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光照等条件对 Ｇ０３菌株繁殖及其 ＺｗＡ合成的影响
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摘　要：以苏云金芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂｔ）Ｇ０３菌株为对象，研究光照、碳源、氮源、无机盐、培
养基初始ｐＨ和培养温度等条件对该菌株繁殖及其代谢产物杀虫晶体蛋白和ＺｗｉｔｔｅｒｍｉｃｉｎＡ（ＺｗＡ）活性的影
响。结果表明，Ｇ０３菌株发酵培养基的最适碳源为葡萄糖，最适氮源为酵母粉，最适无机盐为氯化钠，最
适培养温度为３０℃，最适的初始ｐＨ为７～７５；ＺｗＡ的最适合成条件与之相同，但是其最适初始 ｐＨ为
８０；菌株在４０００ｌｕｘ下发酵４０ｈ时繁殖量最大；杀虫晶体蛋白积累量在４０００ｌｕｘ下发酵５５ｈ时最大；黑
暗条件下ＺｗＡ的积累量较２０００ｌｕｘ光强下的大。
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０　引　言

苏云金芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂｔ）是
一类在自然界中广泛分布的革兰氏阳性细菌，它在

生长代谢中形成芽胞产生杀虫晶体蛋白，部分菌株

还产生双效菌素 ＺｗｉｔｔｅｒｍｉｃｉｎＡ（ＺｗＡ），也称为抗
生素。常见的ＺｗＡ分子量为３９６Ｄａ，是线性氨基
多元醇结构

［１］。该抗生素能够与苏云金芽胞杆菌

产生的杀虫晶体蛋白协同起作用，对杀虫效果增

效明显
［２－３］，增效作用可达１５～１０００倍［４］。

自１９９４年ＺｗＡ被ＳｉｌｏＳｕｂ等［５］
发现以来，国

内外对高产杀虫晶体蛋白的 Ｂｔ发酵条件优化的研
究成果颇丰。Ｍｉｎｌｅｒ等［６］

发现在基本培养基中加

入苹果酸和丙酸作为碳源时，菌株 ＵＷ８５产 Ｚｗｉｔ
ｔｅｒｍｉｃｉｎＡ的量最大，可提升至 ４０％。Ｉｃｇｅｎ等［７］

发现葡萄糖、麦芽糖等只能促进细菌生长，不能

促进芽胞和晶体的形成；而蔗糖、乳糖等不能促

进细菌的生长，但是能够促进芽胞和晶体的形成。

而当只有单一葡萄糖碳源，缺乏其他氮源的情况

下，细胞蛋白的合成会受影响，导致无芽胞或无

晶体情况的产生
［８］。用含有单一氨基酸的培养基

对ＨＤ１进行培养，发现只有少量晶体；而用含有
多种氨基酸的培养基时，ＨＤ１能正常生长。ＨＤ１
在同时含有精氨酸、谷氨酸及天门冬氨酸３种氨
基酸的培养基中培养时，其芽胞和晶体的产量最

高。李欣等
［９］
发现培养基中氮源的不同存在形式

会对 Ｂｔ亚种 Ｄ１２３菌体繁殖和其次级代谢产物
ＺｗＡ的合成有不同程度的影响，当培养基中含有
用中性蛋白酶处理过的蛋白质时，ＺｗＡ的产量最
高。宋春旭等

［１０］
通过ＺｗＡ基因缺失突变体ＺｗＡ５Ａ

来识别并活化２，３二氨基丙酸合成 ＺｗＡ，推断出
了ＺｗＡ生物合成的直接前体物。李洋等［１１］

从土壤

样品中筛选出高产 ＺｗＡ的 Ｂｔ菌株 Ａ１６４，并对此
菌株的发酵条件进行了优化。综上，有关发酵条

件对 ＺｗＡ产量影响的研究报道甚少，因此本文以
Ｇ０３菌株为对象，研究培养条件尤其是光照对该
菌株繁殖速度、杀虫晶体蛋白含量和 ＺｗＡ活性的
影响，通过优化发酵条件来提高ＺｗＡ的产量。
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１　材料与方法
１１　材料与仪器

