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高产抗菌脂肽芽孢杆菌的分离鉴定筛选及
发酵工艺优化

纪帅奇1,2，乌日娜1,2,3，张淘崴2,3，娄梦雪1,3，贺凯茹2,3，张　妍1,2，武俊瑞1,2,3, *

（1.沈阳农业大学食品学院，辽宁沈阳 110866；
2.辽宁省食品发酵技术工程研究中心，辽宁沈阳 110866；

3.沈阳市微生物发酵技术创新重点实验室，辽宁沈阳 110866）

摘　要：为了筛选出高产抗菌脂肽的芽孢杆菌并确定其最佳发酵工艺条件，研究从传统发酵豆酱中分离和鉴定产抗

菌脂肽芽孢杆菌菌株，通过正交试验研究了发酵接种量、发酵填液量、发酵时间、发酵温度等发酵条件对芽孢杆

菌脂肽产量的影响。结果表明，从 9份东北传统发酵豆酱中分离筛选得到 27株芽孢杆菌，经 16S rDNA鉴定，其

中 6株芽孢杆菌具有合成脂肽的基因 sfp、fenB 和 ituA。通过单位菌体脂肽产量和抑菌效果测定发现，贝莱斯芽孢

杆菌 SN-20和解淀粉芽孢杆菌 SN-46表现优异，单位菌体脂肽产量达 106和 72 mg，且对革兰氏阳性和阴性指示

菌均有较强的抑菌效果。正交试验发现贝莱斯芽孢杆菌 SN-20最佳发酵工艺为：接种量 3%，发酵填液量 20%，发

酵时间 36 h，发酵温度 32 ℃；枯草芽孢杆菌 SN-46最佳发酵工艺为：接种量 2%，发酵填液量 40%，发酵时间 24 h，
发酵温度 32 ℃。在此条件下发酵的两株芽孢杆菌单位菌体脂肽产量优化前为 106.11和 76.23 mg/g，优化后分别提

高了 21.85%和 23.84%。研究结果有效地增加了芽孢杆菌抗菌脂肽的产量。
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Abstract：In order  to screen out Bacillus  sp.  with high production of  antimicrobial  lipopeptide and determine its  optimal
fermentation  conditions,  the  study  isolated  and  identified  antimicrobial  lipopeptide-producing  Bacillus  sp.  strains  from
traditional fermented soybean paste, and adopted orthogonal test to investigate how lipopeptide production by Bacillus sp
was affected by fermentation conditions, such as fermentation inoculum amount, fermentation filling volume, fermentation
time and fermentation temperature. The results showed that 27 strains of Bacillus sp. were isolated and screened out from 9
portions  traditional  fermented  soybean  paste  of  the  Northeast,  among  which  6  strains  were  identified  by  16S  rDNA  as
having the genes sfp,  fenB and  ituA  for synthesizing lipopeptide.  According to the determination of lipopeptide yield and
inhibition  effect, Bacillus  subtilis  SN-20  and Bacillus  amyloliquefaciens  SN-46  showed  excellent  performance  with  the  
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yield of  106 and 72 mg of lipopeptide per unit,  and strong inhibition effect  on both gram-positive and negative indicator
bacteria.  The  optimal  fermentation  process  of Bacillus  subtilis  SN-20  was  found  to  be  3%  inoculum,  20%  fermentation
filler,  36 h fermentation time and 32 ℃.  The optimal  fermentation process  of Bacillus  subtilis SN-46 was 2% inoculum,
40% fermentation filler, 24 h fermentation time and 32 ℃. Under these conditions, the unit biomass yields of lipopeptides
for  the  two  strains  of Bacillus  before  optimization  were  106.11  and  76.23  mg/g,  respectively.  After  optimization,  they
increased  by  21.85%  and  23.84%,  respectively.  The  study  results  effectively  increased  the  production  of  antimicrobial
lipopeptides from Bacillus.

