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摘 要：马铃薯疮痂病（potato common scab）是制约马铃薯产业发展的重要病害。笔者筛选到马铃薯疮痂病生防菌

株 PBSH9，田间防效可达 73.97%，其代谢产物对马铃薯疮痂病菌有较好的抑制作用，对其次级代谢产物进行分离纯

化，得到了活性物质。为提高活性物质的产量，采用响应面法优化该菌株活性物质产生的培养基。在单因素试验、

Plackett-Burman 试验基础上，结合最陡爬坡试验、Box-Behnken 试验设计，响应面法拟合显著因子与活性化合物产

量的非线性方程求解，得到最佳的发酵培养基配方。优化后的配方为 4.50 g·L-1 葡萄糖、50.00 g·L-1 可溶性淀粉、

15.00 g · L- 1 玉米粉、21.08 g · L- 1 黄豆饼粉、2.00 g · L- 1 蛋白胨、0.50 g · L- 1（NH4）2SO4、0.60 g · L- 1 MgSO4 、0.04 g · L- 1

KH2PO4。模型预测活性化合物产量为 199.92 μg·mL-1，实际值为 184.35 μg·mL-1，比基础培养基化合物产量提高了

5.83 倍。该试验为高效马铃薯疮痂病生物农药产品的研制提供了重要的技术支撑。
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Abstract: Potato common scab is a significant disease that restricts the development of the potato industry. This study

screened the biocontrol strain PBSH9, and its metabolites showed significant inhibitory effects on the pathogen, achieving

a field control efficacy of 73.97%. To identify the active compounds, the secondary metabolites of strain PBSH9 were iso-

lated and purified, successfully yielding the active substance. To enhance the yield of this active substance, response sur-

face methodology（RSM）was employed to optimize its culture medium. Based on single-factor experiments and Plack-

ett-Burman tests, combined with the steepest ascent method and Box-Behnken design response surface methodology to fit

the nonlinear equation between significant factors and the yield of active compound, the optimal fermentation medium for-

mula was obtained. The optimized formula was 4.50 g · L- 1 glucose, 50.00 g · L- 1 soluble starch, 15.00 g · L- 1 corn flour,

21.08 g·L-1 soybean meal, 2.00 g·L-1 peptone, 0.50 g·L-1（NH4）2SO4, 0.60 g·L-1 MgSO4, and 0.04 g·L-1 KH2PO4. The mod-

el-predicted yield of active compounds was 199.92 μg · mL-¹, while the actual value was 184.35 μg · mL- 1, which was

5.83 times higher than the yield of compounds in the basic culture medium. This study provides crucial technical sup-

port for the development of efficient biopesticide products against potato common scab.
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马铃薯（Solanum tuberosum L.）是一种历史悠

久的粮食作物，在全球 160 个国家广泛种植，在农

业生产中占据重要地位。我国作为马铃薯生产大

国，2015 年推出马铃薯主粮化的政策，马铃薯种植

对我国粮食安全具有重要意义[1]。在马铃薯生产过

程中，土传病害日益严重，难以防治，尤其是马铃薯

疮痂病，主要危害马铃薯块茎，在块茎上形成疮痂

状病斑，发病马铃薯出苗迟缓，易结小薯，品质明显

降低[2-3]。该病由多种致病链霉菌（Steptomyces spp.）

引起，据报道有 20 多种致病链霉菌能引起马铃薯

疮痂病，如加利利链霉菌（S. galilaeus）[4]、疥疮链霉

菌（S. scabies）[5]、酸疮痂链霉菌（S. acidiscabies）[6]

等。李宇晨[7]在内蒙古地区分离得到的病原菌有 S.

galilaeus、S. scabies、S. bobbili 等病原菌，其中 S.

