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绿针假单胞菌 ＹＬ－１高产荧光性嗜铁素的
摇瓶发酵工艺优化
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　　摘要：绿针假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ）ＹＬ－１是一种对多种病原菌均有良好防治效果的生防菌株，前期
研究结果表明，在室内缺铁培养基和自然环境中，绿针假单胞菌的主要抑菌物质是其分泌的荧光性嗜铁素

（Ｐｙｏｖｅｒｄｉｎｅ，简称ＰＶＤ）。为提高其嗜铁素的产量，采用摇瓶培养发酵，通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计、中心组合
（ＣＣＤ）试验设计和响应曲面法，优化ＹＬ－１菌株高产嗜铁素的发酵培养基成分和发酵条件，最终获得 ＹＬ－１菌株高
产嗜铁素的最佳培养基成分为１．５２ｇ／Ｌ丁二酸、２．００ｇ／Ｌ丁二酸钠、０．８８ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．５０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４、

０．５０ｇ／Ｌ蔗糖、３．４９ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，５．４４ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４，最佳培养条件：温度为２６℃，ｐＨ值为７．０，发酵时间为３６ｈ，接种

量为２％，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ，装液量为２５０ｍＬ三角瓶装５０ｍＬ液体。摇瓶试验结果表明，优化培养基成分及培养条件
后，菌株ＹＬ－１嗜铁素的产量提高４３．１８％，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为２．３６，优化效果明显。
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　　铁是一种地壳中广泛存在的微量元素，同时也
是许多生物体维持正常生命活动所必需的，但由于

铁元素的特性导致自然环境中可以使用的自由铁

浓度远低于大部分微生物的生理需求［１］。为吸收

土壤中的铁元素以满足自身需求，生物体需要形成

一套高效的铁吸收机制来维持自身生命活动，包括

还原机制、螯合机制以及质子化机制，其中，利用嗜

铁素（ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ，别称铁载体）来运转外界铁离子
是生物体较为重要的一种螯合机制［２］。

假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐｐ．）是一种常见的革
兰氏阴性菌，广泛存在于自然环境中，可以抑制多

种植物病原菌的生长［３］。假单胞菌可以产生多种

抗菌物质，已报道的主要是吩嗪类 （Ｐｈｅｎａｚｉｎｅ，简称
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ＰＨＺ）、硝吡咯菌素 （Ｐｙｒｒｏｌｎｉｔｒｉｎ，简称ＰＲＮ）、藤黄绿
脓菌素 （Ｐｙｏｌｕｔｅｏｒｉｎ，简称ＰＬＴ）、氢氰酸（ＨＣＮ）和荧
光性嗜铁素（Ｐｙｏｖｅｒｄｉｎｅ，简称 ＰＶＤ）等［４－５］。ＰＶＤ
作为一种铁螯合剂，可以螯合周围环境中的铁离

子，使病原菌无法获得生长所必需的铁营养，生长

发育受到抑制［６］。Ｃｈｅｎ等发现，台湾假单胞菌（Ｐ．
ｔａｉｗａｎｅｎｓｉｓ）可以产生 ＰＶＤ，对水稻白叶枯病菌
（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）生长有抑制作
用［７］；Ｃｈｌｅｂｅｋ等发现，产嗜铁素的荧光假单胞菌
（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）ＢＲＺ６３对多种病原真菌均有抑制作
用［８］；Ｒａｎ等从马铃薯根际中分离出生防细菌 －恶
臭假单胞杆菌（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）ＷＣＳ３５８ｒ菌株，该菌株产
生的嗜铁素可以抑制桉树灰霉病的发生［９］。假单

胞菌分泌的ＰＶＤ的基本结构由二羟基喹啉集团、１
条肽链、１条脂肪酸侧链组成，在自然光下呈黄绿
色，紫外光激发时可以发生荧光反应，这一特性是

其种属所特有的［１０］。

绿针假单胞菌（Ｐ．ｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ）ＹＬ－１是笔者
所在实验室从大豆根围分离获得的一株对多种病

