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摘! 要：以对棉铃虫高毒力的苏云金芽孢杆菌 /3 作为研究菌株，采用正交试验法及生物测定验证

法，对该菌株发酵培养基进行了优化实验。获得了优化培养基（ 棉籽饼 /< "3 = > ?@、玉米粉 $< A = >
?@、麸皮 $< " = > ?@、BC"DEA%< $$ = > ?@、FGHEA %< %%A2 = > ?@）。该培养基与对照培养基相比，发酵液

含菌数高达 A%< 1 I $%1;JK > 5@，比对照培养基提高了 #/< &L；发酵液毒力高达 ##< $L，比对照培养

基提高了 1$< 3L。
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! ! 在 微 生 物 杀 虫 剂 中，苏 云 金 杆 菌（ !"#$%%&’
()&*$+,$-+’$’，"#）是一种宝贵的杀虫微生物资源［$］，

它能产生多种对昆虫有致病力或毒杀作用的毒素，

主要有：!、"、#.外毒素和 $ 内毒素［%&’］。它是目前世

界上产量最大、应用最广的微生物杀虫剂，"# 杀虫

剂现已广泛应用于农业生产［(］。据不完全统计，近

年来我国 "# 杀虫剂的使用量已超过 % 万 #，成为 "#
杀虫剂的生产和应用大国［)］。新疆是我国优质棉

基地，由于连作及特殊的耕作措施及农业生态气候

等环境因素的影响，棉铃虫危害有逐渐加重的趋

势。

研究证明，"# 的营养要求不高，除能在牛肉膏

蛋白胨培养基中生长良好外，在许多由农副产品组

成的培养基中也能生长得很好［*］。利用农副产品

作为发酵的营养成分，既可扩展农副产品的市场，

又可明显降低生产成本。据报道，"# 各亚种对不同

类型的糖和碳的利用能力不一样，因此必须筛选出

生长同步能达到全部释放芽孢和伴胞晶体的培养

基。然而据报道，生长同步的培养基因糖碳比的不

同，对昆虫的致死率也不一样。培养基的成分及其

比例是影 响 苏 云 金 杆 菌 制 剂 毒 力 的 另 一 重 要 因

素［+］。为了提高 ,’ 号 "# 菌株的发酵单位，除了有

高效菌株、最适培养条件外，还需要高产培养基［$-］。

近年来，我国在 "# 资源发酵营养、剂型及毒力

方面的研究有许多报道，但在 "# 培养基的筛选优

化，尤其在利用农副产品作为发酵成分营养学方面

的研究却很少。因此，在我国 "# 制剂使用量逐年增

加及农业可持续发展和对无公害绿色有机食品日

趋重视的情况下，研究利用当地农副产品作为 "# 发

酵培养基具有特别重要的意义。作者研究了新疆

苏云金杆菌 ,’ 高效菌株发酵培养基的优选。

!" 材料与方法

!# !" 供试菌株"
苏云金杆菌 ,’ 号菌株，%--% 年分离于石河子

$.( 团三连棉田自然病死棉铃虫。

!# $" 发酵培养基

!/ $/ !" 基本培养基 0（ 组分 1 2 34）：棉子饼 $5 -，玉

米 粉 -5 .，小 麦 麸 皮 -5 .，67% 89. -5 -.，:;<9.

