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多肽类抗菌素是抗生素中的一类，主要来自芽孢杆菌. 
自从1952年J. Bided等从枯草芽孢杆菌培养液中分离出抗菌

肽以来，已有多种抗菌肽陆续被分离出来 . 这些抗菌肽多呈

闭合环状，少数为线形，多数 抗细菌，仅少数 抗真菌. 作者

所在实验室研究人员从新疆棉株上分离得到的一株枯草芽

孢杆菌(代号ZK)经发酵培养产生一种抗真菌环脂肽，结构鉴

定表明其属于伊枯草菌素(Iturin)家族，将其命名为捷安肽素
(Jiean-peptide). 研究发现，捷安肽素具有相当广泛的抗真菌

特性，对甜瓜疫霉病、棉花枯黄萎病、番茄立枯病、小麦白

粉病和柑橘青霉病等真菌病害都有良好的防治效 果，并且

具有稳定性好、低毒的特点，是一种极具研究和应用开发价

值的抗菌肽 [1]. 我们已对捷安肽素进行了发酵菌种诱变 [2]和

基本发酵条件优化 [3]等研究，取得了一定进展，但其发酵水

平仍未达到工业化生产要求. 

目前国内外伊枯草菌素的发酵方式分为液体发酵 [4, 5]和

固态发酵 [6, 7]，其中液体发酵均是游离细胞培养. 生物表面活

性素(Surfactin)是由枯草芽孢杆菌产生的与伊枯草菌素结构

相似的环脂肽 [8~10]，因此它们可能具有类似的发酵原理. 在生

物表面活性素液体发酵方法优化的研究中发现，当在发酵培

养基中加入多孔固体载体一同培养时，其产量大幅提高[11]；

当在另一种脂肽类生物活性剂Serrawettin发酵液中加入硅胶

一同培养时，产量也得到极大提高[12]. 由此可见，固体载体可

能对脂肽物质的合成具有促进作用，该过程及原理类似于吸

附固定化细胞. 因此，本研究尝试利用吸附固定化细胞技术

发酵生产捷安肽素. 

1  材料与方法
1.1  菌 种 

枯草芽 孢杆菌(Bacillus subtilis，代号ZK)，疫霉菌C1 
(Phytophthora sp.，代号C1)均为本实验室保藏菌种. 

1.2  培养基
摇 瓶 种 子 培 养 基 ( ρ /g  L -1)：葡 萄 糖  25，蛋白胨 30，
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体效果最好；然后通过正交优化实验和单因素实验确定载体木屑的最佳条件为：粒度0.5~0.6 mm，添加浓度10 g L-1发

酵液. 为避免吸附法固定的菌体细胞从载体上脱落，尝试在木屑固定化细胞体系中加入粘稠剂以增强吸附性能，运用

单因素实验确定了粘稠剂的种类和浓度，即为15 g L-1海藻酸钠. 最后应用响应面方法优化固定化细胞发酵培养基及培

养条件，结果表明：接种量为10%、黄豆粉水解液总氮浓度为1.7 g L-1发酵液、葡萄糖浓度为33.7 g L-1发酵液时捷安肽

素的生物效价最大，达到7 282.08 U，比非固定化细胞培养提高了53.9%. 图3 表7 参17
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KH2PO4·3H2O 4，MgSO4·7H2O 3，pH7.0. 摇瓶发酵培养基(ρ/g 
L-1)：MgSO4·7H2O 5.5，KH2PO4·3H2O 1.1，酵母膏0.8，葡萄糖

33，黄豆粉水解液的总氮 1.5，pH 7.0. 
1.3  发酵方法
1.3.1  非固定化细胞培养方法    将已培养20 h的种子液以10%
的接种量接种到发酵培养基(装液量为60 mL/250 mL)中，在
30 ℃、150 r/min条件下震荡培养48 h. 
1.3.2  固定化细胞培养方法    将已培养20 h的种子液以10%的

接种量接种到含有载体的发酵培养基 (装液量为60 mL/250 
mL)中，在30 ℃、150 r/min条件下震荡培养48 h. 
1.3.3  加粘稠剂的固定化细胞培养方法    无菌操作将6 mL培