Key words：antimicrobial lipopeptide；Bacillus；screening；characterization；optimization of fermentation process

芽孢杆菌是一类广泛存在于自然环境中的微生

物，因其在生物制药、食品工业、农业以及环保等诸

多领域的实际应用，引起了科研领域的深入探索和研

究[1−2]。其中，由芽孢杆菌非核糖体产生的脂肽类次

级代谢物展现了极大的研究价值[3−4]。这类物质凭借

其独特的化学结构、生物活性及巨大的应用潜力，赢

得了人们广泛关注。

脂肽具有低毒性、容易降解、理化性质稳定和作

用机制多样等特点，能与大多数微生物的细胞膜相互

作用，因此脂肽对腐败菌能表现出高效、广谱的抑菌

作用，目前已在食品行业中得到一定应用[5]。在一些

食品加工过程中，添加合适的脂肽可以提高食品加工

性能，降低热处理强度，提升食品风味和营养价值。

例如，在面包中添加芽孢杆菌脂肽，能够对面包的比

容和弹性起到增强作用，并且能延缓面包老化[6]。在

奶制品和肉制品中添加芽孢杆菌脂肽，对肠炎沙门氏

菌产生良好灭活效果[7]。然而由于目前脂肽产量低，

生产成本较高，无法实现大规模产业化生产，致使脂

肽的发展处在瓶颈时期，严重制约了脂肽的实际应

用[8−9]。因此，尽快挖掘筛选高产脂肽的优良菌株，

优化发酵工艺，降低脂肽的生产成本，具有重要意

义[10−11]。

为了降低脂肽的生产成本，突破脂肽的发展瓶

颈，本文从传统豆酱中分离筛选出高产脂肽的优良芽

孢杆菌菌株，在单因素实验结果的基础上利用正交试

验对其产脂肽发酵工艺进行优化，以期提高脂肽产

量，旨在为脂肽的进一步研究和开发奠定基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）SNSA-
11、 单 增 李 斯 特 氏 菌 （ Listeria  Monocytogenes）
SNLM-8、大肠杆菌（Escherichia coli）SNEC-16、沙

门氏菌（Salmonella）SNS-9、铜绿假单胞菌（Pseudo-
monas aeruginosa）SNPA-1等指示菌　沈阳农业大

学食品学院菌种库提供；无水乙醇　上海迈瑞尔化学

技术有限公司；氯化钠、结晶紫、胰蛋白胨、甲醇、异

丙醇、酵母浸粉　上海麦克林生化科技股份有限公

司；甘油　河南醇盛化工产品有限公司；从丹东、锦

州和沈阳等地采集到 9份传统发酵豆酱样品。

YXQ-LS-70A型高压蒸汽灭菌锅　邢台钜都科

技有限公司；YT-PCR仪　山东云唐智能科技有限责

任公司；JP-K300型凝胶成像仪　上海嘉鹏科技有限

公司；XIANDE2000A型 7旋转蒸发仪　上海贤德

实验仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   培养基的配制　配制 LB培养基：在 1000 mL

去离子水中溶解 10 g胰蛋白胨、5 g酵母浸粉和

10 g氯化钠，对于液体培养基，直接进行 121 ℃、

20 min高温灭菌；固体培养基在上述步骤的基础上

添加 20 g的琼脂，充分搅拌直到完全溶解后灭菌。 

1.2.2   豆酱中芽孢杆菌的初筛　取 1 g豆酱放入

装有 9 mL生理盐水的试管中，混合后 85 ℃ 水浴加

热25 min进行梯度稀释。稀释后涂布于 LB固体培

养基，37 ℃ 培养 24 h，挑取单菌落备份，同时进行革

兰氏染色，将蓝色、细长且呈杆状的菌体保留[12−13]。 

1.2.3   芽孢杆菌 16S rDNA基因和脂肽合成基因测

定　将初筛中的菌体活化，提取菌株 DNA，选择细

菌通用引物进行菌株基因测序。查阅文献，获得

3对脂肽合成基因 PCR引物序列如表 1所示，进行

PCR扩增 [14−15]。细菌通用引物扩增程序为 94 ℃
5 min，94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30个循

环，72 ℃ 10 min。脂肽合成基因引物扩增程序为：

94 ℃ 3 min，94 ℃ 15 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30个

循环，72 ℃ 10 min。
 
 

表 1    引物设计
Table 1    Primer design

名称 靶基因 引物名称 引物序列（5'→3'）
扩增长
度（bp）

细菌鉴定 细菌通用
引物

27 F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
15001492 R CTACGGCTACCTTGTTACGA

Surfactin sfp
Sfp-F ATGAAGATTTACGGAATTTA

675
Sfp-R TTATAAAAGCTCTTCGTACG

Fengycin fenB
fenB-F CTATAGTTTGTTGACGGCTC

1500
fenB-R CAGCACTGGTTCTTGTCGCA

Iturin ituA
ituA-F ATGTATACCAGTCAATTCC

1100
ituA-R GATCCGAAGCTGACAATAG

  