原菌均有良好抑制作用的生防菌［１１］。前期研究结

果表明，在室内缺铁培养基和自然环境中，菌株

ＹＬ－１分泌的ＰＶＤ具有明显的抑菌作用，且结构新
颖［１０］。本研究首先比较８种常见嗜铁素发酵培养
基对菌株ＹＬ－１产生嗜铁素的影响，筛选出最佳的
基础培养基，通过Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验、中心组合
（ｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ，简称 ＣＣＤ）试验和响应曲
面法对菌株 ＹＬ－１基础培养基成分进行优化；同
时，采用单因素筛选的方法，探明菌株 ＹＬ－１产嗜
铁素的最佳培养条件，旨在为菌株 ＹＬ－１的田间应
用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株和培养基
绿针假单胞菌 ＹＬ－１由江苏省农业科学院植

物保护研究所水稻病害与生物防治研究室保存。

８种常见培养基及配方：（１）１／２胰蛋白胨大豆
琼脂（ＴＳＡ）培养基：１５．００ｇ胰酪大豆胨液体培养
基，１０００ｍＬ蒸馏水；（２）ＬＢ培养基：１０．００ｇ胰蛋
白胨、５．００ｇ酵母提取物、１０．００ｇＮａＣｌ、１０００ｍＬ蒸
馏水；（３）ＳＭ 培养基：３．００ｇＫＨ２ＰＯ４、６．００ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４、０．１０ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、１．００ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４、
４．００ｇ丁二酸、１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值为７．０；（４）
Ｉｒｏｎ－ｌｉｍｉｔｅｄｍｅｄｉｕｍ：１２８０ｇＮａ３ＰＯ４·７Ｈ２Ｏ、

３．００ｇＫＨ２ＰＯ４、０．５０ｇＮａＣｌ、１．００ｇＮＨ４Ｃｌ、０．５０ｇ
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、２１．９０ｍｇＣａＣｌ２、４．００ｇ葡萄糖、
１０００ｇ酸水解酪蛋白、５ｍＬ丙三醇、１０００ｍＬ蒸馏
水；（５）Ｓｕｃｃｉｎａｔｅｍｅｄｉｕｍ：３．００ｇＫＨ２ＰＯ４、６．００ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４、０．１０ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、１．００ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４、
４．００ｇ丁二酸钠、１０００ｍＬ蒸馏水、ｐＨ值为 ７．０；
（６）金氏培养基甲：２０．００ｇ蛋白胨、１．４０ｇＭｇＣｌ２、
１０．００ｇＫ２ＳＯ４、１０ｍＬ丙三醇、１０００ｍＬ蒸馏水；
（７）金氏培养基乙：２０．００ｇ蛋白胨、１．５０ｇＫ２ＨＰＯ４、
１．５０ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、１０ｍＬ丙三醇、１０００ｍＬ蒸馏
水；（８）ＷＷ［１２］培养基：１．５０ｇ丙三醇、１．００ｇ酸水
解酪蛋白、２．５０ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、２．５０ｇＫ２ＨＰＯ４、
１０００ｍＬ蒸馏水、ｐＨ值为６．５。
１．２　主要试剂和仪器

主要试剂包括 ＣｕＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ、ＮａＣｌ、ＫＨ２ＰＯ４、

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ均购自西陇化工股份有限公司；琼脂
粉、胰蛋白胨、酵母提取物均购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；丁二酸、Ｋ２ＨＰＯ４、（ＮＨ４）２ＳＯ４均
购自上海麦克林生化科技有限公司；胰酪大豆胨液

体培养基购自杭州百思生物技术有限公司；Ｋ２ＳＯ４、
ＭｇＣｌ２、丁二酸钠、柠檬酸钠、甘油、葡萄糖、丙三醇均
购自西陇化工股份有限公司；蔗糖、酸水解酪蛋白、

蛋白胨、Ｎａ３ＰＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣａＣｌ２、ＭｎＳＯ４均购自上海
麦克林生化科技有限公司。

主要仪器包括电子天平（ＪＭ－Ａ６００２余姚市纪
铭称重校验设备有限公司）、离心机（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ
Ｇｅｒｍａｎｙ）、分 光 光 度 计 （ＵＶｍｉｎｉ － １２４０
ＳＨＩＭＡＤＺＵ）、恒温培养振荡器（ＺＷＹ－２４０上海智
城分析仪器制造有限公司）、光照培养箱（宁波东南

仪器有限公司）、立式高压蒸汽灭菌器（ＬＤＺＦ－５０Ｌ－
Ⅱ 上海申安医疗器械厂）、超净工作台（ＳＷ－ＣＪ－
１ＣＵ苏净集团苏州安泰空气技术有限公司）、微量
移液枪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、ｐＨ值仪［Ｓｔａｒｔｅｒ
２１００奥豪斯仪器（上海）有限公司］。
１．３　发酵种子液的制备

