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摘  要：柑橘是我国最重要的水果之一，其采后发生的柑橘绿霉病严重威胁柑橘的质量安全，而且还会引起果品中真

菌毒素的污染。本团队从广东省湛江市廉江九洲江红橙园的红橙植株根部土壤中，分离筛选出一株对柑橘绿霉病病原

菌具有良好拮抗作用的链霉菌 R2A-15，对其进行发酵条件优化和抑菌活性稳定性分析，为柑橘绿霉病生防菌剂的制备

与应用提供参考。本研究以指状青霉（Penicillium digitatum）为靶标菌，根据纸片扩散法的抑菌圈直径大小判断发酵液

抑菌活性。采用单因素和交叉组合试验优化菌株 R2A-15 发酵培养基，通过响应面分析法对发酵条件进行优化，提高发

酵液抑菌活性，并对发酵液进行不同的酸碱、温度和紫外线条件的稳定性研究。在单因素试验和交叉组合试验中，菌

株发酵培养基的最适碳源为玉米面，最适氮源为酸水解酪蛋白。根据响应面分析法，得出玉米面和发酵时间对发酵液

抑菌活性有显著影响。经验证试验得出，最大的发酵液抑菌活性的最优发酵培养基为：玉米面 12.09 g，酸水解酪蛋白

4.00 g，碳酸钙 2.00 g，硫酸镁 2.00 g，磷酸氢二钾 2.00 g，氯化钠 1.00 g，蒸馏水 1 L；最优发酵条件为：发酵初始 pH 

7.0、发酵时间 37.50 h、发酵温度 34 ℃、接种量 3%、摇瓶装液量 100 mL/250 mL。菌株发酵液抑菌活性优化后比优化

前提高了 39%。菌株发酵液经过不同的温度和紫外线条件处理后，整体抑菌活性能维持在一个相对稳定的高活性水平

上，但在强酸强碱条件下，发酵液抑菌活性有所下降。结果表明，链霉菌 R2A-15 对柑橘绿霉病病原菌具有较好的稳定

抑菌效果，有较好的实际应用前景，为后期规模化发酵以及菌剂的开发奠定基础。 
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Optimization of Fermentation Conditions and Analysis of Activity 
Stability of Antagonist Streptomyces sp. R2A-15 
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Abstract: Citrus is one of the most important fruits in China, and its post-harvest occurrence of citrus green mold is a 
serious threat to the quality and safety of citrus, and also causes mycotoxin contamination in the fruit. A strain of Strep-

tomyces sp. R2A-15 with good antagonistic effect on the pathogen of citrus green mold was isolated from the root soil of 
red orange plants in the red orange orchard of Jiuzhoujiang, Lianjiang, Zhanjiang city, Guangdong province. The opti-

mization of the fermentation conditions and stability analysis of the bacterial inhibition activity were studied to provide 
reference for the preparation and application of the biocontrol agent of citrus green mold. In this study, Penicillium 

digitatum was used as the target fungus, and the fermentation broth was used as the inhibitory activity according to the 
size of the diameter of the inhibition zone by paper diffusion method. The fermentation medium of strain R2A-15 was 

optimized using one-way and cross-combination tests, and the fermentation conditions were optimized by response sur-
face analysis to improve the inhibitory activity of the fermentation broth, and the stability of the fermentation broth was 
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investigated under different acid-base, temperature and ultraviolet light conditions. The optimum carbon source for the 

fermentation medium of the strain was cornmeal and the optimum nitrogen source was acid-hydrolyzed casein in the 
one-way and cross-combination tests. Based on response surface analysis, it was concluded that cornmeal and fermenta-

tion time had a significant effect on the bacteriostatic activity of the fermentation broth. The optimal fermentation me-
dium for maximum inhibitory activity of the fermentation broth, as determined by validation tests, was 12.09 g of 

cornmeal, 4.00 g of acid-hydrolyzed casein, 2.00 g of calcium carbonate, 2.00 g of magnesium sulfate, 2.00 g of dipo-
tassium hydrogen phosphate, 1.00 g of sodium chloride, and 1 L of distilled water. The optimal fermentation conditions 

were: initial fermentation pH 7.0, fermentation time 37.50 h, fermentation temperature 34 , inoculum volume 3%, and ℃

shake flask filling volume 100 mL/250 mL. The bacteriostatic activity of the fermentation broth of the strains increased 

by 39% after optimization. The overall bacteriostatic activity of the fermentation broth of the strain could be maintained 
at a relatively stable and high activity level after treatment with different temperatures and ultraviolet light conditions, 

but the bacteriostatic activity of the fermentation broth decreased under strong acid and alkali. The results indicate that 
Streptomyces sp. R2A-15 has a good and stable inhibitory effect on the citrus green mold pathogen, and has a good 

prospect for practical application, which lays a foundation for the later scale fermentation as well as the development of 
bacterial agents. 
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放线菌是自然界中普遍存在的一类微生物，

