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摘　要：通过优化复合微生物菌肥主要功能菌的发酵培养基配方及其发酵条件，提高发酵液中功能菌的活菌含量，
以期为大规模生产复合微生物菌肥奠定基础。利用单因素实验结合正交的方法，以菌体生长量（ＯＤ６００）为测定指
标，对复合微生物菌肥主要功能菌中的固氮菌、溶磷菌和解钾菌的发酵培养基进行优化。结论：①固氮菌培养基的
最优组合为麦芽糖７．５ｇ、蛋白胨１５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、ＦｅＣｌ３０２ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２０５ｇ，最佳ｐＨ

值６８，最佳接种量为１００ｍＬ，最佳转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１最佳发酵温度为３０℃；②溶磷菌培养基的最优组合为麦芽
糖７５ｇ、蛋白胨１５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、ＦｅＣｌ３０５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２０５ｇ，最佳ｐＨ值６４，最佳接

种量为３００ｍＬ，最佳转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１最佳发酵温度为３０℃；③解钾菌培养基的最优组合为甘露醇７５ｇ、牛肉
膏１５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、ＦｅＣｌ３０５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２０５ｇ，最佳ｐＨ值７６，最佳接种量为１００ｍＬ，

最佳转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１最佳发酵温度为３４℃。
关键词：固氮菌；溶磷菌；解钾菌；培养基；优化
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　　微生物肥料是一种带有活菌体的辅助性肥料，
通过微生物种群间的生命活动及其代谢产物的共同

作用，直接或间接地分解、合成能促进植物生长发育

的物质，增强抗逆性、抗病虫性［１］。施用微生物肥

料不仅可以增加营养物质，还因其含有大量的有益

微生物，施入土壤后，通过有益微生物的大量繁殖而

发挥其固氮、磷钾释放、扩大根系吸收面积和抑制有

害病菌繁殖的作用。目前，微生物菌肥的使用已越

来越广泛［２～８］，功能微生物菌群作为复合微生物肥

料的核心部分，是微生物肥料生产中的关键技术。

培养基配比及发酵条件对菌体生长的影响较大。胡

秀芳［９］，杨铿［１０］等均开展微生物菌肥主要功能菌发

酵技术研究，探究其最佳的发酵条件，为规模化生产

微生物肥料提供科学指导。

微生物发酵的生产水平不仅取决于生产菌先天

的特性，而且还需要合适的发酵条件，这样才能使菌

株的生产能力充分发挥出来。发酵条件的优化是菌

株应用到实际生产中所经历的一个重要环节，直接

关系到菌剂的质量和生产效益［１１］。本研究选取微

生物肥料中的主要功能菌即固氮菌、溶磷菌和解钾

菌，利用单因素结合正交实验方案，筛选最适合菌株

发酵生长的培养基及其发酵条件，为以后的微生物

肥料的开发奠定理论依据。

１　实验材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　菌种

实验所用到的菌种固氮菌、溶磷菌、解钾菌菌种

购自北京北纳创联生物技术研究院商城分院

（ＢＮＣＣ），菌种的详细信息分别为：

固氮菌：褐球固氮菌，Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ，
资源编号ＢＮＣＣ１９２２９２，其他编号＝ＢＮ２４，用于生产
固氮菌肥料。

溶磷菌：巨大芽孢杆菌，Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ，资
源编号ＢＮＣＣ１９０６８６，可用于生产解磷细菌肥料。

解钾菌：胶冻样芽孢杆菌，Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｃｉｌａｇｉｎｏ
ｓｕｓ，资源编号ＢＮＣＣ１９５２７１，钾细菌。
１．１．２　培养基

ＬＢ培养基：胰蛋白胨 １０ｇ、酵母提取物 ５ｇ、
ＮａＣｌ１０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７２～７４，１２１℃
灭菌１９ｍｉｎ。固体培养基另加琼脂粉１５ｇ。

