湿培养箱（韶关市广智科技设备
有限公司），ＵＶ７５９Ｓ紫外可见光分光光度计（上海宜有电子
科技有限公司）。

１．３　种子的制备
挑取适量链霉菌 Ｄ２０１３孢子，接种于种子培养基中，

３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ，培养２４ｈ后，作为种子。
１．４　蓝色素产量的测定方法［１２］

（１）蓝色素相对效价单位定义：１ｍＬ发酵液所提取的蓝
色素，在ｐＨ值为９．０及在５７６ｎｍ的波长下测定吸光度，将Ｄ
值０．１定义为１个色素效价相对单位（Ｕ／ｍＬ），简称色价。

（２）蓝色素产量的测定方法：将发酵液以８０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ后取上清。调ｐＨ值至９．０，再用ｐＨ值为９．０的水
溶液定容至原发酵体积，测定Ｄ５７６ｎｍ值，计算色价。本研究所
测色素为胞外蓝色素。

１．５　发酵条件的研究［１４－１７］

本试验以高氏１号培养基作为发酵培养基。通过单因素
试验，研究发酵时间、发酵温度、装液量、接种量和发酵起始

ｐＨ值等因素对 Ｄ２０１３产蓝色素的影响，在单因素试验的基
础上，采用正交试验对发酵条件进行优化。

２　结果与分析

２．１　发酵温度对Ｄ２０１３产蓝色素的影响
在接种量为 １０％、发酵起始 ｐＨ值为 ７．２、发酵时间为

９ｄ、装液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ的条件下，发酵温度分别控制
为２１、２４、２７、３０、３３、３６、３９℃，进行发酵试验，结果见图１。

　　由图１可知，发酵温度在２１～３０℃内，蓝色素的产量随
着温度的升高而增加；当发酵温度为３０℃时，蓝色素的产量
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最高；发酵温度超过３０℃后，蓝色素的产量明显下降。原因
可能是温度不但影响链霉菌的生长和代谢途径，同时还可能

影响发酵培养基的理化性质（营养浓度、ｐＨ值等）及所产蓝
色素的稳定性，故发酵的最适温度为３０℃。
２．２　发酵时间对Ｄ２０１３产蓝色素的影响

在发酵温度为３０℃、发酵起始 ｐＨ值为７．２、接种量为
１０％、装液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ的条件下，发酵时间分别控制
为２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２ｄ，进行摇瓶发酵，结果见
图２。

　　由图２可知，发酵时间在２～８ｄ内，蓝色素的产量随着
发酵时间的增加而增加；当发酵时间为８ｄ时，蓝色素的产量
最高；发酵时间超过８ｄ后，蓝色素的产量不但没有增加，反
而有下降的趋势。原因在于发酵的前期，蓝色素的产量与链

霉菌生长有关，随着发酵时间的增加蓝色素的产量不断增加；

随着发酵时间的延长，在发酵的后期，由于营养物质的大量消

耗，菌体不再产蓝色素，代谢产生的蓝色素可能在自身酶的作

用下发生降解或转变为其他物质，从而使蓝色素产量减少，故

最适发酵时间确定为８ｄ。
２．３　接种量对Ｄ２０１３产蓝色素的影响

在发酵温度为３０℃、发酵起始ｐＨ值为７．２、发酵时间为
９ｄ、装液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ的条件下，接种量分别控制为
２％、４％、６％、８％、１０％、１２％、１４％进行发酵试验，结果见
图３。

　　由图３可知，接种量在２％ ～８％内，蓝色素的产量随着
接种量的增大而增加；当接种量为８％时，蓝色素的产量最
高；接种量超过８％后蓝色素的产量显著下降。原因在于，接
种量的大小将决定微生物的生长繁殖速度，会影响代谢产物

