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　　摘要：以玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３为发酵菌株，采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计、最陡爬坡试验、中心复
合试验设计和响应面分析法，以抗生素产量为响应值，对其发酵培养基进行优化。首先，采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计
筛选出具有正显著效应的花生饼粉和玉米浆。其次，通过最陡爬坡试验逼近最大响应区域。最后，采用中心复合试验

对这２个因素进行优化。最终确定发酵的最适培养基含量配方为葡萄糖２％，可溶性淀粉１％，花生饼粉４．９６％，玉米
浆２．６６％，氯化钠０．４％，碳酸钙０．３％，磷酸二氢钾０．０２％。优化后发酵培养基抗生素产量为２０３０．６ｍｇ／Ｌ，比优化
前的７７１．９ｍｇ／Ｌ提高了１．６３倍。
　　关键词：玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３；发酵；抗生素；响应面分析
　　中图分类号：Ｓ４７６＋．８　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１０－０１００－０３

收稿日期：２０１６－０２－２６
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１５７２０５０）；河北省中药材产业
技术体系（编号：１００４０２９）。

作者简介：韩　兴（１９９０—），男，河北石家庄人，硕士研究生，主要从
事天然产物农药研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１５１００２０１５２６＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：赤国彤，硕士，教授，硕士生导师，主要从事农药剂型加工

研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｉｇｕｏｔｏｎｇ＠１２６．ｃｏｍ；刘大群，博士，教授，博士生导
师，主要从事植物病理学研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｄｑ＠ｈｅｂａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　玫瑰黄链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｓｅｏｆｌａｖｕｓ）Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－
９３－６３是从马铃薯疮痂病自然衰退土壤中分离到的１株对多
种植物病原菌具有抑制作用的拮抗链霉菌［１］。通过研究发现，

该菌及其次生代谢产物对不同致病力的棉花黄萎病菌都有很

强的抑制作用，可以导致黄萎病菌菌丝变形，并伴随有溶菌作

用［２－３］。温室及大田试验结果表明，其发酵液对棉花黄萎病有

较好的田间防效［３］。赵志泉等从玫瑰黄链霉菌 Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－
９３－６３发酵液中分离得到抑制棉花黄萎病菌的抗生素，并对
其性质和结构进行了分析，但并未明确其具体结构［４］。张艳对

玫瑰黄链霉菌Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３的发酵培养基和发酵条件
进行了研究，筛选出了较适宜的发酵培养基［５］。

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ法基于不完全平衡块原理，能从众多变
量中快速筛选出最为重要的因素［６］。响应面方法（ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，ＲＳＭ）能将试验设计和数学建模联合起
来，通过局部试验回归拟合因素与结果间的全局函数关系［７］，

得到准确有效的试验结论。本试验在前期试验研究基础上，以

抗生素产量为目标响应值，通过一系列统计学方法，改良发酵

培养基的组分含量，以期提高发酵过程中抗生素的产量。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　玫瑰黄链霉菌 Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３菌
株，由河北农业大学植物保护学院分子植物病理学和植物病

害生物防治实验室保存。

１．１．２　培养基　ＰＤＡ培养基；初始发酵培养基含量配方：葡
萄糖２．４％，可溶性淀粉 ０．８％，花生饼粉 １．５％，玉米浆
０８％，氯化钠０．４％，碳酸钙０．３％，磷酸二氢钾０．０２％。
１．２　试验方法
１．２．１　发酵培养

