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　　摘要：海洋解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ＧＭ－１－２菌株是在连云港海域海水中分离得到的ＧＭ－１
菌株的自发突变菌株，对白色念珠菌（Ｃａｎｉｄｉａａｌｂｉｃａｎｓ）的生长具有明显的抑制作用。为提高 ＧＭ－１－２菌株发酵液
的抑菌效果，以ＧＭ－１－２菌株发酵液的Ｄ６００ｎｍ及其无菌滤液对白色念珠菌的抑制作用为检测指标，采用单因素试验

和正交试验对其发酵培养基和发酵条件进行优化。结果表明，ＧＭ－１－２菌株生长及产生抑菌物质的适宜培养基配
方为２００．００ｇ／Ｌ马铃薯、１７．５０ｇ／Ｌ葡萄糖、１２．５０ｇ／Ｌ酵母膏、０．１２ｇ／Ｌ硫酸亚铁。最佳发酵条件：ｐＨ值为７，温度为
２８℃，摇床转速为１８０ｒ／ｍｉｎ，培养时间为３０ｈ，装液量为６０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶），种子液浓度为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ时接种
量为１０％。优化后，菌株ＧＭ－１－２的抑菌带宽度和菌体生长量均有明显提高，Ｄ６００ｎｍ由１．２２８０增加至１．６７２７，抑

菌带宽度由２０．００ｍｍ增加至３８．６７ｍｍ。
　　关键词：解淀粉芽孢杆菌；白色念珠菌；摇瓶发酵；抑菌作用；发酵条件；优化
　　中图分类号：ＴＱ９２０．６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）０８－０２９１－０５

收稿日期：２０１６－１１－１６
基金项目：江苏省科技厅（现代农业）重点研发计划（编号：

ＢＥ２０１６３３５）；江苏省连云港市科技局产业前瞻与共性关键技术项
目（编号：ＣＧ１５１３）。

作者简介：汪晶晶（１９９１—），女，江苏连云港人，硕士研究生，主要从
事抗菌海洋微生物及其代谢产物利用等研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
７６３０４１０６７＠ｑｑ．ｃｏｍ。
通信作者：暴增海，硕士，教授，研究方向为植物病害生物防治。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｂａｏｚｈ２００８＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　白色念珠菌（Ｃａｎｉｄｉａａｌｂｉｃａｎｓ）是深部真菌感染中最主要
的病源真菌，可以感染人体皮肤、黏膜、消化道及其他脏器，是

临床重要的条件致病性真菌［１－２］。近年来，白色念珠菌感染

率和对唑类药物耐药性逐年增加，而新型药物的研发较为迟

缓，开发新型抗菌化合物为白色念珠菌引发的疾病进行有效

治疗［３］，是目前亟待解决的问题。

微生物生长过程中能够产生多种抗真菌和抗细菌的代谢

产物，如酶类、脂肽、β－１，３葡聚糖酶及伊枯草菌素等，其中
部分代谢物对白色念珠菌具有明显的抑制作用［４－８］。Ｗａｎｇ
等从虎杖的根部分离到１株内生链霉菌 Ａ０９１６，它对白色念
珠菌的抑菌带宽度达１８．３ｍｍ［９］。杨胜远等从菜园土壤中分
离到１株对白色念珠菌具有抑制作用的解淀粉芽孢杆菌Ｋ６，
它对白色念珠菌的抑菌带宽度为１６．３ｍｍ［１０］。马莉等的研
究结果表明，枯草芽孢杆菌ＬＬ１８－４产生的细菌素对白色念
珠菌的抑制带宽度大于１６ｍｍ［１１］。王勇勇等从渤海湾分离
得到４株对白色念珠菌有抑制作用的真菌，其中 ＢＨ４３１菌株
发酵液具有较广泛的酸碱适应范围及耐高温特性，具有广泛

