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振荡和静态组合式培养改善伊枯草菌素 A 
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3. 湖北大学生命科学学院, 武汉  430062) 

摘  要: 目的  以廉价菜粕作为氮源, 对其直接生物利用过程中的碳源种类和培养模式进行优化和改进。方法  

研究液态静置培养模式下细胞生长和伊枯草菌素生产变化特性, 在此基础上提出一种两阶段(振荡+静态)组合

式培养模式。结果  麸皮作为碳源最有利于伊枯草菌素表达, 最高浓度是葡萄糖作为碳源时最高产量的 1.6倍; 

液态静置培养基表面能够形成厚而稳定的生物膜, 发酵中后期具有比振荡培养更高的伊枯草菌素生产强度; 

采用液态振荡和静置组合培养方式伊枯草菌素最高浓度可达 1.10 g/L, 接近完全振荡培养时的最高水平(1.16 

g/L)。结论  相对于传统的全程式振荡培养而言, 这种新的组合培养方式不仅有利于伊枯草菌素高产期(发酵中

后期)的过程控制, 还能降低整个发酵过程的动力成本。 
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Improvement of iturin A production with a combined shaking and static 
culture mode by Bacillus subtilis 
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ABSTRACT: Objective  To optimize and improve the type of carbon source and culture model in the 

process of bio-utilization when using rapeseed meal as a nitrogen source. Methods  A combined culture mode 

of first shaking culture following by static biofilm fermentation was proposed based on the changing 

characteristics of Bacillus subtilis growth and iturin A production under static culture. Results  It was 

indicated that wheat bran was the best carbon source for iturin A production, and the maximum iturin A 

concentration was 1.6 times higher than that with glucose as a carbon source. Thick and stable biofilm was 

observed when adopting static culture, and the iturin A productivity was higher than that with traditional 

shaking culture during the later period of fermentation. Compared to single static culture, the proposed 

combined culture mode could further improve iturin A production, and the maximum iturin A concentration 

reached 1.10 g/L, which was close to the highest level produced with single shaking culture (1.16 g/L). 
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Conclusion  This new culture strategy can not only decrease the power cost but also can benefit to process 

control of iturin A in the later period of fermentation. 

KEY WORDS: rapeseed meal; Bacillus subtilis; iturin A; combined culture 

 
 

