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球孢白僵菌 BbⅢ22 固态发酵条件的优化
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摘要:对球孢白僵菌 BbⅢ22 固态发酵条件进行优化，选用单因素实验确定最佳基质配方及玉米粉含量、含水

量、接种量、发酵温度、发酵时间的范围。采用 Box-Behnken 实验设计和响应面分析方法，对球孢白僵菌 BbⅢ22
固态发酵条件进行优化，得出最佳固态发酵条件为: 玉米粉 8． 22 g /L，水分 38%，接种量 10． 5%，发酵温度 25． 7
℃，在此条件下球孢白僵菌 BbⅢ22 的产孢量达到了 10． 578 × 109

个 /g，为优化前的 3 倍。
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Optimization of Solid-state Fermentation Conditions
for Beauveria bassiana BbⅢ22

DENG Xiao-jun，ZHOU Guo-ying* ，LIU Jun-ang，
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( Hu’nan Provincial Key Laboratory of Forestry Biotechnology，Central South University of Forestry
＆Technology，Changsha 410004，China)

Abstract: The fermentation conditions for Beauveria bassiana BbⅢ22 were optimized． At first，the opti-
mal matrix formula，corn flour concentration，water contentration，inoculation，fermentation temperature and
fermentation time were determined by single factor experiments． By using Box-Behnken experimental design
and response surface analytical methodology the optimum fermentation conditions were obtained: Corn flour 8．
22 g /L，water content 38%，inoculation 10． 5%，temperature 25． 7 ℃ ． Under these conditions，the sporula-
tion of BbⅢ22 was 10． 578 ×109 in per garm，being increased by 2 times compared with that before optimization．
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球孢白僵菌［Beauveria bassiana ( Bals． ) Vuill．］作为森林生态系统重要的害虫天敌生物资源，在我

国被广泛应用于防控多种农林害虫，其无公害不杀伤天敌及可贵的传染能力始终吸引着人们，具广阔的

应用前景
［1 － 5］。近年来世界各国己有 50 多种真菌杀虫剂登记注册，其中有近 20 种来自白僵菌

［6 － 7］。
白僵菌生产用制剂主要有粉剂和液剂，粉剂是常用剂型，由于有关白僵菌液体制剂的生产存在一些

问题，如产孢量甚少等，直接影响着白僵菌液体制剂的应用。我国早在 20 世纪 50 年代就开始了最初的

白僵菌深层发酵研究，尚无现代化程度很高的工业化固态方式生产，而在当前真菌杀虫剂的生产中，液

固双相发酵法即种子阶段是液体发酵大规模培养是开放式固态发酵，由于经济实用、易于操作和生产效

率高而被广泛采用
［7 － 8］。白僵菌应用防治农林害虫具有应用范围广，对人畜安全、无残毒、不杀伤天敌
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等优点，随着害虫对化学农药的抗性日益增强和人们对环境保护认识日益深刻，白僵菌产品的需求量将

不断上升，这就需要筛选出成本低、原料来源广、产孢量高的培养基材料，便于工厂化生产
［9 － 11］。

单纯以玉米渣、小米、麦鼓为原料的三级固体培养，成本高、产孢量低，而且造成大量原料营养组分

的浪费。为此本研究本着就地取材，寻找经济实用、来源广的配方，按不同比例进行三级固体培养料的

配方试验，从中筛选出理想的固态发酵基质配合比例，并以 Box-Behnken 分析法优化其固态发酵条件，

为白僵菌的大规模工业化生产提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 供试材料

供试菌株为林业生物技术湖南省重点实验室选育的球孢白僵菌 BbⅢ22 菌株。
一级平板菌种培养基: PDA 培养基，马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，无菌水 1 000 mL。二级

