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贝莱斯芽孢杆菌产抑菌物质培养基发酵优化

刘军1，江宇琪1，刘康1，代航培1，黄翠欣1，王风青1，李丽1，李仲玄1,2*，陈鲜鑫3，陈玲4

（1.四川轻化工大学生物工程学院，四川宜宾 644000）（2.固态发酵资源利用四川省重点实验室，四川宜宾 

644000）（3.乐山市农业科学研究院，四川乐山 614001）（4.巨星农牧有限公司，四川成都 611230）

摘要：为提高贝莱斯芽孢杆菌产抑菌活性物质的能力，研究采用单因素实验、Plackett-Burman 试验、最陡爬坡试

验和 Box-Behnken 进行发酵工艺优化。试验结果表明，乳糖和硝酸钠分别为发酵培养基的最适碳源和氮源，Plackett-

Burman 试验确定影响贝莱斯芽孢杆菌抑菌能力的显著因素为接种量、硝酸钠和发酵时间，最陡爬坡试验和响应面试

验确定最佳工艺条件为乳糖添加量 10 g/L，硝酸钠添加量 6.15 g/L，接种量 3%，转速 220 r/min，温度 34 ℃，发酵

时间 30.7 h，在此条件下抑菌圈直径为 17.6 mm，较优化前提高了 55%，活菌数从优化前的 2.42×108 CFU/mL 提升

到 6.71×108 CFU/mL。该研究有利于贝莱斯芽孢杆菌作为潜在益生菌的进一步开发利用，提高该菌株抗食品腐败微生物的能力。
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Abstract: To improve the ability of Bacillus velezensis to produce inhibitory substances, the fermentation process 

was optimized using single-factor experiments, Plackett-Burman test, steepest ascent test, and the Box-Behnken design. 

The results showed that lactose and sodium nitrate were the optimum carbon and nitrogen sources for the fermentation 

medium. The Plackett-Burman test showed that the significant factors affecting were the inoculum, sodium nitrate 

concentration, and fermentation time. The steepest ascent test and response surface test determined the optimum 

conditions as 10 g/L lactose, 6.15 g/L sodium nitrate, 3% inoculum, a rotational speed of 220 r/min, 34 ℃ , and 30.7 h of 
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fermentation. Under these conditions, the diameter of the inhibition circle was 17.6 mm, which was 55% higher than the 

diameter before optimization. The biomass increased from 2.42×108 CFU/mL before optimization to 6.71×108 CFU/mL. The 

findings of this study are beneficial to the further development and utilization of B. velezensis as a potential probiotic and to 

improve the ability of the strain to resist food spoilage microorganisms.

Key words: Bacillus velezensis; bacteriostatic substances; ferment; response surface