将玫瑰黄链霉菌 Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－９３－６３在 ＰＤＡ培养基上
培养１４ｄ至孢子发育成熟，将孢子刮下，制成孢子悬浮液，调
整孢子浓度为５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，向装有１００ｍＬ发酵培养基的
５００ｍＬ三角瓶中接入 ２００μＬ孢子悬浮液，在 ３０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ的摇床上振荡培养５ｄ。
１．２．２　抗生素标准曲线绘制　准确称取０．０１０３ｇ抗生素标
准品，抗生素提取方法参照赵志泉等的方法［４］。加８０％乙醇
溶解，容量瓶中定容至５０ｍＬ，得浓度为０．２０６ｍｇ／ｍＬ的抗生
素溶液，梯度稀释 ８、１０、１２、１４、１６、３２、６４倍至浓度分别为
００２５８、０．０２０６、０．０１７２、０．０１４７、０．０１２９、０．００６４、
０．００３２ｍｇ／ｍＬ，测定不同浓度溶液在３６３ｎｍ处的吸光度，绘
制标准曲线。

１．２．３　抗生素含量测定方法　玫瑰黄链霉菌 Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－
９３－６３所产生的抗生素不溶于水，即存在于发酵液的沉淀中。
将发酵液摇匀，取５ｍＬ发酵液，加入２０ｍＬ乙醇，振荡混匀，此
时抗生素即溶于液相（含有８０％乙醇）中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，将上清液稀释４０倍，紫外分光光度计测其在３６３ｎｍ处
的吸光度，即为响应值。代入标准曲线中计算浓度。

１．２．４　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）试验　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８．０．６．１软件，选取ｎ＝１２的 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计，对
初始发酵培养基中７个组分进行考察，试验因素和水平见表
１，试验设计见表２。每个试验点重复３次，取平均值。
１．２．５　最陡爬坡试验　对 ＰＢ试验筛选出的关键因素进行
最陡爬坡试验，根据因素的系数正负及大小确定爬坡方向和

步长，正因素增加用量，负因素减少用量［８］。使关键因素浓
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表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验因素与水平

因素
水平

－１ ＋１
Ａ：葡萄糖含量（％） ２ ６
Ｂ：可溶性淀粉含量（％） １ ３
Ｃ：花生饼粉含量（％） ２ ６
Ｄ：玉米浆含量（％） １ ３
Ｅ：ＮａＣｌ含量（％） ０．４ １．２
Ｆ：ＣａＣＯ３含量（％） ０．３ ０．９
Ｇ：ＫＨ２ＰＯ４含量（％） ０．０２ ０．０６

表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｄ３６３ｎｍ
１ －１ １ １ １ －１ －１ －１ ０．５５０３
２ －１ １ １ －１ １ １ １ ０．４２１０
３ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ０．２８１９
４ １ －１ １ １ １ －１ －１ ０．５７４４
５ －１ １ －１ １ １ －１ １ ０．４１２０
６ １ １ １ －１ －１ －１ １ ０．５００６
７ －１ －１ －１ １ －１ １ １ ０．５２９１
８ １ －１ １ １ －１ １ １ ０．６２１３
９ １ １ －１ －１ －１ １ －１ ０．３４２０
１０ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ０．３３０６
１１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ０．４２４２
１２ １ １ －１ １ １ １ －１ ０．４６２０

度最大限度靠近极大响应值区域。试验设计如表３所示，每
个试验点重复３次，取平均值。

表３　最陡爬坡试验设计与结果

试验号 花生饼粉含量（％）玉米浆含量（％） Ｄ３６３ｎｍ
１ ４ ２ ０．５１６９
２ ６ ３ ０．５５０５
３ ８ ４ ０．３２２４
４ １０ ５ ０．２６４１

１．２．６　中心复合试验设计　根据 ＰＢ试验得到的显著影响
因子和最陡爬坡试验确定的中心点，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８．０．６．１软件设计中心复合试验。试验的因素和水平见表４，
试验设计见表５。每个试验点重复３次，取平均值。