基础发酵培养基：根据许净净等［１７］的报道，基

础发酵培养基采用葡萄糖 ５ｇ、蛋白胨 １０ｇ、
ＮａＨ２ＰＯ４．Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、ＭｎＳＯ４Ｈ２Ｏ
０２ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７２～７４，１１３℃灭菌
１９ｍｉｎ。
１．２　实验方法
１．２．１　菌种的活化

将保存在－７０℃的菌种接种于新鲜的 ＬＢ固体
培养基上，连续活化两次，２８℃恒温培养１８ｈ。取新
鲜ＬＢ固体培养基一环菌种，接种于 ＬＢ液体培养基
中，往复式摇床１５０ｒ·ｍｉｎ－１，２８℃恒温培养２４ｈ后
备用。

１．２．２　生长曲线测定
采用比浊法测定菌体量：①将活化好的固氮菌、

解磷菌、解钾菌接种到５０ｍＬ的 ＬＢ液体培养基中，
以未接种的培养基作为空白对照；②将培养液置于
恒温摇床上以１８０ｒ·ｍｉｎ－１的转速３０℃振荡培养；
③用分光光度计，从０时开始，每隔５ｈ于波长６００
ｎｍ处测定培养液的ＯＤ值，每次测定时以空白对照
调仪器零点，每次取样２ｍＬ；④以时间为横坐标，以
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ＯＤ值为纵坐标，制作曲线，即为细菌在该培养条件
下的生长曲线。

１．２．３　培养基成分的筛选
（１）培养基碳源的优化
分别以５ｇ淀粉、麦芽糖、蔗糖、甘露醇替换基

础发酵培养基中的葡萄糖，其他条件不变，２５０ｍＬ
三角瓶中装液量为１００ｍＬ，每个三角瓶中接入５ｍＬ
的菌液，于３０℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下摇床培养。取
对数生长期的菌液测其ＯＤ６００值。

（２）培养基氮源优化
碳源采用上述单因子实验筛选的碳源为最优碳

源，氮源分别以１０ｇＨ４ＮＯ３、酵母浸膏、尿素、牛肉
浸膏替换基础发酵培养基中的蛋白胨，其他条件不

变，方法同上。

（３）培养基无机盐优化
采用以上单因子实验得到的最优碳源、最优氮

源代替基础培养基中的碳源和氮源，无机盐分别采

用ＦｅＣｌ３、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、ＺｎＣｌ２，其他
成分不变，方法同上。

（４）培养基优化正交实验
采用三因素三水平正交实验表，使用单因子实

验所测定的最适碳源、氮源、无机盐配制不同浓度的

发酵培养基，进行发酵培养，见表１。２５０ｍＬ三角瓶
中装液量为１００ｍＬ，每个三角瓶中接入１ｍＬ的菌
液，于３０℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下摇床培养。取对数
生长期的菌液测其ＯＤ６００值。

表１ 正交实验设计

Ｔａｂ．１ Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

水平
因素

碳源／ｇ 氮源／ｇ 无机盐／ｇ
１ ２．５ ５ ０．１
２ ５ １０ ０．２
３ ７．５ １５ ０．５

１．２．４　发酵条件优化
以优化的碳源、氮源及无机盐配制培养基，采用

单因子试验进行最适 ｐＨ、接种量、转速和培养温度
优化。初始ｐＨ设置为６４、６８、７２、７６和８，接种
量设置为１％、２５％、４％、５５％和７％ ，转速设置
为９０ｒ·ｍｉｎ－１、１２０ｒ·ｍｉｎ－１、１５０ｒ·ｍｉｎ－１、１８０ｒ·
ｍｉｎ－１和 ２１０ｒ·ｍｉｎ－１，温度设置为 ２２℃、２６℃、
３０℃、３４℃和３８℃其他条件不变，方法同上。
１．２．５　数据处理

实验数据均为 ３次重复的平均值，采用 Ｍｉ

ｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３软件作图。

２　实验结果

２．１　生长曲线测定
通过测定ＯＤ６００的吸光度值来反应菌液的菌体

浓度。对数期的菌体生长代谢较为旺盛，将对数生

长期的菌体接入发酵培养基，能缩短发酵周期，提高

设备的利用率。从图１可知道，固氮菌在５ｈ左右
进入对数生长期，３０ｈ左右进入稳定期，在２５ｈ左
右进入对数生长末期，之后 ＯＤ值变化不大，菌，体
浓度达到最大，此时是菌株的最佳种龄。溶磷菌在