液体摇瓶培养基: φ = 10%麦麸浸出液，蛋白胨 1 g，酵母浸出粉 1 g，葡萄糖 4 g，K2HPO4 0． 1 g，MgSO4 0． 1 g，

KCl 0． 1 g，无菌水 200 mL。三级固体培养料见表 1。
表 1 三级固体培养料配方及比例

Tab． 1 Proportion of solid compost

编号 Number 配方及比例 Compost and proportion 料质量 /g Weight 加水量 /%Water content

A 谷糠 50 40

B m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 2∶ 4∶ 4 50 40

C m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 1: 3: 6 50 40

D m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 3: 3: 4 50 40

E m( 谷糠) ∶ m( 锯末) ∶ m( 红壤) = 2∶ 4∶ 4 50 40

F m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 4∶ 6 50 40

G m( 谷糠) ∶ m( 麦麸) = 4∶ 6 50 40

1． 2 试验方法

1． 2． 1 二级菌种的培养 配制需要量的液体培养基，分装于 250 mL 三角瓶中，每瓶 50 mL，取斜面菌

种，每支用 40 mL 灭菌水冲洗制得孢子液，每瓶液体培养基接 10 μL 孢子悬浮液。于摇床上 170 r /min，

25 ℃条件下培养 96 h。
1． 2． 2 固态培养料的配制 配制好固态培养料，各瓶装入量疏松度和高度一致，以便保持相同的通气

量，报纸封口 4 层后放入高压灭菌锅 121 ℃灭菌 30 min，设 3 个重复。
1． 2． 3 单因素实验 ( 1) 最佳配方的确定。取 5 个三角瓶，按照表 1 配方配置发酵培养基 50 g，加入

适量玉米粉补充其氮源，加水 40%，以 10%的接种量转入到 250 mL 罐头瓶中，置于 25 ℃恒温培养 9 d，

发酵完成后，测定其产孢量，设置 3 个重复。( 2) 最佳玉米粉添加浓度的确定。取 5 个三角瓶，以上述

步骤中产孢量最高的配方作为发酵培养基，按照玉米粉添加量 5，10，15，20，25 g /L 分别补充氮源，后续

操作相同。( 3) 最佳含水量的确定。取 5 个三角瓶，根据上述步骤确定的最佳发酵培养基配方和最佳

玉米粉添加浓度，分别加水 35%、40%、45%、50%、55%，后续操作相同。( 4) 最佳接种量的确定。取 5
个三角瓶，根据上述步骤确定的最佳发酵培养基配方、最佳玉米粉添加浓度和最佳含水量，分别以

10%、15%、20%、25%、30%的接种量转入 250 mL 罐头瓶中，后续操作相同。( 5 ) 最佳发酵温度的确

定。取 5 个三角瓶，根据上述步骤确定的最佳发酵培养基配方、最佳玉米粉添加浓度、最佳含水量和最

佳接种量转入 250 mL 罐头瓶中，分别置于 23，24，25，26，27 ℃恒温培养，后续操作相同。( 6) 最佳发酵

时间的确定。取 5 个三角瓶，根据上述步骤确定的最佳发酵培养基配方、最佳玉米粉添加量、最佳含水

量和最佳接种量转入 250 mL 罐头瓶中，置于步骤( 5) 确定的最佳温度下恒温培养，分别培养 6，7，8，9，

10 d 后测定其产孢量。
1． 2． 4 响应面实验设计 根据单因素实验结果，确定响应面实验的因素与水平( 表 2 ) ，进行 Box-Be-
hnken 实验设计和响应面分析，以产孢量为实验考察目标，最终确定球孢白僵局 BbⅢ22 的最佳固态发

酵条件。

·9221·



江 西 农 业 大 学 学 报 第 33 卷

表 2 响应面实验因素与水平

Tab． 2 Factors and levels of response surface experiment

水平

Levels

因素 Factors

A 玉米粉 / ( g·L －1 )

