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响应面法优化解硫胺素类芽孢杆菌SY20产抑菌

物质发酵条件

吴雅萍1,2，曹偲2，林勇文1，陈健旋1，陈健凯1，林良美1，叶惠恋1，刘冬梅2*

（1.漳州职业技术学院食品工程学院，福建漳州 363000）

（2.华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640）

摘要：解硫胺素类芽孢杆菌（Paenibacillus thiamolyticus SY20）是一株从福建漳州酸笋中分离的抗菌活性菌株，

前期已经证明它能产生一种罕见的脂肽类抗菌剂多粘菌素 A1。为了提高其产抑菌物质的能力，以该活性菌株为研

究对象，以对大肠杆菌的抑菌直径为考察指标，进行产抑菌物质发酵条件优化。首先通过单因素实验探究了不同碳源、

氮源、无机盐及添加浓度对菌株产抑菌活性物质的影响；然后采用 Plackett-Burman 法筛选 3 个重要因素磷酸氢二铵、

KCl 和 NaCl 进行分析；接着通过 Box-Behnken 中心组合试验确定培养基最优组合；最后在此基础上进行接种量、pH

值条件、发酵时间和发酵温度优化以获得最优发酵条件并进行优化方案验证。结果表明：P. thiamolyticus SY20 发酵

产抑菌物质的最佳培养基配方为麦芽糖 20 g/L，棉籽饼粉 15 g/L，磷酸氢二铵 8 g/L，KCl 10 g/L，NaCl 10 g/L，最

佳发酵条件为：pH 值为 7.5，培养温度 28 ℃，发酵时间 60 h，优化后发酵上清的抑菌圈直径 22.8 mm 为优化前（15.2 mm）

的 1.5 倍。优化后该菌株产抑菌活性物质的能力显著提高，该研究为后续大规模分离纯化抑菌物质奠定基础。
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天然产物在药物开发中一直发挥着重要作用，

新型的天然化合物可用于开发治疗耐药菌感染药

物、食品防腐剂以及工业和农业生物制剂 [1,2]。微生

物具有生产多种生物活性化合物的潜力，这些化合

物可以广泛用于制药行业 [3,4]。通过对 16S rRNA 序

列的广泛比较分析，直到 1993 年类芽孢杆菌属才

从芽孢杆菌属中剥离出来 [5,6]。截止 2017 年，已经

有超过 200 种的类芽孢杆菌被报道，它们广泛分布

于环境中，能产生多种抗菌活性物质包括细菌素、

非核糖体脂肽、聚酮、多肽 - 聚酮杂合物、挥发性

有机化合物等 [7-9]。然而，类芽孢杆菌代谢产抗菌

活性物质的水平往往容易受到培养条件、菌体生长

阶段以及自身诱导肽调控等因素的影响 [10-12]，这严

重限制了对活性抑菌物质的开发与应用。响应面法

可通过构建模型对不同因子水平及交互作用进行优

化，从而快速有效地确定多因子系统的最佳条件 [13]。

该法已被广泛应用于培养基和培养条件的优化、提

取技术和酶学性质等方面的研究 [14-16]。Ugwuoji 等 [17]