２５ｈ左右进入对数生长期，３０ｈ左右进入稳定期，
在２２５ｈ左右进入对数生长末期，之后 ＯＤ值变化
不大，菌体浓度达到最大，此时是菌株的最佳种龄。

解钾菌在５ｈ左右进入对数生长期，２５ｈ左右进入稳
定期，在２０ｈ左右进入对数生长末期，之后ＯＤ值变
化不大，菌体浓度达到最大，是菌株的最佳种龄。

图１　固氮菌、溶磷菌、解钾菌生长曲线
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ，ｔｈｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｔｈｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｒｅ
ｌｅａｓｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　最佳培养基成分的确定
２．２．１　最佳碳源、氮源、无机盐筛选

固氮菌最佳碳源、氮源、无机盐筛选见表２，从
表中可以看出，当以麦芽糖为碳源时，菌液的浓度最

大，其ＯＤ６００为１００１，当以甘露醇为碳源时，ＯＤ６００为
０６７７，菌液浓度最小，因此最佳碳源为麦芽糖。在
最佳氮源的筛选实验中，当以蛋白胨为唯一氮源时，

发酵液浓度最大，ＯＤ６００为 ０８７３，当以尿素为氮源
时，ＯＤ６００为 －０００８，几乎没有发酵，故最佳氮源为
蛋白胨。当以麦芽糖为碳源，以蛋白胨为氮源时，添

加无机盐ＦｅＣｌ３和ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ时发酵液的 ＯＤ６００
分别为０５９５和０７１３，发酵效果较好，因此选择无

９１４期 金开铭，等：复合微生物菌肥主要功能菌发酵培养优化研究 　　



机盐ＦｅＣｌ３和 ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ在正交实验中进行优
化。

表２　固氮菌培养基添加不同碳源、氮源和无机盐时发
酵液ＯＤ６００值

Ｔａｂ．２　ＴｈｅＯＤ６００ｏｆｔｈｅｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｓｏｕｒｃｅ，ｔｈｅＮｓｏｕｒｃｅａｎｄｔｈｅｉｎｏｒｇａｎｉｃ
ｓａｌｔｓｏｕｒｃｅ

碳源 ＯＤ６００ 氮源 ＯＤ６００ 无机盐 ＯＤ６００
葡萄糖 ０．８３２ 蛋白胨 ０．８７３
淀粉 ０．８５１ ＮＨ４ＮＯ３ ０．０６５ ＦｅＣｌ３ ０．５９５
麦芽糖 １．００１ 酵母浸膏 ０．８２９ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．７１３
蔗糖 ０．８７５ 尿素 －０．００８ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．０１７
甘露醇 ０．６７７ 牛肉膏 ０．７５３ ＺｎＣｌ２ ０．０１５

溶磷菌最佳碳源、氮源、无机盐筛选见表３，从
表中可以看出，当以麦芽糖为碳源时，菌液的浓度最

大，其ＯＤ６００为０８５７，当以甘露醇为碳源时，ＯＤ６００为
０７１３，菌液浓度最小，因此最佳碳源为麦芽糖。在
最佳氮源的筛选实验中，当以蛋白胨为唯一氮源时，

发酵液浓度最大，ＯＤ６００为 ０８１４，当以尿素为氮源
时，ＯＤ６００为００２３，几乎没有发酵，故最佳氮源为蛋
白胨。当以麦芽糖为碳源，以蛋白胨为氮源时，添加

无机盐ＦｅＣｌ３和ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ时发酵液的 ＯＤ６００分
别为０５５７和０６６５，发酵效果较好，因此选择机盐
ＦｅＣｌ３和ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ在正交实验中进行优化。

