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高产抗菌脂肽 Fengycin芽孢杆菌的诱变育种
和发酵条件优化

陈尚里，于福田，沈圆圆，刘小玲*

（广西大学轻工与食品工程学院，广西南宁 530004）

摘　要：为了提高 Fengycin产量，以芽孢杆菌 YA-215为出发菌，通过复合诱变（紫外诱变、ARTP-LiCl诱变）育

种来获取高产 Fengycin突变体。通过单因素实验和响应面试验等确定最佳发酵工艺优化。结果表明，复合诱变选

育获得一株高产 Fengycin突变株 UA397，全基因组测序结合 16S进化样本分析显示为暹罗芽孢杆菌。其最佳发酵

工艺条件为：蔗糖 25 g/L、蛋白胨 30 g/L、发酵温度 37.7 ℃、发酵时间 37.8 h、接种量 5.01%。在此发酵条件下，

暹罗芽孢杆菌UA-397的 Fengycin产量为 517.09 mg/L，是野生型在未进行发酵条件优化时 Fengycin产量 113.02 mg/L
的 4.575倍。研究结果为抗菌脂肽 Fengycin应用于食品、医药和生物防治等领域奠定了产量基础。
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Mutation Breeding and Optimization of Fermentation Conditions of
Bacillus Highly Producing Antimicrobial Lipopeptide Fengycin

CHEN Shangli，YU Futian，SHEN Yuanyuan，LIU Xiaoling*

（College of Light Industry and Food Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, China）

Abstract：In order to increase the yield of Fengycin, Bacillus YA-215 was used as the starting strain in this study to obtain
high-yield  Fengycin  mutants  through  compound  mutagenesis  (UV  mutagenesis,  ARTP-LiCl  mutagenesis)  breeding.  The
optimum  fermentation  conditions  were  determined  by  single-factor  experiment  and  response  surface  methodology.  The
results showed that a high-yielding Fengycin mutant strain UA397 was obtained through compound mutagenesis, and the
whole  genome  sequencing  combined  with  16S  evolution  sample  analysis  showed  that  it  was  Bacillus  siamensis.  The
optimum  fermentation  process  conditions  were:  Sucrose  25  g/L,  peptone  30  g/L,  fermentation  temperature  37.7  ℃,
fermentation time 37.8 h, inoculum size 5.01%. Under these conditions, the Fengycin yield of Bacillus siamensis UA-397
was  517.09  mg/L,  which  was  4.575  times  the  Fengycin  yield  of  113.02  mg/L  of  the  wild  type  without  optimizing  the
fermentation conditions. This study laid the yield basis for the application of antibacterial lipopeptide Fengycin in the fields
of food, medicine and biological control.

Key words：Bacillus siamesis；Fengycin；mutation breeding；response surface；fermentation optimization

Fengycin是一种由芽孢杆菌产生的环状脂肽分

子，包括 10个氨基酸和一个 C14~C18 脂肪酸链，同时

具有亲水性和亲脂性，这也导致其具有出色的生物表

面活性剂活性和多种生物活性[1−2]。Fengycin的疏水

性能与微生物细胞膜的磷脂双分子层相互作用，改变

其结构和通透性，从而杀死病原类微生物[3]。各种病
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原体，尤其是真菌病害，正在对全球食品安全构成越

