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摘　 要： 以脱酚棉籽蛋白为氮源， 研究了腐熟用枯草芽孢杆菌 ＤＫ３６ 的生长及产芽孢条件。 结果发现， 当脱酚棉

籽蛋白为氮源时， 菌体生长良好， 可完全代替豆饼粉， 甚至代替酵母粉。 当葡萄糖为碳源时， 枯草芽孢杆菌

ＤＫ３６ 不形成芽孢。 当玉米粉作碳源时， 枯草芽孢杆菌 ＤＫ３６ 可大量形成芽孢， 其芽孢数和芽孢率分别达到 ２􀆰 ７ ×
１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ９３􀆰 ４％ 。 培养基中添加钙、 镁、 锰和钾盐时芽孢数和芽孢率均明显提高， 而且钾盐与钙、 镁和锰

盐在促进生长和产芽孢上具有协同作用， 其中协同效果最好的组合是 ＫＨ２ ＰＯ４与 ＭｇＳＯ４， 其芽孢数和芽孢率分别

为 ３􀆰 ２ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ９８􀆰 ４％ 。 然而， 脱酚棉籽蛋白会造成芽孢形成缓慢， 生产效率降低。
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我国是世界第一大产棉国， 每年棉籽产量达

９０ 万 ｔ 以上。 棉籽是我国仅次于大豆的重要的油

料资源。 棉籽不仅含油量高， 也含有丰富的蛋白

质， 榨 油 后 的 棉 籽 粕 蛋 白 质 含 量 在 ４０％ ～
５０％ ［１］ 。 棉籽中含有有毒的棉酚。 在工业上多采

用 “液 － 液 － 固” 萃取法， 从脱壳的棉籽仁中分

步浸提棉籽油和棉酚， 最终获得脱酚棉籽蛋白［２］ 。
脱酚棉籽蛋白的氨基酸组成与大豆蛋白相近， 其

中蛋氨酸、 苯丙氨酸、 色氨酸等必需氨基酸的含

量高于大豆蛋白， 是一种优良的食用蛋白和饲用

蛋白［３］ 。 由于脱酚棉籽蛋白价格低廉， 可以大幅

度降低生产成本， 因此， 国内外对脱酚棉籽蛋白

的研究大多集中于食品和饲料工业领域［４ － ５］ 。 从

理论上讲， 脱酚棉籽蛋白可以作为氮源来培养微

生物， 然而， 这一丰富廉价的氮源在发酵工业上

的研究与应用却很少。
枯草芽孢杆菌是在自然界广泛存在的一种好氧

的产芽孢杆菌。 它可以产生蛋白酶、 淀粉酶、 纤维

素酶和半纤维素酶等酶， 除广泛应用于饲料、 食品

工业外， 也是生产农作物秸秆、 畜禽粪便等有机物

料腐熟菌剂的重要菌种［６ － ７］。 芽孢是产芽孢菌在生

长发育后期在细胞内形成的圆形或椭圆形、 厚壁、
含水量低、 抗逆性强的休眠构造［８］。 研究表明， 枯

草芽孢杆菌所产生的芽孢具有耐热、 耐旱、 抗紫外

线和有机溶剂等多种抗逆性， 有利于芽孢杆菌在环

境中存活、 定殖及其菌剂的加工、 运输， 是制备微

生物菌制剂的理想形式［９］。 本文以脱酚棉籽蛋白为

氮源， 研究了腐熟用枯草芽孢杆菌 ＤＫ３６ 的生长及

产芽孢条件， 以期为充分利用棉籽蛋白这一丰富资

源奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

脱酚棉籽蛋白 （简称棉籽蛋白）： 由河北某公

司提供， 经测定， 其蛋白质含量 ５０􀆰 ６％ ， 游离棉酚

含量 ３１０ ｍｇ ／ ｋｇ。
菌种： 腐熟用枯草芽孢杆菌 ＤＫ３６ 由石家庄某

公司农用微生物菌剂研发中心提供。
斜面培养基： 氯化钠 １０ ｇ ／ Ｌ， 蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，

酵母粉 ５􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ， 琼脂 １８ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ 值 ７􀆰 ４。
种子培养基： 葡萄糖 ３０ ｇ ／ Ｌ， 蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ，

酵母粉 ５ ｇ ／ Ｌ， ＫＨ２ ＰＯ４ ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ， ＣａＣＯ３ ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，
ｐＨ 值 ７􀆰 ２。

