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摘　要：从实验室保存菌种中筛选出一株具有诱导大豆抗阿特拉津的青霉菌株 ｓｎｅｆ９６０。利用正交试验优化了发酵

培养基组分，其最佳碳氮比为葡萄糖（４％）、硝酸铵（０．６％），发酵培养基中 ４种无机盐的最佳配比为：氯化钾

（０．０４％）、磷酸氢二钾（０．１５％）、硫酸镁（０．０４％）、硫酸亚铁（０．００１％）。通过单因素试验确定青霉 ｓｎｅｆ９６０的最

佳摇瓶发酵条件：培养基初始 ｐＨ值为 ８，发酵时间为 ９ｄ，转速为 １８０ｒ·ｍｉｎ－１，１００ｍＬ的三角瓶装液量为 ７０ｍＬ，

接种量为 １０％。
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　　大豆是中国主要的粮食和经济作物，作为油
脂、蛋白质及保健活性物质的重要来源以及食品、

饲料等多种加工工业的原料，发展潜力巨大
［１］
。阿

特拉津是一种抑制光合作用的持久性旱地广谱除

草剂，可防除一年生禾本科杂草和阔叶杂草，对某

些多年生杂草也有一定的抑制作用
［２］
。阿特拉津

在土壤中的半衰期长达 ４～５７周，因此容易对某些
对阿特拉津敏感的后茬作物如大豆、小麦、水稻等

产生毒害
［３４］
。关于转基因大豆抗阿特拉津的报道

和阿特拉津生物降解的研究报道很多，有许多属的

细菌、放线菌和真菌均可以参与阿特拉津的生物降

解
［５７］
。但是对于利用真菌诱导大豆产生抗阿特拉

津的报道较少。目前，利用植物诱导性来进行生物

防治是具有发展潜力的防治方法之一。植物诱导

抗性是开发植物内在抗性机制来防治病害，增强可

控性、预防性，是现代植物病害防治的一条重要途

径
［８］
。课题组利用真菌发酵液对大豆种子进行包

衣，筛选出一株具有诱导大豆抗阿特拉津的菌株

ｓｎｅｆ９６０，经形态学鉴定和 ＩＴＳ序列比对，其为青霉
菌。试验证明其发酵液中菌丝体对大豆抗阿特拉

津起到了明显的诱导作用，该研究探索青霉 ｓｎｅｆ９６０
发酵产生菌丝体的最适培养基和发酵条件，以期为

该菌株的工厂化发酵生产工艺奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
菌株 ｓｎｅｆ９６０，实验室保存。

１．２　培养基
斜面和平板菌种培养基（ＰＤＡ培养基）：马铃薯

２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂１７ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ。
种子培养基（查氏培养基）：硝酸钠 ２．００ｇ、氯

化钾０．５０ｇ、硫酸亚铁 ０．０１ｇ、磷酸氢二钾 １．００ｇ、
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硫酸镁０．５０ｇ、蔗糖３０．００ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ。
１．３　基础发酵培养条件

种子培养：将平板纯化的菌落用 ５ｍｍ打孔器
打菌饼，接种 ５个菌饼于摇瓶发酵培养基中，用
２５０ｍＬ三角瓶装液１００ｍＬ，２５℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件
下摇床发酵３ｄ。

为保证接种量的均匀且消除种子液中产生的

生物活性成分对培养结果及其活性测定结果的影

响，在无菌条件下取出培养 ３ｄ的种子液置于灭菌
离心管中，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ后去除上清
液，加入无菌生理盐水冲洗，再次离心去上清，最后

将菌体悬浮于生理盐水用于接种，接种量为 １０％，
以下试验相同。

１．４　生物量菌丝干重的测定
取发酵液，用已烘干并称重的滤纸过滤，用水

洗至不再带有发酵液颜色为止。在 ８０℃恒温的烘
箱中烘至恒重，然后称重。３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，去除上清液，菌体用蒸馏水洗涤至无发酵液
颜色，８０℃烘干至恒重，称重。
１．５　发酵培养基成分优化
１．５．１　不同碳、氮源对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体生长量的
影响　采用乳糖、麦芽糖、葡萄糖、淀粉等量替换发
酵培养基原始配方中的蔗糖，以无碳源为对照；蛋

