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摘要:从山西太谷、运城采集的油菜中分离得到 40株植物内生细菌, 经过初步筛选得到具有生防潜力的菌株

yc8, 经鉴定为环状芽孢杆菌 (B. circu lans)。采用正交试验设计对油菜内生细菌 yc8进行营养配方和发酵条件

的系统研究。通过 yc8发酵液中细菌浓度、拮抗物质质量浓度和 yc8发酵液对油菜菌核病 [ Sclerotinia sclero tio

rum ( L ib. ) de Ba ry]的抑菌作用综合评定,得到优化配方为: 麦芽糖 ( 30 g /L )、牛肉膏 ( 50 g /L )、酵母粉 ( 7 g /

L )、M nSO4 ( 2 g /L)、FeSO4 ( 1 g /L)、ZnSO4 ( 2 g /L )、CaSO4 ( 2 g /L)、CuSO4 ( 2 g /L)、K2H PO4 ( 2 g /L )、KA l( SO4 ) 2

( 1 g /L)、发酵温度 28 、装液量 40%、摇床转数 150 r /m in、发酵液 pH = 7. 5, 使环状芽孢杆菌在摇瓶发酵条件

产生拮抗物质质量浓度达到为 725. 1 g /mL和对油菜菌核病茵的平板抑菌率达到 85. 3%。
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Abstract: Forty endophytic bacterium strains w ere iso lated from rapewh ich w ere co llected from Taigu and

Yuncheng County in Shanx i Prov ince in P. R. Ch ina. Inh ib itory activ ity o f yc8 w as obv ious in the prim ary an

tagon istic screening experim ent and the ferm entat ion cond it ion w as stud ied, itw as character ized to beB. circu

lans. This experim entw hich took different k inds of carbon source and nitrogen source, different concentrations

of yeast pow der and m eta l ion and ferm entation cond ition as the basic factor, adopted o rthogona l experim enta l

design to tes.t Then, the optim ized fo rm ula w as selected by the comparison of bacterial concentration of yc8,

the an tagon istic substance concentration of yc8 production and the inh ib itory act iv ity of yc8 toS clerotinia scle

ro tiorum ( L ib. ) de Bary. The result ind icated the ferm entat ion cond it ions w erem a lt sugar( 30 g /L ) , beef ex

tract( 50 g /L ) , yeast pow der( 7 g /L ) , M nSO4 ( 2 g /L ), FeSO4 ( 1 g /L ) , ZnSO4( 2 g /L ) , CaSO4 ( 2 g /L ),

CuSO4 ( 2 g /L ), K2H PO4 ( 2 g /L ), KA l( SO 4 ) 2( 1 g /L ), ferm entation temperature 28 , the content of fer

m entation fluid 40%, the ro tational speed of shaker 150 r /m in, pH = 7. 5, under w hich the concentration o f

the antagonistic substances produced byB. circulans reached 725. 1 g /mL and had strong inhibitory act iv ity a

ga inst Sclertinia sclerotiorum ( L ib. ) de Bary.
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植物内生细菌
[ 1]

( endophytic bactena)是定殖在健康植物组织内并与植物建立和谐联合关系的一类

微生物。油菜内生细菌 yc8作为植物内生细菌中的一种,对植物具有较好的亲和性
[ 2]

,还可以起到提高

植物对不良环境条件的抵御能力
[ 3]
、直接或间接促进植物生长

[ 4]
、减少病虫为害

[ 5]
等作用。作为一种

多方面有益生物学作用的天然资源和微生物农药筛选的一种新资源,油菜内生细菌 yc8不仅对实现农

业可持续发展有十分深远的理论研究价值,而且具有广阔的使用研究价值。

本文首次采用多因素正交试验, 对油菜内生细菌 yc8的室内发酵条件进行优化, 并通过 yc8发酵液

中细菌浓度、拮抗物质质量浓度和 yc8发酵液对油菜菌核病 [ Sclerotinia sclerotiorum ( L ib. ) de Bary]的

抑菌作用进行综合评定。此方法不仅系统地研究了不同发酵因素对油菜内生细菌 yc8的影响,而且将

对油菜内生细菌 yc8的后期大规模发酵以及更好地进行大田试验奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 供试菌株 油菜内生细菌 yc8菌株, 自行分离得到; 指示菌:油菜菌核病 [ Sclero tinia sclerotiorum

