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摘  要：以杆菌肽产生菌地衣芽孢杆菌为出发菌株，使用低能等离子注入诱变技术选育杆菌肽高

产菌株并优化发酵条件。在诱变时间 15 s 时，菌株致死率 80%，正突变率达到 38%。经过多轮育

种，最终获得一株高产突变菌株 C15，摇瓶产量达到 638.47 U/mL，比出发菌株提高了 38.89%。通

过单因素和正交实验优化培养基组成和发酵工艺条件，确定了最优条件，即碳源为 40.0 g/L 玉米淀

粉、氮源为 80.0 g/L 豆饼粉、温度 37 ℃、初始 pH 7.0、转速 280 r/min，优化条件下摇瓶产量达到

880.87 U/mL。在 50 L 发酵罐中进行验证，突变菌株最终累积杆菌肽产量达到 927.36 U/mL。低能等

离子注入诱变技术作为一种新兴的高效微生物育种手段，在菌种改良领域具有广阔的应用前景。 
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mutagenesis and optimization of fermentation conditions 

ZHANG Jin-feng1,2, WEN Yue1, YU Yu2, CHAI Xiao-tao3, REN Shi-ying1,2,  
LUO Chu-ping1,2, LI Xiang-qian1,2 

(1. Jiangsu Provincial Engineering Laboratory for Biomass Conversion and Process Integration, Huai’an 
Jiangsu 223003; 2. School of Life Science and Food Engineering, Huaiyin Institute of Technology,  

Huai’an Jiangsu 223003; 3. Joyang Laboratories, Yancheng Jiangsu 224300) 

Abstract: Bacitracin high-producing strains were bred by low energy plasma implantation mutagenesis and 
the fermentation condition was optimized with bacillus licheniformis as original strain. When the 
mutagenesis time was 15 s, the lethal rate of the strain was 80%, and the positive mutagenesis rate was 38%. 
After several rounds of breeding, a high-yield mutant strain C15 was obtained, and the yield reached 638.47 
U/mL, which was 38.89% higher than the original strain. The optimum conditions of fermentation were 
determined via single factor and orthogonal experiments: the carbon source was 40.0 g/L corn starch, 
nitrogen source was 80.0 g/L soybean cake powder, and the temperature, initial pH and rotating speed was 
37 ℃, 7.0 and 280 r/min, respectively. Under the optimum conditions, the yield reached 880.87 U/mL. The 
verification test was carried out in a 50 L fermenter, and the final cumulative bacitracin yield of the mutant 
strain reached 927.36 U/mL. Low-energy plasma implantation mutagenesis, as a new and efficient microbial 
breeding method, has a wide prospect in the field of strain improvement. 
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杆菌肽（Bacitracin）是由 Bacillus subtilis、