表４　中心复合试验因素与水平

因素
水平

－α －１ ０ ＋１ ＋α
花生饼粉含量（％） ３．１７ ４ ６ ８ ８．８３
玉米浆含量（％） １．５９ ２ ３ ４ ４．４１

１．２．７　最优发酵培养基验证　根据中心复合试验和响应面
分析得到的最优发酵培养基，以初始培养基为对照，进行发酵

验证试验，重复５次，求其平均值。

２　结果与分析

２．１　抗生素标准曲线的绘制
　　以抗生素浓度为横坐标（ｘ），３６３ｎｍ处的吸光度为纵坐
标（ｙ）作图（图１），得到线性回归方程ｙ＝５０．８４４ｘ＋０．０５０６，
ｒ＝０．９９９５，在所测浓度范围内线性关系良好。
２．２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计与结果

ＰＢ试验结果和方差分析分别如表２、表６所示，模型确

表５　中心复合试验的设计及结果

试验号 Ｃ：花生饼粉含量 Ｄ：玉米浆含量 Ｄ３６３ｎｍ
１ ０ １．４１４ ０．４０７９
２ ０ ０ ０．５５５７
３ ０ ０ ０．５３９１
４ ０ －１．４１４ ０．５４６５
５ ０ ０ ０．５３９５
６ －１ １ ０．５２２７
７ ０ ０ ０．５５８４
８ －１ －１ ０．５２５３
９ １ １ ０．３０４２
１０ －１．４１４ ０ ０．５２０１
１１ ０ ０ ０．５４５９
１２ １ －１ ０．４０８７
１３ １．４１４ ０ ０．３０７６

定系数Ｒ２＝０．９６９７，校正后的确定系数 Ｒ２ａｄｊ＝０．９１６６，表明
模型拟合较好。Ｐ＝０．００６９＜０．０１，表明该回归方程显著。
试验考察的７个因素中，花生饼粉含量和玉米浆含量对抗生
素产量的影响远远大于其他因素，且达到极显著水平，因此选

择这２个因素进一步进行优化。
表６　各因素效应值及显著性分析

变量编码 因素 效应系数 Ｆ值 Ｐ值
模型 ０．４５０ １８．２７ ０．００６９

Ａ 葡萄糖含量 ０．０１８ ４．１０ ０．１１２８
Ｂ 可溶性淀粉含量 －０．００６ ０．４９ ０．５２０８
Ｃ 花生饼粉含量 ０．０６１ ４９．０６ ０．００２２

Ｄ 玉米浆含量 ０．０７１ ６５．５６ ０．００１３

Ｅ ＮａＣｌ含量 －０．０１７ ３．６８ ０．１２７４
Ｆ ＣａＣＯ３含量 ０．０１２ ２．０４ ０．２２６２
Ｇ ＫＨ２ＰＯ４含量 ０．０１５ ２．９４ ０．１６１６

　　注：“”表示Ｐ＜０．０１，影响极显著。

２．３　最陡爬坡试验设计与结果
由表６可知，花生饼粉含量和玉米浆含量都为正效应，效

应系数分别为０．０６１和０．０７１，根据这２个因素的效应大小确
定爬坡步长，其他不显著因素均取低水平，试验设计与结果如

表３所示。由表３可知，Ｄ３６３ｎｍ最大值出现在第 ２组试验附
近，因此将其作为后续中心复合试验的中心点。

２．４　中心复合试验设计与结果
试验共设１３个试验点，其中包括８个析因点和５个中心

点，对试验结果进行二次二元回归拟合，得到回归方程 Ｙ＝
０５５０－０．０７９Ｃ－０．０３８Ｄ－０．０２５ＣＤ－０．０６８Ｃ２－０．０３７Ｄ２，模
型Ｒ＝０．９８５４，表明模型拟合良好，对回归方程进行方差分
析，Ｐ＜０．０００１，模型极显著，失拟项 Ｐ＝０．０７８７不显著，说
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明模型有意义，因此可用此模型分析预测响应值。同时，由表