的生成［１５］；接种量过小，菌体的调整期长，发酵周期延长，影

响发酵效率；接种量过大，营养物质消耗快，培养液的理化因

子变化快，不利于蓝色素产生，故最适接种量应为８％。
２．４　装液量对Ｄ２０１３产蓝色素的影响

在２５０ｍＬ的摇瓶中，装液量分别为２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０、９０、１００、１１０、１２０ｍＬ的条件下，接种量控制为１０％、发酵
温度为３０℃、发酵起始ｐＨ值为７．２、发酵时间９ｄ，进行摇瓶
发酵试验，结果见图４。

　　由图４可知，装液量在２０～１００ｍＬ内，蓝色素的产量随
着装液量的增加而增加；当摇瓶装液量为１００ｍＬ时，蓝色素
的产量最高；装液量超过１００ｍＬ后，蓝色素的产量有下降的
趋势。这是由于装液量少，营养物质含量少、发酵容积小，影

响了蓝色素的产量；然而随着装液量的增加，溶氧量减小，不

利于蓝色素的产生；故在２５０ｍＬ的摇瓶中，发酵的最佳装液
量为１００ｍＬ。
２．５　发酵起始ｐＨ值对Ｄ２０１３产蓝色素的影响

在接种量为１０％、发酵温度为３０℃、发酵时间为９ｄ、装
液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ的条件下，将发酵起始 ｐＨ值 分别调
至５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．２、７．４、７．６、７．８、８．０、８．２进行发
酵试验，结果见图５。

　　由图５可知，发酵起始ｐＨ值在５．０～７．６内，蓝色素产量
随ｐＨ值增大而增加；当ｐＨ值为７．６时，蓝色素的产量最高；
ｐＨ值超过７．６后，蓝色素的产量明显下降。这是由于 ｐＨ值
不仅可以影响链霉菌的生长，还可能影响蓝色素的稳定性；

ｐＨ值会影响菌株代谢所需酶的活性，ｐＨ值过低或过高都不
利于菌体生长，从而影响蓝色素的产量，故发酵的最适起始

ｐＨ值为７．６。
２．６　正交试验

在单因素研究结果基础上，按表１安排５因素４水平的
正交试验［１８］，优化发酵条件。

　　由表２可知，５个因素对Ｄ２０１３产蓝色素的影响的主次
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表１　链霉菌Ｄ２０１３产蓝色素发酵条件正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：发酵
时间（ｄ）

Ｂ：发酵
温度（℃）

Ｃ：接种
量（％）

Ｄ：装液
量（ｍＬ）

Ｅ：起始
ｐＨ值

１ ７ ２７ ６ ８０ ７．４
２ ８ ３０ ８ ９０ ７．６
３ ９ ３３ １０ １００ ７．８
４ １０ ３６ １２ １１０ ８．０

为Ｄ＞Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｅ，即装液量的影响最大，接种量和发酵温
度的影响次之，发酵时间和起始 ｐＨ值的影响较小。由表３
可知，因素Ｃ和 Ｄ在统计学上有显著影响，而因素 Ａ、Ｂ和 Ｅ
没有显著影响。综合直观分析和方差分析的结果可知，发酵

条件的最佳组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３Ｅ２，即控制摇床转速为
２００ｒ／ｍｉｎ时，最优发酵条件为：发酵时间 ８ｄ、发酵温度
３０℃、接种量８％、装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ以及发酵起始 ｐＨ
值为７６，此条件下蓝色素的产量最高。
２．７　验证试验

由正交优化试验结果得知最优发酵条件的组合不在１６
个试验内，该发酵条件是否是真正最优，还需做实际验证试

验。按最优组合进行验证试验，结果见表４。
　　由表４可知，正交优化后蓝色素最低产量为７４．４Ｕ／ｍＬ，
蓝色素最高产量为 ７５．１Ｕ／ｍＬ；蓝色素的平均产量为
７４．８Ｕ／ｍＬ，与正交试验结果中的最高产量７３．１Ｕ／ｍＬ在统
计学上没有差异，由此可知正交优化的试验结果可以作为链

