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摘  要：【背景】近年来，从植物内生菌的发酵产物中挖掘抑菌活性成分已成为寻找新型生物活性

成分的重要途径。【目的】寻找新的具有高效抗菌活性的植物内生菌，并探究其产生抗菌活性物质

的最优发酵条件和抑菌机制。【方法】利用组织分离法和划线法从柠檬皮和籽核中分离内生菌株，按

照滤纸片和牛津杯法筛选对病原菌具有较强抑制作用的菌株，通过形态观察和 16S rRNA 基因序列

分析确定活性菌株的分类地位，基于微孔板法检测活性菌株发酵液提取液(B02c)的抑菌效果，以

单因素试验和响应面试验设计对发酵条件进行优化，并通过碘化丙啶/SYTO-9 探针标记结合流式

细胞术检测 B02c 对检定菌细胞膜的影响。【结果】从柠檬籽核中筛选出一株对金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)具有显著抑制作用的菌株 Z10，鉴定为芽孢杆菌(Bacillus sp.)；菌株 Z10 的

最佳发酵条件为柑橘皮渣添加量 1.6 g/100 mL、pH 6.8、接种量 10.0%、转速 172 r/min、培养时

间 36 h，优化后 B02c 的抑菌率达到 84.36%，较优化前提升 16.36%；B02c 对金黄色葡萄球菌的最

低抑制浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)为 3.125 mg/mL，其能够破坏金黄色葡萄球菌细

胞膜的完整性。【结论】柠檬内生菌 Z10 在优化发酵条件后获得的 B02c 对金黄色葡萄球菌具有良

好的抑菌效果，在新型、高效的天然抑菌活性物质筛选及其工业化生产中具有一定应用前景。 
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Isolation, identification, and fermentation condition 
optimization for antimicrobial activity of an endophytic 
bacterial strain Z10 from lemon 
QIAN Cheng, YE Jing, Khadija EI Galai, ZHANG Qin*, GAO Mengdie, YANG Xinyu,  
YU Yanling, TANG Song 

College of Biological and Food Engineering, Anhui Polytechnic University, Wuhu 241000, Anhui, China 
 
Abstract: [Background] In recent years, mining antimicrobial components from the 
fermentation products of endophytes has become an important way to discover new bioactive 
components. [Objective] To find new endophytes with high antimicrobial activity, explore the 
optimum fermentation conditions for the production of bioactive components, and decipher their 
antimicrobial mechanisms. [Methods] The endophytes were isolated from lemon peels and 
seeds by tissue culture and streaking method. The strains with strong inhibitory effects on 
pathogenic microorganisms were screened by filter paper and Oxford cup methods and then 
identified by morphological observation and 16S rRNA gene sequencing. The antimicrobial 
effect of the fermentation liquid extract (B02c) of the active strain was examined by the 
microplate method. Single factor tests and response surface experiment were carried out to 
optimize the fermentation conditions. Propidium iodide/SYTO-9 probe marking combined with 
flow cytometry were employed to measure the effect of B02c on the cell membrane of the tested 
strains. [Results] A strain Z10 with significant inhibitory effect on Staphylococcus aureus was 
isolated from lemon seeds and identified as Bacillus sp. The optimal fermentation conditions of 
strain Z10 were as follows: addition of orange peel residue at 1.6 g/100 mL, pH 6.8, inoculum 
amount of 10.0%, rotation speed of 172 r/min, and culture for 36 h. After optimization, the 
obtained B02c showed the inhibition rate reaching 84.36%, increased by 16.36% compared with 
that of the fermentation liquid obtained at the original conditions. B02c showed the MIC of 
3.125 mg/mL against S. aureus and destroyed the cell membrane integrity of S. aureus at this 
dose. [Conclusion] B02c of the lemon endophyte Z10 under optimized fermentation conditions 
demonstrates a strong inhibitory effect on S. aureus, serving the screening and industrial 
production of new and efficient natural bioactive substances. 
Keywords: isolation and identification; Bacillus sp.; endophyte; antimicrobial mechanism; 
fermentation condition optimization 
 

植物内生菌是指生活在健康植物体内，与宿

主植物相互影响、协同进化，逐渐形成和谐共生

种间关系的微生物[1-2]。研究表明，植物内生菌

可以产生与宿主相同或相似的化学结构特殊、活

性多样的次级代谢产物[3]，已成为寻找新型生物

活性成分的重要新资源[4]。柠檬，别称柠果、

益母果，芸香科柑橘属，富含多种重要天然活性

成分，主要有类黄酮和柠檬苦素类具有不同抗氧

化活性的有效成分，是具有极高应用价值的传

统药用植物。研究发现，类黄酮和柠檬苦素类化
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合物在柠檬中的分布并不均匀，主要存在于柠

