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摘要：解淀粉芽孢杆菌是一种植物根际促生细菌。通过响应面试验和正交试验，对分离筛选得到的解淀粉芽孢杆

菌 Ｌ Ｈ１５的最大活菌数进行了优化，确定了发酵工艺最佳参数。在黄瓜育苗期施用高活性固态菌剂，进行实际效

果试验验证。结果表明，在优化的发酵条件下，即由 １∶２８的麦麸和豆粕组成固态基质，外加 ２０％的稻谷壳，０２％

乳糖，０３８％大豆蛋白胨，并用 ０４ｍＬ／ｇ的液料比混合均匀；装瓶量 ４６％，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５活菌数高达

１６８×１０１０ＣＦＵ／ｇ；Ｌ Ｈ１５固态发酵菌剂能明显促进黄瓜幼苗的茎粗、株高、叶面积及生物量的累积（Ｐ＜００５），根

系活力增强，矿质元素含量也有显著性提高。因此，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５能够有效促进植株生长，固态菌剂的

研发为减少农药化肥的施用提供了技术支撑，是一种提高农作物产量的新型方法。
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　　引言

植 物 根 际 促 生 菌 （Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ）是指生活在植物根际周围或附
生于根系表面的一类可促进植物生长的有益细菌。

国内外已发现２０多个具有防病促生功能的根际微
生物种属，其中芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）数量最多［１］

。

目前，一些芽孢杆菌菌株能够从植物根系中分离得

到，对马铃薯、油菜、萝卜等农作物具有显著促生作

用
［２－４］

。

芽孢杆菌在生长发育后期会形成芽孢。芽孢是

一种休眠体，具有抗逆、耐高温、耐酸碱、耐挤压等特

性
［５］
。芽孢的形成受到培养温度、ｐＨ值和无机盐

等因素的影响
［５－７］

。因此，通过优化培养温度、发酵

时间、无机盐成分等条件，对芽孢基因进行调控，可

以提高活菌数，延长芽孢菌剂的保藏时间
［８］
。我国

主要利用固态发酵技术来获取高活菌数的固态菌

剂。杜英
［９］
采用玉米秸秆和玉米粉发酵枯草芽孢杆

菌，４２ｈ时活菌数可达 ４６４×１０１０ ＣＦＵ／ｍＬ；ＳＨＩＨ
等

［１０］
利用优化的发酵条件，可使枯草芽孢杆菌产物

ＩｔｕｒｉｎＡ高达１１４４７ｍｇ／ｇ。
目前，我国正面临农业发展转型，传统的化学农

药虽然极大提高了农业产量和效率，但一系列环境

问题也随之而来
［１１］
。利用微生物菌剂降低或替代

化学肥料用量的新方法，可为发展绿色农业提供新

途径
［１２－１６］

。芽孢杆菌因其独特生理特性受到关注，

目前市场上的微生物菌剂正在逐渐向产芽孢菌的方

向发展
［１７－１９］

。

本文对解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５的固态发酵工
艺进行优化，以提高固态发酵产营养体活菌数和产

孢率。将研制出的固态发酵剂进一步施用于黄瓜育

苗期，通过对表观指标和理化指标的测定，验证其促

生的实际效果。

１　材料与方法

１１　供试材料
菌株 Ｌ Ｈ１５由中国农业大学食品科学与营养

工程学院应用微生物研究室提供，分离于草炭土育

苗基质。黄瓜品种为“中农 ６号”，由中国农业科学
院蔬菜花卉研究所提供。

１２　黄瓜种子预处理
将黄瓜种子在００５ｇ／ｍＬ次氯酸钠溶液中浸泡

１０ｍｉｎ，冲洗消毒。吸水膨胀 ６ｈ后，放入 ２８℃催芽
培养箱培养１ｄ。
１３　固态发酵活菌数优化
１３１　发酵条件单因素优化

选取麦麸、豆粕作为基础固态基质，对解淀粉芽

孢杆菌 Ｌ Ｈ１５进行固态发酵［２０］
。共称取 ５０ｇ粉

碎后的麦麸和豆粕，加入 ２５ｍＬ的蒸馏水充分搅拌
均匀，１２１℃灭菌４０ｍｉｎ。冷却后接入活化好的菌悬
液，３２℃培养 ４８ｈ。称取 １０ｇ固态发酵物，梯度稀
释，用涂布法菌落计数，每个处理做３次重复。