试验于２０２１年１月在江苏省农业科学院植物
保护研究所进行。首先取 －７０℃冰箱保存的
ＹＬ－１菌种于ＬＢ平板活化，２８℃倒置培养，待平板
上长出单菌落后，挑取单菌落接种于２０ｍＬＬＢ液体
培养基中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养，待培养液
Ｄ６００ｎｍ≈１．０，即为发酵种子液。
１．４　培养基中嗜铁素产量的测定

参照文献［１２］测定嗜铁素产量，将发酵种子液
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以１∶１００比例转接至 １００ｍＬ培养基中，２８℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ摇菌培养４８ｈ。取２ｍＬ菌液于２ｍＬＥＰ
管中，６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离上清液和菌体。
将上清液移入新的２ｍＬＥＰ管中，菌体用２ｍＬＰＢＳ
缓冲液充分悬浮。以无菌培养基为对照，测其上清

液Ｄ４０５ｎｍ值；以ＰＢＳ缓冲液为对照，测其菌体 Ｄ６００ｎｍ
值。计算 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值，即为嗜铁素的相对产量，
试验重复３次。
１．５　发酵培养基筛选试验
１．５．１　基础培养基的筛选　比较菌株 ＹＬ－１在８
种常见培养基中的 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值，筛选最佳的基
础培养基。

１．５．２　发酵培养基单因素筛选　根据基础培养基
筛选结果可知，菌株 ＹＬ－１在 ＳＭ培养基中嗜铁素
产量最高，以ＳＭ培养基为基础培养基，研究不同碳
源、氮源、金属离子以及盐离子对菌株 ＹＬ－１产生
嗜铁素的影响。

１．５．２．１　碳源对菌株 ＹＬ－１产生嗜铁素的影响　
在基础培养基的基础上，不改变其他成分，向基础

培养基中加入丁二酸钠、蔗糖、甘油、葡萄糖；同时，

将丁二酸替换为丁二酸钠、蔗糖、甘油、葡萄糖、嗜

铁素产量测定同“１．４”节，观察碳源的增加或改变
对菌株ＹＬ－１产生嗜铁素的影响。
１．５．２．２　氮源对菌株 ＹＬ－１产生嗜铁素的影响　
在基础培养基的基础上，不改变其他成分，向基础

培养基中加入酸水解酪蛋白、蛋白胨；同时将

（ＮＨ４）２ＳＯ４替换为酸水解酪蛋白、蛋白胨，嗜铁素
产量测定同“１．４”节，观察氮源的增加或改变对菌
株ＹＬ－１产生嗜铁素的影响。
１．５．２．３　金属离子及盐离子对菌株 ＹＬ－１产

生嗜铁素的影响　在基础培养基的基础上，不改变
其他成分，向培养基中加入一定浓度的 ＣａＣｌ２、
ＣｕＳＯ４、ＭｎＳＯ４、ＮａＣｌ，嗜铁素产量测定同“１．４”节，
观察金属离子以及盐离子的加入对菌株 ＹＬ－１产
生嗜铁素的影响。

１．５．３　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验与最陡爬坡试验　选
取单因素筛选试验对嗜铁素产量有较大提高作用

的影响因子，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１０软件设计 ＰＢ摇
瓶发酵试验，试验中每个因子设计高低２个水平，观
察其对嗜铁素产生是否有显著影响，试验重复３次。
根据ＰＢ试验结果，筛选出对嗜铁素产量有显著影
响的培养基关键成分并采用最陡爬坡试验确定关