来越大的风险，Fengycin具有抗菌范围广、安全降解

性高和溶血性低等特点，在食品、医药和生物防治等

方面拥有广阔的应用前景[4−5]。

目前，Fengycin昂贵的生产成本，是限制其进一

步商业化和产业化的关键。近年来，许多策略被用来

提高微生物脂肽类次级代谢物的产量，包括诱变育

种、基因工程（启动子工程、基因组和转录组学分析）

和发酵优化[6−8]。紫外诱变、常压室温等离子体（ARTP）
诱变、化学诱变是用于提高微生物脂肽类次级代谢

产物产量简单且经济有效的方法[9−10]。诱变育种中

物理、化学因素导致微生物的 DNA碱基损伤，引起

三联体突变，这些突变可以通过影响蛋白质合成对微

生物代谢产生重大影响，最终导致次级代谢产物产量

的提升[6,11−13]。Ameri等[14] 报道，在紫外线诱变后，

与野生型相比，萎缩芽孢杆菌 FSHM2 的嗜热碱性脂

肪酶活性增加了 2倍。在微生物诱变选育过程中，

单一诱变往往会产生“疲劳效应”，采用多种诱变选

育相结合的复合诱变通常能够获得更加高产的菌株，

Beacham等[15] 报告的微拟球藻在经过 EMS和紫外

线诱变后，脂肪酶产量提升了 3倍。通过响应面优

化发酵条件，也是提高微生物脂肽类次级代谢产物产

量的有效方法，李光月等[16] 通过响应面法优化枯草

芽孢杆菌 FHYB201030的发酵工艺，使其表面活性

素产量提升 480 mg/L，较优化前提高 34.56%。

本文以本实验团队前期从北部湾红树林筛得的

芽孢杆菌 YA-215为基础，通过复合诱变育种（紫外

诱变、ARTP诱变、化学诱变），获取高产 Fengycin
突变株。采用高通量测序手段对突变株进行进行扫

描图测序和完成图测序（扫描图利用目前使用最广泛

的二代测序平台 Illumina Hiseq×10平台，完成图采

用二代+三代即 Illumina  Hiseq+PacBio的测序方

式），结合 NCBI数据库进行对比，探究突变株 UA397
的分类地位。在单因素实验上，通过基于 Box-Be-
hnken模型的响应面试验设计获取最优发酵工艺，以

期解决 Fengycin产量低的问题，为 Fengycin在医

药、食品、农业等领域的研究及产业化应用奠定产量

基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

芽孢杆菌（Bacillus）YA-215　本课题组实验室

分离保藏；LB肉汤培养基（g/L）：胰蛋白胨 10.0 g，酵
母浸粉 5.0 g，氯化钠 10.0 g　北京索莱宝科技有限

公司；LB琼脂培养基：胰蛋白胨 10.0 g，酵母浸粉

5.0 g，氯化钠 10.0 g，琼脂 15 g　北京索莱宝科技有

限公司；血球计数板、乙腈（色谱纯）　德国默克公

司；Fengycin标准品　Sigma公司；；氯化钠、无水乙

醇、蔗糖、果糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、可溶性淀

粉、蛋白胨、酵母提取物、玉米浆粉、（NH4）2SO4 、
NH4Cl或 NaNO3 等其他试剂　均为国产分析纯。

SW-CJ-2F洁净工作台　苏州安泰空气技术有

限公司；SUNRISE酶标仪　帝肯（上海）有限公司；

UV-6100紫外可见分光光度计　上海美谱达仪器有

限公司；ZQZY-85CS振荡培养箱　上海知楚仪器有

限公司；DHP-9082电热恒温培养箱　上海齐欣科学

仪器有限公司；GI80TW高压蒸汽灭菌锅　致微（厦

门）仪器有限公司；CR21N高速冷冻离心机　日立公

司；UV-254暗箱式紫外透射仪　北京鼎国生物技术

发展中心；ARTP-Ⅱ常压室温等离子体诱变仪　无锡

源清天木生物科技有限公司；E2695/2998PDA高效

液相色谱（包括 2998二极管阵列检测器，Empower3
Pro色谱工作站）　美国Waters 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   菌株的活化与菌悬液制备　菌株的活化与菌

