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香蕉枯萎病生防链霉菌 DJ15 发酵条件的优化

杨李玲1，2，黄绵佳1，张锡炎2，高祝芬2

( 1． 海南大学 园艺园林学院，海口 570228; 2． 中国热带农业科学院 热带生物技术研究所，海口 571101)

摘 要: 笔者采用从药用植物密毛山梗菜( Lobelia clavata) 植株中分离得到的放线菌菌株 DJ15 为材料，对其

培养基配方和发酵条件进行试验，筛选出最优配方和发酵条件，旨在从药用植物中分离筛选出微生物用于香

蕉枯萎病的防治。结果表明，菌株 DJ15 最优培养基配方为: 葡萄糖 1． 5%，黄豆粉 1． 0%，蛋白胨 3%，氯化铵

1． 0%，氯化钠 0． 4%，碳酸钙 0． 3%，硫酸镁 0． 1%和硫酸钾 0． 1% ; 最优培养条件为: pH6，接种量 15%，摇床

转速 100 r·min －1，培养时间 120 h。优化发酵条件后，放线菌菌株 DJ15 对香蕉枯萎病病原菌的抑制率达到

73． 58%，比优化前提高 135． 11%。
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随着化学农药大量且长期的应用，有害生物抗药性问题日渐突显，给人类健康及环境安全也带来严

重隐患。生物防治因具有高效性、强选择性、不易产生有害生物抗药性、对人畜低毒等特点，已成为研究

热点。植物内生菌作为一类重要的微生物资源，它包括植物内生细菌、真菌、放线菌［1］。香蕉枯萎病一直

以来是人们关注的难题［2］，其拮抗放线菌绝大多数来自土壤［3 － 4］，然而从植株内尤其是药用植物内分离

筛选出微生物用于香蕉枯萎病的防治却鲜有报道。从药用植物密毛山梗菜( Lobelia clavata) 植株提取的

内生放线菌经分离鉴定，对香蕉枯萎病病原菌有很强的拮抗作用。笔者以从密毛山梗菜植株中分离得到

的 1 株抗菌内生放线菌 DJ15 为材料，对其培养基配方和发酵条件进行试验，筛选出最优配方和发酵条

件，以提升其对香蕉枯萎病的拮抗能力和抗病性，为药用植物内生放线菌对抗香蕉枯萎病方面的研究及

进一步开发利用生物防治工作提供参考。

1 材料与方法

1．1 菌株 链霉菌( Streptomyces) DJ15 菌株分离自我国云南地区药用植物密毛山梗菜( Lobelia clavata) 植物中，

香蕉枯萎病菌 4 号小种菌株( Fusarium oxysporum f． sp． cubense，Foc) 取自笔者实验室分离保存的样品。
1． 2 培养基 链霉菌 DJ15 种子培养基为高氏一号培养基，参考沈萍方法制备［5］。黄豆粉发酵培养基:

每 100 mL 中含有 2 g 可溶性淀粉，0． 2 g 蛋白胨，0． 5 g 酵母粉，1． 5 g 黄豆粉，0． 4 g 氯化钠，0． 4 g 碳酸钙，

pH7． 2。将 DJ15 菌株接种于高氏 1 号平板培养基上，28 ℃培养 7 d 后，以 5%的接种量接种至盛有 50 mL
种子培养基的三角瓶中，置于 28 ℃，150 r·min －1摇床振荡培养 4 d，为备用种子液。
1． 3 培养基组分的优化

1． 3． 1 碳源 将蔗糖、木糖、甘露醇、α － 乳糖、可溶性淀粉 5 种碳源代替初始黄豆粉发酵培养基中的碳

源，质量分数均为 1%，其他成分保持不变，每处理重复 3 次，使用滤纸法［6］和抑菌圈大小［7］来测定发酵液

抑制率，比较不同碳源对发酵液抑制率的影响［8］。



1． 3． 2 氮源 在确定合适碳源的发酵培养基基础上，以蛋白胨、黄豆粉、草酸氨，尿素，硝酸铵，氯化铵等 6
种有机氮源( 氮素质量分数均为 1% ) 代替初始黄豆粉发酵培养基中的氮源，其他成分一致，并筛选出最

