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内生枯草芽孢杆菌E1R—J发酵条件的优化

宫宇飞，乔红萍，魏国荣，高小宁，黄丽丽，康振生“

(西北农林科技大学植物保护学院，陕西杨凌712100)

摘要：细菌EIR-J是一株对小麦全蚀病、小麦白粉病和小麦条锈病有拮抗作用的小麦内生芽孢杆菌，笔者

对其产菌的发酵培养条件进行了初步研究。发酵培养基为酵母粉0．6％，蛋白胨0．6％，NaCl 0．3％，

KzHPO。0．02％。最佳发酵条件为pH 4．5～9．0，菌株都可以生长，转速150 r／min，温度34℃，种子液的接种

量为2％，通气量是空气与培养基的比例2：5，最佳种子液菌龄是20～34 h，作为生防用菌最佳菌龄为48～

73 h。在以上条件下，细菌的发酵产量最大，细菌浓度为5．2×10
7
cfu／mL左右。
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Optimizing of Fermentation Conditions of Endophytic Bacteria E1 R—J

GONG Yu—fei，QIAO Hong—ping，WEI Guo—rong，GAO Xiao—ning，

HUANG Li—li and KANG Zhen—sheng+

(College of Plant Protection，Northwest A＆F University，Yangling Shaanxi 712100，China)

Abstract：The endophytic bacteria E1R—J iS isolated from the root of winter wheat，which has the bet—

ter effect to take—all，powdery mildew and rust of wheat．And that the optimizing of the fermentation

conditions showed that the optimum media is that made of peptone 0．6％，yeast exact 0．6％，NaCl

0．3％，K2HP04 0．02％with initial pH 4．5～9．0，culturing at 34℃，150 r／min，and inoculation of

seeds culture with 2％，in 100 mL LB of 250 mL flask，the time of seeds culture is 20～34 h，and the

time of fermentation for biocontrol is 48～73 h．So the concentration is 5．2×107 cfu／mL。
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枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)作为芽孢杆

菌属中发现和命名较早的种，在自然界中广泛存

在，对人畜无毒无害，不污染环境，能产生多种抗

菌素和酶，具有广谱抗菌活性和极强的抗逆能力，

不仅可以在土壤、植物根际、体表等外界环境中广

泛存在，同时还是植物体内常见的植物内生细菌，

尤其是在植物的根部和茎部位[1~3]。目前，枯草

芽孢杆菌广泛应用于植物根部、枝干、叶、花部以

及果蔬采后病害防治。本试验所用的枯草芽孢杆

菌是分离自小麦根部的一株内生菌，其对小麦全

蚀病口4|、小麦白粉病和小麦条锈病都有较好的生

物防治作用。笔者对内生细菌E1R—J产菌的发

酵培养条件进行了初步研究，以期为以后的开发

利用奠定基础。

材料与方法

1．1 菌种

内生芽孢杆菌菌株E1R—J由西北农林科技

大学植保学院实验室保存。

1．2培养基

种子培养液：酵母粉10 g，蛋白胨10 g，氯化

钠5 g，蒸溜水定容至1 000 mL，pH 7．o_7．2。
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1．3摇瓶培养

斜面菌种30。C活化后，接种一环人种子培养

液中(装液量100 mL／z50 mL三角瓶)，温度

30℃，转速150 r／min，摇床振荡培养48 h后，按

2％(2 mL)接种量再接人种子培养液中，进行单

因素的发酵条件试验[4娟]。

1．4主要仪器设备

普通摇床，培养箱，pH测试仪，超净工作台，

紫外分光光度计。

1．5分析方法

菌量测定采用600 nm紫外吸收比浊法测

定。pH测定仪测定菌液pH。

2 结果与分析

2．1发酵条件单因素试验

2．1-1 pH试验 由于摇瓶发酵过程中pH难以

控制，因此只能控制发酵液的初始pH。按种子

发酵液培养基配方将培养基的初始pH调至3．

0、3．5、4．0、4．5、5．0、5．5、6．0、7．0、7．5、8．0、8．5、

9．0、9．5，接种2％菌液于30℃，150 r／min摇瓶培

养48 h，测定发酵液在600 rim光度吸收值和发

酵后的pH[7]。
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发酵前pH
ThepH ofthe anterior—fermentation

图1发酵前后发酵液pH的变化

Fig．1 The change of pH between the anterior-

fermentation and the posterior-fermenttation

结果表明(图1、2)，内生细菌E1R—J对初始

pH要求宽泛，在4．0～9．0皆可生长，且在4．5～

9．0的pH中，能够快速生长，其对最终产量的影

响没有显著差异；在发酵48 h后，初始pH4．5～

9．5的发酵液，发酵后的最终pH在8．6左右。

这同时表明，内生细菌EIR—J的次生产物为碱

性，其pH在8．6左右，并不影响EIR—J菌自身繁

殖，菌量为1．0×107cfu／mL左右。
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图2发酵前pH对内生细菌E1R-]产量的影响

Fig．2 The effect of anterior-fermentation

pH on the yield of endobacteria E1R。J

2．1．2转速试验 内生细菌EIR—J是有氧性菌

株，通过改变摇床转速来调节通气量，转速太小，

通气量小，不利于菌体生长，但摇床转速太快时，

可能会引起菌体自溶，使得生物量减少。选取

90、120、150、180、210 r／min 5个转速作为摇床

转速分别测定不同转速对发酵液菌量的影响，发

酵液初始pH调至7．0，摇床温度30℃，摇瓶培养
48 h，测其600 nmOD值[1卜12]。

结果显示(图3)，在所选的5个转速中，当转

速为150和180 r／min时，E1R—J菌的产量为最

佳，且与90、120、210 r／rain时的产量有明显差

异，考虑发酵的成本，内生细菌EIR—J的最佳发

酵成本为150 r／min，此时，细菌浓度为2．1×

107 cfu／mL左右。
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图3转速对内生细菌E1R-J产量的影响