檬的果皮和籽核，其中柠檬果皮的类黄酮含量

高于籽核，而籽核中的柠檬苦素类化合物含量

则更为丰富[5]。研究表明，类黄酮和柠檬苦素

类化合物对很多微生物都具有程度不等的抑制

活性[6-7]，因此从柠檬的果皮和籽核中分离得到

的内生菌极有可能具有类似的生物活性。然而，

目前国内外关于柠檬内生菌的研究十分稀少，仅

见冯瑞章等 [8]从柠檬汁中筛选出多株具有降低

胆固醇效果的酵母菌和乳酸杆菌；Kaur 等[9]从柠

檬叶片中分离得到一株草酸青霉，具有良好的抗

氧化活性和基因保护的潜力。鲜见从柠檬籽核中

分离内生菌并研究其抑菌活性和发酵优化的相

关报道。因此，分离研究其中的抑菌活性菌株并

优化活性物质产生的发酵条件，对拮抗微生物资

源的开发利用及其工业化应用均具有重要意义。 
柑橘皮渣作为柑橘加工业的主要副产物，

富含果胶、纤维素、类黄酮、精油、色素及多种

矿物质和维生素，具有较高的综合利用价值[10]。

但其利用率低和污染环境等问题的日益突出，

已成为限制柑橘产业持续发展的主要瓶颈[11]。

目前，柑橘皮渣的综合利用更多倾向于单一活

性成分的提取分离，这往往需要消耗大量的原

材料和有机溶剂，得率低的同时还会导致资源

浪费和环境污染[12]。生物转化是一种既经济又

环保的柑橘皮渣处理方式，不仅能利用柑橘皮

渣中的有效物质，还可以通过微生物转化得到抑

菌物质以及乙醇、沼气等高附加值产品[13]。 
本研究以柠檬果皮与籽核为实验材料，在

筛选对常见病原菌具有拮抗作用的柠檬内生菌

的同时探究活性内生菌的最优发酵条件，并进

一步检测不同浓度的发酵液提取液对病原菌细

胞膜的影响，以期为病原菌抑菌机制的研究提

供实践依据，为筛选新型、天然抑菌活性物质

提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

新鲜柠檬购于安徽工程大学超市；柑橘皮

渣：60 ℃下烘干柑橘皮(于安徽工程大学超市购

买的新鲜柑橘果皮)并粉碎过 40−80 目筛备用；

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠

杆 菌 (Escherichia coli) 、 表 皮 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus epidermidis) CICC 24067 和白

色念珠菌(Candida albicans) CMCC 98001 由安

徽工程大学微生物实验室保藏。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，NaCl 10.0，pH 7.5，琼脂粉 15.0。 
沙保氏培养基(g/L)：葡萄糖 40.0，蛋白胨

10.0，琼脂粉 15.0。 
初筛培养基：营养琼脂培养基(NA, g/L)：

牛肉膏 3.0，胰蛋白胨 10.0，氯化钠 5.0，pH 7.5，
琼脂粉 15.0；酵母浸出粉胨葡萄糖培养基(YPD, 
g/L)：酵母粉 10.0，蛋白胨 20.0，葡萄糖 20.0，
pH 自然，琼脂粉 15.0；马铃薯葡萄糖培养基

(PDA, g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼脂

15.0，pH 自然；柠檬皮提取液培养基：柠檬皮

提取液 100 mL (5.0 g 柠檬皮切碎，加 100 mL
纯水煮沸 20 min)，添加纯水至 1 000 mL，琼脂

粉 15.0 g，pH 自然，110 ℃灭菌 30 min；柠檬

籽提取液培养基：柠檬籽提取液 100 mL (5.0 g 柠

檬籽磨细，加 100 mL 纯水煮沸 20 min)，添加

纯水至 1 000 mL，琼脂粉 15.0 g，pH自然，110 ℃
灭菌 30 min。 

柑橘皮提取液复筛培养基：柑橘皮提取液

100 mL (5.0 g 柑橘皮切碎，加 100 mL 纯水煮沸

20 min)，添加纯水至 1 000 mL，琼脂粉 15.0 g，
pH 自然，110 ℃灭菌 30 min。 

种子液体培养基(g/L)：柑橘皮粉 5.0，葡萄
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糖 20.0，牛肉膏 5.0，蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，
KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 1.0，pH 7.5，121 ℃
灭菌 20 min。 

发酵液体培养基(g/L)：柑橘皮粉 20.0，葡

萄糖 10.0，牛肉膏 5.0，蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，
KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 1.0，pH 7.5，121 ℃
灭菌 20 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒，