微生物造成的食品污染已对消费者的健康构成

威胁 [1] ，食源性致病菌会引起人们食物中毒、肠道

感染等多种疾病 [2] 。防止此类食品污染可以显著降

低食品安全风险。生物活性物质用于抑制食物的微

生物变质已被证明是绿色和安全的 [3] 。传统的化学

法处理效率低，并会对环境造成危害，而微生物控

制是解决上述危害的替代方法 [4] 。

芽孢杆菌通过非核糖体肽合成酶产生主要的环

状脂肽，如 iturin、fengycin 和 surfactin，能够生成肽、

脂肽抗生素以及细菌素等多种对病原菌生长的抗菌

物质 [5] ，其中，iturin 和 fengycin 具有较强的抗真菌

活性。Deravel 等 [6] 研究表明 iturin 对莴苣霜霉病具

有较高的抗真菌活性，Guo 等 [7] 发现 fengycin 对尖

孢镰刀菌也有一定的抗真菌活性；surfactin 具有广谱

抗菌作用，邓丽等 [8] 实验表明，贝莱斯芽孢杆菌对

金黄色葡萄球菌有良好的抑制作用，朱亚珠   等 [9] 研

究发现，贝莱斯芽孢杆菌对大肠杆菌、鼠伤寒沙门

氏菌、李斯特菌等多种食源性致病菌具有拮抗效

果。值得注意的是，iturin、surfactin 和 fengycin 也

可以协同作用，有效增强它们的生物活性 [10] 。不同

芽孢杆菌产抑菌物质的能力不同，培养条件如碳源、

氮源、温度、时间等都对菌株分泌抑菌物质有影

响。Singh 等 [11] 实验表明，蔗糖作为碳源能够提高

其表面活性素，而甘油却相反；Mizumoto 等 [12] 研究

发现碳源、氮源的浓度能显著影响菌株 iturin 的产

量，但接种量、温度等培养条件却影响不显著；刘

瑾等 [13] 通过单因素试验及响应面法对贝莱斯芽孢杆

菌 P9 进行优化，优化后的抑菌圈直径较之前扩大了 1.7
倍；韩旭东等 [14] 对芽孢杆菌 ZYCHH-01 的培养条件进

行响应面优化，优化后抑菌圈至直径达到 21.12 mm。

贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）是由

Ruiz-Garcı' a 等分离出的一株新型生防菌，作为芽孢

杆菌属的新种 [15,16] ，其同样具有多种参与脂肽、细

菌素等合成的基因簇，这些物质具有高效的抗菌活

性 [17] 。贝莱斯芽孢杆菌具有优良的生长特性、较强

的抑菌活性和广泛的抗菌谱 [18] ，加之其孢子具有显

著的抗性和休眠能力 [19] ，使得贝莱斯芽孢杆菌在食

品工业中具有好的发展前景 [20] 。本课题组分离得到

一株贝莱斯芽孢杆菌，前期研究表明其对各种食源

性病原菌如大肠杆菌、李斯特菌和金黄色葡萄球菌

具有较好的抑制作用。因此本文以抑菌圈直径为指

标，采用单因素试验、Plackett-Burman 试验、最陡

爬坡试验和中心组合优化设计对贝莱斯芽孢杆菌的

发酵培养基的组分、发酵工艺条件进行优化。旨在

提高该菌抑菌物质的产量，为其在食品工业中的潜

在应用提供一定的理论和实验依据。 

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 材料

贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis），由本课

题组分离保存；大肠杆菌 K88（E. coli K88）、李斯

特菌（Listeria monocytogenes ATCC 1911），由实验

室保存。

1.1.2 培养基

NB培养基：蛋白胨10 g、牛肉粉3 g、氯化钠5 g、
蒸馏水 1 L，pH 值 7.0，固体培养基加入 15 g 琼脂粉。

Landy 培养基：20 g 葡萄糖、谷氨酸钠 5 g、蛋

白胨 10 g、七水合硫酸镁 0.5 g、氯化钾 0.5 g、磷

酸二氢钾 1 g、硫酸亚铁 0.15 mg、硫酸锰 5 mg、硫

酸铜 0.16 mg，蒸馏水 1 L，pH 值 7.0~7.2，121 ℃
灭菌 30 min。

1.1.3 试剂

蛋白胨、牛肉粉、牛肉膏、玉米粉、可溶性淀粉、

酵母浸粉，北京奥博星生物技术有限责任公司；氯

化钠、乳糖、谷氨酸钠、硫酸镁、氯化钾、磷酸二

氢钾、硫酸亚铁、硫酸锰、硫酸铜、尿素，成都市

科龙化学品有限公司；葡萄糖、蔗糖、硝酸铵、硝

酸钠、氯化铵、木糖、麦芽糖、糊精，天津市科密

欧化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

智能恒温恒湿培养箱，杭州绿博仪器有限公司；
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TGL-23 高速冷冻离心机，四川蜀科仪器有限公司；