( L ib. ) de Bary]。

1. 1. 2 培养基 油菜内生细菌 yc8斜面培养基:牛肉膏蛋白胨 ( NA)培养基
[ 6 ]

;油菜菌核病指示菌平板

培养基: PDA培养基
[ 7 ]
。

1. 1. 3 油菜内生细菌 yc8初始发酵条件筛选 供试碳源种类为葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、果糖、乳糖;供试

碳源选取质量浓度为 30 g /L。

供试氮源种类为牛肉膏、蛋白胨、黄豆粉、KNO 3、( NH4 ) 2SO4; 供试氮源选取质量浓度为 50 g /L。供

试酵母粉选取质量浓度为 3 g /L、5 g /L、7 g /L、9 g /L、10 g /L。供试金属离子种类为 M nSO 4、FeSO 4、Zn

SO4、C aSO4、CuSO4、K2H PO4、KA l( SO 4 ) 2;供试金属离子选取质量浓度为 1 g /L和 2 g /L两种浓度。

1. 2 方法

1. 2. 1 油菜内生细菌 yc8培养 菌种培养:将油菜内生细菌种接于 NA培养基中, 置于恒温培养箱中

30 暗箱培养 2~ 3 d。发酵培养:将油菜内生细菌 yc8制备成 10
7

cfu /mL菌液, 按 5%接入量接入筛

选发酵培养基中,进行发酵培养。

1. 2. 2 油菜菌核病指示菌的培养 将油菜菌核病 [ Sclerotinia sclerotiorum ( L ib. ) de Bary]接种于 PDA

培养基上,置于恒温培养箱中 25 , 暗箱培养 2~ 3 d。

1. 2. 3 油菜内生细菌 yc8发酵基本营养物质筛选 以质量浓度为 30 g /L的不同碳源 (葡萄糖、麦芽

糖、蔗糖、果糖、乳糖 )、质量浓度为 50 g /L的不同氮源 [牛肉膏、蛋白胨、黄豆粉、KNO 3、( NH 4 ) 2 SO4 ]、不

同质量浓度的酵母粉 ( 3 g /L、5 g /L、7 g /L、9 g /L、10 g /L )为主要原料,试验采用 3个因素 5个水平的正

交试验设计。在 28 条件下, 采用 1 000 mL三角瓶装液量为 30%, 转速为 130 r /m in, 进行 20 h发

酵
[ 8]
。再以 yc8发酵液的细菌浓度、yc8产抗菌活性物质质量浓度、yc8发酵液对油菜菌核病 [ Sclerotin ia

sclero tiorum ( L ib. ) de B ary]抑菌作用,进行综合评比后选出优化配方。

1. 2. 4 油菜内生细菌 yc8发酵所需不同金属离子浓度条件筛选 以质量浓度为 1 g /L或 2 g /L的不同

金属离子稳定合物 [M nSO4、FeSO 4、ZnSO4、C aSO4、CuSO4、K 2HPO 4、KA l( SO 4 ) 2 ]为主要原料, 试验采用 7