键因素的用量，试验重复３次。

１．５．４　中心组合试验　在ＰＢ、最陡爬坡试验后，采
用中心组合（ＣＣＤ）试验对培养基关键成分进行响
应曲面法优化，试验重复３次。
１．６　培养条件筛选
１．６．１　温度对菌株ＹＬ－１产嗜铁素的影响　培养
基初始ｐＨ值为７．０，在含１００ｍＬ培养液的２５０ｍＬ
三角瓶中接种１％种子液，分别在２４．０、２５．０、２５．５、
２６．０、２６．５、２７．０、２７．５、２８．０、３０．０、３２．０、３４．０℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ后测定嗜铁素产量，试
验重复３次。
１．６．２　ｐＨ值对菌株 ＹＬ－１产嗜铁素的影响　培
养基初始ｐＨ值分别设定为６．４、６．６、６．８、７．０、７．２、
７．４，共计６个处理，在含１００ｍＬ培养液的２５０ｍＬ
三角瓶中接种１％种子液，在２６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件
下培养４８ｈ后测定嗜铁素产量，试验重复３次。
１．６．３　发酵时间对菌株ＹＬ－１产嗜铁素的影响　培
养基初始ｐＨ值为７．０，在含１００ｍＬ培养液的２５０ｍＬ
三角瓶中接种１％种子液，２６℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下
培养，取不同时间段的发酵液测定嗜铁素产量，试

验重复３次。
１．６．４　接种量对菌株ＹＬ－１产嗜铁素的影响　培
养基初始 ｐＨ值为 ７．０，在含 １００ｍＬ培养液的
２５０ｍＬ三角瓶中接种比例分别设定为 ０．５％、
１０％、２．０％、３．０％、４．０％，共计５个处理，２６℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养３６ｈ后测定嗜铁素产量，试
验重复３次。
１．６．５　转速对菌株ＹＬ－１产嗜铁素的影响　培养
基初始ｐＨ值为７．０，在含１００ｍＬ培养液的２５０ｍＬ
三角瓶中接种 ２％种子液，转速分别设定为 １４０、
１６０、１８０、２００ｒ／ｍｉｎ，共计４个处理，２６℃培养３６ｈ
后测定嗜铁素产量，试验重复３次。
１．６．６　装液量对菌株ＹＬ－１产嗜铁素的影响　培
养基初始 ｐＨ值为７．０，分别在含５０、７５、１００、１２５、
１５０ｍＬ培养液的 ２５０ｍＬ三角瓶中接种 ２％种子
液，２６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养３６ｈ后测定嗜铁素产量，
试验重复３次。
１．７　摇瓶发酵验证

根据ＣＣＤ试验结果以及培养条件筛选结果，配
制优化后的培养基，运用新的培养条件，与原始培

养基进行比较，验证优化结果，试验重复３次。
１．８　数据分析

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验、中心组合试验及响应曲
面试验均利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１０软件进行设计和
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分析。

２　结果与分析

２．１　基础培养基的筛选
由图１可知，在８种培养基中，菌株 ＹＬ－１在

ＳＭ液体培养基中 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值最高，达到１６１；
其次是 ＷＷ培养基，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为 １０８；菌株
ＹＬ－１在金氏培养基甲、ＬＢ和１／２ＴＳＡ液体培养基
中产生的嗜铁素较少，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值分别为０．２３、
０．２１、０．１８。试验结果说明，在８种常见培养基中，
ＳＭ培养基最适合菌株ＹＬ－１产生嗜铁素。

２．２　发酵培养基单因素筛选
２．２．１　碳源对菌株ＹＬ－１产生嗜铁素的影响　由
图２可知，单一碳源时，菌株 ＹＬ－１在以丁二酸为
碳源的ＳＭ液体培养基中嗜铁素产量最高，Ｄ４０５ｎｍ／
Ｄ６００ｎｍ值为１．６１，其他碳源替换处理情况下，Ｄ４０５ｎｍ／
Ｄ６００ｎｍ值均明显下降；如果维持培养液中丁二酸成分
不变，向其中加入丁二酸钠，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为
２１３，嗜铁素的产量提高 ３２．２９％，加入蔗糖时，
Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ比值为１．６４，嗜铁素产量也略有提升。
因此，接下来的研究将以丁二酸、丁二酸钠、蔗糖为

碳源进一步优化。

２．２．２　氮源对菌株ＹＬ－１产生嗜铁素的影响　由
图３可知，（ＮＨ４）２ＳＯ４为菌株ＹＬ－１产嗜铁素的最
佳氮源，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为１．６１。当氮源替换为酸
水解酪蛋白时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为０．８４，氮源替换为
蛋白胨时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值仅为０．４８。此外，在基础
培养基中增加氮源会降低菌株 ＹＬ－１嗜铁素的产
量。因此，将以（ＮＨ４）２ＳＯ４为氮源进行使用量的
优化。