Bacillus licheniformis等微生物通过次级代谢过程

中非核糖体途径合成的多肽类抗生素，可有效抑

制革兰氏阳性菌和部分革兰氏阴性菌，具有抗菌

谱广、畜禽吸收量少、安全性评估良好、不产生

耐药性等优良特性，是 2001年农业部 168号文件

《饲料药物添加剂使用规范》批准的、可在饲料

中长期使用的两种药物添加剂之一，第一代杆菌

肽产品以杆菌肽锌为代表[1-2]。2013年 5月第二代

杆菌肽产品亚甲基水杨酸杆菌肽获得农业部药物

添加剂批准文号，获准在鸡、猪、鸭饲料中使用，

达到促进生长、改良饲料性能的作用。 

国内外对杆菌肽的生物合成及分子调控机制

的研究已经取得较大进展，为工业生产育种及发

酵工艺优化提供了理论基础[3]。杆菌肽分子是由

12个氨基酸残基组成的、含有噻唑环的多肽复合

体，其特有的组成与环状结构使其能抵抗生物体

内各种蛋白酶的水解，含 A、B1、B2、B3、C1、

C2、C3、D、E、F、G等多种组分，以 A组分（分

子式为 C66H103N17O16S，分子量为 1 470 Da）抗菌

活性最高，A和 B组分的总活性占 95%以上，其

中，F组分具有肾毒性，且基本无活性[4-5]。近年

来，通过工业微生物诱变选育、次级代谢途径改

造、生物合成分子调控等技术手段[6-11]，国内杆

菌肽生产规模已有较大水平的提高，位于福建的

蒲城绿康公司已成为国际上生产规模和产量最大

的厂家[2, 12-13]。多肽类抗生素大多来源于非核糖

体肽合成途径，通过非核糖体肽合成酶（Nonribo-

somal peptide synthetase，简称 NRPS），不依赖于

核酸模板，以硫模板多聚酶机制进行生物合成，

NRPS 能识别特定的氨基酸并缩合成肽，然后经

过甲基化、酰基化、糖基化、杂环化等后修饰过

程，最终合成产物。非核糖体多肽的生物合成受

到较多合成酶及代谢酶类的影响，多肽合成的前

体氨基酸大多来源于微生物的 EMP 途径和 TCA

循环[14]，因此，通过在发酵过程中添加前提氨基

酸或者增强 TCA循环的方法，研究产物与组成氨

基酸的关系，可最终提高产物产量[3, 15]。 

等离子注入诱变技术是近些年发展起来的一

项新育种方法，成本低、能控制、操作方便、安

全、效果好、对人无害、无环境污染、实用性强，

具有能量沉积、动量传递、质量沉积、电荷中和、

交换联合作用等多重效应，使遗传物质分子移位

和重组，比单一的物理化学诱变效果好，突变株

性状具有多发性和重复性，可获得更高的突变率。

采用等离子诱变育种技术具有突变频率高、突变

谱广、细胞损伤小等优点[16-17]。多功能等离子体

诱变系统（multifunctional plasma mutagenesis 

system, MPMS）是将 N+、H+、Ar+等低能离子在

特定的靶室内，以脉冲的形式连续注入微生物细

胞内，融合了物理和化学诱变技术优势，极大地

提高了生物育种的突变频率和筛选效果。在高压

交变电场作用下，使空气介质形成含有氮正离子

（N+）、原子态氧（O）、OH自由基等活性成分的

等离子体，进入细胞后，使微生物的细胞壁（膜）

受损，增加其通透性，同时使 DNA 和蛋白质等

生物大分子受损，并激发细胞自身的修复机制
[18]。在此过程中，微生物会产生大量随机性突变。

因此这种新型育种技术非常适合应用于已达到常

规育种“饱和”的工业生产菌株。自诞生之日起，

等离子注入育种技术 [19]已经吸引了无数微生物

研究者的兴趣，目前已经广泛应用于工业微生物

改良[20-22]、农业作物育种[23-25]、医药微生物筛选
[26-28]等领域。王海霞等[29]采用 MPMS结合抗生素

抗性筛选高产多杀菌素的刺糖多胞菌，经过 5 轮

复筛验证，最终获得了一株产量较出发菌株提高

28.68%，且遗传稳定的突变株 14-2。林桂珍等[30]

利用常温室压等离子体诱变技术对一株去甲金霉

素金色链霉菌进行育种，获得一株遗传稳定性良

好的突变株，去甲金霉素产量提高了 22.5%。本

研究采用 MPMS技术，以一株产杆菌肽地衣芽胞

杆菌为出发菌株，将 N+注入地衣芽孢杆菌内，筛

选高产、稳定以及 A组分含量高的杆菌肽突变株，

并在 50 L半自动发酵罐水平上研究各发酵条件对
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产量的影响，以期获得理想的大规模工业发酵优

良菌株。 

1  材料与方法 

1.1  菌种与主要试剂 

出发菌株为杆菌肽产生菌地衣芽孢杆菌 B. 

