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　　摘要：为了优化木霉菌ＹＨＷＧ５１０２发酵培养基，以对水稻纹枯病的抑菌圈直径大小为优化的指标，在单因素试验
的基础上进行Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验和中心组合试验设计，采用响应面法建立发酵培养基的优化模型。结果表明，得
到最优培养基配方：２３．４４ｇ／Ｌ葡萄糖、２６．０７ｇ／Ｌ玉米浆、０．８１ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４。经试验验证，在此培养基条件下，木霉菌
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　　２０１６年中央一号文件《关于落实发展新理念加快农业现
代化　实现全面小康目标的若干意见》提出“加强资源保护
和生态修复，推动农业绿色发展。”因此，加强安全高效、靶向

性强、环境友好的新型生物农药的研究是现代农业发展的必

然趋势。木霉菌是一类普遍存在于土壤中的半知菌类，它作

为生防制剂具有安全无毒、不易使病原菌产生抗药性等特

点［１］。近几十年来，国内外对于木霉菌的研究还主要集中在

其生防机制方面［２－３］，市场上木霉菌制剂多以其分生孢子、厚

垣孢子及菌丝体为制剂，采用活菌制剂具有以下缺点：（１）施
用后受环境影响大、效果不稳定；（２）货架期短、运输难；（３）
培养条件严格、成本高［４－６］。所以，本研究从木霉菌培养基优

化出发，旨在尽可能提高次级代谢产物中抑菌物质的含量，利

于后续的分离纯化，以期得到更稳定、高效的新型木霉菌

制剂。

１　材料与方法

１．１　菌种
木霉菌ＹＨＷＧ５１０２、水稻纹枯病病菌，均由笔者所在课

题组保藏。

１．２　培养基
活化培养基：２００ｇ／Ｌ马铃薯，２０ｇ／Ｌ蔗糖，１５～２０ｇ／Ｌ琼

脂，ｐＨ值自然。
种子培养基：２０ｇ／Ｌ蔗糖，１１．１６ｇ／Ｌ酵母浸粉，０．５ｇ／Ｌ

Ｋ２ＨＰＯ４，１ｇ／ＬＭｇＳＯ４，ｐＨ值６．５。
发酵培养基：２０ｇ／Ｌ蔗糖，１１．１６ｇ／Ｌ酵母浸粉，０．５ｇ／Ｌ

Ｋ２ＨＰＯ４，１ｇ／ＬＭｇＳＯ４，ｐＨ值６．５。
１．３　主要试剂与仪器

琼脂粉、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、肌醇、蛋白胨、酵母

浸粉、尿素，购自国药集团化学试剂有限公司；（ＮＨ４）２ＳＯ４、
ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、ＦｅＳＯ４、ＭｇＳＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４，购自广东省汕头市西陇
化工厂；工业用玉米浆与马铃薯，市售。

电热恒温培养箱，上海跃进医疗器械厂；灭菌锅，广州市

华粤行仪器有限公司；医用净化工作台，苏州净化设备有限公

司；鼓风电热恒温干燥箱，上海试验仪器厂有限公司；真空抽

滤机，河南省予华仪器有限公司；电子天平，瑞士梅特勒 －托
利多仪器（中国）有限公司；基础分析型纯水机，青岛富勒姆

科技有限公司。

１．４　试验方法
１．４．１　菌种培养　（１）平板活化：从甘油管中将菌种接到活
化培养基上，２６℃恒温培养，培养６～７ｄ；（２）种子液培养：在
５００ｍＬ锥形瓶中装１００ｍＬ种子培养基，从平板上挑取菌落
接种于摇瓶中，培养温度２６℃，摇床转速１２０ｒ／ｍｉｎ，培养３ｄ
后进行接种发酵；（３）摇瓶发酵培养：在５００ｍＬ锥形瓶中装
１００ｍＬ发酵培养基，向培养基中接种２ｍＬ种子液，培养温度
２６℃，摇床转速１２０ｒ／ｍｉｎ。
１．４．２　木霉菌抑菌圈直径的测定　采用牛津杯法进行抑菌
试验，将发酵液经抽滤、微滤（０．４５μｍ）后取滤液，对水稻纹
枯病进行抑菌试验，根据抑菌圈直径确定抑菌能力。

１．４．３　单因素试验设计　分别对不同种类的碳源、氮源、无
机盐进行优化，配制发酵培养基，２６℃发酵培养４．５ｄ，测定
每种因素对抑菌圈直径的影响，选择最佳培养基成分。