galilaeus 为内蒙古地区优势菌株。病原菌兼具种传

和土传特征，防控难度大，给我国马铃薯产业造成

了严重的经济损失，是制约我国马铃薯产业发展的

主要病害，目前没有高效的防治方法。生物防治具

有安全、低毒、环保等特点，是防控马铃薯疮痂病的

有效措施。

马铃薯疮痂病的生防菌包括链霉菌（Streptomy-

ces）[8]、木霉（Trichoderama）[9]、假单胞菌（Pseudomo-

nas）[10]、芽孢杆菌（Bacillus）[11-13]等。其中链霉菌属

因复杂的次级代谢被认为是天然产物的宝库[14-15]，

它包含抗菌、抗病毒、抗氧化、免疫抑制、促进植物

生长等多种生物活性化合物[16-18]，在马铃薯疮痂病

生物防治方面具有很大潜力。目前，从链霉菌属分

离到的活性次级代谢产物占放线菌的 80%[19]，被广

泛应用于医疗、农业、食品等多个领域。

发酵培养基组分比例直接影响代谢物的产量，

培养基优化的方法主要有正交试验、人工神经网

络、均匀设计和响应面法等，其中最常用的方法为

响应面法。该方法是一种用于寻找响应变量与多

个因素之间关系并可将该响应值进行优化的统计

方法，能够弥补正交试验的缺陷，同时考虑多个因

子之间的互作效应。用于微生物发酵工艺优化时，

可以用较少的试验次数获得最佳的发酵培养基配

方[20]。李泰明等[21]应用响应面法优化发酵配方，将

化合物司替霉素 B 的产量提高了 1 773.08%，获得

了克级纯品。张梦菲等[22]应用响应面法优化发酵培

养基，将菌株产大环内酯（MLNs）化合物产量提高

了 4.10 倍。

菌株 PBSH9（Streptomyces hohhotensis sp. nov.）

（JAKZEO000000 000）是本课题组分离鉴定的马铃

薯疮痂病生防链霉菌新种，能高效防控马铃薯疮痂

病，还能促进马铃薯种薯萌发和幼苗生长，其次

级 代 谢 产 物 对 马 铃 薯 疮 痂 病 菌 有 抑 制 作

用 [23-24]。前期通过硅胶柱层析、制备型高效液相

色谱法对菌株次级代谢产物进行分离纯化，得

到了 3 种活性化合物，但活性物质产量较低，因

此，本试验基于 Box-Behnken 响应面法优化菌株

PBSH9 活性物质产生的培养基，提高菌株产生

活性物质的能力，以期为充分利用和研究活性化合

物奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株 供试马铃薯疮痂病生防菌株

PBSH9（Streptomyces hohhotensis sp. nov.）[24]、马铃

薯疮痂病病原菌加利利链霉菌（Streptomyces gali-

laeus）PS1 [4]均由内蒙古农业大学植物病理学实验室

保存。优化生防菌株 PBSH9 发酵培养基试验于

2023 年 4—10 月在湖北省农业科学院生物农药工

程研究中心进行。

1.1.2 供试培养基 高氏 1 号培养基：参照王丽

玮[24]的方法配制；ISP-2 培养基：参照王丽玮[24]的方

法配制；TCS-1 培养基：甘露醇 20 g、大豆蛋白胨 10 g、

大豆油 2.5 g、K2HPO4 0.35 g、碳酸钙 0.5 g、蒸馏水

1000 mL、pH 7.0；TCS-2 培养基：参照王丽玮[24]的方

法配制；TCS-3 培养基：甘露醇 20 g、黄豆饼粉 20 g、

蒸馏水 1000 mL、pH 7.0；TCS-4 培养基：甘露醇

20 g、大米粉 20 g、碳酸钙 0.5 g、蒸馏水 1000 mL、

pH 6.5；TCS-5 培养基：玉米淀粉 10 g、甘油 10 g、葡

萄糖 5 g、棉籽饼粉 10 g、干酵母 5 g、玉米浆 5 g、碳

酸钙 2 g、蒸馏水 1000 mL、pH 7；TCS-6 培养基：甘

油 8 g、可溶性淀粉 8 g、大豆蛋白胨 3 g、鱼粉 8 g、

碳酸钙 2 g、蒸馏水 1000 mL、pH 7.0；TCS-7 培养

基：葡萄糖 5 g、可溶性淀粉 40 g、玉米粉 15 g、黄豆

饼粉 25 g、蛋白胨 2 g、硫酸铵 0.5 g、蒸馏水 1000 mL、

pH 7.0；TCS -8 培养基：可溶性淀粉 60 g、黄豆饼粉

20 g、干酵母 4 g、酵母浸粉 1 g、硫酸镁 5 g、棉籽饼

粉 7 g、蒸馏水 1000 mL、pH 7.0；TCS -9 培养基：参

照李泰明等 [21]的方法配制；TCS -10 培养基：乳糖

20 g、葡萄糖 10 g、干酵母 4 g、棉籽饼粉 7.5 g、蒸馏