licheniformis HJ326，测试菌为藤黄微球菌

Micrococcus luteus，均由本实验室保存。杆菌肽

与杆菌肽锌标准品购自阿拉丁试剂公司，其它试

剂为市售分析纯或色谱纯试剂。 

1.2  培养条件 

种子培养基：胰蛋白冻 10.0 g/L，酵母提取物

5.0 g/L，NaCl 10.0 g/L，琼脂 20.0 g/L，pH 7.5。 

发酵培养基：玉米淀粉 25.0 g/L，黄豆饼粉

80.0 g/L，轻质碳酸钙 10.0 g/L，硫酸铵 1.0 g/L，

硫酸镁 0.02 g/L，泡敌 2.0 g/L，pH 7.5。 

培养条件：从斜面挑取菌种接种至新鲜灭菌

种子培养基中，30 ℃、200 r/min恒温振荡摇床中

培养 16 h，按照 5%的接种量接种至 50 mL发酵

培养基中，37 ℃，250 r/min恒温振荡摇床中发酵

24~48 h。 

50 L发酵罐发酵条件：装液量 30 L，接种量

10%，罐温 37 ℃，600 r/min，罐压控制在 0.04± 

0.01 MPa，空气流量控制在 80 m3/h，发酵 48 h。 

1.3  主要仪器 

MANDELA型多功能等离子体诱变育种仪：

北京伟恩斯技术有限公司；PHS-3C型 pH计：上

海雷磁；752 紫外光栅分光光度计：尤尼柯上海

仪器有限公司；DH6000AB 型电热恒温培养箱：

西安禾普生物科技有限公司；DHG-9420B型电热

鼓风恒温干燥箱：上海申贤恒温设备厂；HYG-C3

组合式全温振荡培养箱：苏州江东精密仪器；

YM75Z型高压灭菌锅：上海三申医疗器械有限公

司；Agilent 1260高效液相色谱仪：安捷伦科技（中

国）等。 

1.4  实验方法 

1.4.1  低能等离子体注入诱变 

将培养好的新鲜种子液梯度稀释成浓度约为

106 CFU/mL的菌悬液，振荡混匀，取 20 μL均匀

涂在育种杯（10.0 mm×10.0 mm）的底部，无菌

环境下自然晾干，形成菌膜，随即放入已紫外灭

菌 30 min 的 MANDELA 型多功能等离子体诱变

育种仪中。以高纯氮气作为等离子体的工作气体，

气体流量 12 slpm，功率 300 W，处理距离 5 mm，

选择等离子注入时间分别为 5、10、15、20、25、

30、35、40、45 s。诱变完成后，立即取出置于

超净台中，并立即加入 1 mL 无菌水，用枪头不

断地吹扫碗中的菌膜，取 100 μL 诱变菌液均匀

涂在 LB固体培养基中，于 37 °C恒温培养箱中过

夜培养。 

1.4.2  突变株的筛选 

初筛：用杯碟法测定杆菌肽含量。取 1 mL活

化好的 M. luteus菌悬液至 200 mL预热后约 50 ℃

左右的无菌 LB 固体培养基中，混合均匀，作为

平板底层培养基，然后取约 10 mL预热融化的 LB

固体培养基均匀倾覆在平板底层培养基上，将灭

过菌的牛津杯（内径 6.0 mm，外径 7.5 mm，高

10.0 mm）轻轻放置在上层培养基表面，冷却。待

凝固后，把刚培养好的突变菌株加在牛津杯内，

37 ℃，培养 16 h，游标卡尺测量抑菌圈直径。 

复筛：选取抑菌圈显著增加的正突变株培养

16 h，按 10%的接种量接种于发酵培养基中，37 ℃

摇床培养 48 h。取 5 mL发酵液，10 000 r/min离

心 20 min，取上清液，用 0.22 µm的针式过滤器

进行过滤，采用 HPLC 检测杆菌肽各组分含量，

选取杆菌肽 A组分高的正突变株保存。 

1.4.3  培养基组成及培养条件优化研究 

碳源种类对突变菌株产杆菌肽的影响：仅改

变发酵培养基的碳源种类，浓度均为 25.0 g/L，

其它成分不变，进行发酵，研究不同碳源对突变

菌株产杆菌肽的影响。碳源分别选用：葡萄糖、

蔗糖、玉米淀粉、甘薯淀粉和小麦麸皮。 

碳源浓度对突变菌株产杆菌肽的影响：确定

了较优碳源种类后，配置含有不同浓度较优碳源

的培养基，其它成分不变，进行发酵，研究碳源

浓度对突变菌株产杆菌肽的影响。碳源浓度分别

选用：10.0、15.0、20.0、25.0、30.0、35.0、40.0、

45.0、50.0 g/L。 

氮源种类对突变菌株产杆菌肽的影响：确定

好较优碳源的种类及浓度后，仅改变发酵培养基
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中的氮源种类，浓度均为 50.0 g/L，其它成分不