个因素 2个水平的正交试验设计。在 28 条件下,采用 1 000 mL三角瓶装液量为 30%, 转速为 130 r /

m in,进行 20 h发酵。再以 yc8发酵液中细菌浓度、抗菌活性物质质量浓度和 yc8发酵液对油菜菌核病

[S clero tinia sclerotiorum ( L ib. ) de Bary]抑菌作用, 进行综合评比后选出优化配方。

1. 2. 5 油菜内生细菌 yc8发酵条件筛选 以不同的发酵温度 ( 26 , 28 , 30 , 32 )、1 000 mL

三角瓶不同装液量 ( 10%、20%、30%、40% )、不同摇床转速 ( 110 r/m in、130 r/m in、150 r/m in、170 r /

m in)、不同发酵液 PH值 ( 7、7. 5、8、8. 5)为主要条件,试验采用 4个因素 4个水平的正交试验设计,进行

20 h发酵。再以 yc8发酵液的细菌浓度、yc8的产拮抗物质质量浓度、yc8发酵液的抑菌作用, 进行综合

评比后选出优化配方。

1. 2. 6 检测方法  不同发酵液配方中细菌浓度测定。油菜内生细菌 yc8发酵培养后, 采用分光光度

法,检测 600 nm的吸收值 (以相应的发酵培养液为对照 )。! 不同发酵液配方中拮抗物质质量浓度测
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定。油菜内生细菌 yc8发酵培养后, 在 4 、12 000 r/m in离心 20 m in去菌体,取上清液与蒸馏水 1#19

混合后,在 280 nm和 260 nm条件下比色 (以蒸馏水为对照 )。∃ 不同发酵液配方中拮抗物质抑菌作用

测定。油菜内生细菌 yc8发酵培养后,将发酵培养液在 4 、12 000 r /m in离心 20 m in去菌体。取上清

液 1 mL与 9 mL的 PDA培养基, 充分摇匀, 冷却后以直径为 4 mm油菜菌核病 [ Sclerotinia sclerotiorum

( L ib. ) de B ary]作为指示菌,接入平板中间。以 10 mL的 PDA培养基为对照, 都置于 20 恒温培养箱

中,暗箱培养 3~ 4 d。进行测定,检查抑菌圈的有无及大小。

1. 2. 7 数据分析 试验均设 3次重复,取平均值。并进行 Ducan新复极差法多重比较。

菌落生长直径 = 3次测量直径平均值 - 4. 0 mm (接入指示菌直径 ) ( 1)

菌丝生长抑制率 = (对照菌落生长直径 -处理菌落生长直径 ) /对照菌落生长直径 % 100% ( 2)

拮抗物质质量浓度 ( g /mL)
[ 9]

= 1. 45A 280nm - 0. 74A 260nm ( 3)

2 结果及分析

2. 1 油菜内生细菌 yc8发酵基本营养物质筛选结果

不同碳源筛选的中, 麦芽糖能提高 yc8发酵培养中拮抗物质质量浓度和 yc8发酵液对油菜菌核病

[ Sclerotin ia sclerotiorum ( L ib. ) de B ary]抑菌率。不同氮源筛选中, yc8对于有机氮的利用明显高于对无

表 1 油菜内生细菌 yc8发酵基本营养物质筛选正交试验结果

Tab. 1 Orthogonal design resu lt of basic cu lture m ed ium of yc8

编号

No.

不同碳源 ( )

D ifferent carbon

source

不同氮源 ( )

D iffe rent nitrogen

source

酵母粉含量 (!)

D ifferent

concentra tions of

yeast pow de r

OD 600 nm值

OD
600 nm

Va lue

拮抗物质质量浓度

/( g∀ mL- 1 )