悬液制备参照孟兆丽等[17] 的方法改进，取−80 ℃ 保

藏菌种采取平板划线法接种于 LB固体培养基上，

37 ℃、70%湿度的条件下倒置培养 24 h。挑取单菌

落，接种于 100 mL的 LB肉汤培养基中，200 r/min、
37 ℃、70%湿度振荡培养箱培养 24 h（一级活化）。

从一级活化的菌悬液中取 1 mL（1%接种量）接种至

100 ml的 LB肉汤培养基中，200 r/min、37 ℃、70%
湿度振荡培养箱培养 24 h（二级活化）。采用稀释涂

布平板法测定二级活化的菌悬液中的活菌数，用无菌

生理盐水调节菌悬液浓度至 108 CFU/mL。 

1.2.2   诱变方法　 

1.2.2.1   紫外诱变方法　紫外诱变的方法参照辛磊

等[18] 的方法改进，打开紫外灯（25 W）照射诱变仪内

部空间 20 min灭菌后，取芽孢杆菌 YA-215菌悬液

（1×108 CFU/mL）5 mL和灭菌转子添加至无菌培养

皿（90 mm），开启磁力搅拌器。使用紫外灯（25 W）照

射，照射时间分别为 0、10、20、30、40、50、60、70、
80、90、100、110、120 s，照射距离 20 cm。将照射后

的菌悬液用无菌生理盐水稀释 107 倍，取 100 μL均

匀涂布于 LB琼脂培养基，以照射时间 0 s的为空白

对照。避光倒置于恒温培养箱，37 ℃，70%培养 24 h
后计菌落，并绘制致死率曲线（公式 1）。挑取单菌落

发酵培养 24 h后，取上清液进行 Fengycin产量测

定，以 Fengycin产量较出发菌株 YA-215增大 10%
的菌株为正突变菌株，计算正突变率（公式 2）。选择

最佳正突变率的时间进行诱变。

致死率(%) =
空白对照平板菌落数−诱变后平板菌落数

空白对照平板菌落数
×100

式（1）

正突变率(%) =
正突变菌落数

诱变后平板菌落数
×100 式（2）

 

1.2.2.2   ARTP-化学复合诱变方法　ARTP-化学复

合诱变的方法参照杨心萍等[19] 的方法改进，将紫外

诱变得到的高产突变株菌悬液（1×108 CFU/mL）10 μL
添加至灭菌后的玻璃载片，并均匀涂布。将玻璃载片
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放入 ARTP诱变仪中，诱变处理时间分别为 0、20、
40、60、80、100、120、140、160、180 s。将照射后的

