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基于 MTT比色和响应面法优化侧孢短芽孢杆菌
最大活菌数培养条件
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countofBrevibacilluslaterosporusbasedonMTT
colorimetryandresponsesurfacemethodology

宋　鹏

SONGPeng
　

李理想

LILixiang
　

赵　彪

ZHAOBiao
　

王泽乐

WANGZele
　

孙兴鑫

SUNXingxin
(河南科技大学农学院,河南 洛阳　４７１０００)

(CollegeofAgriculture,HenanUniversityofScienceandTechnology,Luoyang,Henan４７１０００,China)

摘要:目的:探 索 获 得 侧 孢 短 芽 孢 杆 菌 (Brevibacillus
laterosporus)最大活菌数的最佳培养基成分及培养条件.

方法:在建立 MTT比色法与平板计数法的相关回归方程

基础上,对获得最大活菌数的侧孢短芽孢杆菌最适培养

基成分(碳源、氮源、无机盐)和培养条件(初始pH、温度、

接种量、磷酸二氢钾)进行优化.结果:MTT 比色法与平

板计数 法 对 活 菌 数 测 定 结 果 表 现 出 显 著 的 线 性 关 联

(R２＞０．９９９);麦芽糖、氯化钙、初始pH、磷酸二氢钾为显

著影响因子,最佳发酵条件为麦芽糖 ８．７５g/L,氯 化 钙

０．１７g/L,初始pH７．０７、磷酸二氢钾３．７３g/L,此条件下

活菌数为 ８．１２×１０８ CFU/mL,与 理 论 活 菌 数 (８．２５×

１０８CFU/mL)无显 著 差 异.结论:基 于 MTT 比 色 和 响

应面法优化侧孢短芽孢杆菌最大活菌数培养条件,优化

后的活菌数较优化前提高了３．０２倍.

关键词:MTT 比色法;响应面法;侧孢短芽孢杆菌;活菌

数;培养条件;优化

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoexploretheoptimal

medium compositionandcultureconditionsforobtainingthe

maximumviablecountofBrevibacilluslaterosporus．Methods:

Basedonestablishingthecorrelationregressionequationbetween

theMTTcolorimetricmethodandplatecounting method,the

optimalmediumcomposition (carbonsource,nitrogensource,

inorganic salt) and fermentation conditions (initial pH,

temperature,inoculationamount,KH２PO４)forobtainingthe

maximum viable count of B．laterosporus were optimized．

Results: A significant linear correlation for viable count

determination between MTT colorimetry and plate counting
(R２＞０．９９９)wasfound;Maltose,CaCl２,initialpHandKH２

PO４ werethe significantfactors．The optimalfermentation

conditionwas８．７５g/Lmaltose,０．１７g/LCaCl２,７．０７initialpH

and３．７３g/LKH２PO４．Underthecontroloftheseconditions,

thenumberofviablecountswas８．１２×１０８CFU/mL．However,

nosignificantdifferencefromthetheoreticalnumber (８．２５×

１０８CFU/mL) was found． Conclusion: Based on MTT

colorimetry and response surface methodology,the culture

conditionsforthemaximumviablecountofB．laterosporuswere

optimizedandthenumberofviablecountswashigherthanbefore

optimizationincreasedby３．０２times．

Keywords:MTT colorimetry;responsesurface methodology;

Brevibacilluslaterosporus;viable count;culture condition;

optimization

侧孢短芽孢杆菌(Brevibacilluslaterosporus)是一种

可产芽孢的兼性厌氧细菌,具有广谱抑菌活性[１],可产生

抗菌肽、蛋白酶、几丁质酶、芽孢菌胺、肽类抗生素、聚酮

化合物等物质[２],在植物抗逆促生[３]、降解重金属[４]、改

善根际微生态环境[５]和抑制食源性致病菌[６]等方面效果

显著,具有较高的应用价值.MTT商品名为噻唑蓝,其作

用于活细胞线粒体中的呼吸链,可以形成蓝紫色结晶甲

臜,使用二甲基亚砜溶解后,测定溶液吸光值可以间接反

映活细胞数量.有研究[７－８]表明,在１０７~１０９ CFU/mL细

胞浓度范围内,吸光值与活细胞数成正比.利用 MTT比

色法检测细胞活性灵敏度高、成本低廉、操作简便,主要
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用于药物对体外培养细胞的毒性测定及细胞活性的测

定[９－１０].菌株传统优化方法主要为线性回归分析和正交

试验,其回归精度低,不连贯,而响应面法可以弥补以上

不足[１１－１２],具有周期短、精度高的优点,被广泛应用于食

品、生物、化工等领域.