Corn flour
B 水分 /%

Water content
C 接种量 /%
Inoculum ratio

D 发酵温度 /℃
Temperature

－ 1 5 30 5 23

0 10 40 15 25

1 15 50 25 27

1． 2． 5 检测方法 ( 1) 孢子含量的测定。用 1 /1 000 电子天平每种称取 5 g 菌粉，放入 250 mL 的三角

瓶，加入 150 mL 体积分数为 0． 1%吐温-80 中，用磁力搅拌器搅拌，然后逐步稀释，用血球计数板测定孢

子含量。( 2) 活孢率的测定。将待测孢子粉用体积分数为 0． 1% 吐温-80 配制成悬浮液，镜检稀释至每

个视野有 20 ～ 30 个孢子，在每个单凹载玻片上滴 40 μL，25 ℃保湿培养 48 h 镜检萌发孢子数计算萌

发率，其标准为可见芽管长度等于或者大于孢子直径。
1． 3 实验设计与数据处理

应用 Design-Expert 8 进行实验设计，数据应用 DPS 数据处理系统进行统计分析
［12］。

2 结果与分析

2． 1 单因素实验结果与分析

2． 1． 1 固体配方筛选试验 由表 3 可见，从整体上看，B、D、E 3 种配方产孢量较高，其产孢量分别为

1． 367 × 109
个 / g，2． 634 × 109

个 / g，1． 163 × 109
个 / g。其中 D 配方麦麸与谷糠糠混合加入适量红壤，产

孢量最高，这与它的营养料充足且具有较好的透气性有关。C 配方中麦麸谷糠的浓度过低，营养物质不

足，产孢量明显低于其他配方。A、F 类配方没添加麦麸，红壤与谷糠中的营养物质不足或者营养成分太

单调，没有足够的 C 源、N 源和其它微量元素，所以没有菌丝生长，因此也就没有产生孢子。各配方的孢

子萌发率都达 96%以上无显著差异。
表 3 发酵基质配方筛选实验

Tab． 3 The filter of solid substrate fermentation

配方及比例

Compost and proportion
编号

Numbers
产孢量 / ( × 109

个·g －1 )

Sporulation
活孢率 /%

Rate of spore survival

谷糠 A — —

m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 2∶ 4∶ 4 B 1． 367 ± 0． 101b 96． 48 ± 1． 13a

m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 1∶ 3∶ 6 C 0． 533 ± 0． 037c 98． 33 ± 0． 08a

m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 3∶ 3∶ 4 D 2． 634 ± 0． 081a 97． 25 ± 0． 23a

m( 谷糠) ∶ m( 锯末) ∶ m( 红壤) = 2∶ 4∶ 4 E 1． 163 ± 0． 042b 99． 63 ± 0． 60a

m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 4∶ 6 F — —

m( 谷糠) ∶ m( 麦麸) = 4∶ 6 G 0． 731 ± 0． 033c 98． 50 ± 0． 81a

表中同列数据后有不同字母者表示差异显著( P = 0． 01) 。
Data in the table followed with different letters are significantly different at P = 0． 01．

2． 1． 2 玉米粉添加量对 BbⅢ22 产孢量的影响 以产孢量高的 D 配方作为发酵基质，调节玉米粉的添

加量分别为 5，10，15，20，25 g /L，结果见图 1。当玉米粉添加量为 10 g /L 产孢量达到了 6． 33 × 109
个 / g

当添加量继续升高其产孢量变化不大但有一个缓慢的下降趋势，这可能是由于玉米粉添加量过高引起

培养基酸碱的变化或者使培养基的疏松度下降而不适合菌株生长。故选取玉米粉的最佳添加量为 10 g /L。
2． 1． 3 不同含水量对 BbⅢ22 产孢量的影响 白僵菌固态发酵时基质内水分的含量决定了微生物对

营养成分的利用情况，因此含水量对白僵菌的生长和产孢量至关重要。在培养基内添加不同水分发酵

结果( 图 2) : 利于球孢白僵菌产孢丰富的最佳含水量为 40%左右，水分过高产孢量反而下降这可能水分
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图 1 玉米粉浓度对 BbⅢ22 产孢量的影响