生工生物工程(上海)股份有限公司；无水乙醇、

次氯酸钠、氯化钠、正丁醇、乙酸乙酯、二甲

基亚砜(DMSO)、碘化丙啶(propidium lodide, PI)
和 SYTO-9，上海麦克林生化科技有限公司。各

化学试剂均为分析纯。  
立式高压蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械

厂；超净工作台，浙江孚夏医疗科技有限公司；

电热鼓风恒温干燥箱、培养箱和电子天平，上

海力辰科技有限公司；紫外可见分光光度计和

酶标仪，上海美普达仪器有限公司；PCR 仪和

电泳仪，伯乐生命医学产品(上海)有限公司；高

速离心机，湖南湘仪实验仪器开发有限公司；

流式细胞仪，贝克曼库尔特有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  内生菌的分离与纯化 

采用组织块分离培养法[14]对柠檬内生菌进

行分离。新鲜柠檬用流水冲洗表面 2 min 后自

然风干。在超净工作台中依次用 75%乙醇溶液

和 3%次氯酸钠溶液对柠檬果实进行表面灭菌

并用无菌水冲洗 3−5 次，取最后一次冲洗的无

菌水涂板作为空白对照。采用无菌刀将柠檬果

皮切块(5 mm×5 mm)，于无菌研钵中将籽核充

分研磨，分别接种于 NA、PDA、YPD 和柠檬

皮 (籽 )提取液固体培养基表面，NA 培养基于

28 ℃恒温培养 2−3 d，PDA 和 YPD 培养基于

37 ℃恒温培养(24±2) h。待菌落长出后，挑取

单菌落，以划线分离法接种至柑橘皮提取液复筛

培养基，37 ℃恒温培养 18–24 h。纯化分离 3 代

及以上，得到的纯菌株在 4 ℃保藏备用。 
1.2.2  病原菌菌悬液的制备 

将金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和表皮葡萄

球菌接种于 LB 固体培养基表面活化，将白色

念珠菌接种于沙保氏固体培养基表面活化，分

别挑取单菌落接种于 50 mL 对应的液体培养

基，在 37 ℃、180 r/min 恒温摇床中培养至对数

期(约 12−14 h)后，4 000 r/min 离心 20 min 收集

菌体沉淀。用液体培养基调节菌体浓度约为

1.5×107 CFU/mL，即制得病原菌菌悬液，备用。 
1.2.3  内生菌发酵液提取液(B02c)的制备 

参照王永刚等[15]的方法并稍作改进。挑取

活化好的内生细菌单菌落接种于种子液体培养

基，37 ℃、180 r/min 振荡培养约 12 h，OD600

约为 1.2；进一步按 10%接种量接种于发酵液

体培养基(100 mL/250 mL)，37 ℃、160 r/min
振荡培养约 24 h 后将发酵液 4 000 r/min 离心

20 min，取上清液分别加入等体积的正丁醇溶

液(充分振荡 3−5 min)萃取 3 次，合并萃取液，

于 60 ℃减压浓缩至干燥，用 2 mL DMSO 溶解，

即得 B02c。将样品用 0.22 μm 滤膜过滤除菌后

置于 4 ℃冰箱备用。 
1.2.4  抑菌活性试验 

采用滤纸片法和牛津杯双层平板法开展

B02c 的抗菌谱研究。滤纸片法[16]：将无菌 6 mm
圆形滤纸片分别置于已过滤除菌的 B02c 和

DMSO 溶液中，4 ℃浸泡过夜；次日取出在超

净台中风干，用无菌镊子夹取风干后的滤纸片

缓慢平铺于已接种病原菌的固体平板上，倒置

培养。牛津杯双层平板法参考文献[17]制备：处

理组牛津杯每皿加入 200 μL B02c，正置培养，

并以等量 DMSO 为空白对照，在 37 ℃恒温培

养箱静置培养 24 h 后，观察其抑菌效果，用十

字交叉法测定抑菌圈直径并记录。 
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针对抗菌效果最强的内生菌采用微孔板法

检测其抗菌活性：选择金黄色葡萄球菌(S. aureus)
为指示菌，将 180 μL 1.2.2 制备的菌悬液接种至

96 孔板的每一个微孔中，再吸取 18 μL B02c 加入

上述各孔中，37 ℃、180 r/min 振荡培养 18−24 h
后测定 OD620 吸光值。以 DMSO 作为阴性对照。

通过酶标仪测定 620 nm 处的吸光值，记录每孔

OD620，并计算抑菌率[18]。 

抑菌率(%)= 1001 OD
OD

 ×− 
 

样

阴 对

菌液 品 值
性 照 值

。 

1.2.5  活性菌株的鉴定 
形态学鉴定：采用平板划线法将保藏的活

性菌株接种于固体培养基表面，待长出单菌落

后观察菌落形态特征并进行初步判断，挑取活

化后的单菌落进行革兰氏染色 ,在光学显微镜

下对培养 24−48 h 后的菌落进行显微形态特征

的观察。 
分子生物学鉴定：对抑菌活性最强的菌株

进行分子鉴定，采用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA
抽提试剂盒提取总 DNA，以 27F (5′-AGAGTTT 
GATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGYT 
ACCTTGTTACGACTT-3′)为引物。PCR 反应体

系(25 μL)：2×Taq Plus PCR Master Mix 12.5 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 DNA 
(88.8 ng/μL) 1 μL，加 ddH2O 补至 25 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，57 ℃ 60 s，
72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 扩增

产物由生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

将测序成功的序列在NCBI和EzBioCloud数据库

搜索比对，下载相似度较高的序列，使用 MEGA 
7.0 软件采用 NJ 法(neighbor-joining method)进
行聚类分析，构建系统发育树进行物种鉴定[19]。 
1.2.6  发酵条件优化 

通过 96 微孔板法检测不同发酵条件下菌

株发酵液提取液对 S. aureus 的抑菌率，逐步确

定最佳发酵参数。(1) 柑橘皮渣添加量：以初始

发酵培养基为基础，分别添加不同质量浓度的

柑橘皮渣 0.0、10.0、20.0、30.0、40.0 和 50.0 g/L，

160 r/min (100 mL/250 mL)培养 24 h，确定最佳

柑橘皮渣添加量；(2) 初始 pH 值：调整培养基

初始 pH 值分别为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0，
160 r/min 培养 24 h，确定最佳 pH 值；(3) 接种

量：将种子液分别以 2.5%、5.0%、7.5%、10.0%、

12.5%和 15.0% (体积分数)接入发酵培养基中，

160 r/min 培养 24 h，确定最佳接种量；(4) 发酵

时间：分别培养 12、24、36、48、60 和 72 h 后，

采用稀释涂布平板法进行活菌计数，96 微孔板

法测定抑菌活性，确定最佳发酵时间；(5) 转速：

设置摇床转速分别为 90、120、150、180、210
和 240 r/min，以确定最佳发酵转速。 
1.2.7  响应面优化试验 

根据单因素试验结果，选取柑橘皮渣添加量、

pH、接种量和转速为因素，以 B02c 对金黄色葡

萄球菌的抑菌率为响应值，采用 Design-Expert 12
软件的 Box-Behnken 功能设计四因素三水平响应

面试验，因素水平设计见表 1。 

 
表 1  响应面法因素水平设计 
Table 1  Factors and levels of response surface design 
因素 Factors 水平 Levels   