水 1000 mL、pH 7.0。

以上培养基均在 121 ℃条件下灭菌 30 min，培

养基材料、所用试剂来源于市售及国药集团化学试

剂有限公司。
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1.2 方法

1.2.1 菌株培养方法 PBSH9 种子液制备：将菌株

PBSH9 适量接种至高氏 1 号培养基上，28 ℃恒温

培养箱内倒置培养 3~5 d；使用无菌打孔器，取 2 个

直径 5 mm 的菌饼，接种到 500 mL 种子培养基中，装

液量为 100 mL，置于 28 ℃、180 r·min-1条件下摇床振

荡培养 3 d，得到分生孢子浓度为 1×108 CFU · mL-1

的种子液；将培养好的种子液以 9%的接种量移接

至发酵摇瓶中（100/500 mL），在摇床上 28 °C、

180 r·min-1 条件下发酵培养 5 d。

马铃薯疮痂病菌菌悬液的制备：将马铃薯疮痂

病病原菌菌株 PS1 稀释，均匀涂在 ISP2 培养基平

板上，28 ℃恒温培养 3~5 d，取培养好的 2 个直径为

5 mm 菌饼，置于装有 100 mL 种子培养基 500 mL

三角瓶中，28 ℃恒温振荡培养 2 d，得到马铃薯疮痂病

病原菌的菌悬液（1×107 CFU·mL-1）。

1.2.2 培养基筛选 选取 TCS-1、TCS-2、TCS-3、

TCS- 4、TCS- 5、TCS- 6、TCS- 7、TCS- 8、TCS- 9 和

TCS-10 共 10 种培养基。向 500 mL 三角瓶中分别

加入 100 mL 各液体培养基，每种培养基中按体积

比 9%的接种量接入菌株 PBSH9 的种子液，28 ℃恒

温振荡培养 5 d。取 15 mL 各发酵液，高速冷冻离

心机（Centrifuge 5910 R）8000 r · min-1 离心 10 min，

取上清液，用 Millex-GP 0.22 µm 的过滤器滤出菌

体，得到菌株次级代谢产物，试验重复 3 次。

抑菌活性测定：将 200 μL 病原菌 PS1 菌悬液

均匀涂在 ISP-2 培养基表面，放入牛津杯，分别向不

同杯中注入 100 μL 不同培养基培养的菌株 PBSH9

的代谢产物，各液体培养基为空白对照（CK），28 ℃

恒温培养 2 d，十字交叉法测量抑菌圈直径，根据抑

菌圈直径大小筛选最优培养基，并将此培养基作为

菌株 PBSH9 基础发酵培养基进行优化，试验重复

3 次。

1.2.3 活性化合物标准曲线绘制 活性化合物由

菌株 PBSH9 经发酵、硅胶柱层析分离及高效液相

色谱法制备获得，共 3 种化合物，经 UPLC-MS 超高

效液相-质谱联用仪分析，3 种活性化合物含量（w，

后同）在 97%以上[24]。

准确称取 2 mg 各化合物纯品，加入 2 mL 甲醇

充分溶解，使各活性化合物浓度（ρ，后同）均为

1 000.00 μg·mL-1，采用二倍稀释法将化合物 1 用甲

醇稀释至 31.25、62.50、125.00、250.00、500.00 和

1 000.00 μg · mL-1 系列浓度的标准溶液；将化合物

2、3 分别用甲醇稀释成 1.95、3.91、7.81、15.63、

31.25、62.50 μg·mL-1系列浓度的标准溶液。各标准

品溶液进样量 1 μL，使用 UPLC-MS 测定其在

248 nm（化合物紫外吸收峰波长）处吸收峰峰面积，

绘制标准曲线，3 次生物学重复，取平均值（图 1）。

1.2.4 活性化合物含量测定 将 100 mL 乙酸乙酯

加入到 100 mL 发酵液中，摇床振荡 180 r · min-1 萃

取 1 h，将混合液倒入离心瓶内，高速冷冻离心机

（GL21M）5000 r · min-1 离心 15 min，吸取 50 mL 上

清液经 T-50 溶剂过滤器过滤后，转移至锥形瓶中，

40 ℃减压浓缩得到酯相，加入 1.5 mL 色谱纯甲醇溶

解转至离心管内，用离心机（5430R）12 000 r · min-1

离心 3 min。然后吸取上清液至进样瓶中，利用超

高效液相-质谱联用仪自动进样，色谱分析条件：

图 1 化合物的标准曲线

Fig. 1 Standard curve of compound
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ACQUITY UPLC BEH C18 反相色谱柱（1.7 μm，

