
微生物学通报 Aug. 20, 2013, 40(8): 1414−1422 
Microbiology China © 2013 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家 863 计划项目(No. 2007AA021306) 
*通讯作者：Tel: 86-411-87402624; : doushaohua@dlu.edu.cn 
收稿日期：2012-10-23; 接受日期：2012-12-18 

研究报告 

响应面法优化灰霉病生防菌 CNY-04 培养条件 
陆继臣 1,2  迟乃玉 2  窦少华 2*  奥杰 2 

(1. 大连工业大学 生物工程学院  辽宁 大连  116034) 

(2. 大连大学 辽宁省海洋微生物工程技术研究中心  辽宁 大连  116622) 

 
 

摘  要: 【目的】通过优化生防菌 CNY-04 的培养条件, 提高其对灰霉病菌的抑菌效果。

【方法】在单因素试验的基础上, 利用响应面法(Response surface methodology)对灰霉病

生防菌 CNY-04 培养条件进行整体优化, 并测其生长曲线。【结果】生防菌 CNY-04 最优

培养条件为牛肉膏 0.5%、蛋白胨 2.0%、酵母膏 0.1%、葡萄糖 0.5%、时间 48 h、接种量

4%、温度 32 °C、pH 8.0、装液量 75 mL/250 mL 和转速 150 r/min, 在此培养条件下生防

菌 CNY-04 的 OD600为 2.907, 与模型预测值相符, 对灰葡萄孢菌的抑菌圈直径为 44.5 mm, 

较优化前提高了 30.9%。【结论】从整体上确定了生防菌 CNY-04 的最优培养条件, 为该

菌扩大化生产提供理论基础。 
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Abstract: [Objective] In order to raising the antagonistic effect, the growth conditions of 
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biocontrol strain CNY-04 was optimized. [Methods] The growth conditions of the biocontrol 
strain CNY-04 were optimized by response surface methodology basing on single factor tests. 
The growth curve was also measured. [Results] The optimal culture conditions of the biocon-
trol strain CNY-04 were determined for 0.5% glucose, 2.0% peptone, 0.1% yeast extract, 0.5% 
beef extract, temperature at 32 °C, pH 8.0, speeding at 150 r/min, the incubation time of 48 h, 
inoculation amount of 4%, liquid volume of 75 mL/250 mL. The OD600 of CNY-04 was 2.907 
with the optimal growth conditions, consistenting with the predicted value. The antibacterial 
circle diameter was 44.5 mm, improving by 30.9%. [Conclusion] The optimal growth condi-
tion of the biocontrol strain CNY-04 was identified, providing a theoretical basis for enlarge-
ment of production. 

Keywords: Biocontrol strain, Response surface methodology, Botryis cinerea, Growth curve 

灰霉病由灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)所致, 

病菌通过孢子萌发产生出芽管, 从寄主伤口、

衰老器官或枯死组织上侵入, 也可由表皮直接

侵染引起发病, 在保护地栽培条件下、植物产

品贮藏或 运输过程 中极易发 生 , 造 成严 重损

失。目前防治该病害的主要措施还是喷洒化学

药剂 [1], 为了农业的可持续发展 , 应该减少化

学农药的使用量, 增加生物防治措施。植物根

围促生菌(PGPR)可通过产生各种代谢物抑制农

作物病害, 调节植物生长。本文所用菌为格氏

沙雷菌(Serratia grimesii) CNY-04 (KC167881), 

该菌作为生防菌的报道尚属首次, 通过研究发

现其可能是通过病原菌诱导产生抑菌物质(待

发表)。 

工业菌培养条件的优化对其扩大化生产的指

导是必不可少的, 因此, 本文在单因素试验的基

础上, 利用响应面法(Response surface methodol-

ogy)对灰霉病生防菌 CNY-04 培养条件进行整体

优化, 并测定生长曲线, 采用 Design-Exper 8.05b

软件的响应面 Box-Behnken 试验设计系统, 对生

防菌 CNY-04 培养条件的试验结果进行参数优化

与分析, 从整体上确定最优培养条件, 为该菌扩

大化生产提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
供试菌株和培养基: 生防菌 CNY-04、灰霉病