７可知，交互项ＣＤ的Ｐ＝０．０１０５，达到显著水平，说明花生饼
粉含量和玉米浆含量存在一定的交互作用，响应曲面及等高

线图如图２所示，响应曲面存在极值点。
　　以３６３ｎｍ处紫外吸光度最大即抗生素产量最大为目标，
利用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件对回归方程求解极大值，得
到最终优化结果为花生饼粉含量 ４．９６％，玉米浆含量
２６６％。在最佳优化条件下预测的最佳响应值为０．５７４７。
２．５　最优条件验证

为了验证预测值，按照优化后的条件进行验证试验，结果

如表８所示。优化后Ｄ３６３ｎｍ为０．５６６８与预测值０．５７４７非常
接近，可见该模型能很好地预测发酵过程中抗生素的产量。

将Ｄ３６３ｎｍ代入标准曲线中，并按照稀释浓度计算，可得优化后
抗生素产量为２０３０．６ｍｇ／Ｌ，比优化前的７７１．９ｍｇ／Ｌ提高了

表７　中心复合试验结果的方差分析

变量 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ
模型 ０．１０００ ５ ０．０２０ ９４．５４ ＜０．０００１

Ｃ ０．０５１０ １ ０．０５１ ２３３．０８ ＜０．０００１

Ｄ ０．０１１０ １ ０．０１１ ５３．００ ０．０００２

ＣＤ ０．００２６ １ ０．００３ １１．９８ ０．０１０５

Ｃ２ ０．０３２０ １ ０．０３２ １４９．６０ ＜０．０００１

Ｄ２ ０．００９３ １ ０．００９ ４２．９７ ０．０００３

残差 ０．００１５ ７ ０．０００
失拟项 ０．００１２ ３ ０．０００ ４．９３ ０．０７８７
纯误差 ０．０００３ ４ ０．０００
总离差 ０．１０００ １２

　　注：“”表示Ｐ＜０．０５，影响显著；“”表示 Ｐ＜０．０１，影响极
显著。

１．６３倍。

表８　模型验证试验结果

试验组
Ｄ３６３ｎｍ

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均值

初始培养基 ０．２４２９ ０．２３９５ ０．２４３４ ０．２５１０ ０．２５７４ ０．２４６８
优化后培养基 ０．５６６６ ０．５５９７ ０．５７３５ ０．５７０１ ０．５６４２ ０．５６６８

３　结论与讨论

玫瑰黄链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｓｅｏｆｌａｖｕｓ）Ｍｅｎ－ｍｙｃｏ－
９３－６３对棉花黄萎病有较强的抑制作用，但利用发酵液进行
生物防治在成本、运输、保存等方面存在诸多不便，因此，从发

酵液中提取分离得到抗生素尤为必要，而发酵培养基对抗生

素的代谢合成有着重要影响［９］。因此本试验通过改良发酵

培养基来获得更高的抗生素产量。

响应面法作为一种统计学方法，近年来已被广泛应用于

生物领域［１０－１３］，特别是发酵行业，相对于正交试验只能对单

个孤立的试验点进行分析，响应面法在试验条件寻优过程中

可以连续地对试验的各个水平进行分析，因而可以得到更为

准确的最优条件。

本试验利用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计从初始发酵培养
基中筛选出花生饼粉含量和玉米浆含量２个影响抗生素产量
的主要因素。在此基础上，通过最陡爬坡试验找到其最优值

区域，在花生饼粉含量为６％、玉米浆含量为３％附近。并以
此为中心复合试验设计的中心点，用响应曲面分析法确定花

生饼粉含量和玉米浆含量的最佳因素水平分别为 ４．９６％、
２６６％。最后按照响应面优化的培养基进行验证试验，得到
实际抗生素产量为２０３０．６ｍｇ／Ｌ，与模型预测值非常接近，并
且，相对于初始发酵培养基的 ７７１．９ｍｇ／Ｌ，抗生素产量提高
了１．６３倍。
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氮镉交互作用下石灰对白菜的影响