佳氮源。
1． 3． 3 无机盐 在上述优化完成的培养基中添加 0． 1%，0． 2%，0． 3%，0． 4% 4 个梯度质量分数的硫酸

镁、氯化钙、硫酸钾，采用 L9( 34) 正交表正交法［9］进行正交试验设计，测定不同无机盐质量分数对发酵液

抑制率的影响。
1． 4 培养条件的优化

1． 4． 1 pH 选择 pH 分别为 9． 0，8． 0，7． 0，6． 0，5． 0，4． 0，3． 0，在 250 mL 发酵罐内分别发酵，搅拌速度控

制在 100 r·min －1，每隔 3 h 测定菌落数，选择其最佳 pH。
1． 4． 2 发酵时间 将上述所有优化完成的组分及条件分别按 72，96，120，144，168，192 h 6 个时间进行发

酵后测其抑菌活性。
1． 4． 3 接种量 在 250 mL 三角瓶中分别加入质量分数为 1%，5%，10%，15%，20%，30% 的种子液，在

以上基础上优化的培养基进行发酵后测其抑菌活性。
1． 4． 4 摇床转速 将发酵摇床设置 4 个转速水平，分别为 100，150，200，250 r·min －1，发酵后测定抑菌活性。
1． 5 平板拮抗 采用平板对峙培养法［10］。用直径 5 mm 的打孔器取已接种 5 天的菌饼，放置于 PDA 平

板中央，距菌饼中央 2． 5 cm 处接种待测菌，每皿接种 4 个供试菌株，以只接种病原菌作为对照，2 8 ℃培养

5 d 后观察并测量记录抑菌圈直径。
1． 6 数据处理 用 Excel2003 对数据进行整理作图，用 SAS 统计分析软件进行邓肯多重比较。

2 结果与分析

2． 1 发酵培养基配方的优化

2． 1． 1 碳源优化 选取蔗糖、木糖、甘露醇、α － 乳糖、可溶性淀粉 5 种为碳源，测定其对抑菌活性的影

响。结果表明，葡萄糖为碳源时，产生的抑菌活性最大，抑菌圈直径达 19． 9 mm; 淀粉和蔗糖抑制率次之，

分别为 19． 2 和 18． 8 mm; 木糖、甘露醇和 α － 乳糖抑制率较低，其中 α － 乳糖抑制率最低，仅为 16． 3 mm
( 图 1) 。试验结果分析表明，由于放线菌 DJ15 菌株在葡萄糖中的抑菌率活性最大，原培养基中的可溶性

淀粉可以被葡萄糖所代替作为碳源进一步优化。
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图 1 不同碳源对抑菌物质活性的影响
a，b，c，d，e 为多重比较结果，不同小写字母表示各处理

间差异显著（P < 0.05），相同小写字母表示差异不显著，以
下同
Fig.1 Effect of different carbon sources on antibacterial

activity of endophytic actinomycete DJ15
Different lowercase letters indicate significant difference
between treatments at P<0.05, similarly here in after

图 2 不同氮源对抑菌物质活性的影响
Fig.2 Effect of different organic nitrogen sources on

antibacterial activity of endophytic actinomycete DJ15
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2． 1． 2 氮源优化 选取蛋白胨、黄豆粉、草酸铵、尿素、氯化铵和硝酸铵 6 种物质用作氮源优化。结果表

明，菌株 DJ15 在蛋白胨、黄豆粉、草酸铵、尿素、氯化铵和硝酸铵的抑菌率有很大的不同，其中蛋白胨的抑

菌率最大; 氯化铵和黄豆粉作为氮源较为适中，抑菌圈直径分别为 20 和 21 mm; 其余物质对菌株的生长及

产生活性物质的能力均较差，不适合作为氮源使用( 图 2) 。
2． 1． 3 无机盐优化 根据表 1 各因素极差分析结果可知，不同无机盐影响下的发酵液抑制率关系依次
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为 NaCl ＞ CaCl2 ＞ K2SO4 ＞ MgSO4 ; 以各因素不同水平下抑制率的最大值作为最佳水平，因此，发酵液培养

基最佳无机盐配比为 0． 2%NaCl + 0． 3% CaCl2 + 0． 05% + K2SO4 + 0． 1%MgSO4。
表 1 无机盐浓度对发酵液抑制率影响的正交试验设计