病原菌, 由大连大学发酵工程实验室保藏。灰霉

病菌的培养基为 PDA, 生防菌 CNY-04 的培养基

为 BPY (牛肉膏 0.5%、蛋白胨 1.0%、酵母膏 0.5%、

葡萄糖 0.5%、pH 7.0)。 

1.2  方法 
1.2.1  生防菌CNY-04培养条件Plackett-Burman 
(PB)设计: 在单因素试验基础上, 选取对发酵影

响的 10 个因素(牛肉膏、蛋白胨、酵母膏、葡萄

糖、时间、接种量、pH、温度、装液量、转速), 进

行实验次数 N=12 次的 Plackett-Burman 设计, 参

考各因素的主效应和交互作用的一级作用, 以确

定 3 个重要影响因素, 另外 1 个虚拟变量用于误

差估计。本设计以拮抗菌的生长量(OD600)为评价

指标, 因素水平及编码见表 1。 

1.2.2  中心组合试验设计: 根据 Box-Behnken 的

中心组合设计原理, 由 Plackett-Burman 设计确定

的 3 个重要因素各取 3 个水平, 设计三因素三水

平共 15 个试验点的响应面分析。其中 12 个试验

点为析因点, 3 个为零点, 零点实验重复 3 次以估

计实验误差。 
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表 1  PB 实验因素和水平设计 

Table 1  Design of factors and levels for PB experiment 
因素 

Facter 
 

水平 
Level 

代码 
Code 

参数 
Parameter 

低(−1) 
Low (−1) 

高(+1) 
High (+1) 

A 虚拟项 / / 
B 牛肉膏(%) 0.25 0.75 
C 接种量(%) 2.00 6.00 
D 酵母膏(%) 0.05 0.15 
E 转速(r/min) 130.00 170.00 
F 时间(h) 48.00 72.00 
G 蛋白胨(%) 1.50 2.50 
H pH 6.00 7.00 
J 温度(°C) 24.00 28.00 
K 装液量(mL) 50.00 100.00 
L 葡萄糖(%) 0.05 0.25 

 
1.2.3  生长曲线测定: 在优化的培养条件下, 生

防菌 CNY-04 在发酵培养基中培养, 每隔 2 h 取

2 mL 培养液, 测量 OD600, 同时每隔 12 h 测抑菌

圈大小。 

1.2.4  数据统计分析: 采用 Design-Exper 8.05b

软件的响应面 Box-Behnken 试验设计系统, 对生

防菌 CNY-04 培养条件的试验结果进行参数优

化与分析。应用 SAS 9.1 统计分析软件处理原

始数据。 

2  结果与分析 

2.1  Plackett-Burman 设计筛选重要影响因素 
在单因素试验基础上, 选取对发酵影响的 10

个因素(牛肉膏、蛋白胨、酵母膏、葡萄糖、时间、

接种量、pH、温度、装液量、转速), 进行实验次

数 N=12 次的 Plackett-Burman 试验, 参考各因素

的主效应和交互作用的一级作用, 确定重要影响

因素(表 2)。水平及效价分析结果表明(表 3): 葡

萄糖效价 0.064 8<0.1、温度效价 0.038 8<0.05、

pH 效价 0.044 6<0.05, 即葡萄糖对试验结果的影

响大于 90%, 温度和 pH 对试验结果的影响均大

于 95%, 达到显著水平, 在所选因素中对实验结

果影响最大, 故将该三因素作为重要影响因素, 

进行后续试验。 

2.2  最陡爬坡试验研究最大响应值的响应区域 
根据葡萄糖、温度、pH 3 个因素的 PB 试验

结果, 进行最陡爬坡试验。将葡萄糖、pH 和温度

的值按照步长逐步增大, 即在葡萄糖 0.25%、温

度 28 °C、pH 7.0 的基础上继续升高, 以寻找最大

响应区域。实验设计和结果如表 4 所示, 在第 2
组实验中, 当葡萄糖 0.50%, 温度 30 °C, pH 7.5
时 OD600 最大, 此后各因素值继续变化, OD600 不

断减小。故以第 2 组实验作为中心组合实验的中

心点, 进行响应面试验。 

2.3  中心组合试验设计 
根据 Box-Behnken 的中心组合设计原理, 由

Plackett-Burman 设计获得的 3 个重要因素各取 3
个水平(表 5)。设计三因素三水平共 15 个试验点

的响应面分析。其中 12 个试验点为析因点, 3 个

为零点, 零点实验重复 3 次以估计试验误差。实

验方案和结果见表 6, 为后续二次回归拟合与方

差分析提供试验数据。 
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表 2  N=12 的 Plackett-Burman (PB)试验设计与响应值表 

Table 2  Experimental design and response of Plackett-Burman (N=12) 
序号 
No. 