菌悬液用无菌生理盐水稀释至 107 倍，取 100 μL均

匀涂布于添加浓度为 0.3%的 LiCl溶液的 LB琼脂

培养基，以处理时间 0 s的为空白对照。避光倒置于

恒温培养箱，37 ℃，70%湿度培养 24 h后计数菌落，

并绘制致死率曲线（公式 1）。挑取单菌落发酵培养

24 h后，取上清液进行 Fengycin产量测定，以 Feng-
ycin产量较出发菌株增大 10%的菌株为正突变菌

株，计算正突变率（公式 2）。选择最佳正突变率的的

时间进行诱变。 

1.2.3   突变菌株的筛选　对诱变后平板中的菌落编

号，挑取单菌落依次接种至 10 mL LB肉汤培养基

中，200  r/min、37 ℃、70%湿度振荡培养箱培养

24 h，取发酵上清液，4 ℃、8000 r/min的条件下离心

10 min，测定 Fengycin产量，挑选发酵液中 Fengycin
产量高的菌株。 

1.2.4   Fengycin产量测定　取 1 mL发酵上清液，4 ℃、

8000 r/min的条件下离心 10 min，采取高效液相色谱

检测，在波长 200~350 nm内进行紫外吸收扫描，按

照 Gancel等[20] 的方法，采用 C18 分析柱，流动相为

超纯水和乙腈，流速为 0.6 mL/min；进样量为 5 μL，
采用梯度洗脱方式，40 min内乙腈相由 45%上升至

55%。 

1.2.5   菌株鉴定　菌株的全基因组测序及鉴定交给

美吉生物进行，测序方式为 de novo测序，结果在Maj-
orbio云平台（www.majorbio.com）在线平台进行分析。 

1.2.6   单因素实验　通过单因素实验对不同碳源、

不同碳源添加量、不同的氮源、不同氮源添加量、不

同接种量、不同发酵温度、不同发酵时间等因素进行

探究，挑选出最优发酵工艺，单因素实验设计如表 1
所示。 

1.2.7   Box–Behnken试验设计　在单因素实验基础

上，以接种量（A）、发酵温度（B）、发酵时间（C）为自

变量 ，以 Fengycin产量 （Y）为响应值进行 Box-
Behnken试验设计（BBD），以评估它们对所选突变体

产生表面活性素的综合影响。试验因素与水平编码

如表 2所示。 

1.3　数据处理

所有实验均重复 3次，结果用平均值±标准差表

示；采用 SPSS Statistics 26.0软件对每一组数据进行

单因素方差分析（ANOVA），然后进行显著性检验，

P<0.05认为具有显著性差异；采用 Mega 6.0软件选

择 NJ（Neighbor-Joining）法构建系统进化树；采用

Design-Expert 12.0软件设计组合试验和利用 Origin

9.8进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　紫外诱变 

2.1.1   紫外诱变致死率和正突变率　对芽孢杆菌

YA-215进行紫外诱变，紫外诱变致死率和正突变率

如图 1所示。可以看出，随着紫外照射时间的延长，

芽孢杆菌 YA-215的致死率不断增加；当照射时间达

到 110 s后致死率达到 100%。正突变率随着紫外照

射时间的延长不断提高，当照射时间为 90 s时，正突

率变达到最高点 13.2%；当紫外照射时间超过 90 s

后，正突变率迅速下降，这可能是因为为紫外照射剂

量过大，对芽孢杆菌的遗传物质造成了不可修复的损

害，这与 Yu等[21] 的研究一致，同时致死率迅速增加

至 100%也证明了这一点。因此本实验选择紫外照

射时间 90 s，致死率 90.23%，正突变率 13.2%的条

件进行紫外诱变。 

2.1.2   紫外诱变筛选　UV诱变后，共筛选出 589个

正突变株，图 2为 Fengycin产量最高的八个突变株：

 

表 1    发酵工艺单因素实验因素水平

Table 1    Factors and levels of single factor experiment of fermentation condition

单因素 单因素不同水平 其他条件

碳源种类 蔗糖、果糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、可溶性淀粉 碳源20 g/L, 酵母提取物20 g/L，接种量4%，温度37 ℃，发酵时间 24 h

蔗糖添加量（g/L） 10、15、20、25、30、35 酵母浸粉20 g/L，接种量4%，温度37 ℃，发酵时间 24 h

氮源种类 蛋白胨、酵母提取物、玉米浆、（NH4）2SO4、NH4Cl、NaNO3 25 g/L蔗糖，氮源20 g/L接种量4%，温度37 ℃，发酵时间24 h

蛋白胨添加量（g/L） 15、20、25、30、35、40 25 g/L蔗糖，接种量4%，温度37 ℃，发酵时间24 h

接种量（%） 1、3、5、7、9 25 g/L蔗糖，30 g/L蛋白胨，温度37 ℃，发酵时间24 h

发酵温度（℃） 31、34、37、40、43 25 g/L蔗糖，30 g/L蛋白胨，接种量5%，发酵时间24 h

发酵时间（h） 12、24、30、36、42、48 25 g/L蔗糖，30 g/L蛋白胨，接种量5%，温度37 ℃

 

表 2    Box-Behnken 试验因素与水平

Table 2    Factors and levels of Box-Behnken tests

因素
编码水平

−1 0 1

A 接种量（%） 3 5 7
B 发酵温度（℃） 34 37 40
C 发酵时间（h） 24 36 48
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mutUV99（200.28 mg/L）、mutUV133（204.25 mg/L）、
mutUV184（199.35 mg/L）、mutUV197（209.33 mg/L）、
mutUV225（215.04 mg/L）、mutUV354（206.77 mg/L）、
mutUV472（217.34 mg/L）、mutUV503（221.39 mg/L）
与野生型 YA-215（113.02 mg/L）的对比。其中突变

菌株mutUV503的Fengycin产量最高为 221.39 mg/L，
是野生型 YA-215的 1.95倍；沙见宇等[22] 通过紫外

诱变选育获得一株高莫纳克林 K菌株，其莫纳克林

K产量较紫外诱变前提高了 27%。因此选择突变菌

株 mutUV503继续进行 ARTP-LiCl诱变。
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图 2    紫外诱变突变株的 Fengycin产量
Fig.2    Fengycin production of UV mutagenesis mutants

  

2.2　ARTP-化学诱变 

2.2.1   ARTP-化学诱变致死率和最佳正突变率　对

突变株 mutUV503进行 ARTP-化学诱变，ARTP-化
学诱变致死率和正突变率如图 3所示。与紫外诱变

相似，随 ARTP的处理时间的延长，致死率不断上

升 ，处理时间超过 160  s时 ，致死率达 100%。

ARTP中的活性能量粒子能够改变芽孢杆菌的

DNA序列，长时间的 ARTP处理引起基因过度损

伤，不能诱发细胞的修复机制[23]。因此本实验选择

ARTP处理 120 s，致死率 91.2%，正突变率 11.35%
的条件进行诱变。 

2.2.2   ARTP-化学诱变诱变筛选结果　ARTP-LiCl
诱变后共筛选出 893个正突变菌株，图 4为 Feng-
ycin产量最高的 5个复合诱变突变株：mutUA397
（388.34 mg/L）、mutUA112（355.34 mg/L）、mutUA244