白胨、脲、牛肉膏、硝酸铵等量替换发酵培养基原始

配方中的硝酸钠，以无氮源为对照，测定不同碳、氮

源对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体生长量的影响。３次重复。
１．５．２　不同浓度优良碳、氮源对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体
生长量的影响　在确定不同碳、氮源对菌株ｓｎｅｆ９６０
菌体生长量的影响基础上，确定最适碳源为葡萄

糖，最适氮源为硝酸铵，在其它因子不变的基础上，

对葡萄糖和硝酸铵进行单因子试验。３次重复。
１．５．３　最佳碳、氮源正交试验　在确定不同浓度
的碳、氮源对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体生长量的影响基础
上，对碳源（葡萄糖）和氮源（硝酸铵）进行正交试

验，确定其最佳配比。３次重复。
１．５．４　无机盐正交试验　设计正交试验确定不同
浓度的无机盐对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体生长量的影响。
无机盐的种类与种子培养基中的相同。从正交表

中选用 Ｌ９（３
４
）表，将每个因素设计 ３个水平。确定

无机盐的最佳配比。３次重复。
１．６　发酵条件的优化

采用基础优化条件，分别对培养基初始 ｐＨ值、
发酵时间、摇瓶转速、接种量和装液量进行单因素

试验，测定菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体产量，确定最优的发酵
条件。３次重复。

２　结果与分析

２．１　培养基主要组分对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体产量的
影响

　　不同碳源筛选试验结果表明，碳源对菌株
ｓｎｅｆ９６０菌体产量的影响有较大差异。对菌株
ｓｎｅｆ９６０菌体产量的影响从高到低依次为葡萄糖 ＞
蔗糖 ＞麦芽糖 ＞淀粉 ＞乳糖 ＞无碳源。最终选用
葡萄糖作为菌株 ｓｎｅｆ９６０发酵的最佳碳源（图１）。

不同氮源筛选试验结果表明，菌株 ｓｎｅｆ９６０在
有氮和无氮的情况下均有菌体产量，但不同氮源对

其菌体产量的影响具有一定的差异。对菌株

ｓｎｅｆ９６０菌体产量的影响从高到低依次为硝酸铵 ＞
硝酸钠 ＞蛋白胨 ＞牛肉膏 ＞无氮源 ＞脲。最终选
用硝酸铵作为菌株 ｓｎｅｆ９６０发酵的最佳氮源（图２）。

图 １　不同碳源对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ

ｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

图 ２　不同氮源对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｓｏｕｒｃｅｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０
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２．２　培养基各组分含量对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体生长
量的影响

　　由图 ３可知，发酵培养基中葡萄糖的含量在
０～２％之间，随着葡萄糖含量的增加，菌株 ｓｎｅｆ９６０
菌体产量也增加。葡萄糖含量在 ２％～５％时，菌株
ｓｎｅｆ９６０菌体产量呈下降趋势，因此葡萄糖的含量在
２％～４％为宜。

图 ３　不同浓度碳源对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

由图 ４可知，发酵培养基中硝酸铵的含量在 ０
～０．８％之间，随着硝酸铵含量的增加，菌株 ｓｎｅｆ９６０
菌体产量也增加。硝酸铵含量在 ０．８％～１％时，菌
株 ｓｎｅｆ９６０菌体产量呈下降趋势，因此硝酸铵的适
宜含量为０．６％～１．０％。

图 ４　不同浓度氮源对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

２．３　最佳碳、氮源正交试验
为确定培养基中最佳碳氮比，在单因子试验基

础上设计了碳、氮源的正交试验。根据极差 Ｒ的大
小，可以判断各因素对试验指标的影响程度。试验

结果表明，碳源（葡萄糖）的含量对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌
体产量的影响高于氮源（硝酸铵）。Ｋｉ代表在 ｉ水
平下该因素和其它因素不同水平组合时的发酵液