1  引  言 

伊枯草菌素是一种具有广谱抗真菌活性的抗菌

多肽, 也是最早最著名的来源于微生物的生物表面

活性剂之一, 其分子结构由 1个含 7个氨基酸残基的

肽链和 1个链长 C14~C17不等的 β-氨基脂肪酸侧链

构成[1], 可广泛用于防治各种作物、蔬菜和瓜果的真

菌病害, 具有稳定性好、抑菌持久、不易产生抗药性

和对环境安全等优点, 是一种极具研究开发价值和

应用前景的新型生物农药[2,3]。然而, 迄今为止, 国内

外均没有良好的伊枯草菌素 A 及其同系物的生产方

法, 尤其是伊枯草菌素 A 及其同系物的发酵生产技

术没有突破, 其产量低、成本高、发酵工艺控制难度

大, 制约着其工业化生产和商业化应用。 

对于大多数生物发酵产品而言, 原料成本通常

占整个生产成本的 30%~40%[4]。使用廉价、广泛的

发酵原料可以有效降低伊枯草菌素的生产成本。菜粕

是一种廉价的优质植物蛋白源, 我国年产量超过 700

万吨, 由于菜粕中存在硫甙、芥酸、植酸和多酚等多

种有害或抗营养成分, 极大限制了其作为蛋白源在

饲料中的有效应用。大量的饼粕只能按少量比例添加

到动物饲料中或直接用作低值有机肥料, 造成了优

质蛋白资源的巨大浪费。近年来, 国际上很多研究者

利用菜籽饼粕的营养特性, 将菜粕经过有效预处理

后, 通过液态发酵生产有机酸和微生物油脂等高附

加值产品[5-8]。课题组前期研究结果表明, 低价格菜

粕可以作为枯草芽孢杆菌生产伊枯草菌素的优异氮

源, 伊枯草菌素的表达水平明显优于其他 2种可溶性

商业氮源(蛋白胨和硝酸铵)。但是, 和一般生物产品

不同, 伊枯草菌素作为一种两性生物表面活性剂, 在

现有的深层液态通气搅拌发酵生产模式下, 发酵中

后期随着产物浓度的增加会产生大量泡沫, 发酵过

程中需要不断添加化学消泡剂, 过多消泡剂的添加

会严重影响细胞生长和产物形成。静态生物膜发酵是

近年来新开发的一项新的发酵技术, 在发酵技术中

极具应用前景[9]。研究表明, 枯草芽孢杆菌在静态培

养过程中, 能够在培养基表面形成生物膜并分泌产

生脂肽类次级代谢产物。Rahman等[10]研究发现通过

静态生物膜发酵伊枯草菌素的产量几乎是深层液态

发酵时的 2倍。本实验在前期研究的基础上, 拟通过

培养条件的优化进一步提高现有伊枯草菌素的表达

水平。同时, 为降低伊枯草菌素生产成本和生产可操

作性, 考察静态生物膜培养模式下枯草芽孢杆菌生

长和伊枯草菌素的生产变化规律, 为伊枯草菌素和

其它脂肽类抗生素的工业化生产提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  菌  株 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis 3-10), GeneBank

登陆号为 JF460845。 

2.2  培养基 

斜面活化培养基: 胰蛋白胨 10 g/L, 酵母提取物

5 g/L, 氯化钠 10 g/L, 琼脂 15 g/L。 

种子培养基: 胰蛋白胨 10 g/L, 酵母提取物 5 

g/L, 氯化钠 10 g/L, pH 7.0。 

液态发酵培养基: 菜粕(过 80目筛)90 g/L, 麸皮

40 g/L, K2HPO4•3H2O 1 g/L, MgSO4•7H2O 0.5 g/L, 
MnSO4•H2O 0.005 g/L, 去离子水 1 L, pH 7.0。 

2.3  培养条件 

挑取活化的枯草芽孢杆菌单菌落于种子培养基

中进行摇瓶培养 14 h(培养温度为 28 ℃, 转速为 220 

r/min), 将种子培养液分别以 2%的接种量接种于液

态发酵培养基中进行静置和振荡培养, 静置培养置

于 28 ℃恒温培养箱中, 振荡培养转速为 200 r/min, 

培养温度为 28 ℃。 

2.4  检测方法 

伊枯草菌素含量检测: 参照 Mizumoto等[11]方法, 

略作修改。 

取 1.5 mL混匀的静置和振荡培养发酵液于 2 mL

离心管中, 10 000 r/min离心 15 min, 取 300 mL上清

液于 1.2 mL甲醇中, 摇匀浸提 60 min, 然后以 12 000 

r/min离心15 min, 上清液用孔径为0.22 μm的一次性

过滤器过滤, 滤液于高效液相色谱仪(HPLC)检测。
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HPLC 分析系统为 Waters 2695 HPLC, 色谱柱为

ACQUITY UPLC BEA C18(2.1 mm×100 mm, 1.7 µm); 
检测波长为210 nm, 柱温为30 ℃; 所用流动相A为乙

腈, 流动相 B为 10 mmol/L醋酸铵(V:V), 流动相比例: 