２．２．３　金属离子及盐离子对菌株 ＹＬ－１产生嗜铁
素的影响　由图４可知，ＳＭ培养基中加入金属离子
及盐离子反而降低了菌株 ＹＬ－１嗜铁素的产量，如
在ＳＭ培养基中加入 ＮａＣｌ时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值下降
为 ０５５，加入 ＭｎＳＯ４ 时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值下降为
０４６，加入 ＣｕＳＯ４时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值下降为 ０４１，
加入ＣａＣｌ２时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值下降为０２１。据此说
明，基础培养基中不需要再额外添加金属离子及盐

离子。

２．３　ＰＢ试验与最陡爬坡试验
由表１可知，ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、

丁二酸这 ４个因子对嗜铁素的产量有显著影响
（Ｐ＜０．０５）。随后进行最陡爬坡试验来确定关键因
子的最佳用量，当丁二酸、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４、
Ｋ２ＨＰＯ４的用量分别为３．００、２．００、３．００、５．００ｇ／Ｌ
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时，培养液 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值达到爬坡试验的最高值
２．２３。
２．４　ＣＣＤ试验以及相应曲面分析

在基于 ＰＢ试验和最陡爬坡试验的基础上，设
计４因素５水平的 ＣＣＤ试验来确定各因素的最佳
用量，对培养基成分进行进一步优化。对试验结果

进行多重回归分析后，得出产物产率的二次多项方

程式：Ｙ＝－５．５７１２７＋２．２２７７１Ｘ１＋１．３５０６３Ｘ２＋
０４１７３９Ｘ３ ＋１．６１０５６Ｘ４ ＋０．０５９８６１Ｘ１Ｘ２ －
０．２３５１９Ｘ１Ｘ３－０．３２３４４Ｘ１Ｘ４ －０．１７４０３Ｘ２Ｘ３ －
００４４０２８Ｘ２Ｘ４ ＋０．１５８８１Ｘ３Ｘ４ －０．１１７５５Ｘ

２
１ －

０．４５２１１Ｘ２２－０．０７０３０２Ｘ
２
３－０．１３２９３Ｘ

２
４，校正系数

Ｒ２＝０．９７４９。
式中：Ｙ是嗜铁素产量的预测值；Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４

分别是丁二酸、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４。
方差分析结果见表 ２。试验中变异系数（ＣＶ）为
９１４％（＜１０％），属于弱变异，证明试验数据的可
靠性，表２中 Ｐ、Ｒ２、Ｆ值都进一步证明了模型对嗜
铁素产量预测的准确性。

根据得到的二次多项方程式求得４个因素的
最优 值，即 丁 二 酸、ＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４、
Ｋ２ＨＰＯ４的用量分别为１．５２、０．８８、３．４９、５．４４ｇ／Ｌ
时，嗜铁素产量预测能达到最大，预测 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ
值为２．２５。

表１　ＰＢ试验方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ３．９４ ７ ０．５６ ２８．１８ ０．００３０

Ａ：丁二酸 ０．４４ １ ０．４４ ２２．００ ０．００９４

Ｂ：丁二酸钠 ０．１１ １ ０．１１ ５．６２ ０．０７６８

Ｃ：蔗糖 ９．９８×１０－３ １ ９．９８×１０－３ ０．５０ ０．５１８７
Ｄ：（ＮＨ４）２ＳＯ４ ３．５４×１０－３ １ ３．５４×１０－３ ０．１８ ０．６９５５
Ｅ：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ２．３９ １ ２．３９ １１９．７３ ０．０００４