的生物活性［１２］。张辉等从土壤中筛选出对白色念珠菌具有

抑制作用的２株放线菌，并对其中１株放线菌的发酵条件进
行优化，得到该菌株的最适发酵时间为９６ｈ，发酵培养基的

ｐＨ值为７．１，温度为２９℃，转速为２２０ｒ／ｍｉｎ，最佳碳源为淀
粉，最佳氮源为玉米粉［１３］。

海洋芽孢杆菌具有生长繁殖快、代谢周期短、耐受性强、

非致病性且能够产生种类丰富、结构新颖的次级代谢产物等

特点，成为工业生产的重要菌质资源，具有广阔的应用前

景［１４－１６］。ＧＭ－１－２菌株是在江苏省连云港海域海水中分
离到的海洋解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）
ＧＭ－１菌株的自发变异菌株，该菌株及其发酵液对白色念珠
菌（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）、小麦根腐病病菌（Ｂｉｐｏｌａｒｉｓｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ）、棉
花黄萎病病菌（ＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅＫｌｅｂ）、小麦赤霉病病菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）等多种病原真菌具有明显的抑制作
用（待发表），初步研究结果表明，ＧＭ－１－２菌株具有良好的
开发应用前景。本试验以白色念珠菌为指示菌，采用单因素

试验和正交试验对变异菌株ＧＭ－１－２摇瓶发酵的最适培养
基成分和发酵条件进行优化，旨在为该菌株的大规模发酵工

艺研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
海洋解淀粉芽孢杆菌 ＧＭ－１－２菌株，由ＧＭ－１菌株变

异而来，指示菌为白色念珠菌，均由笔者所在实验室保存。

１．２　培养基
ＧＭ－１－２菌株及指示菌菌种活化培养基为 ＰＤＡ培养

基，ＧＭ－１－２菌株种子液培养基及指示菌培养基为ＰＤ培养
液。发酵培养基及其配方如表１所示。
１．３　抑菌活性检测

采用琼脂扩散法。在ＰＤＡ平板上涂布１００μＬ培养２４ｈ
浓度为１０６ＣＦＵ／ｍＬ的白色念珠菌菌液，每个涂菌平板上等
距离摆放４个牛津杯，每个牛津杯中加入２００μＬＧＭ－１－２
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表１　发酵培养基及其配方

培养基 配方

２２１６Ｅ ５．００ｇ蛋白胨，１．００ｇ酵母膏，０．０１ｇ磷酸高铁，１０００ｍＬ水
ＮＡ １０ｇ蛋白胨，３ｇ牛肉膏，１０ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ水
ＹＰＡＤ １０ｇ酵母膏，２０ｇ蛋白胨，２０ｇ葡萄糖，１０００ｍＬ水
ＮＹＤＡ １０ｇ葡萄糖，８ｇ牛肉膏，５ｇ酵母膏，１０００ｍＬ水
ＢＰＹ ５ｇ葡萄糖，１０ｇ蛋白胨，５ｇ牛肉膏，５ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ水
ＬＢ １０ｇ蛋白胨，５ｇ酵母膏，１０ｇＮａＣｌ，１０００ｍＬ水
ＰＤＢ ２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡萄糖，１０００ｍＬ水
ＮＢ ３．０ｇ牛肉膏，５．０ｇ酵母膏，２．５ｇ葡萄糖，３．０ｇＮａＣｌ，５．０ｍｇＭｎＳ０４，１０００ｍＬ水
ＢＰＤＢ ２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡萄糖，２０ｇ牛肉膏，１０００ｍＬ水

菌株的无菌发酵液（无菌发酵液制备方法参照文献［１７］），以
等量的发酵培养基为对照，２８℃培养２４ｈ，测定抑菌带宽度，
重复３次。
１．４　初始发酵培养基的筛选

选择９种不同发酵培养基（表１），将浓度为１０８ＣＦＵ／ｍＬ
的ＧＭ－１－２菌株种子液按１０％的接种量分别接于不同发
酵培养基中，于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养６０ｈ，测定发酵
液的Ｄ６００ｎｍ和无菌发酵液的抑菌带宽度，每种发酵培养基３
次重复。

１．５　发酵培养基优化的单因素试验
１．５．１　培养基最佳成分的确定　分别用２０ｇ／Ｌ的葡萄糖、
蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉、甘油、半乳糖、果糖、α－乳糖、玉
米糊精代替初始发酵培养基中的碳源；加入１０ｇ／Ｌ的蛋白
胨、豆饼粉、牛肉膏、酵母膏、大豆粉、麦麸作为有机氮源；加入

５ｇ／Ｌ氯化铵、硫酸铵、硝酸钾、硝酸钠作为无机氮源；加入１
ｇ／Ｌ磷酸氢二钾、氯化钠、碳酸钙、硫酸镁，０．１ｇ／Ｌ硫酸锌、硫
酸亚铁、硫酸钼、硫酸铜作为无机盐，加入等量的猪肝、番茄、

