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摘 　要 　为得到益生芽孢杆菌 B acillus subtilis MA139 产芽孢的最佳的培养基 ,以摇瓶发酵的方法 ,用 Plackett2
Burman 设计从 11 种原料中筛选出 4 种对芽孢产量有显著影响的因素 ,即玉米粉、大豆粉、蛋白胨和 MnSO4·H2O ,

然后针对这 4 个主要因素 ,用最陡爬坡试验及中心组合设计优化产芽孢的最佳培养基。结果表明 ,当培养基的配

方为 :玉米粉 3117 g/ L 、大豆粉 5180 g/ L 、蛋白胨 3162 g/ L 、MnSO4·H2O 1106 g/ L 、葡萄糖 5 g/ L 、尿素 3 g/ L 、MgSO4

·7H2O 115 g/ L 和 KH2 PO4 3 g/ L 时 , MA139 发酵 36 h 细菌总数可以从 8132 ×108 cfu/ mL 提高到 3110 ×109 cfu/

mL ,芽孢率达到 96 %。试验表明通过统计优化培养条件可以有效提高 B . subtilis MA139 产芽孢的得率。
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Medium optimization for spore production of Bacillus subtilis

MA139 a s a probiotic

Guo Xiaohua , Lu Wenqing , Deng Ping , Huang Deshi
(Ministry of Agriculture Feed Industry , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　Using shaking2flask fermentation in the laboratory , the ingredients influencing spore production of Bacillus

s ubtilis MA139 were analyzed through the design of Plackett2Burman in Software JMP 510. The concentration of ingredi2
ents was optimized through p ath s teep es t as cent and s equent central composite design ( CCD) . The ingredients con2
centration was : corn meal 3117 g/ L , s oybean meal 5180 g/ L , p eptone 3162 g/ L , glucos e 5 g/ L , urea 3 g/ L , MgSO4·

7H2O 115 g/ L and KH2 PO4 3 g/ L. The total bacterial counts were improved from 8132 ×108 cfu/ mL to 3110 ×109 cfu/

mL after medium optimization , and the spore rate reached 96 %. This s tudy s uggests that the spore concentration can

be improved by the exp erimental designs .
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　　抗生素添加剂在动物日粮中广泛使用 ,但其弊

端和危害日益体现出来[1 ] ,而抗生素替代品的微生

态制剂在畜牧业已得到应用[2 ] 。微生态制剂常用

的细菌是乳酸菌 ,而芽孢杆菌作为动物肠道的外源

菌群 ,也有广泛应用 ,它能够改善动物胃肠道的微生

态平衡 ,促进动物生长 ,提高饲料利用率[3 6 ] 。优良

的微生态制剂必须有足够的活菌数量[7 ] 。因此 ,为

了尽量提高产品芽孢的数量 ,需要对其产芽孢的培

养基进行系统优化 ,以降低生产成本 ,提高芽孢得

率[8 ] 。

芽孢杆菌液体深层发酵培养基的优化一般采用

单因子试验以及结合均匀设计和正交设计的方

法[9 10 ] 。目前趋向采用统计软件构建高效试验设计

来进行微生物培养基的优化 ,通过对试验结果进行

数学模拟和优化 ,可以简化试验步骤 ,提高准确

性[11 14 ] 。本试验旨在以本试验室分离筛选得到的

一株枯草芽孢杆菌 MA139 为出发菌株 ,优化产芽

孢的最适培养基。

1 　材料与方法

111 　菌株

枯草芽孢杆菌 MA139 ,本实验室自行分离和保
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存。该菌株经中科院微生物所鉴定 ,其 16S rRNA

