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摘  要：【背景】生防细菌贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) F-37 能有效抑制生姜青枯病病原菌

青枯劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum)的活性，而响应面法和二次通用旋转试验可在较少的试验次

数下优化生防菌发酵培养基配方和发酵条件。【目的】优化贝莱斯芽孢杆菌菌株 F-37 的发酵培养

基配方及发酵条件，提高其对青枯劳尔氏菌的抑菌活性。【方法】以平板拮抗效果为指标，采用单

因素试验、响应面法优化贝莱斯芽孢杆菌 F-37 发酵培养基配方，通过二次通用旋转组合试验优化

其发酵条件，采用牛津杯法比较并分析优化前后菌株 F-37 无菌滤液对青枯劳尔氏菌的拮抗活性。

【结果】发酵条件及成分优化结果表明，小麦淀粉、酵母浸粉、氯化钾分别是对菌株 F-37 抑菌活

性影响最显著的碳源、氮源和无机盐。培养基最优配方(g/L)：小麦淀粉 14.9、酵母浸粉 8.6 和氯

化钾 7.8；最佳发酵条件为：接种量 1.0%、温度 27 ℃、装液量 78 mL/300 mL、pH 7.8、转速 180 r/min、
培养时间 3 d。在优化方案下，菌株 F-37 无菌滤液对青枯劳尔氏菌的抑菌率为 70.10%，显著高于优

化前的 46.9%，抑菌率增长率为 49.5%。【结论】优化后的培养基和发酵条件提高了贝莱斯芽孢杆菌

F-37 抑制青枯劳尔氏菌的抑菌活性，为生姜青枯病病原菌生防制剂的研制和应用提供了技术基础。 
关键词：响应面法；二次通用旋转组合；贝莱斯芽孢杆菌；发酵培养基配方；发酵条件 
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Abstract: [Background] The biocontrol bacterium Bacillus velezensis F-37 can effectively 
inhibit the viability of the pathogenic bacterium Ralstonia solanacearum, which causes ginger 
bacterial wilt. The response surface methodology (RSM) and quadratic general rotary design can 
optimize the fermentation medium formula and fermentation conditions of the biocontrol bacterium 
with a few tests. [Objective] To optimize the fermentation medium formula and fermentation 
conditions of B. velezensis F-37, enhancing its inhibitory activity against R. solanacearum. 
[Methods] With the antagonism effect as the indicator, single-factor experiments and RSM were 
employed to optimize the fermentation medium formula for B. velezensis F-37. A quadratic 
general rotary design was employed to optimize the fermentation conditions. The Oxford cup 
method was employed to compare the antagonistic activity of sterile filtrates of strain F-37 
against R. solanacearum before and after optimization. [Results] Wheat starch, yeast powder, 
and potassium chloride were the most significant carbon source, nitrogen source, and inorganic 
salt, respectively, for the antibacterial activity of F-37. The optimal medium formula was 
composed of 14.9 g/L wheat starch, 8.6 g/L yeast powder, and 7.8 g/L potassium chloride. The 
best fermentation conditions were inoculum size of 1.0%, 27 ℃, liquid volume of 78 mL/300 mL, 
pH 7.8, rotation at 180 r/min, and fermentation for 3 days. Under these optimized conditions, 
the inhibition rate of the sterile filtrate of F-37 against R. solanacearum was 70.10%, 
significantly higher than that (46.9%) before optimization, representing a 49.5% increase. 
[Conclusion] The optimized medium and fermentation conditions significantly improved the 
inhibitory activity of B. velezensis F-37 against R. solanacearum, providing a technical basis for 
the development and application of biocontrol preparations for ginger bacterial wilt. 
Keywords: response surface methodology; quadratic general rotary composite design; Bacillus 
velezensis; fermentation medium formula; fermentation conditions 
 

生姜(Zingiber officinale Rosc.)是姜科姜属

多年生宿根药食同源的作物[1]。然而，由青枯

劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum)引起的青枯

病 [2]，在生姜种植领域又被称作姜瘟病是最为

严重的病害之一，严重制约了生姜产业的可持

续发展[3]。当前，化学防治是治理生姜青枯病

的主要方式。但是，长期使用化学药剂不仅会

污染环境，还会导致病原菌产生抗药性，这使得

寻找环境友好且高效的防治方法成为必要[4]。 
生物防治作为一种绿色防控技术，具有环

境安全、靶向性强、持久性强等优势，受到广

泛关注[5]。其中，芽孢杆菌(Bacillus spp.)是一类

常用的生防细菌，广泛分布于土壤、水体及动、

植物体内等生境中，具有抗环境胁迫能力强[6]、
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繁殖速度快、代谢产物复杂多样、易于人工培养