养20 h的种子液在6 000 r/min下离心15 min，倾去部分上清液，

制成菌悬液，将该菌悬液先后与一定量载体和一定浓度的粘

稠剂混和均匀，最后将吸附有菌体和粘稠剂的木屑加入到发

酵培养基中，在30 ℃、150 r/min条件下震荡培养48 h. 
1.4  载体筛选单因素实验

分别将固体载体玉米芯、糠壳、活性碳、木屑、硅藻土、

粉煤灰和泡沫等量加入到发酵培养基中，按照方法1.3.2进行

发酵，根据48 h的生物效价确定最佳的固体载体. 
1.5  载体粒度与含量正交优化实验

按L9 (3
4)正交设计表(表1)进行实验. 发酵方法见1.3.2. 测

定48 h发酵液的生物效价，根据效价大小确定最佳的载体条

件. 

1.6  载体含量优化单因素实验
将一定粒度的载体分别以5、10、15、20、30、40、50 g L-1

发酵液的量加入到发酵培养基中，按1.3.2方法进行固定化细

胞培养，由发酵结束时的生物效价确定载体的最佳含量. 
1.7  粘稠剂筛选单因素实验

根据无毒、来源广泛、低廉的特点，选择黄原胶，海藻

酸钠和羧甲基纤维素钠(CMC) 3种粘稠剂进行该实验. 根据

粘稠剂的性质，设计一定的浓度梯度，按照1.3.3方法进行发

酵实验，由生物效价确定最佳的粘稠剂种类及浓度. 
1.8  响应面方法实验设计

以碳源(葡萄糖)、氮源(黄豆粉水解液)和接种量三因素

为自变量，捷安肽素效价为响应值进行三因素三水平的Box-
Behnken响应面方法设计. 具体实验设计见表2. 按1.3.3方法

进行发酵，根据实验结果得到二次多元回归方程，对方程求

解可得到响应值最大时所对应的各因素的最优组合，以模型

预测的各因素的最优值组合及任意设定的3组各因素的组合

进行发酵实验，以验证该模型的可靠性并得到最佳的发酵培

养基及培养条件.  

1.9  菌体干重测定 
1.9.1  非固定化细胞培养条件下菌体干重测定    分别取10 mL
发酵结束的发酵液和空白发酵培养基于已烘至恒重的离心

管(质量为m1)，在6 000 r/min下离心15 min，倾去上清液，并将

离心管烘至恒重(发酵结束的发酵液和空白发酵培养基的质

量分别为m2和m3)，(m2－m1)－(m3－m1)即为菌体干重. 
1.9.2  固定化细胞培养条件下菌体干重测定    利用1.9.1方法

分别测得发酵结束时含有载体的发酵液干重m4和仅含有载

体的空白发酵培养基的干重m5，(m4－m5)即为固定化条件下

的菌体干重. 
1.10  生物效价测定方法    采用改进的管碟法 [13, 14]. 

2   结果与分析
2.1  不同载体固定化细胞发酵生产捷安肽素

按1.4方法筛选固体载体，结果见图1. 从图1可以看出，分

别以泡沫、硅藻土和木屑为载体进行固定化细胞发酵的产量

均高于对照，其中木屑效果最佳，其效价为5 188.48 U，比非

固定化细胞培养的对照提高了14.9%. 同时在实验中发现，木

屑固定化条件下的菌体干重比非固定化条件下提高了73.97%. 
因此，确定木屑为固定化载体. 

2.2  木屑粒度与含量正交优化实验结果
载体的性质对固定化发酵相当重要，按1.5方法进行正

交实验，以确定载体的最佳条件. 实验结果及方差分析见表3
和表4. 方差分析表明，木屑粒度对生物效价影响显著，而含

量影响不显著，其中当木屑粒度为0.5~0.6 mm时，生物效价

最高，因此 通过 正交实验可以确定木屑粒度的最佳条件为
0.5~0.6 mm. 
2.3  木屑添加量优化单因素实验

根据正交实验结果，将0.5~0.6 mm的木屑按1.6方法进行

发酵实验，以确定木屑添加的最佳浓度. 实验结果见图2. 从
图2可以看出，当木屑含量为10 g L-1发酵液时生物效价最高，

表1  L9 (3
4)正交设计实验因素及水平

Table 1  Experimental factors and levels of L9 (3
4) orthogonal 

design

水平
Level

因素 Factor
载体粒度

Diameter of carrier
(d/mm)