Antagon istic substances

concentra tion

抑菌率 /%

Inh ib itory

activ ity rate

1 1(葡萄糖 ) 1(牛肉膏 ) 1( 3 g /L ) 1. 30ABC 0. 352 1ABCD 52. 03ABC

2 1 2(蛋白胨 ) 2( 5 g /L ) 1. 81ABC 0. 418 3ABCD 56. 07ABC

3 1 3(黄豆粉 ) 3( 7 g /L ) 1. 12ABC 0. 550 0ABC 70. 93AB

4 1 4( KNO 3 ) 4( 9 g /L ) 1. 14ABC 0. 352 5ABCD 50. 80ABC

5 1 5[ ( NH4 ) 2 SO4 ] 5( 10 g /L) 0. 60BC 0. 217 6ABCD 41. 54ABC

6 2(蔗糖 ) 1 2 0. 84ABC 0. 576 9A 66. 32AB

7 2 2 3 1. 25ABC 0. 457 0ABCD 64. 23ABC

8 2 3 4 1. 01ABC 0. 365 1ABCD 44. 65ABC

9 2 4 5 0. 63BC 0. 201 0BCD 40. 23C

10 2 5 1 1. 11ABC 0. 320 8ABCD 41. 04ABC

11 3(麦芽糖 ) 1 3( 7 g /L ) 1. 94A 0. 615 1A 82. 50A

12 3 2 4 1. 92A 0. 439 2ABCD 63. 20ABC

13 3 3 5 1. 03ABC 0. 486 1ABCD 50. 54ABC

14 3 4 1 1. 72ABC 0. 156 3CD 35. 60C

15 3 5 2 1. 10ABC 0. 254 0ABCD 39. 41C

16 4(乳糖 ) 1 4 1. 71ABC 0. 601 3AB 82. 21A

17 4 2 5 0. 53C 0. 405 8ABCD 50. 15ABC

18 4 3 1 1. 34ABC 0. 358 4ABCD 56. 24ABC

19 4 4 2 1. 23ABC 0. 247 6ABCD 42. 34ABC

20 4 5 3 0. 82ABC 0. 203 3ABCD 43. 31ABC

21 5(果糖 ) 1 5 0. 71ABC 0. 435 8ABCD 35. 40C

22 5 2 1 1. 03ABC 0. 352 0ABCD 40. 56BC

23 5 3 2 1. 11ABC 0. 402 3ABCD 48. 64ABC

24 5 4 3 1. 00ABC 0. 218 4ABCD 34. 73C

25 5 5 4 0. 54C 0. 104 6D 32. 08C

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.
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机氮的利用。其中,蛋白胨可以明显高 yc8拮抗物质的产生。较高或较低的酵母粉含量都不利于 yc8

拮抗物质的产生,含量为 7 g /L较适合 yc8拮抗物质的产生 (表 1)。

油菜内生细菌 yc8发酵基本营养条件正交试验优化结果分析。从正交试验菌体生长量结果分析表

明,碳源对于 yc8生长是主要因素,其次是酵母粉、氮源。从正交试验拮抗物质质量浓度结果分析表明,

氮源对于 yc8产拮抗物质质量浓度占重要作用,其因素作用分别大于酵母粉含量和氮源。从正交试验

抑菌作用结果分析表明,因素主次顺序是氮源、碳源、酵母粉含量。选择 K 值最大的水平为因素的最佳

表 2 yc8发酵基本营养条件正交试验菌体生长量结果分析

Tab. 2 The grow th analysis resu lt of basic culturem ed ium of yc8

因子

Factor

水平

Leve l

均值 (K )

M ean(K )
R P = 0. 01

因素主次

Factor order

优化方案

Optim ize proposa l

不同碳源 ( ) 3 1. 54 0. 67 A > !>  3!1 1

D ifferent carbon 1 1. 18 AB

source 4 1. 10 AB

2 0. 94 B

5 0. 86 C

不同氮源 ( ) 1 1. 30 A

D ifferen t n itrog en 2 1. 28 A

source 4 1. 12 0. 48 B

3 1. 10 B

5 0. 82 C

酵母粉含量 (!) 1 1. 28 A

D ifferen t concentra tions 4 1. 24 AB

o f yeast powder 3 1. 22 0. 60 B

2 1. 20 B

5 0. 68 C

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.

表 3 油菜内生细菌 yc8发酵基本营养条件正交试验拮抗物质质量浓度结果分析

Tab. 3 The protein concen tration analysis resu lt of basic cu lture m ed ium of yc8

因子

Factor

水平

Leve l

均值 (K )

M ean(K )
R P = 0. 01

因素主次

Factor order

优化方案

Optim ize proposa l

不同碳源 ( ) 3 0. 390 1 A  > !>  1!3 3

Different carbon source 2 0. 384 2 AB

1 0. 378 1 0. 087 5 B

4 0. 363 3 B

5 0. 302 6 C

不同氮源 ( ) 1 0. 516 2 A

D ifferent nitrogen source 3 0. 432 4 A

2 0. 414 5 0. 296 1 A

4 0. 235 2 B

5 0. 220 1 C

酵母粉含量 (!) 3 0. 408 8 A

D ifferen t concentra tions 2 0. 379 8 AB

o f yeast powder 4 0. 372 5 0. 1008 AB

5 0. 349 3 B

1 0. 307 9 C

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.
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水平,综合 3种上述结果分析 (表 2,表 3,表 4),最后优化方案为 3 1!3,即麦芽糖 ( 30 g /L )、牛肉膏 ( 50 g /L)