维生素Ｃ、低聚果糖、胡萝卜作为生长因子。以初始发酵培养
液为对照，每个处理３次重复，测定发酵液的 Ｄ６００ｎｍ和抑菌带
宽度。确定发酵培养基的最佳碳源、氮源、无机盐和生长

因子。

１．５．２　培养基成分最佳浓度的确定　根据筛选的最佳碳源、
氮源、无机盐和生长因子，设定不同浓度配制成不同浓度碳

源、氮源和无机盐培养基进行发酵，测定不同浓度碳源、氮源

和无机盐发酵液的Ｄ６００ｎｍ和抑菌带宽度。以初始发酵培养液
为对照，每个处理３次重复。确定发酵培养基的最佳碳源、氮
源、无机盐和生长因子。

１．６　发酵培养基优化的正交试验
将筛选得到的最佳碳源、氮源、无机盐等３个重要的培养

基因素按正交试验 Ｌ９（３
４）设计，ｐＨ值为 ７．０，在 ２８℃、

１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６０ｈ，以Ｄ６００ｎｍ和抑菌带宽度为指标考察
４因素３水平对发酵水平的影响，确定最佳培养基配方。
１．７　发酵条件的优化

在优化后的发酵培养基基础上，进行发酵条件的优化。

种子液浓度为 １０８ ＣＦＵ／ｍＬ时接种量为 １０％，装液量为
５０ｍＬ／２５０ｍＬ，在２８℃条件下，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６０ｈ，分
别优化发酵时间、初始 ｐＨ值、培养温度、转速、接种量、装液
量，设置不同的梯度，测定发酵液的 Ｄ６００ｎｍ和抑菌带宽度，每
个处理重复３次。

２　结果与分析

２．１　初始发酵培养基筛选结果

由图１可知，ＧＭ－１－２菌株在８号和９号培养基中发酵
时，其发酵液菌体密度较高，Ｄ６００ｎｍ分别为１．２２８０、１．２２１０，
其次是３号和７号培养基，Ｄ６００ｎｍ分别为１．１５２０、１．１６５０。在
８号培养基中发酵液对白色念珠菌的抑制作用最强，抑菌带
宽度达到２０．００ｍｍ。因此，选择８号培养基（ＰＤＢ培养基）
为ＧＭ－１－２菌株发酵的初始发酵培养基。

２．２　发酵培养基筛选的单因素试验结果
２．２．１　碳源种类及浓度筛选结果　由图２可知，ＧＭ－１－２
菌株在以葡萄糖为碳源的培养基中发酵时，发酵液菌体密度

和抑菌活性最高，Ｄ６００ｎｍ为１．２６９０，抑菌带宽度为２０．３３ｍｍ，
其次是为果糖时，抑菌带宽度为１９．３３ｍｍ，Ｄ６００ｎｍ为１．０６７０。
另外果糖的成本明显高于葡萄糖，因此选择葡萄糖作为

ＧＭ－１－２菌株发酵培养基的最佳碳源。

　　由图３可知，不同葡萄糖浓度对 ＧＭ－１－２菌株的抑菌
带宽度及菌体生长量均有较大影响。当葡萄糖浓度为

１７．５ｇ／Ｌ时，抑菌带宽度和 Ｄ６００ｎｍ均达到最高值，分别为
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２０．８３ｍｍ、１．２２５０。因此，选择１５．０、１７．５、２０．０ｇ／Ｌ葡萄糖
作为碳源的３个水平进行正交试验。

２．２．２　氮源种类及浓度筛选结果　由图４可知，３号、４号、５
号有机氮源发酵液的抑菌带宽度和菌体密度均有所提高，其

中，以酵母膏作为氮源的培养基抑菌带宽度和 Ｄ６００ｎｍ均最高，
分别为２３．５０ｍｍ、１．２６４０。因此，选择酵母膏作为ＧＭ－１－
２菌株发酵的最佳有机氮源。

　　由图５可知，ＧＭ－１－２菌株在不同酵母膏浓度下的抑
菌活性和菌体生长量均有明显变化。当酵母膏浓度为２．５～
１０．０ｇ／Ｌ时，抑菌带宽度、Ｄ６００ｎｍ均明显上升。当酵母膏浓度
为１０．０ｇ／Ｌ时，抑菌带宽度、Ｄ６００ｎｍ均达到最高值，分别为
２３．４３ｍｍ、１．２７９０。当酵母膏浓度高于１０．０ｇ／Ｌ时，抑菌带
宽度、Ｄ６００ｎｍ均逐渐下降。因此，选择７．５、１０．０、１２．５ｇ／Ｌ酵
母膏作为氮源的３个水平进行正交试验。