–1 0 1 
A 柑橘皮渣添加量 Addition of orange peel residue (g/100 mL) 0.0 1.0 2.0 
B pH 5.0 7.0 9.0 
C 接种量 Inoculum amount (%) 5.0 10.0 15.0 
D 转速 Rotation speed (r/min) 120 180 240 
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1.2.8  抑菌验证试验 
以响应面试验获得的最适发酵条件进行抑

菌验证试验，重复 5 次，将试验得到的最优抑

菌率与预测值进行比较，并与优化前的原始培

养条件进行比较验证。 
1.2.9  最小抑制浓度的测定 

采用二倍稀释法[20]测定菌株 Z10 的 B02c
对 S. aureus 的最小抑制浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC)。在 96 孔板中先加入 100 μL 
LB 液体培养基，将 100 μL 浓度为 200 mg/mL 的

B02c 溶液加入第 1 个孔中，吸打混匀后取 100 μL
加入第 2 个孔，依次重复，直至最后一个孔混匀

后吸取 100 μL 液体弃去，再在各孔中分别加入

100 μL 生长对数期的 S. aureus 菌悬液，最终实

验组浓度为 100.000−0.781 mg/mL。以 100 μL LB
液体培养基作为阴性对照，放入 37 ℃生化培养

箱培养 24 h，用酶标仪测量其 OD600，以被抑制

的最低抑菌浓度作为 MIC。 
1.2.10  时间-生长曲线的测定 

参照宁亚维等 [20]的时间-生长抑制曲线测

定方法。取 1.2.2 制备的 S. aureus 菌悬液 100 μL
与浓度为 1 MIC、2 MIC 的 B02c 在 96 孔板中

等体积混合，使终浓度为 0.5 MIC 和 1 MIC，

以菌悬液与无菌生理盐水各 100 μL 作为空白对

照，37 ℃、180 r/min 培养 24 h，每间隔 2 h 测

定一次 OD600，并绘制时间-生长曲线。 
1.2.11  B02c 对金黄色葡萄球菌细胞膜完整性的

影响 
参照饶苇等[21]的 PI 染色法并稍作修改。用

0.9%生理盐水分别将 B02c 配成质量浓度为   
4 MIC、2 MIC 和 1 MIC 的溶液，每个浓度取   
500 μL 与对数生长期的 S. aureus 菌悬液在    
2 mL 的离心管中等体积混合，使提取液终浓

度为 2 MIC、1 MIC 和 0.5 MIC，以生理盐水

作为空白对照，37 ℃恒温培养 4 h。将菌液于  

4 000 r/min 离心 15 min 后弃上清，用 0.9%生理

盐水重悬洗涤 3 次去除上清，黑暗条件下向菌

体沉淀中加入 PI 和 SYTO-9 染料各 100 μL，混

匀后 4 ℃避光孵育 30 min。重悬后制片用荧光

显微镜观察，并用流式细胞仪进行分析。 

1.3  数据处理 
每个试验进行 3 次重复，采用 Excel 2022

对试验数据进行整理，采用 Origin 2022 制作图

表，采用 IBM SPSS 27 对试验数据进行统计及

差异显著性分析。 

2  结果与分析 
2.1  柠檬内生菌的分离与抑菌活性检测 

从健康柠檬的果皮和籽核中共分离内生菌

83 株，其中内生细菌 54 株、内生真菌 29 株，

细菌在各种培养基中均可分离。内生菌在柠檬

果皮(48 株)中分布较多，编号为 P1−P48，而在

籽核(35 株)中分布较少，编号为 Z1−Z35。以金

黄色葡萄球菌、大肠杆菌、白色念珠菌和表皮

葡萄球菌为指示菌，通过滤纸片法和牛津杯双

层平板法探究分离纯化的各内生菌发酵液提取

液(B02c)的抗菌活性。结果显示，一株从柠檬

籽核中分离的内生细菌 Z10 的 B02c 抑菌效果最

显著，并且对 4 种病原菌均有抑制作用(图 1A)，
对革兰氏阳性菌 S. epidermidis 和 S. aureus 的抑

制效果较好，其中对 S. aureus 的抑制作用最为

突出。 
如图 1B、1C 所示，与对照组相比，处

理组周围均有明显透明抑菌圈形成，说明

B02c 在琼脂培养基上有良好的扩散性，并能

够有效抑制 S. aureus 的生长，抑菌圈直径为

(18.21±0.36) mm，抑菌率约为 65.59%。因此选

择 S. aureus 为靶标菌进行后续试验，进一步

探究菌株 Z10 的抑菌活性。 
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图 1  活性菌株 Z10 的抑菌效果   A：菌株 Z10
对 4 种病原菌的抑制作用. 不同小写字母表示差

异显著(P<0.05). 下同. B 和 C：Z10 对金黄色葡萄

球菌的牛津杯和滤纸片试验. CK 为空白对照  
Figure 1  The inhibitory effect of active strain Z10. 
A: The inhibitory effect of active strain Z10 on four 
pathogens. Different lowercase letters indicate 
significant difference (P<0.05). The same below. B 
and C: Oxford cup and filter paper test for Z10 
against S. aureus. CK is a blank control.  
 