-5 --$’；7%9 $ --- =4。

!/ $/ $" 加倍培养基 "、>、?! 将原始发酵 0 培养基

的各种营养组分的量均加浓 %5 -、,5 -、.5 - 倍，组成

"、>、? , 种新配方。棉子饼主要提供氮源，玉米粉

和小麦麸皮主要提供碳源，67% 89. 主要提供磷酸

盐，:;<9.提供亚铁盐。

!# %" 发酵液的稀释涂板记数法

将融化后凉至不烫手的 4" 固体培养基倒入平

板中（* @ $- =4），迅速正向和反向旋转平板 , 次，

在超净工作台中凝固，倒置平板于 ,- A 培养 %- @
%. B。将发酵液样品以 $- 或 %- 倍级数稀释，稀释

液为 -5 $C DE;;F&*-，然后吸取 %-- %4 稀释液涂布

于固体平板上。%* A培养 $ 3 后观察菌落数，选择

平板菌落数在 $-- 个左右的浓度进行记数。以合理

的稀释浓度再次涂 ’ 个板，取平均值，计算发酵液

样品的含菌数。重复 , 次，得出最终含菌数。

!# &" 培养基加倍试验

将 0、"、>、? . 种配方在摇床上进行摇瓶培养

试验，将 ,’ 号菌株接种斜面，,- A 培养 , 3，转入

%’- =4 的三角瓶，前 %. B 于 ,- A培养，后 .* B 于

,’ A培养，$%- G 2 =HF 摇瓶振荡培养 )% B，用稀释涂

板记数法测发酵原液含菌数，通过方差分析及显著

性测定比较［$$］，说明 "# 发酵原液单位菌量的高低

与培养基浓度的关系。

!# ’" 正交试验"
在摇瓶发酵试验中，设置影响芽孢产生的 ’ 个

因素（棉籽饼、玉米粉、小麦麸皮、磷酸二氢钾、硫酸

亚铁质量浓度），. 个水平（ 基本培养基 0 水平为 $
倍，"、>、? 水平分别为 %5 -、,5 -、.5 - 倍）进行，然后

进行方差分析及多重比较［$%］。初步正交优选出配

方 I$。由于第一次正交试验结果中转化率 / 值除

67%89.、:;<9. 外，其余在 ,5 - 倍水平上产菌量最

高，则再调整各因素浓度水平为 %5 )’、,5 -、,5 %’、

,5 ’ 倍，做第二次正交试验，优选出产菌量较高的 ,
种配方 I%、I,、I.。用 I$、I%、I,、I. 和基本培养

基 0 分别进行摇瓶发酵试验［$,］，用方差分析和多

重比较的方法选出高产培养基。

$" 结果与分析

$# !" 培养基浓度加倍试验

结果见表 $。

从表 $ 可以看出，在 0、"、>、? . 个培养基的浓

度中，> 发酵后产量最高，达 )5 %+ J $-* KLM 2 =4。经

方差分析多重比较，0、"、>、? 有显著差异，得出 ?
加倍效果最好，说明培养基 ,5 - 倍的 > 2 N 及盐离子

较适合 "# 的生长繁殖。

$# $" 培养基正交试验

结果见表 %。
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表 !" 浓度加倍试验结果

#$%& !" #’( )(*+,- ./ 0(1*2-3 0.+%,(

培养基
浓度

单位菌量 !
（ " #$%&’( ! )*）

单位菌量 !
（ " #$%&’( ! )*）

单位菌量 !
（ " #$%&’( ! )*）

单位菌量 !
（ " #$%&’( ! )*）

总和
!（+,- #+）

平均值
"（.- /$）

#（#- $ 倍 01） 2- 3. 2- 2$ .- $, 2- 4/ #$- ,. 2- 4$

$（2- $ 倍） .- 2, .- #$ .- 43 2- ,% #.- $# .- 2+

%（.- $ 倍） /- 2# /- 32 /- #/ /- .3 2,- #3 /- 2,

&（3- $ 倍） +- 2+ +- #/ +- 4, +- .3 2#- 3+ +- .4

表 4" 初步正交试验结果 5!6（78）

#$%& 4" #’( )(*+,- ./ 0(1*2-3 0.+%,(

因素

棉籽饼质量浓度

# !（5 ! 6*）

玉米粉质量浓度

$ !（5 ! 6*）

麸皮质量浓度

% !（5 ! 6*）

172893质量浓度

& !（5 ! 6*）

:;<93质量浓度

’ !（5 ! 6*）

发酵原液单位

菌量 !（ " #$%&’( ! )*）

# 2 . 3 4 重复! 重复" ()

# #（#= $） #（$= 3） #（$= 3） #（$= $3） #（$= $$#+） 2= 3$ #= 2$ .= 4$

2 # 2 2 2 2 += 3$ 4= 24 ##= 44

. # . . . . %= 44 4= $4 #3= /2

3 # 3 3 3 3 ,= %3 += %3 #+= 4%

+ 2（2= $） # 2（$= %） . 3 3= 3/ += 24 ,= /.