等特点[7-9]。贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)
作为一种新型菌种，因其广谱抗菌及促植物生

长作用，日益受到研究人员的重点关注[10]。研

究表明，贝莱斯芽孢杆菌对多种植物病害有良

好的防控效果，能有效抑制多种植物病原菌[11]。 
相比于传统的单因素方法，响应面法

(response surface methodology, RSM)通过数学

和统计技术来分析自变量之间的相关性，利用

二次多项式模型来确定最佳响应[12-13]。这种方

法简单、快速、准确，已在多个学科领域得到

成功应用[14]。通过 RSM 优化发酵条件，可以提

高菌株产抑菌活性物质的性能，快速有效地确

定多因子系统的最佳条件[15]。 
微生物的生长与代谢过程极易受到发酵条

件的调控如温度、时间、pH 及培养基配方等。

通过合理设计发酵条件，可以显著提升微生物的

性能[16]。贝莱斯芽孢杆菌 F-37 是本课题组前期

从生姜根围中分离得到的 1 株对青枯劳尔氏菌

具有良好活性的生防菌株，在盆栽和大田试验中

均表现出良好的防控效果[17]。本研究在前期研

究基础上，通过单因素试验、响应面法优化试验

及二次通用旋转组合试验，优化菌株 F-37 的发

酵培养基配方及发酵条件，以平板拮抗效果为指

标，分析优化方案下菌株 F-37 对青枯劳尔氏菌

的拮抗活性，提升其发酵效价，以期为青枯劳尔

氏菌生防制剂的研制工作提供有力的研究支撑。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) F-37 和

青枯劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum) FH-2，均

保存于贵州中医药大学中药材病害防控实验室。 
1.2  培养基 

LB 液体培养基及固体培养基参考文献[18]
配制。初始发酵培养基(g/L)：酵母浸粉 5.0，葡

萄糖 5.0，氯化钠 10.0，pH 7.0，121 ℃灭菌 30 min。
发酵条件优化后所用培养基 (g/L)：小麦淀粉

14.9，酵母浸粉 8.6，氯化钾 7.8；pH 7.8，121 ℃
灭菌 30 min。 
1.3  主要试剂和仪器 

酵母浸粉，北京奥博星生物技术有限责任

公司；氯化钾，天津市大茂化学试剂厂；氯化

钠，天津市华盛化学试剂有限公司；氢氧化钠，

成都金山化学试剂有限公司。 
超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

立式智能精密摇床，上海博迅医疗生物仪器股

份有限公司；医用离心机，长沙高新技术产业

开发区湘仪离心机仪器有限公司；pH 计，上海

仪电科学仪器股份有限公司。 
1.4  菌株 F-37 种子液的制备 

将活化好的菌株 F-37 接种于 LB 培养基平

板上，于 30 ℃静置培养 24 h。挑取单菌落接种

至预先装有 25 mL LB 液体培养基的 100 mL 三

角瓶中，于 30 ℃、180 r/min 条件下振荡培养

24 h，调整其 OD600 值至 1.0，即制成种子液。 
1.5  菌株 F-37 对青枯劳尔氏菌拮抗活

性的测定 
采用点接法检测拮抗菌株 F-37 对青枯劳尔

氏菌的拮抗效果。吸取 2 μL 菌株 F-37 的种子

液点接在预先涂有青枯劳尔氏菌(106 CFU/mL)
的 LB 平板上，于 30 ℃静置培养 24 h，观察并

测量抑菌圈的形成情况和直径。 
1.6  菌株 F-37 发酵液及无菌滤液的制备 

将菌株 F-37 的种子液以 1%的接种量分别接

入含有不同碳源、氮源、无机盐成分或不同发酵

参数(接种量、培养温度、装液量、培养时间、转

速和 pH)的初始发酵培养基中。在 30 ℃、180 r/min
条件下振荡培养 48 h 得到发酵液。将发酵液在

4 ℃、10 000 r/min 的条件下离心 5 min，收集

上清液，并通过 0.22 μm 的细菌滤膜进行过滤，

最终制得菌株 F-37 的无菌滤液。 
1.7  发酵液无菌滤液抑菌活性的测定 

抑菌活性的测定采用牛津杯法。以平板中心

为参照点，在预先涂有青枯劳尔氏菌(106 CFU/mL)
的 LB 平板上等距离放置 4 个牛津杯，杯与杯之
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间的间隔为 2 cm。向每个牛津杯中加入 200 μL
菌株 F-37 的无菌发酵滤液，将平板置于 30 ℃
静置培养 48 h。培养结束后，利用十字交叉法