Tab． 1 The design of orthogonal test for effect of inorganic salt on inhibition rate of fermentation broth

序号

Code

因素 Factor

NaCl% CaCl2% MgSO4% K2SO4%
抑菌率 /%

Inhibition rate

1 0． 10 0． 20 0． 01 0． 05 58． 78

2 0． 10 0． 30 0． 05 0． 10 80． 39

3 0． 10 0． 40 0． 10 0． 20 60． 44

4 0． 20 0． 20 0． 01 0． 05 75． 57

5 0． 20 0． 30 0． 05 0． 10 81． 66

6 0． 20 0． 40 0． 10 0． 20 78． 39

7 0． 30 0． 20 0． 01 0． 05 5． 53

8 0． 30 0． 30 0． 05 0． 10 68． 72

9 0． 30 0． 40 0． 10 0． 20 71． 42

K1 75． 26 65． 50 63． 16 75． 27

K2 69． 52 68． 88 61． 72 66． 65

K3 59． 46 74． 63 68． 94 69． 43

Ｒ 15． 80 9． 13 7． 21 8． 32

2． 2 发酵培养基条件的优化

2． 2． 1 pH 优化 试验结果表明( 图 3) ，菌株 DJ15 在 pH 为 3． 0 ～ 9． 0 时均可以生长，pH6． 0 时发酵液抑

菌效果最好，抑菌圈直径达 21． 4 mm，pH 为 3． 0 ～ 6． 0 时抑制效果随 pH 增加而增加，大于 6． 0 后随 pH 增

加而降低。
2． 2． 2 发酵时间优化 试验结果表明( 图 4) ，发酵时间为 120 h 效果最好，抑菌圈直径为 22． 1mm，其次

是发酵 192 h，抑菌圈直径为 20． 5 mm，培养 96 h 与培养 144 h 差异不显著。
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图 3 pH 对抑菌物质活性的影响
Fig.3 Effect of different pH on antibacterial activity of

endophytic actinomycete DJ15

图 4 发酵时间对抑菌物质活性的影响
Fig.4 Effect of different fermentation time duration on

antibacterial activity of endophytic

2． 2． 3 接菌量和摇床转速优化 试验结果表明( 图 5，6) ，接种种子液的量和摇床转速对菌株 DJ15 产生

抑菌活性物质也产生影响，接种量为 15%时，效果最好，抑菌圈直径为 21． 8 mm，发酵液的抑菌效果有所

增加。接种量在 1% ～15%时，差异不显著。当摇床转速为 100 r·min －1时效果最好，抑菌圈直径达 22． 4
mm，转速越大抑菌效果明显下降。
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图 5 接菌量对抑菌物质活性的影响
Fig.5 Effect of the inoculation amount on antibacterial

activity of endophytic actinomycete DJ15

图 6 摇床转速对抑菌物质活性的影响
Fig.6 Effect of table speed on antibacterial activity of

endophytic actinomycete DJ15

3 结 论

目前临床应用的抗生素约 2 /3 来源于链霉菌属［11］，而链霉菌又能产生多种次级代谢物，除抗生素外

还包括抗肿瘤剂、杀虫剂、酶抑制剂、色素及酶类等［12］。发酵是抗生素在生物工程产业化的基础，即使拮

抗菌性能优良，但缺乏合理的发酵工艺也不能将其潜力完全发挥。发酵过程控制的优化成为抗生素发酵

生产中迫切需要解决的课题［13 － 14］。微生物初级代谢产物和次级代谢的生物合成其发酵机理十分复杂，

受多种因素影响，如培养基组成、培养温度、pH、发酵时间、菌种理化特性及发酵工艺等，适宜的培养基配

方和合适的发酵条件成为产物生成量高低和原料利用率高低的决定因素［15］。一般培养基的组分繁多且

各成分间还可能存在错综复杂的交互作用，因而对微生物培养基的组成进行优化，具有十分重要的意义。
熊涛等对植物乳杆菌 NCU116 的发酵培养基的配方进行优化研究，通过高密度培养，经单因素试验以及响