载体含量
Content of carrier

(ρ/g L-1)
1 0.5~0.6 10
2 0.6~1 30
3 1~3 40

表2  Box-Behnken实验设计因素及水平
Table 2  Experimental factors and levels of Box-Behnken design

因素 Factor 符号 
Symbol

水平 Level
－1 0 1

碳源 Carbon source (ρ/g L-1) X1 30 35 40
氮源 Nitrogen source (ρ/g L-1) X2 0.9 1.3 1.7
接种量 Inoculation (φ/%) X3 6% 10% 14%

图1  不同载体对捷安肽素效价的影响
Fig. 1   Effect of different carriers on Jiean-peptide potency
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因此确定木屑的最佳浓度为10 g L-1发酵液.  
2.4  	 加粘稠剂的吸附固定化细胞技术发酵生产捷安

肽素
木屑固定化细胞发酵提高了捷安肽素的产量，为了进一

步增强这种效果，对其原因进行了分析，认为木屑吸附法固

定化细胞，菌体干重提高了73.97%，在一定程度上形成了高

密度细胞培养，从而促进了产量的提高，但发现在发酵液内

仍有许多游离菌体，这可能是由于吸附法固定化细胞时，菌

体与载体之间通过较弱的力结合，吸附不牢固，因此在摇瓶

振荡下菌体易从载体上脱落. 尝试在木屑吸附固定化细胞体

系中加入粘稠剂，以增加木屑空隙中液体介质的粘度，从而

增强菌体与载体之间的结合程度. 
按1.7方法发酵生产捷安肽素. 实验设计及结果见表5. 从

表5可以看出，含有15 g L-1海藻酸钠的发酵液的生物效价在

所有处理中最大，比对照提高了16.6%. 虽然黄原胶和羧甲基

纤维素钠在设定的浓度范围内处于最高浓度时效价最高，但

若继续以更高的浓度发酵，则粘稠剂不能溶解，无法固定细

胞. 最终通过单因素实验确定了粘稠剂的种类和浓度，为15 g 
L-1海藻酸钠. 

2.5  吸附固定化细胞技术发酵培养基及培养条件响
应面优化实验

按1.8方法进行响应面设计. 实验结果见表6. 对实验结

果进行多元回归拟合，得到二次多元回归方程如下：
Y  =  6 4 7 8 . 6 2 － 1 5 7 . 17 X 1+ 8 7 2 . 9 0 X 2 － 9 . 7 2 X 3－

201.84X1X2+42.50X1X3－103.74X2X3－337.32X1
2－317.98X2

2－

578.92X3
2

(Y为发酵液效价，X1、X2和X3分别对应发酵培养基碳源葡萄

糖浓度、氮源黄豆粉水解液浓度和接种量)

表3  L9 (3
4)正交实验结果

Table 3  Results of L9 (3
4) orthogonal tests

实验号
Test number

实验因素  Factor 结果  Result
木屑粒度

Diameter of 
wood chip

木屑含量
Content of 
wood chip

效价(U) 
Potency

1 1 1 5350.76
2 1 2 5109.2
3 1 3 4803.99
4 2 1 4730.58
5 2 2 4517.02
6 2 3 4118.38
7 3 1 4118.38
8 3 2 4587.11
9 3 3 4055.45

表4  L9 (3
4)正交实验结果方差分析

Table 4  Analysis of variance of the L9 (3
4) orthogonal test results

方差来源
Variance 
analysis

偏差平方和
Sum of standard 

deviation (S)

自由度
Degree of  
freedom f

均方平方和
Sum of mean 

square (V)

F值
F test

显著性
Significance

A 1103724.665 2 551862.333 13.185 *
B 268868.43 2 134434.215 3.212 /

误差 Error 167422.956 4 41855.739
总和 Total 1540016.052 8

“/”表 示因子 影 响 不显著；“*”表 示显著   “/”: Not signif icant; *: 
Significant 

图2  不同含量木屑对效价的影响
Fig. 2  Effect of wood chip content on potency

表5  粘稠剂添加实验结果
Table 5  Results of adhesive agents on potency

粘稠剂种类 
Adhesive agent

粘稠剂浓度 
Adhesive 

concentration
 (ρ/g L-1)