测定抑菌圈的直径，并进一步计算抑菌率及其

增长率，如公式(1)、(2)所示。 
抑菌率(%)=(抑菌圈直径–牛津杯直径)/抑

菌圈直径×100                         (1) 
抑菌率增长率(%)=(优化后抑菌率–优化前

抑菌率)/优化前抑菌率×100               (2) 
1.8  最佳碳源、氮源、无机盐的筛选 

以初始培养基为对照，分别以甘油、麦芽

糖、可溶性淀粉、蔗糖、糯米粉、玉米淀粉和

小麦淀粉取代初始培养基中的葡萄糖作为碳

源；以牛肉浸膏、蛋白胨、氯化铵、尿素、甘

氨酸、胰蛋白胨和硫酸铵取代原有酵母浸粉作

为氮源；以氯化镁、碳酸钙、碳酸氢钠、氯化

钾、硫酸镁和磷酸二氢钠取代原有氯化钠作为

无机盐，其他成分及含量不变，参照 1.6 和 1.7
的方法制备无菌发酵液并计算抑菌率。 
1.9  碳源、氮源、无机盐最佳浓度单因

素试验 
以 1.8 中筛选出的最优碳源、氮源和无机

盐组合为基础培养基，分别加入 3.0、5.0、7.0、
9.0、11.0、13.0、15.0 和 17.0 g/L 的 1.8 中筛选

出的最优碳源(小麦淀粉)的浓度取代原有碳源

浓度；分别加入 1.0、3.0、5.0、7.0、9.0、11.0、
13.0 和 15.0 g/L 的最优氮源(酵母浸粉)的浓度

取代原有氮源浓度；分别加入 5.0、7.0、9.0、
11.0、13.0 和 15.0 g/L 的最优无机盐(氯化钾)的
浓度取代原有无机盐浓度，按照 1.6 和 1.7 的方

法制备无菌发酵液并计算抑菌率，确定最优碳

源、氮源和无机盐的最佳浓度。 
1.10  发酵条件的优化 

以发酵液无菌滤液的平板拮抗效果作为指

标，系统优化菌株 F-37 的初始 pH、接种量、

培养温度、装液量、培养时间及摇床转速等发

酵参数。各发酵条件的具体设置如下：初始 pH，

分别为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0；接种量：0.5%、

1.0%、2.0%、3.0%、4.0%、5.0%；培养温度：

分别为 25、28、31、34 和 37 ℃；装液量分别

为 60、80、100、120、140 和 160 mL 于 300 mL
的三角瓶中；培养时间：24、36、48、60、72
和 84 h；摇床转速分别为 140、160、180、200
和 220 r/min。按照 1.6 和 1.7 的方法制备无菌发

酵液并计算抑菌率。 
1.11  培养基配方 Box-Behnken 响应面

优化 
根据单因素试验结果筛选出 3 个主要影响

因素(小麦淀粉浓度、酵母浸粉浓度和氯化钾浓

度)，采用 Design-Expert 12.0 软件设计三因素

三水平 Box-Behnken 响应面试验并进行数据

分析。 
1.12  二次通用旋转组合试验优化发酵

条件 
根据单因素试验结果选取装液量、培养温

度和初始 pH 值作为 3 个关键影响因素，并利

用 DPS 7.05 软件建立三元二次通用旋转组合设

计模型。其他参数均设置为单因素试验确定的

最佳水平，通过频率分析法对试验数据进行解

析，最终确定最优发酵条件组合，并对模型预

测结果进行验证。 
1.13  数据统计与分析 

采用 DPS 7.05 软件中的 Duncan’s 多重比

较法进行组间差异检验，数据可视化部分则使

用 Origin 软件完成图表制作。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 F-37 的拮抗活性 

通过点接法测定菌株 F-37 对青枯劳尔氏菌

的拮抗效果。结果表明，菌株 F-37 对青枯劳尔

氏菌具有良好的抑菌效果，其抑菌带宽度达

(0.67±0.01) cm (图 1)。 
2.2  发酵配方优化及分析 
2.2.1  碳源、氮源和无机盐种类的筛选 

在不同碳源、氮源和无机盐培养基中，菌

株 F-37 无菌滤液对青枯劳尔氏菌的抑制效果存 
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图 1  贝莱斯芽孢杆菌 F-37 对青枯劳尔氏菌的抑

制效果   A：正面效果图；B：反面效果图。 
Figure 1  Inhibition effect of strain Bacillus 
velezensis F-37 against Ralstonia solanacarum. A: 
Front view; B: Back view. 
 