目前,微生物培养以活菌数为测定指标的研究多采

用比浊法,利用分光光度计测定菌液吸光值,然后通过标

准曲线计算得出[１３].这种方法虽然快速简便,但是无法

区分细菌是否存活,结论有一定的误差.而利用 MTT比

色法测定微生物活菌数并进行发酵条件优化的研究尚未

见报道.研究拟以侧孢短芽孢杆菌活菌数为研究对象,

建立 MTT比色法测定发酵液活菌数的标准曲线,通过响

应面法对培养基成分和发酵条件进行优化,以期为微生

物活菌制剂发酵工艺优化及规模生产提供依据.

１　材料与方法

１．１　试验材料

侧孢短芽孢杆菌 HAＧ２:CGMCCNO．２４１３０,河南科

技大学农学院特色生物资源开发与利用实验室;

琼脂粉、胰蛋白胨、酵母浸粉、氯化钠、葡萄糖、麦芽

糖、蔗糖、可溶性淀粉、牛肉膏、硫酸铵、蛋白胨、硝酸铵、

氯化钙、氯化钾、氯化镁、硫酸镁、磷酸二氢钾、噻唑蓝、二
甲基亚砜、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠等:分析纯,国药集团

化学试剂有限公司;

基础培养基:１０g/L胰蛋白胨,５g/L酵母粉,１０g/L
NaCl,初始pH７．０;按２％接种量接种至装有３０mL基础

培养基的三角瓶中,９层纱布封口,摇床转速１６０r/min,

３０℃培养１８h;

MTT溶液:配制 pH７．２、０．２mol/mL的 PBS缓冲

液,１２１℃灭菌１５min待用;称取０．５gMTT用PBS缓冲

液定容至１００mL,１２１ ℃灭菌１５min,现配现用,－４ ℃
避光保存.

１．２　仪器与设备

酶标仪:InfiniteEPlex型,瑞士 Tecan公司;

高速冷冻离心机:５８１０R型,德国Eppendorf公司;

高压灭菌锅:SXＧ７００型,日本 TOMY公司;

洁净工作台:SWＧCJＧ１BU型,苏州安泰空气技术有限

公司;

恒温培养振荡器:ZWYRＧD２４０３型,上海智城分析仪

器制造有限公司;

生化培养箱:TPHＧ１６０S型,宁波莱福科技有限公司;

pH 计:PP６０型,德国Sartorius公司.

１．３　试验方法

１．３．１　MTT比色法及与平板计数法线性关系的确定

将５mL侧孢短芽孢杆菌菌液加入３５mL生理盐水

中,４℃、３５００r/min离心１０min,去除上清液.重复此

清洗过程一次后,将离心所得菌泥复溶于５mL生理盐水

中,制成菌悬液.取１００μL菌悬液于９６孔板中,每个样

品重复６次,每孔加入２０μLMTT溶液静置培养５h,吸

弃上清 液,每 孔 加 入 １５０μL 二 甲 基 亚 砜,低 速 振 荡

１０min,测定５７０nm 处菌液的吸光值[１４].

分别制备菌数为１×１０６,５×１０６,１×１０７,５×１０７,１×

１０８,５×１０８,１×１０９ CFU/mL的侧孢短芽孢杆菌菌悬液

１０mL于试管中.每支试管摇匀后平均分为 A 和 B两

管.A管采用 MTT比色法测定菌液的吸光值,将其作为

线性拟合方程中的自变量,B管稀释后涂布于基础培养基

琼脂平板,统计活菌数,将其作为线性拟合方程中的因变

量,进而建立 MTT 比色法与平板计数法的相关回 归

方程.