Ｆ：ＫＨ２ＰＯ４ ０．３１ １ ０．３１ １５．４５ ０．０１７１

Ｇ：Ｋ２ＨＰＯ４ ０．６７ １ ０．６７ ３３．８１ ０．００４４

残差 ０．０８ ４ ０．０２

总计 ４．０２ １１

　　注：“”表示该因子在０．０５水平上影响显著。

表２　ＣＣＤ试验结果方差分析

变量 平方和 ｄｆ 均方差 Ｆ值 Ｐ值

模型 ６．８６ １４ ０．４９ ４１．６３ ＜０．０００１
Ａ：丁二酸 ２．８３ １ ２．８３ ２４０．８５ ＜０．０００１
Ｂ：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ６．７０×１０－３ １ ６．７０×１０－３ ０．５７ ０．４６
Ｃ：ＫＨ２ＰＯ４ ８．２５×１０－３ １ ８．２５×１０－３ ０．７０ ０．４２
Ｄ：Ｋ２ＨＰＯ４ ０．０４ １ ０．０４ ３．４９ ０．０８
ＡＢ ０．０１ １ ０．０１ ０．９９ ０．３４
ＡＣ ０．８９ １ ０．８９ ７５．２２ ＜０．０００１
ＡＤ １．６７ １ １．６７ １４２．２５ ＜０．０００１
ＢＣ ０．１０ １ ０．１０ ８．３４ ０．０１
ＢＤ ６．２８×１０－３ １ ６．２８×１０－３ ０．５３ ０．４８
ＣＤ ０．４０ １ ０．４０ ３４．３０ ＜０．０００１

Ａ２ ０．３８ １ ０．３８ ３２．２１ ＜０．０００１

Ｂ２ ０．２３ １ ０．２３ １９．５４ ０．０００５

Ｃ２ ０．１４ １ ０．１４ １１．５２ ０．００４０

Ｄ２ ０．４８ １ ０．４８ ４１．１９ ＜０．０００１
残差 ０．１８ １５ ０．０１２
缺失拟合象 ０．１６ １０ ０．０１６ ５．４１ ０．０３８
纯误差 ０．０２ ５ ２．９９×１０－３

总计 ７．０３ ２９

　　注：Ｒ２＝０．９７４９，调整Ｒ＝０．９５１５，ＰｒｅｄＲ２＝０．８６４７。
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２．５　培养条件优化
２．５．１　温度和 ｐＨ值对菌株 ＹＬ－１产嗜铁素的影
响　当温度处于２５．５～２６．５℃这一范围内时，嗜铁
素产量较高，其中温度为２６℃时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为
２．３９。当温度高于２８℃时，菌株 ＹＬ－１产嗜铁素
的能力会迅速降低，３２℃时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值降低至
１．５６（图５）。培养液ｐＨ值对菌株 ＹＬ－１产嗜铁素
的影响较大。由图６可知，产嗜铁素的最适 ｐＨ值
出现在６．６～７．４这一范围内，其中培养液 ｐＨ值为
７．０时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为 ２．２３，ｐＨ值为 ６．６、７．４
时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值分别为 １．７０、１．４２。据此，研究
中培养温度设定为２６℃，ｐＨ值设定为７．０。

２．５．２　发酵时间、接种量、转速和装液量对菌株
ＹＬ－１产嗜铁素的影响　菌株 ＹＬ－１嗜铁素的产
量随着发酵时间的增加而不断提高，接种后 １２ｈ
时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为０．６５；２４ｈ时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值
为１２５；３６ｈ时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为 １．６８；４８ｈ时，
Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值达到 １．６９，与 ３６ｈ相比，无显著差
异，因此选择３６ｈ为最佳发酵时间（图７）。随着接
种量的提高，菌株ＹＬ－１嗜铁素的产量呈先上升后
下降的趋势，当接种量为 ２％时，嗜铁素的产量最
高，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为２．３０。当接种量继续上升后，
菌株ＹＬ－１产嗜铁素的能力快速下降，当接种量为

４％时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为１．３１。这可能是由于嗜铁
素的合成和菌株 ＹＬ－１的生长处于一种动态平衡
状态，当接种量增大时，菌株较多地利用培养基中

的营养成分供自身生长，从而影响了嗜铁素的合成

（图８）。当转速为 １８０ｒ／ｍｉｎ时，嗜铁素的产量最
高，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为２．０５，其他过高或过低的３个
转速反而会影响菌株ＹＬ－１产生嗜铁素的能力，当
转速为１４０ｒ／ｍｉｎ时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为１．２２，当转
速为２００ｒ／ｍｉｎ时，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为１．６９（图９）。
当在２５０ｍＬ三角瓶中装液５０ｍＬ时，菌株 ＹＬ－１
产嗜铁素的能力最高，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为２．３３。推
测较少的装液量提高了瓶中的氧含量，因此提高了

菌株ＹＬ－１生长繁殖的速度，进而增加了嗜铁素的
产量（图１０）。

２．６　摇瓶发酵验证
菌株ＹＬ－１在优化培养基中培养 ３６ｈ、温度为

２６℃、ｐＨ值为７．０、接种量为２％、转速为１８０ｒ／ｍｉｎ
以及装液量为 ５０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶中），Ｄ４０５ｎｍ／
Ｄ６００ｎｍ值为２．３６（图１１），与模型预测值接近。与原
始出发培养基（ＳＭ培养基）相比，培养基和培养条
件优化后菌株 ＹＬ－１的嗜铁素产量提升４３１８％，
肉眼观察发酵液的颜色更加黄绿，紫外光下观察发