霉菌 Ｄ２０１３产 蓝 色 素 的 最 佳 发 酵 条 件，与 优 化 前
（５６．１Ｕ／ｍＬ）比较，蓝色素的产量提高了３３．３％。

表２　链霉菌Ｄ２０１３产蓝色素发酵条件正交试验结果

序号
发酵时

间

发酵温

度

接种

量

装液

量

起始

ｐＨ值
色价

（Ｕ／ｍＬ）
１ １ １ １ １ １ ６２．１
２ １ ２ ２ ２ ２ ５７．３
３ １ ３ ３ ３ ３ ５９．７
４ １ ４ ４ ４ ４ ２７．１
５ ２ １ ２ ３ ４ ７３．１
６ ２ ２ １ ４ ３ ４９．７
７ ２ ３ ４ １ ２ ５３．９
８ ２ ４ ３ ２ １ ３１．６
９ ３ １ ３ ４ ２ ２９．２
１０ ３ ２ ４ ３ １ ６０．９
１１ ３ ３ １ ２ ４ ２５．７
１２ ３ ４ ２ １ ３ ５５．３
１３ ４ １ ４ ２ ３ ３７．４
１４ ４ ２ ３ １ ４ ５８．３
１５ ４ ３ ２ ４ １ ４３．１
１６ ４ ４ １ ３ ２ ６７．２
Ｋ１ ２０６．２ ２０１．８ ２０４．７ ２２９．６ １９７．７
Ｋ２ ２０８．３ ２２６．２ ２２８．８ １５２．０ ２０７．６
Ｋ３ １７１．１ １８２．４ １７８．８ ２６０．９ ２０２．１
Ｋ４ ２０６．０ １８１．２ １７９．３ １４９．１ １８４．２
ｋ１ ５１．６ ５０．５ ５１．２ ５７．４ ４９．４
ｋ２ ５２．１ ５６．６ ５７．２ ３８．０ ５１．９
ｋ３ ４２．８ ４５．６ ４４．７ ６５．２ ５０．５
ｋ４ ５１．５ ４５．３ ４４．８ ３７．３ ４６．１

极差Ｒ ９．３ １１．３ １２．５ ２７．９ ５．８
因素主次 Ｄ＞Ｃ＞Ｂ＞Ａ＞Ｅ
优化方案 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３Ｅ２

表３　链霉菌Ｄ２０１３产蓝色素发酵条件正交试验方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 均方 Ｆ值 临界值 显著性

发酵时间 ２４０．２２５ ３ ８０．０７５ ３．２０９ Ｆ０．０５（３，３）＝９．２８
发酵温度 ３３３．８１０ ３ １１１．２７０ ４．４５９ Ｆ０．１（３，３）＝５．３９
接种量 ４２７．９５５ ３ １４２．６５２ ５．７１６ Ｆ０．０１（３，３）＝２９．４６ 
装液量 ２３６５．５３５ ３ ７８８．５１２ ３１．５９７ 
起始ｐＨ值 ７４．８６５ ３ ２４．９５５

表４　链霉菌Ｄ２０１３产蓝色素发酵条件验证试验结果

试验号
优化前的蓝色

素产量（Ｕ／ｍＬ）
优化后的蓝色

素产量（Ｕ／ｍＬ）

１ ５５．９ ７５．１
２ ５６．２ ７４．８
３ ５６．３ ７４．４
ｘ±ｓ ５６．１±０．２１ ７４．８±０．３５

３　结论

本试验通过单因素试验确定了发酵温度、发酵时间、装液

量、接种量、发酵起始 ｐＨ值对链霉菌 Ｄ２０１３产蓝色素的影
响，在单因素试验的基础上，以正交试验优化了链霉菌Ｄ２０１３
的发酵条件。链霉菌 Ｄ２０１３在固定的摇床转速（２００ｒ／ｍｉｎ）
下最优发酵条件为：发酵时间 ８ｄ、发酵温度 ３０℃、接种量
８％、装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ、发酵起始ｐＨ值７．６，蓝色素的平
均产量达到７４．８Ｕ／ｍＬ。
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１株高产 ＩＡＡ菌株的筛选、鉴定及对白菜的促生作用
邢芳芳，高明夫，胡兆平，李新柱