YXQ-75SII 立式压力灭菌锅，上海博讯医疗生物仪

器股份有限责任公司；QYC-2102C 振荡培养箱，上

海福马实验设备有限公司；PHS-3C pH 计，上海佑

科仪器仪表有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 菌种活化及种子液的制备

取 -20 ℃保藏的贝莱斯芽孢杆菌和大肠杆菌

K88，接种于 NB 培养基，于 37 ℃培养箱中培养

24 h。将活化好的菌体接种于 NB 液体培养基中，

180 r/min、37 ℃震荡培养 12~18 h。

1.3.2 上清液抑菌活性的测定

采用牛津杯法：取贝莱斯芽孢杆菌发酵液于

10 000 r/min，离心 10 min，再用 0.22 μm 微孔滤膜

过滤，除去菌体。取 200 μL 经梯度稀释后的指示

菌（菌浓度 106~107 CFU/mL）涂布于 NB 固体培

养基，将灭菌的牛津杯均匀放置于培养基上，牛

津杯孔内加样量为 200 μL，等量无菌发酵液作为

空白对照。37 ℃恒温培养 8~12 h，观察并测量抑

菌圈直径。

1.3.3 单因素试验设计

以 Landy 培养基为基础，分别选用不同碳源

（玉米粉、葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、木糖、麦

芽糖、乳糖、糊精，添加质量浓度均为 20 g/L）替

换基础培养基的葡萄糖，最佳添加量（5、10、15、
20、25、30 g/L）、不同氮源（谷氨酸钠、尿素、蛋

白胨、硝酸铵、硝酸钠、氯化铵、酵母浸粉、牛肉

膏）、最佳添加量（1、3、5、7、 9 g/L）、发酵温度（28、
31、34、37、40 ℃）、发酵时间（18、24、30、36、
42、48、54 h）、接种量（1%、2%、4%、6%、8%）、

转速（140、160、180、200、220、240 r/min），其

他培养基成分不变。30 ℃、180 r/min 培养 24 h，以

牛津杯法测定上清液的抑菌效力，每组设三个平行，

确定最佳单因素条件。

1.3.4 Plackett-Burman试验设计筛选发酵显著影响

因子

采用 Design Expert 8.0 软件。从单因素试验得

到的结果中，对碳源、氮接种量、温度、发酵时间

和转速 6 个因素进行 P-B 试验，以抑菌圈直径为响

应值，将每个因素分为高（+1）、低（-1）两水平，

筛选出对贝莱斯芽孢杆菌产抑菌物质具有显著影响

的因素。Plackett-Burman 试验设计见表 1。

表 1  Plackett-Burman试验设计

Table l Plackett-Burman experiment design

因素 编码
水平

-1 1

乳糖 /(g/L) X1 7 15

硝酸钠 /(g/L) X2 5 8

接种量 /% X3 2 6

温度 /℃ X4 34 37

时间 /h X5 36 44

转速 /(r/min) X6 200 220

1.3.5 最陡爬坡试验

在 Plackett-Burman 试验得到的 3 个显著性因素

的基础上，根据回归系数和 3 个因素的效应值大小

确定最陡爬坡试验的爬坡方向和步长，确定包含最

优值的因素范围，寻找后续响应面设计需要的中心

点，试验设计如表 2 所示。

表 2  最陡爬坡试验设计

Table 2 Design of steepest climbing test

试验号 X2 硝酸钠 /(g/L) X3 接种量 /% X5 时间 /h

1 8 6 36

2 7.4 5 34

3 6.8 4 32

4 6.2 3 30

5 5.6 2 28

6 5 1 26

1.3.6 Box-Behnken中心组合优化设计

在爬坡试验结果的基础上，利用 Design-Expert 
8.0 软件，各取 3 个水平（-1、0、1），进行响应面

分析试验，并运用数据统计分析软件进行数据分析，

得到最佳工艺配方的条件。以接种量、硝酸钠和时

间 3 个显著因素为自变量，抑菌圈直径为响应值

（Y），试验设计见表 3。

表 3  Box-Behnken中心组合优化设计

Table 3 Box-Behnken center portfolio optimization design

因素 编码
编码水平

-1 0 1

接种量 /% A 2 3 4

硝酸钠 /(g/L) B 5.6 6.2 6.8

时间 /h C 28 30 32

1.3.7 响应面优化结果验证

将贝莱斯芽孢杆菌活化后，以优化前 Landy 培

养基发酵液为对照，分别选取革兰氏阴性及阳性细
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菌（大肠杆菌、李斯特菌）为指示菌，验证响应面