试验菌：苏云金芽胞杆菌Ｇ０３（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇ
ｉｅｎｓｉｓ）；指示菌：草生欧文氏杆菌 ＬＳ００５（Ｅｒｗｉｎｉａ
ｈｅｒｂｉｃｏｌａ），均由中国农业科学院植物保护研究所
提供。

种子培养基（ＬＢ）：酵母膏 ５０ｇ，蛋白胨
１００ｇ，氯化钠１００ｇ，ｐＨ７０～７２，定容至 １
Ｌ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ备用。

指示菌活化培养基（ＢＰ）：牛肉膏５０ｇ，蛋白
胨１００ｇ，氯化钠５０ｇ，ｐＨ７０～７２，定容至１
Ｌ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ备用。

主要仪器：ＤＬ－５－Ｂ型飞鸽离心机，上海安
亭科学仪器厂；ＰＢ２０标准型 ｐＨ计，北京赛多利
斯仪器有限公司；ＬＲＨ－１５０－Ｚ振荡培养箱，珠
江医疗器械；ＺＨＪＨ－Ｃ系列智能安全型超净工作
台，上海智城分析仪器有限公司；Ｃａｒｒｙ５０型紫外
可见分光光度计，美国ＶＡＲＩＡＮ；ＹＳＱ－ＬＳ－３０ＳＩＩ
型立式压力蒸汽灭菌器，上海博迅仪器有限公司。

１２　培养基成分的优化
① 分别在没有碳源的培养基中添加葡萄糖、

乳糖、麦芽糖、蔗糖、淀粉、玉米粉各１６ｇ／Ｌ，３０
℃恒温下培养４８ｈ，摇床的摇速２００ｒ／ｍｉｎ，平行试
验３次，测量其 ＯＤ６００和发酵培养液的抑菌活
性
［１２］；② 分别在没有氮源的培养基中添加大豆蛋

白、蚕 蛹 蛋 白、胰 蛋 白、酵 母 粉、牛 肉 膏、

（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ和尿素各２０ｇ／Ｌ，３０℃恒温
下培养４８ｈ，摇床的摇速２００ｒ／ｍｉｎ，平行试验３
次，测量其ＯＤ６００和发酵培养液的抑菌活性；③ 在
培养基中分别加入 Ｆｅ２（ＳＯ４）３、ＣａＣＯ３、ＭｎＳＯ４、
ＡｌＣｌ３、ＭｇＳＯ４、ＮａＣｌ各０１ｇ／Ｌ，在３０℃恒温下
培养４８ｈ，摇床的摇速２００ｒ／ｍｉｎ，测量其ＯＤ６００和
发酵培养液的抑菌活性；④ 采用优化后的培养基，
加入２％的Ｇ０３种子液，分别调节初始ｐＨ为６０、
６５、７０、７５、８０、８５、９０，在３０℃恒温下
培养４８ｈ，摇床的转速２００ｒ／ｍｉｎ，测量其ＯＤ６００值
和发酵培养液的抑菌活性；⑤ 采用优化后的培养
基，加入２％的Ｇ０３种子液，分别调节培养温度为
２４、２６、２８、３０、３２、３４和 ３６℃下恒温培养 ４８
ｈ，摇床的摇速２００ｒ／ｍｉｎ，测量其 ＯＤ６００值和发酵
培养液的抑菌活性。

１３　光照强度对Ｇ０３繁殖及代谢产物的影响
采用优化后的培养基，加入 ２％的 Ｇ０３种子

液。分别设置黑暗、２０００、４０００ｌｕｘ，照射距离为
２０ｃｍ。除光照以外，其他条件均一致。发酵７２ｈ，
每隔４ｈ取２ｍＬ发酵液，冷藏待测，测量其 ＯＤ６００
值。重复上述实验，考马斯亮蓝法测定样品蛋白含