其存在于土壤、空气和水中，尤其是在含水量较

低、有机物含量较高的中性或弱碱土壤中。它们是

一种重要的生物资源，可以产生新的活性物质[1-2]。

近几年，以放线菌为材料，制备微生物菌剂是防

治植物病害的研究热点[3-4]。据研究报道，放线菌

发酵液对黄瓜枯萎病菌（Fusarium oxysporum f. sp. 

cucumerinum） [5]、大豆斑疹病菌（Xanthomonas 

axonopodis pv. glycines） [6]、水稻白叶枯病菌

（Xanthomonas oryzae pv. oryzae）[7]等植物病原

菌具有良好的抑菌活性。随着人们对食品安全越

来越重视，农用抗生素放线菌的筛选与利用已成

为当前农业微生物领域的一个重要课题[8-9]。 

指状青霉（Penicillium digitatum）感染所致

的柑橘绿霉病是柑橘采后中最为普遍的一种病

害，每年成熟时都会导致大量的霉烂，给柑橘产

业造成巨大的经济损失。传统的控制手段主要是

利用化学农药，但是化学农药会带来农药残留、

环境污染、病原菌抗性和长期使用后药效下降等

问题[10]。而利用拮抗微生物的生物防治方法具有

安全、环保、经济效益高等优点，本团队从广东

省湛江市廉江红橙植株根部土壤中分离筛选出的

1 株放线菌 R2A-15 对指状青霉具有较好拮抗作

用。采用 16S rRNA 基因序列测定初步鉴定该菌

株为弗吉尼亚链霉菌（Streptomyces virginiae），

相似性为 99.29%。本团队将进一步对菌株 R2A-15

开展试验，以发酵液的抑菌活性为标准找出最优

发酵条件，为其进一步开发和利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株和病原真菌  从广东省湛江市廉

江九洲江红橙园红橙植株根部土壤分离筛选出拮

抗链霉菌 Streptomyces sp. R2A-15。 

指状青霉（Penicillium digitatum）由西南大

学食品科学学院曾凯芳教授惠赠。 

1.1.2  培养基  菌株生长培养基：ISP4 培养基[11]。

菌株发酵培养基：ISP1 培养基、ISP2 培养基、ISP3

培养基、ISP4 培养基、ISP5 培养基、ISP6 培养基、

ISP7 培养基、R2A 培养基[12]和改良高氏二号培养

基。活性检测培养基：PDA 培养基[13]。 

改良高氏二号培养基：葡萄糖 1.00 g，蛋白

胨 0.50 g，胰蛋白胨 0.30 g，氯化钠 0.50 g，蒸馏

水 1 L，pH 7.0。 

1.2  方法 

1.2.1  培养条件  菌种活化：将保存的菌种转接

到 ISP4 固体培养基中，28 ℃培养 5 d。 

种子液制备：用直径 8 mm 的无菌打孔器打

取 3 个菌饼接种于 ISP4 液体培养基中，装液量为

100 mL/250 mL，在 28 ℃、180 r/min 下培养 3 d，

作为种子液[14]。 

初始摇瓶发酵：将 5%接种量的种子液加入到

发酵培养基中，装液量为 100 mL/250 mL，28 ℃、

180 r/min，培养 5 d[15]。 

1.2.2  发酵液抑菌活性检测  收集发酵上清液，

以 3000 r/min 离心 15 min，用 0.22 µm 的微孔滤
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膜过滤，用纸片扩散法测量抑菌圈的直径。在 PDA