Fig．3 The effect of rotate speed oa the

yield of endobacteria EIR-J

2．1．3 温度试验 选取25℃、29℃、31℃、34。C、

37℃5个温度作为摇床温度分别测定不同温度

对发酵液菌量的影响，发酵液初始pH调至7．0，

150 r／min摇瓶培养48 h，测其600nmOD吸收

值口]。试验结果见图4。在温度为34℃时，细菌

EIR—J的产量最高，与25、29、31和37℃时的菌量
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有显著差异。所以，内生细菌E1R—J的最佳发酵

温度为34℃，此时，细菌浓度为3．35×107

cfu／mL左右。

25 29 3l 34 37

温度／'12 Temperature

图4温度对内生细菌EIR-J产量的影响

Fig．4 The effect of temperature Oil the

yield of endobacteria EIR-J

2．1．4 接种量试验 选取1％、2％、3％、4％、

6％、8％和10％7个接种量，测定不同接种量对发

酵菌量的影响，发酵液初始pH调至7．0，150

r／rain摇瓶培养48 h，测其600nmOD吸收值。

试验结果显示(图5)，种子液的接种量对内

生细菌E1R—J产量的影响不是很大，其在接种量

为2％、4％、6％时产量差异不是很大，但接种量

为2％时，内生细菌EIR-J产量为最多，因此，种

子液最佳接种量确定为2％，此时，细菌浓度为

1．2×107 cfu／mL左右。
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图5种子液接种量对内生细菌E1R—J产量的影响

Fig．5 The effect of inoculation of seeds

culture on the yield of endobacteria El R—J

2．1．5 通气量试验 芽孢杆菌是一种需氧发酵

过程，摇瓶中的氧气量将直接影响细菌的生长。

因此将pH为7．0的100 mLLB培养液分别加入

150 mL、250 mL和500 mL的三角瓶中，接入

2％的种子液，150 r／rain摇瓶培养48 h，测其600

nmOD吸收值。

试验结果表明(图6)，摇瓶中氧气的量对内

生细菌E1R～J的产量有一定影响。当在250mL

的三角瓶中加入100 mL LB培养液时，内生细菌

EIR—J的菌量为最大，此时液体与空气比为2：5，

此时，细菌浓度为2．7×107 cfu／mL左右。
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Volume offlask

图6三角瓶体积对内生细菌E1R—J产量的影晌

Fig．6 The effect of the volume of flask on

the yield of endobacteria E1R-J

2．1．6 比浊法测定菌株生长曲线 按单因素确

定的最佳发酵条件，初始pH为7．0，摇床培养温

度为34℃，摇床转速为150 r／rain，采用LB液体

培养基进行摇瓶培养，从0 h开始，每2 h测定一

次，600 nm处分光光度仪测定OD值，用未接种

的培养基作空白[1“。结果可知(图7)，在o～8 h，

E1R—J菌处于生长的延滞期，数量极少；在20～

34 h，是内生细菌EIR—J的对数生长期，菌体数量

快速增长；在34 h后EIR—J菌处于生长的稳定

期，菌体数量波动较小，基本保持不变。
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图7培养时间对内生细菌E1R-J产量的影响

Fig．7 The effect of the culture time on the

yield of endobacteria EIR-J

微生态制剂的有效成分主要是活菌，而活菌

数是质量控制指标之一。发酵培养时间是影响菌

液浓度及芽孢成熟率的重要因素，由于在生产中

通常选用处于对数生长期的菌体作为种子，此时
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的种子既保持有旺盛的增殖能力，又达到了高的

浓度以缩短发酵周期，因此，选定内生细菌EIR—J

的最佳种龄是20～34 h，做为生防用菌最佳菌龄

为48～73 h。

2．2正交试验初步测定发酵培养液

在常规的LB液体培养基(酵母粉10 g，蛋白

胨10 g，NaCl 5 g，蒸溜水定容至1 000 mL)的基

础上，加入K。HPO。作为正交实验的4个因子，

每个因子设计4个水平口’9]，具体设计见表1。

试验结果表明(表1)，各因素作用最大的水

平组合为，蛋白胨2水平(6 g)、酵母粉2水平(6

g)、NaCl 2水平(3 g)、KzHPO。4水平(0．2 g)，定

为最佳培养基，且比原始LB液体培养基(酵母粉

10 g，蛋白胨10 g，NaCl 5 g，蒸溜水定容至1 000

mL)较经济，此时，细菌浓度为5．2×107 cfu／mL

左右。

表1 发酵培养液初步优化正交设计

Table 1 The orthogonal design of the optimization

of fermentation broth

蛋皂胨酵萋型g NaCI K2HP04 600 nm

一／g
。。88‘

／g ／g‘ ODP 值eptoneextract ，5 口

3 结论

芽杆细菌EIR—J是一株分离自小麦根部的

内生细菌，其初步发酵条件优化结果，发酵培养基

为：酵母粉6 g，蛋白胨6 g，NaCl 3 g，K：HPO。

0．20 g。其他最佳发酵条件为pH适应范围较

广，在4．5～9．0之间，菌株均可以生长，转速为

150 r／min，温度选取34℃，种子液的接种量为

2％，通气量是空气与培养基的比例为2：5，其最

佳种子液菌龄是20～34 h，作为生防用菌最佳菌

龄为48～73 h。在以上条件下，细菌的发酵产量

最大，其细菌浓度为5．2×107cfu／mL左右。
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