分别对碳氮比、外加碳源（葡萄糖、果糖、蔗糖、

麦芽糖、乳糖、可溶性淀粉）、外加氮源（大豆蛋白

胨、胰蛋白胨、酪蛋白胨、牛肉膏、鱼蛋白胨）、装瓶

量、接种量、液料比和稻谷壳添加量进行优化，各单

因素优化条件如表 １所示。其中，由添加不同质量
稻谷壳反映通气量的变化，将不添加任何外加物质

作为空白对照，各因素在前一因素的最佳水平下逐

级优化。

表 １　单因素优化条件

Ｔａｂ．１　Ｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

参数 数值

碳氮比 ５∶１ ４∶１ ３∶１ ２∶１ １∶１ １∶２ １∶３ １∶４ １∶５

外加碳源质量分数／％ ０２ ０６ １０

外加氮源质量分数／％ ０２ ０６ １０

装瓶量／％ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０

接种量／％ １ ２ ３ ４ ５

液料比／（ｍＬ·ｇ－１） ０２ ０３ ０４ ０５ ０６

稻谷壳添加量／％ ０ １ １０ １５ ２０

１３２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验
根据单因素试验结果，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０

软件设计 Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验（Ｎ＝１２），对上述 ７
个因素进行考察。具体设计及响应区间如表 ２所
示，响应值为解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５活菌数。通
过对各因素方差、效应值和贡献率的分析，从７种因

素中筛选出最重要的 ３个显著因素进行下一步
研究。

１３３　最陡爬坡试验
根据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验所得到的显著因素

及效应值，设计最陡爬坡试验的方向和步长。显著

因素的正负效应值分别表现为增加或减少，步长根
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据单因素的试验结果确定；非显著性因素的取值依

据其在 Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验中效应值确定。最陡
爬坡试验具体设计方案如表３所示。

表 ２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验设计

Ｔａｂ．２　ＤｅｓｉｇｎｏｆＰｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　　　因素
水平

低 高

碳氮比 １∶１ １∶５

乳糖质量分数／％ ０２ ０６

大豆蛋白胨质量分数／％ ０２ ０６

装瓶量／％ ４０ ５０

接种量／％ ２ ５

液料比／（ｍＬ·ｇ－１） ０３ ０５

稻谷壳添加量／％ １０ ２０

表 ３　最陡爬坡试验设计

Ｔａｂ．３　Ｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｓｔｅｅｐｅｓｔｇｒａｄｅｔｅｓｔ

试验序号 碳氮比 装瓶量／％ 大豆蛋白胨质量分数／％

１ １∶５ ４０ ０２
２ １∶４ ４４ ０３
３ １∶３ ４８ ０４
４ １∶２ ５２ ０５
５ １∶１ ５６ ０６

１３４　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试验
由最陡爬坡试验的拐点确定响应中心点及接近

响应值区域因素的取值范围，设计 Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ响
应曲面试验。采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件设计试验
方案，以碳氮比、装瓶量、大豆蛋白胨质量分数

３个因子为自变量，以解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５活菌
数为响应值进行 １７组试验，具体方案如表 ４所示。
模型对活菌数进行二次多元回归拟合，生成等高线

图和响应曲面图，获得最优发酵参数，对该模型进行

方差分析，确定其可信度，并对预测结果进行验证。

表 ４　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试验设计

Ｔａｂ．４　ＤｅｓｉｇｎｏｆＢｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因素
水平

低 高

碳氮比 １∶２ １∶４

装瓶量／％ ４４ ５２

大豆蛋白胨质量分数／％ ０３ ０５

１４　解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固态菌剂
按照优化的发酵方案制备解淀粉芽孢杆菌

Ｌ Ｈ１５固态发酵菌剂，将发酵好的菌剂进行干燥处
理，并对产品进行包装。Ｌ Ｈ１５固态促生菌剂按照
农业行业标准 ＮＹ２２７ ９４执行。
１５　育苗验证
１５１　基质制备

按照草炭、蛭石、珍珠岩体积比为 ３∶１∶１混合，

加入适量的水搅拌均匀，制备空白对照试验。向１Ｌ
基质中加入１袋制备好的解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５
固态发酵剂（净含量１０ｇ），充分混合均匀。
１５２　形态指标测定