１．４．４　响应面试验设计　（１）Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）设计试
验：利用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验从多个单因素中筛选出对抑
菌直径影响最显著的几个因素，使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件设计
试验方案，包括１１个变量（ｎ＝１１），其中９个为主要变量（葡
萄糖含量、麦芽糖含量、蔗糖含量、蛋白胨含量、玉米浆含量、

酵母浸粉含量、Ｋ２ＨＰＯ４含量、ＭｇＳＯ４含量、ＦｅＳＯ４含量），２个
为虚拟变量，分别用Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ代表以上变
量，每个变量有高（＋）、低（－）２个水平（表１）。
　　（２）最陡爬坡试验：最陡爬坡试验在ＰＢ试验中得到影响
较为显著的３类因素，并且根据 ＰＢ设计得出的一次项拟合
方程中相应变量的系数，从而确定变化梯度、爬坡方向。若变

量系数为负，则该变量水平以梯度递减的方向进行爬坡试验。
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表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验因素及水平

水平
Ａ：葡萄糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｂ：麦芽糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｃ：蔗糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｄ：蛋白胨
含量（ｇ／Ｌ）

Ｅ：玉米浆
含量（ｇ／Ｌ）

Ｆ：酵母浸粉
含量（ｇ／Ｌ）

Ｇ：Ｋ２ＨＰＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

Ｈ：ＭｇＳＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

Ｊ：ＦｅＳＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

Ｋ、Ｌ：虚
拟变量

低水平（－１） １０ １５ １５ ５ １５ ５ ０．４ ０．４ ０．０１
高水平（＋１） ２０ ２５ ２５ １０ ２５ １０ ０．６ ０．６ ０．０３

若变量系数为正，则该变量水平以梯度递增的方向进行爬坡

试验，这样就能够经济、快速地逼近最佳区域。将最陡爬坡试

验中得到的抑菌圈直径最大点作为中心组合设计的中心点来

设计试验方案。

（３）响应面法分析：经过最陡爬坡试验，逼近抑菌圈直径
最大化区域，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｌｌｎｋｅｎ原理，对经过 ＰＢ和爬坡试
验的变量进行５水平试验（－１．６８、－１、０、＋１、－１．６８），共
２０组试验，使用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件对试验结果进行分析，研
究木霉菌 ＹＨＷＧ５１０２次级代谢产物中抑菌物质量含量最高
的发酵培养基配方。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　不同种类的碳源对抑菌圈大小的影响　碳源是构成
菌体的基本骨架，是菌体生长的能量来源，通过影响菌体的呼

吸、能量供给、生长及相关代谢最终影响抗生素等次级代谢产

物的产量［７］。由图１可知，在选择的５种碳源中，葡萄糖、蔗
糖和麦芽糖对木霉菌抑菌效果的影响较为明显，其中葡萄糖

效果最好。因此，在下个阶段的 ＰＢ设计中，将葡萄糖、蔗糖
及麦芽糖作为考察因素。

２．１．２　不同种类的氮源对抑菌圈大小的影响　氮源在合成
菌体各种初级、次级代谢产物等含氮物质的过程中发挥着重

要作用，同时在发酵生产中氮源起着调节菌体的生长及生物

量的作用［８］。以上一步试验得出的最优碳源葡萄糖作为本

步试验的初始碳源。由图２可知，木霉菌不仅可以利用有机
氮源，也可利用无机氮源，玉米浆、蛋白胨和（ＮＨ４）２ＳＯ４对抑
菌圈直径影响较大，其中玉米浆效果最佳。

２．１．３　不同种类的无机盐对抑菌圈大小的影响　无机盐是
微生物生命活动中必不可少的一类营养物质，它们在机体中

的生理功能主要是作为酶的活性中心的组成部分、维持细胞

结构的稳定性等。以上述试验得出的最优碳源葡萄糖及最优

氮源玉米浆作为本步试验的初始碳源与氮源。由图３可知，
Ｋ２ＨＰＯ４对抑菌圈直径影响最为明显，这可能由于钾是合成
次级代谢产物中具有抑菌活性物质的关键元素，ＭｇＳＯ４、
ＦｅＳＯ４的抑菌圈直径次之。

２．２　响应面设计
２．２．１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计试验　通过单因素试验表明，
在木霉菌抑菌试验中，对其影响较大的９个变量为葡萄糖含
量、蔗糖含量、麦芽糖含量、玉米浆含量、蛋白胨含量、