（327.78 mg/L）、mutUA362（362.51 mg/L）、mutUA558
（ 370.92  mg/L） 与 紫 外 诱 变 突 变 株 mutUV503
（221.39 mg/L）的对比。其中突变体 mutUA397的

Fengycin产量最高为 388.34 mg/L，较未经 ARTP-化
学诱变前提升了 75.4%；童凡等[24] 通过 ARTP诱变

育种，使得产淀粉酶菌株酶活提升了 78%。紫外诱

变后的突变体经 ARTP-化学诱变后，Fengycin产量

再次大幅提升，这是由于同一菌株经单一诱变处理，

会产生“疲劳效应”，从而影响细胞的生长、代谢等，

造成诱变效果不理想，因此采用多种手段对菌株进行

复合诱变，更容易获得高产突变株[25]。因此，选择突

变菌株 mutUA397（命名为 UA397）进行下进一步的

实验。
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图 4    ARTP-化学诱变突变株 Fengycin产量
Fig.4    Fengycin production of ARTP-chemical mutagenesis

mutants
  

2.3　突变体鉴定和基因簇分析

将突变株 UA397基因序列与 NCBI数据库对

比，16S比对结果如表 3所示，结果显示突变株

UA397与暹罗芽孢杆菌 Bacillus  siamensis.GCF_
000262045.1最为接近，序列相似度为 99.871%，比

对覆盖率 100%。通过 Mega 6.0软件选择 NJ（Neig-
hbor-Joining）法，基于 20株与突变株 UA397在种属

水平上最接近菌种的核心序列构建系统进化树，如

图 5所示。根据系统临近进化树，突变株 UA397被

归为暹罗芽孢杆菌。
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Fig.1    UV mutagenesis lethality and positive mutation rate
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暹罗芽孢杆菌 UA397的基因组 Clusters  of
Orthologous  Groups  of  Proteins注释分析如图 6所

示，突变株 UA397中共有 3086个基因得到了 COG
注释，占基因组中 81.10%的基因共具有 23个 COG
功能分类，其中 19.9%的基因没有功能特征。涉及

氨基酸转运与代谢的基因为第一大类，共注释 304
个基因；次级代谢产物基因簇分析中发现 Fengycin
合成基因簇，如图 7所示。 

2.4　发酵工艺优化 

2.4.1   单因素实验　 

2.4.1.1   不同碳源对 Fengycin产量的影响　图 8显

示了不同碳源（蔗糖、果糖、半乳糖、葡萄糖、甘露

糖、可溶性淀粉）对暹罗芽孢杆菌 UA397的 Feng-

ycin产量的影响。结果表明，当蔗糖为单一碳源时，

Fengycin产量最高；葡萄糖为单一碳源时，Fengycin

产量最低。相较于葡萄糖等单糖，双糖和多糖更有利

于促进暹罗芽孢杆菌 UA397发酵过程中脂肽类次

级代谢产物 Fengycin产量的提高，这也与冒鑫哲等[26]

的研究一致，因此选择蔗糖为最佳碳源。 

2.4.1.2   碳源添加量对 Fengycin产量的影响　图 9

显示了最佳单一碳源蔗糖不同添加量（10、15、20、

25、30、35 g/L）对 Fengycin产量的影响。结果表

 