将黄瓜种子分别播于盛有上述处理基质的供试

穴盘，每个处理组做 ３次重复。置于温室内培养，
昼、夜温度控制为（２８±３）℃、（２０±３）℃，相对湿度
控制为７０％。

各指标测定时间为黄瓜出苗 １４ｄ及 ２４ｄ。从
每个重复的穴盘中随机抽取６株黄瓜苗，进行测定。
１５３　理化指标测定
１５３１　植株根系活力测定

植株根系活力采用 ＴＴＣ法进行定量测定。以
乙酸乙酯作为空白对照，于４８５ｎｍ波长下测定吸光
度，绘制 ＴＴＣ的标准曲线。根据 ＴＴＣ标准曲线求出
四氮唑还原强度，四氮唑还原强度说明了植株根系

脱氢酶的活性，即反映了植株的根系活力，其计算公

式为

ａ＝ｃ
Ｍｔ

式中　ａ———四氮唑还原强度，ｍｇ／（ｇ·ｈ）
ｃ———四氮唑还原量，ｍｇ
Ｍ———根质量，ｇ
ｔ———时间，ｈ

１５３２　黄瓜苗期矿物质含量测定
黄瓜幼苗的消煮采用硫酸 水杨酸 双氧水法，

制备消煮液。

植株全氮含量测定：吸取 ０２ｍＬ消煮液，加
３ｍＬ水杨酸 硫酸，混合均匀，静置２ｈ后，在６６０ｎｍ
处测定吸光度。

植株全磷含量测定：吸取 ２ｍＬ消煮液，加两
滴 ２，６二硝基酚指示剂，用 ６ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中和
至黄色，加入 ２ｍＬ钒钼酸铵试剂，用水定容至
１０ｍＬ，摇匀。静置 １５ｍｉｎ，在 ４５０ｎｍ处测定吸
光度。

植株全钾含量测定：吸取 ２ｍＬ消煮液，置于
３０ｍＬ２０％硝酸钠溶液中，于 ２５℃、１３０ｒ／ｍｉｎ振荡
１ｈ，吸取１ｍＬ滤液，加 ３７％甲醛 ０５ｍＬ、５％ＥＤＴＡ
０５ｍＬ、３％四苯硼钠 １ｍＬ，混合均匀，在 ４２０ｎｍ处
测定吸光度。

植株全镁含量测定：吸取 ２ｍＬ消煮液，加入
５％ ＬａＣｌ３溶液２ｍＬ，用去离子水定容。使用空气
Ｃ２Ｈ２火焰，在２８５ｎｍ处测定吸光度。
１５３３　育苗基质速效矿质元素测定

取黄瓜幼苗的育苗基质于 ４０℃干燥，矿质元素
测定方法同１５３２节。
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２　结果与分析

２１　各因素对固态发酵活菌数的影响
２１１　发酵工艺各单因素对活菌数影响

如图１所示，固态基质碳氮比对解淀粉芽孢杆
菌 Ｌ Ｈ１５的活菌数影响呈现先快速上升后缓慢下
降的趋势，响应区间确定为碳氮比１∶１～１∶５。在碳氮
比为１∶３时，菌落数达到最大值９３５×１０８ＣＦＵ／ｇ。以

葡萄糖、麦芽糖和乳糖为外加碳源，可促进 Ｌ Ｈ１５
活菌数的增长，其中以乳糖的效果最为明显，添加

０２％的乳糖时活菌数达到最大值１５５×１０９ＣＦＵ／ｇ，
响应区间为固态基质质量的０２％ ～０６％。大豆蛋
白胨和牛肉膏作为外加氮源可以明显促进菌株生长，

考虑到经济效益以及扩大生产时牛肉膏为半液体状

损耗较多，因此选择大豆蛋白胨为最佳的外加氮源，

响应区间为固态基质质量的０２％ ～０６％。

图 １　碳源和氮源对固态发酵活菌数的影响

Ｆｉｇ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＣ／Ｎｒａｔｉｏ，ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎｂａｃｔｅｒｉｕｍｎｕｍｂｅｒｉｎｓｏｌｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　

图 ２　发酵条件单因素优化

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　如图 ２所示，装瓶量和接种量对 Ｌ Ｈ１５活菌
数的影响均呈现先增大后减小的趋势。装瓶量和

接种量的响应区间分别选择 ４０％ ～５０％和 ２％ ～
５％范围内，最大活菌数分别为 ３５６×１０９ＣＦＵ／ｇ、
４０５×１０９ＣＦＵ／ｇ。固体基质中液料比对 Ｌ Ｈ１５
活菌数的影响呈抛物线型，响应区间为 ０３～
０５ｍＬ／ｇ，此 时 活 菌 数 最 大 值 达 到 ６０８×
１０９ＣＦＵ／ｇ；通气量参数通过添加稻谷壳来模拟，菌
落数随添加量的增加快速上升最后趋于稳定，响