发酵基本培养基： 葡萄糖 ３０ ｇ ／ Ｌ， 棉籽蛋白 １５
ｇ ／ Ｌ， ＫＨ２ＰＯ４ ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ， ＣａＣＯ３ ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ 值 ７􀆰 ２。
１􀆰 ２　 试验方法

试验于 ２０１４ 年 ８ ～ １０ 月在河北省发酵工程技
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术研究中心发酵实验室进行。
种子液的制备： 将 ２ ～ ３ 环斜面培养物接种至

装有 １００ ｍＬ 种子培养基的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中，
３０℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养 ２４ ｈ。

不同氮源的细胞生长特性比较： 将发酵基本培

养基中的氮源分别调整为酵母浸粉 １５ ｇ ／ Ｌ、 豆粕粉

１５ ｇ ／ Ｌ、 棉籽蛋白 １５ ｇ ／ Ｌ。 按 ５％的接种量接种后，
３０℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养。 定时取样， 监测

菌体生长情况和观察芽孢形成情况。
棉籽蛋白添加量对菌体生长的影响： 将发酵基

本培养基中棉籽蛋白添加量分别控制为 １０、 ２０、
３０、 ４０ 和 ５０ ｇ ／ Ｌ， 其他组分保持不变。 按 ５％接种

量接入种子液， ３０℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养

４８ ｈ。
碳源对产芽孢的影响： 将发酵基本培养基中的

碳源分别调整为 （３０ ｇ ／ Ｌ） 玉米粉、 麸皮、 可溶性

淀粉、 蔗糖和葡萄糖。 按 ５％接种量接种后， ３０℃、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养 ６ ｄ。

无机盐对产芽孢的影响： 将发酵基本培养基调

整为玉米粉 ３０ ｇ ／ Ｌ、 棉籽蛋白 ３０ ｇ ／ Ｌ， 并作为对

照， 向其分别加入碳酸钙 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 氯化钙 ２􀆰 ０
ｇ ／ Ｌ、 硫酸镁 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 氯化镁 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 硫酸锰

０􀆰 １５ ｇ ／ Ｌ、 氯化锰 ０􀆰 １５ ｇ ／ Ｌ、 磷酸二氢钾 ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ、
碳酸钙 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ ＋磷酸二氢钾 ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ。 为了考察复

合无机盐对产芽孢的影响， 将磷酸二氢钾 ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ
分别与碳酸钙 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 氯化钙 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 硫酸镁

２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 氯化镁 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 硫酸锰 ０􀆰 １５ ｇ ／ Ｌ、 氯化

锰 ０􀆰 １５ ｇ ／ Ｌ 组合， 加入到培养基中。 按 ５％接种量

接种后， ３０℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养 ６ ｄ。
培养时间对产芽孢的影响： 将发酵培养基调

整为玉米粉 ３０ ｇ ／ Ｌ、 棉籽蛋白 ３０ ｇ ／ Ｌ、 磷酸二氢

钾 ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ、 硫酸镁 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ。 按 ５％ 接种量接种

后， ３０℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养， 观察芽孢

形成情况。
接种量对产芽孢的影响： 将发酵培养基调整为

玉米粉 ３０ ｇ ／ Ｌ、 棉籽蛋白 ３０ ｇ ／ Ｌ、 硫酸镁 ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、
磷酸二氢钾 ４􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ。 分别以 ２％ 、 ４％ 、 ６％ 、 ８％
和 １０％ 接种量接入种子液， ３０℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床

振荡培养 ６ ｄ。
１􀆰 ３　 检测方法

活菌计数方法： 平板菌落计数法［１０］。
芽孢计数方法： 将待计数样品于 ８０℃水浴处理

１５ ｍｉｎ 后， 再采用平板菌落计数法计数， 所得计数

结果即芽孢数［１１］。
芽孢率的计算： 芽孢数占活菌数的百分比。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 棉籽蛋白对枯草芽孢杆菌生长的影响