表 3    突变株 UA397的 16S比对详情

Table 3    16S comparison details of mutant UA397

样本名称 Hit ID 物种 序列一致性（%） 比对序列覆盖度（%） 可靠性的评价 比对得分

UA397 GCF_000262045.1 Bacillus_siamensis 99.871 100 0 2846
UA397 GCF_004570425.1 Blastococcus_sp004570425 99.677 100 0 2830
UA397 GCF_000196735.1 Bacillus_amyloliquefaciens 99.677 100 0 2830
UA397 GCF_001584325.1 Bacillus_nakamurai 99.612 100 0 2824
UA397 GCF_000009045.1 Bacillus_subtilis 99.612 100 0 2824
UA397 GCF_000507145.1 Bacillus_tequilensis 99.418 100 0 2808
UA397 GCA_000332645.1 Bacillus_inaquosorum 99.417 100 0 2800
UA397 GCF_001969815.1 Bacillus_swezeyi 97.878 100 0 2606
UA397 GCF_000724485.1 Bacillus_Z_methanolicus_A 95.281 99.87 0 2449
UA397 GCF_000262755.1 Bacillus_Z_methanolicus 95.09 99.81 0 2435
UA397 GCF_002734215.1 Bacillus_Q_onubensis 94.839 99.68 0 2412
UA397 GCF_002563635.1 Anaerobacillus_A_sp002563635 94.277 99.49 0 2366
UA397 GCA_002243685.1 Bacillus_A_thuringiensis 94.254 99.74 0 2362
UA397 GCF_002577405.1 Bacillus_A_cereus_AU 94.19 99.74 0 2357
UA397 GCF_001683825.1 Zeaxanthinibacter_sp001683825 94.194 99.68 0 2357
UA397 GCF_000007825.1 Bacillus_A_cereus 94.194 99.68 0 2357
UA397 GCF_002578045.1 Bacillus_A_cereus_AK 94.19 99.74 0 2355
UA397 GCF_002200015.1 Bacillus_A_cereus_AZ 94.129 99.68 0 2351
YA215 GCF_001455345.1 Bacillus_A_thuringiensis_N 94.129 99.68 0 2351
YA215 GCF_001042485.2 Bacillus_paralicheniformis 98.643 100 0 2348

注：可靠性的评价，值越小，越可信；比对得分的值越高，两个序列的同源性越高。
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Fig.5    Phylogenetic tree
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明，随着蔗糖添加量的不断增加，Fengycin产量呈现

先上升后下降的趋势，当蔗糖添加量为 25 g/L时，获

得了最高的 Fengycin产量 435.75 mg/L。当蔗糖添

加量较低时，不足以满足暹罗芽孢杆菌 UA397的生

长繁殖，会导致 Fengycin产量下降。韩唱等[27] 报道

了蔗糖添加量过高时，会导致液体培养基中溶氧量不

足与渗透压增大，影响芽孢杆菌的生长和多肽类次级

代谢物的产量。因此选择 25 g/L为最佳碳源添加量。 

2.4.1.3   不同氮源对 Fengycin产量的影响　图 10显

示了不同氮源（蛋白胨、酵母提取物、玉米浆、

（NH4）2SO4、NH4Cl、NaNO3）对 Fengycin产量的影

响。结果表明，氮源的种类对 Fengycin产量有极大

的影响，当蛋白胨作为氮源时，获得了最佳的 Feng-

ycin产量 438.44 mg/L。蛋白胨、酵母提取物、玉米

浆等有机氮源相较于无机氮源更加有利于芽孢杆菌

的生长与多肽类次级代谢产物的产生[27]。因此选择

蛋白胨作为最佳氮源。 

 

C
0

50

100

150

200

N
um

be
r o

f g
en

es

250

300

350

400

D E F G H I J K L M N O
COG type

P Q R S T U V W X Z

C: Energy production and conversion
D: Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
E: Amino acid transport and metabolism
F: Nucleotide transport and metabolism
G: Carbohydrate transport and metabolism
H: Coenzyme transport and metabolism
I: Lipid transport and metabolism
J: Translation, ribosomal structure and biogenesis
K: Transcription
L: Replication, recombination and repair
M: Cell wall/membrane/envelope biogenesis
N: Cell motility
O: Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
P: Inorganic ion transport and metabolism
Q: Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
R: General function prediction only
S: Function unknown
T: Signal transduction mechanisms
U: Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
V: Defense mechanisms
W: Extracellular structures
X: Mobilome: prophages, transposons
Z: Cytoskeleton

图 6    COG功能注释
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图 7    Fengycin合成基因簇线性图谱

Fig.7    Linear map of Fengycin synthetic gene cluster
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2.4.1.4   不同氮源添加量对 Fengycin产量的影响　