应区间为１０％ ～２０％，此时 Ｌ Ｈ１５活菌数最大可
以达到 ９０１×１０９ＣＦＵ／ｇ。
２１２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验

本试验考察碳氮比、乳糖质量分数、大豆蛋白胨

质量分数、装瓶量、接种量、液料比、稻谷壳添加量 ７
个因素对固态发酵的贡献率。将响应区间取值转换

为编码值 －１和１，其中 －１代表低水平，１代表高水
平，试验设计及结果如表５所示，表中 Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、

Ｈ、Ｋ分别表示碳氮比、乳糖质量分数、大豆蛋白胨
质量分数、装瓶量、接种量、液料比、稻谷壳添加量的

编码值。

用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０对 Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验
结果进行效应分析，结果如表６所示。

由表６看出，７个因素对模型影响的贡献率依
次为：碳氮比、装瓶量、大豆蛋白胨质量分数、液料

比、乳糖质量分数、稻谷壳添加量、接种量。选取贡

献率最大的３组因素（碳氮比、装瓶量、大豆蛋白胨
质量分数）进行部分方差分析。其显著性顺序与因

素的贡献率相一致；模型方差 Ｐ＜００５，说明
Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验的结果具有可信度。因此，选
择碳氮比、装瓶量、大豆蛋白胨质量分数三因素进行

最陡爬坡试验。

２１３　最陡爬坡试验
由图 ３可以看出，所设计的最陡爬坡试验结果

出现理想的先增高后降低的趋势，在 ３号试验点处
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　　 表 ５　Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验设计及结果

Ｔａｂ．５　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验序号 Ａ Ｃ Ｄ Ｆ Ｇ Ｈ Ｋ Ｌ Ｈ１５活菌数／（ｌｇＣＦＵ·ｇ－１）

１ －１ １ －１ １ １ －１ －１ ９９８９±００６４

２ －１ １ １ －１ －１ １ １ ９９０６±０１０３

３ １ －１ １ １ －１ －１ １ ９８４１±００５５

４ １ １ １ －１ －１ －１ －１ ９８７８±００６７

５ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ９９０４±０１６５

６ １ １ －１ －１ １ －１ １ ９８４３±００６７

７ －１ －１ １ １ １ －１ １ ９９６１±００２４

８ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ９９５４±００３９

９ －１ １ －１ １ －１ １ １ １０１４３±００９５

１０ １ －１ －１ －１ １ １ １ ９８４０±０１０７

１１ １ １ １ １ １ １ －１ ９８１６±０２４９

１２ １ －１ －１ １ －１ １ －１ ９８３５±００２８

表 ６　Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验效应分析

Ｔａｂ．６　ＥｆｆｅｃｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　　　因素 效应 贡献率／％

碳氮比 －０２１０ ６２３４

乳糖质量分数 ００２６ １８８

大豆蛋白胨质量分数 ００９４ １９２７

装瓶量 ０１２４ ２８３３

接种量 －００１１ ０６９

液料比 －００４２ ６８１

稻谷壳添加量 －００２３ １７４

图 ３　最陡爬坡试验结果

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｓｔｅｅｐｅｓｔｇｒａｄｅｔｅｓｔ
　
出现最高点，即碳氮比为 １∶３、装瓶量为三角瓶的
４８％、大豆蛋白胨质量分数为 ０４％时，解淀粉芽孢
杆菌 Ｌ Ｈ１５活菌数达到最大，最大值为 １４４×
１０１０ＣＦＵ／ｇ。
２１４　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面试验

设计三水平三因素的 Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ试验，对
Ｐｌａｃｋｅｔｔ Ｂｕｒｍａｎ试验筛选出的显著因素进行响应
面优化，以最陡爬坡试验优化出的碳氮比为 １∶３、装
瓶量为三角瓶的 ４８％、大豆蛋白胨质量分数为
０４％的条件为中心点进行试验。以解淀粉芽孢杆
菌 Ｌ Ｈ１５活菌数为响应值，具体试验方案及结果
如表７所示。