1.2.4   系统发育树的构建　将 16S rDNA扩增产物

送至上海派森诺生物医药科技有限公司进行测序，结

果经 NCBI数据库对比，采用 MEGA 7.0.软件进行

聚类分析，构建系统发育树[16]。 

1.2.5   脂肽粗提物的制备　将筛选得到的产脂肽芽

孢杆菌按照 2%接种量接种于液体 LB培养基，并
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于 200 r/min摇床中 37 ℃ 培养 24 h，8500 r/min离

心 15 min后收集芽孢杆菌上清液滤液，残留菌体称

重后记录。调节上清滤液 pH至 2.0，4 ℃ 冰箱中过

夜，再次 10000 r/min离心 10 min后收集沉淀，甲醇

萃取后调节 pH至 7.0，经 0.22 μm滤膜过滤得到脂

肽粗提液。将脂肽粗提液旋转蒸发，所得产物即为脂

肽粗提物，称重后记录[17−18]。 

1.2.6   脂肽抑菌谱测定　将指示菌制成活菌数为

106 CFU/mL的菌悬液。采用滤纸片法测定芽孢杆

菌脂肽样品抑菌特性，在滤纸片上分别滴加 20 μL微

孔滤膜过滤后的脂肽粗提物，培养记录抑菌圈大

小[19−21]。 

1.2.7   脂肽发酵工艺优化试验　 

1.2.7.1   菌株发酵接种量对菌株产脂肽的影响　选

择发酵填液量为 40%，发酵时间为 24 h，发酵温度

为 37 ℃，分别改变 SN-20和 SN-46号芽孢杆菌的

接种量为 1%、2%、3%、4%和 5%，200 r/min摇床

中培养，发酵后计算单位菌体脂肽产量。 

1.2.7.2   菌株发酵填液量对菌株产脂肽的影响　选

择发酵接种量为 2%，发酵时间为 24 h，发酵温度为

37 ℃，分别改变 SN-20和 SN-46号芽孢杆菌的发酵

填液量为 20%、40%、60%、80%和 100%的培养基

中，200 r/min摇床中培养，发酵后计算单位菌体脂肽

产量。 

1.2.7.3   菌株发酵时间对菌株产脂肽的影响　选择

发酵接种量为 2%，发酵填液量为 40%，发酵温度为

37 ℃，分别改变 SN-20和 SN-46号芽孢杆菌的发酵

时间为 12、24、36、48、和 60 h，200 r/min摇床中培

养，发酵后计算单位菌体脂肽产量[22]。 

1.2.7.4   发酵温度对菌株产脂肽的影响　选择接种

量为 3%，发酵填液量为 40%，发酵时间为 24 h，分别

改变 SN-20和 SN-46号芽孢杆菌的培养温度为 27、
32、37和 42、47 ℃，200 r/min摇床中培养，发酵后

计算单位菌体脂肽产量。 

1.2.8   脂肽发酵工艺正交试验优化　根据单因素分

析结果，采用 L9（3
4）正交试验表，正交因素水平表如

表 2所示，对发酵接种量、发酵填液量、菌液发酵时

间和发酵温度进行 3水平正交试验，以确定最佳发

酵工艺[23]。
 
 

表 2    正交因素水平表
Table 2    Orthogonal factor level table

水平

因素

A培养发酵
接种量（%）

B发酵
填液量（%）

C发酵
时间（h）

D发酵
温度（℃）

1 1 20 24 32
2 2 40 36 37
3 3 60 48 42

  