２􀆰 １􀆰 １　 不同氮源的细胞生长特性比较

酵母粉和豆饼粉是微生物发酵常用的有机氮

源。 酵母粉是优良的水溶性速效氮源， 营养丰富，
价格比较高。 豆饼粉是蛋白态的缓效氮源， 价格相

对便宜。 由于枯草芽孢杆菌可产生蛋白酶， 可直接

利用蛋白态氮源， 因此， 豆饼粉是枯草芽孢杆菌发

酵生产上最常用的氮源。 如图 １ 所示， 当使用棉籽

蛋白为氮源时， 菌体生长非常旺盛， 其细胞的生长

速度略低于酵母粉， 但远高于豆饼粉。 这个结果说

明， 棉籽蛋白是一个优良的氮源， 可完全代替豆饼

粉， 甚至代替酵母粉， 从而降低培养基的成本。 在

发酵期间， 对芽孢的形成进行了观测， ３ 种有机氮

源均没有发现有芽孢形成， 这可能与碳源为葡萄糖

有关。 由于芽孢的形成非常有利于微生物菌剂的生

产、 储运及使用， 芽孢率是菌剂质量的重要指标，
因此， 如何使得枯草芽孢杆菌产生大量芽孢就成为

后续研究的重点。

图 １　 不同氮源的枯草芽孢杆菌生长曲线

２􀆰 １􀆰 ２　 棉籽蛋白添加量对细胞生长的影响

为了考察棉籽蛋白添加量对菌体生长的影响，
调整了发酵基本培养基中脱酚棉籽蛋白含量， 其他

组分保持不变， 在 ３０℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 下振荡培养，
试验结果见图 ２。 从图 ２ 可看出， 棉籽蛋白在 １０ ～
３０ ｇ ／ Ｌ 范围内， 随着棉籽蛋白在培养基中用量的增

加， 活细胞数逐渐增加。 当棉籽蛋白超过 ３０ ｇ ／ Ｌ
时， 随着棉籽蛋白添加量的继续增加， 发酵液中活

细胞数不再增加， 反而稍有下降。 当棉籽蛋白添加
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量为 ３０ ｇ ／ Ｌ 时， 获 得 最 大 活 细 胞 数， ３ × １０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ。

图 ２　 棉籽蛋白添加量对细胞生长的影响

２􀆰 ２　 发酵条件对枯草芽孢杆菌产芽孢的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 碳源的影响

碳源是影响枯草芽孢杆菌产生芽孢的重要因素

之一。 从图 ３ 中可以发现， 枯草芽孢杆菌可以很好

地利用各种碳源， 菌体生长旺盛。 然而， 就形成芽

孢而言， 碳源种类的影响非常大。 当使用蔗糖和葡

萄糖作碳源时， 菌体完全不产生芽孢。 可溶性淀粉

作碳源时， 产生的芽孢数也很少， 芽孢率仅为

２􀆰 １％ 。 当采用玉米粉和麸皮作碳源时， 枯草芽孢

杆菌大量形成芽孢， 其中玉米粉最高， 其芽孢数和

芽孢率分别达到 ２􀆰 ７ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ９３􀆰 ４％ 。 甄静

等［１２］、 郭夏丽等［６］ 研究了枯草芽孢杆菌的产芽孢

条件， 发现麸皮是最佳碳源。 王树香等［１３］ 研究发

现， 生防用枯草芽孢杆菌的最佳碳源是麦芽糊精。
这些研究的结果不一致， 可能与使用的菌株及氮源

种类不同有关。

图 ３　 碳源对产芽孢的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 无机盐的影响

芽孢并不是细菌生活史中不可缺少的部分，
只是产芽孢细菌在生长过程中形成的一种抗逆性

休眠体， 它的形成受很多因素的影响， 其中培养

基中无机盐的种类及含量是关键因素。 从图 ４ 中

可以发现， 与没有添加无机盐的培养基 （对照）
相比， 添加钙、 锰和钾盐时芽孢数和芽孢率均明

显提高， Ｃａ２ ＋ 、 Ｍｎ２ ＋ 和 Ｋ ＋ 促进芽孢的形成， 这

与大多数研究结果一致［１２ － １４］ 。 关于镁盐的影响，
多数研究表明， 镁盐促进枯草芽孢杆菌产芽孢的

效果不理想， 甚至有负作用， 其原因是 Ｍｇ２ ＋ 能够

通过干扰吡啶二羧酸的形成降低芽孢的抗热

性［６，１４］ 。 但本研究发现， 添加硫酸镁时， 活细胞

数和芽孢率最高， 说明 Ｍｇ２ ＋ 在特定条件下具有很

好的促进生长和产芽孢作用。 酸根离子的种类对

产芽孢也有显著的影响。 例如， 硫酸镁的芽孢数

和芽孢率分别为 ９􀆰 ７ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ９３􀆰 ８％ ； 而

氯化镁的芽孢数和芽孢率仅分别为 ５􀆰 ２ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ和 ８６􀆰 ５％ 。