表 ７　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

Ｔａｂ．７　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验序号

因素

碳氮比
装瓶量／

％

大豆蛋白胨

质量分数／％

Ｌ Ｈ１５活菌数／

（ｌｇＣＦＵ·ｇ－１）

１ １∶３ ４４ ０３ １０１６７±０４００

２ １∶３ ５２ ０３ １０２０７±００９２

３ １∶３ ４８ ０４ １０２２５±０７３２

４ １∶３ ４４ ０３ １０１９７±００７９

５ １∶４ ５２ ０４ １０１９８±０３３５

６ １∶４ ４４ ０４ １０１８６±００７１

７ １∶３ ５２ ０５ １０１７２±０２０６

８ １∶４ ４８ ０３ １０１２８±０６２５

９ １∶３ ４８ ０４ １０２１７±０７３７

１０ １∶２ ５２ ０４ １０１４３±０５３１

１１ １∶３ ４８ ０４ １０２０１±０６７４

１２ １∶２ ４４ ０４ １０１２７±０６６５

１３ １∶２ ４８ ０５ １０２２４±０５９５

１４ １∶３ ４８ ０４ １０２４１±０９１３

１５ １∶４ ４８ ０５ １０１３２±０５１７

１６ １∶３ ４８ ０４ １０１７３±０１０７

１７ １∶２ ４８ ０３ １０１７６±０１４２

　　根据 Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ试验结果建立回归模型并
进行方差分析。所选模型的 Ｐ＝０００２７＜００１，模
型回归极显著，具有可信度；失拟项 Ｐ＝００７７５＞
００５，失拟检验不显著，说明未知因素对试验结果干
扰小，模型选择适当。

对 Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ试验回归模型进行可信度分
析，决定系数为 ０９５７，校正决定系数为 ０９１０８，信
噪比大于 ４，说明预测值与实测值之间具有高度的
相关性，上述模型合理可用。

由图４可以看出，等高线图均为椭圆形，响应面
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三维图均有稳定点，且为极大值。对结果进行二次

多元回归拟合处理，得到固态发酵中解淀粉芽孢杆

菌 Ｌ Ｈ１５活菌数（Ｒ）对碳氮比（Ａ）、装瓶量（Ｆ）、
大豆蛋白胨质量分数（Ｄ）的二次多元回归方程为
Ｒ＝１０２１－０００５３４Ａ＋０００３０５Ｆ－０００１７９Ｄ－

０００７２ＡＦ－００１１５ＡＤ＋０００１６ＤＦ－
００３４１Ａ２－００１４８Ｆ２－００１２６Ｄ２

即各因素最优参数分别为：碳氮比 １∶２８、装瓶
量４６％、大豆蛋白胨质量分数 ０３８％，预测的解淀
粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５菌落数为 １７４×１０１０ＣＦＵ／ｇ。
对预测结果进行试验验证，实际所得菌落数为

１６８×１０１０ＣＦＵ／ｇ，该值与模型的预测值基本吻合，
与初始优化时 Ｌ Ｈ１５的菌落数 ９３５×１０８ＣＦＵ／ｇ
相比产量有显著提高。

２２　Ｌ Ｈ１５对黄瓜苗期促生的效果
２２１　黄瓜苗期形态指标测定

由表８可以看出，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固
态发酵剂对黄瓜苗期具有良好的促生效果。黄瓜出

苗１４ｄ时，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固态发酵剂处
理组的植株株高、茎粗、叶面积、全株鲜质量和全株

干质 量 较 空 白 对 照 组 分 别 提 高 了 １４６１％、
２４６２％、６５１１％、２７７０％和０８８％；黄瓜出苗２４ｄ
时，Ｌ Ｈ１５固态发酵剂处理组的植株株高、茎粗、叶
面积、全株鲜质量和全株干质量较空白对照组分别

提高了 １０３％、９１８％、１５７％、７０５９％和 ４０６３％
（表８）。在出苗２４ｄＬ Ｈ１５固态发酵处理组的显
著性差异较大，说明 Ｌ Ｈ１５固态菌剂对植株的促
生作用具有持续性。

图 ４　Ｂｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎ试验模型等高线图和响应面三维图

Ｆｉｇ．４　ＣｏｎｔｏｕｒｍａｐｓａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉａｇｒａｍｓｏｆＢｏｘ Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
　

表 ８　Ｌ Ｈ１５固体发酵菌剂对黄瓜生长指标的影响

Ｔａｂ．８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＢ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬ Ｈ１５ｓｏｌｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎｃｕｃｕｍｂｅｒｓｅｅｄｌｉｎｇｓｇｒｏｗｔｈ