固体培养平板涂布接种 0.20 mL 指状青霉菌悬

液。用无菌镊子将滤纸片（直径 6 mm）平整贴在

平板表面，再在滤纸片上滴加 20 µL 发酵滤液。

在 28 ℃培养 3 d，测量抑菌圈的直径，并重复 3

次试验。 

1.2.3  菌株 R2A-15 发酵培养基的优化  向 250 mL

三角瓶中分别加入 1.1.2 中的 9 种不同的 100 mL

液体培养基，进行摇瓶发酵，参照 1.2.2 的方法

测定抑菌活性，从中选择最优培养基作为基础培

养基[16-17]。 

采用单因素试验法，在基础培养基上，分别

选用硫酸铵、牛肉膏、蛋白胨、大豆蛋白胨、鱼

蛋白胨、酸水解酪蛋白、酵母提取物、大豆粉和

麦芽粉作为氮源[18]；分别选用葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖、乳糖、甘露醇、淀粉、小米、玉米面、大

米和燕麦片作为碳源[19]。参照 1.2.2 的方法测定

抑菌活性，筛选出最优的 3 种氮源和碳源。 

采用交叉组合试验，将最优的 3 种氮源和碳

源进行交叉组合，参照 1.2.2 的方法测定抑菌活

性，确定最优的氮源、碳源组合作为最优发酵培

养基配方[20]。 

1.2.4  菌株 R2A-15 发酵条件的优化  在确定了最

优的发酵培养基配方之后，参照 1.2.2 的方法，对

菌株 R2A-15 在不同发酵条件下的发酵液进行指状

青霉的抑菌活性的测定，确定最优发酵参数[21-23]。

在 28 ℃，250 mL 三角瓶，180 r/min 摇床培养，

选取不同的发酵初始 pH[24-26]：5.0、6.0、7.0、8.0、

9.0、10.0；不同的发酵时间：1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10 d；不同的发酵温度：22、24、26、