优化效果。

1.3.8 数据统计与分析

试验数据分别采用 Design-Expert 8.0、SPSS 
Statistics 26 和 Prism 9，结果表示为 3 次重复试验

“平均值±标准差”。

2  结果与讨论

2.1 单因素试验

2.1.1 最适碳源

8 种碳源对贝莱斯芽孢杆菌抑菌效果的影响见

图 1。葡萄糖、糊精、蔗糖、乳糖等 8 种碳源均能

使贝莱斯芽孢杆菌产生抑菌物质。碳源为乳糖时产

生的抑菌圈直径达到最大，为12 mm，其次为葡萄糖、

蔗糖、糊精、果糖、淀粉、玉米粉、麦芽糖。乳糖

作为迟效碳源 [21] ，更有利于贝莱斯芽孢杆菌次级代

谢产物的合成，与其他碳源相比，碳源为乳糖时抑

菌圈直径达到了显著差异水平（P＜0.05），因此，

贝莱斯芽孢杆菌发酵的最适碳源为乳糖 [22]。如图 2
所示，当乳糖浓度为 10 g/L（质量浓度）时，抑菌

活性达到最大，为 13.2 mm，随着乳糖浓度的增加，

抑菌圈直径逐渐变小，因此选择 10 g/L（质量浓度）

为乳糖最适添加量。

图 1 不同碳源对抑菌活性的影响

Fig.1 Effect of different carbon souces on the 

antibacterial activity

注：小写字母不同表示差异性显著，P＜0.05，下同。

2.1.2 最适碳源添加量

最佳碳源添加量如图 2 所示，当乳糖浓度为

10 g/L（质量浓度）时，抑菌活性达到最大，为

13.2 mm，随着乳糖浓度的增加，抑菌圈直径逐

渐变小，因此选择 10 g/L（质量浓度）为乳糖最

适添加量。

图 2 乳糖添加量对抑菌活性的影响

Fig.2 Effect of lactose content on the antibacterial activity

2.1.3 最适氮源

氮源是细菌生长和代谢产物生产的关键养

分 [23] 。氮源对贝莱斯芽孢杆菌抑菌能力的影响结

果见图 3。在选择的酵母浸粉、酪蛋白、谷氨酸钠

等 8 种氮源中，以硝酸钠为氮源时抑菌圈直径达到

最大，为 11.7 mm，其次为谷氨酸钠、尿素、蛋白

胨、酪蛋白、酵母浸粉、牛肉膏、氯化铵。相较于

有机氮源，无机氮源更有利于贝莱斯是芽孢杆菌分

泌抑菌物质，硝酸钠作为氮源时，与其他氮源相比，

其抑菌圈直径达到了显著差异水平（P＜0.05），因

此认为硝酸钠为贝莱斯芽孢杆菌发酵的最适氮源。

Abdel-Mawgoud 等  [24] 实验结果表明，有机氮源有

助于细胞生长，但在产生表面活性素等代谢产物

时却不如无机氮源硝酸钠。如图 4 所示，当硝酸

钠为 7 g/L（质量浓度）时，抑菌活性达到最大，为

12.3 mm，随着硝酸钠浓度增加，抑菌圈直径逐渐

变小，因此选择 7 g/L（质量浓度）为硝酸钠最适添

加量。

图 3 不同氮源对抑菌活性的影响

Fig.3 Effect of different nitrogen sourses on the 

antibacterial activity

2.1.4 最适氮源添加量

最适氮源添加量如图 4 所示，当硝酸钠为 7 g/L
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（质量浓度）时，抑菌活性达到最大，为 12.3 mm，