1.3　数据处理

每组试验均三次重复试验，实验数据采用 SPSS

25.0软件进行处理；采用 Origin软件进行作图，显著

性水平为 P<0.05。 

2　结果与分析 

2.1　豆酱中芽孢杆菌的分离纯化

通过对菌体的革兰氏染色和菌落的形态学观

察，初步推测在 9份传统发酵豆酱样品中筛选出 32

株疑似为芽抱杆菌的菌株，部分菌落和菌体形态学观

察结果如图 1所示。由菌落图可以看出，疑似芽孢

杆菌的菌落呈圆形、白色向上凸起，表面光滑、不透

明、整齐；由镜检图可以看出，疑似芽孢杆菌的菌株

经革兰氏染色后呈现紫色短棒状或杆状，单独或成链

状排列，部分菌体能够产生芽孢，芽孢位于菌体中间

近圆形，根据所观察形态特征，推测所筛选菌中含有

芽孢杆菌。 

2.2　豆酱中芽孢杆菌的 16S rDNA序列分析

以细菌通用引物扩增后，选择扩增产物在 1500 bp

处产生清晰明亮条带的菌株，将扩增产物测序结果

在 NCBI上进行同源性比对分析，对比结果如表 3

所示。通过分子生物学技术对 32株细菌的 DNA提

取，进行 16S rDNA扩增片段检测及基因序列同源性

分析，发现芽孢杆菌不同种同源性均大于 99%，最终

 

SN-20 SN-31 SN-34 SN-36 SN-43 SN-46

图 1    部分菌落和菌体形态学观察结果

Fig.1    Part of the colony and cell morphology observation results
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鉴定出 27株芽孢杆菌。经同源性比对分析，27株菌

分别为解淀粉芽孢杆菌 8株、枯草芽孢杆菌 9株、贝

莱斯芽孢杆菌 7株、高地芽孢杆菌 1株、地衣芽孢杆

菌 2株，菌株同源性均>99%，部分菌株同源性达到

100%。 

2.3　芽孢杆菌菌株脂肽相关合成基因 PCR扩增

目前，分子生物技术广泛被应用于微生物种属

鉴定研究中，特别是以 16S rDNA序列分析作为微生

物系统分类的主要依据，其选取具有高度的保守性而

且长度适中，通过 PCR扩增和序列分析，挖掘判断菌

株是否含有目的基因，最终对细菌的遗传信息、基因

差异、发育进化和分类进行研究。夏京津等[24] 和宋

本超等[25] 也采用类似方法，选择 ituA 基因（1100 bp）、

fenB 基因（1500 bp）和 sfp 基因（675 bp）的保守序列

作为靶基因对筛选得到的芽孢杆菌芽孢杆菌菌株脂

肽相关合成基因进行 PCR扩增，结果如图 2所示。

菌株 SN-20、SN-31、SN-34、SN-36、SN-43和 SN-46

号菌株的扩增产物分别在 675 bp（图 2a）、1500 bp

（图 2b）和 1000 bp（图 2c）处有清楚明亮条带，表明

27株芽孢杆菌中有 6株菌株含有芽孢杆菌脂肽类物

质 Surfactin、Iturin和 Fengycin合成基因片段，即此

6株菌具有合成脂肽的能力。

将 6株芽孢杆菌 16S rDNA测序结果在 NCBI

与 GenBank中公布的芽孢杆菌基因序列进行同源性

对比，获得相似率最高的基因序列后，进行系统发育

树的构建，结果如图 3所示。通过构建系统发育树，

 