28、30、32、34、36、38 ℃；不同的接种量：1%、

2%、3%、4%、5%、6%、7%、8%；不同的摇瓶

装液量：25、50、75、100、125 mL。 

1.2.5  影响发酵液抑菌活性的关键因子筛选  采

用 Minitab20 软件，根据单因素试验所得各因素

的范围，对发酵培养基和发酵培养条件中的 7 个

因素进行 Plackeett-Burman 试验设计[27]，每个因

素选取高、低 2 个水平，以发酵液抑菌活性为响

应值进行试验次数为 12 次的试验设计。根据试验

设计方案，对其进行发酵培养，并对其抑菌活性

进行测定。通过对试验数据的统计分析，找出对

发酵液具有显著抑菌活性的关键因子。 

1.2.6  最陡爬坡试验  根据抑菌效应的正负，对

发酵液具有显著抑菌活性的关键因子进行最陡爬

坡试验。正效应则提高因子水平，负效应则降低

因子水平，并找到活性最高的区域。以响应面中

心复合试验的中心点，选取发酵液抑菌活性最高

的处理条件为研究对象。 

1.2.7  响应面设计试验  在最陡爬坡试验的基础

上，开展中心复合设计（CCD）试验，得到二次

多项回归方程，对各因素进行分析，寻找最优值，

对最优的发酵液抑菌活性进行预测。 

1.2.8  验证试验  在优化后的发酵培养基和发酵

条件基础上，对该菌株的抑菌活性进行检测，并

对其进行验证和可靠性分析，从而获得该菌株最

优发酵培养基配方及发酵条件。 

1.2.9  发酵液的抑菌活性稳定性测定   取离心

后的发酵上清液 10 mL，分别在 4、10、20、30、

40、50、60 ℃处理 1 h，以未经处理的发酵液

作为对照 [28-29]，参照 1.2.2 的测定方法测定抑菌

活性。 

取离心后的发酵上清液 10 mL，用 1 mol/L 的

HCl 和 1 mol/L 的 NaOH 将 pH 调为 2.0、4.0、6.0、

7.0、8.0、10.0、12.0，在室温放置 1 h 后，将 pH

调为原始值，以未经处理的发酵液作为对照，参

照 1.2.2 的测定方法测定抑菌活性。 

取离心后的发酵上清液 10 mL，分别置于波

长 254 nm，功率 30 W 的紫外灯下 20 cm 处照射

1、2、3、4、5、6、7、8、9 h，以未经处理的

发酵液为对照，参照 1.2.2 的测定方法测定抑菌

活性。 

1.3  数据处理 

结果以平均值±标准差表示。原始数据用

Excel 2010 软件整理处理后，采用统计学软件

SPSS 25.0 进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 R2A-15 发酵培养基的优化 

通过对 9 种不同的液体培养基发酵液进行抑

菌活性检测，结果见图 1。抑菌活性较强的培养

基分别有 ISP2、ISP4 和 ISP6，3 种培养基发酵液

对靶标菌的抑菌圈平均直径均为 10.00 mm 以上。

其中 ISP4 培养基对靶标菌抑菌活性最优，抑菌圈

平均直径为 10.47 mm，因此基于 ISP4 培养基进

行后续氮源、碳源组合的优化。 

在 ISP4 基础培养基中分别选用 9 种不同氮源

对菌株 R2A-15 进行发酵培养，结果见图 2。选用
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硫酸铵、蛋白胨和酸水解酪蛋白分别作为氮源时，

3 种发酵液对靶标菌的抑菌圈平均直径分别

10.53、10.32、10.88 mm，具有较强的抑菌活性。

3 种氮源发酵液抑菌圈平均直径排序为酸水解酪

蛋白>硫酸铵>蛋白胨，初步确定酸水解酪蛋白、

硫酸铵和蛋白胨为菌株 R2A-15 最优的发酵氮源。 

在 ISP4 基础培养基中分别选用 10 种不同碳

源对菌株 R2A-15 进行发酵培养，结果见图 3。选

用小米、玉米面和燕麦片作为碳源时，3 种发酵

液对靶标菌的抑菌圈平均直径分别达到 10.66、

11.29、10.84 mm，具有较强的抑菌活性。3 种碳

源发酵液抑菌圈平均直径排序为玉米面>燕麦片>

小米，初步确定玉米面、燕麦片和小米为菌株

R2A-15 最优的发酵碳源。 

根据筛选获得的最优氮源、碳源进行交叉组

合对菌株 R2A-15 进行发酵培养，结果见表 1。选

用酸水解酪蛋白和玉米面的组合抑菌活性最优，

抑菌圈平均直径为 11.35 mm，其次是硫酸铵和玉

米面的组合，抑菌圈平均直径为 11.23 mm。因此

选择酸水解酪蛋白和玉米面作为菌株 R2A-15 发

酵的最优氮源、碳源组合。 
 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 1  培养基对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 1  Effect of culture medium on inhibitory activity of 

fermentation broth of strain R2A-15 
 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 2  氮源对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 2  Effect of nitrogen source on inhibitory activity of 

fermentation broth of strain R2A-15 

 
 

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 3  碳源对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 3  Effect of carbon source on inhibitory activity of 

fermentation broth of strain R2A-15 
 
表 1  碳源、氮源组合对菌株 R2A-15 发酵液 

抑菌活性的影响 
Tab. 1  Effect of combination of carbon and nitrogen 

sources on inhibitory activity of fermentation broth  
of strain R2A-15 

氮源 
Nitrogen source 

碳源 
Carbon source 

抑菌圈平均直径 
Average diameter of 
inhibition zone/mm 

硫酸铵 小米 10.50±0.06b 

硫酸铵 玉米面 11.23±0.07a 

硫酸铵 燕麦片 10.55±0.05b 

蛋白胨 小米 10.41±0.06c 

蛋白胨 玉米面 10.89±0.04a 

蛋白胨 燕麦片 10.67±0.03b 

酸水解酪蛋白 小米 10.42±0.07b 

酸水解酪蛋白 玉米面 11.35±0.09a 

酸水解酪蛋白 燕麦片 10.87±0.53ab 

注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

Note：Different lowercase letters indicate significant differ-
ence (P<0.05).  

 
2.2  菌株 R2A-15 发酵条件的优化 

菌株 R2A-15 发酵液的抑菌活性随发酵初始

pH 的增大呈现先增大后减小的趋势，结果见图 4。

当 pH 为 7.0 时该菌株发酵液抑菌活性最优，抑菌

圈平均直径达到 11.40 mm。该菌株在 pH 为 10.0

时无活性，pH 为 5.0 时抑菌活性明显下降，说明

菌株 R2A-15 不宜在强酸碱性环境中产生活性物

质。因此确定 pH 为 7.0 是菌株 R2A-15 的最优发

酵初始 pH。 

菌株 R2A-15 发酵液的抑菌活性随发酵时间

的增长呈现先增大后减小的趋势，结果见图 5。

第 2 天的发酵液抑菌活性最优，其抑菌圈平均直

径为 12.30 mm。因此确定发酵时间为 2 d 是菌株

R2A-15 的最优发酵时间。 

在 30~34 ℃温度区间内其抑菌活性随温度升 
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图 4  发酵初始 pH 对菌株 R2A-15 发酵液 