表３　溶磷菌培养基添加不同碳源、氮源和无机盐时发
酵液ＯＤ６００值

Ｔａｂ．３　ＴｈｅＯＤ６００ｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ
ｕｎｄｅｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｓｏｕｒｃｅ，ｔｈｅＮｓｏｕｒｃｅａｎｄｔｈｅ
ｉｎｏｒｇａｎｉｃｓａｌｔｓｏｕｒｃｅ

碳源 ＯＤ６００ 氮源 ＯＤ６００ 无机盐 ＯＤ６００
葡萄糖 ０．７５３ 蛋白胨 ０．８１４
淀粉 ０．７９２ ＮＨ４ＮＯ３ ０．１４１ ＦｅＣｌ３ ０．５７７
麦芽糖 ０．８５７ 酵母浸膏 ０．７２９ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．６６５
蔗糖 ０．８１５ 尿素 ０．０２３ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．００９
甘露醇 ０．７１３ 牛肉膏 ０．７８１ ＺｎＣｌ２ ０．００５

解钾菌最佳碳源、氮源、无机盐筛选见表４，从
表中可以看出，当以甘露醇为碳源时，菌液的浓度最

大，其 ＯＤ６００为 ０５２９，当以蔗糖为碳源时，ＯＤ６００为
０１６０，菌液浓度最小，因此最佳碳源为甘露醇。在
最佳氮源的筛选实验中，当以牛肉膏为唯一氮源时，

发酵液浓度最大，ＯＤ６００为 ０５７１，当以尿素为氮源
时，ＯＤ６００为０００２，几乎没有发酵，故最佳氮源为牛
肉膏。当以为甘露醇碳源，以牛肉膏为氮源时，添加

无机盐ＦｅＣｌ３和ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ时发酵液的 ＯＤ６００分
别为０３２７和０２５０，因此选择机盐ＦｅＣｌ３和ＭｇＳＯ４
·７Ｈ２Ｏ在正交实验中进行优化。

表４　解钾菌培养基添加不同碳源、氮源和无机盐时发
酵液ＯＤ６００值

Ｔａｂ．４　ＴｈｅＯＤ６００ｏｆｔｈｅｐｏｔａｓｓｉｕｍｒｅｌｅａｓｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｕｎ
ｄｅｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｓｏｕｒｃｅ，ｔｈｅＮｓｏｕｒｃｅａｎｄｔｈｅ
ｉｎｏｒｇａｎｉｃｓａｌｔｓｏｕｒｃｅ

碳源 ＯＤ６００ 氮源 ＯＤ６００ 无机盐 ＯＤ６００
葡萄糖 ０．２６８ 蛋白胨 ０．２５７
淀粉 ０．１７９ ＮＨ４ＮＯ３ ０．０４５ ＦｅＣｌ３ ０．３２７
麦芽糖 ０．１８２ 酵母浸膏 ０．３７５ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２５０
蔗糖 ０．１６０ 尿素 ０．００２ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．０３３
甘露醇 ０．５２９ 牛肉膏 ０．５７１ ＺｎＣｌ２ ０．１０５

２．２．２　培养基优化正交实验
实验选取Ｌ９３

４正交表，利用上文单因素筛选出

来的最佳碳源（Ａ）、氮源（Ｂ）、无机盐（Ｃ和 Ｄ），每
个实验重复３次，结果见表５～７。

固氮菌培养基优化的实验结果见表５，极差 Ｒ
表示各因素对菌体生长影响的强弱，由表中可知，影

响固氮菌发酵液中菌液浓度的因素依次为 Ｒ蛋白
胨＞Ｒ麦芽糖 ＞ＲＦｅＣｌ３＞ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ。Ｋ表示
同一因素间不同浓度对菌体生长的影响，Ｋ１水平
１，Ｋ２表示水平２，Ｋ３表示水平３，从表中可以看出，
发酵结果最优的水平为 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即葡萄糖浓度
７．５ｇ／Ｌ，蛋白胨浓度１５ｇ·Ｌ－１，ＦｅＣｌ３浓度０２ｇ·
Ｌ－１，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ浓度为０５ｇ·Ｌ