基因序列在 GenBank 的登录号为 DQ415893。该菌

株具有饲用益生菌的应用潜力。

112 　培养基

1 )种子及斜面保存培养基 ( SC 培养基) 。成分

为葡萄糖 5 g/ L ;蛋白胨 5 g/ L ;酵母粉 1 g/ L ;牛肉

膏 3 g/ L ; MgSO4 ·7H2O 015 g/ L ; MnSO4 ·H2O

01005 g/ L ;p H 710。固体培养基则在液体培养基中

添加 118 %的琼脂作为凝固剂。

2) 发酵培养基。分别按照 Plackett2Burman 设

计、最陡爬坡试验设计和中心组合设计的方法来

配制。

113 　试剂和原料

玉米、大豆为市售 ,粉碎后过 20 目筛备用 ;试验

中其他试剂均为分析纯。

114 　培养条件

1)种子培养条件。250 mL 三角瓶装种子培养

基 50 mL , 接斜面活化后的种子一环 ,37 ℃,225 r/

min 旋转振荡培养 20 h。

2)发酵培养条件。250 mL 三角瓶装发酵培养

基 50 mL ,按照 4 %的接种量接种后在 37 ℃,225 r/

min 旋转振荡培养 36 h。

115 　细菌总数和芽孢总数的测定

平板稀释法计数活菌数。芽孢计数则将稀释液

放入 80 ℃水浴中处理 20 min 后培养计数。

116 　培养基优化试验设计

1) Plackett2Burman 设计。

在优化初期利用 Plackett2Burman 设计法[15 ] ,

以葡萄糖 ( X1) 、可溶性淀粉 ( X2) 、玉米粉 ( X3) 、大

豆粉 ( X4 ) 、( N H4 ) 2 SO4 ( X5 ) 、尿素 ( X6 ) 、蛋白胨

( X7 ) 、MgSO4 ·7H2O ( X8 ) 、KH2 PO4 ( X9 ) 、CaCl2

( X10) 、MnSO4·H2O ( X11)等为试验因子 ,对这 11 种

原料进行全面考察 ,并将其编码为 - 1 和 + 1 的高低

二阶层 ,其所代表的质量浓度值见表 1。

选用 n = 12 的 Plackett2Burman 设计 ,并加上 3

个中心点来筛选和探讨 11 个试验因子对细菌总数

和芽孢总数的影响 ,每一个试验结果报告为 2 个重

复试验的平均值 (表 2) 。

2)最陡爬坡试验设计。

响应面拟合方程只有在考察的紧接邻域里才充

分近似真实结果 ,故只有在最先逼近最大目标产物

产量区域后才能建立有效的响应面拟合方程[16 ] 。

以试验值变化的梯度方向为爬坡方向 ,根据各因素

效应值的大小确定变化步长 ,从而快速逼近产量最

大值。根据 Plackett2Burman 设计的结果 ,来确定是

否进行最陡爬坡试验。

表 1 　Plackett2Burman 试验设计中各参数的

编码值及其质量浓度

Table 1 　Assigned concentration of each variable at different
levels of Plackett2Burman design g/ L

独立变量
编码水平

- 1 + 1

葡萄糖 ( X1) 5 15

可溶性淀粉 ( X2) 5 15

玉米粉 ( X3) 5 15

大豆粉 ( X4) 10 30

(NH4) 2 SO4 ( X5) 2 6

尿素 ( X6) 3 9

蛋白胨 ( X7) 5 15

MgSO4·7H2O ( X8) 015 115

KH2 PO4 ( X9) 1 3

CaCl2 ( X10) 2 6

MnSO4·H2O ( X11) 0105 015

3)中心组合设计。

根据 Plackett2Burman 设计筛选出的试验因子

和最陡爬坡试验确定的逼近浓度 ,以 J MP510 软件

设计中的 DOE 程序进行中心组合试验 ,拟合数据得

到一个描述因变量 (细菌总数) 与自变量 (培养基组

分)关系的二阶经验模型[11 , 17 ] :

y = b0 + ∑bi x i + ∑bij x i x j + ∑bii x
2
ii

式中 : y 为预测响应值 , 即细菌总数 (lg [ N tot (cfu/

mL) ] ; b 为回归系数 ; x i 为自变量的编码水平。用

J MP510 软件对试验数据进行回归拟合 ,并对拟合

方程作显著性检验和方差分析。

2 　结果与讨论

211 　影响芽孢杆菌增殖的重要因素

按照 Plackett2Burman 试验设计 ,在发酵 36 h 时

取样测定发酵液当中的细菌总数 ( total number ,

N tot)和芽孢总数 (spore number , N s) 。Plackett2Bur2

man 试验设计结果见表 2 并对其进行一阶模式回归

分析 (表 3) 。细菌总数和芽孢总数 2 种结果回归分

析的检定系数分别为 0196 和 0194 ,说明回归分析

能够确切的描述试验数据。根据分析结果 ,发现对
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　　 表 2 　Plackett2Burman 试验设计结果 ( n = 12)