效价 
Potency (U)

效价增量 
Increment

黄原胶 Xanthan gum 20 5434.89 －3.03%
黄原胶 Xanthan gum 40 4380.9 －21.8%
黄原胶 Xanthan gum 60 6242.79 +11.4%
黄原胶 Xanthan gum 80 6339.67 +13.1%
CMC 20 5032.13 －10.2%
CMC 40 5691.85 +1.6%
CMC 60 6147.40 +9.6%
CMC 80 6147.40 +9.7%
海藻酸钠 
Sodium alginate gel 5 4804.96 －14.3%

海藻酸钠 
Sodium alginate gel 10 5604.87 0

海藻酸钠 
Sodium alginate gel 15 6537.95 +16.6%

海藻酸钠 
Sodium alginate gel 20 6053.46 +8%

对照 Control 0 5604.80 0

表6  发酵培养基和条件的Box-Behnken实验设计及结果
Table 6  Fermentation media and condition experiment design 

and corresponding results of Box-Behnken

实验编号

Test number
因素水平 Level 发酵液效价

Potency (U)X1 X2 X3

1 -1 -1 0 5189.52
2 -1 1 0 7170.80
3 1 -1 0 4879.52
4 1 1 0 6053.46
5 0 -1 -1 4517.92
6 0 -1 1 4731.54
7 0 1 -1 6639.40
8 0 1 1 6438.04
9 -1 0 -1 5604.88
10 1 0 -1 5604.88
11 -1 0 1 5434.88
12 1 0 1 5604.88
13 0 0 0 6438.04
14 0 0 0 6339.66
15 0 0 0 6537.96
16 0 0 0 6438.04
17 0 0 0 6438.04
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该模型P值为0.000 7，小于0.01，说明该模型在α = 0.01水

平上显著. 同时该模型相关系数R2为0.954 6，大于0.900 0，说

明该模型的预测值与试验值具有较好的相关性. 
对上述多元回归方程作响应曲面，各因素的交互影响结

果见图3，通过图形可以直观地得到响应值和实验参数之间

的关系. 从图3可以看出，当碳源、接种量和氮源分别取中间

水平和最高水平时，响应值最大.  
对二次多元回归方程求偏导等于0，解得当X1 = －0.23，

X2 = 1.01，X3 = －0.02时，Y具有最大值. 这与图形的直观分析

相吻合. 转换后可获得最佳发酵条件为：葡萄糖33.85 g L-1(发
酵液)，黄豆粉水解液的总氮1.7 g L-1 (发酵液)，接种量10%. 

对模型进行验证实验，实验设计及结果见表7. 从表7可

以看出，实际值与预测值的误差均在5%内，说明该模型能够

较好地模拟各影响因子对效价的影响. 

根据响应面实验结果，葡萄糖浓度为33.85 g L-1发酵液、

黄豆粉水解液总氮浓度为1.7 g L-1发酵液、接种量为10%时，

捷安肽素效价具有最大值，为7 282.08U，比非固定化细胞培

养提高了53.9%. 

3  小 结
关于利用固定化技术发酵生产伊枯草菌素，国内外尚未

见报道. 本实验首次通过吸附固定化技术并添加粘稠剂的方

法发酵生产伊枯草菌素类环脂肽物质——捷安肽素，使其生

物效价提高了53.9%. 该操作简单，易行，易于放大，所用材料

无毒，来源广泛且生产成本低. 
本研究首次将响应面方法设计应用于固定化细胞发酵

生产伊枯草菌素类环脂肽物质的培养基及培养条件的优化

实验，建立二次多元回归方程来拟合各因素与响应值之间的

函数关系，并通过求偏导获得了各因素的最优水平，验证实

验结果表明，响应面优化后获得的实际值与预测值之间拟合

程度较好. 该方法快速、有效，为传统方法所不能比拟[15~17]，

是一种具有巨大应用潜力的微生物发酵条件优化的实验方

法.  
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