变，进行发酵，研究不同氮源对突变菌株产杆菌

肽的影响。氮源分别选用：大豆蛋白胨、胰蛋白

胨、豆饼粉、硫酸铵、硝酸铵、氯化铵、乙酸铵、

尿素。 

氮源浓度对突变菌株产杆菌肽的影响：确定

了较优氮源种类后，配置含有不同浓度较优氮源

的培养基，其它成分不变，进行发酵，研究氮源

浓度对突变菌株产杆菌肽的影响。氮源浓度分别

选用：40.0、45.0、50.0、55.0、60.0、65.0、70.0、

75.0、80.0 g/L。 

温度的影响：选择 33、35、37、39、41 ℃ 五

种不同的发酵温度，研究温度对微生物生长和产

杆菌肽的影响。 

pH值的影响：采用已确定的较优碳源和氮源

的种类和浓度，用稀盐酸和氢氧化钠调节培养基

的 pH值分别为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，

摇瓶发酵培养 48 h后测定发酵液的杆菌肽产量，

以确定最佳 pH值。 

摇床转速的影响：根据已确定的培养基组成

和培养条件，选择不同的摇床转速，研究溶氧对

突变菌株产杆菌肽的影响。分别选择转速为 150、

180、210、250、280 r/min。 

1.4.4  正交实验优化发酵工艺 

基于培养基组成、发酵条件等单因素实验结

果，选择影响杆菌肽 A产量较明显的四个主要因

素，选用 design-expert 7.0软件，根据 L9（34）正

交实验因素水平表配置 9 种发酵培养基，摇瓶发

酵培养 48 h后测定发酵液的杆菌肽产量。 

1.4.5  遗传稳定性实验 

将复筛后效价较高的突变菌株在斜面培养基

上连续进行 10次传代培养，进行摇瓶发酵培养，

在 37 ℃、250 r/min条件下，发酵 48 h，测定杆

菌肽产量，研究突变株遗传稳定性。 

1.4.6  50 L发酵罐发酵验证 

将培养成熟的突变菌株斜面接种于种子培养

基中，250 r/min恒温摇床培养 16 h后，按照 10%

接种量，接种于 50 L 发酵罐中，发酵罐装液量

30 L，罐温 37 ℃，600 r/min，罐压控制在 0.04± 

0.01 MPa；空气流量控制在 80 m3/h，发酵 48 h

后放罐，取样测定发酵单位，连续发酵三批。 

1.5  分析方法 

取 5 mL 发酵液，12 000 r/min 条件下离心

20 min，取上清液，用 0.22 μm微孔滤膜过滤后，

HPLC 检测杆菌肽含量。每个样品检测三次，取

平均值。 

HPLC 参数：流动相为 V 甲醇∶V 乙腈∶V

磷酸钾缓冲液（50 mM，pH 6.0）=64∶1∶35，

超声 30 min，色谱柱为 HyPersil ODSZC18（5 μm，

4.6×250 mm），波长 254 nm，进样量 20 μL，流

速 1.0 mL/min，柱温 30 ℃。 

杯碟法的测定：发酵完成后，取一定量发酵

液，10 000 r/min离心 20 min，取上清 100 μL移

至平板牛津杯中，静置 30 min后，置恒温培养箱

中 37 ℃培养 16 h，游标卡尺测量抑菌圈直径。 

菌体量的测定：取一定量发酵液，以空白培

养基作为对照，在 600 nm波长下，用分光光度计

测量吸光度值。 

2  结果与分析 

2.1  低能等离子注入选育高产菌株 

2.1.1  等离子注入诱变条件研究 

为保持发酵菌种的高活力，开展多样化、新

型的微生物育种工作对工业生产菌株具有重要的

现实意义。贾锐等[31]通过全基因组改组技术对地

衣芽孢杆菌进行选育，通过紫外诱变、亚硝基胍

诱变、常压室温等离子体（Atmospheric Room 

Temperature Plasma，ARTP）诱变等方法构建了

突变库，最终筛选出 1株优良菌株 F3，杆菌肽 A

产量达到 760 mg/L，是原始菌株的 1.7倍。徐加

兵等[32]采用硫酸二甲酯、紫外及 Co60 射线对 B. 