图 11显示了最佳氮源蛋白胨不同添加量（10、15、
20、25、30、35 g/L）对 Fengycin产量的影响。结果

表明，随着蛋白胨添加量的增加，Fengycin产量不断

提升。当蛋白胨添加量到达 30 g/L以后，随着蛋白

胨添加量的增加，Fengycin产量达到 450.01 mg/L后

不再提升，这也冒鑫哲等[26] 的研究一致。出于节约

成本方面的考虑，选择最佳蛋白胨添加量为 30 g/L。
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图 11    不同蛋白胨添加量对 Fengycin产量的影响
Fig.11    Effects of different peptone additions on the yield of

Fengycin
  

2.4.1.5   不同接种量对 Fengycin产量的影响　图 12
显示了不同接种量（1%、3%、5%、7%、9%）对 Feng-
ycin产量的影响。结果表明，随着接种量的增加，

Fengycin产量呈现先上升，后下降的趋势，在接种量

为 5%时，Fengycin产量达到最大值 475.35 mg/L。
接种量过大时，导致后期发酵液中菌体浓度过大，菌

体利用培养基中的营养生长发育，最终导致多肽类次

级代谢产物 Fengycin产量下降[28−29]。因此响应面

Box-Behnken试验设计选取的水平为 3%、5%、7%。 

2.4.1.6   不同发酵温度对 Fengycin产量的影响　图 13
显示了不同发酵温度（31、34、37、40、43 ℃）对

Fengycin产量的影响。结果表明，随着发酵温度的

增加，Fengycin产量呈现先上升，后下降的趋势，在

发酵温度为 37 ℃ 时，Fengycin产量达到最大值

475.75 mg/L。过高过低的发酵温度温度都不利于菌

体的生长繁殖，从而导致多肽类次级代谢产物 Feng-
ycin的产量下降，冒鑫哲等[26] 报道了 37 ℃ 为最适

宜芽孢杆菌生产的温度。因此响应面 Box-Behn-
ken试验设计选取的水平为 34、37、40 ℃。
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图 13    不同发酵温度对 Fengycin产量的影响
Fig.13    Effects of different fermentation temperatures on the

yield of Fengycin
  

2.4.1.7   不同发酵时间对 Fengycin产量的影响　图 14
显示了不同发酵时间（12、24、36、48、60 h）对暹罗

芽孢杆菌 UA397的 Fengycin产量的影响。结果表

明，随着发酵时间的延长，Fengycin产量呈现先上

升，后下降的趋势，在发酵时间为 36 h时，Fengycin
产量达到最大值 513.64 mg/L。发酵时间不到 24 h
时，菌体还在对数生长期，未能进入平稳期，因此，

Fengycin产量极低；发酵时间过长，发酵液中营养物

质不足，菌体将次级代谢产生的多肽 Fengycin用于
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Fig.12    Effects of different inoculations on Fengycin yield
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生长繁殖，从而导致 Fengycin产量下降[30−31,20]。因

此响应面 Box-Behnken试验设计选取的水平为 24、

36、48 h。 

2.4.2   响应面试验设计　在单因素实验的结果的基

础上，以 A（接种量）、B（发酵温度）、C（发酵时间）

3个对 Fengycin产量有重要影响的因素为自变量，

以 Y（Fengycin产量）为响应值，采用 Design Expert

8.0.6软件设计了三因素三水平的响应面试验，Box-

Behnken试验设计与结果见表 4。
 
 

表 4    Box-Behnken试验设计与结果
Table 4    Design and results of Box-Behnken experimental

design

实验号A接种量（%）B发酵温度（℃）C发酵时间（h）Fengycin产量 (mg/mL)

1 3 34 36 448.35
2 7 34 36 463.23
3 3 40 36 472.67
4 7 40 36 478.67
5 3 37 24 438.56
6 7 37 24 463.67
7 3 37 48 476.35
8 7 37 48 451.67
9 5 34 24 465.21
10 5 40 24 473.31
11 5 34 48 480.65
12 5 40 48 488.67
13 5 37 36 513.31
14 5 37 36 507.96
15 5 37 36 517.64
16 5 37 36 516.33
17 5 37 36 514.35

 