参数　　
出苗１４ｄ 出苗２４ｄ

ＣＫ Ｌ Ｈ１５ ＣＫ Ｌ Ｈ１５

株高／ｃｍ ８９±１４ｘ １０２±１２ｙ １１８±１６ｂ ２３９±１８ａ

茎粗／ｍｍ ２６４±０２２ｘ ３２９±０２４ｙ ３１６±０２９ｂ ３４５±０２４ａ

叶面积／ｃｍ２ ３６４±２３ｘ ６０１±５８ｙ ５０３±４７ｂ １２９３±１４３ａ

全株鲜质量／ｇ １４８±００６ｘ １８９±０２０ｙ ２０４±００８ｂ ３４８±０１５ａ

全株干质量／ｇ ０１１３±０００３ｘ ０１１４±０００１ｘ ０１９２±００４５ｂ ０２７０±００５０ａ

　　注：每行英文字母相同者表示差异不显著（Ｐ＞００５）。

２２２　根系活力的测定
以四氮唑还原量为横坐标，以４５０ｎｍ波长处吸

光度为纵坐标绘制 ＴＴＣ标准曲线（图 ５）。说明四

氮唑还原量与吸光度之间具有极高的相关性，回归

性良好。

如图６所示，在黄瓜出苗 １４ｄ和 ２４ｄ时，解淀
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图 ５　ＴＴＣ标准曲线

Ｆｉｇ．５　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＴＴＣ
　

图 ６　根系活力测定

Ｆｉｇ．６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｏｏｔａｃｔｉｖｉｔｙ
　

粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固态发酵处理组的根系活力强
度均明显高于空白对照组，分别为空白对照组的

６５４倍和５１８倍；黄瓜出苗 ２４ｄ时根系活力强度
与１４ｄ时相比也呈总体上升趋势。
２２３　黄瓜苗期矿物质含量的测定

黄瓜幼苗不同时间和不同处理的矿物质含量如

图７所示。黄瓜出苗 １４ｄ时，Ｌ Ｈ１５固态发酵处
理组与空白对照组相比，植株的全氮、全磷、全钾、全

镁 含 量 分 别 提 高 了 １２９％、３９４８％、３５２７％、
４２１３％；黄瓜出苗 ２４ｄ时，植株的全氮、全磷、全
钾、全镁含量分别提高了 ９６６０％、６５４４％、９８％、
１５７３％。
２２４　育苗基质速效矿质元素测定

从图 ８中可以看出，在黄瓜出苗 １４ｄ和 ２４ｄ
时，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固态发酵处理组育苗
基质的矿质元素含量均大于空白对照组；黄瓜出

苗２４ｄ时矿质元素含量较１４ｄ时呈总体下降的趋
势。

图 ７　植株矿质元素含量

Ｆｉｇ．７　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｍｉｎｅｒａｌｅｌｅｍｅｎｔｓｃｏｎｔｅｎｔ
　

图 ８　育苗基质速效矿质元素测定

Ｆｉｇ．８　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｕｒｓｅｒｙｓｕｂｓｔｒａｔｅｓａｖａｉｌａｂｌｅｍｉｎｅｒａｌｅｌｅｍｅｎｔｓｃｏｎｔｅｎｔ
　

３　讨论

在发酵工艺中，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５的活
菌数主要由碳氮比、乳糖含量、大豆蛋白胨含量、装

瓶量、接种量、液料比、稻谷壳添加量７个因素影响。
菌株在麦麸和豆粕组成的固态基质中生长良好，不

仅能提供碳源和氮源，还能补充其他营养物质。杨

柳等
［２１］
研究结果也表明麦麸和豆粕为芽孢杆菌最

适发酵基质，该发酵基质被分解后不易结块，孔隙率

和通气性较好，有利于菌株的生长繁殖。本试验中

添加果糖对 Ｌ Ｈ１５菌体的生长有明显抑制作用，
可能因为果糖具有高渗透压，使微生物菌体细胞的
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两侧产生浓度差，引起微生物细胞脱水，具体原因还

需做进一步的研究。氮源主要为微生物生长提供必

需的蛋白质等合成原料，当氮源不足时，微生物的生

长受阻。接种量对解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５活菌数
有显著性影响。当接种量较小时，初始菌株生长缓