和 7 g /L酵母粉。此时,发酵液中产生拮抗物质质量浓度和对油菜菌核菌的平板抑菌率分别为 0. 615 g /mL

和 85. 5%。

表 4 yc8发酵基本营养条件正交试验抑菌作用结果分析

Tab. 4 The inh ibitory ac tiv ity analysis resu lt of basic cu lturem edium of yc8

因子

Factor

水平

Leve l

均值 (K )

M ean(K )
R P = 0. 01

因素主次

Factor order

优化方案

Optim ize proposa l

不同碳源 ( ) 1 54. 27 15. 99 A  > > !  1 1!3,  1 3!3

Different carbon source 3 54. 25 A

4 53. 85 AB

2 51. 29 B

5 38. 28 C

不同氮源 ( ) 1 63. 69 24. 81 A

D ifferent nitrogen source 2 54. 84 B

3 53. 80 B

4 40. 74 BC

5 38. 88 C

酵母粉含量 (!) 3 58. 54 14. 97 A

D ifferen t concentra tions 4 54. 59 AB

o f yeast powder 2 50. 56 B

1 44. 70 B

5 43. 57 B

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.

2. 2 油菜内生细菌 yc8发酵所需不同金属离子浓度筛选结果

油菜内生细菌 yc8发酵不同金属离子浓度正交试验优化分析结果表明 (表 5)。

表 5 油菜内生细菌 yc8发酵不同金属离子质量分数筛选正交试验结果

Tab. 5 O rthogonal design resu lt of concentrat ion of them etal ion effect on yc8

编号

No.

M nSO4

( )

FeSO4

(  )

ZnSO4

( !)

CaSO4

( ∀)

CuSO4

( #)

K2H PO 4

( ∃)

KA l( SO4 ) 2

(% )

OD 600nm值

OD 600nm va lue

拮抗物质质量浓度

/ ( g∀ mL - 1)

A ntagonistic

substances concentration

抑菌率 /%

Inh ibitory activ ity rate

1 1( 1 g /L) 1( 1 g /L) 1( 1 g /L) 1( 1 g /L) 1( 1 g /L ) 1( 1 g /L ) 1( 1 g /L ) 1. 35C 0. 434 4F 53. 57E

2 1 1 1 2 2 2 2 1. 55BC 0. 464 0E 56. 73D

3 1 2( 2 g /L) 2 1 1 2 2 1. 41BC 0. 382 2G 48. 87F

4 1 2 2 2 2( 2 g /L ) 1 1 1. 45BC 0. 488 8D 55. 97D

5 2( 2 g /L) 1 2 1 2 1 2 1. 42BC 0. 440 5F 55. 43D

6 2 1 2( 2 g /L) 2( 2 g /L) 1 2( 2 g /L ) 1 1. 72A 0. 6796 A 84. 83A

7 2 2 1 1 2 2 1 1. 60B 0. 510 1C 59. 27C

8 2 2 1 2 1 1 2 1. 55BC 0. 580 5B 64. 63B

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.

从正交试验 OD 600结果分析表明, K2H PO4、M nSO 4、CaSO4对于 yc8生长是主要因素, 其次是 KA l

( SO4 ) 2、FeSO4和 CuSO4、ZnSO4。从正交试验拮抗物质质量浓度结果分析表明, Ca
2 +
对于 yc8产生拮抗

物质质量浓度占重要作用,其因素作用分别大于 M nSO4、KA l( SO4 ) 2、CuSO4、K2H PO4、FeSO4、ZnSO 4。从

正交试验抑菌作用结果分析表明, 因素主次顺序是 M nSO4、C aSO4、KA l( SO 4 ) 2、CuSO 4、K2H PO4、FeSO 4、
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ZnSO 4。选择 K 值最大的水平为因素的最佳水平 (表 6、表 7、表 8),综合 3种上述结果分析,最后优化方

案为 2 1!2∀2#2∃2%1, 即 2 g /L M nSO 4、1 g /L FeSO 4、2 g /L ZnSO4、2 g /L CaSO 4、1 g /L CuSO4、2 g /L

K 2H PO4和 1 g /L KA l( SO4 ) 2。

表 6 油菜内生细菌 yc8发酵不同金属离子正交试验菌体生长量结果分析

Tab. 6 The grow th ana lysis resu lt of them etal ion effect on yc8

序号

No.