在显著差异。其中，以小麦淀粉、酵母浸粉及

氯化钾分别作为唯一碳源、氮源和无机盐时，

菌株 F-37 无菌滤液对青枯劳尔氏菌的抑菌率分

别为 68.1%、50.4%及 59.6%，显著高于其他供

试的碳源、氮源或无机盐成分(图 2–4)。因此，

分别选择小麦淀粉、酵母浸粉和氯化钾为最佳

碳源、最佳氮源及最佳无机盐。 
2.2.2  碳源、氮源和无机盐最佳浓度试验 

单因素试验结果显示，培养基中小麦淀粉、

酵母浸粉和氯化钾的添加量对菌株 F-37 无菌滤

液的拮抗活性具有显著影响。如图 5 所示，随

着这 3 种组分浓度的增加，其对青枯劳尔氏菌

的抑制效果均呈现先上升后下降的变化。当小麦

淀粉添加量为 15.0 g/L、酵母浸粉和氯化钾均为

7.0 g/L 时，对应的抑菌率分别达到 61.3%、62.7%
和 62.7%，显著高于其他处理组。基于此，综合 

 
 
图 2  不同碳源对贝莱斯芽孢杆菌 F-37 拮抗活性

的影响   不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。
下同。 
Figure 2  Effect of different carbon sources on the 
antagonistic activity of Bacillus velezensis F-37. 
Different lowercase letters indicate significant 
differences (P<0.05). The same below. 

 

 
 
图 3  不同氮源对贝莱斯芽孢杆菌 F-37 拮抗活性

的影响 
Figure 3  Effect of different nitrogen sources on 
the antagonistic activity of Bacillus velezensis F-37. 
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图 4  不同无机盐对贝莱斯芽孢杆菌 F-37 拮抗活

性的影响 
Figure 4  Effect of different inorganic salts on the 
antagonistic activity of Bacillus velezensis F-37. 
 
分析确定小麦淀粉、酵母浸粉和氯化钾的最佳

添加浓度分别为 15.0、7.0 和 7.0 g/L。 
2.3  培养基组分 Box-Behnken 试验结果 
2.3.1  响应面回归模型建立分析 

Box-Behnken 试验设计与结果见表 1。通过

Design expert 12.0 软件对表 1 中的数据进行分

析，抑菌率(Y)对小麦淀粉(A)、酵母浸粉(B)和氯化

钾(C)的二次多项回归方程模型为：Y=−388.97+ 
35.02A+35.33B+11.36C−0.98AB+0.4AC+0.36BC−
0.97A2−1.29B2−1.47C2。各因素的显著性如表 2
所示，其中，回归模型的 P=0.001<0.01，表明

该模型在 α=0.01 水平上极显著，实验数据与模

型相符，模型选择合适；失拟项 P=0.185>0.05，
失拟项不显著，该回归方程展现出良好的拟合

效果，充分证实实验具备可行性。决定系数

R2=0.956 9，这意味着响应值变动的 95.69%可

归因于实验因素，由此表明实测值与预测值之

间存在极高的相关性，模拟实验结果与真实值

的误差极小。同时，变异系数(coefficient of  

 
 
图 5  碳源(A)、氮源(B)及无机盐(C)浓度变化对

贝莱斯芽孢杆菌 F-37 拮抗活性的影响效应  
Figure 5  Effects of carbon source (A), nitrogen 
source (B), and inorganic salt (C) concentrations on 
the antagonistic activity of Bacillus velezensis F-37. 
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表 1  Box-Behnken 试验设计及结果 
Table 1  Box-Behnken design and corresponding 
results 
处理 
Treatment 

A 小麦淀粉 
A Wheat 
starch (g/L) 

B 酵母浸粉 
B Yeast 
powder 
(g/L) 

C 氯化钾 
C Potassium 
chloride 
(g/L) 

抑菌率 
Inhibition 
rate (%) 

1 15.0 (0) 7.0 (0) 7.0 (0) 69.5 
2 15.0 (0) 7.0 (0)  7.0 (0)  65.1 
3 15.0 (0) 7.0 (0) 7.0 (0) 64.9 
4 15.0 (0) 7.0 (0) 7.0 (0) 66.2 
5 15.0 (0) 7.0 (0) 7.0 (0) 69.5 
6 15.0 (0) 9.0 (1) 9.0 (1) 64.1 
7 15.0 (0) 5.0 (−1) 9.0 (1) 40.6 
8 15.0 (0) 9.0 (1) 5.0 (−1) 68.6 
9 15.0 (0) 5.0 (−1) 5.0 (−1) 50.8 
10 17.0 (1) 7.0 (0) 9.0 (1) 63.6 
11 13.0 (−1) 7.0 (0) 9.0 (1) 52.8 
12 17.0 (1) 7.0 (0) 5.0 (−1) 58.6 
13 13.0 (−1) 7.0 (0) 5.0 (−1) 54.2 
14 17.0 (1) 9.0 (1)  7.0 (0) 68.1 
15 13.0 (−1) 9.0 (1) 7.0 (0) 68.1 
16 17.0 (1) 5.0 (−1) 7.0 (0) 55.8 
17 13.0 (−1) 5.0 (−1) 7.0 (0) 40.1 
括号内数值表示各因素水平的编码设定。 
Values in parentheses denote the coded levels of experimental 
factors. 