Table 2 　Plackett2Burman design

编号
变 量 水 平 响 应 值

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 lg[ N tot/ (cfu/ mL) ] lg[ N s/ (cfu/ mL) ]

1 - 1 1 - 1 1 1 1 - 1 - 1 - 1 1 - 1 8169 8148

2 - 1 - 1 - 1 - 1 1 - 1 1 1 - 1 1 1 9137 9135

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9101 8199

4 1 - 1 - 1 1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 - 1 8141 8140

5 - 1 1 1 - 1 1 - 1 - 1 1 1 - 1 - 1 9131 9129

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 8143 8132

7 - 1 1 - 1 - 1 - 1 1 1 - 1 1 - 1 1 9125 9124

8 1 1 - 1 1 - 1 - 1 - 1 1 - 1 - 1 1 9107 9106

9 - 1 - 1 1 1 - 1 1 1 1 - 1 - 1 - 1 8123 8118

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9105 9105

11 1 1 1 - 1 - 1 - 1 1 - 1 - 1 1 - 1 8130 8126

12 1 - 1 - 1 - 1 - 1 1 - 1 1 1 1 - 1 9115 9115

13 - 1 - 1 1 1 - 1 - 1 - 1 - 1 1 1 1 9106 8194

14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9102 9101

15 1 - 1 1 - 1 1 1 - 1 - 1 - 1 - 1 1 8179 8174

B . subtilis MA139 发酵起主要作用有 4 种原料 ,即

玉米粉、大豆粉、蛋白胨和 MnSO4·H2O ,并对 11 种

原料成分归纳调整 ,作为下一步试验分析的依据。

质量浓度调整说明见表 4。

212 　最陡爬坡试验

选取对 B . subtilis MA139 发酵 4 种主要原料。

对 Plackett2Burman 试验设计中得到的结果进行 t

检验 ,比较中心点水平的平均响应值与试验点处的

平均响应值间的差异显著性。试验结果显示 ,中心

点水平与试验点间在α= 0105 水平上不显著 ( P 值

分别是 01460 和 01388) ,这就表明本试验设计中选

取的中心点水平还没有接近最大的响应区域内 ,因

此还必须进一步寻找中心点值 ,也就是最陡爬坡

试验。

表 3 　Plackett2Burman 试验设计回归分析结果

Table 3 　Regression analysis of the Plackett2Burman design cfu/ L

截距参数
细菌总数 N tot 芽孢总数 N s

参数估计 t P 参数估计 t P

intercept 81876 2031044 01000 81831 1631294 01000

X1 - 01147 - 31001 01058 3 - 01129 - 21136 01122

X2 01003 01068 01950 - 01009 - 01152 01889

X3 - 01152 - 31103 01053 3 - 01163 - 21688 01075 3

X4 - 01190 - 31888 0103033 - 01221 - 31652 0103533

X5 - 01005 - 01102 01925 - 01021 - 01345 01753

X6 - 01082 - 11671 01193 - 01099 - 11640 01200

X7 - 01173 - 31547 0103833 - 01159 - 21633 01078 3

X8 01088 11807 01168 01108 11778 01173

X9 01097 11978 01142 01106 11750 01178

X10 - 01005 - 01102 01925 - 01034 - 01565 01612

X11 01157 31205 0104933 01158 21605 01080 3

P = 01082 , RSq = 0196 P = 01125 , RSq = 0194

　　注 : 3 为 P < 011 ,33为 P < 0105。
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表 4 　Plackett2Burma 试验设计各因子结果的质量浓度分析

Table 4 　Concentration of ingredients used after the Plackett2Burman design

试验因子
质量浓度/ (g/ L)

调整前 调整后
说 　　明

葡萄糖 ( X1) 5～15 5
对细菌总数和芽孢总数为负相关 ,对细菌总数影响达到显著水平 ,而

对芽孢总数的影响不显著 ,为了减少试验因子 ,维持在低水平

可溶性淀粉 ( X2) 5～15 删除 无显著影响 ,可信度大于 20 %[15 ] ,删除此因子
玉米粉 ( X3) 5～15 1～5 负显著 ,降低筛选浓度

大豆粉 ( X4) 10～30 1～10 负极显著 ,降低筛选浓度
(NH4) 2SO4 ( X5) 2～6 删除 无显著影响 ,可信度大于 20 % ,删除此因子