M nSO4

( )

F eSO4

( )

ZnSO4

( !)

C aSO4

( ∀)

CuSO 4

(#)

K2HPO 4

(∃)

KA l( SO4 ) 2

( % )

因素主次

Facto r o rder

K 1 1. 44 1. 55 1. 51 1. 44 1. 55 1. 44 1. 57 ∃= = ∀> % >  = #> !

K 2 1. 61 1. 50 1. 54 1. 61 1. 50 1. 61 1. 47

R 0. 17 0. 05 0. 03 0. 17 0. 05 0. 17 0. 10

优化方案 ( Optim ize proposa l) ∃( 1或 2) ( 1或2) ∀( 1或2) %1 ( 1或 2) #(1或2) !2

表 7 油菜内生细菌 yc8发酵不同金属离子正交试验拮抗物质质量浓度结果分析

Tab. 7 The protein concentration analysis result of them eta l ion effect on yc8

序号

No.

M nSO
4

( )

F eSO
4

( )

ZnSO
4

( !)

C aSO
4

( ∀)

CuSO
4

(#)

K
2
HPO

4

(∃)

KA l( SO
4

)
2

( % )

因素主次

Facto r o rder

K 1 0. 442 3 0. 504 6 0. 497 2 0. 441 8 0. 519 2 0. 486 1 0. 528 2 ∀> > % > #> ∃>  > !

K 2 0. 552 7 0. 490 4 0. 497 8 0. 553 2 0. 475 9 0. 509 0 0. 466 8

R 0. 110 4 0. 014 2 0. 000 5 0. 111 4 0. 043 3 0. 022 9 0. 061 4

优化方案 ( Optim ize proposal)∀2 2%1#1∃2 1!2

表 8 油菜内生细菌 yc8发酵不同金属离子正交试验抑菌作用结果分析

Tab. 8 The inh ib itory activity analysis resu lt of them etal ion effec t on yc8

序号

No.

M nSO4

( )

F eSO4

( )

ZnSO4

( !)

C aSO4

( ∀)

CuSO 4

(#)

K2HPO 4

(∃)

KA l( SO4 ) 2

( % )

因素主次

Facto r o rder

K
1 53. 78 62. 39 58. 55 54. 28 62. 73 57. 40 63. 16 > ∀> % > #>  > ∃> !

K
2 65. 79 57. 18 61. 03 65. 29 56. 85 62. 18 56. 42

R 12. 01 5. 21 2. 48 11. 01 5. 88 4. 78 6. 74

优化方案 ( Optim ize proposal) 2∀2%1#2 1∃2!2

2. 3 油菜内生细菌 yc8发酵条件筛选结果

油菜内生细菌 yc8发酵条件正交试验优化结果分析 (表 9)结果表明, 装液量为 40%有利于 yc8的

生长, 并且提高 yc8发酵培养中拮抗物质质量浓度和 yc8发酵液对油菜菌核病 [Sclerotinia sclerotiorum ( L ib. )