随着硝酸钠浓度增加，抑菌圈直径逐渐变小，因此

选择 7 g/L（质量浓度）为硝酸钠最适添加量。

图 4 硝酸钠添加量对抑菌活性的影响

Fig.4 Effect of NaNO3 content on the antibacterial activity

2.1.5 发酵温度对抑菌活性的影响

温度是影响细菌生长和代谢的重要因素，主要

通过影响酶的反应速率及蛋白质性质，从而影响细

菌的代谢产物生成 [25] 。温度过高时，菌体的代谢

会加快，菌体衰老的速度也会加快。温度太低则会

导致菌体生长速率缓慢，抗菌物质的产量减少。发

酵温度对贝莱斯芽孢杆菌抑菌活性影响见图 5。在

28~40 ℃的温度范围中，抑菌圈直径呈先增后降的

趋势，在 34 ˚C 时抑菌活性达到最大，为 12.6 mm，

并有显著差异（P＜0.05），随着温度的增加，细菌

的代谢产物逐渐减少。Ohno 等 [26] 表明在 23~48 ℃
范围中，抗菌代谢产物在 37 ℃前随着温度的升高

而增加，但超过 37 ℃代谢产物得率则降低。Chen
等 [10] 表明多数抗菌代谢产物适宜温度为 25~37 ℃。

综上所述，选择 34 ℃作为最是发酵温度进行后续

实验。

图 5 温度对抑菌活性的影响

Fig.5 Effect of different fermentation temperature on the

 antibacterial activity

注：1~5 组分别表示温度为 28、31、34、37、40 ℃。

2.1.6 接种量对抑菌活性的影响

接种量对菌株生长繁殖和产生有效代谢物均有

影响，适宜的接种量可以加快产物的合成速度 [23] 。

接种量对贝莱斯芽孢杆菌抑菌能力的影响见图 6。
在 1%~8%（体积分数）的接种量范围中，抑菌活

性随着接种量的增加而上升，在 4%（体积分数）

时抑菌活性最强，为 13.6 mm，出现了显著差异

水平（P＜0.05），但在超过 4%（体积分数）时，

贝莱斯芽孢杆菌的抑菌能力逐渐下降，这与丰磊

等 [27] 的研究结果一致，这可能是因为接种量过大引

起菌体生长过快，不利于抗菌产物的积累。因此选

择最适接种量为 4%（体积分数）。

图 6 接种量对抑菌活性的影响

Fig.6 Effect of different inoculum size on the 

antibacterial activity

注：1~5 组分别表示接种量为 1%、2%、4%、6%、8%。

2.1.7 发酵时间对抑菌活性的影响

图 7 发酵时间对抑菌活性的影响

Fig.7 Effect of different fermentation time on the 

antibacterial activity

注：1~6 组分别表示发酵时间为 24、30、36、42、48、54 h。

发酵时间对抑菌活性影响见图 7。在选定的

24~48 h 之间，贝莱斯芽孢杆菌抑菌活性呈先上升

后下降的趋势，这可能是由于在细菌培养过程中营

养物质的不断消耗和代谢产物的不断积累 [28] 。发酵
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至 24 h 时，贝莱斯芽孢杆菌已经开始分泌抑菌物质，

随着发酵时间的延长，抑菌圈直径逐渐增加，拮抗

物质正在逐渐积累，到 42 h 时抑菌活性最大，达到

12.9 mm。而在 42 h 之后，抑菌活力不再增高，与

兰成忠等 [29] 的趋势一致。由此认为 42 h 为最适发酵

时间。

2.1.8 转速对抑菌活性的影响

图 8 转速对抑菌活性的影响

Fig.8 Effect of different rotate speed on the antibacterial activity

注：1~6 组分别表示转速为 140、160、180、200、220、

240 r/min。

溶氧量对细菌次级代谢产物的产生具有重要影

响，转速太低，通气量小，不利于细菌的生长。如

果速率过高，菌株可能会过早进入衰变阶段，不利

于菌株的新陈代谢 [30] ，过低或过高转速都不利于发

酵。贝莱斯芽孢杆菌属于好氧菌，适当提高转速，

使得溶氧量增加，有利于提高菌体抗菌代谢产物

的产生。由图 8 可知，转速在 140~220 r/min 时，

随着溶氧量的增加，抑菌活性逐渐增大，在转速

为 220 r/min 时抑菌效果最好，满足发酵所需溶氧

量，抑菌圈直径为 12.3 mm，达到了显著差异水平

（P＜0.05），在超过 220 r/min 时，抑菌圈直径减小，

呈上增下减的趋势  [31]，因此选择 220 r/min 为最

适转速。

2.2 Plackett-Burman试验设计筛选发酵显著
影响因子

采用 Design Expert 8.0 软件，从单因素结果中

筛选出 3 个对贝莱斯芽孢杆菌抑菌效力具有显著性

影响的因子。P-B 试验设计见表 4，抑菌圈直径为

试验的响应值。如表 3 所示以抑菌圈直径为响应

值，得到回归方程为 Y=9.41-0.042A-0.62B-0.78C-
0.40D-0.52E-0.78F。模型相关系数为 R2=0.915 3，
P=0.014 5＜0.05，该模型可用。P-B 试验的方差分