Fig． 1 Effect of corn flour contentration
on sporulation of BbⅢ22

图 2 含水量对 BbⅢ22 产孢量的影响

Fig． 2 Effect of water contentration
on sporulation of BbⅢ22

图 3 接种量浓度对 BbⅢ22 产孢量的影响

Fig． 3 Effect of inoculation on sporulation of BbⅢ22

太多造成透气性下降不利于菌丝体的生长。因此选择 40%作为培养基适宜的基质含水量。
2． 1． 4 不同接种量对 BbⅢ22 产孢量的影响 不同接种量对 BbⅢ22 产孢量的影响的实验结果( 图 3) :

液体接种量和产孢量不呈直线相关从总体来看趋于平稳，接种量以固体培养料的 15% 为佳，产孢量为

7． 28 × 109
个 / g，高于其他接种量。这可能有两点原因: 一是接种量少，无法满足生长要求; 接种量太多

孢子密度太大，也会影响孢子的萌发生长。因此选择 15%作为最佳接种量。
2． 1． 5 发酵温度对 BbⅢ22 产孢量

的影响 在玉米粉添加量为 10 g /L，水

分含量为 40%，接种量为 15% 条件

下，按不同温度发酵，时间结果见图

4。发酵温度低于 23 ℃ 时产孢量极

低，发酵温度高于 27 ℃ 时产孢量也

不理想，发酵温度过低白僵菌生长代

谢缓慢，过高则可能是其部分酶活降

低产孢量降低。白僵菌产孢量丰富的

最佳发酵温度为 25 ℃。
2． 1． 6 发酵时间对 BbⅢ22 产孢量

的影响 在玉米粉添加量为 10 g /L，

水分含量为 40%，接种量为 15%，发酵温度 25 ℃条件下，发酵不同时间，实验结果见图 5。发酵时间为

9 d 或以上产孢量明显高于其他处理，而当发酵时间超过 9 d 时产孢量开始下降。可能原因是发酵时间

不足菌体不能充分产孢，因而产孢量不理想，而超过 9 d 产孢量差异不明显但延长了发酵周期，故选择 9
d 作为最佳发酵时间。
2． 2 响应面实验结果与分析

Box-Behnken 法是响应面分析法中常用的设计方法之一，可以用较少的实验数量和时间对实验进

行全面研究，通过对几个响应过程变量进行数学建模和分析来定向优化相应因子。在单因素实验结果

的基础上，进行 Box-Behnken 实验设计，响应面实验结果见表 4，利用 Design-Expert 8 对表 4 中数据进行

多元回归分析，得到 BbⅢ22 固态发酵产孢量与玉米粉添加量、水分含量、接种量及发酵温度的二次多

项回归方程为:

Y = 9． 80 － 0． 37A +0．49B －0．22C +1．08D +0． 16AB +2． 12AC +1． 15AD +2． 50BC +0． 035BD －1． 35CD －
1． 29A2 － 1． 70B2 － 2． 08C2 － 1． 79D2

对拟合所得方程进行显著性检验及方差分析，再对回归方程进行方差分析，结果见表 5，模型 Pr ＜
0． 000 1，说明模型在 α = 0． 01 水平达到极显著; 方程相关系数 R2 = 0． 912 5 说明该方程模型实验数据

有 91． 25%的符合度，拟合程度良好，其校正系数 R2
Adj = 0． 825 1，表明方程模型具有很高的可信度，仅有
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图 4 发酵温度对 BbⅢ22 产孢量的影响

Fig． 4 Effect of fermentation temperature
on sporulation of BbⅢ22

图 5 发酵时间对 BbⅢ22 产孢量的影响

Fig． 5 Effect of fermentation time
on sporulation of BbⅢ22

表 4 响应面实验设计和结果

Tab． 4 Design and results of response surface experiments

编号

Number
A 玉米粉 / ( g·L －1 )