de Bary ]抑菌率。不同摇床转数中, 150 r/m in能明显提高 yc8的生长。 28 对于 yc8提高抑菌作用有

促进作用。较高或较低的 pH都不利于 yc8拮抗物质的产生, pH = 7. 5较适合 yc8拮抗物质的产生。

油菜内生细菌 yc8发酵条件正交试验优化结果分析结果表明,装液量对于 yc8生长是主要因素, 其

次是摇床转数、pH值、发酵温度。在不同装液量中, K 4值明显大于其余水平的 k值, 并且在 1%上与

K 1、K 2、K 3差异显著。在不同摇床转数中, K 3 >K 4 > K 1 > K 2, 150 r/m in是油菜内生细菌 yc8生长的最佳

摇床转数。在不同 pH值中,其 k值在 1%的水平上差异都不显著,选择 k值最大的水平为因素的最佳

水平, pH = 7. 5有利于提高油菜内生细菌 yc8中的生长。发酵温度的差异对于油菜内生细菌 yc8生长

的影响不明显,表现在 1%的水平上差异不显著。选择 K 值最大的水平为因素的最佳水平 (表 10、表

11、表 12), 综合上述结果分析,最后优化方案为  4!3∀1 4,即温度 28 、装液量 40%、摇床转数 150 r /

m in和 pH值 7. 5。发酵 20 h后发酵液中的拮抗物质单位为 725. 1 g /mL和对油菜菌核病茵的平板抑

菌率达到 85. 3%。
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表 9 油菜内生细菌 yc8发酵条件筛选正交试验结果

Tab. 9 Orthogona l design resu lt of the ferm en tab le condition of yc8

编号

No.

温度 ( )

T emperature

装液量 ( )

The content

o f flu id

摇床转数 (!)

Ro tation speed

pH值 (∀)

pH Va lue

OD 600nm值

OD 600nm va lue

拮抗物质质量浓度

/( g∀ mL- 1 )

Antagonistic substances

concentration

抑菌率 /%

Inh ibitory

activ ity rate

1 1( 26 ) 1( 10% ) 1( 110 r /m in) 1 ( pH = 7) 1. 27DE 0. 438 9DE 60. 57E

2 1 2( 20% ) 2( 130 r /m in) 2 ( pH = 7. 5) 1. 20F 0. 509 0C 75. 60C

3 1 3( 30% ) 3( 150 r /m in) 3 ( pH = 8) 1. 70A 0. 437 6DE 59. 47F

4 1 4( 40% ) 4( 170 r /m in) 4 ( pH = 8. 5) 1. 37D 0. 499 0DE 72. 03A

5 2( 28 ) 1 2 3 1. 13F 0. 508 5C 75. 98C

6 2 2 1 4 1. 23E 0. 508 0C 74. 10C

7 2 3 4 1 1. 47C 0. 441 6DE 62. 87E

8 2 4 3 2 1. 79A 0. 725 1A 85. 31A

9 3( 30 ) 1 3 4 1. 27DE 0. 444 6DE 60. 40E

10 3 2 4 3 1. 43CD 0. 478 7D 71. 00D

11 3 3 1 2 1. 30D 0. 450 5FG 64. 00E

12 3 4 2 1 1. 57B 0. 467 5F 63. 23E

13 4( 32 ) 1 4 2 1. 37D 0. 695 4A 80. 80AB

14 4 2 3 1 1. 50C 0. 398 0H 49. 67G

15 4 3 2 4 1. 23E 0. 520 3B 75. 90B

16 4 4 1 3 1. 53C 0. 501 6C 74. 63B

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.

表 10 油菜内生细菌 yc8发酵条件正交试验菌体生长量结果分析

Tab. 10 The grow th analysis resu lt of the ferm entab le cond ition of yc8

因子

Factor

水平

Leve l

均值 (K )

M ean(K )
R P = 0. 01

因素主次

Factor order

优化方案

Optim ize proposa l

温度 ( ) 4 1. 41 0. 07 A  > !> ∀>  4!3∀1 4

Tem pera ture 3 1. 39 A

2 1. 39 A

1 1. 34 B

装液量 ( ) 4 1. 55 0. 31 A

Content of flu id 3 1. 40 AB

2 1. 34 B

1 1. 24 C

摇床转数 (!) 3 1. 53 0. 25 A

Ro tation speed 4 1. 41 AB

1 1. 31 B

2 1. 28 C

pH 值 (∀) 1 1. 43 0. 15 A

pH va lue 3 1. 42 AB

2 1. 40 B

4 1. 28 C

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.
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表 11 油菜内生细菌 yc8发酵条件正交试验拮抗物质质量浓度结果分析

Tab. 11 The prote in concen tration analysis resu lt of the ferm en tab le cond ition of yc8

因子

Factor

水平

Leve l

均值 (K )

M ean(K )
R P = 0. 01

因素主次

Factor order

优化方案

Optim ize proposa l

温度 ( ) 2 0. 545 8 0. 085 5 A ∀>  > > ! ∀
2
 

4 2
!