应面试验设计分析，得到发酵培养基的最佳配方为葡萄糖质量分数 5． 43%、蛋白胨质量分数 0． 98%、
K2HPO4 质量分数 0． 59%，在接种量为 3%、培养温度 35 ℃、pH6． 5，中和法和指数流加综合利用，培养结

束后最终菌浓度达到 9． 3 × 109 CFU·mL －1［16］。本研究以提高放线菌菌株 DJ15 对拮抗香蕉枯萎病病原

菌的抑菌活性为研究目标，采用摇瓶发酵的方法，确定了培养基中不同组分对链霉菌菌株 DJ15 产抑菌活

性物质的影响，筛选出适宜发酵的培养基配方和发酵条件。通过极差 Ｒ 判断，最终确定培养基组成成分

为: 葡萄糖 1． 5%，黄豆粉 1． 0%，蛋白胨 3%，氯化铵 1． 0%，氯化钠 0． 4%，CaCO3 0． 3%，MgSO4 0． 1%，

K2SO4 0． 1%。
运用生物防治对香蕉枯萎病进行防控，是十分有效的手段。目前，许多对香蕉枯萎病病原具有良好

抑制作用的生防菌被发现，并应用于香蕉产业中，促进了经济的发展。据报道，在健康的香蕉植株中分离

到的 1 株内生芽孢杆菌，对 FOC4( 香蕉枝萎疾病原菌尖孢镰刀菌古巴专化型 4 号生理小种) 起到强抑制

作用，其抑制率达到 80%以上，而且内生拮抗细菌在香蕉植株不同组织的定殖呈根 ＞ 球茎 ＞ 假茎 ＞ 叶的

递减趋势［17］。研究表明，用从饼肥发酵液中分离得到的 1 株甲基营养型芽孢杆菌，进行平板对峙试验，发

现该拮抗菌对包括 FOC4 在内的 12 种病原菌均有显著的抑制性，对 FOC4 的抑制率可以达到 87． 2%［18］。
余超等人利用香蕉内生铜绿假单孢菌对香蕉枯萎病进行防治，其防效达 83． 67%［19］。本研究中，经优化

培养条件，菌株 DJ15 对拮抗香蕉枯萎病病原菌的抑制率达到 73． 58%。由于微生物种类不同，pH，生长

环境都不同，即使同一种微生物在不同的生长阶段和不同的生理、生化过程，也有最适应 pH 要求［20］，同

时考虑到拮抗菌拮抗产物的形成及产量和发酵培养时间有紧密的关系［21］，故从 pH，发酵时间，摇床转速

及接菌量 4 方面培养条件进行筛选，得到较佳培养条件为 pH 为 6，在接种量为 15%，将摇床转速设置在

100 r·min －1时，培养发酵时间在 120 h，抑菌物质的活性较优化前提高了 19． 12%。以上结果为 DJ15 菌

株日后进行发酵罐扩大培养提供了依据。
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Optimization of Fermentation Conditions for Streptomyces Strain DJ15
with Biological Control of Banana Fusarium Wilt

YANG Liling1，HUANG Mianjia1，ZHANG Xiyan2，GAO Zhufeng2

( 1． College of Horticulture and Landscape Architecture，Hainan University，Haikou，Hainan 570228;

2． Institute of Tropicol and Biotechnology，Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences，Haikou，Hainan 571101，China)

Abstract: Endophytic actinomycete strain DJ15 was isolated from Lobelia clavata，a medicinal plant，and used
to antagonize fusarium wilt pathogen． The carbon source test，nitrogen source test，different inorganic salts sin-
gle-factor test，orthogonal test and main fermentation conditions test were carried to optimize the cultural medium
and conditions for this strain． The results showed that the optimum medium formula for the strain DJ15 were glu-
cose 1． 5%，soybean powder 1%，peptone 3%，NH4Cl1． 0%，NaClo． 4%，CaCO30． 3%，MgSO40． 1% and
K2SO40． 1% ． Optimal culture conditions were pH6，15% inoculation quantity，rotation speed 100r·min －1 and
culture time 120 h． After optimization，the inhibitory rate of the strain DJ15 on the banana fusarium wilt was
73． 58%，which was 135． 11% higher than that reported earlier．
Keywords: Endophytic Actinomycetes Strain DJ15; medium component; fermentation condition; optimization
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