（金正大生态工程集团股份有限公司／农业部植物营养与新型肥料创制重点实验室，山东临沂２７６７００）

　　摘要：从番茄根际采集的土壤中分离筛选得到１２株产ＩＡＡ的菌株，经复筛获得１株具有较好ＩＡＡ生产能力的细
菌，其发酵２４ｈ产ＩＡＡ水平达到４８ｍｇ／Ｌ以上，将其命名为ＨＢ－１。通过对菌株ＨＢ－１的１６ＳｒＤＮＡ序列分析对该菌
进行鉴定，并将菌株ＨＢ－１进行液体发酵扩繁，将得到的发酵液冲施白菜，试验其促生作用。结果表明，该高产 ＩＡＡ
菌株为枯草芽孢杆菌。盆栽试验结果表明，菌株ＨＢ－１对白菜生长具有明显的促生作用，施加 ＨＢ－１发酵液处理的
叶绿素含量、叶片数均高于对照（ＣＫ）；ＨＢ－１发酵液处理的鲜质量、干质量与冲施清水的 ＣＫ相比都增加，鲜质量增
加 １．５４～１７．９８ｇ，增幅达 １．１６％ ～１３．５５％，差异达到显著水平，干质量增加 ０．２６～１．３２ｇ，增幅达到 ２．９７％ ～
１４９２％。其中添加发酵液１．０ｍＬ／盆的处理组效果较好，叶绿素含量比ＣＫ高５．０２％，叶片数比ＣＫ高１５．７８％，鲜质
量较空白处理增加 １７．９８ｇ，增幅达１３．５５％，差异达极显著水平，干质量平均增加１．３２ｇ，增幅达到１４．９２％。
　　关键词：ＩＡＡ；筛选；鉴定；枯草芽孢杆菌；促生作用
　　中图分类号：Ｓ１４４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０９－０４５８－０３

收稿日期：２０１５－０９－１４
基金 项 目：山 东 省 科 技 重 大 专 项 （新 兴 产 业）（编 号：

２０１５ＺＤＸＸ０５０２Ｂ０２）。
作者简介：邢芳芳（１９８２—），女，山东临沂人，硕士研究生，工程师，主
要从事新型肥料研发及其施肥研究。Ｔｅｌ：（０５３９）７１９８８０３；
Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｎｇｆａｎｇｆａｎｇ＠ｋｉｎｇｅｎｔａ．ｃｏｍ。

通信作者：李新柱，博士研究生，工程师，主要从事新型肥料研发及其

施肥研究。Ｔｅｌ：（０５３９）７１９８８０３；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｘｉｎｚｈｕ＠ｋｉｎｇｅｎｔａ．ｃｏｍ。

　　植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，简
称ＰＧＰＲ）是指能够通过分泌有益物质直接或间接促进植物
生长的细菌［１］。产生植物激素是根际促生细菌与植物相互

作用的主要机制之一。吲哚乙酸（ｉｎｄｏｌｅ３ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，简称
ＩＡＡ）是产生调节植物生长素的信号物质，是在植物体内普遍
存在的生长素物质［２］。自１９７７年科学家发现巴西固氮螺菌
能合成ＩＡＡ后，更多研究发现，土壤中约５０％以上的细菌可

以产生ＩＡＡ［３］。筛选具有产生ＩＡＡ的微生物可为促生生物肥
料的研发等提供出发菌株。

本研究对番茄根际产ＩＡＡ菌株进行分离、鉴定及盆栽促
生效果研究，以期为开发高效根际促生菌剂、生物肥料资源提

供生物学支撑。

１　材料与方法

１．１　土壤样品
在山东省寿光市采集同一区域内生长情况良好的番茄根

际范围的土壤。采样过程中，首先剥离土壤表面覆盖的凋落

物，然后剔除石块等杂物，最后使用灭菌采样铲采集 １０～
２０ｃｍ深的土壤样品装于灭菌袋中，带回实验室后置于４℃
冰箱保存，及时分离。

１．２　培养基
牛肉膏蛋白胨培养基：５．０ｇ牛肉膏，１０．０ｇ蛋白胨，
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