variation, C.V.)=5%，反映出实验具有较高的精

确度。综合以上各项指标，可以用该模型来预

测小麦淀粉、酵母浸粉和氯化钾对抑菌率的影

响。根据结果显示，一次项 A 和 B 以及二次项

C2 的显著性水平均低于 0.01，暗示在影响响应

值时具有显著性；同时，交互项 AB 及二次项

A2 和 B2 的显著性水平低于 0.05，对响应值也具

有显著性的影响；而其他项的显著性水平大于

0.05，则意味着并未对响应值产生显著影响。

此外，F 值的大小反映了相应因素对响应值的

重要性程度。从回归分析表可知，3 个因素的

F 值大小为 B>A>C，即表明影响因素主次为

酵母浸粉>小麦淀粉>氯化钾。 
采用 Design-Expert 12.0 软件对主要因素之

间的交互作用进行分析，以研究其对抑菌率的

影响。结合 3D 响应曲面图对回归方程进行图

解，以展示响应值与各因素之间的关系，各因

素的交互 3D 响应曲面图如图 6 所示。总体上，

抑菌率随着小麦淀粉、酵母浸粉和氯化钾的增

加呈先上升后下降的趋势，小麦淀粉、酵母浸

粉两因素的交互作用下，其 3D 响应曲面图的

坡度相对于小麦淀粉、氯化钾的交互作用和酵 
 
表 2  Box-Behnken 试验方差分析 
Table 2  Analysis of variance for Box-Behnken experiment 
来源 
Source 

平方和 
Sum of square 

自由度 
Degrees of freedom 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significant 

模型 Model 1 402.809 9 155.868 17.272 0.001 ** 
A Wheat starch 119.351 1 119.351 13.226 0.008 ** 
B Yeast powder 832.320 1 832.320 92.232 0.000 ** 
C Potassium chloride 15.401 1 15.401 1.707 0.233  
AB 61.623 1 61.623 6.829 0.035 * 
AC 10.240 1 10.240 1.135 0.322  
BC 8.122 1 8.122 0.900 0.374  
A2 63.061 1 63.061 6.988 0.033 * 
B2 111.457 1 111.457 12.351 0.010 * 
C2 145.082 1 145.082 16.077 0.005 ** 
残差 Residual 63.170 7 9.024    
失拟 Lack of fit 42.018 3 14.006 2.649 0.185  
误差 Error 21.152 4 5.288    
总和 Cor. total 1 465.979 16     
R2=0.956 9，C.V.%=5。*：差异显著(P<0.05)；**：差异极显著(P<0.01)。 
R2=0.956 9, C.V.%=5. *: Significant difference (P<0.05); **: Extremely significant (P<0.01). 



 
3278 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 6  三个因素交互作用对青枯劳尔氏菌抑菌活

性影响的响应曲面图 
Figure 6  Response surface plots of the interaction 
effects of three factors on the antibacterial activity 
against Ralstonia solanacearum. 