通过响应面法优化 Paenibacillus lactis OPSA3 发酵

条件，使其产碱淀粉酶的产量增加了 2.1 倍。邓志

平等 [18] 对类芽孢杆菌 Paenibacillus sp.1-49 进行响

应面培养条件优化，使摇瓶发酵培养后的菌体浓

度 OD600 达到 10.280。张智等 [11] 利用响应面法优化

Paenibacillus cookii PLD-01 产抑菌素发酵条件，使

优化后的抑菌圈直径达到 15.7 mm。

解硫胺素类芽孢杆菌（Paenibacillus thiamolyticus）
最初是从硫胺素缺乏的临床患者的粪便中分离得到

的这一种类芽孢杆菌，由于其能够产生硫胺降解酶

（硫氨基酶 I），所以它被当做研究硫氨基酶 I 的模

式生物 [19]。然而，对于解硫胺素类芽孢杆菌的研究

仅限于其降解硫胺素能力，针对其抗菌的研究目前

国内外尚未报道。本研究的对象是一株从酸笋中分

离出的活性解硫胺素类芽孢杆菌（P. thiamolyticus 
SY20），前期已经从其发酵上清液中分离出一种罕

见的脂肽类抗生素——多粘菌素 A1 [9]。为了进一步

提高该菌株产活性抑菌物质的水平，结合单因素分

析、Plackett-Burman 设计以及 Box-Behnken 中心组

合试验对发酵培养基进行优化，并在此基础上探究

最佳培养条件，为后续大规模的分离纯化活性物质

奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料与设备

1.1.1 活性菌株与指示菌

活性菌株 P. thiamolyticus SY20 为实验室前期

从福建漳州的酸笋中筛选所得。指示菌为大肠杆菌

（Escherichia coli ATCC 25922）为实验室所保有。

1.1.2 主要培养基与试剂

细菌学蛋白胨、技术琼脂粉、酵母提取粉、牛

Zhangzhou, Fujian. Previous studies have demonstrated that this species can produce a rare lipopeptide antimicrobial 

substance, polymyxin A1. To improve the ability of P. thiaminolyticus to produce antimicrobial substances, the active strain 

was used as the research object, and the antimicrobial diameters against Escherichia coli were used as the investigation index 

to optimize the fermentation conditions. Single-factor experiments were conducted to evaluate the effects of different carbon 

sources, nitrogen sources, and inorganic salt types and their concentrations on the production of antimicrobial substances. 

The three significant factors, namely ammonium phosphate, KCl, and NaCl, were screened and further analyzed using the 

Plackett–Burman method. The optimal medium combination was determined using a Box–Behnken central composite design. 

Finally, the inoculation volume, pH value, fermentation time and temperature were optimized to obtain the most effective 

fermentation conditions, which were then verified experimentally. The results showed that the optimum fermentation medium 

for producing antimicrobial substances in P. thiaminolyticus SY20 was composed of 20 g/L maltose, 15 g/L cottonseed cake 

flour, 8 g/L (NH4)2HPO4, 10 g/L KCl, and 10 g/L NaCl. The optimized fermentation conditions were as follows: pH 7.5, 

fermentation temperature of 28 ℃ , and fermentation time of 60 h. After optimization, the inhibition diameter 

of the fermented supernatant was 22.8 mm, which was 1.5-fold larger than that before optimization (15.2 mm). The ability of 

the strain to produce antimicrobial substances was significantly improved, providing a foundation for large-scale isolation and 

purification of the antibacterial substances.

Key words: Paenibacillus thiaminolyticus SY20; production antimicrobial substance; response surface methodology; 

fermentation condition
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肉浸粉、棉籽饼粉、麦芽糊精、麦芽糖、玉米淀粉、

蔗糖、葡萄糖、豆粕提取物，购于广东环凯微生物

科技有限公司；磷酸氢二铵、硫酸铵、NaCl、硫酸镁、

丙三醇、乳糖、硫酸锰氯化镁、尿素、硝酸铵、氯

化钾，以上均为分析纯购于天津市大茂化学试剂厂。

1.1.3 主要仪器与设备

SW-CJ-1R 超净工作台，上海博讯实业有限公

司医疗设备厂；QYC-200 恒温震荡培养箱，广州

市泉宏科技仪器有限公司；Sorvall Legend Micro 17
微量离心机，赛默飞世尔科技（中国 ) 有限公司；

752N紫外分光光度计，上海仪田精密仪器有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 抑菌活性检测