A B C D E F G H J K L OD600 

1 −1  −1  1 −1  1  1 −1 1 1 1 −1  1.987±0.013 
2 −1  −1  −1 1  −1  1 1 −1 1 1 1  1.761±0.106 
3 1  −1  1 1  1  −1 −1 −1 1 −1 1  2.008±0.023 
4 −1  1  −1 1  1  −1 1 1 1 −1 −1  2.156±0.015 
5 −1  1  1 −1  1  1 1 −1 −1 −1 1  1.132±0.012 
6 1  1  1 −1  −1  −1 1 −1 1 1 −1  1.423±0.033 
7 −1  −1  −1 −1  −1  −1 −1 −1 −1 −1 −1  1.256±0.025 
8 1  1  −1 −1  −1  1 −1 1 1 −1 1  2.008±0.016 
9 −1  1  1 1  −1  −1 −1 1 −1 1 1  1.875±0.067 
10 1  1  −1 1  1  1 −1 −1 −1 1 −1  1.421±0.133 
11 1  −1  −1 −1  1  −1 1 1 −1 1 1  2.056±0.018 
12 1  −1  1 1  −1  1 1 1 −1 −1 −1  1.098±0.033 

注: 表中数据为平均数±标准差. 
Note: Data in the table are x±s. 
 

表 3  Plackett-Burman 设计的各因素水平及效应评价 
Table 3  Factors levels and effect estimates of Plackett-Burman design 

代码 
Code 

因素 
Facter 

F 值 
F value 

P 值 
Prob>F 

B 牛肉膏(%)   0.97 0.504 2 
C 接种量(%)  55.03 0.085 3 
D 酵母膏(%)   8.92 0.205 7 
E 转速(r/min)  76.59 0.072 4 
F 时间(h)  79.83 0.071 0 
G 蛋白胨(%)  36.87 0.103 9 
H pH 202.83 0.044 6 
J 温度(°C) 268.06 0.038 8 
K 装液量(mL)  31.96 0.111 5 
L 葡萄糖(%)  95.99 0.064 8 

 
表 4  最陡爬坡实验设计及实验结果 

Table 4  Experimental design and the results of steepest ascent 

序号 
No. 

葡萄糖  
Glucose (%) 

X1 

温度  
Temperature (°C) 

X2 

pH 
X3 

OD600 

1 0.25 28 7.0 2.138±0.106 
2 0.50 30 7.5 2.418±0.167 
3 0.75 32 8.0 2.089±0.033 
4 1.00 34 8.5 1.873±0.136 

注: 表中数据为平均数±标准差. 
Note: Data in the table are x±s. 
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表 5  因素水平编码 
Table 5  Coding of factors and levels 

水平 Level 因素  
Facter −1 0 +1 

葡萄糖(X1) 
Glucose (%) 

0.25 0.50 0.75 

温度(X2) 
Temperature (°C) 

28 30 32 

pH (X3) 7.0 7.5 8.0 

 
表 6  N=15 的 Box-Benhnken 试验设计 

Table 6  Result and design table of Box-Benhnken (N=15) 
序号 
No. 

X1 X2 X3 OD600 

1 1 1 0 1.958±0.067 

2 −1 0 1 2.516±0.133 

3 0 1 −1 1.899±0.023 

4 0 0 0 2.416±0.056 

5 0 0 0 2.435±0.167 

6 0 −1 −1 1.679±0.033 

7 −1 0 −1 1.685±0.015 

8 1 0 1 1.965±0.125 

9 0 1 1 2.614±0.067 

10 1 −1 0 1.746±0.033 

11 0 0 0 2.456±0.167 

12 1 0 −1 1.791±0.033 

13 −1 −1 0 1.679±0.067 

14 0 −1 1 1.798±0.126 

15 −1 1 0 2.649±0.133 

注: 表中数据为平均数±标准差. 
Note: Data in the table are x±s. 
 