表 3    芽孢杆菌菌株名称及测序后同源性对比结果

Table 3    Bacillus strain name and homology comparison results
after sequencing

序号 菌株名称 发酵豆酱产地 鉴定名称 同源性

1 SN-2 辽宁锦州 枯草芽孢杆菌 99.96%
2 SN-4 辽宁沈阳 地衣芽孢杆菌 99.97%
3 SN-5 辽宁丹东 枯草芽孢杆菌 100.00%
4 SN-6 辽宁沈阳 解淀粉芽孢杆菌 100.00%
5 SN-9 辽宁锦州 枯草芽孢杆菌 99.93%
6 SN-11 辽宁沈阳 枯草芽孢杆菌 99.97%
7 SN-12 辽宁沈阳 地衣芽孢杆菌 99.93%
8 SN-15 辽宁锦州 贝莱斯芽孢杆菌 100.00%
9 SN-17 辽宁锦州 解淀粉芽孢杆菌 99.87%
10 SN-18 辽宁沈阳 解淀粉芽孢杆菌 100.00%
11 SN-20 辽宁沈阳 贝莱斯芽孢杆菌 100.00%
12 SN-21 辽宁丹东 贝莱斯芽孢杆菌 99.97%
13 SN-22 辽宁锦州 解淀粉芽孢杆菌 99.95%
14 SN-23 辽宁丹东 枯草芽孢杆菌 99.99%
15 SN-25 辽宁沈阳 枯草芽孢杆菌 100.00%
16 SN-27 辽宁锦州 贝莱斯芽孢杆菌 100.00%
17 SN-31 辽宁锦州 解淀粉芽孢杆菌 99.95%
18 SN-34 辽宁沈阳 解淀粉芽孢杆菌 100.00%
19 SN-35 辽宁沈阳 枯草芽孢杆菌 99.93%
20 SN-36 辽宁锦州 解淀粉芽孢杆菌 99.86%
21 SN-38 辽宁丹东 贝莱斯芽孢杆菌 100.00%
22 SN-40 辽宁锦州 枯草芽孢杆菌 100.00%
23 SN-41 辽宁沈阳 高地芽孢杆菌 99.62%
24 SN-43 辽宁丹东 枯草芽孢杆菌 100.00%
25 SN-46 辽宁沈阳 解淀粉芽孢杆菌 100.00%
26 SN-47 辽宁丹东 贝莱斯芽孢杆菌 99.93%
27 SN-48 辽宁锦州 贝莱斯芽孢杆菌 99.93%
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图 2    脂肽合成酶基因 sfp（a）、fenB（b）和 ituA（c）的 PCR产物

Fig.2    PCR products of lipopeptide synthase genes sfp (a), fenB (b) and ituA (c)
注：每条泳道从左至右依次添加 marker、SN-20、SN-31、SN-34、SN-36、SN-43和 SN-46号菌株。
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图 3    芽孢杆菌系统发育树的构建

Fig.3    Construction of Bacillus phylogenetic tree
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可以证明 6株菌株为芽孢杆菌属。其中 SN-20号菌

株与贝莱斯芽孢杆菌同源性较高。SN-31、SN-34、
SN-36和 SN-46号菌株解淀粉芽孢杆菌具有更高的

同源性。SN-43号菌株与枯草芽孢杆菌处在同一分

支，同源性高达 100.00%。 

2.4　芽孢杆菌产脂肽性能测定

6株芽孢杆菌粗脂肽产量如图 4所示，在相同的

发酵情况下，菌株 SN-20、SN-36和 SN-46的单位脂

肽产量明显优于菌株 SN-31、SN-34和 SN-43，分别

达到 106.11、130.17和 76.23 mg/g，而另外 3株菌单

位脂肽产量均在 42  mg/g以下，表明菌株 SN-20、
SN-36和 SN-46具有作为高产脂肽菌株的开发潜力。
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图 4    芽孢杆菌单位菌体脂肽产量
Fig.4    Bacillus lipopeptide production per bacterial
注：不同小写字母表述数据差异显著，P<0.05。

  

2.5　芽孢杆菌脂肽抑菌能力测定

使用滤纸片法，以金黄色葡萄球菌、单增李斯特

氏菌、大肠杆菌、沙门氏菌和铜绿假单胞菌为供试指

示菌测量脂肽抑菌活性，结果如表 4所示。6种芽孢

杆菌对革兰氏阳性菌中的金黄色葡萄球菌和单增李

斯特菌的最大抑菌圈均超过 10 mm，而对革兰氏阴

性菌中的大肠杆菌、沙门氏菌和铜绿假单胞菌存在

无抑制的情况，研究结果与 Das等[26] 研究一致，表明

脂肽对革兰氏阳性菌的抑制效果优于对革兰氏阴性

菌。此外，SN-20和 SN-46种菌株对 5种指示菌均

有抑制作用，而其他菌株对指示菌存在无抑制的情

况，表明 SN-20和 SN-46号芽孢杆菌相对另外 4株

菌株更具有优秀的抑菌能力。
  

表 4    脂肽对指示菌的抑菌效果
Table 4    Antibacterial effect of lipopeptide on indicator bacteria