下菌体产量之和。选择较大 Ｋｉ值的水平作为该因
素最佳水平，由表 １可知，发酵培养基中碳、氮源最
佳组合为：葡萄糖（４％）、硝酸铵（０．６％）。

表 １　碳、氮源正交试验

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

葡萄糖

Ｇｌｕｃｏｓｅ／％

硝酸铵

ＮＨ４ＮＯ３／％

菌体产量

Ｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

／ｇ·Ｌ－１

１ ２．００ ０．６０ ４９．７７

２ ２．００ ０．８０ ３８．３５

３ ２．００ １．００ ４３．３３

４ ３．００ ０．６０ ４９．９６

５ ３．００ ０．８０ ３７．６８

６ ３．００ １．００ ２６．５３

７ ４．００ ０．６０ ５５．８４

８ ４．００ ０．８０ ５２．６５

９ ４．００ １．００ ５２．７７

Ｋ１ １３１．４５ １５５．５７

Ｋ２ １１４．１７ １２８．６８

Ｋ３ １６１．２６ １２２．６３

ｋ１ ４３．８２ ５１．８６

ｋ２ ３８．０６ ４２．８９

ｋ３ ５３．７５ ４０．８８

Ｒ １５．６９ １０．９８

主次顺序

Ｏｒｄｅｒ

葡萄糖 ＞硝酸铵

Ｇｌｕｃｏｓｅ＞ＮＨ４ＮＯ３

优水平

Ｏｐｔｉｍａｌｌｅｖｅｌ
４％ ０．６％

优组合

Ｏｐｔｉｍａｌｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

葡萄糖（４％）硝酸铵（０．６％）

Ｇｌｕｃｏｓｅ（４％）ＮＨ４ＮＯ３（０．６％）

２．４　无机盐正交试验
无机盐在一定程度上也会影响微生物次生代

谢产物的产量水平，选用原始培养基中的 ４种无机
盐，各设置３个浓度梯度来进行正交试验。由表 ２
中 Ｒ值可以看出：不同无机盐对菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体
产量的影响大小依次为硫酸镁 ＞磷酸氢二钾 ＞硫

酸亚铁 ＞氯化钾，根据 Ｋｉ值可得出无机盐的最佳组

合为氯化钾（０．０４％）、磷酸氢二钾（０．１５％）、硫酸
镁（０．０４％）、硫酸亚铁（０．００１％）。

２．５　发酵条件的优化
培养基初始 ｐＨ值筛选试验结果（图 ５）表明，

在不同 ｐＨ值处理下，菌株 ｓｎｅｆ９６０菌体产量的变化
很明显。随着 ｐＨ值的增加，菌体产量先升高，后下
降。当 ｐＨ值达到 ８时，菌体产量达到最大值为

９．３８ｇ·Ｌ－１。
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表 ２　无机盐正交试验

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｓｃｈｅｍｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ

ｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｎｅｒａｌｓａｌｔｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