（ＮＨ４）２ＳＯ４含量、Ｋ２ＨＰＯ４含量、ＭｇＳＯ４含量和 ＦｅＳＯ４含量，
再加上２个虚拟变量，每个变量有高（＋）、低（－）２个水平，
采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件设计试验，共计１２组试验（表２）。
使用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ对表２进行分析，得到 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ
设计方差分析结果。由表３可知，上述９个因素对抑菌圈大
小的影响程度排序为葡萄糖含量＞蔗糖含量＞麦芽糖含量＞
玉米浆含量 ＞Ｋ２ＨＰＯ４含量 ＞ＭｇＳＯ４含量 ＞ＦｅＳＯ４含量 ＞蛋
白胨含量 ＞酵母浸粉含量，其中葡萄糖含量为显著因素。该
模型Ｒ２＝０．９９９７，表示９９．９７％的试验数据可用该模型来解
释；从９个因素中选出对抑菌圈直径影响显著（Ｐ＜０．０５）的３
类因素（葡萄糖含量、玉米浆含量、Ｋ２ＨＰＯ４含量）进行下一步
优化。

２．２．２　最陡爬坡试验　根据 ＰＢ试验结果，葡萄糖含量、玉
米浆含量、Ｋ２ＨＰＯ４含量的模型方程系数为正值，进行正爬
坡。由表４可知，第４组试验方案对应的抑菌圈直径达到最
大值，以此值为中心进行响应面试验，这样响应面方程才能充

分逼近真实值。

２．２．３　响应面法分析　经过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验和爬坡
试验，确定葡萄糖含量、玉米浆含量、Ｋ２ＨＰＯ４含量的水平（表
５），利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件设计响应面试验，结果见表６。
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表２　木霉菌ＹＨＷＧ５１０２发酵培养基Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ
试验设计与结果

编号
变量

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｊ Ｋ Ｌ
抑菌直径

（ｍｍ）

１ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １８．４５
２ １ －１－１ －１ １ －１ １ １－１ １ １ ２１．０３
３ １ １－１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １８．７６
４ １ －１ １ １ －１ １ １ １－１ －１－１ ２０．３７
５ －１ －１－１ －１ －１ －１ －１ －１－１ －１－１ １４．３３
６ －１ １－１ １ １ －１ １ １ １ －１－１ １８．９３
７ １ １－１ １ １ １ －１ －１－１ １－１ ２０．５７
８ －１ １ １ －１ １ １ １ －１－１ －１ １ ２０．０３
９ －１ －１－１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ １５．８４
１０ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １－１ １ １ １９．９２
１１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １－１ ２４．５４
１２ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １－１ ２０．２９

表３　木霉菌ＹＨＷＧ５１０２发酵培养基Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ
设计方差分析结果

方差来源 Ｆ值 Ｐ值 影响程度排序

葡萄糖含量 ８４５．９７ ０．０２１９ １
麦芽糖含量 ６４５．０２ ０．０２５１ ３
蔗糖含量 ８２６．８０ ０．０２２１ ２
蛋白胨含量 ７６．６３ ０．０７２４ ８
玉米浆含量 ４９８．９７ ０．０２８５ ４
酵母浸粉含量 ２．７６ ０．３４４７ ９
Ｋ２ＨＰＯ４含量 ２７５．０９ ０．０３８３ ５
ＭｇＳＯ４含量 １６１．５４ ０．０５００ ６
ＦｅＳＯ４含量 ８０．９８ ０．０７０５ ７

表４　木霉菌ＹＨＷＧ５１０２发酵培养基最陡爬坡试验设计

编号
Ａ：葡萄糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｂ：玉米浆
含量（ｇ／Ｌ）

Ｃ：Ｋ２ＨＰＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

抑菌直径

（ｍｍ）

１ １５ ２０ ０．５ １９．３２
２ １８ ２３ ０．６ ２１．１８
３ ２１ ２６ ０．７ ２３．６４
４ ２４ ２９ ０．８ ２６．９３
５ ２７ ３２ ０．９ ２２．０３
６ ３０ ３５ １．０ １９．０４
７ ３３ ３８ １．１ １６．５２