licheniformis SIPI-669-3进行诱变选育，并通过单

因素和响应面法优化发酵培养基，筛得高产突变

株 SIPI-93-14，产量提高了 81.4%，优化后的培养

基组成为豆粕 10.0%、淀粉 5.71%、硫酸铵 0.15%，

产量比优化前提高 14.5%。 

本研究利用 MPMS注入诱变，对平板上的菌

落进行计数，以未经等离子注入的菌株为空白对

照，计算致死率。实验结果（图 1）显示菌株的

致死率随着辐照时间的延长逐渐上升，当照射时

间为 5 s 时，致死率已达到 63%，表明低剂量的
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等离子体即可使得生物大分子获得能量引起电子

的跃迁，造成 DNA 等生物大分子键断裂或生物

膜缺陷，使菌体致死率提高。在 10~20 s，随着等

离子注入时间的延长、剂量的增加，等离子中的

带电粒子运动活跃，引起周围正负电荷的局部集

中，形成暂时的电场，避免等离子注入菌体内，

某种程度上起到了保护细胞的作用。30~45 s的时

间内菌体几乎完全死亡，可能是因为随着等离子

注入时间的继续延长，剂量进一步增加，使得菌

体内不断积蓄能量。质量沉积和动量传递使菌体

产生新的分子，自由基间接损伤，DNA分子断裂、

基因缺失等多重生物学效应，菌体难以进行自我

修复最终导致菌体大量死亡，致死率升高[33]。这

一变化趋势符合辐射生物学中的单击曲线规律。

根据实验结果，选择 10~25 s 作为后续等离子注

入诱变的时间范围。 
 

 
 

图 1  低能等离子注入时间对出发菌株致死率的影响 

 
本研究定义抑菌效价超过对照菌株 10%以上

的诱变株为正突变株，低于 15%的为负突变株。

从图 2 可以看出，不同离子注入时间对菌株突变

率有较大影响，在选择突变的时间范围内，负突

变率最高达到 50%，诱变时间在 15 s时获得了最

高的正突变率，达到 38%，这对于工业生产菌株

来说有较大提升。MPMS诱变技术与传统的 UV、

γ-射线辐照、微波诱变技术在机理上有较大区别，

能够获得较好的育种效果。实验中，负突变率与

诱变处理时间没有明显的相关性，但是负突变率

普遍高于 35%，说明离子注入诱变对微生物细胞

的损伤还是较大的，同时正突变率在 15 s时达到

最高，随后下降，注入时间与正突变率之间存在

一定的正态分布，因此选择合适的诱变处理时间

对于获得更高的正突变率和正突变株是非常重要

的。从本研究结果来看，离子注入育种技术正突变

率的大小和分布普遍优于传统的紫外、微波、辐照

等诱变手段，因此可以推测，这一项新技术在微

生物育种领域将有广阔的开发和利用空间。 
 

 
 

图 2  低能等离子注入时间对突变率的影响 
 

2.1.2  筛选结果 

出发菌株经过连续 3 轮离子注入诱变处理，

每一轮选择 3 株产量最高的正突变株作为出发菌

株进行下一轮诱变。结果发现，经过平板初筛获

得的正突变菌株，菌落直径变化较大，显示其生

长速率变大，同时菌落形态也发生改变，高产正

突变株菌落表面更干燥，颜色呈白色，根据这一

特征可筛选到更多的正突变株。表 1 中列出了部

分突变株的相对发酵效价，以出发菌株发酵单位

460 U/mL作为 100%对照，从表中可以看出最大

正突变株 C15，发酵单位达到 638.47 U/mL，较出

发菌株提高了 38.89%，后面将以 C15突变株作为

目的菌株，进行培养条件的优化。罗秀针等[34]利

用常压室温等离子体注入技术对海水养殖环境中

分离的产杆菌肽菌株 ZZ061 进行诱变育种，获得

的最大正突变株 SF1406摇瓶效价提高 130%，达到

560 U/mL，采用正交实验优化后进一步提高 44%，

达到 810 U/mL。张玉明等[35]使用紫外线诱变技术

选育淀粉酶分泌能力增强的杆菌肽产生菌种，以

加快杆菌肽积累速率，最终获得的突变菌株 B. 