A:B=35:65(V:V); 流速: 0.3 mL/min; 进样量: 2 μL。 

活细胞数测定: 采用稀释平板菌落计数法进行

测定。取 0.5 mL静置和振荡培养发酵液样品置于 10 

mL无菌试管中, 加入 4.5 mL无菌水, 用旋涡振荡器

150 r/min进行充分混合 5 min, 按 10倍进行稀释得到

不同稀释度的发酵液, 从中取 3个合适稀释倍数的发

酵液取 0.1 mL 进行平板计数, 每个稀释度做 3 个平

行, 将平板倒置于 28 ℃恒温培养箱中培养 24 h, 根

据稀释平板计数法的计算方式确定活菌数目。 

还原糖浓度检测 : 以葡萄糖作为标准 , 采用

DNS法测定进行测定[12]。 

3  结果与讨论 

3.1  葡萄糖作为碳源振荡培养过程动力学变化

特性 

图 1 显示了在葡萄糖作为碳源(初始葡萄糖浓度

为 20 g/L)时, 枯草芽孢杆菌利用菜粕液态振荡培养

生产表达伊枯草菌素发酵过程中细胞生长、伊枯草菌

素和还原糖浓度的变化情况。由图 1可知, 细胞在接

种 d 1处于对数生长期, 活细胞数从接种时的 3.6×107

增至 6.1×109 (1 d), 在此期间, 还原糖浓度也迅速下

降, 从发酵初始时的 22.5 g/L下降至 11.4 g/L。在发

酵 d 2 后, 细胞浓度稳定在 2.5~3.5×1010范围内。发

酵 3 d之后, 还原糖浓度维持在 3~4 g/L的水平。伊

枯草菌素浓度在发酵 1~2 d内迅速增加, 在发酵 d 4

达到最大, 最大浓度为 0.67 g/L。 

3.2  不同种类碳源对枯草芽孢杆菌表达伊枯草

菌素的影响 

前期研究结果表明, 以葡萄糖作为碳源时, 氮

源的种类对伊枯草菌素的表达影响很大, 相对于有

机氮源(蛋白胨和菜粕)而言, 可溶性无机氮源(硝酸

铵)更有利于细胞的生长, 却不利于伊枯草菌素的表

达, 以不可溶性菜粕作为氮源时伊枯草菌素的产量

最高[13]。为进一步提高伊枯草菌素的表达水平, 考察

了以菜粕作为氮源时, 可溶性甘油(C3)、葡萄糖(C6)、

麦芽糖(C12)、可溶性淀粉(多碳)及麸皮(不可溶碳源)

等不同种类碳源对枯草芽孢杆菌表达伊枯草菌素的

影响(图 2), 根据不同碳源中碳含量差异, 甘油、葡萄

糖、麦芽糖和可溶性淀粉的浓度为 20 g/L, 麸皮和玉

米皮浓度为 40 g/L。从图 2中可以看出, 相对于其他

可溶性碳源而言, 不可溶缓释氮源麸皮和玉米皮更

有利于伊枯草菌素的表达, 当以麸皮作为碳源时, 摇

瓶液态振荡培养下最高浓度达到 0.96 g/L, 是葡萄糖

作为碳源时最高产量的 1.6倍。 
 
 

 
 

图 1  细胞生长、伊枯草菌素和还原糖浓度变化曲线 

Fig. 1  Variation curve of cell growth, iturin A and reducing sugar concentrations 
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图 2  不同种类碳源对枯草芽孢杆菌表达伊枯草菌素影响 

Fig. 2  Effects of different kinds of carbon sources on iturin 
A production 

 

3.3  液态振荡和静置培养下伊枯草菌素生产性

能比较 

枯草芽孢杆菌在利用菜粕液态振荡培养发酵生

产伊枯草菌素过程中, 由于伊枯草菌素的两性表面

活性剂特性, 随着发酵后期伊枯草菌素浓度的增加, 

泡沫量也逐渐增加, 在揺瓶培养过程中甚至会产生

逃液现象, 不仅会造成产物的大量流失, 也存在潜在

染菌的风险。为此, 有研究者在脂肽抗生素生产过程

中增加了特殊的泡沫收集装置[14-16]。同时, 在发酵过

程中采用连续回收泡沫的方式能够进一步提高脂肽

产量[17]。另外, 采用新型静态生物膜发酵方式能够提

高伊枯草菌素产量[9, 10]。同时, 培养基成分也影响生

物膜的形成。从图 3可以看出, 在以菜粕和麸皮作为

营养基质进行静置培养时, 随着发酵时间的进行, 逐

渐形成厚而稳定的生物膜, 且形成的生物膜颜色也

有所改变。为降低伊枯草菌素生产成本和生产可操作

性, 比较了液态振荡和静置生物膜发酵下伊枯草菌

素的表达水平。 

从图 4A可以看出, 静置培养下发酵前 4天的细

胞浓度要低于振荡培养下的浓度水平, 但均低于以

葡萄糖作为碳源时的细胞浓度(图 1)。从图 4B 可以

看出, 在发酵前 5 d, 伊枯草菌素浓度随着发酵时间

逐渐增加, 但整个发酵过程中振荡培养下伊枯草菌

素的浓度比静置生物膜发酵时高, 但随着菌体浓度

差异的减小, 产物浓度之间的差距随着培养时间逐

渐减小, 在发酵后期(4~5 d)静置生物膜发酵能够明

显提高伊枯草菌素产量, 具有更高的生产强度。2 种

培养方式下发酵 d 5的浓度达到最大, 分别为 1.14和 

 