采用琼脂平板扩散法 [20] 进行抑菌活性检测。取

发酵液以 12 000 r/min 离心 8 min，然后使用 0.22 μm 滤

器去除发酵上清液残留的菌体，用 10 mm 打孔器在

指示菌抑菌平板上打孔，挑去孔内的培养基后加入

100 μL 的上清液于 4 ℃冰箱扩散，待完全吸收后放

入 37 ℃培养箱培养 6~12 h，利用卡尺测量平板上

抑菌直径。

1.2.2 发酵培养基单因素

1.2.2.1 碳源优化

以 LB 培养基为基础培养基，选择葡萄糖、麦

芽糖、乳糖、甘油、淀粉、蔗糖、玉米淀粉、麦芽

糊精、山梨醇为碳源，分别添加 20 g/L。按 2% 的

接种量接入种子液后，在 28 ℃摇床 180 r/min 恒温

培养 48 h，检验抑菌活性后确定最佳碳源，进一步

进行添加量优化。

1.2.2.2 氮源优化

以 10 g/L NaCl、20 g/L 麦芽糖作为基础培养基，

有机氮源选择蛋白胨、酵母提取粉、牛肉浸粉、豆

粕提取物、棉籽饼粉，分别添加 20 g/L。无机氮源

优化以 10 g/L NaCl、20 g/L 麦芽糖、15 g/L 棉籽饼

粉作为基础培养基，选择硫酸铵、尿素、磷酸氢二铵，

分别添加 20 g/L。氮源确定后进行添加量优化。

1.2.2.3 无机盐优化

在确定碳源、氮源的基础上，选择 MgSO4、

KCl、NaCl 初始添加量为 20 g/L，进行无机盐种类

和添加浓度优化。

1.2.3 Plackett-Burman试验

选用试验次数 N=12 的实验设计，对麦芽糖

（X1）、蔗糖（X2）、棉籽饼粉（X3）、磷酸氢二

铵（X4）、 硫 酸 铵（X5）、KCl（X6）、NaCl（X7）、

MgSO4（X8）8 个因素进行考察，其编码及其所代

表的质量浓度值见表 1。每个因素各取 -1 和 +1 两

个编码的两个水平，低水平和高水平根据单因素实

验探究结果进行取值，响应值为抑菌圈直径（Y）。

表 1  Plackett-Burman试验设计中各参数的编码值

及其质量浓度

Table 1 Assigned concentration of each variable at different
 levels of Plackett-Burman design

独立变量
编码水平 /(g/L)

-1 1

麦芽糖（X1） 15 25

蔗糖（X2） 1.5 15

棉籽饼粉（X3） 10 20

磷酸氢二铵（X4） 5 15

硫酸铵（X5） 5 20

KCl（X6） 10 30

NaCl（X7） 1 20

MgSO4（X8） 1 10

1.2.4 响应面法优化培养基

以 Plackett-Burman 设计确定的因素和最陡爬坡

实验确定的逼近浓度作为 Box-Benhnken 的中心组

合实验中（0,0,0）代码，进一步进行三因素三水平

的响应面实验。共进行 17 组实验，其中 12 个实验

为析因点，自变量取值在拟合曲面的三维定点，其

他 5 个是零点，即（0,0,0）中心点，重复 5 次以估

计误差。使用Design-Expert 13对实验数据进行拟合，

得到模型后预测得到三个因素最佳水平。

1.2.5 发酵条件优化

基于响应面法实验得到的发酵培养基优化结

果，分别以体积比接种量（1%、2%、4%、5%、6%、

8%、10%），pH 值（3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、7.5、8.0、
9.0、10.0、11.0），发酵温度（15、28、37、45 ℃），