2.1 mm×100 mm），流动相为超纯水（A）和色谱纯乙

腈（B），流速 0.45 mL · min- 1，柱温 40 °C，进样量

1.0 μL，样品分析时间 13 min，溶剂洗脱梯度见表

1。根据标准曲线，248 nm 波长下几种化合物的峰

面积总和为活性化合物含量，3 次重复。

表 1 溶剂洗脱梯度

Table 1 Solvent gradient for UPLC analysis

时间

Time/min

初始 Initial

0.20

8.20

9.70

11.30

13.00

流动相 A

Mobile phases A/%

95.0

95.0

0.0

0.0

95.0

95.0

流动相 B

Mobile phases B/%

5.0

5.0

100.0

100.0

5.0

5.0

1.2.5 单因素试验 碳氮源优化：调整 TCS-7 中各

种物质的质量（表 2）制备培养基，按照 1.2.4 中的处

理方法，测定活性化合物的产量，确定碳氮源的含

量，3 次重复。

表 2 单因素试验水平设计

Table 2 Single factor experimental level design table

培养基组分

Medium composition

葡萄糖 Glucose

可溶性淀粉 Soluble starch

玉米粉 Corn flour

黄豆饼粉 Soybean meal

蛋白胨 Yeast

硫酸铵（NH4）2SO4

添加量

Additive amount/（g·L-1）

3

25

5

10

1

0.3

4

30

10

15

1.5

0.4

5

35

15

20

2

0.5

6

40

20

25

2.5

0.6

7

45

25

30

3

0.7

无机盐优化：以 1.25 方法试验得出的配方为

对照组，分别添加 0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4 g · L-1

的 MgSO4和 0.02、0.03、0.04、0.05、0.06、0.07 g·L-1的

KH2PO4，按照 1.2.4 中的处理方法，测定活性化合物

的产量，分析无机盐对发酵水平的影响，试验 3 次

重复。

氨基酸优化：以 1.25 方法试验得出的配方为对

照组，分别添加半胱氨酸、苏氨酸、丝氨酸、甘氨酸、

甲硫氨酸、丙氨酸 6 种氨基酸，浓度分别为 0.1、0.2、

0.3、0.4、0.5 g·L-1，按照 1.2.4 中的处理方法，测定活

性化合物的产量，分析氨基酸对发酵水平的影响，3

次重复。

1.2.6 Plackett-Burman（PB）试验设计 根据单因

素试验的结果，选择葡萄糖（A）、可溶性淀粉（B）、玉

米粉（C）、黄豆饼粉（D）、蛋白胨（E）、（NH4）2SO4

（F）、氨基酸（G）、MgSO4（H）、KH2PO4（I）共 9 种营

养成分，使用软件 Design Expert-13.0 从 9 个变量中

筛选出对活性化合物产量具有显著影响的因子，

每个因子设高和低 2 个水平，分别以“+1”“-1”

为代表，3 次重复。PB 试验因素和水平及试验设计

见表 3。

表 3 PB 试验设计因素水平

Table 3 Factors and levels of PB experimental design

水平

Level

-1

+1

因素 Factor/（g·L-1）

A

3

5

B

40

50

C

15

25

D

15

25

E

1

2

F

0.5

0.7

G

0.0

0.2

H

0.4

0.8

I

0.02

0.04

1.2.7 最陡爬坡试验 基于 PB 试验结果拟合方

程，以显著因子葡萄糖（A）、黄豆饼粉（D）、MgSO4

（H）的中间水平为起点进行爬坡试验，确定试验的

爬坡方向和步长范围，快速、经济地逼近最佳响应

值区域，3 次重复，试验设计见表 4。
表 4 最陡爬坡试验设计

Table 4 Design of steepest ascent experiment design

编号

No.

1

2

3

4

5

ρ（葡萄糖）

Glucose content/

（g·L-1）

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

ρ（黄豆饼粉）

Soybean meal

content/（g·L-1）

20

21

22

23

24

ρ（硫酸镁）

MgSO4 content/

（g·L-1）

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.2.8 Box-Behnken（BBD）试验设计 根据爬坡试

验结果确定的中心点，以活性化合物产量为响应

值，使用 Design Expert-13.0 软件拟合二次函数，以

方差分析评估模型的拟合效果。对碳源葡萄糖

（A）、氮源黄豆饼粉（B）、无机盐 MgSO4（C）进行 3

因素 3 水平的 BBD 试验筛选。每个因素设置高、

中、低 3 个水平，并以“-1”“0”“+1”进行编号，以此

确定最佳的培养基配方，3 次重复。各因素水平见

表 5。利用 Origin 2018 软件绘制响应面分析曲面

图和等值线图。

表 5 BBD 试验因素及水平设计

Table 5 Factors and levels of BBD design

水平

Level

-1

0

+1

因素 Factor/（g·L-1）

ρ（葡萄糖）

Glucose content

4.0

4.5

5.0

ρ（黄豆饼粉）

Soybean meal content

20

21

22

ρ（硫酸镁）

MgSO4 content

0.6

0.7

0.8

1.2.9 摇瓶发酵验证试验 按优化后的培养基配

方配制培养基，进行摇瓶发酵试验，按照 1.2.4 中的

处理方法测定活性化合物产量，3 次重复。
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1.3 数据分析

使用 Excel 2019 软件进行数据统计，作图与分

析分别用 Design Experts- 13.0、Origin 2018，采用

IBM SPSS Statistics 22.0 进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 培养基筛选

在不同的培养基中，PBSH9 菌株产生的抑菌物

质对疮痂病菌有不同的抑制活性。由图 2 可知，在

TCS-7 培养基中产生的抑菌物质活性最强，抑菌圈

直径显著大于其他培养基，为 20.93 mm；其次是培

养基 TCS-6，抑菌圈直径为 17.38 mm，TCS-10 培养

基最差，显著小于其他培养基。选择 TCS-7 培养基

为基础活性物质产生培养基进行后续优化试验。

ef

c

de

c
cd

b

a

ef
f

g

0

5

10

15

20

25

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

代
谢
物
抑
菌
圈
直
径

In
h

ib
it

io
n

 z
o
n

e 
d

ia
m

et
er

/m
m

培养基Media

注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different small letters indicate significant difference at 0.05 level. The same below.