图 ４　 单一无机盐对产芽孢的影响

Ａ： 碳酸钙； Ｂ： 氯化钙； Ｃ： 硫酸镁； Ｄ： 氯化镁； Ｅ： 硫酸锰；
Ｆ： 氯化锰； Ｇ： 磷酸二氢钾； Ｈ： 碳酸钙 ＋ 磷酸二氢钾； Ｋ： 对照

从图 ４ 中还可发现， 当同时添加碳酸钙和磷酸

二氢钾时， 枯草芽孢杆菌的活细胞数和芽孢数远远

高于试验所用的任一无机盐， 这说明二者在促进生

长和产芽孢上具有良好的协同作用。 那么， 磷酸二

氢钾是否也与其他盐具有协同作用呢？ 为此， 进行

了复合无机盐试验， 其结果见图 ５。 如图 ５ 所示，
碳酸钙、 氯化钙、 硫酸镁、 氯化镁、 硫酸锰、 氯化

锰与磷酸二氢钾复合添加时， 其活细胞数和芽孢数

均比单一盐时高 ３ ～ ４ 倍， 这说明 Ｋ ＋ 与 Ｃａ２ ＋ 、
Ｍｇ２ ＋ 、 Ｍｎ２ ＋ 具有非常好的协同作用。 其中协同效
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果最好的组合是硫酸镁与磷酸二氢钾， 其芽孢数和

芽孢率分别达到了 ３􀆰 ２ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ９８􀆰 ４％ 。

图 ５　 复合无机盐 （钾盐与钙、 镁、 锰） 对产芽孢的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 培养时间的影响

从图 ６ 可以看出， 随着培养时间的延长， 活细

菌总数在逐渐增加， 当培养第 ６ ｄ 达到最大值。 而

在培养 ４ ｄ 时， 芽孢形成率仅有 ３５％ ， 到培养 ６ ｄ
时才大量形成芽孢并接近最大值。 大多数的研究表

明， 枯草芽孢杆菌最佳的产芽孢培养时间为 ２ ～ ３
ｄ［１３ － １５］。 造成这现象的原因可能与所使用的氮源种

类有很大的关系。 虽然棉籽蛋白价格低廉， 但它会

造成芽孢形成非常缓慢， 大大降低了生产效率。

图 ６　 培养时间对产芽孢的影响

２􀆰 ２􀆰 ４　 接种量的影响

从图 ７ 可知， 随着接种量逐渐加大， 活细胞

数、 芽孢数和芽孢率也不断增加。 接种量为 ８％时，
芽孢 数 和 芽 孢 率 分 别 为 ３􀆰 ５ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和

９８􀆰 ７％ 。 但当接种量超过 ８％ 时， 活细胞数和芽孢

数呈下降趋势。 最适接种量与菌种的特性、 种子的

质量和发酵条件均有关系。 较大接种量可以缩短菌

种的延滞期， 使对数期提前到来， 还可以降低传代

率， 降低变异几率， 但过大的接种量也可能会导致

培养基养分提前消耗完， 降低代谢产物的合成及芽

孢的数量［１６］。 故此， 最适接种量为 ８％ 。

图 ７　 接种量对产芽孢的影响

３　 结论

本研究以脱酚棉籽蛋白为氮源， 研究了腐熟用

枯草芽孢杆菌 ＫＤ３６ 的生长及产芽孢条件。 研究发

现， 当棉籽蛋白为氮源时， 枯草芽孢杆菌生长良

好， 可完全代替豆饼粉， 甚至代替酵母粉， 从而降

低培养基的成本。 当棉籽蛋白 ３０ ｇ ／ Ｌ、 葡萄糖 ３０
ｇ ／ Ｌ 时， 获得最大活细胞数 ３ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 由于

芽孢数是决定微生物菌剂质量的一个非常重要的指

标， 而发酵条件对芽孢形成有重要影响。 研究结果

表明， 当葡萄糖为碳源时， 菌体不形成芽孢。 当采

用玉米粉或麸皮作碳源时， 枯草芽孢杆菌大量形成

芽孢， 其中玉米粉最高， 芽孢数和芽孢率分别达到

２􀆰 ７ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 和 ９３􀆰 ４％ 。 添加钙、 镁、 锰和钾

盐时芽孢数和芽孢率均明显提高， 而且钾盐与钙、
镁和锰盐在促进生长和产芽孢上具有协同作用， 其

中协同效果最好的组合是硫酸镁与磷酸二氢钾， 其

芽孢数和芽孢率分别达到了 ３􀆰 ２ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ和

９８􀆰 ４％ 。 枯草芽孢杆菌的最适接种量为 ８％ ， 最适

培养时间为 ６ ｄ。 同其他氮源相比， 棉籽蛋白会造

成芽孢形成缓慢， 生产效率降低。 如何克服这一问

题， 尚待进一步研究。
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