金黄色
葡萄球菌

单增李斯
特氏菌

大肠杆菌 沙门氏菌
铜绿假
单胞菌

SN-20 +++ +++ ++ + ++
SN-31 ++ ++ + + −
SN-34 ++ + − + +
SN-36 ++ ++ + − −
SN-43 ++ + + − −
SN-46 +++ ++ + ++ ++

注：“+++”抑菌直径大于10 mm，“++”抑菌直径5~10 mm，“+”抑菌直径小
于5 mm，“−”无抑菌圈。
  

2.6　芽孢杆菌脂肽发酵工艺优化试验

通过脂肽提取量与菌体发酵情况和抑菌试验结

果，发现贝莱斯芽孢杆菌 SN-20和解淀粉芽孢杆菌

SN-46号菌单位菌体产脂肽量多且具有广谱抑菌特

性，因此选取贝莱斯芽孢杆菌 SN-20和枯草芽孢杆

菌 SN-46作为进行脂肽发酵优化试验菌株。对 2株

芽孢杆菌进行发酵接种量、填液量、发酵时间和发酵

温度单因素试验，结果如图 5所示。
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图 5    发酵工艺对单位菌体脂肽产量的影响
Fig.5    Effect of fermentation process on the yield of lipopeptide

per unit cell
注：不同大小写字母表示，同一菌种对应的指标数据差异显
著，P<0.05。
 

在微生物发酵过程中，接种量即为初始添加到

生物反应器中的菌体量，直接影响微生物的生长和代
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谢产物的生成，进而影响脂肽的产量。不同发酵接种

量对单位菌体脂肽产量如图 5A所示，结果显示 SN-
20和 SN-46号芽孢杆菌随着接种量的增加单位菌

体产量先增大，在接种量为 2%时产量达到最大，之

后随着接种量的增加而降低，研究结果与孙彦婷

等[27] 一致，推测原因是过量的接种量会造成培养溶

液营养不足，菌体数量达到饱和，导致脂肽产量

降低。

培养基填液量是影响产物生产和微生物生长关

键参数之一，不同的发酵填液量对芽孢杆菌单位菌体

脂肽产量的结果如图 5B所示，结果显示 SN-20和

SN-46号芽孢杆菌单位菌体脂肽产量随填液量的增

加呈现先增加后减少的趋势，在填液量为 40%时单

位菌体产量最大。推测由于芽孢杆菌为好氧或兼性

厌氧，随着填液量的增加，锥形瓶在恒温摇床发酵过

程中搅拌困难，导致氧气和养分分布不均，从而影响

微生物生长和脂肽产量[28]。

发酵时间的长短会影响微生物生长阶段，进而

影响产物的合成和积累。不同的发酵时间对芽孢杆

菌单位菌体脂肽产量的影响结果如图 5C所示，与纪

明山等[29] 研究结果相似，随着发酵时间的增加，SN-
20和 SN-46号芽孢杆菌脂肽产量迅速增加，在 36 h
产量达到最大，36 h之后产量逐渐减少。推测原因