抑菌活性的影响 
Fig. 4  Effect of initial pH of fermentation on inhibitory 

activity of fermentation broth of strain R2A-15 
 

 
 

图 5  发酵时间对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 5  Effect of fermentation time on bacteriostatic activ-

ity of fermentation broth of strain R2A-15 
 

高而增强，结果见图 6。在 34 ℃下对靶标菌的抑

菌圈平均直径为 12.90 mm，抑菌活性最优。在 34 ℃

以上，其发酵液的抑菌活性明显下降，38 ℃时对靶

标菌无抑菌活性，说明菌株 R2A-15 不宜在高温环

境下产生活性物质。因此确定 34 ℃是菌株 R2A-15

的最优发酵温度。 

菌株 R2A-15 发酵液的抑菌活性随接种量的

增多呈现先增大后减小的趋势，结果见图 7。当

接种量为 3%时该菌株发酵液对靶标菌的抑菌活

性最优，抑菌圈平均直径为 11.78 mm。低于或超

过此量均会使菌株 R2A-15 的抑菌活性降低。随着

接种量的增加，菌株的代谢物含量有所提高，抑

菌活性能力增强。然而，当接种量超过 3%时，发

酵液中的营养物质有限，不利于细胞活性成分的

生成，导致抑菌活性下降。因此确定接种量为 3%

是菌株 R2A-15 的最优接种量。 

菌株 R2A-15 发酵液的抑菌活性随装液量的

增多呈现先增大后减小的趋势，结果见图 8。当

装液量为 100 mL 时该菌株发酵液抑菌活性最优，

抑菌圈平均直径为 11.57 mm。锥形瓶中营养物质

的增加使菌株 R2A-15 产生活性物质的能力更强，

但液体体积逐渐增加后，锥形瓶中的氧含量逐渐

降低，从而影响活性物质的产生能力。因此确定 

 
 

图 6  发酵温度对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 6  Effect of fermentation temperature on bacteriostatic 

activity of fermentation broth of strain R2A-15 
 

 
 

图 7  接种量对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 7  Effect of inoculum amount on inhibitory activity of 

fermentation broth of strain R2A-15 
 

 
 

图 8  装液量对菌株 R2A-15 发酵液抑菌活性的影响 
Fig. 8  Effect of loading volume on inhibitory activity of 

fermentation broth of strain R2A-15 
 

装液量为 100 mL 是菌株 R2A-15 的最优装液量。 

2.3  影响发酵液抑菌活性的关键因子筛选 

以单因素试验得到的 7 个因子范围为基础，

对 7 个因子选取高低两水平，设计见表 2。按照

Plackett-Burman 试验对 7 个因子高低两水平设

计，进行 12 次试验检测发酵液抑菌活性，结果见

表 3。 

采用 Minitab 20 软件，将发酵液的抑菌活性

作为响应值，构建一次回归方程：抑菌圈平均直

径=11.902–0.209X1–1.046X2+0.617X3–0.289X4– 

0.631X5+0.856X6+0.042X7。回归方程的多元相关系

数 R2 大于 90%，表明该方程的拟合性良好，可以

用于预测各因子对发酵液抑菌活性的变化。根据回

归分析，7 个因子对发酵液抑菌活性的显著性影 
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表 2  因素的种类和高低两水平 
Tab. 2  Types and levels of factors 

因素编号 
Factor No. 

因素种类 
Type of factor 

低水平 
Low level 

(–1) 

高水平 
High level 

(+1) 

X1 发酵初始 pH  6.0 8.0 

X2 发酵时间/d 1 3 

X3 发酵温度/℃ 32 36 

X4 接种量/% 2 4 

X5 装液量/mL 75 125 

X6 玉米面/g 8.00 12.00 

X7 酸水解酪蛋白/g 3.00 5.00 

 