析如表 5 所示，从各因素 P 值可知，接种量、硝酸

钠和时间对抑菌效果影响显著（P＜0.05）。根据 F
值将显著因素由大到小排列为接种量＞硝酸钠＞时

间＞转速＞温度＞乳糖，根据回归方程各变量系数

可知，接种量、硝酸钠、转速对抑菌圈直径均表现

为负效应，选择 F 值前三的影响因素进行后续爬坡

实验。

表 4  Plackett-Burman试验设计及其响应值

Table 4 Plackett-Burman experiment design and response values

试验号 X1 乳糖 /(g/L) X2 硝酸钠 /(g/L) X3 接种量 /% X4 温度 /˚C X5 时间 /h X6 转速 /(r/min) 抑菌圈直径 /mm

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 12.81±0.04a

2 1 -1 1 1 1 -1 9±0.04g

3 1 -1 -1 -1 1 -1 11.62±0.08b

4 1 1 -1 1 1 1 9.61±0.09de

5 -1 1 1 1 -1 -1 9.42±0.14ef

6 -1 1 -1 1 1 -1 9.31±0.16f

7 -1 -1 -1 1 -1 1 11.42±0.04b

8 1 -1 1 1 -1 1 9.62±0.05de

9 1 1 -1 -1 -1 1 9.73±0.04d

10 -1 -1 1 -1 1 1 9.14±0.14g

11 1 1 1 -1 -1 -1 10±0.04c

12 -1 1 1 -1 1 1 8±0.08h

注：小写字母不同表示差异性显著，P＜0.05。
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表 5  Plackett-Burman试验设计方差分析表