( 2或3)

Tem pera ture 4 0. 501 3 AB

1 0. 471 1 B

3 0. 460 3 B

装液量 ( ) 4 0. 548 3 0. 116 4 A

The con tent o f fluid 1 0. 494 3 AB

2 0. 473 4 AB

3 0. 462 5 B

摇床转数 (!) 2 0. 501 3 0. 026 6 A

Ro tation speed 3 0. 501 3 A

4 0. 501 2 A

1 0. 474 8 B

pH 值 (∀) 2 0. 567 5 0. 131 0 A

pH va lue 4 0. 493 0 B

3 0. 481 6 B

1 0. 436 5 C

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.

表 12 油菜内生细菌 yc8发酵条件正交试验抑菌率作用结果分析

Tab. 12 The inh ib itory activity ana lysis resu lt of the ferm en table cond ition of yc8

因子

Factor

水平

Leve l

均值 (K )

M ean(K )
R P = 0. 01

因素主次

Factor order

优化方案

Optim ize proposa l

温度 ( ) 2 75. 07 10. 41 A ∀> >  > ! ∀
2 2

 
4
!

2

Tem pera ture 4 70. 25 A

1 66. 92 B

3 64. 66 C

装液量 ( ) 4 74. 30 8. 74 A

The con tent o f fluid 1 69. 44 B

2 67. 59 B

3 65. 56 C

摇床转数 (!) 2 72. 68 8. 46 A

Ro tation speed 4 71. 68 AB

1 68. 32 B

3 64. 21 C

pH 值 (∀) 2 76. 93 17. 84 A

pH va lue 4 70. 61 AB

3 70. 27 AB

1 59. 09 C

不同字母 ( A, B, C, D )表示在 P = 0. 01水平差异显著。

Different letters above each va lue ind ica te sign ifican t diffe rences atP = 0. 01.

∀1272∀



第 6期 邢 鲲等: 油菜内生细菌 yc8发酵条件优化研究

3 讨 论

以往有关于植物内生细菌的发酵培养大多采用单因素多水平试验
[ 10 ]

,评价指标也仅是发酵后植物

内生细菌的浓度或对某种植物病原菌的抑菌率
[ 11- 12 ]

。这种方法虽然可以简单、快捷地得到植物内生细

菌较好的发酵条件,但是各种营养物质之间、不同发酵条件之间对植物内生细菌交互作用并没进行系统

研究, 并且单一的评价指标不能更准确得到植物内生细菌的最佳生长条件。

本文首次采用多因素正交试验, 从多种考察因素中通过各考察因素之间的主次关系对油菜内生细

菌 yc8生长和产生有效物质的发酵条件进行系统研究。研究发现,麦芽糖 ( 30 g /L )、牛肉膏 ( 50 g /L )、

酵母粉 ( 7 g /L )、M nSO4 ( 2 g /L )、FeSO4 ( 1 g /L )、ZnSO 4 ( 2 g /L )、CaSO 4 ( 2 g /L )、CuSO4 ( 2 g /L )、K2H PO4

( 2 g /L)、KAL( SO4 ) 2 ( 1 g /L )、发酵温度 28 、装液量 40%、摇床转数 150 r/m in、发酵液 pH = 7. 5, 发

酵时间为 20 h时,得到油菜内生细菌 yc8的最佳发酵条件。与杨华
[ 13]
、柳凤

[ 14]
、何红

[ 15]
等研究结果有

所不同,这说明不同植物内生细菌的最佳发酵条件是不同的。这可能与内生细菌寄居的植物内环境有

一定关系
[ 16]
。研究还发现油菜内生细菌 yc8的生长、产生抗菌活性物质质量浓度和发酵液的抑菌作用

互相成正相关。说明油菜内生细菌 yc8可以产生多种对植物病原菌有拮抗的物质,包括抗菌活性物质、

多活性物质、核苷酸和生物碱类等抗菌物质,与前人的结论相似
[ 17]
。今后还将对油菜内生细菌 yc8的

罐装发酵试验以及大田防效进行深入研究。
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