2.2  活性菌株 Z10 的鉴定结果 

如图 2A 所示，活性菌株 Z10 在 LB 固体培

养基上培养 24 h 后，菌落呈乳白色、圆形、隆

起、表面干燥有褶皱、边缘不整齐、不透明。

如图 2B 所示，经革兰氏染色镜检发现，菌株 Z10
呈紫色杆状，证明菌株 Z10 为革兰氏阳性菌。 

将菌株 Z10 的 16S rRNA 基因序列提交至

NCBI 数据库，获得登录号为 OR056372，进一

步进行比对分析，采用 MEGA 7.0 软件进行聚 

 
 
图 2  菌株 Z10 的形态学特征   A：LB 培养基上

的菌落形态. B：革兰氏染色形态  
Figure 2  Morphological characteristics of strain 
Z10. A: Colony morphology on LB culture medium. 
B: Gram staining morphology.  
 
类分析 [22-23]并构建系统发育树 (图 3)，结果表

明，菌株 Z10 的 16S rRNA 基因序列与 Bacillus 

subtilis strain SCZ30 (MW391600.1)和 Bacillus 

subtilis strain WCM6 (OQ747983.1)的相似性为

99%且位于同一分支。结合形态特征和 16S 
rRNA 基因序列，确定菌株 Z10 为芽孢杆菌

(Bacillus sp.)。 

2.3  发酵条件优化结果 
柑橘皮渣在活性菌株 Z10 发酵过程中具有

非常重要的作用，不仅为菌体生长提供能量，

还能直接影响活性代谢产物的产生。如图 4A
所示，柑橘皮渣添加量从 0.0 g/100 mL 增加到

1.0 g/100 mL，B02c 的抑菌率有明显提升，说

明添加柑橘皮渣有利于抑菌活性物质的产生；当

添加量超过 1.0 g/100 mL 时，抑菌率开始降低，

可能是因为随着柑橘皮渣质量浓度的提升，发酵

液的黏稠度增加、溶氧量降低，阻碍了菌体的生

长及活性代谢产物的合成。此结论与文献[24]的
结论相似。当添加量为 1.0 g/100 mL 时抑菌率达

到最高，为 72.5%±0.83%。即最优柑橘皮渣添

加量为 1.0 g/100 mL。 
如图 4B 所示，随着初始 pH 的升高，抑菌

率呈现先上升后下降的趋势，可能是由于 pH 值 
 



 
1648 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 

 
 
图 3  菌株 Z10 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内表示 GenBank 登录号；Bootstrap
设置为 1 000；分支点上的数字表示 bootstrap 的支持率；标尺表示 0.005 的序列差异 
Figure 3  Phylogenetic tree construction based on 16S rRNA gene sequence of strain Z10. The parentheses 
represent the GenBank accession number; Bootstrap times are set to 1 000; The numbers on the branch points 
indicate the support rate for bootstrap; Ruler represents 0.005 of sequence. 
 

 
 
图 4  不同发酵条件对 B02c 抑菌率的影响   A：柑橘皮渣添加量. B：pH. C：接种量. D：发酵时间. E：

转速 
Figure 4  The effect of different fermentation conditions on the antimicrobial activity of B02c. A: Addition 
of orange peel residue. B: pH. C: Inoculum amount. D: Fermentation time. E: Rotation speed. 
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的改变导致活性物质代谢过程中相关酶活性的

变化。当初始 pH 7.0 时，抑菌率达到最高，说

明该 pH 值为菌株 Z10 的最适生长 pH。即确定

最优初始 pH 值为 7.0。 
菌体接种量直接影响 B02c 的抑菌率。如

图 4C 所示：当接种量小于 10.0%时，B02c 的

抑菌率较低，可能是因为接种量过低，导致发

酵缓慢、周期长，抑菌活性物质的合成效率低。

当接种量为 10.0%时抑菌率最高；当菌体接种

量大于 10.0%时，抑菌率呈下降趋势。因为接

种量过高时往往会使菌体生长过快，培养液黏

度增加，造成溶氧不足。即确定最优接种量   
为 10.0%。 

由图 4D、4E 可知：36 h 为较适宜的内生

菌抑菌活性物质的产生与积累时期，即最佳发

酵时间为 36 h；当转速为 180 r/min 时，抑菌率

达到最高，所以最佳转速控制为 180 r/min。 

2.4  响应面试验结果 
为进一步提高菌株 Z10 的 B02c 的抑菌率，

利用 Box-Behnken 设计法对筛选出的 4 个因素

进行优化，试验设计及结果见表 2。各因素经过

回归拟合，得到二次回归方程： 
抑菌率(%)=86.58+11.65A–0.79B+0.059 2C– 
0.913 3D–0.392 5AB+0.58AC–0.2AD+0.05BC+ 
1.43BD+0.387 5CD–24.56A2–8.97B2–14.78C2–9.04D2。 

从表 3 可以看出，模型的 F 值为 77.59，P

值小于 0.000 1，该二次项模型高度显著；失拟

项 P=0.219 6>0.05，说明模型失拟项是不显著

的，可以较好地拟合试验数据。模型相关系数

R2=0.987 3，R2
Adj=0.974 5，表明模型相关度很

好，对响应值的拟合度较高，该回归方程能较

好反映响应值的变化[25]。由方差分析可知，柑

橘皮渣添加量(P<0.000 1)对抑菌率影响显著。 
从图 5 可知，等高线图均为近似圆形，表明

各个因素之间的交互作用均不显著；当多个因素 

表 2  响应面试验设计及结果 
Table 2  Design and results of response surface test 
Test 
No. 