慢，导致杂菌污染的机率增大，影响发酵产品的质

量
［２２］
；接种量过大，会加速固态发酵培养基的消耗，

菌体产生大量的次级代谢产物，对菌体繁殖产生抑

制作用。液料比主要通过对供氧量和孔隙度两方面

的调控来影响固态发酵水平。低液料比时固态基质

含水率过低，会影响溶氧能力和传递氧能力；高液料

比使固态基质凝结成块，导致多孔性和散热性降低，

影响发酵水平。此外，由于解淀粉芽孢杆菌Ｌ Ｈ１５为
好氧菌，稻谷壳坚硬的外壳能够对固态基质起到有效

的支撑作用，以此来增加固态基质中空气的流动性。

根系活力是指根系新陈代谢活动的强弱，是反

映根系吸收功能的一项综合指标。根系作为植物重

要的吸收器官和代谢器官，它的生长发育直接影响

到地上部茎叶的生长和作物产量的高低
［２３］
。解淀

粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５能够在植株发育前期提高植株
的根系活力，有效且持久地促进植株生长。

此外，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５能够显著增强
育苗基质中矿质元素的含量。但是，随着黄瓜穴盘

苗的生长，育苗基质速效矿质元素含量明显下降，一

方面是因为植株会吸收土壤中的矿质元素
［２４］
；另一

方面水溶的矿质元素会随着浇水而损失，这符合速

效元素被利用的规律
［２５］
。

４　结论

（１）通过优化解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５的营养
体菌落数，确定了固态发酵的最佳条件，即麦麸和豆

粕的碳氮比为１∶２８，添加２０％的稻谷壳；外源物添
加量百分比按固态基质质量为基准，其中乳糖质量

分数０２％，大豆蛋白胨质量分数 ０３８％，液料比
０５ｍＬ／ｇ，装瓶量 ４６％。此时解淀粉芽孢杆菌 Ｌ
Ｈ１５活菌数为１６８×１０１０ＣＦＵ／ｇ。

（２）解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固态发酵菌剂能
明显促进黄瓜的茎粗、株高、叶面积及生物量的累积

（Ｐ＜００５）；与空白对照相比，添加固态菌剂 Ｌ
Ｈ１５的处理组根系活力增强，矿质元素含量也有显
著性提高。因此，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５可用于
制备微生物肥料。
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ＩｔｕｒｉｎＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｓ，
２００８，３９：６３５－６４３．

１１　沈德龙，李俊，姜昕．我国生物有机肥的发展现状及展望［Ｊ］．中国农技推广，２００７，２３（９）：３５－３７．
ＳＨＥＮＤｅｌｏｎｇ，ＬＩＪｕｎ，ＪＩＡＮＧ Ｘｉｎ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｔｕｓａｎｄｐｒｏｓｐｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｏｒｇａｎｉｃｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｃｈｉｎａ
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＥｘｔｅｎｓｉｏｎ，２００７，２３（９）：３５－３７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１２　ＦＩＳＨＥＲＫ，ＮＥＷＴＯＮＷ Ｅ．ＮｉｔｒｏｇｅｎａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＧｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ，ａｓｕｇａｒｃａｎｅｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉｕｍ［Ｊ］．
ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ（ＢＢＡ）—ＰｒｏｔｅｉｎｓａｎｄＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００５，１７５０（２）：１５４－１６５．

５６２第 ５期　　　　　　　　　　　　秦宇轩 等：解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｈ１５固态发酵参数优化与试验



１３　ＭＲＫＯＶＡＣＫＩＮ，ＭＩＬＩＣＶ．Ｕｓｅｏｆａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ ａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｕｓｅｆｕｌｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｎｎａｌｓｏｆ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，５１（２）：１４５－１５８．

１４　张武，杨琳，王紫娟．生物固氮的研究进展及发展趋势［Ｊ］．云南农业大学学报，２０１５，３０（５）：８１０－８２１．
ＺＨＡＮＧＷｕ，ＹＡＮＧＬｉｎ，ＷＡＮＧＺｉｊｕａｎ．Ａｄｖａｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｔｒｅｎｄｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘａｔｉｏｎｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＹｕｎｎａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１５，３０（５）：８１０－８２１．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１５　章家恩，刘文高．微生物资源的开发利用与农业可持续发展［Ｊ］．土壤与环境，２００１，１０（２）：１５４－１５７．
ＺＨＡＮＧＪｉａｅｎ，ＬＩＵ Ｗｅｎｇａｏ．Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｂｅｓｒｅｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｓｏｉｌａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００１，１０（２）：１５４－１５７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１６　ＷＥＬＬＥＲＤＭ，ＴＨＯＭＡＳＨＯＷ ＬＳ．Ｃｕｒｒｅｎｔｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｉｎｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎｔｏｔｈｅｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ［Ｍ］∥
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙｏｆＲｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅＭｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ：ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅＲｅｌｅａｓｔｏｆＧＭＯｓ．Ｗｅｉｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ：ＷｉｌｅｙＶＣＨ
ＶｅｒｌａｇＧｍｂＨ，２００７：１－１８．