２．２．３　无机盐种类及浓度筛选结果　由图６可知，无机盐种
类不同对海洋解淀粉芽孢杆菌ＧＭ－１－２菌株抑菌活性和菌
体密度的影响均较为明显。含有硫酸亚铁发酵液的抑菌带宽

度、Ｄ６００ｎｍ均最高，分别达到２１．６７ｍｍ、１．２７５０，其次是含有
磷酸氢二钾发酵液的抑菌带宽度，为１９．７３ｍｍ。结果表明，
在培养基中添加硫酸亚铁有利于ＧＭ－１－２菌株的生长和抑
菌物质的产生。

　　由图７可知，当硫酸亚铁的浓度为０．１２ｇ／Ｌ时，抑菌带
宽度、Ｄ６００ｎｍ均较高，抑菌带宽度为 ２２．２３ｍｍ，Ｄ６００ｎｍ为
１．２９６５，当硫酸亚铁的浓度为０．１０、０．１４ｇ／Ｌ时次之。因此，
选择０．１０、０．１２、０．１４ｇ／Ｌ硫酸亚铁作为氮源的３个水平进
行正交试验。

２．２．４　生长因子种类及浓度筛选结果　由图 ８可知，
ＧＭ－１－２菌株发酵液中加入不同生长因子时，对其抗菌活
性及菌体生长量均无明显的促进作用。因此，正交试验中不

加入生长因子。

２．３　海洋解淀粉芽孢杆菌 ＧＭ－１－２菌株培养基优化的正
交试验结果

由表２可知，６号组合培养基的抑菌带宽度、Ｄ６００ｎｍ均达
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到最高值，抑菌带宽度为２６．６７ｍｍ，Ｄ６００ｎｍ为１．２７６０，与其他
培养基差异显著。因此，选择６号组合作为 ＧＭ－１－２菌株

液体发酵培养基，其配方为２００．００ｇ／Ｌ马铃薯、１７．５０ｇ／Ｌ葡
萄糖、１２．５０ｇ／Ｌ酵母膏、０．１２ｇ／Ｌ硫酸亚铁，１０００ｍＬ水。

表２　海洋解淀粉芽孢杆菌ＧＭ－１－２菌株培养基发酵液优化的正交试验结果

编号
培养基组成成分（ｇ／Ｌ）

葡萄糖 酵母膏 硫酸亚铁

抑菌带宽度

（ｍｍ）
Ｄ６００ｎｍ

１ １（１５．０） １（７．５） １（０．１０） １４．７１±０．２９ｆ １．１６０７±０．００７ｄ
２ １ ２（１０．０） ２（０．１２） １７．８５±０．４４ｅ １．１９３７±０．００９ｃｄ
３ １ ３（１２．５） ３（０．１４） ２２．７４±０．３３ｂ １．２６４３±０．０１８ａｂ
４ ２（１７．５） １ ３ ２０．７９±０．３３ｃｄ １．２２００±０．００８ｂｃ
５ ２ ２ １ １９．８０±０．１７ｄ １．２１３７±０．０２６ｃ
６ ２ ３ ２ ２６．６７±０．１７ａ １．２７６０±０．００８ａ
７ ３（２０．０） １ ２ ２２．５５±０．４４ｂ １．２３７７±０．０２１ａｂｃ
８ ３ ２ ３ ２１．７６±０．２９ｂｃ １．２２００±０．０１２ｂｃ
９ ３ ３ １ ２０．９８±０．１７ｃ １．２１２７±０．０１７ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　菌株ＧＭ－１－２发酵条件筛选结果
２．４．１　菌株 ＧＭ－１－２发酵时间优化　由图９可知，菌株
ＧＭ－１－２在０～２２ｈ内菌体密度逐渐上升，同时菌株开始产
生抑菌物质；２２～３２ｈ菌株ＧＭ－１－２的菌体生长平稳，进入
稳定期。３０ｈ时抑菌带宽度、Ｄ６００ｎｍ均达到最大值，分别为
３８．００ｍｍ、１．５４２０；３２ｈ后进入衰亡期，发酵液菌体密度逐渐
下降，抑菌带宽度逐渐减小。因此，菌株ＧＭ－１－２的最佳发
酵时间为３０ｈ。