因素水平 Factor levels 抑菌率 
Inhibition 
rate (%) 

A 柑橘皮

渣添加量 
Addition of 
orange peel 
residue 
(g/100 mL) 

B 
pH 

C 接种量 
Inoculum 
amount (%) 

D 转速 
Rotation 
speed 
(r/min) 

1 0.0 5.0 10.0 180 41.08 
2 2.0 5.0 10.0 180 63.47 
3 0.0 9.0 10.0 180 40.41 
4 2.0 9.0 10.0 180 61.23 
5 1.0 7.0 5.0 120 62.26 
6 1.0 7.0 15.0 120 63.37 
7 1.0 7.0 5.0 240 58.38 
8 1.0 7.0 15.0 240 61.04 
9 0.0 7.0 10.0 120 40.97 
10 2.0 7.0 10.0 120 65.72 
11 0.0 7.0 10.0 240 39.58 
12 2.0 7.0 10.0 240 63.53 
13 1.0 5.0 5.0 180 64.28 
14 1.0 9.0 5.0 180 61.01 
15 1.0 5.0 15.0 180 63.48 
16 1.0 9.0 15.0 180 60.41 
17 0.0 7.0 5.0 180 38.27 
18 2.0 7.0 5.0 180 61.06 
19 0.0 7.0 15.0 180 36.28 
20 2.0 7.0 15.0 180 61.39 
21 1.0 5.0 10.0 120 72.37 
22 1.0 9.0 10.0 120 69.40 
23 1.0 5.0 10.0 240 68.93 
24 1.0 9.0 10.0 240 71.67 
25 1.0 7.0 10.0 180 85.75 
26 1.0 7.0 10.0 180 84.26 
27 1.0 7.0 10.0 180 87.58 
28 1.0 7.0 10.0 180 88.83 
29 1.0 7.0 10.0 180 86.46 

 
交互作用时，三维曲面图可直观看出响应值的变

化趋势，随着 pH、柑橘皮渣添加量、接种量和

转速的增加，抑菌率呈现先上升后下降的趋势。

通过比较各因素的 F 值可知，各因素对抑菌率 
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表 3  回归模型方差分析 
Table 3  Analysis of variance of regression model 
来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 
Source Sum of squares Degree of freedom Mean square F value P value Significance 

模型 Model 6 353.720 0 14 453.840 0 77.590 0 <0.000 1 Significant 
A 1 628.900 0 1 1 628.900 0 278.470 0 <0.000 1 ** 
B 7.490 0 1 7.490 0 1.280 0 0.276 9  
C 0.042 0 1 0.042 0 0.007 2 0.933 7  
D 10.010 0 1 10.010 0 1.710 0 0.211 9  
AB 0.616 2 1 0.616 2 0.105 3 0.750 3  
AC 1.350 0 1 1.350 0 0.230 0 0.638 9  
AD 0.160 0 1 0.160 0 0.027 4 0.871 0  
BC 0.010 0 1 0.010 0 0.001 7 0.967 6  
BD 8.150 0 1 8.150 0 1.390 0 0.257 5  
CD 0.600 6 1 0.600 6 0.102 7 0.753 4  
A² 3 913.830 0 1 3 913.830 0 669.090 0 <0.000 1 ** 
B² 521.920 0 1 521.920 0 89.220 0 <0.000 1 ** 
C² 1 417.700 0 1 1 417.700 0 242.360 0 <0.000 1 ** 
D² 529.510 0 1 529.510 0 90.520 0 <0.000 1 ** 

残差 Residual 81.890 0 14 5.850 0    
失拟项 Lack of fit 69.750 0 10 6.970 0 2.300 0 0.219 6 Not significant 
纯误差 Pure error 12.150 0 4 3.040 0    
总和 Total 6 435.610 0 28     
**: P<0.01. 
 
的影响大小顺序为：柑橘皮渣添加量(A)>转速

(D)>pH (B)>接种量(C)，与回归结果分析相一致。 
通过试验优化并结合实际操作，影响抑菌

率的各因素最优值分别为柑橘皮渣添加量   
1.6 g/100 mL、pH 6.8、接种量 10.0%和转速  
172 r/min，此条件下抑菌率的理论值为 84.81%。