 
 

图 3  静置培养下生物膜随时间变化规律 

Fig. 3  Changed features of biofilm with time under static culture 
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图 4  液态振荡和静置培养下活细胞数、伊枯草菌素和还

原糖浓度比较 

Fig. 4  Comparison of viable cells number, iturin A and reducing 
sugar concentrations between shaking and static culture 

 

 
0.86 g/L。从图 4C 可以看出, 当以麸皮作为碳源时, 

初始还原糖浓度约为 3 g/L, 表明一定浓度的可溶性

还原糖释放到培养基中。随着发酵时间的进行, 释放

的还原糖浓度逐渐增加, 但随着细胞浓度的增加, 还

原糖浓度也逐渐降低, 发酵 4 d后还原糖浓度维持在

3 g/L的水平, 表明还原糖的释放和利用速率相当。 

3.4  液态振荡和静态组合式培养对伊枯草菌素

表达的影响 

静置培养过程中, 芽孢杆菌通过在培养基表面

形成生物膜从而代谢产生伊枯草菌素。而且, 静置培

养过程中氧的供应没有振荡培养过程充分, 导致培

养过程中尤其是发酵前期的细胞浓度较低, 使得整

个发酵过程中伊枯草菌素浓度低于振荡培养(图 4)。

为此, 通过实验, 提出了液态振荡和静态组合式培养

策略, 即通过前期的振荡培养, 使细胞在短时间内达

到高密度, 在发酵后期通过静态生物膜发酵, 进一步

提高伊枯草菌素的生产水平。从图 3中可以看出, 振

荡培养下细胞浓度在培养 d 3基本稳定, 因此, 考察

了振荡培养 1~3 d再静置培养对伊枯草菌素表达的影

响, 结果如图 5所示。从图 5中可以看出, 相对于完

全静置培养而言, 采用振荡和静态组合培养方式能

够明显提高伊枯草菌素的表达水平, 发酵前 4 d伊枯

草菌素浓度明显高于完全静置培养时的浓度。振荡培

养和静置培养各 3 d 时伊枯草菌素水平最高达 1.10 

g/L, 接近完全振荡培养时的最高水平(1.16 g/L)。相

对于完全振荡培养而言, 联合培养策略在保证相同

发酵水平的同时, 能够显著降低发酵后期的动力消

耗, 节省生产成本, 并能有效避免发酵中后期泡沫的

产生和染菌风险。 

 
 

 
 
图 5  不同振荡和静置联合培养方式下伊枯草菌素浓度变

化情况比较 

Fig. 5  Comparison of iturin A production with different 
combined shaking and static culture modes 

 

4  结  论 

对以低值菜粕作为氮源时的碳源种类进行优化, 

表明麸皮最有利于伊枯草菌素的生产表达, 揺瓶振
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荡培养下的最高伊枯草菌素浓度达 1.16 g/L, 进一步

提高了伊枯草菌素的表达水平。在此基础上, 研究了

静止培养下枯草芽孢杆菌的生长变化和伊枯草菌素

浓度变化特性, 并根据振荡和静置培养下细胞生长

和产物生成变化差异, 提出振荡和静置组合培养提

高伊枯草菌素表达的发酵策略, 振荡培养和静置培

养各 3 d时伊枯草菌素水平最高达 1.10 g/L, 接近单

一振荡培养时的最高水平。相对于传统的全程式振荡

培养而言, 这种新的组合培养方式不仅有利于伊枯

草菌素高产期(发酵中后期)的过程控制, 还能降低整

个发酵过程的动力成本。 
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