表５　木霉菌ＹＨＷＧ５１０２发酵培养基中心组合设计试验因素与水平

编码水平

因素

Ａ：葡萄糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｂ：玉米浆
含量（ｇ／Ｌ）

Ｃ：Ｋ２ＨＰＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

－１．６８ １５．５９ ２０．５９ ０．４６
－１ １９．００ ２４．００ ０．６０
０ ２４．００ ２９．００ ０．８０
＋１ ２９．００ ３４．００ １．００
＋１．６８ ３２．４１ ３７．４１ １．１４

根据表６的数据，使用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件进行拟合，得到３
元２次回归方程：Ｙ＝－７．３４３２４＋０．２１３７８Ａ＋０．４４４１６Ｂ＋
１０．３５１３８Ｃ＋２．５０５２１×１０－３ＡＢ－０．０１１７１８ＡＣ＋
０．０７２８４２ＢＣ－６．２３８１０×１０－３ Ａ２ －０．０１０２４５Ｂ２ －
７．４２１５３Ｃ２。式中：Ｙ代表抑菌圈直径，ｍｍ；Ａ、Ｂ、Ｃ分别代表

葡萄糖、玉米浆、Ｋ２ＨＰＯ４含量，ｇ／Ｌ。根据表６的结果，运用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件对其进行方差分析和模型的显著性分析。
由表７可知：该模型的Ｐ＜０．０００１，表明该模型极显著。通过
Ｒ２来判断该模型的拟合度，Ｒ２＝０．９５２７，表明有９５．２７％的
试验数据可用此模型进行解释，进一步说明回归方程的拟合

程度较好。

表６　木霉菌ＹＨＷＧ５１０２发酵培养基响应面分析设计及试验结果

编号
Ａ：葡萄糖
含量

Ｂ：玉米浆
含量

Ｃ：Ｋ２ＨＰＯ４
含量

抑菌圈直径

（ｍｍ）

１ ０ ０ ０ ２７．０１
２ ０ ０ ０ ２７．１６
３ －１．６８ ０ ０ ２３．７２
４ ０ ０ ＋１．６８ １９．２９
５ １ １ －１ １６．４０
６ １ －１ －１ １９．３６
７ －１ １ －１ １７．０２
８ ０ ０ ０ ２６．９５
９ －１ －１ －１ ２４．０６
１０ ０ ０ ０ ２７．０５
１１ ０ －１．６８ ０ ２１．６２
１２ ０ ０ ０ ２６．９２
１３ －１ １ １ ２０．９７
１４ －１ －１ １ ２３．９０
１５ １ １ １ １８．３０
１６ ０ ０ －１．６８ １８．９４
１７ ０ ＋１．６８ ０ １９．０３
１８ １ －１ １ ２０．３９
１９ ＋１．６８ ０ ０ ２２．１７
２０ ０ ０ ０ ２６．９９

２．３　响应面优化结果的分析
由二元回归方程所得到的响应面与相应的等高线见图

４至图６。各因素交互作用对响应值抑菌圈直径（Ｒ１，单位
ｍｍ）的影响都可以由图４至图６直观地反映出来。
　　为求出培养基最佳配方，对回归方程各个变量求一阶偏
导数，解得：Ａ＝２３．４４、Ｂ＝２６．０７、Ｃ＝０．８１，此时木霉菌
ＹＨＷＧ５１０２对水稻纹枯病的抑菌圈直径达到最大值
２７．２３３７ｍｍ。同时进行试验验证，在模拟得到的最适发酵培
养基条件下，重复进行３次试验，抑菌圈直径实测平均值为
２７．１９ｍｍ，与预测值基本符合，说明响应面法对木霉菌发酵
培养基优化具有较强可靠性。因此，得到最佳培养基配方：

２３．４４ｇ／Ｌ葡萄糖、２６．０７ｇ／Ｌ玉米浆、０．８１ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４。

３　结论与展望

在单因素试验的基础上，经 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验确定
了葡萄糖、玉米浆和 Ｋ２ＨＰＯ４为主要影响因素，在此基础上，
进行最陡爬坡试验，确定最佳响应面区域，然后采用中心组合

试验设计和 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件分析计算，得到这３种因素的
最佳添加量：２３．４４ｇ／Ｌ葡萄糖、２６．０７ｇ／Ｌ玉米浆、０．８１ｇ／Ｌ
Ｋ２ＨＰＯ４。在此发酵培养基下重复进行３次验证试验，结果表
明，木霉菌ＹＨＷＧ５１０２对水稻纹枯病的抑菌圈直径实测平均
值为２７．１９ｍｍ，与未优化的培养基初始抑菌圈直径（约为
１９．１ｍｍ）相比增加约４２％。