－１时对菌体生

长最为有利，此时最佳培养基的成分为麦芽糖７５
ｇ、蛋白胨１５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、
ＦｅＣｌ３０２ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ。

表５ 固氮菌培养基优化正交实验表

Ｔａｂ．５　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘ
ｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

项目

Ａ
麦芽糖

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｂ
蛋白胨

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｃ
ＦｅＣｌ３
／（ｇ·Ｌ－１）

Ｄ
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
（ｇ·Ｌ－１）

ＯＤ６００

１ ２．５ ５ ０．１ ０．１ ０．４４２
２ ２．５ １０ ０．２ ０．２ ０．５５５
３ ２．５ １５ ０．５ ０．５ ０．７５５
４ ５ ５ ０．２ ０．５ ０．７３３
５ ５ １０ ０．５ ０．１ ０．７５１
６ ５ １５ ０．１ ０．２ ０．８３８
７ ７．５ ５ ０．５ ０．２ ０．６８６
８ ７．５ １０ ０．１ ０．５ ０．８７４
９ ７．５ １５ ０．２ ０．１ ０．９３９
Ｋ１ １．７５２ １．８６１ ２．１５４ ２．１３２
Ｋ２ ２．３２２ ２．１８０ ２．２２７ ２．０７９
Ｋ３ ２．４９９ ２．５３２ ２．１９２ ２．３６２
Ｔ１ ０．５８４ ０．６２０ ０．７１８ ０．７１１
Ｔ２ ０．７７４ ０．７２７ ０．７４２ ０．６９３
Ｔ３ ０．８３３ ０．８４４ ０．７３１ ０．７８７
Ｒ ０．０５９ ０．１１７ ０．０２４ ０．０１６

注：Ｋ为每个因素同水平之和；Ｔ为Ｋ的均值；Ｒ极差。

０２ 　　 四　川　林　业　科　技 ４０卷



溶磷菌培养基优化的实验结果见表６，由表中
可知，影响溶磷菌发酵液中菌液浓度的因素依次为

Ｒ麦芽糖＞Ｒ蛋白胨 ＞ＲＦｅＣｌ３＞ＭｇＳＯ
．
４♂７Ｈ２Ｏ，发

酵结果最优的水平为 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ３，即葡萄糖浓度７５
ｇ·Ｌ－１，蛋白胨浓度１５ｇ·Ｌ－１，ＦｅＣｌ３浓度０５ｇ·
Ｌ－１，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ浓度为０５ｇ·Ｌ

－１时对菌体生

长最为有利，此时最佳培养基的成分为麦芽糖７５
ｇ、蛋白胨 １５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５
ｇ、ＦｅＣｌ３０５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ。

表６ 溶磷菌培养基优化正交实验表

Ｔａｂ．６　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

因素

Ａ
麦芽糖

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｂ
蛋白胨

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｃ
ＦｅＣｌ３
／（ｇ·Ｌ－１）

Ｄ
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
（ｇ·Ｌ－１）

ＯＤ６００

１ ２．５ ５ ０．１ ０．１ ０．４２６
２ ２．５ １０ ０．２ ０．２ ０．４６４
３ ２．５ １５ ０．５ ０．５ ０．６９０
４ ５ ５ ０．２ ０．５ ０．６５１
５ ５ １０ ０．５ ０．１ ０．７１１
６ ５ １５ ０．１ ０．２ ０．７４５
７ ７．５ ５ ０．５ ０．２ ０．６７６
８ ７．５ １０ ０．１ ０．５ ０．７３１
９ ７．５ １５ ０．２ ０．１ ０．７７０
Ｋ１ １．５８０ １．７５３ １．９０２ １．９０７
Ｋ２ ２．１０７ １．９０６ １．８５５ １．８５５
Ｋ３ ２．１７７ ２．２０５ ２．０７７ ２．０７２
Ｔ１ ０．５２７ ０．５８４ ０．６３４ ０．６３６
Ｔ２ ０．７０２ ０．６３５ ０．６１８ ０．６１８
Ｔ３ ０．７２３ ０．７３５ ０．６９２ ０．６９１
Ｒ ０．１９６ ０．１５１ ０．０７４ ０．０７３ 　