响分析结果见表 4，在所考察的 7 个因子中，发酵

时间的 P 值为 0.013，玉米面的 P 值为 0.026，均小

于 0.05，表明这 2 种因子对发酵液的抑菌活性有显

著影响。其他 5 个因素对发酵液的抑菌活性均无显

著性影响。发酵时间和玉米面的 T 值分别为–4.22 

和 3.46，表明发酵时间对发酵液的抑菌活性是负影

响，而玉米面对发酵液的抑菌活性是正影响。 

2.4  最陡爬坡试验结果分析 

从 Plackett-Burman 试验可以看出，发酵时间

和玉米面是影响菌株 R2A-15 发酵液对抑菌活性

的关键因素。发酵时间是负效应，要适当缩短发

酵时间；玉米面是正效应，可在发酵培养基中适

当提高其含量。通过对 2 种因子的正、负效应及

影响程度的分析，确定了 2 种因子的变化方向及

步长：从 48 h 开始，发酵时间逐渐缩短；从 10.00 g

开始，增加玉米面的添加量。其他非主要因子，

以单因素试验的最优值为发酵条件，对其进行发

酵培养，并测定发酵液的抑菌活性。最陡爬坡试

验结果见表 5。当发酵时间为 36 h、玉米面为

12.00 g 时，发酵液的抑菌活性最大，故以此为各

因子的中心点，进行后续的响应面分析优化。 
 

表 3  Plackett-Burman 试验对各因子高低水平设计 
Tab. 3  Plackett-Burman test for high and low level designs for each factor 

编号 
No. 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 
抑菌圈平均直径 

Average diameter of inhibition zone/mm 

1 + – + – – – + 13.84±0.04 

2 + + – + – – – 9.18±0.06 

3 – + + – + – – 10.49±0.04 

4 + – + + – + – 14.06±0.08 

5 + + – + + – + 8.59±0.11 

6 + + + – + + – 11.69±0.07 

7 – + + + – + + 13.79±0.11 

8 – – + + + – + 11.25±0.07 

9 – – – + + + – 12.81±0.29 

10 + – – – + + + 12.80±0.06 

11 – + – – – + + 11.40±0.06 

12 – – – – – – – 12.93±0.02 

 

表 4  Plackett-Burman 试验显著性分析 
Tab. 4  Plackett-Burman test significance analysis 

因素 Factor 系数 Ratio T 值 T-value P 值 P-value

常量 11.902 48.06 0.000 

发酵初始 pH –0.209 –0.84 0.446 

发酵时间 –1.046 –4.22 0.013 

发酵温度 0.617 2.49 0.067 

接种量 –0.289 –1.17 0.308 

装液量 –0.631 –2.55 0.063 

玉米面 0.856 3.46 0.026 

酸水解酪蛋白 0.042 0.17 0.872 

表 5  最陡爬坡试验设计 
Tab. 5  Experiment design of steepest ascent 

序号
No. 

发酵时间 
Fermentation time/h

玉米面 
Cornmeal/g 

抑菌圈平均直径 
Average diameter of 
inhibition zone/mm

1 24 10.00 13.61±0.16 

2 30 11.00 14.07±0.17 

3 36 12.00 14.56±0.06 

4 42 13.00 14.24±0.05 

5 48 14.00 13.83±0.06 

 
2.5  响应面试验设计结果分析 

根据最陡爬坡试验结果发现，显著性因子发
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酵时间和玉米面分别为 36 h 和 12.00 g 时，发酵液