图 2 发酵培养基种类对菌株 PBSH9 代谢产物抑菌活性的影响

Fig. 2 Influence of medium on the antibacterial activity about the metabolites of strain PBSH9

2.2 单因素试验结果

2.2.1 碳氮源优化 由表 6可知，葡萄糖浓度为 4 g·L-1

时 PBSH9 活性化合物总产量最大，为 44.65 μg·mL-1；

可溶性淀粉的添加量为 45 g · L-1、玉米粉的添加量

为 20 g·L-1、黄豆饼粉的添加量为 20 g·L-1时活性化合

物总产量达到最大，分别为 55.26、63.81、63.20 μg·mL-1。

当蛋白胨的添加量为 1.5、2.5、3.0 g·L-1时，活性化合

物总产量分别为 51.80、50.31、51.73 μg · mL-1，三者

之间差异不显著，综合考虑经济成本和活性化合

物产量，以 1.5 g·L-1 添加量为最佳。（NH4）2SO4 添加

量为 0.6 g · L-1 时，活性化合物总产量达到最大，为

53.54 μg·mL-1。

2.2.2 无机盐优化 在碳氮源优化后的配方中

添 加 KH2PO4 和 MgSO4（图 3），2 种无机盐对

PBSH9 活性化合物产量提高有显著影响，添加量分

别为 0.03、0.6 g ·L-1 时，活性化合物产量最高，分别

为 61.27、66.97 μg·mL-1，比 CK（38.91 μg·mL-1）分别

提高了 57.47%、72.12%。

2.2.3 氨基酸优化 由图 4 可知，PBSH9 活性化合

物产量随着氨基酸浓度的增加而降低，在添加量为

0.1、0.2 g·L-1时，产量分别为 60.79、55.92 μg·mL-1，比

CK（38.91 μg·mL-1）分别提高了 56.23%、43.72%，二处

理间差异不显著，考虑经济成本，0.1 g·L-1更适宜。

2.3 Plackett-Burman（PB）试验设计

PB 试验设计及结果见表 7，应用 design ex-

pert-13.0 软件对 PB 试验数据（表 8）进行拟合，获得

一次回归方程：Y=79.01 + 19.37A + 6.51B- 2.39C +

36.70D+3.49E-3.49F-7.96G+8.74H+6.78I。方差分

析结果（表 8）表明，其相关系数 R2 为 0.996 5，模型

线性方程可解释 99.65%的变异性，仅有 0.35%的变异

性无法由此模型解释，校正相关系数Adj R2=0.980 8，

方程可解释 98.08%的变异性，模型信噪比 Adeq

precision= 22.826 7＞4，表明该模型可用于试验预

测。模型 P 值为 0.015 6，模型显著，说明该一次回

归方程的拟合效果较好，可用于分析和预测链霉菌

PBSH9 在发酵过程中活性化合物产量的变化。在

9 个变量中（表 8），对活性化合物产量影响显著的 3

个因素从大到小依次为黄豆饼粉＞葡萄糖＞Mg-

SO4。因此确定黄豆饼粉、葡萄糖、MgSO4为显著影

响因子，然后进行爬坡试验。

TCS-1 TCS-2 TCS-3 TCS-4 TCS-5 TCS-6 TCS-7 TCS-8 TCS-9 TCS-10

张 敏，等：应用响应面法优化马铃薯疮痂病生防链霉菌PBSH9发酵培养基
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葡萄糖

Glucose

可溶性淀粉

Soluble

starch

玉米粉

Corn flour

黄豆饼粉

Soybean

meal

3

4

5*

6

7

25

30

35

40

45

5

10

15

20

25

10

15

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

26.00

1.32

3.24

40.85

1.79

1.98

24.57

0.62

1.79

36.84

1.27

4.22

26.79

0.84

1.09

5.92

0.96

2.410

12.51

0.58

3.16

29.68

1.26

0.94

24.57

0.62

1.79

46.90

1.71

6.65

42.94

1.35

2.97

44.77

1.68

4.05

24.57

0.62

1.79

54.69

4.21

4.90

32.67

2.54

8.66

27.29

3.74

7.94

21.68

30.55±0.05 c

44.65±0.13 a

26.99±0.24 e

42.34±0.28b

28.72±0.18 d

9.28±0.18 e

16.24±0.62 d

31.88±0.97 b

26.99±0.23 c

55.26±0.49 a

47.26±0.48 c

50.51±1.08 b

26.99±0.24 e

63.81±0.23 a

43.88±0.14 d

38.97±0.54 c

41.17±0.63 bc

培养基组分

Medium

composi-

tion

ρ/

（g·L-1）

化合物种类

Types of

compounds

单个化合物产量

Single compound

production/

（μg·mL-1）

化合物总产量

Total compound

production/

（μg·mL-1）

蛋白胨

Yeast

硫酸铵

（NH4）2SO4

20

25

30

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

6.59

12.90

43.42

4.80

14.97

24.57

0.62

1.79

36.90

2.13

3.13

38.67

1.92

4.99

40.47

2.47

8.86

24.57

0.62

1.79

48.52

0.85

0.95

43.48

1.69

6.56

40.73

0.51

1.82

13.17

1.21

3.74

24.57

0.62

1.79

46.45

1.44

5.64

39.21

1.08

2.86

63.20±0.24 a

26.99±1.35 d

42.17±1.16 b

45.58±0.54 b

51.80±0.63 a

26.99±0.24 c

50.31±1.35 a

51.73±1.16 a

43.06±0.36 b

18.11±0.37 d

26.99±0.24 c

53.54±0.58 a

43.14±0.43 b

培养基组分

Medium

composi-

tion

ρ/

（g·L-1）

化合物种类

Types of

compounds

单个化合物产量

Single compound

production/

（μg·mL-1）

化合物总产量

Total compound

production/

（μg·mL-1）

表 6 不同碳氮源对 PBSH9 活性化合物产量的影响

Table 6 Effects of different concentration of carbon and nitrogen-containing components on the production of

active compounds

注：同列同组分数字后不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。*为基础培养基。

Note: Different lowercase letters after the same column indicate significant difference at 0.05 level. * indicate basic culture medium.
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表 8 PB 试验方差分析