尿素 ( X6) 3～9 3 不显著 ,负相关 ,可信度小于 20 % ,为减少试验因子 ,维持在低水平

蛋白胨 ( X7) 5～15 1～5 负显著 ,降低筛选浓度

MgSO4·7H2O ( X8) 015～115 115 不显著 ,可信度小于 20 % ,为减少试验因子 ,维持在高水平

KH2 PO4 ( X9) 1～3 3 不显著 ,正相关 , P 值相对较小 ,维持在高水平

CaCl2 ( X10) 2～6 删除 不显著 ,可信度大于 20 % ,删除此因子

MnSO4·H2O ( X11) 0105～015 015～115 显著 ,正相关 ,提高筛选浓度

　　以回归系数最大的大豆粉 ( X4) 为基准 ,以每次

减少浓度 1 %为基本步长 ( △) 。处理 5 中的细菌总

数和芽孢总数达到了最高 ,这一结果表明 ,处理 5 的

玉米粉 ( X3 ) 、大豆粉 ( X4 ) 、蛋白胨 ( X7 ) 、MnSO4·

H2O ( X11)这 4 种物质浓度已在最优点附近 ,可以此

浓度为中心点采用中心组合设计来对培养基作进一

步的优化 (表 5) 。而且在 Plackett2Burman 设计及最

陡爬坡试验中 ,细菌总数与芽孢总数的分析结果一

致 ,故在以下的中心组合设计仅以发酵液的细菌总

数作为考察目标。

213 　中心组合设计

以最陡爬坡试验中处理 5 的玉米粉 ( X3) 、大豆

粉 ( X4) 、蛋白胨 ( X7) 、MnSO4·H2O ( X11) 的浓度为

中心点进行优化 ,选择中心试验点为 3 ,星号臂长
γ= 11547。各自变量水平见表 6 ,试验设计及结果

见表 7。

分析结果表明 (表 8) ,模型极显著 ( P < 0101) ,

并且有很好的确定系数 , RSq = 0193。这表明 B .

subtilis MA139 细菌总数 93 %的可靠性可由模型来

预测。并可以通过回归分析结果得出试验模型 :

Y = 91434 - 01003 X3 - 01025 X4 + 01028 X7 -

01013 X11 - 01006 X3 X4 - 0102 X3 X7 - 01009 X4 X7

- 01012 X3 X11 - 01026 X4 X11 - 0103 X7 X11 -

01068 X3 X3 - 01013 X4 X4 - 01043 X7 X7 - 01025

X11 X11

自变量前的数值为回归模型对应项的 P 值。

表 5 　最陡爬坡试验设计及其结果

Table 5 　Path steepest ascent

处理序号

培养基成分/ (g/ L) 结 　果

玉米粉

( X3)

大豆粉

( X4)

蛋白胨

( X7)

MnSO4·H2O

( X11)
lg[ N tot/ (cfu/ mL) ] lg[ N s/ (cfu/ mL) ]

1 5100 10100 5100 0150 9133 9128

2 4152 9100 4152 0161 9137 9130

3 4108 8100 4108 0172 9113 9112

4 3164 7100 3164 0183 9134 9129

5 3120 6100 3120 0194 9143 9140

6 2176 5100 2176 1105 9139 9134

7 2132 4100 2132 1116 9110 9101

8 1188 3100 1188 1127 9117 9115

9 1144 2100 1144 1138 9106 8195

10 1100 1100 1100 1150 8191 8184
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表 6 　中心组合设计各因子及其编码值

Table 6 　Assigned concentration of each variable at different levels in central composite design g/ L