抑菌活性最大，抑菌圈平均直径达到 14.56 mm。

以发酵时间（36 h）和玉米面（12.00 g）为中心

点，对发酵时间和玉米面进行 5 个水平的中心复

合试验设计，中心复合试验设计见表 6。根据中

心复合试验设计，开展 13 组试验检测发酵液抑菌

活性，中心复合试验结果见表 7。 

用 Minitab 20 软件进行二元回归拟合，获得

抑菌圈平均直径（Y）对发酵时间（X2）和玉米面

（X6）的二次多项回归方程：Y=1.76+0.1911X2+ 

1.524X6–0.002271X2
2–0.06050X6

2–0.00167X2X6。 

经显著性和方差分析后，得到 F 值为 25.78，

P 值为 0.000，说明回归方程拟合较好，可靠性高。

抑菌圈平均直径与发酵时间、玉米面的曲面见图

9，等值线见图 10。由响应面的形状可知，当发 

酵时间（X2）为 37.5，玉米面（X6）为 12.09 时，

最大的抑菌圈平均直径为 14.56 mm。 

2.6  验证试验 

用优化的发酵培养基和发酵条件，对菌株

R2A-15 的发酵液抑菌活性进行验证试验（图 11）。

结果表明，抑菌圈平均直径达到 14.56 mm，与理

论计算结果 14.56 mm 一致，比优化前 10.47 mm

高 4.09 mm。 

采用单因素试验、Plackett-Burman 试验以及响

应面分析法，经验证试验最终得到菌株 R2A-15 的最

优培养基为：玉米面 12.09 g，酸水解酪蛋白 4.00 g，

碳酸钙 2.00 g，硫酸镁 2.00 g，磷酸氢二钾 2.00 g，

氯化钠 1.00 g，蒸馏水 1 L；最优发酵条件为：发酵

初始 pH 7.0、发酵时间 37.50 h、发酵温度 34 ℃、接

种量 3%、摇瓶装液量 100 mL/250 mL。 
 

表 6  中心复合试验设计因子水平 
Tab. 6  Center composite experimental design factor levels 

自变量水平 Level of independent variable 因素编号 
Factor No. 

因素名称 
Factor name –1.414 –1 0 1 1.414 

X2 发酵时间/h 19.03 24.00 36.00 48.00 52.97 

X6 玉米面/g 9.17 10.00 12.00 14.00 14.83 

 
表 7  中心复合试验结果 

Tab. 7  Center composite test results 

编号 
No. 

发酵时间 
Fermentation 

time/h 

玉米面 
Cornmeal/g 

抑菌圈平均直径 
Average diameter of 
inhibition zone/mm

1 24.00 10.00 13.81±0.04 

2 48.00 10.00 13.95±0.12 

3 24.00 14.00 14.01±0.14 

4 48.00 14.00 13.99±0.06 

5 19.03 12.00 13.73±0.17 

6 52.97 12.00 14.16±0.32 

7 36.00 9.17 14.13±0.12 

8 36.00 14.83 14.10±0.07 

9 36.00 12.00 14.56±0.09 

10 36.00 12.00 14.52±0.11 

11 36.00 12.00 14.53±0.07 

12 36.00 12.00 14.56±0.04 

13 36.00 12.00 14.60±0.02 

 

2.7  发酵液的抑菌活性稳定性分析 

菌株 R2A-15 的发酵液经不同温度处理后，抑

菌圈平均直径均在 13.00 mm 以上，波动范围在

±1.04 mm，总体活性表现稳定，结果见图 12，表

明其抑菌活性不随温度的变化而变化。 

 
 

图 9  发酵时间和玉米面影响发酵液抑菌活性的 

响应面曲面图 
Fig. 9  Response surface plots of fermentation time and 

cornmeal affecting inhibitory activity of fermentation broth 
 

在不同 pH 条件下，菌株 R2A-15 发酵液的抑

菌活性表现为先上升后下降的变化，结果见图 13。

经 pH 为 6.0~8.0 处理后抑菌圈平均直径均大于

13.00 mm，抑菌活性较为稳定。在 pH 为 2.0 的条

件下，对靶标菌无抑菌活性；在 pH 为 12.0 的条

件下，对靶标菌的抑菌活性明显下降。说明强酸

强碱能抑制该菌株发酵液活性。 

菌株 R2A-15 的发酵液经不同时间紫外光照

射后，其抑菌活性变化不显著，结果见图 14。经 
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图 10  发酵时间和玉米面影响发酵液抑菌活性 

的等值线图 
Fig. 10  Contour plot of fermentation time and cornmeal 

affecting inhibitory activity of fermentation broth 
 

 
 

A：R2A-15 优化后的抑菌活性；B：R2A-15 

原发酵液的抑菌活性。 
A: The inhibitory zone of R2A-15 after optimization; B: The in-

hibitory zone of the original fermentation broth of strain R2A-15. 
图 11  菌株 R2A-15 发酵液对柑橘绿霉病 

优化前后抑菌效果对比 
Fig. 11  Comparative results of bacterial inhibition of cit-
rus green mold by fermentation broth of strain R2A-15 be-

fore and after optimization 
 

 
 

图 12  菌株 R2A-15 发酵液的温度稳定性 
Fig. 12  Temperature stability of fermentation broth of 

strain R2A-15 
 

紫外光照射后该菌株发酵液抑菌活性直径在

15.00 mm 左右，且波动较小，发酵液的抑菌活性

在紫外条件下有所提高，最大抑菌圈平均直径达 

 
 