李素霞，莫小荣，覃雪梅，张继红
（钦州学院资源与环境学院，广西钦州５３５０００）

　　摘要：对湖北省武汉市城郊黄陂熟地蔬菜基地典型潮土进行盆栽模拟试验，研究氮镉交互作用下１ｋｇ土分别施
入石灰１、２、４ｇ对白菜物理性状、品质、土壤酶活性的影响。结果表明，石灰用量为１ｇ／ｋｇ土时，白菜株高、单株质量、
根长、叶绿素含量、维生素Ｃ含量显著高于不施石灰处理（对照）（Ｐ＜０．０５），白菜硝酸盐、镉含量显著低于对照（Ｐ＜
０．０５），土壤酸性磷酸酶、蛋白酶活性较明显高于对照，对蔗糖酶活性的影响不明显。白菜—土壤系统内氮镉交互作
用下施入石灰，能有效降低白菜镉与硝酸盐的累积量，改善白菜品质，有效提高部分土壤酶的活性。
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　　随着现代工农业的发展，“三废”排放及大量施用化肥农
药导致城郊菜地污染日趋严重。镉是被公认的农田主要重金

属污染物质之一，同时，随着化肥的施用，菜地土壤普遍呈现

氮素的富营养化。菜地土壤—蔬菜系统氮镉复合污染在前期

研究中的成果较为显著，植物修复、双氰胺修复、有机质修复

等对土壤均有一定的效果［１－３］，但也存在一些不足。石灰具

有成本低廉、操作简单等特点，石灰对单一重金属污染土壤的

修复尤其是对镉的修复效果较为显著，受到越来越多研究者

的关注［４］，石灰对复合重金属污染土壤的修复研究相对较

多［５－９］，但石灰对重金属与氮交互作用的修复还很鲜见。本

试验通过研究石灰对湖北省武汉市城郊土壤氮镉交互作用的

修复效果，为石灰在重金属与富营养化因子复合污染治理的

应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
上海青白菜于２０１３年５月２２日上午植入盆中，生长期

为５月２２日至６月２１日，６月２１日收获。试验盆栽土壤取
自武汉城郊黄陂熟地蔬菜基地，为潮土，ｐＨ值为７．３４，有机
质含量为 ２３．２６ｇ／ｋｇ，速效磷、碱解氮、有效镉含量分别为
２５．１５、９０．０、０．２７ｍｇ／ｋｇ，黏粒质地５２．５％。石灰为分析纯，
含Ｃａ（ＯＨ）２９５．５２％，氨水沉淀物０．２７％，全镉未检出。
１．２　试验设计

土壤风干，过５ｍｍ筛；按１ｋｇ土分别添加石灰０、１、２、
４ｇ／ｋｇ与土进行混合，并分别以ＣＫ、处理１、处理２、处理３表
示；装盆，每盆５ｋｇ混合土，重复３次；蒸馏水浇灌，使其达到
田间持水量的６０％～７０％；平衡培养１周，各处理的ｐＨ值分
别为７．３３、７．７６、７．８３、８．３８，每盆播种１５粒；待幼苗稳定，定
植８株／盆。在土与石灰混合的同时，一次性施入底肥，即施
入Ｐ２Ｏ５０．２ｇ／ｋｇ、Ｋ２Ｏ０．３ｇ／ｋｇ、Ｎ０．２ｇ／ｋｇ（以纯氮计，尿素
为氮源）、Ｃｄ２．０ｍｇ／ｋｇ（以纯镉计，以 ３ＣｄＳＯ４·８Ｈ２Ｏ为镉
源）。

１．３　测定内容和方法
白菜收获前，准确量取根部到最长叶尖的距离，即为株

高，每个植株取２～３张叶片用仪器直接测定叶绿素含量；白
菜收获后，称取其鲜质量，取平均值。参照鲍士旦等的方

法［１０－１４］，分别测定白菜维生素Ｃ、可溶性糖、硝酸盐、镉含量，
土壤硝酸盐、镉含量及土壤蔗糖酶、酸性磷酸酶、蛋白酶的

活性。
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