１７　陈家长，简纪常，胡庚东，等．利用有益微生物改善养殖生态环境的研究［Ｊ］．湛江海洋大学学报，２００２，２２（４）：３３－３６．
ＣＨＥＮＪｉａｚｈａｎｇ，ＪＩＡＮＪｉｃｈａｎｇ，ＨＵＧｅｎｇｄｏｎｇ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｕｓｉｎｇｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｗａｔｅｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈａｎｊｉａｎｇＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００２，２２（４）：３３－３６．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１８　刘淑琮，冯?，于洁．植物根际促生菌的研究进展及其环境作用［Ｊ］．湖北农业科学，２００９，４８（１１）：２８８２－２８８３．
ＬＩＵＳｈｕｃｏｎｇ，ＦＥＮＧＸｉｎ，ＹＵＪｉｅ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｉｔｓｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．
ＨｕｂｅｉＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００９，４８（１１）：２８８２－２８８３．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１９　ＧＲＡＹＥＪ，ＳＭＩＴＨＤＬ．ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＰＧＰＲ：ｃｏｍｍｏｎａｌｉｔｉｅｓａｎｄｄｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｐｌａｎｔｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＳｏｉｌＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００５，３７（３）：３９５－４１２．

２０　王卉，游成真，秦宇轩，等．解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０生物学特性及其固态发酵工艺研究［Ｊ］．中国农业大学学报，２０１６，
２１（９）：１３３－１４２．
ＷＡＮＧＨｕｉ，ＹＯＵ Ｃｈｅｎｇｚｈｅｎ，ＱＩＮ Ｙｕｘｕａｎ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬ Ｓ６０［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６，２１（９）：１３３－１４２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

２１　杨柳，郑华张，张邑帆，等．凝结芽孢杆菌芽孢高产固体发酵的研究［Ｊ］．家畜生态学报，２０１３，３４（７）：４９－５２．
ＹＡＮＧＬｉｕ，ＺＨＥＮＧＨｕａｚｈａｎｇ，ＺＨＡＮＧＹｉｆａｎ，ｅｔａｌ．ＯｐｔｉｍａｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓ
ｕｓｉｎｇｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＡｃｔａＥｃｏｌｉｇｉａｅＡｎｉｍａｌｉｓＤｏｍａｓｔｉｃｉ，２０１３，３４（７）：４９－５２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

２２　梁雪杰，刘邮洲，张荣胜，等．生防菌 ＰＴＳ ３９４发酵培养基及培养条件的优化［Ｊ］．扬州大学学报：农业与生命科学版，
２０１３，３４（３）：７５－８２．
ＬＩＡＮＧＸｕｅｊｉｅ，ＬＩＵＹｏｕｚｈｏｕ，ＺＨＡＮＧＲｏｎｇｓｈｅｎｇ，ｅｔａｌ．ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＰＴＳ ３９４［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＹａｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ：ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ，２０１３，３４（３）：７５－８２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

２３　ＪＯＲＤＡＮＶ，ＧＵＩＬＨＥＭＤ，ＭＡＲＩＥＬＢ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｒｏｏｔｓｙｓｔｅｍｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎ
ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１３，４：１１－１９．

２４　李胜利，孙治强，魏国强，等．不同施肥处理对温室基质栽培黄瓜产量与品质的影响［Ｊ］．沈阳农业大学学报，２００３，
３４（４）：２４６－２４８．
ＬＩＳｈｅｎｇｌｉ，ＳＵＮＺｈｉｑｉａｎｇ，ＷＥＩＧｕｏｑｉａｎｇ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｎｃｕｃｕｍｂｅｒｙｉｅｌｄａｎｄｑｕａｌｉｔｙｉｎ
ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈｅｎｙａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００３，３４（４）：２４６－２４８．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

２５　王红梅，黄光．有机生态型基质对大棚甜椒生长的影响［Ｊ］．安徽农业科学，２００２，３０（４）：５９０－５９１．
ＷＡＮＧＨｏｎｇｍｅｉ，ＨＵＡＮＧＧｕａｎｇ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒｏｍａｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｐｅｐｐｅｒｉｎｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｈｕｉ
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，３０（４）：５９０－５９１．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

６６２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１７年