量
［１３］。采用优化后的培养基，加入２％的 Ｇ０３种

子液，分别设置黑暗和２０００ｌｕｘ，有光照的培养箱
内照射距离为 ２０ｃｍ，在 ３０℃恒温下培养 ６０ｈ，
摇床的转速２００ｒ／ｍｉｎ，测量其抑菌直径。

２　结果与分析
２１　最佳碳源的选择

分别选择葡萄糖、乳糖、麦芽糖、蔗糖、淀

粉、玉米粉作为碳源对 Ｇ０３进行培养。其中，葡
萄糖为单糖；乳糖、麦芽糖、蔗糖为二糖；淀粉

为多糖；玉米粉为复合糖类。由图１可知，６种碳
源下，以葡萄糖为碳源时，菌株的 ＯＤ６００最大；二
糖类的乳糖、麦芽糖、蔗糖次之；而淀粉、玉米

粉作为碳源时ＯＤ６００相对较小，ＯＤ６００越大说明菌繁
殖密度越大。从抑菌效果中看，单糖、双糖和多

糖并没有表现出明显的规律性，其中，以麦芽糖、

葡萄糖和淀粉作为碳源时，抑菌效果良好，且相

差不大。综合以上两个指标，选择葡萄糖为发酵

培养基的最佳碳源。

图１　不同碳源下菌株的生长量和抑菌直径
Ｆｉｇ１　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＧ０３

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓ

２２　最佳氮源的选择
分别选择大豆蛋白、蚕蛹蛋白、胰蛋白、酵母

粉、牛肉膏、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ和尿素作为氮源
培养。大豆蛋白、蚕蛹蛋白、胰蛋白为大分子蛋白

有机氮源；牛肉膏、酵母粉均为混合蛋白有机氮源；
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硫酸铵、氯化铵和尿素为无机氮源。由图２可知，
有机氮源的菌液 ＯＤ６００值明显高于无机，说明有机
氮源比无机氮源更易被菌株利用，其中以酵母粉为

氮源时的ＯＤ６００最高；在无机氮源培养下的菌液没
有抑菌性，而有机氮源中，酵母粉为氮源时菌液的

抑菌性最好，因此酵母粉为发酵培养基的最佳氮

源。

图２　不同氮源下菌株的生长量和抑菌直径
Ｆｉｇ２　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＧ０３

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓ

２３　无机盐的影响
在培养基及其他培养条件相同的前提下，分

别添加 ＮａＣｌ、Ｆｅ２（ＳＯ４）３、ＣａＣＯ３、ＭｎＳＯ４、ＡｌＣｌ３、
ＭｇＳＯ４、ＺｎＳＯ４进行培养。由图３可知，添加不同
无机盐时，菌株的生长情况差异不明显，其中添

加ＮａＣｌ时略优于添加其他几种无机盐的情况，而
添加ＮａＣｌ时菌株的抑菌性最强的。因此，ＮａＣｌ是
菌株的最优无机盐。

图３　不同无机盐下菌株的生长量和抑菌直径
Ｆｉｇ３　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＧ０３

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｒｇａｎｉｃｓａｌｔ

２４　发酵温度的选择
在培养基及其他培养条件相同的前提下，分别

在２４、２６、２８、３０、３２、３４和３６℃下培养菌株，
并测量其 ＯＤ６００值。由图４可知，随着温度的上升

ＯＤ６００增加、抑菌活性先升高；抑菌活性与菌株生
长变化呈现一定的平行性，出现最大值，即最适

合温度为３０℃。

图４　不同温度下菌株的生长量和抑菌直径
Ｆｉｇ４　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＧ０３

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２５　初始ｐＨ的选择
在培养基及其他培养条件相同的前提下，分

别设定初始 ｐＨ为 ６０、６５、７０、７５、８０、
８５、９０。由图５可知，在ｐＨ为７５时，菌株的
生长代谢最旺盛，随着 ｐＨ继续升高到９０，逐渐
下降，碱性不利于菌株繁殖。而随着 ｐＨ的升高，
菌株的抑菌活性逐渐增强，在 ｐＨ８０达到最大，
随后降低。可见，菌株适合在偏碱性（ｐＨ７０～
７５）的条件下生长，抑菌活性物质产生的最佳 ｐＨ
比菌株生长最佳ｐＨ略高。