Table 5 Variance analysis (ANOVA) of Plackett-Burman 
experiment design

因素 F 检验 P 值 显著性

X1 ( 乳糖 ) 0.063 0.811 3 ※

X2 ( 硝酸钠 ) 14.25 0.012 9 ※※※※※

X3 ( 接种量 ) 21.92 0.005 4 ※※※※※※

X4 ( 温度 ) 2.13 0.204 1 ※※

X5 ( 时间 ) 10.06 0.024 8 ※※※※

X6 ( 转速 ) 5.60 0.064 3 ※※※

注：※数量表示因素极显著性，数量越多显著性越强。

2.3 最陡爬坡试验

根据已确定的因素正负效应，并依据前期试验

确定爬坡方向及步长。由表 6 可知，抑菌圈直径呈

先上升后下降的趋势，在第 4 组试验抑菌圈活性最

强，因此后续的响应面优化设计以第四组为中心点。

表 6  最陡爬坡试验设计及结果

Table 6 Steepest ascent experiment design and 
corresponding results

试验号
X2 硝酸钠

/(g/L)
X3 接种量

/%
X5 时间

/h
抑菌圈

直径 /mm

1 8 6 36 8.92±0.41d

2 7.4 5 34 9.74±0.2c

3 6.8 4 32 12.32±0.3b

4 6.2 3 30 15.91±0.2a

5 5.6 2 28 12.22±0.2b

6 5 1 26 9.84±0.2c

注：小写字母不同表示差异性显著，P＜0.05。下表同。

2.4 Box-Behnken中心组合优化设计

2.4.1 抑菌圈直径模型建立与分析

根据 P-B 试验以及最陡爬坡试验结果，以抑

菌圈直径为响应值，以接种量（3%）、硝酸钠

（6.2 g/L）和时间（30 h）为中心点，对表 7 实

验数据运用 Design Expert 8.0 软件对其进行多元

回归拟合，设接种量、硝酸钠、时间分别为 A、B、C，

以抑菌圈直径为响应值进行多元回归拟合，得到

二次多项回归方程：

Y（抑菌圈直径）=17.2+0.7A-0.47B+1.42C+ 
1.03AB-1.93AC+0.3BC-2.11A2-2.19B2-2.09 C2 回归

模型系数及显著性检验结果见表 8。由表 8 可知，

该回归模型极显著（P＜0.000 1），失拟项不显著

（P=0.325 2＞0.05），说明模型拟合程度良好。模型

回归系数 R2=0.984 9，R2
adj=0.965 4，表明 96.54% 的

数据可用该模型解释，表明方程具有可靠性。通过

分析相关数据可以看出，一次项硝酸钠对抑菌圈直

径具有极显著影响（P＜0.01），时间、接种量对抑

菌圈直径具有显著影响（P＜0.05），分析各因素的

主效应关系为：C＞A＞B，即时间＞接种量＞硝酸钠。

其二次项交互作用 AB、AC 对抑菌圈直径具有极显

著的影响（P＜0.01），BC 对抑菌圈直径的影响不

显著（P＞0.05）。

表 7  Box-Behnken试验设计及其响应值

Table 7 Box-Behnken experimentdesign and response values 

编号
A 接种量

/%
B 硝酸钠

/(g/L)
C 时间

/h
抑菌圈直径

/mm

1 2 5.6 30 13.28±0.15i

2 4 5.6 30 12.85±0.07k

3 2 6.8 30 10.88±0.06m

4 4 6.8 30 14.58±0.03f

5 2 6.2 28 9.15±0.04o

6 4 6.2 28 14.18±0.07g

7 2 6.2 32 15.68±0.1e

8 4 6.2 32 12.98±0.03j

9 3 5.6 28 12.48±0.02l

10 3 6.8 28 10.35±0.05n

11 3 5.6 32 14.88±0.03e

12 3 6.8 32 13.95±0.05h

13 3 6.2 30 17.55±0.02a

14 3 6.2 30 17.42±0.07b

15 3 6.2 30 17.42±0.02b

16 3 6.2 30 17.15±0.04c

17 3 6.2 30 16.48±0.08d

2.4.2 各因素的交互作用

根据回归方程，通过响应面曲面图及等高线图

的形状，分析接种量、硝酸钠和时间对抑菌圈直径

的影响。通过观察响应曲面图的坡度陡峭程度，

确定对响应值的两个因素影响程度，响应面曲面

图越陡峭，两因素的交互作用越明显  [32] 。接种量

（A）、硝酸钠（B）、时间（C）对抑菌圈直径的

影响见图 9~11。
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表 8  抑菌圈直径模型及回归系数的回归分析

Table 8 Regression analysis of the inhibition circle 
diameter model and regression coefficient

来源
离差
平方和

自由
度

均方 F 值 P 值
显著
性

模型 105.56 9 11.73 50.66 < 0.000 1 **

A- 接种量 3.92 1 3.92 16.93 0.004 5 **

B- 硝酸钠 1.74 1 1.74 7.51 0.028 9 *

C- 时间 16.05 1 16.05 69.31 < 0.000 1 **

AB 4.26 1 4.26 18.42 0.003 6 **

AC 14.94 1 14.94 64.52 < 0.000 1 **

BC 0.36 1 0.36 1.55 0.252 5

A2 18.78 1 18.78 81.12 < 0.000 1 **

B2 20.28 1 20.28 87.58 < 0.000 1 **

C2 18.47 1 18.47 79.78 < 0.000 1 **

残差 1.62 7 2.30

失拟项 0.88 3 0.29 1.59 0.325 2 ns

纯误差 0.74 4 1.90

总和 107.18 16

R2=0.984 9  R2
adj=0.965 4   R2

pre=0.857 8

注：P＜0.01 为极显著，用 ** 表示，P＜0.05 为显著，

用 * 表示，P＞0.05 为显著，用 ns 表示。

 

图 9 AB 交互作用对抑菌圈直径的影响

Fig.9 Effects of AB interaction on inhibition circle diameter

 