发 酵 时 间（12、24、36、48、60、72、84、96 h）
确定最佳接种量、pH 值、发酵温度和发酵时间。

1.2.6 响应面模型验证

用 LB 培养基作为原始发酵培养基，用响应面

法实验所得的配方作为优化培养基，分别在原始发

酵条件和优化发酵条件下进行发酵培养，取发酵液

离心得上清液，通过抑菌活性检测，检验优化是否

有效。
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1.2.7 数据处理

用 GraphPad 软件进行单因素实验数据分析和

制图，利用 Minitab 17 软件设计 Plackett-Burman
实验和分析实验数据。利用 Design-Expert 13 软件

设计中心组合 Box-Behnken 响应面实验和分析

结果。

2  结果与分析

2.1 单因素实验结果

2.1.1 碳源优化

图 1 碳源对 P. thiamolyticus SY20 产抑菌物质的影响

Fig.1 The effects of carbon sources on the antibacterial 

ability of P. thiamolyticus SY20 strain

注：（a）不同碳源对产抑菌物质的影响；（b）添加不同

质量浓度麦芽糖对产抑菌物质的影响。不同字母表示同一指

标不同组间差异显著（P＜0.05）。

分别通过测定抑菌圈直径以及 OD600 值来监测

抑菌活性变化与菌的生长状况，选择 9 种不同的碳

源培养基发酵 P. thiamolyticus SY20，其促进作用排

序为麦芽糖＞麦芽糊精＞蔗糖＞乳糖＞山梨醇＞玉

米淀粉＞葡萄糖＞可溶性淀粉＞甘油，因此促进产

抑菌物质效果最优的为麦芽糖（图 1a），其中以麦

芽糖作为碳源抑菌直径为 19.2 mm。此外，从 OD600

值可知，相比于其它碳源，可溶性淀粉和甘油不利

于菌的生长也不利于抑菌物质的产生。以麦芽糖作

为唯一碳源，考察其添加量在 5~30 g/L 抑菌活性

变化情况，结果显示随着添加量的增加，菌株产抑

菌物质能力趋于升高，但添加量超过 20 g/L 时，发

酵上清抑菌圈直径趋于降低，这可能是因为因糖浓

度过高，渗透压增大，不利于抑菌产物的产生与分

泌 [21]。因此，确定 20 g/L 的麦芽糖为最佳添加量水

平（图 1b）。

2.1.2 氮源优化

蛋白胨、酵母提取粉、牛肉浸粉、豆粕提取物、

棉籽饼粉五种有机氮源作为唯一氮源添加，对活性

菌的繁殖和抑菌物质的产生影响巨大（图 2a）。从

菌发酵 OD600 值可知，相比于酵母提取粉、牛肉浸

粉及棉籽饼粉，蛋白胨和豆粕提取物对活性菌的繁

殖具有一定的抑制作用，其中豆粕提取物作为唯一

氮源会严重阻碍了 P. thiamolyticus SY20 的增殖。从

抑菌活性上看，仅牛肉浸粉和棉籽饼粉作为唯一氮

源显示出抑菌活性，其中棉籽饼粉作为氮源抑菌效

果最佳，其抑菌直径为 16.8 mm。值得注意的是，

以蛋白胨、酵母提取粉以及豆粕提取物作为唯一氮

源基本没有抑菌活性，说明抑菌活性物质的产生与

有机氮源种类关系较大。这可能是因为菌株代谢产

物的合成与有机氮源提供的游离氨基酸、蛋白质或

肽类等小分子物质有关 [21,22]。确定棉籽饼粉为最佳

有机氮源，进一步探究发现棉籽饼粉添加量的最佳

水平在 15 g/L（图 2b）。
无机氮源优化结果显示添加磷酸氢二铵和硫酸

铵均有利于活性物质的产生，而添加尿素抑菌活性

减小（图 2c）。进一步探究这两种无机氮源的最佳

添加量，在磷酸氢二铵添加量 5 g/L 时，产抑菌物

质的能力达到较高水平（图 2d），因此选择其作为

发酵培养基的无机氮源，添加量为 5 g/L。现
代
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图 2 有机氮源和无机氮源对 P. thiamolyticus SY20