Table 8 Analysis of variance of results of Plackett-Burman experiment

方差来源

Source

模型 Model

A

B

C

D

E

F

G

H

I

残差 Residual

总和 Cor total

模型信噪比 Adeq precision=22.862 7

R²=0.996 5

平方和

Sum of squares

24 197.41

4 503.91

508.56

68.35

16 159.74

583.53

145.88

759.70

916.65

551.08

84.64

24 282.06

自由度

Degree of freedom

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

11

Adj R²=0.980 8

均方

Mean square

2 688.60

4 503.91

508.56

68.35

16 159.74

583.53

145.88

759.70

916.65

551.08

42.32

F 值

F value

63.53

106.42

12.02

1.62

381.83

13.79

3.45

17.95

21.66

13.02

P 值

P value

0.015 6

0.009 3

0.074 1

0.331 6

0.002 6

0.065 5

0.204 5

0.051 4

0.043 2

0.068 9

显著性

Significance

*

**

**

*

注: *和**分别表示各因素对活性化合物产量的影响在 0.05 和 0.01 水平差异显著。下同。

Note: * and ** indicate that the influence of factors on the yield of active compounds are significantly difference at 0.05 and 0.01 level, respec-

tively. The same below.

表 7 9 因素 PB 设计

Table 7 Plackett-Burman design with 9 independent

variables

编号
No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

因素 Factor

A

+1
+1
+1
+1
−1
−1
−1
−1
−1
−1
+1
+1

B

+1
+1
−1
+1
+1
−1
+1
−1
+1
−1
−1
−1

C

−1
−1
+1
+1
+1
−1
−1
+1
+1
−1
−1
+1

D

−1
+1
+1
−1
+1
+1
+1
−1
−1
−1
−1
+1

E

−1
+1
+1
−1
−1
−1
+1
+1
+1
−1
+1
−1

F

+1
+1
−1
−1
−1
+1
−1
+1
+1
−1
−1
+1

G

−1
−1
−1
+1
−1
+1
−1
+1
−1
+1
+1
+1

H

+1
−1
−1
−1
+1
−1
+1
+1
−1
−1
+1
+1

I

+1
−1
+1
+1
−1
+1
+1
+1
−1
−1
−1
−1

产量
Production/
（μg·mL-1）

90.84
139.64
149.88
52.14

110.52
75.46

126.60
40.74
14.32
11.12
65.66

113.08

图 3 不同无机盐对活性化合物产量的影响

Fig. 3 Effects of different inorganic salts on the production of active compounds
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图 4 不同氨基酸浓度对活性化合物产量的影响

Fig. 4 Effects of different amino acid concentrations on

the production of active compounds
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2.4 最陡爬坡试验

将 PB 试验筛选到的 3 个显著影响因子葡萄糖

（A）、黄豆饼粉（D）、MgSO4（H）进行爬坡试验，葡萄

糖、黄豆饼粉、MgSO4的系数均为正数，与活性化合

物产量呈正相关。以 3 个因子中间水平为起始点，即

葡萄糖 4 g·L-1，黄豆饼粉 20 g·L-1，MgSO4 0.6 g·L-1。

试验结果（表 9）表明，处理 2 活性化合物产量最高，

因此，选择处理 2 的条件作为下一步 BB 试验设计

的各因素水平中心点，即葡萄糖 4.5 g·L-1、黄豆饼粉

21 g·L-1、MgSO4 0.7 g·L-1。

表 9 最陡爬坡试验结果

Table 9 Results of steepest ascent experiment

编号

No.