图 10 AC 交互作用对抑菌圈直径的影响

Fig.10 Effects of AC interaction on inhibition circle diameter

接种量和硝酸钠的交互作用对抑菌圈直径的影

响如图 9 所示，当硝酸钠添加量较低时，抑菌圈直

径随接种量的增加呈先增加后缓慢降低的趋势，且

当时间取值不同时，抑菌圈直径随硝酸钠的增加变

化幅度有所差异，由此说明接种量和硝酸钠之间存

在显著的交互效应，仅考虑二者交互作用的条件下，当

接种量为 2.5%~3.5%水平左右、硝酸钠在 5.9~6.5 g/L水

平范围内时，抑菌圈直径达到最大值。

接种量和时间的交互作用对抑菌圈直径的影

响如图 10 所示，AC 交互曲面中，当时间较低时，

抑菌圈直径随接种量的增加呈先增加后平缓的趋

势，当接种量较低时，抑菌圈直径随时间的增加呈

先增加后平缓的趋势，当接种量较高时，抑菌圈直

径随时间的增加呈先增加后降低的趋势，由此说明

接种量和时间存在显著的交互作用，仅考虑二者交

互作用的条件下，当接种量为 2.5%~3.5%、时间为

29~31 h 水平范围内，抑菌圈直径达到最大值。

 

图 11 BC 交互作用对抑菌圈直径的影响

Fig.11 Effects of BC interaction on inhibition circle diameter

硝酸钠和时间的交互作用对抑菌圈直径的影响

如图 11 所示，BC 交互曲面中，抑菌圈直径的变化

坡度随时间、硝酸钠的增加呈先增加后降低的趋势，

在 BC 的交互作用条件下，在硝酸钠为 6.5~5.9 g/L、
时间为 29~31 h 水平范围内，其抑菌圈直径取得最

大值。

2.5 响应面优化验证

表 9  优化验证结果

Table 9 Optimize validation results

优化前 /mm 优化后 /mm

大肠杆菌 11.34±0.16 17.63±0.12

李斯特菌 12.13±0.2 17.21±0.08

图 12 优化验证结果图

Fig.12 Optimization verification result
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根据回归方程模型，以抑菌圈直径最大值为优

化目标，得到预测的最优条件为：接种量为 3.0%、

硝酸钠为 6.15 g/L、时间为 30.7 h，在此最优条件下

以优化前的 Landy 培养基和培养条件作为对照，比

较优化后的发酵液的抑制活性，结果如表 9 和图 12
所示，得到其抑菌圈直径为 17.63 mm 和 17.21 mm，

较优化前提高了 55%，比王芳等 [33] 实验优化结果高

了 42.4%，且与预测值的抑菌圈直径为 17.459 mm
基本吻合，证实了响应面模型的可靠性，活菌数从优

化前的 2.42×108 CFU/mL 提升到了 6.71×108 CFU/mL，
说明在该优化条件下，也可有效提高贝莱斯芽孢杆

菌的生物量。

3  结论

发酵物质是由细菌在新陈代谢过程中形成的，

由于细菌中产生发酵物质的类型和产量受培养组

分、环境条件的影响较大，因此可以对发酵培养基

和发酵条件都加以优化，从而使发酵培养基中的抑

菌产物定向地堆积。可以为抗菌物质的工业化生产

奠定物质基础，同时也为研究贝莱斯芽孢杆菌对食

源性腐败菌的抑制机理提供理论基础。本研究采用

了贝莱斯芽孢杆菌作为发酵菌种，以抑菌圈直径为

评价指标，通过单因素实验和 P-B 试验，筛选出

3 个对贝莱斯芽孢杆菌抑菌活性具有显著影响的因

素，分别为硝酸钠、时间和接种量，利用最陡爬坡

设计确定响应面的中心位点，进行 Box-Behnken 因

子设计。得到改良培养基配方和最佳培养条件为乳

糖添加量 10 g/L，硝酸钠添加量 6.15 g/L，接种量 3%，

转速 220 r/min，温度 34 ℃，时间 30.7 h。在该发酵

条件下，实测抑菌圈直径值为 17.6 mm，较优化前提

高了 55%，与预测值 17.459 mm 接近，且活菌数从优

化前的 2.42×108 CFU/mL 提升到了 6.71×108 CFU/mL，
说明该模型对贝莱斯芽孢杆菌发酵生产具有指导意义。
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