然而此研究仅限于摇瓶发酵，很多因素（如溶氧、通气量
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表７　回归方程方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ２．８５ ９ ０．３２ ２２．３９ ＜０．０００１
Ａ：葡萄糖含量 ０．１７ １ ０．１７ １２．０９ ０．００６０
Ｂ：玉米浆含量 ０．３４ １ ０．３４ ２４．１７ ０．０００６
Ｃ：Ｋ２ＨＰＯ４含量 ０．０５２ １ ０．０５２ ３．７０ ０．０８３３
ＡＢ ０．０３１ １ ０．０３１ ２．２２ ０．１６７１
ＡＣ １．０９９×１０－３ １ １．０９９×１０－３ ０．０７８ ０．７６８１
ＢＣ ０．０４２ １ ０．０４２ ３．００ ０．１１３８
Ａ２ ０．３５ １ ０．３５ ２４．７８ ０．０００６
Ｂ２ ０．９４ １ ０．９４ ６６．８４ ＜０．０００１
Ｃ２ １．３１ １ １．３１ ９２．９６ ＜０．０００１
残差 ０．１４ １０ ０．０１４
失拟项 ０．１４ ５ ０．０２８ ４２２．１９ ＜０．０００１
误差 ３．３４０×１０－４ ５ ６．６８１×１０－５

合计 ２．９９ １９
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等）难以有效控制，下一步可以上罐分批发酵，进一步优化木

霉菌的培养条件，尽可能提高木霉菌次级代谢产物中具有抑

菌作用的物质含量，然后通过硫酸铵分级沉淀、凝胶过滤层析

以及十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
初步确定具有抑菌作用的物质［９－１０］，以期得到更稳定、高效

的新型木霉菌制剂。
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区域关键性生态用地空间划定研究
———以河北省青龙满族自治县为例

于　莉１，李　贝１，崔海宁２，周　智１，张蓬涛１
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　　摘要：由人类高强度的建设活动对生态系统的结构、功能所造成的改变大多是不可逆转的。因此，在经济飞速发
展和人地矛盾日益突出的压力下，应注重识别和保护具有重要生态服务功能的土地单元及空间，从而维护区域的生态

安全。以河北省青龙满族自治县为例，借助ＡｒｃＧＩＳ软件，采用净初级生产力（ｎｅｔｐｒｉｍａｒｙｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ，简称 ＮＰＰ）定量
指标评价方法，从土壤保持、水源涵养、生物多样性保护等３大方面，评价研究区２０１３年土地利用现状的生态系统服
务功能重要性，并在此基础上，划定其关键性生态用地空间。结果表明，研究区关键性生态用地面积为

１１３４８１．９６ｈｍ２，占全区总面积的３３．１８％，主要分布在县域东部的凤凰山乡、祖山林场、祖山镇以及县域西北部的都
山林场，它们是高强度的人类建设活动不应逾越的底线。该研究有利于区域基本生态屏障的建立，从而为建立生态保

护关键区提供依据。
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　　长期以来，我国的土地利用偏重于社会经济目的导向下
的生产、生活价值，而忽视土地的生态价值，城镇扩张将许多

具有重要生态功能的土地转化为建设用地；为满足耕地占补

平衡的要求，大量的生态用地面临农业开发的威胁［１－４］，生态

用地的过度开发导致生态调节能力下降、生态退化等严重后

果。关键性生态用地是指具有重要的生态系统服务功能，对

维护关键性生态过程具有重要意义的土地单元及空间［５］，它

是维护区域生态安全最高效的、不可替代的空间，是区域可持

续发展的基本生态保障。由人类高强度的建设活动对生态系

统的结构、功能所造成的改变大多是不可逆转的［６－８］，因此，

在经济飞速发展和人地矛盾日益突出的背景下，划分维护区

域生态安全的关键性生态用地空间，并对其进行有效保护具

有深远的现实意义。

关于关键性生态用地空间的划定，很多学者提出了各自

的方案。周锐等通过构建最小累积阻力模型，识别了平顶山

新区的生态用地格局［５］；俞孔坚等通过对地质灾害、水文、文

化遗产等进行模拟，判别了北京市关键性生态用地空间［９］；

张林波等将景观生态模型应用到生态系统服务功能价值评估

中，划定了深圳市最小生态用地空间［１０］。目前，对于维护区

域生态安全的关键性生态用地空间的研究处于初级阶段，而
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