1

2

3

4

5

产量

Production/（μg·mL-1）

103.90

130.20

109.78

123.44

100.34

2.5 Box-Behnken（BBD）试验设计

BBD 试验设计及结果见表 10，以活性化合物

产量（Y）为因变量，葡萄糖（A）、黄豆饼粉（B）、Mg-

SO4（C）的添加量为自变量，应用 design expert-13.0

软件对 BBD 试验数据（表 11）进行拟合，得到多元

二次回归方程：Y=195.18 + 2.69A + 5.72B- 7.77C +

13.595AB + 4.845AC - 2.765BC - 54.542 5A 2 -

50.022 5B 2-3.392 5C 2 。方差分析结果（表 11）表

明，回归模型 P=0.000 3（P＜0.01），模型极显著，多

元相关性系数 R2=0.962 7，可以解释 96.27%的变异

性，失拟项的 P 值为 0.713 6（＞0.05），表明影响不

显著，模型不存在失拟现象，说明模型和数据吻合

度较好。CV%=8.37%，说明模型离散程度小，方程

修正系数 Adj R2为 0.914 8，进一步说明了模型的可

靠性。该模型中，回归方程二次项 A2、B2 对活性化

合物产量影响达到极显著水平，表明响应值的变

化复杂，各因子对响应值的影响不是简单的线性

关系。

采用 Design expert-13.0 软件进行响应面分析，

Origin 2018 软件绘制响应面分析曲面图和等高线

图（图 5），曲面的陡峭程度反映了因子之间的交互

作用，等高线为椭圆形时表明自变量之间的交互作

用显著。由图及软件可直观分析出此模型具有最

大值，各因子之间的交互作用对活性化合物产量的

影响程度从大到小的顺序为葡萄糖与黄豆饼粉、葡

萄糖与 MgSO4、黄豆饼粉与 MgSO4。运用 Design

expert-13.0 软件进行预测，发酵培养基为 4.50 g·L-1

葡萄糖、21.08 g·L-1黄豆饼粉、0.60 g·L-1 MgSO4 时，

模型预测活性化合物产量最高，可达 199.92 μg·mL-1。

表 10 3 因素 BBD 试验设计及结果

Table 10 The design and results of Box-Behnken

experiment

编号

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

因素 Factors

A

−1

1

−1

1

−1

1

−1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

B

−1

−1

1

1

0

0

0

0

−1

1

−1

1

0

0

0

0

0

C

0

0

0

0

−1

−1

1

1

−1

−1

1

1

0

0

0

0

0

产量

Production/

（μg·mL-1）

78.18

208.96

130.06

207.02

136.12

176.00

119.88

75.86

136.64

187.94

124.12

88.54

141.36

152.94

195.98

154.12

140.68

2.6 最优培养基的摇瓶发酵验证

采用最佳发酵培养基 4.50 g · L- 1 葡萄糖、

50.00 g·L-1可溶性淀粉、15.00 g·L-1玉米粉、21.08 g·L-1

黄豆饼粉、2.00 g·L-1蛋白胨、0.50 g·L-1（NH4）2SO4、

0.60 g·L-1 MgSO4、0.04 g·L-1 KH2PO4进行验证试验，

在最优发酵培养基配方下使用摇瓶发酵，模型预测

活性化合物产量为 199.92 μg · mL- 1，实际值为

184.35 μg·mL-1，比基础培养基提高了 5.83 倍，与曲

面模型预测值基本一致，说明模型预测结果可信

度高。

3 讨论与结论

放线菌是活性次级代谢产物的主要来源，远高

于细菌和真菌，用于植物病害生物防治的放线菌主

要集中在链霉菌属，其次级代谢产物有一系列生物

活性[25]。Sarwar 等[26]等报道由链霉菌 A1RT（Strep-

tomyces A1RT）产生的活性化合物 isatropolone C 对

马铃薯疮痂病菌 S. scabies 表现出较高的抑菌活性，

该团队还从紫黑链霉菌（Streptomyces violaceusni-

ger）AC12AB 中 分 离 出 抗 生 素 azalomycin

RS22A[8]，也同样对马铃薯疮痂病菌 S. scabies 有很
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表 11 BBD 试验方差分析