2.4  二次回归拟合与方差分析 
运用 Design-Exper 8.05b软件对表 6试验数据

进行回归分析, 得出回归方程:  
Y=2.44−0.13X1+0.28X2+0.23X3−0.19X1X2− 

0.16X1X3+0.15X2X3−0.22X1
2−0.21X2

2−0.23X3
2。 

进行显著性检验和方差分析。结果显示, 该

模型能很好地解释试验数据的变异性, 交互因子

对 OD600 的影响都极显著, 单因子对抑菌效果的

影响显著, 说明响应值的变化相当复杂, 试验因

子对响应值的影响不是简单的线性关系, 三因素

之间交互效应较大(表 7); 回归方程的相关系数

R2=99.4%, 表明该模型拟合程度良好, 试验设计可

靠; 从表 8 看出方程的失拟项为 0.106 0>0.05, 表

明失拟不显著, 模型稳定, 能很好地进行预测[2]。 
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表 7  回归系数显著性检验 

Table 7  Regression coefficients and their significance of the quadratic model 
变量 

Variable 
系数估计 

Coefficient estimates 
标准误 

Standard error 
F 值 

F value 
P 值 

Prob>F 
X1 −0.13 0.017 64.20 0.000 5 

X2 0.28 0.017 276.37 0.000 0 

X3 0.23 0.017 189.99 0.000 0 

X1X2 −0.19 0.024 64.56 0.000 5 

X1X3 −0.16 0.024 48.50 0.000 9 

X2X3 0.15 0.024 39.91 0.001 5 

X1X1 −0.22 0.025 78.83 0.000 3 

X2X2 −0.21 0.025 72.98 0.000 4 

X3X3 −0.23 0.025 86.61 0.000 2 
Note: R2=99.44%; Adj R2=98.44%. 
 

表 8  回归方程的方差分析 
Table 8  Variance analysis for regression equation 

方差来源 
Variance sources 

自由度 
Degrees of freedom 

调整平方和 
Sum of squares 

调整均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
Prob>F 

回归 
Model 

9 1.980 0.22 98.91 0.000 0 

线性 
Linear vs Mear 

3 1.180 0.39 5.33 0.016 3 

平方 
2Fl vs linear 

3 0.340 0.11 1.93 0.203 8 

交互作用 
Quadratic vs 2l 

3 0.460 0.15 68.90 0.000 2 

残差误差 
Residual 

5 0.011 2.225E−003   

失拟 
Lack of fit 

3 0.010 3.442E−003 8.60 0.106 0 

纯误差 
Pure error 

2 8.007E−004 4.003E−004   

合计 
Cor total 

14 1.990    

 
2.5  响应面分析 

根据响应面法分析数据绘出响应面及其等

高线图, 可以直观反映出葡萄糖、温度、pH 及

其交互作用对 OD600 的影响(图 1−3)。在响应面

图中圆形等高线表示参数之间交互作用不显著, 

椭圆形或马鞍形等高线表示参数之间交互作用

较强。 

由响应面立体优化图可以看出, 葡萄糖、温

度、pH 与 OD600 存在显著的相关性。由图 1、图 2

和图 3 表明: 当温度和 pH 固定在一般水平时, 葡

萄糖浓度在−1.0 到−0.5 时, OD600 变化不大, 葡萄

糖浓度大于−0.5 时, OD600 随其浓度的增大而减

小, 说明高浓度的葡萄糖对菌体的生长有抑制作

用; 当葡萄糖和温度固定在一般水平时, pH 在

−1.0 到 0 时, OD600 呈增大趋势, 在 pH 大于 0 时, 

OD600 变化不大; 当葡萄糖和 pH 固定在一般 
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图 1  葡萄糖与温度交互影响 OD600的曲面图和等高线图 

Fig. 1  Response surface plot and contour plot for the effects of glucose and temperature extract on the OD600 

 

 
图 2  葡萄糖与 pH 交互影响 OD600的曲面图和等高线图 

Fig. 2  Response surface plot and contour plot for the effects of glucose and pH extract on the OD600 

 

 
图 3  温度与 pH 交互影响 OD600的曲面图和等高线图 

Fig. 3  Response surface plot and contour plot for the effects of temperature and pH extract on the OD600 
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水平时, 温度在−1.0 到 0 时 OD600 呈增大趋势, 高