产抑菌物质的影响

Fig.2 The effects of carbon sources on the antibacterial 

ability of P. thiamolyticus SY20 strain

注：（a）不同有机氮源对产抑菌物质的影响；（b）添加

不同质量浓度棉籽饼粉对产抑菌物质的影响；（c）不同无机

氮源对产抑菌物质的影响；（d）添加不同质量浓度硫酸铵和

磷酸氢二铵对产抑菌物质的影响；不同字母表示同一指标不

同组间差异显著（P＜0.05）。

2.1.3 无机盐优化

无机盐是微生物生长代谢过程中不可缺少的营

养物质 [23]，选择的 Mg2+、Na+ 和 K+ 三种无机盐离子

进行探究，结果显示添加 K+ 对抑菌物质的产生有

一定的促进作用，其抑菌直径为 21.8 mm（图 3a）。
对 K+ 添加量进行优化，添加量为 20 g/L 时抑菌活

性最强（图 3b），因此最终选择 KCl 作为无机盐加

入培养基，最佳添加量为 20 g/L。

图 3 无机盐对 P. thiamolyticus SY20 产抑菌物质的影响

Fig.3 The effects of mineral salt on the antibacterial ability 

of P. thiamolyticus SY20 strain

注：(a) 不同无机盐对产抑菌物质的影响；（b）添加不同

质量浓度氯化钾对产抑菌物质的影响。不同字母表示同一指

标不同组间差异显著（P＜0.05）。

2.2 Plackett-Burman法筛选重要因素

在单因素的基础上，根据 Plackett-Burman 实验

设计在发酵 48 h 时取样测定发酵液的抑菌直径作为

响应值数据，结果见表 2。
用 Design-Expert 13 软件分析结果见表 3，X3

和 X8 对提高 SY20 发酵产抑菌物质能力有显著正效

应，X1、X2、X4、X5、X6、X7 对提高 SY20 发酵产

抑菌物质能力有显著负效应。这 8 个因素对 SY20
产抑菌物质能力提升的影响排序为：KCl（X6） ＞
NaCl（X7） ＞磷酸氢二铵（X4） ＞ MgSO4（X8） ＞蔗

糖（X2） ＞硫酸铵（X5） ＞棉籽饼粉（X3） ＞麦芽糖

（X1），其中 X4、X6、X7 对抑菌圈直径影响较大。
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表 2  Plackett-Burman实验响应值

Table 2 The response values of Plackett-Burman experiments
 (n=12)

编号

变量水平 响应值

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8
抑菌圈
直径 /mm

1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 18.5

2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 10.0

3 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 23.5

4 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 21.2

5 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 10.0

6 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 22.4

7 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 22.4

8 1 -1 1 1 -1 1 1 1 10.0

9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 10.0

10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 23.3

11 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 22.6

12 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 15.2

表 3  Plackett-Burman实验各因素的影响效果

Table 3 The effect of each factor in Plackett-Burman 
experiments

因素 效应 均方和 影响 /%

麦芽糖（X1） -0.022 2 0.001 5 0.000 4

蔗糖（X2） -1.722 2 8.898 2 2.335 4

棉籽饼粉（X3） 0.644 4 1.245 9 0.327 0

磷酸氢二铵（X4） -4.955 5 73.672 6 19.335 6

硫酸铵（X5） -0.744 4 1.662 6 0.436 4

KCl（X6） -6.220 0 116.148 0 30.483 5

NaCl（X7） -6.130 0 112.853 0 29.618 7

MgSO4（X8） 4.088 8 50.167 0 13.163 9

使用 Design-Expert 13 软件对各因素方差分析，

分析结果见表 4。模型F值为 16.32表示该模型显著。

如此大的 F 值由噪声产生的可能性只有 0.19%，

即仅有 0.19% 的情况不能用该模型来解释。P
值＜ 0.050 0 表示模型项显著，P 值＞ 0.100 0 表示

模型项不显著，结果 X4、X6、X7 的值均小于 0.05，
是重要的模型项。预测R²为0.726 0，调整R²为0.874 4，
其差值小于 0.2。综上，该模型显著且能很好地表

明各因素的变化情况。

表 4  Plackett-Burman试验显著性分析表

Table 4 Significance analysis of Plackett-Burman design

来源
均方
和

自由
度

均方 F 值 P 值
显著
性

模型 361.73 5 72.4 16.3 0.001 9 显著

蔗糖 (X2) 8.90 1 8.9 2.0 0.206 4 —

磷酸氢二铵 (X4) 73.67 1 73.7 16.6 0.006 5 *

KCl(X6) 116.15 1 116.2 26.2 0.002 2 **

NaCl(X7) 112.85 1 112.9 25.5 0.002 3 **

MgSO4(X8) 50.16 1 50.2 11.3 0.015 2 —

残差 26.60 6 4.4 — — —

矫正总和 388.33 11 — — — —

R² 0.93 — — — — —

校正 R² 0.87 — — — — —

预测 R² 0.72 — — — — —

Adeq 精度 11.63 — — — — —

注：***差异极显著，P＜0.001 ；**差异高度显著，P＜0.01 ；

* 差异显著，P＜0.05。

2.3 响应面法设计与结果分析

2.3.1 Box-Behnken试验设计结果与回归模型的方

差分析

表 5  Box-Behnken试验设计方案及结果

Table 5 Results of Box-Behnken central composite design

试验号 X4 X6 X7 抑菌圈直径 /mm

1 -1 -1 0 16.9

2 1 -1 0 16.7

3 -1 1 0 17.7

4 1 1 0 11.3

5 -1 0 -1 15.7

6 1 0 -1 16.8

7 -1 0 1 16.8

8 1 0 1 10.0

9 0 -1 -1 17.9

10 0 1 -1 16.1

11 0 -1 1 18.0

12 0 1 1 10.0

13 0 0 0 16.8

14 0 0 0 16.4

15 0 0 0 16.4

16 0 0 0 16.3

17 0 0 0 17.6
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根据最陡爬坡法确定磷酸氢二铵添加量 8 g/L、
KCl 添加量 15 g/L 和 NaCl 添加量 10 g/L 为中心点，