１．３．２　单因素试验　从基础培养基成分及发酵条件出

发,利用 MTT 比色法测定各单因素试验发酵液吸 光

值[１５].分别考察碳源(葡萄糖、可溶性淀粉、果糖、麦芽

糖)、氮源(硫酸铵、牛肉膏、蛋白胨、硝酸铵)和无机盐(氯

化钙、氯化镁、硫酸镁、氯化钾)对侧孢短芽孢杆菌活菌数

的影响.在最佳碳源、氮源及无机盐的基础上,分别研究

碳源添加量(０~１８．０g/L)、氮源添加量(０~１６．０g/L)和

无机盐添加量(０~０．３３g/L),确定最佳培养基成分及其

添加量.分别考察初始pH(３．５~１０．５)、发酵温度(２４~

３９℃)、接 种 量 (１．０％ ~８．０％)和 磷 酸 二 氢 钾 添 加 量

(０．５~７．５g/L)对侧孢短芽孢杆菌活菌数的影响,确定最

佳发酵条件.

１．３．３　响应面优化

(１)PlackettＧBurman试验:选取影响侧孢短芽孢杆

菌活菌数的７因素为自变量,发酵液中活菌数为响应值,

选用 N ＝１２ 的 PlackettＧBurman设 计.各 因 素 选 取 高

(＋１)和低(－１)两个水平,筛选显著影响因子.

(２) 最 陡 爬 坡 试 验 和 BoxＧBehnken 试 验:通 过

PlackettＧBurman试验结果中多个显著影响因子的系数值

确定步长及方向,其因素系数值为正值选取高水平,负值

选取低水平,以活菌数结果的最大值作为 BoxＧBehnken
试验起始中心点.以 PlackettＧBurman试验筛选出的显

著因子作为自变量,发酵液中侧孢短芽孢杆菌活菌数为

响应值,设计多因素多水平的响应面试验,建立多元二次

回归数学方程拟合自变量与响应值之间的函数关系,获

得侧孢短芽孢杆菌活菌数的最佳发酵参数.

１．３．４　验证实验　通过响应面试验获得的理论最佳发酵

条件培养１８h进行验证,得到的侧孢短芽孢杆菌活菌数

平均值与理论最大值进行比较,验证模型的可靠性.

１．４　数据分析

使用IBMSPSS２２．０软件进行显著性分析和方差分

析,采用 DesignＧExpert１０软件进行响应面分析,采用
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Origin２０２１软件作图.

２　结果与分析

２．１　MTT比色法与平板计数法的线性关系

由图１可知,侧孢短芽孢杆菌菌悬液浓度与活菌数

的线性回归拟合方程为y＝３．１１３５x－０．１２８８,相关系数

为０．９９９７,说明 MTT比色法与平板计数法结果具有非

常显著和强的线性相关性,能够准确、快速反映侧孢短芽

孢杆菌的活菌数,同时表明 MTT比色法具有较好的实用

性和可行性,可用于后续侧孢短芽孢杆菌活菌数的测定,

与高琼[１６]的研究结果相似.

２．２　单因素试验

２．２．１　碳源　由图２可知,以麦芽糖为碳源时,侧孢短芽

孢杆菌活菌数显著高于其他碳源的(P＜０．０５).当麦芽

糖添加量为０~１０．０g/L时,活菌数随麦芽糖添加量的增

加逐步增加,当麦芽糖添加量为１０．０~１８．０g/L时,侧孢

短芽孢杆菌活菌数逐渐下降,可能与麦芽糖呈微弱酸性

有关,过多的麦芽糖会导致发酵液pH 降低,不利于微生

物生长 .这与吴丽媛[１７]的结果一致,因此选择麦芽糖最

图１　MTT比色法与平板计数法的线性关系

Figure１　Linear relationship between the MTT
colorimetryandtheplatecountingmethod

佳添加量为１０．０g/L.