licheniformis Y8226A 发酵 48 h 达到最大产量

786.8 U/mL。倪志华等[36]使用微波诱变技术选育产

物耐受型高产杆菌肽生产菌株，得到 B. licheniformis 

Y8228X突变株，产量达到 847.28 U/mL。 
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表 1  突变株筛选结果 

菌株编号 透明圈直径/cm 菌落直径/cm 相对效价/% 菌株编号 透明圈直径/cm 菌落直径/cm 相对效价/%

对照 1.76±0.12 0.75±0.06 100.00  B10 2.15±0.12 0.30±0.01 122.16 

A1 1.81±0.05 0.73±0.08 102.84  B11 2.28±0.10 0.14±0.01 129.55 

A2 2.10±0.18 0.70±0.09 119.32  B12 2.14±0.15 0.14±0.01 121.59 

A5 1.87±0.11 0.24±0.01 106.25  B14 2.40±0.21 0.10±0.01 132.36 

A9 2.02±0.15 0.85±0.02 114.77  B15 1.83±0.03 0.42±0.05 103.98 

A11 2.16±0.20 0.69±0.06 122.73  B16 1.96±0.14 0.32±0.02 111.36 

A15 2.12±0.04 0.70±0.08 120.45  B18 1.94±0.21 0.22±0.01 110.23 

A19 1.86±0.14 0.68±0.03 105.68  B19 1.84±0.16 0.33±0.02 104.55 

A23 2.05±0.04 0.14±0.02 116.48  B20 2.27±0.18 0.30±0.02 128.98 

A29 1.88±0.03 0.20±0.02 106.82  C 2 2.24±0.22 0.32±0.03 127.27 

A33 1.96±0.13 0.25±0.01 111.36  C 3 2.15±0.11 0.33±0.02 122.16 

A38 1.88±0.08 0.26±0.01 106.82  C 4 1.87±0.05 0.39±0.03 106.25 

A44 1.98±0.12 0.22±0.01 112.50  C 9 2.34±0.20 0.28±0.01 132.95 

B1 1.86±0.13 0.14±0.01 105.68  C 10 2.42±0.20 0.32±0.01 130.50 

B2 1.94±0.15 0.19±0.02 110.23  C 11 2.25±0.15 0.30±0.02 127.84 

B5 1.74±0.06 0.15±0.01 98.86  C 12 1.94±0.15 0.37±0.02 110.23 

B6 2.15±0.08 0.23±0.01 122.16  C 15 2.55±0.19 0.23±0.02 138.89 

B7 1.83±0.10 0.30±0.01 103.98  C 19 1.88±0.20 0.31±0.02 106.82 

B8 2.33±0.25 0.20±0.01 122.39  C 25 1.99±0.21 0.24±0.02 113.07 

B9 2.34±0.21 0.30±0.01 135.95        

注：n=3。 
 

2.2  培养基组成及培养条件优化研究 

微生物细胞经过物理、化学等手段诱变育种

后，通常在细胞形态、生理特征、生长产酶、代

谢调控等方面产生变异，因此有必要对诱变之后

的高产突变菌株的发酵培养条件进行重新优化，

以便找到更适宜突变菌株生长、产酶、代谢发酵

等的培养成分及工艺条件。 

2.2.1  发酵培养基中碳源对产杆菌肽的影响 

不同微生物拥有不同的酶系，碳源的利用也

会存在差异。本实验选择几种常见发酵碳源，研

究其对高产突变菌株合成杆菌肽的影响。实验结

果如图 3 所示，对于两种速效碳源（葡萄糖和蔗