母浸粉、氯化钾的交互作用最陡，并且相应等

高线图的椭圆度较大，表明小麦淀粉和酵母浸

粉这 2 个因素的交互作用对抑菌率的影响最为

显著，这与回归分析的结果一致。 
2.3.2  培养基配方优化与验证 

通过响应面分析法得到最佳工艺条件为小

麦淀粉 14.9 g/L、酵母浸粉 8.6 g/L 和氯化钾 
7.8 g/L，在此条件下，抑菌率为 70.6%。为了

验证模型准确性，在该条件下进行 3 次平行试

验，测得菌株 F-37 无菌滤液对青枯劳尔氏菌的

抑菌率为(69.70±0.14)%，与理论值相近，表明

可以用该模型来预测其最佳工艺条件。 

2.4  菌株 F-37 发酵条件优化结果 
2.4.1  培养温度、装液量和转速单因素试验

结果 
培养温度(图 7A)、装液量(图 7B)及转速 

(图 7C)的梯度变化对菌株 F-37 的抑菌效果呈现

单峰调控特征，其拮抗活性随参数提升均呈现

先增后减的非线性响应规律。尤其是在培养温

度达到 28 ℃、装液量为 80 mL/300 mL 及转速为

180 r/min 时，菌株 F-37 的无菌滤液对青枯劳尔

氏菌的抑菌率达到最大(分别为 59.2%、68.2%
和 62.5%)，因此最佳培养温度为 28 ℃、最佳装

液量为 80 mL/300 mL，最佳转速为 180 r/min。 
2.4.2  接种量、初始 pH 和培养时间单因素

试验结果 
在不同接种量(图 7D)、初始 pH (图 7E)和

培养时间(图 7F)下，菌株 F-37 无菌滤液对青枯

劳尔氏菌的拮抗活性存在显著差异。随着接种

量和初始 pH 的增加，菌株 F-37 的拮抗活性呈

先增加后降低再增加的趋势，而随着培养时间

的增加其拮抗先增加后降低。在接种量为 1.0%、

初始 pH 值为 8.0 及培养时间为 3 d 时，菌株 F-37
的无菌滤液对青枯劳尔氏菌的抑菌率达到最大

(分别为 64.7%、68.3%及 62.7%)。因此，最佳

接种量为 1.0%、最佳初始 pH 值为 8.0、最佳培

养时间为 3 d。 
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图 7  不同培养条件对贝莱斯芽孢杆菌 F-37 拮抗活性的影响 
Figure 7  Effects of different culture conditions on the antagonistic activity of Bacillus velezensis F-37. 
 
2.5  二次通用旋转组合试验优化发酵

条件 
2.5.1  模型的建立与显著性试验 

在单因素发酵条件优化基础上，选定温度、

初始 pH 值和装液量作为考察因子，通过构建

三元二次通用旋转组合模型，解析多因素交互

作用对菌株拮抗效能的影响(表 3)。基于 DPS 
7.05 统计软件对表 3 实验数据执行方差分析，

通过逐步回归算法构建了发酵液抑菌率 (Y )
与 3 个关键发酵参数的二次多项式回归模型： 
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表 3  三元二次通用旋转组合实验设计及结果 
Table 3  Experimental design and results of ternary quadratic universal rotation combination 
处理 
Treatment 

温度 
Temperature (℃) 

装液量 
Liquid volume (mL) 

pH 抑菌率 
Inhibition rate (%) 

1 31 (1) 100 (1) 9.00 (1) 60.1 
2 31 (1) 100 (1) 7.00 (−1) 48.4 
3 31 (1) 60 (−1) 9.00 (1) 60.5 
4 31 (1) 60 (−1) 7.00 (−1) 51.7 
5 25 (−1) 100 (1) 9.00 (1) 61.3 
6 25 (−1) 100 (1) 7.00 (−1) 61.1 
7 25 (−1) 60 (−1) 9.00 (1) 64.8 
8 25 (−1) 60 (−1) 7.00 (−1) 63.7 
9 23 (−1.681 8) 80 (0) 8.00 (0) 56.8 
10 33 (1.681 8) 80 (0) 8.00 (0) 63.3 
11 28 (0) 46 (−1.681 8) 8.00 (0) 50.8 
12 28 (0) 114 (1.681 8) 8.00 (0) 48.5 
13 28 (0) 80 (0) 6.32 (−1.681 8) 52.8 
14 28 (0) 80 (0) 9.68 (1.681 8) 0.0 
15 28 (0) 80 (0) 8.00 (0) 64.9 
16 28 (0) 80 (0) 8.00 (0) 64.7 
17 28 (0) 80 (0) 8.00 (0) 63.6 
18 28 (0) 80 (0) 8.00 (0) 63.4 
19 28 (0) 80 (0) 8.00 (0) 60.3 
20 28 (0) 80 (0) 8.00 (0) 61.3 

括号内数值表示各因素水平的编码设定。 
Values in parentheses denote the coded levels of experimental factors. 
 