２．２．２　氮源　由图３可知,蛋白胨、牛肉膏、硫酸铵和硝

酸铵可以促进侧孢短芽孢杆菌快速繁殖.以蛋白胨为氮

源时,活菌数达最大值３．７２×１０８ CFU/mL.随着蛋白胨

添加量的升高,侧孢短芽孢杆菌活菌数缓慢上升,当添加

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图２　最佳碳源种类及其添加量的确定

Figure２　Determinationofthebestcarbonsourcespeciesandtheamountofaddition

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)
图３　最佳氮源种类及其添加量的确定

Figure３　Determinationofthebestnitrogensourcespeciesandtheamountofaddition

０３
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量为８．０~１０．０g/L时活菌数最大,但无显著性差异,随
后活菌数开始下降,与陈丹霞等[１８]的结果相似.这可能

是蛋白胨为微生物提供氮源、碳源、维生素、生长因子等

营养物质,可以促进侧孢短芽孢杆菌的生长繁殖.综上,

选择８．０g/L为最佳蛋白胨添加量.

２．２．３　无机盐　由图４可知,氯化钾、氯化钙、硫酸镁和

氯化镁可促进侧孢短芽孢杆菌的生长繁殖,其中氯化钙

的促进作用最为显著,较氯 化 镁 提 升 了 ７６．８８％ (P＜
０．０５).随着氯化钙添加量的增加,侧孢短芽孢杆菌活菌数

显著增加.当氯化钙添加量为０．１７g/L时,其对侧孢短芽

孢杆菌活菌数的促进效果最佳,与李茂琳等[１９]的研究结果

一致.其原因可能与Ca２＋ 的存在改变侧孢短芽孢杆菌的

细胞膜通透性,调节细胞内部物质交换、酸碱度和渗透压

有关.因此,选择０．１７g/L氯化钙为最佳无机盐添加量.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　最佳无机盐种类及其添加量的确定

Figure４　Determinationofoptimalinorganicsaltspeciesandtheamountofaddition

２．２．４　发酵温度　由图５可知,当发酵温度为２４~３４℃
时,侧孢短芽孢杆菌活菌数逐渐上升,与侧孢短芽孢杆菌

在低温条件下菌株生长受到抑制有关.当发酵温度为

３４~３９℃时,侧孢短芽孢杆菌活菌数逐渐下降,可能是由

于侧孢短芽孢杆菌胞内热敏性酶活性降低,导致代谢受

阻.范海延等[２０]发现侧孢短芽孢杆菌的最佳培养温度为

３０~３５℃.因此,选择最佳发酵温度为３４．５℃.

２．２．５　接种量　由图６可知,当接种量为１．０％~６．０％
时,侧孢短芽孢杆菌活菌数随接种量的提高而增加,当接

种量为６．０％时,侧孢短芽孢杆菌活菌数最大可达３．７３×

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图５　最佳发酵温度的确定

Figure５　Determinationoftheoptimalfermentation
temperature

１０８ CFU/mL.当接种量＞６．０％时,发酵液中初始菌体

密度偏高,营养消耗过快,活菌数随接种量的增加而减

少,与杨旭等[２１]的研究结果一致.因此,选择６．０％为最

佳接种量.

２．２．６　初始pH　由图７可知,升高初始pH 可促进侧孢

短芽孢杆菌活菌数增加,当pH 为７．５时,侧孢短芽孢杆

菌活菌数最大.而在偏碱性(pH９．５~１０．５)和偏酸性

(pH３．５~４．５)条件下,侧孢短芽孢杆菌活菌数的生长繁

殖均受到抑制.刘蒲临等[２２]发现侧孢短芽孢杆菌的最佳

pH 为６．０~８．０.因此,选择最佳发酵初始pH 为７．５.

２．２．７　磷酸二氢钾　由图８可知,当磷酸二氢钾添加量

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图６　最佳接种量的确定

Figure６　Determinationoftheoptimalinoculum
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字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图７　最佳初始pH 的确定

Figure７　DeterminationoftheoptimalinitialpH

为０~３．５g/L时,侧孢短芽孢杆菌活菌数逐渐增加;当添

加量为３．５g/L 时,侧 孢 短 芽 孢 杆 菌 活 菌 数 达 最 大 值

(２．２７×１０８ CFU/mL),较优化前提高了 １２．３８％(P＜
０．０５).当添加量＞３．５g/L时,侧孢短芽孢杆菌活菌数减

少.磷酸二氢钾作为缓冲物质,在微生物发酵过程中对

发酵液pH 起缓冲作用,利于侧孢短芽孢杆菌的生长繁

殖,与卜雯丽等[２３]的结果相同,其最佳添加量不同可能与

不同菌株因其自身特性对发酵培养基成分及发酵条件具

有一定的选择性有关.因此,选择３．５g/L为磷酸二氢钾

最佳添加量.