Corn flour
B 水分 /%

Water content
C 接种量 /%
Inoculum ratio

D 发酵温度 /℃
Temperature

Y 产孢量 / ( ×109 个·g －1 )

Sporulation

1 － 1 0 0 1 7． 56
2 0 1 0 － 1 5． 51
3 － 1 0 － 1 0 8． 82
4 0 0 － 1 － 1 3． 85
5 1 0 － 1 0 4． 81
6 0 0 － 1 1 7． 43
7 0 0 0 0 9． 69
8 － 1 － 1 0 0 6． 77
9 1 － 1 0 0 4． 68
10 0 0 0 0 9． 93
11 － 1 1 0 0 7． 16
12 0 0 0 0 9． 84
13 0 0 0 0 9． 78
14 － 1 0 1 0 4． 28
15 0 1 － 1 0 4． 55
16 0 － 1 0 － 1 4． 27
17 0 0 1 － 1 5． 68
18 0 － 1 － 1 0 8． 62
19 0 1 0 1 8． 88
20 － 1 0 0 － 1 7． 56
21 0 0 1 1 3． 85
22 0 0 0 0 9． 77
23 1 1 0 0 5． 73
24 0 1 1 0 9． 43
25 1 0 0 1 9． 17
26 1 0 0 － 1 4． 57
27 0 － 1 1 0 3． 49
28 0 － 1 0 1 7． 5
29 1 0 1 0 8． 73

17． 49%的总变异不能由该模型进行解释。由表 5 可以看出，在实验水平范围内( P ＜ 0． 05) 显著的因素

为一次项 D，交互项 AC、AD、BC 和 CD 及二次项 A2、B2、C2
和 D2。
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表 5 回归方程模型方差分析