糖）来说，虽然可以获得更高的细胞量，但是最

终的杆菌肽产量却最低，分析应是在发酵前期消

耗了更多碳源，导致后期合成次级代谢产物时缺

少相应的能量来源，而增加这两种碳源浓度，将

导致稳定期更迟到来，以及因葡萄糖效应而导致

抑制发生。另外三种碳源均能提供稳定的生长物

质和能量来源，其中玉米淀粉作为单一碳源时获

得了最高的发酵效价。 

淀粉是一种重要的多糖，白色粉末，成本低廉，

来源广泛，植物中几乎都含有丰富的淀粉[37]。淀粉

在酶的作用下水解成葡萄糖，为微生物提供能量。 

本研究选取不同浓度的玉米淀粉作为碳源，

研究其对突变菌株发酵产杆菌肽的影响，以淀粉

浓度为 40.0 g/L 时取得的最大产量作为对照

100%，其余产量与其比值作为相对效价。结果如

图 4所示，玉米淀粉添加量在 40.0 g/L时，杆菌

肽产量最大，继续增加浓度会导致培养基过于黏

稠，溶氧量减少，菌体细胞膜通透性降低，干扰

菌体正常代谢，从而抑制杆菌肽合成。 
 

 
 

图 3  碳源种类对突变菌株产杆菌肽的影响 
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图 4  玉米淀粉浓度对突变菌株产杆菌肽的影响 
 

刘道奇等[38]在 10 L 发酵罐水平上研究了混

合碳源对地衣芽孢杆菌生长、代谢特征以及对杆

菌肽合成的影响，在发酵中期流加速效碳源葡萄

糖可以促进细胞的二次生长和溢流物质的产生，

但是有可能抑制杆菌肽的合成，认为葡萄糖不是

杆菌肽补料发酵的最适碳源，这一结论也与本研

究中的结果相吻合。在基料中添加乳糖能延长细

胞的生长周期并维持杆菌肽的合成速率，适宜在

补料发酵中添加。 

2.2.2  发酵培养基中氮源对产杆菌肽的影响 

本实验分别选择不同的有机氮源和无机氮

源，考察其对突变菌株产杆菌肽的影响。结果如

图 5 所示，有机氮源对于菌体生长和合成抗生素

均有促进作用，综合考虑生产成本和发酵成效，

选择豆饼粉作为氮源较为适宜工业发酵。 
 

 
 

图 5  氮源种类对突变菌株产杆菌肽的影响 
 

豆饼粉成分较复杂，含有丰富的氨基酸，含

硫氨基酸尤为丰富，也含有一些细菌生长所需的

维生素和生长因子[34, 39-40]。本研究分别选取不同

含量的豆饼粉作为唯一氮源，研究其对突变菌株发

酵的影响，以豆饼粉浓度为 80.0 g/L时取得的最大

产量 771.45 U/mL为对照 100%，其余产量与其比值

作为相对效价，结果如图 6 所示。随着豆饼粉浓度

的升高，杆菌肽的产量增大，豆饼粉浓度为 80.0 g/L

时相对效价达到最高值，继续增加豆饼粉浓度，

则发酵液非常黏稠，影响溶氧，因此本研究在现

有发酵条件下，选择的最大氮源浓度为 80.0 g/L。 
 

 
 

 图 6  豆饼粉浓度对突变菌株产杆菌肽的影响 
 

2.2.3  发酵温度对产杆菌肽的影响 

工业发酵过程中，温度对于微生物的生长和

生产非常重要，过高的温度会导致高耗能，增加

生产成本，因此，本实验分别选取 33、35、37、

39、41 ℃ 5 个温度，对发酵温度进行优化，以

37 ℃时取得的最大产量 658.50 U/mL 为对照

100%，其余产量与其比值作为相对效价，由图 7

可以看出，发酵温度对地衣芽孢杆菌产杆菌肽有

较大影响，根据实验结果，选择培养温度 37 ℃。 
 

 
 

图 7  培养温度对产杆菌肽的影响 
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2.2.4  发酵培养基初始 pH对产杆菌肽的影响 

以 pH 7时取得的最大产量 658.50 U/mL为对

照 100%，其余产量与其比值作为相对效价，由图

8可知，发酵培养基初始 pH 为 5.0~6.0时，杆菌

肽产量相对较小，提高 pH值，产量增加，在 pH

为 7.0时达到最大值。当 pH值大于 8.0后，杆菌

肽产量急剧下降。pH偏高或偏低都会对杆菌肽发

酵合成产生明显的影响。本实验确定初始发酵培

养基 pH为 7.0。 
 

 
 