是通过芽孢杆菌非核糖体合成酶系合成的脂肽在菌

体生长稳定期产生，在发酵后期，由于养分枯竭和废

物积累，芽孢杆菌的生长和脂肽的生产开始减

缓[30]。

发酵温度是决定菌种生长和产物形成的关键参

数之一，发酵温度的选择对于脂肽的产量尤为关键。

不同的发酵温度对芽孢杆菌单位菌体脂肽产量的结

果如图 5D所示，结果表明 2株芽孢杆菌在 37 ℃ 时

脂肽产量最大，之后随着温度继续增加对脂肽产量的

影响不大，推测原因是芽孢杆菌具有耐热特性，温度

的增加不会对芽孢杆菌生长有明显影响，这与 Ye
等[31] 研究一致。 

2.7　芽孢杆菌脂肽正交优化试验

芽孢杆菌是一种兼性厌氧的细菌微生物，其在

无氧和有氧环境下可生长并产生不同的代谢产物[32]。

在菌株发酵过程中，菌株接种量、培养环境中氧气的

含量、菌株培养发酵时间和发酵温度等因素均对菌

体的生长和代谢产物的生成产生影响[33]。为探究芽

孢杆菌最佳发酵工艺组合，本研究与 Ju等[34] 研究方

法一致，通过单因素实验和正交试验，用较少的试验

次数找到各因素之间关系，准确且快速的判断出芽孢

杆菌脂肽类化合物提取条件的最佳组合[35]，优化结果

如表 5和表 6所示。

由于芽孢杆菌合成次级代谢产物是个复杂过

程，致使不同的芽孢杆菌菌株的最佳发酵条件具有明

显的差异。陈莉等[36] 研究发现枯草芽孢杆菌 K-6-
9菌株最佳发酵工艺条件为发酵时间 18 h，发酵温

度 37 ℃，接种量 2%。张丽姣等[37] 研究发现解淀粉

芽孢杆菌 PB6最佳发酵工艺条件为发酵时间 96 h，
发酵温度 30 ℃，接种量 4%。在本研究中，由表 5和

表 6可知，贝莱斯芽孢杆菌 SN-20发酵工艺影响因

素大小为发酵温度>发酵填液量>发酵接种量>发酵

时间，解淀粉芽孢杆菌 SN-46为发酵时间>发酵填液

量>发酵温度>发酵接种量，贝莱斯芽孢杆菌 SN-
20最佳发酵工艺为：接种量 3%，发酵填液量 20%，

发酵时间 36 h，发酵温度 32 ℃。解淀粉芽孢杆菌

SN-46最佳发酵工艺为：接种量 2%，发酵填液量

40%，发酵时间 24 h和发酵温度为 32 ℃。采用 4种

因素水平进行验证试验发现，SN-20和 SN-46单位

菌体脂肽产量为 129.3 mg和 94.4 mg。这些研究结

果的差异是否是由于不同芽孢杆菌菌株的生理特性

不同，或者是受到了菌株原产地区气候条件的影响，

目前仍未完全明确。因此，对各种芽孢杆菌菌株的最

佳发酵条件进行深入、细致的研究和探索仍是必

要的。 

 

表 5    贝莱斯芽孢杆菌 SN-20菌株正交试验结果

Table 5    Orthogonal experimental results of Bacillus velezensis
SN-20

实验号 A B C D 单位菌体产量（mg）

1 1 1 1 1 110.6
2 1 2 2 2 105.6
3 1 3 3 3 108.4
4 2 1 2 1 118.6
5 2 2 3 2 109.4
6 2 3 1 3 105.4
7 3 1 3 2 114.5
8 3 2 1 3 109.4
9 3 3 2 1 117.1
k1 108.2 114.57 108.47 115.43
k2 111.13 108.13 113.77 109.83
k3 113.67 110.3 110.77 107.73
R 5.47 6.44 5.3 7.7
SS 44.9 64.29 42.38 95.06

排序 D>B>A>C

 

表 6    解淀粉芽孢杆菌 SN-46菌株正交试验结果

Table 6    Orthogonal experimental results of Bacillus
amyloliquefaciens SN-46

实验号 A B C D 单位菌体产量（mg）

1 1 1 1 1 82.4
2 1 2 2 2 84.2
3 1 3 3 3 77.9
4 2 1 2 1 78.5
5 2 2 3 2 82.8
6 2 3 1 3 85.4
7 3 1 3 2 75.2
8 3 2 1 3 82.5
9 3 3 2 1 85.6
k1 81.5 78.7 83.43 82.17
k2 82.23 83.17 82.77 80.73
k3 81.1 82.97 78.63 81.93
R 1.13 4.47 4.8 1.44
SS 1.98 38.2 40.57 3.55

排序 C>B>D>A
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3　结论
本文从传统豆酱中筛选出 27株芽孢杆菌，发现

贝莱斯芽孢杆菌 SN-20、解淀粉芽孢杆菌 SN-31、解

淀粉芽孢杆菌 SN-34、解淀粉芽孢杆菌 SN-36、枯草

芽孢杆菌 SN-43、解淀粉芽孢杆菌 SN-46具有合成

脂肽的相关基因，其中贝莱斯芽孢杆菌 SN-20和解

淀粉芽孢杆菌 SN-46号菌单位菌体产脂肽量多且具

有广谱抑菌特性。通过正交试验得知贝莱斯芽孢杆

菌 SN-20和解淀粉芽孢杆菌 SN-46的最佳发酵工艺

为菌株发酵接种量为 3%和 2%，菌株填液量为 20%
和 40%，发酵时间为 36 h和 24  h，发酵温度均为

32 ℃。以贝莱斯芽孢杆菌 SN-20和解淀粉芽孢杆

菌 SN-46为发酵菌株，采用其最佳发酵工艺条件后，

单位菌体脂肽产量增加量达 21.85%和 23.84%，有

效地提高了脂肽产量，有助于实现脂肽大规模生产。
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