Y=62.560 14−1.410 89X1−1.000 83X2−4.905 86X3+ 
2.037 79X1

2−1.639 17X2
2−9.859 28X3

2+0.300 00X1X2+ 
2.400 00X1X3+0.250 00X2X3。方差分析显示(表 4)，
各参数对抑菌率的主效应排序为：初始 pH 
(X3)>温度(X1)>装液量(X2)，其中仅 pH (X3)对发

酵液抑菌活性具有极显著影响(P<0.001)，而装

液量 X2 未达显著性阈值(P>0.05)。 
2.5.2  发酵条件优化与验证 

pH 是菌株 F-37 发酵中关键影响因素之一，

基于频率分析法对回归模型进行优化，优化

结果详见表 5。在 95%置信水平下，当发酵液

抑菌率超过 56.1%的阈值时，各变量的编码取

值区间分别为−0.711−0.056、−0.432−0.286 和

−0.591−−0.256，即参数优化范围为：发酵温度

25.9−28.2 ℃、装液量 71.4−85.7 mL/300 mL、pH 

7.4−8.3。为考虑操作便捷，将最佳优化条件方案调

整为：发酵温度 27 ℃、装液量 78 mL/300 mL、
pH 7.8。经 3 次平行试验验证，测得菌株 F-37 无

菌滤液对青枯劳尔氏菌的抑菌率为(70.10±0.07)% 
(图 8)，接近理论值 70.7%，与优化前的培养

基(46.9%)及 LB 培养基抑菌率(25.9%)相比，

抑菌率显著提高，表明此模型可预测最佳工艺

条件。 

3  讨论 
近年来，随着生姜种植面积的不断扩大，

青枯病逐渐成为其生产中的主要土传病害。尽

管传统的化学防治方法在一定程度上有效，但

由于环境污染、病原菌抗药性等问题，其应用

受到了诸多限制。贝莱斯芽孢杆菌已被广泛研 
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表 4  二次通用旋转组合试验结果方差分析 
Table 4  Analysis of variance for quadratic general rotary composite design 
来源 
Source 

平方和 
Sum of square 

自由度 
Degrees of freedom 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

X1 temperature 1 532.521 1 1 1 532.521 1 7.905 8 0.018 4 
X2 liquid volume 771.143 8 1 771.143 8 3.978 1 0.074 1 
X3 pH 18 528.908 2 1 18 528.908 2 95.585 4 0.000 1 
X12 3 373.571 9 1 3 373.571 9 17.403 3 0.001 9 
X22 2 182.813 6 1 2 182.813 6 11.260 5 0.007 3 
X32 18 969.918 2 1 18 969.918 2 407.383 5 0.000 1 
X1X2 40.588 3 1 40.588 3 0.209 4 0.657 0 
X1X3 2 597.650 4 1 2 597.650 4 13.400 5 0.004 4 
X2X3 28.186 3 1 28.186 3 0.145 4 0.710 9 
回归 Model 1 962.933 5 9 218.103 7 F2=1.125 0.434 5 
剩余 Residual 1 938.466 5 10 193.846 7   
残差 Lack of fit 1 921.273 2 5 384.254 6 F1=111.745 0.000 1 
误差 Pure error 17.193 3 5 3.438 7   
总和 Cor. total 3 901.400 0 19    
 
表 5  各变量取值的频率分布 
Table 5  Frequency distribution of variable value in the optimization scheme 
Item X1 Temperature  X2 Liquid volume   X3 pH 

次数 
Times 

频率 
Frequency 

 
 

次数 
Times 

频率 
Frequency 

 
 

次数 
Times 

频率 
Frequency 

−1.681 8 12 0.292 7  7 0.170 7  2 0.048 8 
−1.000 0 10 0.243 9  10 0.243 9  14 0.341 5 
0.000 0 7 0.170 7  10 0.243 9  25 0.609 8 
1.000 0 5 0.122 0  7 0.170 7  0 0.000 0 
1.681 8 7 0.170 7  7 0.170 7  0 0.000 0 
加权均数 Weighted average −0.327 0  −0.196 0  −0.424 0 
标准误 Standard error 0.196 0  0.183 0  0.086 0 
95%置信区间 
95% Confidence interval 

−0.711−0.056  −0.432−0.286  −0.591−−0.256 

发酵条件范围 Factor range 25.9−28.2  71.4−85.7  7.4−8.3 
 
究，证明其对多种作物青枯病原菌具有显著的

抑制作用。例如，冯印印等[19]发现贝莱斯芽孢

杆菌 FY-C 对烟草青枯病菌具有较好的抑菌效

果；王晓楠等 [20]则指出，贝莱斯芽孢杆菌

ZN-S10 不仅能够显著减缓番茄青枯病的病情

发展，还对番茄细菌性髓部坏死病菌、甘薯茎

腐病菌、花椰菜细菌性软腐病菌等病原菌具有

不同程度的抑菌活性。相比之下，针对生姜青

枯病的生防菌研究相对较少。本研究以分离自

生姜根围的贝莱斯芽孢杆菌 F-37 为对象，检测

结果表明其对生姜青枯劳尔氏菌的抑菌带宽度

达(0.67±0.01) cm，表现出良好的抑菌活性。 
贝莱斯芽孢杆菌作为一种常见的生防菌

株，能够通过合成多种次级代谢产物及抑菌蛋

白发挥对病原菌的抑制作用。其中，次级代谢

产物主要包括聚酮类抗生素、细菌素及挥发性

有机化合物[21]等。王春玲等[22]研究发现，贝莱

斯芽孢杆菌 MB1019 能够产生具有抑菌活性的 
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图 8  优化前后贝莱斯芽孢杆菌 F-37 无菌滤液对