图 8  初始 pH 对产杆菌肽的影响 
 

2.2.5  摇瓶发酵摇床转速对产杆菌肽的影响 

地衣芽孢杆菌属于兼性厌氧型细菌，分别选

取摇床转速为 150、180、210、250、280 r/min，

其他发酵条件不变，通过改变摇床转速来调节发

酵培养基中的溶氧量，研究转速对杆菌肽产量的影

响。以 280 r/min转速时取得的最大产量 783.85 U/mL

为对照 100%，其余产量与其比值作为相对效价，

由图 9 可知，实验中摇床转速的大小直接影响发

酵培养基中的溶氧量，转速越高，发酵培养基中

的溶氧量越大，杆菌肽产量越大。在现有实验条

件下，选择转速为 280 r/min。 

2.2.6  正交实验结果分析 

根据以上单因素实验结果，选择玉米淀粉浓 

度（30、40、50 g/L），黄豆饼粉浓度（40、60、

80 g/L），培养基初始 pH值（6.0、7.0、8.0），摇

瓶转速（150、210、280 r/min）四个因素及相应

水平作为正交实验考察对象。 
 

 
 

图 9  转速对产杆菌肽的影响 
 
实验结果如表 2和图 10所示，可以看出最优

条件是碳源浓度 40 g/L、氮源浓度 80 g/L、pH 7.0、

转速 280 r/min。根据这一配方进行发酵验证，杆

菌肽产量达到 880.87 U/mL，较优化前提高了 38%。 
 

表 2  正交实验结果及分析 

实验组 碳源 
/(g/L)

氮源 
/(g/L)

pH 转速 
/(r/min) 

产量 
/(U/mL)

1 30 40 6 150 650.59

2 30 60 7 210 776.14

3 30 80 8 280 850.36

4 40 40 7 280 828.55

5 40 60 8 150 724.45

6 40 80 6 210 843.25

7 50 40 8 210 689.23

8 50 60 6 280 729.87

9 50 80 7 150 710.65

均值 1 759.030 722.790 741.237 695.230   

均值 2 798.750 743.487 771.780 769.540   

均值 3 709.917 801.420 754.680 802.927   

极差 88.833 78.630 30.543 107.697   

 

 
 

图 10  正交实验效应曲线图 
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2.2.7  遗传稳定性考察 

对突变株 C15 进行生产能力及遗传稳定性实

验考察，在最优培养条件下，经连续 10代培养发

酵，以第一代菌种发酵单位作为 100%对照，其它

结果与其比值作为相对效价，结果如图 11 所示，

HPLC 检测结果显示该菌株可以保持非常稳定的生

产性能，是一株符合工业化生产要求的高产菌株。 
 

 
 

图 11  突变菌株遗传稳定性研究 
 

2.2.8  50 L发酵罐验证突变菌株生产性能 

在 50 L发酵罐中发酵高产突变菌株 C15，实

验结果见图 12。结果显示，发酵在 10 h开始合成

杆菌肽，突变菌株较出发菌株更早进入对数生长

期，生物量也较高，说明在对碳源、氮源的利用

能力上，突变菌株具有更高的活力，并且突变菌

株在连续发酵 48 h后仍具有一定的合成潜力，而

出发菌株自 40 h后即出现抑制，杆菌肽合成几乎

停滞。因此，对于一株工业生产菌株来说，突变

菌株 C15具有非常好的应用潜力。 
 

 
 

图 12  50 L 发酵罐验证实验结果 

 

3  结论 

本研究以一株产杆菌肽的地衣芽孢杆菌为出

发菌株，采用 MPMS诱变技术进行微生物育种，

获得了多株高产突变株，最终选取了一株遗传性

状稳定的高产菌株。初步采用单因素分析和正交

实验对高产突变菌的发酵条件进行了分析研究，

得到的相对较优发酵工艺参数为：选择 40.0 g/L

玉米淀粉为碳源、80.0 g/L 豆饼粉为氮源，在温

度 37 ℃、初始 pH 7.0、转速 280 r/min条件下，

获得的杆菌肽产量最大，为 880.87 U/mL。在 50 L

发酵罐对出发菌株和突变菌株的生产性能进行对

比，验证结果表明突变菌株 C15在生长特性和发

酵能力方面均有较大幅度的提升，可见，利用

MPMS 技术对高产杆菌肽进行育种效果明显，具

有潜在的市场应用前景。 
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