图５　不同初始ｐＨ下菌株的生长量和抑菌直径
Ｆｉｇ５　ＧｒｏｗｔｈａｎｄｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＧ０３

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨ

２６　光照和时间对菌株生长的影响
在不同光照强度下培养菌株，每 ４ｈ测量其

ＯＤ６００值，并绘制菌株的生长曲线，如图 ６所示 。
前期为调整期，后期进入对数期，其中黑暗下，发

酵４８ｈ时菌体数量达到最高值；２０００ｌｕｘ光照条
件下，发酵４４ｈ时达到最高；４０００ｌｕｘ光照条件
下，发酵４０ｈ达到最高。可见，菌株发酵时采取
不同的光照条件会影响生长；而且在一定范围内，

其生长速率随着光照强度的增强而增大。因此，大
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图６　光照对菌株生长的影响
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｏｎＧ０３ｇｒｏｗｔｈ

批量生产中，可以增加光照缩短发酵周期。

２７　光照和时间对蛋白积累量的影响
考马斯亮蓝法检测蛋白的标准曲线，ＯＤ５９５与

蛋白浓度呈线性关系，ｙ＝０１５７３ｘ－００００４，（Ｒ２

＝０９９８９７）。由图７可知，随着时间的增加，蛋
白含量逐渐增多，在５２～６４ｈ时先后达到最高积
累量；继续培养，蛋白含量反而呈减少趋势，可

能是菌株生长后期产生酶使蛋白降解。比较不同

光照下的蛋白积累量，发现杀虫晶体蛋白代谢在

光照的影响下，会提前从芽胞内裂解出，４０００和
２０００ｌｕｘ光照分别比无光照条件下提前８、４ｈ左
右。光照可诱导菌体发育，改变芽胞释放的生物

钟，加快芽胞裂解时间。

图７　光照和时间对发酵液蛋白浓度的影响
Ｆｉｇ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔａｎｄｔｉｍｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

２８　光照强度对ＺｗＡ的影响
黑暗下菌株代谢产生的 ＺｗＡ含量较２０００ｌｕｘ

光强下的多（图８）。在２０～５２ｈ区间，随着培养时
间的延长，抑菌活性越来越大；之后抑菌活性逐渐

降低（图９）。可见，Ｇ０３菌株发酵产生ＺｗＡ宜采取
暗发酵，且培养的最佳时间为５２ｈ。具体为什么暗
培养有利于ＺｗＡ产生，还需要进一步研究。

图８　遮光（ａ）与光照（ｂ）下发酵液抑菌圈效果对比
Ｆｉｇ８　 ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｒｉｎｇｓｉｚｅｏｆ

ｓｈａｄｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｌｉｇｈｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ（ｂ）

图９　不同发酵时段的发酵液的抑菌效果
Ｆｉｇ９　Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ

３　结束语

本文对高产ＺｗＡ的 Ｇ０３菌株的培养基成分及
培养条件进行优化，确定了 Ｇ０３菌株发酵培养基
的最适碳源为葡萄糖，最适氮源为酵母粉，最适

无机盐为氯化钠，最适培养温度为３０℃，最适的
初始ｐＨ为７～７５；ＺｗＡ的最适合成条件与之相
同，但是其最适初始ｐＨ为８０；菌株在４０００ｌｕｘ
下发酵４０ｈ时繁殖量最大；杀虫晶体蛋白积累量
在４０００ｌｕｘ下发酵５５ｈ时最大；黑暗条件下ＺｗＡ
的积累量较２０００ｌｕｘ光强下的积累量大。实验表
明外界条件影响菌株的生长及杀虫蛋白和 ＺｗＡ的
产量。就光照强度而言，应该根据所需要的目标

产物来设置光照强度。然而，由于实验条件的限

制，本文仅设置了黑暗和２０００ｌｕｘ条件下 ＺｗＡ产
量的比较，后续应继续研究其他光照强度对 ＺｗＡ
产量的影响。
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