酵液的荧光反应更加强烈（图１２）。
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３　讨论与结论

嗜铁素是假单胞菌产生的重要抗菌物质，通过

螯合周围环境中的铁离子，形成不能为其他病原菌

所利用的铁－嗜铁素复合物，从而起到抑制病原菌
生长的作用。同时，嗜铁素也有促进植物生长的作

用，武雯雯等发现，用嗜铁素处理黑麦草种子后，种

子发芽率提高１５０．９２％，提升效果显著［１３］。Ｔｒａｐｅｔ
等发现，荧光假单胞菌Ｃ７Ｒ１２分泌的嗜铁素能促进
拟南芥的生长［１４］。而在临床医学上，嗜铁素作为一

种铁螯合剂，可以用来治疗人体内铁过量而引发的

疾病，如地中海贫血症［１５］。除此之外，越来越多的

医学研究人员对微生物的铁吸收系统非常有兴趣，

由此引发药物的“特洛伊木马策略”，即利用铁载体

摄取机制，将药物和铁载体偶联，使药物更容易进

入靶向病原微生物，同时还不会产生抗药性［１６－１７］。

因此，开发利用高产嗜铁素的生防菌、提高嗜铁素

产量均具有重要意义。

有关嗜铁素发酵培养基及发酵条件筛选的研

究，目前已有多篇报道，如伊艳杰等研究了荧光假

单胞菌ＲＢ５产嗜铁素的发酵条件［１８］，梁建根等对

恶臭假单孢菌（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）ＨＺ－２产生嗜铁素的发
酵培养基及条件进行了筛选［１９］。但这些报道大多

只使用单因素筛选的方法来考察嗜铁素发酵条件，

而且对培养基成分未做优化。近年来，Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ试验设计和中心组合试验被广泛运用于微
生物发酵工艺的筛选和优化［２０］。许睿娉利用

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验得到了枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＨＧ－１５菌株发酵最佳培养基，与
基础培养基相比，发酵液菌体数量提高２．７４倍［２１］，

董文等采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计对铜绿假单胞菌
（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）ＤＮ１产鼠李糖脂的发酵培养基及培
养条件进行了优化，优化后鼠李糖脂的产量提高了

７３．９７％［２２］。Ｓｅｎ等通过响应曲面法对影响表面肌
动蛋白产量的培养基成分以及发酵条件等进行了

优化研究［２３］。本研究通过比较菌株 ＹＬ－１在不同
培养基中嗜铁素的产量，筛选出基础培养基ＳＭ培养
基，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为 １．６１。随后通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ试验、ＣＣＤ试验以及响应曲面法优化菌株
ＹＬ－１发酵培养基的成分，最终得出 ＹＬ－１菌株高
产嗜铁素的最佳培养基成分：１．５２ｇ／Ｌ丁二酸、
２００ｇ／Ｌ丁二酸钠、０．８８ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
０．５０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．５０ｇ／Ｌ蔗糖、ＫＨ２ＰＯ４
３．４９ｇ／Ｌ、５．４４ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４。模型预测的 Ｄ４０５ｎｍ／
Ｄ６００ｎｍ值为２．２５。随后利用单因素筛选得出最佳发
酵条件：温度为 ２６℃，ｐＨ值为 ７．０，培养时间为
３６ｈ，接种量为 ２％，转速为 １８０ｒ／ｍｉｎ，装液量为
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２５０ｍＬ三角瓶装５０ｍＬ。通过实际摇瓶发酵验证
可知，与初始 ＳＭ培养基相比，优化后 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ
值为２．３６，嗜铁素产量提高 ４３．１８％，优化效果
显著。

本研究结果显示，影响菌株 ＹＬ－１产生嗜铁素
的主要培养基成分是 ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、丁二酸，这与王伟的报道