为验证响应曲面所得结果的可靠性，进行 5 次

最佳工艺验证试验，所得抑菌率实际值为

84.36%，与理论值相对误差仅为 0.53%，极为

相近，并且通过优化后的 B02c 对金黄色葡萄球

菌的抑菌率提高 16.36%。进而证明此模型可用

于菌株 Z10 的 B02c 抑菌率的发酵条件优化。 

2.5  菌株Z10的B02c对金黄色葡萄球菌MIC
的测定结果 

通过最佳发酵工艺制得质量浓度为 200 mg/mL

的 B02c 原液。最小抑制浓度可以反映 B02c 对金

黄色葡萄球菌的抑制活性，B02c 浓度低于或等于

1.563 mg/mL 时，液体浑浊，S. aureus 有明显生

长现象；当浓度高于或等于 3.125 mg/mL 时液体

澄清，S. aureus 未见生长，因此菌株 Z10 的 B02c
对金黄色葡萄球菌的 MIC 确定为 3.125 mg/mL。 

2.6  菌株Z10的B02c对金黄色葡萄球菌生

长曲线的影响 
如图 6所示，与无 B02c 添加的对照组相比，

0.5 MIC、1 MIC 的浓度处理对 S. aureus 均有抑

制作用且呈浓度依赖性。在 0.5 MIC 处理组中，

B02c 明显延缓了 S. aureus 的生长速度；而    
1 MIC 处理组则完全抑制了 S. aureus 的生长繁

殖，作用 24 h 后 S. aureus 处于生长停滞期状态，

OD600 与 0 h 相比基本保持不变。 
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图 5  各因素交互作用对 B02c 抑菌率的影响   A：pH 和柑橘皮渣添加量的响应面图. B：接种量和柑

橘皮渣添加量的响应面图. C：转速和柑橘皮渣添加量的响应面图. D：接种量和 pH 的响应面图. E：转

速和 pH 的响应面图. F：转速和接种量的响应面图 
Figure 5  The effect of factors interaction on the antimicrobial activity of B02c. A: pH and addition of 
orange peel residue response surface. B: Inoculum amount and addition of orange peel residue response 
surface. C: Rotation speed and addition of orange peel residue response surface. D: Inoculum amount and pH 
response surface. E: Rotation speed and pH response surface. F: Rotation speed and inoculum amount 
response surface.  
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图 6  菌株 Z10 的 B02c 对金黄色葡萄球菌的抑制

曲线 
Figure 6  Inhibition curve of B02c of strain Z10 
against Staphylococcus aureus. 

2.7  菌株Z10的B02c对金黄色葡萄球菌细

胞膜完整性的影响结果 
如图 7 所示，未经提取液处理的对照组呈

现大量绿色荧光，几乎不可见红色荧光，表明

细胞膜完整，未出现损伤。0.5 MIC 处理组菌体

仍以绿色为主，极少量菌体呈现红色；1 MIC
处理组的红、绿色荧光数量接近，说明在此浓

度处理下，近乎一半的 S. aureus 细胞膜被破坏。

当质量浓度为 2 MIC 时，菌体以红色荧光为主，

罕见有绿色荧光，表明在此浓度下 S. aureus 细

胞膜被严重损坏。 
为进一步说明 B02c 对 S. aureus 细胞膜的

破坏，利用流式细胞术对细胞膜损伤程度进行

定量分析。如图 8 所示，未经处理的对照组 
 

 
 
图 7  菌株 Z10 的 B02c 对金黄色葡萄球菌细胞膜完整性的影响 
Figure 7  Effect of B02c of strain Z10 on cell membrane integrity of Staphylococcus aureus.  
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图 8  流式细胞术分析菌株 Z10 的 B02c 对金黄色葡萄球菌细胞膜的影响    
Figure 8  Flow cytometry analysis of the effect of B02c of strain Z10 on the cell membrane of 
Staphylococcus aureus. A: Control. B: 0.5 MIC. C: 1 MIC. D: 2 MIC. 
 
S. aureus 细胞膜受损率为 0.07%，0.5 MIC 处理

后 S. aureus 细胞膜受损率为 6.64%，1 MIC 处

理组 S. aureus 细胞膜受损率 51.65%，2 MIC 处

理组 S. aureus 细胞膜受损率为 85.99%。从流式

的结果可以看出，1 MIC 和 2 MIC 处理组对    
S. aureus 细胞膜表现出显著破坏性，这与荧光

显微镜的观察结果一致，均显示菌株 Z10 的 B02c

能够破坏 S. aureus 细胞膜的完整性。 

3  讨论与结论 
芽孢杆菌是一类产芽孢的革兰氏阳性细

菌，具有代谢旺盛、可以产生多种次生代谢产

物、发酵密度高、抗逆性强和适应性强等特征，

是自然界中重要的优势生防细菌[26]。从各种植
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物中筛选得到的芽孢杆菌及其发酵液已被广泛

报道能有效抑制多种病原菌生长。屈欢等[27]从

荒漠植物沙葱中分离到 9 株内生细菌均为芽孢

杆菌属，其中 4 株对 7 种植物病原菌表现出较

强的拮抗作用，以菌株 ZT14 拮抗作用最强，

抑菌率均在 65%以上。Wu 等[28]从芝麻香型白

酒大曲中分离出了 11 株能抑制大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌生长的芽孢杆菌。本研究从柠檬中筛