以磷酸氢二铵（X4）、KCl（X6）、NaCl（X7）为考

察因素，以抑菌直径（Y）为响应值，进行响应面

试验设计，试验结果见表 5。利用 Design Expert 软
件进行多元回归拟合，得到模型的二次回归方程

Y=16.71-1.52X4-1.8X6-1.47X7-1.55X4X6-1.99X4X7-

1.53X6X7-0.88X4²-0.21X6²-1.00X7²
对实验结果进行多元回归分析，结果见表 6。

该模型 F 值为 17.84，故模型显著，不能用此模型

解释的可能性只有 0.05%。P＜0.050 0，模型项显著，

X4、X6、X7、X4X6、X4X7、X6X7、X7
2 是重要的模

型项，其余项 P＞0.100 0 表示不显著。回归方程决

定系数 R2 为 =0.958 2，说明此模型对各因素与响应

值间的关系可以解释 95.82%，模拟失拟项 F=4.3，
P=0.097 3＞0.05，失拟项不显著，说明拟合情况可靠。

R2=0.96，校正确定系数 R2
Adj=0.90，证明拟合程度较

高，可运用该回归方程对试验结果进行分析和预测。 

表 6  Box-Benhnken Design回归分析

Table 6 the regression analysis of Box-Benhnken Design

系数来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 104.61 9 11.6 17.8 0.000 5 **

X4 18.50 1 18.5 28.4 0.001 1 **

X6 25.80 1 25.8 39.6 0.000 4 **

X7 17.21 1 17.2 26.4 0.001 3 **

X4X6 9.61 1 9.6 14.7 0.006 4 **

X4X7 15.87 1 15.9 24.3 0.001 7 **

X6X7 9.30 1 9.3 14.3 0.006 9 **

X4
2 3.25 1 3.2 5.0 0.060 7 —

X6
2 0.19 1 0.2 0.3 0.607 2 —

X7
2 4.24 1 4.2 6.5 0.038 1 *

残差 4.56 7 0.7 — — —

失拟项 3.48 3 1.2 4.3 0.097 3 不显著

净误差 1.09 4 0.27 A A —

总离差 109.18 16 — — — —

 R2 =0.96；  R2
Adj=0.90

注：***差异极显著，P＜0.001 ；**差异高度显著，P＜0.01 ；

* 差异显著，P＜0.05。

2.3.2 Box-Behnken 试验设计结果与回归模型的

方差分析

用 Design-Expert 13 软件绘制拟合磷酸氢二铵、

KCl 和 NaCl 三因素之间两两所得的三维曲面图并

分别绘制其等高线图，见图 4~6。由相应面曲线

可知，磷酸二铵和 KCl 曲面平缓，说明这两个

因素交互作用较弱，响应值影响不显著；而 KCl
和 NaCl、磷酸氢二铵、NaCl 拟合结果较好，均

有明显的坡度和高点。通过软件分析进行最优值

预测：磷酸氢二铵添加量 0.815%、KCl 1.072%、

NaCl 0.952% 时，P. thiamolyticus SY20 发酵液的产

抑菌物质能力最强。

图 4 磷酸氢二铵和 KCl 对菌株 SY20 抑菌能力影响的

响应面图和等高线图

Fig.4 Response surface plot and contour plot of the 

effects of (NH4)2 HPO4 and KCl on the antibacterial 

ability by strain SY20

图 5 磷酸氢二铵和 NaCl 对菌株 SY20 抑菌能力影响

的响应面图和等高线图

Fig.5 Response surface plot and contour plot of the effects 

of (NH4)2 HPO4 and NaCl on the antibacterial ability 

by strain SY20

图 6 KCl 和 NaCl 对菌株 SY20 抑菌能力影响的

响应面图和等高线图

Fig.6 Response surface plot and contour plot of the effects of 

X6 and X7 on the antibacterial ability by strain SY20
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2.4 发酵条件优化