［２４］基本一致。此

外，还发现虽然同为假单胞菌，但不同的菌株、不同

的培养基成分对嗜铁素的产生影响很大。绿针假

单胞菌 ＹＬ－１产嗜铁素的最适温度为２６℃，最适
装液量为５０ｍＬ，而夏清强等通过对假单胞菌 Ｐ１１
培养条件进行优化后，发现其最适温度为３０℃［２５］；

伊艳杰等研究发现，荧光假单胞菌ＲＢ５最适装液量
为 ９０ｍＬ［１８］。当然，本研究仅在摇瓶中对绿针假单
胞菌ＹＬ－１产嗜铁素的培养基成分和培养条件进
行了筛选和优化，如需工厂化放大，还需要更多试

验对其发酵工艺进行完善，为菌株 ＹＬ－１的进一步
开发利用提供科学依据。
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ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅｐｙｏｖｅｒｄｉｎｅｗｅａｋｅｎｓＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｄｅｆｅｎｓｅｉｎ

ｆａｖｏｒｏｆｇｒｏｗｔｈｉｎｉｒｏｎ－ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２０１６，１７１（１）：６７５－６９３．

［１５］白国慧．铜绿假单胞菌铁载体 ｐｙｏｖｅｒｄｉｎｅ在周质空间合成途径

中蛋白质结构与功能的研究［Ｄ］．济南：山东大学，２０１４：５－

２０．　

［１６］ＷｅｎｃｅｗｉｃｚＴＡ，ＭｌｌｍａｎｎＵ，ＬｏｎｇＴＥ，ｅｔａｌ．Ｉｓｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅ

ｎｅｃｅｓｓａｒｙｆｏｒａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ－ｄｒｕｇｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ？

Ｓｙｎｔｈｅｓｅｓａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｈｅｎａｔｕｒａｌｌｙｏｃｃｕｒｒｉｎｇｓａｌｍｙｃｉｎ

“ＴｒｏｊａｎＨｏｒｓｅ”ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃｄｅｓｆｅｒｒｉｄａｎｏｘａｍｉｎｅ－

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏＭｅｔａｌｓ，２００９，２２（４）：６３３－６４８．

［１７］ＭｉｓｌｉｎＧＬＡ，ＳｃｈａｌｋＩＪ．Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｒｏｎｕｐｔａｋｅ

ｓｙｓｔｅｍｓａｓｇａｔｅｓｆｏｒａｎｔｉｂｉｏｔｉｃＴｒｏｊａｎｈｏｒｓｅｓｔｒａｔｅｇｉｅｓａｇａｉｎｓｔ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｊ］．Ｍｅｔａｌｌｏｍｉｃｓ，２０１４，６（３）：４０８－４２０．

［１８］伊艳杰，周广舟，时　玉，等．荧光假单胞菌ＲＢ５产嗜铁素的发

酵条件［Ｊ］．河南工业大学学报（自然科学版），２０１１，３２（６）：

３２－３５，３９．

［１９］梁建根，施跃峰，竺利红，等．恶臭假单胞菌株ＨＺ－２产嗜铁素

的发酵条件研究［Ｊ］．浙江农业学报，２００８，２０（４）：２６６－２６９．

［２０］代志凯，张　翠，阮　征．试验设计和优化及其在发酵培养基优

化中的应用［Ｊ］．微生物学通报，２０１０，３７（６）：８９４－９０３．

［２１］许睿娉．枯草芽孢杆菌ＨＧ－１５菌体发酵全可溶培养基配方与

条件优化［Ｄ］．泰安：山东农业大学，２０２０：２１－３５．

［２２］董　文，黄　朝，李艳鹏，等．响应曲面法优化铜绿假单胞菌

ＤＮ１的产鼠李糖脂条件［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１７，３６

（１２）：５１７９－５１８６．

［２３］ＳｅｎＲ，ＳｗａｍｉｎａｔｈａｎＴ．Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｔｏｅｌｕｃｉｄａｔｅａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍａｇｅａｎｄｓｉｚｅｏｎ

ｓｕｒｆａｃｔｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＪｏｕｒｎａｌ，２００４，２１

（２）：１４１－１４８．

［２４］王　伟．荧光嗜铁素的发酵条件及其应用初探［Ｄ］．上海：上

海师范大学，２００６：５１－５５．

［２５］夏清强，汪劲松，潘继承．产荧光嗜铁素菌株Ｐ１１的发酵条件优

化［Ｊ］．化学与生物工程，２０１９，３６（１０）：４７－５０．
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