4 2 2（$= %） # 3 . += +3 += /4 ##= .$

/ 2 . 3 # 2（$= $$.） ,= #2 ,= ,# #,= $.

% 2 3 . 2（$= $%） # #$= %$ ##= #2 2#= ,2

, .（.= $） # .（#= 2） 3 2 #$= #. #$= 44 2$= /,

#$ . 2 3 .（$= #2） # ##= 2/ #2= #3 2.= 3#

## . .（#= 2） # 2 3 #3= 24 #+= #/ 2,= 3.

#2 . 3 2 # .（$= $$3+） #2= %, #2= ## 2+= $$

#. 3（3= $） # 3（#= 4） 2 . #$= #/ #$= %2 2$= ,,

#3 3 2 . # 3（$= $$4） ##= 44 #2= $/ 2.= /.

#+ 3 . 2 3（$= #4） # %= /2 /= ,% #4= /$

#4 3 3（#= 4） # . 2 4= ,# /= 23 #3= #+

*# 3++ 44 +++ ## +%+ 3% /#+ .4 4++ 4#

*2 4#+ ,% /$+ #$ 4.+ $. %.+ ,3 4++ 4.

*. ,%+ 4. /,+ %% %#+ #4 42+ $# /2+ $#

*3 /++ +/ /4+ /+ /,+ ## 43+ 3/ /%+ +/

, +2= ,/ 23= // 22= 4% 2#= ,. #2= ,4

> > 对表 2 中 , 值比较，可以确定各因素对 .+ 号

菌株产量的影响依次为：#（ 棉籽饼质量浓度）? $
（玉米 粉 质 量 浓 度）? %（ 麸 皮 质 量 浓 度）? &
（172893质量浓度）? ’（ :;<93 质量浓度）。但比

较各因素 , 值，’ 较小，因此影响发酵的主要因素

包括 #、$、%、&。经 ( 测验，#（棉籽饼质量浓度）、$
（玉米粉质量浓度）、%（麸皮质量浓度）、&（172893

质量浓度）、’（:;<93 质量浓度）均具有显著差异。

由 * 值得初步优选培养基配方：棉籽饼 .- $ 5 ! 6*、

玉米 粉 #- 2 5 ! 6*、麸 皮 #- 2 5 ! 6*、172 893 $- $%
5 ! 6*、:;<93 $- $$4 5 ! 6*（#.$.%.&2’3 ）。对表 2 中

* 值观察，除 & 因素外，其余各因素均偏向较高水

平为好，个别因素 ’ 的 * 值变化很不规则。因此再

调整各因素质量浓度水平，进行第二次正交试验，

结果见表 .。
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表 !" 第二次正交试验结果 #$%（&’）

()*+ !" (,- .-/012 34 5-6/728 530*1-

因素

棉籽饼质量浓度

! !（" ! #$）

玉米粉质量浓度

" !（" ! #$）

麸皮质量浓度

# !（" ! #$）

%&’()*质量浓度

$ !（" ! #$）

+,-)*质量浓度

% !（" ! #$）

发酵原液单位

菌量 !（ . /01234 ! 56）
/ ’ 7 * 8 重复! 重复" +9

/ /（’: ;<） /（/: /） /（/: /） /（0: //） /（0: 00*/） 1: *’ 1: 71 /8: 10

’ / ’ ’ ’ ’ =: 71 =: ’* /1: 8’

7 / 7 7 7 7 //: ’* //: *0 ’’: 8*

* / * * * * /’: 0/ /’: /’ ’*: /7

< ’（7: 0） / ’（/: ’） 7 * /0: ’7 /0: /< ’0: 71

8 ’ ’（/: ’） / * 7 //: */ //: ’= ’’: ;0

; ’ 7 * / ’（0: 00*<） /*: /= /7: ;’ ’;: =/

1 ’ * 7 ’（0: /’） / /’: ;1 //: 8; ’*: *<

= 7（7: ’<） / 7（/: 7） * ’ /0: 88 /0: */ ’/: 0;

/0 7 ’ * 7（0: /7） / //: ’7 //: /= ’’: *’

// 7 7（/: 7） / ’ * /7: 7* /7: ’= ’8: 87

/’ 7 * ’ / 7（0: 00*=） /8: /; /8: 7’ 7’: *=

/7 *（7: <） / *（/: *） ’ 7 //: /; /0: == ’’: /8

/* * ’ 7 / *（0: 00<7） /0: /7 =: 1= ’0: 0’