图 7 P. thiamolyticus SY20 产抑菌物质发酵条件优化

Fig.7 The optimization fermentation conditions of the 

antibacterial substances produced by P. thiamolyticus SY20

注：不同字母表示同一指标不同组间差异显著（P＜0.05）。

在优化的培养基条件下，对 P. thiamolyticus 
SY20 产抑菌物质发酵条件进行优化，结果如图 7

所示。当接种量为 4%~6% 时菌株产抑菌物质能力

最强，抑菌圈直径达到 21.7 mm（图 7a），接种量

过高和过低抑菌活性均有所降低。培养基 pH 条件

对菌种发酵产抑菌物质的产生影响较大，pH 值偏

中性时抑菌直径为 21.3 mm，为弱酸性和弱碱性时

抑菌物质的产量均有所减少，pH 值低于 5.5 和高于

9 下菌株基本无抑菌活性（图 7b）。温度对菌株产

抑菌物质的影响也较大，当培养温度为 28 ℃时菌

株产抑菌物质能力最强，抑菌圈直径达到 22.2 mm，

当温度高于 45 ℃和低至 15 ℃时，菌株基本无抑菌

活性（图 7c）。此外，发酵时间少于 24 h 发酵上清

未能检测到抑菌活性，之后随着发酵时间的增加，

抑菌活性逐渐增强并在 48~72 h 达到最高水平后略

有下降（图 7d）。因此，选择 5% 接种量，初始培养基

pH 值为 7.5，培养温度为 28 ℃，发酵时间 60 h 进行产

抑菌物质培养。 

2.5 验证实验

图 8 优化培养前后菌浓度及抑菌活性变化

Fig.8 Changes in bacterial concentration and antibacterial

 activity before and after optimization of culture

注：**** 表示差异差异极显著，P＜0.001。

在优化的培养基和培养条件基础上，用 LB 培

养基进行对照，优化前发酵 OD600=1.24，优化培养

基后 OD600=1.29，表明两种培养基对菌的增殖效果

相当，但发酵上清的抑菌活性却相差较大。优化前

抑菌圈直径为 15.2 mm，优化后为 22.8 mm，抑菌

直径为原来的 1.5 倍，说明优化后的培养基和发酵

条件更有利于菌株抑菌物质的产生（图 8）。徐顾榕

等 [24] 利用响应面法对蜡样芽孢杆菌产类细菌素培养

基进行优化，使得优化后抑菌圈直径为 12.9 mm 较

优化前提高了 21.66% ；陈亮等 [13] 对枯草芽孢杆菌产

抗菌脂肽的发酵条件进行响应面优化，使抗菌脂肽

粗提物产量为原来的 1.6 倍；杜堒 [16] 利用响应面法

使得乳酸乳球菌 Z103 菌株发酵上清的最大抑菌直
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径达到 13.5 mm，产抑菌物质的效价较优化前提

高了 41.17%。这些结果表明，利用响应面进行

发酵条件优化可以明显提高活性菌株产抗菌物质

的能力。

3  结论

本研究首先在单因素条件下探究了 P. thiamolyticus 
SY20 在添加不同的碳源、氮源、无机盐中产抑菌

物质的能力以及最佳添加浓度；随后，采用响应面

分析，得到最优发酵培养基组合；再进行接种量、

pH 值、发酵时间和发酵温度优化获得最优发酵条件。

最后，对优化方案进行与验证。优化后 P. thiamolyticus 
SY20 发酵产抑菌物质的最佳培养基配方为麦芽糖

20 g/L，棉籽饼粉 15 g/L，磷酸氢二铵 8 g/L，KCl 
10 g/L，NaCl 10 g/L，最佳培养条件为接种量 5%，

pH 值为 7.5，培养温度 28 ℃，发酵时间 60 h。在此

条件下，P. thiamolyticus SY20 抑菌圈直径 22.8 mm
为优化前的 1.5 倍，说明优化后的培养条件能有效

提高菌体产抑菌物质的能力，为后续进一步分离纯

化抑菌物质提供条件。
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