独立变量
编码水平

- 11547 - 1 0 1 11547

玉米粉 ( X3) 1165 2120 3120 4120 4175

大豆粉 ( X4) 4145 5100 6100 7100 7155

蛋白胨 ( X7) 1165 2120 3120 4120 4175

MnSO4·H2O ( X11) 0155 0169 0194 1119 1132

　　根据 J MP 模型的分析结果以及二次回归方程

可以得出 ,此模型具有最大响应值 ,极值分析结果见

表 9。根据结果换算成 4 个主因素的实际浓度值 ,

即玉米粉 3117 g/ L ,大豆粉 5180 g/ L ,蛋白胨 3162

g/L , MnSO4 ·H2O 1106 g/ L 。采用优化出的培养

基 ,芽孢杆菌最终细菌浓度预测值为 2184 ×109 cfu/

mL 。

为了检验模型预测的准确性 ,采用优化的培养

基重复试验 3 次 ,发酵液当中平均细菌数为 2191 ×

109 cfu/ mL ,这表明实验值和实际值之间具有良好

的拟合性 ,优化模型可靠。

214 　优化结果验证

采用优化后的培养基与起始的种子培养基进行

对照 ,并对培养条件进行优化 ,结果表明 ,优化后的

培养基提高了各阶段细菌总数的数量 ,在 36 h 时 ,

优化后培养基可以使细菌总数从 8132 ×108 cfu/ mL

提高到 3110 ×109 cfu/ mL ,并且在 36 h 时 ,芽孢率

可以达到 96 %。

3 　结 　论

通过 Plackett2Burman 设计、最陡爬坡试验及中

心组合设计的方法确定了 B . subtilis MA139 发酵

培养的最适培养基。优化后 B . subtilis MA139 的

细菌浓度为 3110 ×109 cfu/ mL ,芽孢率达到 96 % ,

从而有效的提高了单位产芽孢的数量。

表 7 　中心组合设计及其结果

Table 7 　Central composite design

编

号

变量水平

X3 X4 X7 X11

lg[ N s/ (cfu/ L) ]
编

号

变量水平

X3 X4 X7 X11

lg[ N s/ (cfu/ L) ]

1 - 1 - 1 1 1 9136 15 - 1 1 1 - 1 9139

2 - 1 - 1 1 - 1 9136 16 - 1 1 - 1 1 9127

3 11547 0 0 0 9128 17 1 - 1 - 1 - 1 9124

4 - 11547 0 0 0 9127 18 1 1 - 1 - 1 9131

5 0 0 0 11547 9134 19 0 0 - 11547 0 9130

6 - 1 1 1 1 9123 20 0 - 11547 0 0 9146

7 1 1 1 - 1 9130 21 - 1 - 1 - 1 1 9129

8 - 1 - 1 - 1 - 1 9120 22 0 0 11547 0 9137

9 0 0 0 0 9142 23 0 0 0 0 9144

10 0 0 0 0 9143 24 - 1 1 - 1 - 1 9120

11 1 - 1 1 1 9129 25 0 11547 0 0 9134

12 1 1 1 1 9120 26 0 0 0 - 11547 9141

13 1 - 1 - 1 1 9134 27 1 - 1 1 - 1 9136

14 1 1 - 1 1 9120
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表 8 　中心组合设计( CCD)回归分析结果

Table 8 　Regression analysis of the central composite design

回归系数 参数估计 标准差 t P 回归系数 参数估计 标准差 t P

Intercept 91434 01015 6381810 01000 Intercept 91434 01015 6381810 01000

X3 - 01003 01007 - 01391 01702 X3 X11 - 01012 01007 - 11635 01128

X4 - 01025 01007 - 31860 01002 X4 X11 - 01026 01007 - 31491 01004

X7 01028 01007 41282 01001 X7 X11 - 01030 01007 - 41067 01002

X11 - 01013 01007 - 11961 01074 X3 X3 - 01068 01009 - 71672 01000

X3 X4 - 01006 01007 - 01855 01409 X4 X4 - 01013 01009 - 11522 01154

X3 X7 - 01020 01007 - 21615 01023 X7 X7 - 01043 01009 - 41891 01000

X4 X7 - 01009 01007 - 11257 01233 X11 X11 - 01025 01009 - 21805 01016

P < 01000 1 ,RSq = 0193 ,RSquare Adj = 0185

表 9 　响应面极值分析

Table 9 　Critical value on the response surface

临界值

X3 X4 X7 X11

估计值
细菌总数 N t /

(cfu/ mL)
稳定点模型

- 0103 - 112 0142 0112 91454 2184 ×109 最大值
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