青枯劳尔氏菌的抑菌效果比较 
Figure 8  Comparison of the inhibition effect of 
the sterile supernatant of Bacillus velezensis F-37 
on Ralstonia solanacearum under the conditions of 
before optimization and post-optimality. 
 
多种次级代谢产物，以及蛋白酶和纤维素酶，

这些物质对番茄青枯病菌具有显著的抑菌作

用。黄伟等[23]研究表明，贝莱斯芽孢杆菌 K19
可能通过产生杆菌霉素 D、环二肽等拮抗物质

抑制青枯病菌的生长。细菌素作为一种核糖体

合成的肽类物质，通常具有广谱的抗菌活性，

能够通过破坏靶细胞的细胞膜或抑制其细胞壁

合成来抑制细菌生长[24]。研究表明，贝莱斯芽

孢杆菌 CM7-4 产生的细菌素粗提物对多种革兰

氏阴性和阳性菌展现了显著的抑菌活性，其中

对大肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)等病原菌表现出强烈的

抑制作用[25]。此外，贝莱斯芽孢杆菌通过产生

挥发性有机化合物如醇类、酮类化合物等，进

一步抑制病原菌生长，尤其在土壤和植物根际

环境中表现出独特的抗病优势[26]。 
研究还表明，贝莱斯芽孢杆菌在不同环境条

件下，抑菌成分的产量和活性表现出显著差异。

例如，温度、pH 值及碳、氮源的不同对脂肽类

物质和其他抗菌物质的合成具有重要影响[27]。因

此，优化发酵参数成为提升其抗菌活性的关键

手段之一。RSM 能够精确分析多个变量之间的

交互作用，提高实验效率，显著提升抑菌物质

的生产。本研究基于单因素筛选获得碳源、氮

源及无机盐的最适配比，结合 Box-Behnken 响

应面优化模型，系统解析并验证贝莱斯芽孢杆

菌 F-37 发酵培养基的最优组分组合，该培养基

原料简单易得、成本低廉，采用优化后的培养

基进行发酵后，贝莱斯芽孢杆菌 F-37 的抑菌圈

直径较未优化前显著增加，表明该配方能显著提

高菌株 F-37 对生姜青枯劳尔氏菌的抗菌活性。 
菌株 F-37 在 25−34 ℃范围内均能生长，但

在 28 ℃时抑菌活性最高，温度升至 34 ℃时抑

菌能力有迅速下降的趋势，而当温度升至 37 ℃
时抑菌能力基本丧失，说明高温条件下不利于

菌株 F-37 产生抑菌物质，与刘丙花等[28]对高产

胞外多糖巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)的
研究结果相似。不同转速对菌株 F-37 无菌滤液

的拮抗活性差异显著，在 180 r/min时达到峰值，

与李铮等 [29]对短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus) 
DST27 的研究结果相近。 

菌株在发酵条件下的表现具有特异性，不

同菌株对培养基成分和发酵参数的需求可能存

在差异。因此，尽管本研究成功优化了菌株 F-37
的发酵条件，但不同贝莱斯芽孢杆菌在相同条

件下的抑菌活性和代谢产物产量可能各异。在

后续研究中，需在更接近工业化生产的条件下

(如发酵罐)进一步验证菌株 F-37 的发酵工艺。

此外，还应深入探讨菌株 F-37 所产生抑菌活性

物质的种类、稳定性和作用机制，以期为青枯

劳尔氏菌的生物防治提供理论支持，并为该菌

株的大规模生产和田间应用奠定基础。 

4  结论 
本研究确定了贝莱斯芽孢杆菌 F-37 的最佳

发酵培养基配方(g/L)：小麦淀粉 14.9、酵母浸

粉 8.6、氯化钾 7.8；确定其最优发酵参数为：装

液量 78 mL/300 mL、接种量 1.0%、初始 pH 7.8、
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温度 27 ℃、转速 180 r/min、培养时间 3 d，在

此条件下，菌株 F-37 的无菌滤液对生姜青枯劳

尔氏菌的抑菌率达到 70.10%，较优化前的

46.9%显著提升。 
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