图 13  菌株 R2A-15 发酵液的酸碱稳定性 
Fig. 13  Acid-base stability of fermentation broth  

of strain R2A-15 
 

 
 

图 14  菌株 R2A-15 发酵液的紫外光稳定性 
Fig. 14  Ultraviolet stability of fermentation broth  

of strain R2A-15 
 

15.09 mm。结果表明，发酵液的抑菌活性在紫外

线照射下有所提高。 

菌株 R2A-15 发酵液经过不同的温度、酸碱和

紫外线条件处理后，能维持较好的活性稳定性，

为今后柑橘绿霉病生防菌剂的制备与应用提供参

考，也将为菌株 R2A-15 发酵的代谢活性物开发和

利用提供理论依据。 

3  讨论 

放线菌的代谢活性物往往含量较少，分离纯

化难度大。此外，放线菌的生长和代谢是一个复

杂的过程，会受到许多环境及培养条件的影响，

在生产应用的过程中，如果缺少稳定的发酵方法，

就会导致放线菌的代谢活性物在不同批次的含量

波动较大，从而导致不同批次的农用抗生素的抑

菌效果不同。因此，优化菌株的发酵培养基和发

酵条件，是稳定提高微生物代谢活性物含量必不

可少的一部分。 

研究表明，不同的碳氮源选择对微生物的发

酵存在不同影响，本研究对菌株 R2A-15 的优化结

果发现，玉米面（碳源）含量对发酵液抑菌活性

有显著影响，放线菌 A12-2-11[30]（蔗糖为碳源）、

放线菌 16-3-10[31]（乳糖为碳源）等均受碳源影响。

此外，发酵初始 pH、发酵时间、发酵温度等因素
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能刺激放线菌代谢活性物产生，如放线菌 B11[27]

是发酵时间和接种量等因素，放线菌 LG-9[32]是发

酵时间和发酵温度等因素，本研究结果表明发酵

时间对发酵液抑菌活性有显著影响。通过对菌株

R2A-15 的发酵培养基及发酵条件的优化，使抑菌

效果提高了 39%，优化后的抑制圈平均直径为

14.56 mm 明显比优化前（10.47 mm）的抑菌效果

好。且经过筛选，发酵时间从 5 d 缩减到 37.5 h，

大大提升发酵效率，节约生产成本。 

放线菌是被应用于植物病害防治的微生物，

但其产生的主要活性物质在生产应用中很不稳

定，从而影响放线菌的开发与应用。放线菌

WMF106[21]发酵液的抑菌物质具有耐热和耐光，

但对酸敏感，放线菌 DA4-3-12[33]的发酵液在不同

酸碱、温度和紫外照射条件下均表现良好的稳定

性。与其他放线菌发酵液稳定性相似，菌株

R2A-15 发酵液在 4~60 ℃的温度下，其抑菌圈平

均直径下降幅度不超过 11%，维持了较高的抑菌

活性，在紫外线照射 1~9 h 下抑菌活性有所提高，

而在 pH 为 6.0~8.0 的范围内抑菌活性较稳定，但

在强酸强碱环境下，菌株 R2A-15 发酵液中抑菌活

性有所下降。初步探究菌株 R2A-15 发酵液经过不

同的温度、酸碱和紫外线条件处理后，能维持较

好的活性稳定性。 

菌株发酵液具有较好的抑菌活性和稳定性，

能更好的开发和利用其发酵产物。HE 等[34]报道

放线菌 A217 发酵液有较好的抑菌和防病效果，

其发酵产物对多种植物病原真菌和细菌表现出较

好的抑菌活性，放线菌 A217 可作为植物病害生

物防治剂的潜在应用。XIU 等[35]报道菌株 AM-4

发酵液对指状青霉的菌丝生长抑制率为 66.23%，

菌株 AM-4 的发酵提取物对柑橘绿霉病的防治效

果好，作为生防菌株具有良好的开发利用前景。

在本研究中，从红橙植株根部土壤中分离的菌株

R2A-15，具有产生对指状青霉抑菌活性强、稳定性

好的代谢产物的能力，可进一步开展菌株 R2A-15

在柑橘绿霉病染病植株上的抑菌效果评估等应用

试验，从而为实现拮抗柑橘绿霉病的生防菌产品

开发和应用奠定基础。 
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