氯化钾

ＫＣｌ／％

磷酸氢二钾

Ｋ２ＨＰＯ４／％

硫酸镁

ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ／％

硫酸亚铁

ＦｅＳＯ４／％

菌体产量

Ｙｉｅｌｄｏｆ

ｓｎｅｆ９６０

／ｇ·Ｌ－１

１ ０．０４ ０．１０ ０．０４ ０．００１ ６．７８

２ ０．０４ ０．１５ ０．０６ ０．００２ ６．１６

３ ０．０４ ０．２０ ０．０８ ０．００３ ６．６４

４ ０．０５ ０．１０ ０．０６ ０．００３ ５．５６

５ ０．０５ ０．１５ ０．０８ ０．００１ ６．９２

６ ０．０５ ０．２０ ０．０４ ０．００２ ６．３２

７ ０．０６ ０．１０ ０．０８ ０．００２ ５．７０

８ ０．０６ ０．１５ ０．０４ ０．００３ ７．２８

９ ０．０６ ０．２０ ０．０６ ０．００１ ６．２８

Ｋ１ １９．５８ １８．０４ ２０．３８ １９．９８

Ｋ２ １８．８０ ２０．３６ １８．００ １８．１８

Ｋ３ １９．２６ １９．２４ １９．２６ １９．４８

ｋ１ ６．５３ ６．０１ ６．７９ ６．６６

ｋ２ ６．２７ ６．７９ ６．００ ６．０６

ｋ３ ６．４２ ６．４１ ６．４２ ６．４９

Ｒ ０．２６ ０．７７ ０．７９ ０．６０

主次顺序

Ｏｒｄｅｒ

硫酸镁 ＞磷酸氢二钾 ＞硫酸亚铁 ＞氯化钾

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ＞Ｋ２ＨＰＯ４＞ＦｅＳＯ４＞ＫＣｌ

优水平

Ｏｐｔｉｍａｌ

ｌｅｖｅｌ

０．０４％ ０．１５％ ０．０４％ ０．００１％

优组合

Ｏｐｔｉｍａｌ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

氯化钾（０．０４％）、磷酸氢二钾（０．１５％）、硫酸镁

（０．０４％）、硫 酸 亚 铁 （０．００１％）、ＫＣｌ（０．０４％）、

Ｋ２ＨＰＯ４（０．１５％）、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．０４％）、ＦｅＳＯ４

（０．００１％）

图 ５　不同初始 ｐＨ值对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｏｎｙｉｅｌｄ

ｏｆｓｎｅｆ９６０

　　发酵时间筛选试验结果（图 ６）表明，菌体的产
量随时间的延长逐渐增加，培养时间至９ｄ时，菌体

产量达到最大值８．８４ｇ·Ｌ－１。

图 ６　不同发酵时间对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｏｎｙｉｅｌｄ

ｏｆｓｎｅｆ９６０

摇瓶转速筛选试验结果（图 ７）表明，不同摇瓶
转速下，ｓｎｅｆ９６０菌体的产量不同，转速为 １８０ｒ·
ｍｉｎ－１时，菌体产量最高（１０．７６ｇ·Ｌ－１）。

图 ７　不同摇瓶转速对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｈａｋｉｎｇｓｐｅｅｄ

ｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

摇瓶装液量是影响发酵过程中溶氧量的一个

重要因素，装液量直接影响好氧微生物发酵生产及

代谢。由图 ８可知，在试验设定范围内，发酵液中

菌体产量与装液量呈正相关。装液量达到 ７０％时，

菌体产量达到最大值１７．５７ｇ·Ｌ－１。

接种量筛选试验结果（图 ９）表明，接种量由

５％增至 １０％时，菌体产量快速增加，接种量达到

１５％菌体产量达最大值８．７８ｇ·Ｌ－１；此后随着接种

量的增加菌体产量有所下降。

３　结论与讨论

试验研究了青霉 ｓｎｅｆ９６０菌株培养基配方和培

养基条件的优化选择，试验首先筛选出适合青霉

ｓｎｅｆ９６０菌株发酵产生菌体的最优碳、氮源，明确了
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图 ８　不同装液量对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅｉｎ

ａ１００ｍＬｆｌａｓｋｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

图 ９　不同接种量对 ｓｎｅｆ９６０产量的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｅｄｖｏｌｕｍｅｆｏｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓｎｅｆ９６０

菌株摇瓶发酵培养基以葡萄糖为最佳碳源，以硝酸

铵为最佳氮源。单因素试验结果表明，发酵培养基

中葡萄糖适宜用量为 ０～２％、硝酸铵为０～０．８％。
利用正交设计试验分析处理得到碳氮源最佳配比

为：葡萄糖（４％）、硝酸铵（０．６％），发酵培养基中
４种无机盐的最佳配比为：ＫＣｌ（０．０４％）、Ｋ２ＨＰＯ４
（０．１５％） 、ＭｇＳＯ４ · ７Ｈ２Ｏ （０．０４％）、ＦｅＳＯ４
（０．００１％）。试验获得了最佳摇瓶发酵条件：培养基
初始 ｐＨ值 ８，发酵时间 ９ｄ，转速为 １８０ｒ·ｍｉｎ－１，
１００ｍＬ的三角瓶装液量为７０ｍＬ，接种量１０％。

该试验采用渐进法优化发酵条件，每确定一

步，就在下一目标筛选中应用，这样得到的试验结

果会更准确。培养基中的碳源种类，尤其是速效碳

源对菌体的生长具有很大的作用。葡萄糖是最易

被利用的碳源，所以常被用作加速微生物生长的速

效碳源，也是多数微生物发酵的最佳碳源
［９１０］

。试

验结果也证明，青霉 ｓｎｅｆ９６０菌株摇瓶发酵培养基
以葡萄糖为最佳碳源。另外，在试验范围内，摇瓶

转速、装液量与菌体产量呈正相关，说明菌株代谢

旺盛，需氧量较大，而试验摇床最高转速只设到

１８０ｒ·ｍｉｎ－１，装液量为７０％，更高的转速与装液量
是否会有更好的发酵效果也还未知。因此，青霉

ｓｎｅｆ９６０菌株发酵水平应该还有更大的上升潜力和
空间。
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