/< * 7 ’ *（0: /*） / =: ;* =: /* /1: 11

/8 * *（/: *） / 7 ’ 1: ’7 1: 71 /8: 8/

&/ ’7’ 00 ’;’ 71 ’<’ =’ ’<’ 1’ ’7’ 11

&’ ’*’ ’0 ’8’ 71 ’<’ <’ ’*’ 70 ’/’ 81

&7 ’7’ 78 ’/’ 8* ’<’ /1 ’<’ ’* ’=’ 7*

&* 7/’ =’ ’;’ 01 ’<’ 18 ’;’ /’ ’;’ <1

( 1: =’ <: ;* 0: ;* ’: 1’ ;: 88

> > 由表 7 可以看出，经第二次正交试验，各因素 (
值均明显变小，而棉籽饼仍为主要因子，这与初步

正交试验结果一致。同时细化各因素水平后，?9 浓

度明显提高，说明对配方质量浓度水平调整是正确

的。) 测验表明，各因素水平均具差异显著性。从

)* 值观察，处理 ;、//、/’ 效果较好。将此 7 个配方

分别设为 @’、@7、@*，并将初步正交优选配方 @/ 和

原始发酵培养基配方（A%）一起进入综合比较试

验。

9: !" 培养基综合优选

结果见表 *。

结果表明，< 种培养基 ?9 发酵产量均大于原始

配方。@’ 配方 ?9 发酵产量最高，为 /*B < . /01 234 !
5$，同时经棉铃虫生测验证，最高浓度对应的毒力也

最高，为 10B <C。经多重比较，培养基 @/、@’、@7、

@*、A% 具有差异显著性。因此 @*为最优培养基。

表 &" 综合优选试验结果

()*+ &" (,- .-/012/ 34 2,- ;3<=.-,-6/7>- 3=27<7?)2736 -@A

=-.7<-62/

培养基
编号

发酵原液含菌量 !
（/01234 ! 5$）

将发酵原液稀释 /00 倍
感染棉铃虫 7 龄幼虫的

生测死亡率 ! C
@/ //B 8 7=B 1

@’ /’B = **B /

@7 /’B ’ *7B 8

@* /*B < </B ’

A% ’B 0 //B ’

9: &" 小试发酵结果

小试发酵结果表明，培养基 @’、@* 在小罐中发

酵原液 /00 倍稀释液对棉铃虫三龄幼虫的毒力比原

始配 方 好，特 别 是 @* 发 酵 ?9 产 量 更 高，达 到

88B /C，是原始发酵液毒力百分率的 <*/ 倍。
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!" 结" 论

!）优良的培养基是微生物发酵中影响发酵水

平的关键因素之一。华中农业大学采用正交试验

选出 "# 高产苏云金素的培养基配方［!$］。本试验也

证明了正交试验在培养基筛选中的可行性。据吴

继星报道［!%］，“ 正交试验!浓度加倍!生物测定”

是 "# 发酵培养基配方优选中一种简便、实用、快速

的优选模型。作者采用“正交试验!浓度加倍!生

物测定”，通过浓度加倍和正交综合优选试验，筛选

出 &% 号高效 "# 菌株发酵培养基配方为 ’$。摇瓶

培养试验（’$）比原始发酵培养基（()）发酵水平提

高了 *+%,，毒力提高了 !!!,。

+）据文献［!*］报道，不同 "# 菌株的营养需求

不同。对于同一发酵条件，用同一种子的菌种接

种，采用不同培养基配方时 &% 号 "# 菌株发酵水平

具有明显差异，说明合理的配方可以提高产量。

&）本研究表明，培养基的固形物含量与发酵液

含菌数有一定的相关性，且固形物含量不光影响发

酵液含菌数，还最终影响毒力。

$）本试验的出发点是利用农产品，节本降耗，

最大限度地增加杀虫物质，达到生态、经济、社会效

益的完美结合。

%）要提高含菌数及毒力，高产发酵培养基是必

需的，同时要从 "# 菌株的优选及 "# 发酵过程的调

控两方面进行研究。
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