２．３　响应面优化

２．３．１　PlackettＧBurman试验　根据微生物生长所需营养

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图８　最佳磷酸二氢钾添加量的确定

Figure８　Determinationoftheoptimalamount
ofKH２PO４

成分的基本特点,结合前期单因素试验,分别选取麦芽

糖、蛋白胨、氯化钙、磷酸二氢钾添加量及发酵条件中发

酵温度、接种量和初始pH 作为试验因素.各因素设２个

水平见表１,试验设计及结果见表２.

　　由表３可知,X１、X３、X６和 X７是构建模型的主要影响

因素(P＜０．０５),因此选择 X１、X３、X６和 X７进一步进行优

化试验.

２．３．２　爬坡试验　为了逼近 X１、X３、X６和 X７的最大响应

区域,根据表３设计爬坡试验方案,试验结果见表４所示.

在试验３条件下,侧孢短芽孢杆菌活菌数最高为８．１３×
１０８CFU/mL,因此选择试验３条件作为试验中心点.

表１　响应面试验因素与水平

Table１　Responsesurfacetestfactorsandlevels

水平
X１麦芽糖添加量/

(gL－１)
X２蛋白胨添加量/

(gL－１)
X３氯化钙添加量/

(gL－１)
X４发酵温度/

℃
X５接种量/

％
X６初始

pH
X７磷酸二氢钾添加量/

(gL－１)

－１ ６ ６ ０．０５ ３３ ４ ６．５ １．５

１ １２ １２ ０．２２ ３６ ７ ８．５ ４．５

表２　PlackettＧBurman试验设计及结果

Table２　DesignandresultofPlackettＧBurmanexperiments
试验号 X１ X２ X３ X４ X５ X６ X７ 活菌数/(×１０８CFUmL－１)

１ 　１ 　１ －１ 　１ 　１ 　１ －１ ５．６９

２ －１ １ １ －１ １ １ １ ５．１０

３ １ －１ １ １ －１ １ １ ５．６３

４ －１ １ －１ １ １ －１ １ ５．０２

５ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ４．４９

６ －１ －１ －１ １ －１ １ １ ５．１２

７ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ５．２８

８ １ １ －１ －１ －１ １ －１ ５．６４

９ １ １ １ －１ －１ －１ １ ５．１４

１０ －１ １ １ １ －１ －１ －１ ４．１５

１１ １ －１ １ １ １ －１ －１ ４．０５

１２ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ４．５８

２３

基础研究FUNDAMENTALRESEARCH 总第２６８期|２０２４年２月|



表３　PlackettＧBurman试验显著性分析†

Table３　SignificanceanalysisofPlackettＧBurmanexperiments

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 ３．２４ ７ ０．４６ ８．２０ ０．０２９９∗

X１ ０．１９ １ ０．１９ １４．１０ ０．０２２６∗

X２ ０．０２ １ ０．０２ １．５２ ０．１２５５
X３ ０．１３ １ ０．１３ ９．９２ ０．０２８１∗

X４ ０．２２ １ ０．２２ １６．８７ ０．５２６６
X５ ０．００ １ ０．００ ０．０２ ０．４８６６
X６ ０．０１ １ ０．０１ ０．６１ ０．０１３８
X７ ０．４０ １ ０．４０ ３０．４５ ０．０３０８∗

　†　∗表示差异显著(P＜０．０５);∗∗表示差异极显著(P＜０．０１).

２．３．３　BoxＧBehnken试验　为确定 X１、X３、X６和 X７的交

互作用,进行四因素三水平响应面试验,试验因素水平见

表５,试验设计及结果见表６.