Table 11 Analysis of variance of the results of Box-Behnken experiment

方差来源

Source

模型 Model

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差 Residual

失拟项 Lack of fit

纯误差 Pure error

总和 Cor total

模型信噪比 Adeq precision=13.081 5

R2 =0.962 7

平方和

Sum of squares

26 363.28

57.89

261.75

482.98

739.30

93.90

30.58

12 525.83

10 535.79

48.46

1 021.33

270.32

751.00

27 384.61

自由度

Degree of freedom

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

CV%=8.37

Adj R2 =0.914 8

均方

Mean square

2 929.25

57.89

261.75

482.98

739.30

93.90

30.58

12 525.83

10 535.79

48.46

145.90

90.11

187.75

F 值

F value

20.08

0.396 8

1.79

3.31

5.07

0.643 5

0.209 6

85.85

72.21

0.332 1

0.479 9

P 值

P value

0.000 3

0.548 8

0.222 3

0.111 7

0.059 1

0.448 8

0.661 0

0.000 1

0.000 1

0.582 5

0.713 6

显著性

Significance

**

**

**

好的抑菌效果。在本研究中，生防链霉菌 PBSH9

所产生的活性化合物对病原菌 PS1（Streptomyces

galilaeus）有较强的抑制作用，因此需提高活性化合

物的产量，为研发安全高效的生物防控产品防治马

铃薯疮痂病奠定基础。

微生物发酵的过程复杂，培养基成分显著影响

微生物的生长、次级代谢产物合成及活性化合物

的分离纯化[27-28]。发酵培养基主要成分为碳源、氮源

和无机盐。碳源是微生物生长和代谢活动中重要

的能量物质来源，分为速效和迟效碳源。笔者采用

葡萄糖、可溶性淀粉、玉米粉作为链霉菌 PBSH9 产

活性化合物发酵培养基的复合碳源。张昊月等[29]采

用麦芽糖和糊精作为天蓝色链霉菌（Streptomyces

coelicolor）K10 产达托霉素发酵培养基的复合碳

源。张莉等[30]使用葡萄糖与糊精作为复合碳源时，

游动放线菌 A. deccanensis FD-13-194 产非达霉素

的产量最高可达 1850 mg · L-1。李文科等[31]使用麦

芽糊精和葡萄糖为复合碳源时，野野村放线菌

（Streptomyces Nonomuraea sp.）DB-3-04 产巴万星

前体 A40926 抗生素含量可达 1 154.56 mg·L-1。

氮源的种类根据不同发酵阶段分为速效氮源

和迟效氮源。在本研究中应用蛋白胨、黄豆饼粉、

（NH4）2SO4 作为链霉菌 PBSH9 产活性化合物发酵

培养基的复合氮源。Chen 等[32]发现，链霉菌（Strep-

tomyces alfalfa）XN-04 产抗生素 roflamycoin 最适

复合氮源为 KNO3和黄豆饼粉。张艳敏等[33]使用豆

粕、酵母蛋白胨作为黄孢链霉菌（Streptomyces gilvo-

sporeus）ZM70 产纳他霉素发酵培养基的复合氮源，

经过响应面法优化，纳他霉素产量达到 5.41 g·L-1，

比优化前提高了 77.8%。马思彤[34]研究表明，吸水

链霉菌（Streptomyces hygroscopicus）产波拉霉素最

佳复合氮源为黄豆饼粉和（NH4）2SO4，经响应面法

优化后，波拉霉素产量为 772 μg·mL-1，是基础发酵

培养基产量的 5 倍。

此外，培养基中无机盐的种类对链霉菌次级代

谢产物合成也极其重要，K+、Mg2+、Ca2+等金属离子

是许多生物合成酶催化反应的辅助因子[35]。本研究

结果表明，MgSO4、KH2PO4对链霉菌 PBSH9 活性化

合物产量增加均有影响，其中 MgSO4是显著影响因

子。Zhu 等 [36]报道，在添加 MgSO4、CaCl2 · 2H2O 培

养基中，绿色产色链霉菌（Streptomyces viridochro-

mogenes）Tü57–1 的次级代谢产物 avilamycin 的产

量可达（88.33±0.94）mg · L- 1，较优化前提高了 2.8

倍。Zhou 等 [37]研究表明，添加 Na2SO4、MnSO4 和

MgSO4 对链霉菌（Streptomyces actuosus）Z-10 产化

合物 Nosiheptide 具有显著影响，经响应面优化后产

量可达 1501 mg · L-1，较优化前提高了 1.56 倍。由

此可见，不同链霉菌在发酵产生活性物质时所需的

无机盐种类存在差异。

科学、合理优化发酵培养基是提高产量的重要

手段之一，其中响应面法具有周期短、试验组数相

对较少的优点[38]，可应用于微生物发酵培养基组分

张 敏，等：应用响应面法优化马铃薯疮痂病生防链霉菌PBSH9发酵培养基
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注：A. 葡萄糖与黄豆饼；B. 葡萄糖与 MgSO4；C. 黄豆饼粉与 MgSO4。

Note：A. Glucose and Soybean meal; B. Glucose and MgSO4; C. Soybean meal and MgSO4.

图 5 PBSH9 产生的活性化合物产量与不同营养成分的响应面优化

Fig. 5 Response surface optimization of active compounds production with different nutrients
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的工艺优化，以此提高次级代谢产物产量，从而促

进新型天然抗菌物质的研发。响应面法常用的试

验设计方法有 Box-behnken 设计和中心组合设计

（CCD）。刘芳等[39]应用 Box-behnken 响应面法对链

霉菌（Streptomyces sp.）WS-13394 产支链蒽醌的发

酵培养基进行优化，使产量提高了 3.59 倍。郄丽萍

等 [40]应用 Box- behnken 响应面法对游动放线菌

TC19-3p-103 产替考拉宁发酵培养基进行优化，使

产量提高了 31.6%。Yan 等 [41]应用 CCD 中心组合

设计响应面法优化链霉菌（Streptomyces tsuku-

baensis）FIM-16-06 产 tacrolimus 发酵培养基进行优

化，使产量提高了 3.7 倍。

菌株 PBSH9 产生的活性化合物对马铃薯疮痂

病病原菌 PS1 有较好的抑制作用，优化产生化合物

的培养基，有利于产量显著提升，为活性物质的分

离纯化、鉴定及利用奠定了基础。提高菌株 PBSH9

抑菌活性化合物产量的优化培养基组成为：4.50 g·L-1

葡萄糖、50.00 g·L-1可溶性淀粉、15.00 g·L-1 玉米粉、

21.08 g·L-1 黄豆饼粉、2.00 g·L-1 蛋白胨、0.50 g·L-1

（NH4）2SO4、0.60 g · L- 1 MgSO4 、0.04 g · L- 1 KH2PO4 。

优化后，活性化合物实际产量达到了 184.35 μg·mL-1，

提高了 5.83 倍。
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