选出多株具有良好抗菌活性的内生菌，其中芽孢

杆菌属菌株 Z10 的抑菌活性最显著，为柠檬拮

抗内生菌资源的开发利用提供了实践指导。 
微生物的生长代谢往往受到培养条件的影

响，适宜的培养条件能够显著提高微生物代谢

产物的产量[29-30]，但影响不同拮抗芽孢杆菌产

物抗菌活性的关键发酵条件存在差异。例如，

蜡样芽孢杆菌 BCCY-22[31]的关键影响因素是培

养基初始 pH，pH 值能影响微生物细胞中的酶

活性和微生物细胞质膜的电荷，以及培养基中

某些重要营养素和中间代谢产物的分解[32]；地

衣芽孢杆菌 FA6 和萎缩芽孢杆菌 E2030 的关键

影响因素分别是转速和装液量[33-34]。本研究中

柑橘皮渣添加量对菌株 Z10 产物的抗菌活性具

有较大影响，有研究表明柑橘皮渣中多种组分

均有抑菌消炎作用，一定浓度的柑橘皮渣提取

物可以抑制常见细菌的生长[35]。为避免由于柑

橘皮渣本身的抑菌作用，设置未添加菌种的液

体发酵培养基为对照，结果显示，未添加菌种

的含有柑橘皮渣的发酵培养基提取液对 4 种病

原菌均无抑菌作用。与未添加柑橘皮渣的对照

组相比，柑橘皮渣添加量为 1.6 g/100 mL 时，

菌株 Z10 发酵液提取液的抑菌活性有显著提

升。导致这一结果的原因可能是：一方面柑橘

皮渣含有丰富的碳、氮源，C/N 比约为 36[36]，

可以为微生物提供生命活动所需要的能量、利

于菌体生长、有助于其合成次级代谢产物；另

一方面菌株 Z10 对柑橘皮渣中的有效成分进行

微生物转化，通过酶的催化作用影响不同活性

物质的成分含量，从而提高抗菌活性或产生新

的活性成分。菌株 Z10 有效利用柑橘皮渣进行

生物转化，不仅能显著提高 B02c 的抑菌活性，

还提高了柑橘皮渣的资源利用率。然而，关于

菌株 Z10 对柑橘皮渣的转化机制尚不明确，有

待进一步研究。 
正交试验设计是研究多因素多水平的一种

设计方法，虽能判断各因素之间的交互作用，

但需要的试验次数较多，实验结果不够精确。

而响应面试验设计能在较少试验次数的情况

下，得到直观、精确度高的响应曲面及多因素

间的最优组合。响应曲面图可以形象地看出各

因素之间的相互作用及最佳参数，等高线的形

状可以说明两个因素之间交互作用的强弱[37]。

本研究通过单因素试验和响应面试验设计方

法，确定了菌株 Z10 的最优发酵条件：柑橘皮

渣添加量 1.6 g/100 mL、pH 6.8、接种量 10.0% 
(100 mL/250 mL)、转速 172 r/min、发酵时间  
36 h。这与张慧等[38]报道的枯草芽孢杆菌 CS27
的最佳发酵条件：发酵温度 32 ℃，最佳装液量

50 mL/250 mL，最佳接种量 10.0%，初始 pH 7.0
的结论十分接近，符合多数芽孢杆菌的培养条

件；而与郭若琳等 [39]报道的枯草芽孢杆菌

LC1-1 响应面法优化后的液体发酵条件：pH 5.5、
发酵温度 34 ℃、装液量 20%、转速 180 r/min、
接种量 2.0%、发酵周期 20 h 相比，初始 pH、

发酵温度、接种量和发酵周期均比其高，猜测

原因可能是菌株 LC1-1 分离自海洋，独特的生

存环境导致发酵条件的差异。优化后的 B02c
对金黄色葡萄球菌的抑菌率提升到 84.36%，较

优化前提高了 16.36%，其效果优于王学文等[40]、

黎燕珊等[41]的研究成果。 
金黄色葡萄球菌被认为是最常见的食源性
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致病菌之一，其防控问题至今仍十分严峻。本

研究获得的菌株 Z10 对金黄色葡萄球菌抑制作

用显著，其发酵液提取液对金黄色葡萄球菌的

MIC 为 3.125 mg/mL，当 B02c 浓度为 0.5 MIC
时，能明显抑制金黄色葡萄球菌的生长，相同

时间的 OD600 明显低于对照组；B02c 浓度为   
1 MIC 时，能够完全抑制金黄色葡萄球菌的生

长，24 h 内 OD600 无变化。采用 PI 和 SYTO-9
对金黄色葡萄球菌进行染色，并通过荧光显微

镜和流式细胞仪观测菌株 Z10 的 B02c 对其细

胞膜完整性的影响。PI 不能透过完整的细胞膜，

但当细胞膜破损时，PI 就能进入胞内对 DNA
染色并发出红色荧光[42]；而 SYTO-9 能通过细

胞膜对 DNA 进行染色，并发出绿色荧光[43]。随

着 B02c 浓度的增加，金黄色葡萄球菌的细胞膜

破损越严重，当 B02c 浓度为 2 MIC 时，S. aureus
细胞膜被严重损坏，菌体出现大量死亡。因此，

推测 B02c 对 S. aureus 的抑菌机制可能是由于随

着 B02c 浓度的增加，导致金黄色葡萄球菌细胞

膜的通透性增强，破坏了细胞膜的完整性，造成

大量外源物质的流入和细胞质的外泄，从而引起

胞内渗透压紊乱使菌体不能正常生长繁殖。 
本研究获得的菌株 Z10 对金黄色葡萄球菌

具有较强的抑制作用，添加柑橘皮渣作为菌株

Z10 液态发酵的转化底物，显著提升了菌株发

酵液提取液中抑菌活性物质的产量，提高了柑

橘皮渣的资源利用率，为柑橘皮渣高效资源化

利用提供了新思路。试验确定了菌株 Z10 的最

优发酵条件，相比于优化前抑菌率得到明显提

升，其发酵液提取液能破坏金黄色葡萄球菌的

细胞膜。该研究为菌株 Z10 的进一步扩大培养

和抑菌机制的探究提供了理论指导和依据。 
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