　　采用 DesignＧExpert１０软件进行响应面回归过程数

据分析,建立二次响应面回归模型,得到二次多项式回归

方程:

　　Y＝８．１６－０．４６X１－０．０６３X３＋０．０１３X６＋０．０４４X７－

０．９３X１X３ －１．１０X１X６ ＋０．１９X１X７ －１．４０X３X６ ＋

０．０１３X３X７－０．６１X６X７－０．７５X２
１－０．６６X２

３－０．７９X２
６－

０．３７X２
７. (１)

由表７可知 ,模 型P 值 为０．０００l,失 拟 项P 值 为

表４　爬坡试验结果

Table４　Resultsoftheclimbingexperiments

试验号
X１麦芽糖添加量/

(gL－１)
X３氯化钙添加量/

(gL－１)
X６初始

pH

X７磷酸二氢钾添加量/

(gL－１)

活菌数/

(×１０８CFUmL－１)

１ ６．０ ０．２２ ６．５ ２．５ ５．１６

２ ７．５ ０．１８ ７．０ ３．０ ６．９３
３ ９．０ ０．１４ ７．５ ３．５ ８．１３
４ １０．５ ０．１０ ８．０ ４．０ ７．６９

５ １２．０ ０．０５ ８．５ ４．５ ７．０８

表５　BoxＧBehnken试验因素水平

Table５　BoxＧBehnkentestfactorlevel

水平
X１麦芽糖添加

量/(gL－１)
X３氯化钙添加

量/(gL－１)
X６初

始pH

X７磷酸二氢钾添

加量/(gL－１)

－１ ７．５ ０．１０ ７．０ ３．０

０ ９．０ ０．１４ ７．５ ３．５
１ １０．５ ０．１８ ８．０ ４．０

０．９７９６,说 明 该 模 型 失 拟 不 显 著,R２ ＝０．９９６６,R２
Adj

(０．９９３２)和R２
Pre(０．９８９８)的差值＜０．２,表明方程拟合较

好,BoxＧBehnken模型可信度和精确度较高,该模型 X１、

X１X３、X１X６、X１X７、X３X６、X６X７、X２
１、X２

３、X２
６ 和 X２

７(P＜
０．００１)影响极显著.

２．４　响应面结果分析

由图９可知,氯化钙与磷酸二氢钾之间交互作用较

表６　BoxＧBehnken试验设计及结果

Table６　DesignandresultofBoxＧBehnkenexperiments

试验号 X１ X３ X６ X７
活菌数/

(×１０８CFUmL－１)
试验号 X１ X３ X６ X７

活菌数/
(×１０８CFUmL－１)

１ －１ －１ ０ ０ ６．３５ １６ ０ １ １ ０ ５．２４

２ １ －１ ０ ０ ７．２２ １７ －１ ０ －１ ０ ５．９１

３ －１ １ ０ ０ ８．１０ １８ １ ０ －１ ０ ７．２６

４ １ １ ０ ０ ５．２３ １９ －１ ０ １ ０ ８．２１

５ ０ ０ －１ －１ ６．３３ ２０ １ ０ １ ０ ５．１８

６ ０ ０ １ －１ ７．５２ ２１ ０ －１ ０ －１ ７．１９

７ ０ ０ １ １ ７．６５ ２２ ０ １ ０ －１ ７．０２

８ ０ ０ １ １ ６．４１ ２３ ０ １ ０ １ ７．２５

９ １ ０ ０ －１ ７．６５ ２４ ０ １ ０ １ ７．１３

１０ １ ０ ０ －１ ６．３２ ２５ ０ ０ ０ ０ ８．２５

１１ －１ ０ ０ １ ７．３４ ２６ ０ ０ ０ ０ ８．２３

１２ １ ０ ０ １ ６．７８ ２７ ０ ０ ０ ０ ８．２０

１３ ０ －１ －１ ０ ５．３６ ２８ ０ ０ ０ ０ ７．９４

１４ ０ １ －１ ０ ８．０４ ２９ ０ ０ ０ ０ ８．１６

１５ ０ －１ １ ０ ８．１５
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表７　响应面结果的方差分析†

Table７　Varianceanalysisresultsofresponsesurface

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 ２８．１０ １４ ２．０１ ２９３．３８ ＜０．０００１∗∗