注：Ｋ为每个因素同水平之和；Ｔ为Ｋ的均值；Ｒ极差。

解钾菌培养基优化的实验结果见表７，由表中
可知，影响溶磷菌发酵液中菌液浓度的因素依次为

表７ 解钾菌培养基优化正交实验表

Ｔａｂ．７　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｒｅｌｅａｓｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

因素

Ａ
甘露醇

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｂ
牛肉膏

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｃ
ＦｅＣｌ３
／（ｇ·Ｌ－１）

Ｄ
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
／（ｇ·Ｌ－１）

ＯＤ６００

１ ２．５ ５ ０．１ ０．１ ０．４２６
２ ２．５ １０ ０．２ ０．２ ０．４６４
３ ２．５ １５ ０．５ ０．５ ０．６９０
４ ５ ５ ０．２ ０．５ ０．６５１
５ ５ １０ ０．５ ０．１ ０．７１１
６ ５ １５ ０．１ ０．２ ０．７４５
７ ７．５ ５ ０．５ ０．２ ０．６７６
８ ７．５ １０ ０．１ ０．５ ０．７３１
９ ７．５ １５ ０．２ ０．１ ０．７７０
Ｋ１ ０．９６８ １．１０９ １．２３４ １．２１７
Ｋ２ １．３６９ １．１３２ １．１９４ １．３２４
Ｋ３ １．５７９ １．６９３ １．５０６ １．３９３
Ｔ１ ０．３２３ ０．３７０ ０．４１１ ０．４０６
Ｔ２ ０．４５６ ０．３７７ ０．３９８ ０．４４１
Ｔ３ ０．５２６ ０．５６４ ０．５０２ ０．４６４
Ｒ ０．２０３ ０．１９４ ０．１０４ ０．０５８

注：Ｋ为每个因素同水平之和；Ｔ为Ｋ的均值；Ｒ极差。

Ｒ甘露醇＞Ｒ牛肉膏 ＞ＲＦｅＣｌ３＞ＭｇＳＯ
．
４７Ｈ２Ｏ，发酵

结果最优的水平为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ３，即葡萄糖浓度７５ｇ·

Ｌ－１，蛋白胨浓度１５ｇ·Ｌ－１，ＦｅＣｌ３浓度０５ｇ·Ｌ
－１，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ浓度为０５ｇ·Ｌ
－１时对菌体生长最

为有利，此时最佳培养基的成分为甘露醇７５ｇ、牛
肉膏 １５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、
ＦｅＣｌ３０５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ。
２．３　讨论
２．３．１　初始ｐＨ优化

从图２可以看出不同初始 ｐＨ条件对菌株的生
长有一定影响。具体来说，ｐＨ对固氮菌菌体生长的
影响范围较宽，初始 ｐＨ在６８～８０范围内，菌体
均能较好生长。当 ｐＨ值为６４～６８时，固氮菌的
生长量呈上升趋势，当 ｐＨ值为６８～８时，生长量
随着ｐＨ值的增大而减少，当 ｐＨ值为６８时，发酵
液的ＯＤ６００为最大，达到１０８５，因此固氮菌的最佳
发酵ｐＨ值为６８。

对于溶磷菌来说，随着 ｐＨ值得增大，菌体的生
长量呈缓慢下降的趋势，当 ｐＨ值为６４时，菌体的
生长量达到最大，因此溶磷菌的最佳发酵 ＰＨ值为
６４。

对于解钾菌来说，随着 ｐＨ值得上升，菌体生长
量呈缓慢上升的趋势，之后随着 ｐＨ的继续增大，菌
体的生长量迅速下降，说明发酵液的 ｐＨ过高不利
于解钾菌的生长，当 ｐＨ为７６时菌体的生长量达
到最大，因此解钾菌的最佳发酵ｐＨ值为７６。