于 0 时, OD600 变化趋于平缓。上述结果可使我们

在发酵生产时选择合理的葡萄糖浓度、温度和

pH, 提高发酵效率, 避免不必要的资源浪费, 节

约成本。 

2.6  最优条件的确定与验证 
利用 Design-Exper 8.05b 软件可以求得最大

OD600 时对应的各因素参数值, 预测最大 OD600 为

2.923 时所对应的葡萄糖、温度和 pH 的编码值分

别为−1、1 和 1, 根据编码值与实际值关系, 可得

到最佳条件为葡萄糖 0.5%、温度 32 °C 和 pH 8.0。

实测 3 次平均 OD600 为 2.907 (表 9), 与理论预测

相近度较高, 表明采用响应面法对培养条件进行

优化准确可靠。 
 

表 9  最优条件的验证结果 
Table 9  The verification result of the optimal conditions 

最优试验条件 
Test conditions 

牛肉膏
Beef  

extract  
(%) 

蛋白胨
Peptone 

(%) 

酵母膏 
Yeast 

extract 
(%) 

葡萄糖
Glucose 

(%) 

温度 
Temperature 

(°C) 
pH

时间 
Time 
(h) 

转速 
Rota-
tional 
speed 

(r/min)

接种量 
Inocula-

tion 
amount 

(%) 

装液量 
Liquid 
volume 
(mL) 

OD600 
平均值

x 

2.909 

2.915 0.5 2.0 0.1 0.5 32 8.0 48 150 4 75 

2.897 

2.907

            

 
2.7  生防菌 CNY-04 生长曲线 

如图 4 所示, 生防菌 CNY-04 在优化后的培

养条件下, 不用经过延迟期便直接进入对数期, 

48 h 左右进入稳定期, 在 72 h 左右进入衰退期。

对其抑菌效果的测定可知, 在 48−60 h 时, 抑菌

效果最大, 为 44.5 mm。在 60−80 h 间, 菌体 OD600

变化不大, 但抑菌圈直径明显变小。 

 

图 4  生防菌 CNY-04 生长曲线 
Fig. 4  The vegetative curve of CNY-04 

3  讨论 

本实验所用的拮抗菌 CNY-04 (KC167881)为

格氏沙雷菌, 国内外关于沙雷氏菌作为生防菌的

研究报道不多 , 已报道普城沙雷氏菌 (Serratia 

plymuthica HRO-C48、A21-4、IC14 和 IC1270)、

粘质沙雷氏菌(S. marcenscens N 4-5)和气味沙雷

氏菌(S. odorifera L5)可防治多种土传、气传和采

后病害的发生[3−7], 还未见格氏沙雷菌作为生防

菌的报道。因此, 对其培养条件的研究, 可为该

菌深层发酵乃至工业化生产提供理论基础。 

目前, 对生防菌培养条件研究的报道, 主要

以单因素及正交试验等传统方式进行优化, 但其

结果对扩大化生产的指导意义不大, 童蕴慧、李

俊等[8−9]均通过单因素试验对灰霉病拮抗菌培养

条件进行优化。本实验通过以单因素试验为基础, 

利用响应面法(Response surface methodology)对

灰霉病生防菌 CNY-04 培养条件进行整体优化。
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试验结果表明, 生防菌 CNY-04 最优培养条件为

牛肉膏 0.5%、蛋白胨 2.0%、酵母膏 0.1%、葡萄

糖 0.5%、时间 48 h、接种量 4%、温度 32 °C、

pH 8.0、装液量 75 mL/250 mL 和转速 150 r/min, 

在此培养条件下生防菌 CNY-04 的 OD600 为 2.907, 

与模型预测值相符。于最优培养条件下测生防菌

CNY-04 生长曲线, 在 48−60 h 时, 抑菌效果最

好, 抑菌圈直径最大为 44.5 mm, 较优化前提高

了 30.9%。 

本 试 验 以 灰 霉 病 菌 为 指 示 菌 , 研 究 了

CNY-04 菌株的最佳培养条件, 明确了其发酵代

谢途径中的一些规律, 可为其工业深层发酵提供

理论基础。关于该菌的中试发酵, 有待于进一步

研究。 
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