Tab． 5 ANOVA of quadratic polynomial model

来源

Source
平方和

Sum of squares
df

均方

Mean square
F 值

F Value
P 值

Prob ＞ F
显著性

Significance

模型 Model 126． 06 14 9． 004 3 10． 432 8 ＜ 0． 000 1 ＊＊

A 玉米粉 1． 657 6 1 1． 657 6 1． 920 6 0． 187 5

B 水分 2． 930 4 1 2． 930 4 3． 395 3 0． 086 7

C 接种量 0． 572 0 1 0． 572 0 0． 6628 0． 429 2

D 发酵温度 13． 975 2 1 13． 975 2 16． 192 3 0． 001 3 ＊＊

AB 0． 108 9 1 0． 108 9 0． 126 2 0． 7277

AC 17． 892 9 1 17． 892 9 20． 731 5 0． 000 5 ＊＊

AD 5． 290 0 1 5． 29 6． 129 2 0． 026 7*

BC 25． 050 0 1 25． 050 0 29． 024 0 ＜ 0． 000 1 ＊＊

BD 0． 004 9 1 0． 004 9 0． 005 7 0． 941 0

CD 7． 317 0 1 7． 317 0 8． 477 8 0． 011 4 *

A2 10． 824 9 1 10． 824 9 12． 542 1 0． 003 3 ＊＊

B2 18． 703 7 1 18． 703 7 21． 670 9 0． 000 4 ＊＊

C2 28． 045 1 1 28． 045 1 32． 494 3 ＜ 0． 000 1 ＊＊

D2 20． 855 0 1 20． 855 0 24． 163 5 0． 000 2 ＊＊

残差 Residual 12． 083 1 14 0． 863 1

失拟 Lack of fit 12． 051 2 10 1． 205 1 151． 207 3 0． 000 1 ＊＊

纯误差 Pure error 0． 031 9 4 0． 008 0

总和 Cor total 138． 143 1 28

R2 = 0． 912 5，R2
Adj = 0． 825 1，* 为显著( P ＜ 0． 05) ，＊＊为极显著( P ＜ 0． 01) 。

* Significant at 0． 05 level，＊＊ significant at 0． 01 level．

利用 Design-Expert 8 做出响应面等高线图( 图 6 ) ，每个响应面等高线图分别代表两个独立变量间

的相互作用，此时其他因素保持中心水平。由交互影响的响应面等高线图可看出，A、B、C、D 存在极值

点，对回归方程取一阶偏导数，可以得到曲面的最大点，即 4 个因子最优试验点( A、B、C、D) 的编码值( －
0． 354、－0． 191、－0． 447、0． 344) 即玉米粉 8． 22%，水分 38． 09%，接种量 10． 53%，发酵温度 25． 69 ℃，产孢量最

高预测值为 10． 817 × 109
个 / g。为了便于生产控制取玉米粉浓度 8． 22%，水分 38%，接种量 10． 5%，发

酵温度 25． 7 ℃。
2． 3 验证试验

为检验响应面分析法可靠性，在优化条件下进行 5 组固态发酵试验，所得白僵菌发酵基质含孢量分

别为 10． 43 × 109
个 / g、10． 48 × 109

个 / g、11． 33 × 109
个 / g、10． 26 × 109

个 / g、10． 39 × 109
个 / g，平均产孢

量为 10． 578 × 109
个 / g，与模型预测值 10． 817 × 109

个 / g 非常接近，表明该模型能很好的反应实际发酵

情况。

3 结 论

对球孢白僵菌 BbⅢ22 的固态发酵条件进行了研究，单因素确定了最佳固态发酵基质为配方 D 配

方 m( 麦麸) ∶ m( 谷糠) ∶ m( 红壤) = 3∶ 3∶ 4，并在配方 D 发酵基质上确定了玉米粉添加浓度、含水量、接
种量及发酵温度为影响白僵菌产孢量的显著因素，确定了其范围分别为( 5 ～ 15) g /L、30% ～ 50%、15%
～25%和( 23 ～ 27) ℃。

在单因素实验基础上，采用 Box-Behnken 实验设计和响应面分析方法，对球孢白僵菌 BbⅢ22 固态

发酵条件进行优化，得出其产孢量丰富的最佳固态发酵条件为: 玉米粉添加量 8 g /L，水分 38%，接种量
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图 6 两因素交互影响孢子产量的响应面和等高线

Fig． 6 Response surface and contour map of spore output of two factors interaction

10． 5%，发酵温度 25． 7 ℃，在最佳发酵条件下产孢量达到 10． 578 × 109
个 / g，较优化前( 2． 634 ± 0． 081)

× 109
个 / g 提高了 2 倍效果显著。

单纯的以谷糠或谷糠与麦麸的混合物为培养基质不能获得较高产孢量，以谷糠、麦麸及红壤组合成

固态发酵基质，可增强培养基质营养及透气性，并且可以降低成本，扩大培养来源，增强白僵菌的产孢能

力。麦麸、谷糠和红壤的混合物产孢量最高，达到充分利用了基质营养增加产孢量的目的，指标符合以

麦麸和谷糠混合物为基础的固相发酵工艺所产孢子粉的生产企业标准。这种方法的产量显著高于谢翎

等
［13］

研究利用大米发酵生产白僵菌的产量 4． 16 × 109
个 / g，而且基质便宜经济实用，操作简便易用，同

样高于其他同类型发酵基质的产量
［14 － 16］，具有一定的推广应用价值。
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后再经细胞核移植就能获得转基因克隆小鼠。本研究采用脂质体法分别转染了 UHS-2S-pIRES2-EGFP
并通过筛选获得的最佳 G418 浓度( 图 5) 进行了筛选，其结果，获得转基因阳性细胞( 图 7) ，PCR 检测显

示，在小鼠成纤维细胞基因组中整合有 UHS-2S-pIRES2-EGFP( 图 8) 。采用该细胞通过体细胞核移植能

否获得被毛中表达拖丝蛋白的转基因鼠有待于探讨。
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