图２　不同ｐＨ值对菌株发酵生长的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｆｌｏｒａｃｏｍ

ｂｉｎａｔｉｏｎ

２．３．２　接种量优化　
接种量对菌体的影响如图３所示，对于固氮菌

来说，当接种量在５０ｕＬ～１００ｕＬ时，菌体的生长量
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逐渐上升，当接种量在３００ｕＬ～４００ｕＬ，菌体生长量
呈缓慢下降的趋势，说明高接种量并不利于菌株的

生长，当接种量为１００ｕＬ时，菌体的生长达到最大，
此时为最佳的接种量，即１００ｍＬ发酵液中加入１００
ｕＬ菌液时，最有利于固氮菌的生长。

对于解磷菌来说，当接种量在 ５０ｕＬ～３００ｕＬ
时，菌体的生长量逐渐上升，当接种量在３００ｕＬ～
４００ｕＬ，菌体生长量呈缓慢下降的趋势，因此解磷菌
最佳的接种量为３００ｕＬ。

对于解钾菌来说，接种量对解钾菌的生长的影

响总体趋势变化不明显，当接种量在５０ｕＬ～１００ｕＬ
时，菌体的生长量逐渐上升，当接种量在３００ｕＬ～
４００ｕＬ，菌体生长量呈缓慢下降的趋势，当接种量为
１００ｕＬ时，发酵液中菌体的生长量最佳。

图３　不同接种量对菌株发酵生长的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌｕｍ ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈｏｆｆｌｏｒａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

２．３．３　转速优化
由图４可知，转速对固氮菌、溶磷菌、解钾菌生

长的影响趋势一致，当转速在９０ｒ·ｍｉｎ－１～１８０ｒ·
ｍｉｎ－１时，随着转速的增加，菌株的生长量逐渐增加，
当转速达到１８０ｒ·ｍｉｎ－１时，发酵液的 ＯＤ值达到
最大，当转速继续升高时，菌体的 ＯＤ值有所下降。
因此当转速为１８０ｒ·ｍｉｎ－１时为固氮菌、溶磷菌、解
钾菌生长的最佳转速。

２．３．４　培养温度的优化
从图５可以看出，温度过高过低都不利于菌株

的生长。温度对固氮菌、溶磷菌生长的影响趋势一

致，当温度在２２℃ ～３０℃范围内，菌体的生长量呈
逐渐上升的趋势，当温度在３０℃ ～３８℃范围内 ，菌
体的生长量呈缓慢下降的趋势，当温度为３０℃时，
菌体的生长量达到最大，因此固氮菌、溶磷菌最佳的

发酵温度为３０℃。

图４　不同转速对菌株发酵生长的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｆｌｏ

ｒａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

对于解钾菌来说，当温度２２℃ ～３４℃范围内，
菌株的生长量呈上升的趋势，当温度在３４℃ ～３８℃
范围内，菌株的生长量略微有所下降，当温度为

３４℃时菌体的生长量达到最大，此时为解钾菌最佳
的发酵温度。

图５　不同温度对菌株发酵生长的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ

ｆｌｏｒａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

３　总结

综合先前的研究经验，本研究主要选择了培养

基、初始 ｐＨ、接种量、转速、培养温度等５个因素进
行实验。通过采用单因素实验结合正交法实验对上

述各因素进行优化可知，固氮菌培养基的最优组合

为麦芽糖７５ｇ、蛋白胨１５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、
Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、ＦｅＣｌ３０２ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２０５ｇ，最佳
ｐＨ６８，最佳接种量为１００ｍＬ，最佳转速为１８０ｒ·
ｍｉｎ－１最佳发酵温度为３０℃，此时菌体的生长量最
大，ＯＤ６００为１０８５。利用基础培养基发酵时固氮菌
的ＯＤ６０００８３２，因此优化后的培养基的发酵效率
比基础培养基的发酵效率提高了３０４％。溶磷菌
培养基的最优组合为麦芽糖 ７５ｇ、蛋白胨 １５ｇ、
ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ０３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０５ｇ、ＦｅＣｌ３０５ｇ、
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土壤的流失。
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