２．４．２　ＧＭ－１－２菌株发酵初始ｐＨ值优化　由图１０可知，
不同初始ｐＨ值发酵液对ＧＭ－１－２菌株的抑菌活性影响较
大。当初始 ｐＨ值为 ５～７时，抑菌带宽度、Ｄ６００ｎｍ均明显上
升；当初始ｐＨ值为７时，抑菌带宽度、Ｄ６００ｎｍ均达到最大值，
分别为３７．６７ｍｍ、１．５６６０；当初始ｐＨ值为７～１０时，抑菌带
宽度、Ｄ６００ｎｍ均逐渐下降。因此，ＧＭ－１－２菌株发酵的最佳
初始ｐＨ值为７。

２．４．３　ＧＭ－１－２菌株发酵摇床转速优化　由图１１可知，
当转速为１８０、２００ｒ／ｍｉｎ时，ＧＭ－１－２菌株的菌体密度较
高，其 Ｄ６００ｎｍ分别为 １．５２７７、１．５１０７。且转速为１８０ｒ／ｍｉｎ
时，ＧＭ－１－２菌株的抑菌带宽度达到最大值，为３７．６７ｍｍ。
因此，选择１８０ｒ／ｍｉｎ作为ＧＭ－１－２菌株发酵的最佳转速。

２．４．４　ＧＭ－１－２菌株发酵接种量优化　由图１２可知，当
接种量为１０％时，菌株 ＧＭ－１－２的抑菌带宽度、菌体密度
均达到最大值，此时抑菌带宽度为 ３７．６７ｍｍ，Ｄ６００ｎｍ为
１．５２６７。因此，选择接种量为１０％作为ＧＭ－１－２菌株的最
佳接种量。

２．４．５　ＧＭ－１－２菌株发酵温度优化　由图１３可知，当发
酵温度为２８℃时，ＧＭ－１－２菌株的抑菌活性和菌体密度均
达到最大值，此时抑菌带宽度为３８．０ｍｍ，Ｄ６００ｎｍ为１．５６００。
因此，选择２８℃作为ＧＭ－１－２菌株发酵的最佳温度。
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２．４．６　ＧＭ－１－２菌株发酵装液量优化　由图１４可知，当
装液量为６０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶）时，Ｄ６００ｎｍ达到１．６７２７，抑
菌带宽度为３８．０ｍｍ，均为最大值，此时最适合 ＧＭ－１－２菌
株抑菌活性物质的产生与菌体的生长。因此，选择装液量为

６０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶）作为ＧＭ－１－２菌株的最佳装液量。

３　讨论与结论

摇瓶发酵培养过程中，ＧＭ－１－２菌株发酵液的抑菌作
用随着其菌体生长量的增加而增强，表明 ＧＭ－１－２菌株产
生的抑菌物质来源于产能的初级代谢，属于生长相关型代谢

产物。因此，在后期工业生产大规模发酵研究中，可采用补料

发酵的方式，进一步提高 ＧＭ－１－２菌株的菌体生长量和抑
菌物质产量。

本研究通过单因素试验和正交设计试验，对海洋解淀粉

芽孢杆菌 ＧＭ－１－２菌株发酵培养基及其发酵条件进行优
化，结果表明，ＧＭ－１－２菌株摇瓶发酵的最佳培养基配方为
１７．５０ｇ／Ｌ葡萄糖、１２．５０ｇ／Ｌ酵母膏、０．１２ｇ／Ｌ硫酸亚铁、
２００．００ｇ马铃薯、１０００ｍＬ水。最佳发酵条件：２８℃恒温培
养，初始ｐＨ值为７，１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３０ｈ，装液量为６０ｍＬ
（２５０ｍＬ三角瓶），种子液浓度为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ时接种量为
１０％。菌株ＧＭ－１－２在培养基及发酵条件优化后的菌体生
长量和抑菌带宽度均有明显提高，Ｄ６００ｎｍ由 １．２２８０增加到
１．６７２７，抑菌带宽度由２０．００ｍｍ增加到３８．６７ｍｍ，比优化

前抑菌带宽度提高 ９３．３％。本试验的结果可以为菌株
ＧＭ－１－２的进一步开发应用提供理论基础。
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