X１ ２．５９ １ ２．５９ ３７７．８５ ＜０．０００１∗∗

X３ ０．０５ １ ０．０５ ７．０３ ０．０１８９∗

X６ ０．００ １ ０．００ ０．３１ ０．５８５４

X７ ０．０２ １ ０．０２ ３．４２ ０．０８５６

X１X３ ３．５０ １ ３．５０ ５１１．０６ ＜０．０００１∗∗

X１X６ ４．８０ １ ４．８０ ７００．９３ ＜０．０００１∗∗

X１X７ ０．１５ １ ０．１５ ２１．６６ ０．０００４∗∗

X３X６ ７．８１ １ ７．８１ １１４１．６９ ＜０．０００１∗∗

X３X７ ０．００ １ ０．００ ０．０９ ０．７６６９

X６X７ １．４８ １ １．４８ ２１５．７４ ＜０．０００１∗∗

X２
１ ３．６７ １ ３．６７ ５３６．９１ ＜０．０００１∗∗

X２
３ ２．８４ １ ２．８４ ４１４．６１ ＜０．０００１∗∗

X２
６ ４．０４ １ ４．０４ ５８９．８８ ＜０．０００１∗∗

X２
７ ０．９０ １ ０．９０ １３１．６０ ＜０．０００１∗∗

残差 ０．１０ １４ ０．００


失拟项 ０．０３ １０ ０．００ ０．２１ ０．９７９６

纯误差 ０．０６ ４ ０．０２

总和 ２８．２０ ２８

　†　∗表示差异显著(P＜０．０５);∗∗表示差异极显著(P＜

０．０１).

其他交互作用最弱.当麦芽糖分别与氯化钙、初始pH 及

磷酸二氢钾交互作用,随着氯化钙添加量、初始pH 及磷

酸二氢钾添加量的变化,麦芽糖的最佳添加量为９g/L左

右,氯化钙添加量、初始pH 及磷酸二氢钾添加量分别为

０．１１~０．１６,７．３~７．７,３．２~３．９g/L;当氯化钙与初始pH
交互作用时,氯化钙添加量与初始pH 对活菌数影响成反

比;当初始pH与磷酸二氢钾交互作用时,活菌数极值点出

现在初始pH为７．３~７．８,磷酸二氢钾添加量为３．５g/L或

磷酸二氢钾添加量为３．２~３．９g/L,初始pH 为７．５的范

围内.由表７中F 值可知,各因素对侧孢短芽孢杆菌活

菌数的影响强弱为 X１＞X３＞X７＞X６,两因素间除 X３X７

外,均对活菌数的影响显著,两因素间的正负效应大小依

次为 X３X６、X１X６、X１X３、X６X７、X１X７、X３X７.

２．５　验证实验

使用DesignＧExpert１０软件分析得到各显著因子的最

佳组合为麦芽糖添加量８．７５g/L、氯化钙添加量０．１７g/L、

初始pH７．０７、磷酸二氢钾添加量３．７３g/L,此条件下模

型预测侧孢短芽孢杆菌活菌数最高为８．２５×１０８CFU/mL.

在此基础上重复３次试验,测得侧孢短芽孢杆菌活菌数

为(８．１２×１０８±０．６４)CFU/mL,为预测值的９８．４２％,表

明该模型能够很好地预测实际活菌数.

３　结论

以侧孢短芽孢杆菌活菌数为研究对象,通过 MTT
比色法与平板计数法测定建立了相关回归方程.结果表

图９　各因素交互作用的响应面图

Figure９　Responsesurfacediagramoftheinteractionofvariousfactors
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明,侧孢短芽孢杆菌菌悬液浓度与活菌数之间具有良好

线性关系(R２＞０．９９９),可用于侧孢短芽孢杆菌活菌数的

测定.侧孢短芽孢杆菌培养基成分及发酵条件的最佳组

合为麦芽糖添加量８．７５g/L、氯化钙添加量０．１７g/L、初
始pH７．０７、磷酸二氢钾添加量３．７３g/L,优化后发酵液

中活 菌 数 为 ８．１２×１０８CFU/mL,较 优 化 前 提 高 了

３．０２倍.后续将对侧孢短芽孢杆菌产抗菌肽、蛋白酶、几
丁质酶等方面开展研究.
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