对 A（接种量）、B（发酵温度）、C（发酵时间）3个

单因素进行二次多项式回归拟合，构建响应值

Y（Fengycin产量）的回归模型方程表示为：

Y=513.92+2.66A+6.99B+7.07C−2.22AB−12.45AC−

0.02BC−33.79A2−14.40B2−22.56C2

对回归模型进行方差分析和差异显著性检验如

表 5所示，回归模型 F 值为 43.39 （P<0.0001），极其

显著；失拟项的 F 值为 3 （P=0.1583），不显著，表明

该模型拟合良好。确定系数 R2 为 0.9824，表明 Feng-

ycin产量的预测值与真实值具有较高的一致性。此

外，R2
Pre=0.7965和 R2

Adj=0.9598，表明该模型具有较

好的拟合度和可信度，能够准确地预测响应值

Fengycin产量与模型中各个因素之间的关系。其中

接种量（A）对 Fengycin产量影响不显著（P>0.05），发
酵温度（B）和发酵时间（C）对 Fengycin产量影响极

显著（P<0.01）；交互项 AB、BC对 Fengycin产量影

响不显著（P>0.05），AC对 Fengycin产量影响极显

著（P<0.01）；二次项 A2、B2、C2 对 Fengycin产量影

响极显著（P<0.01）。
 
 

表 5    回归模型方差分析
Table 5    Analysis of variance of regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 10097.67 9 1121.96 43.39 <0.0001 **
A 56.76 1 56.76 2.2 0.182 −
B 390.32 1 390.32 15.1 0.006 **
C 400.3 1 400.3 15.48 0.0056 **
AB 19.71 1 19.71 0.7624 0.4115 −
AC 619.76 1 619.76 23.97 0.0018 **
BC 0.0016 1 0.0016 0.0001 0.9939 −
A2 4808.21 1 4808.21 185.96 <0.0001 **
B2 872.52 1 872.52 33.74 0.0007 **
C2 2143.49 1 2143.49 82.9 <0.0001 **

残差 180.99 7 25.86 − − −
失拟项 125.27 3 41.76 3 0.1583 不显著

误差项 55.73 4 13.93 − − −
总和 10278.67 16 − − − −

注：*表示差异显著（P<0.05）;**表示差异极显著（P<0.01）。

响应面三维曲面图（图 15）可直观反映 A（接种

量）、B（发酵温度）、C（发酵时间）各个因素之间的交

互作用对 Fengycin产量的影响。通过 3D曲面坡度

的变化趋势，可以直观地看出各个因素对响应值

Fengycin产量的影响，等高线中的最小椭圆的中心

点即是 Fengycin产量的最高点。由图可以看出，3个

因素对 Fengycin产量影响的显著性顺序为 C（发酵

时间）>B（发酵温度）>A（接种量）。 

2.4.3   最佳发酵条件的确定及验证　从回归模型中，

预测到的最佳发酵条件为，蔗糖 25  g/L、蛋白胨

30 g/L、接种量 5.006%、发酵温度 37.727 ℃、发酵

时间 37.873 h，预测的 Fengycin产量为 515.32 mg/L。
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为了验证响应面试验所确定的回归模型结果的准确

性，并考虑到实际实验条件的限制，设置发酵条件为：

蔗糖 25 g/L、蛋白胨 30 g/L、接种量 5.01%、发酵温

度 37.7 ℃、发酵时间 37.8 h，进行验证试验。验证实

验所得 Fengycin产量为 517.09±1.78 mg/L。 

3　结论
本研究通过 UV和 ARTP-化学诱变选育相结合

的方法获得了一株高产的 Fengycin的暹罗芽孢杆

菌 UA397，其 Fengycin产量是野生型芽孢杆菌 YA-
215的 3.436倍。此外通过基于 Box-Behnken模型

的响应面试验设计确定了暹罗芽孢杆菌 UA397的

最佳发酵条件：蔗糖 25 g/L、蛋白胨 30 g/L、接种量

5.01%、发酵温度 37.7 ℃、发酵时间 37.8 h，在此条

件下，Fengycin产量为 517.09 mg/L，是出发菌株在

未优化发酵工艺时产量的 4.57倍。本实验为通过复

合诱变育种和发酵工艺优化提高芽孢杆菌脂肽类次

级代谢产物的产量提供一定的理论基础，同时也为

Fengycin在医药、食品、农业等领域的产业化应用奠

定产量基础。
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图 15    因素间交互作用对 Fengycin产量影响的响应面及等高线图

Fig.15    Response surface and contour lines of the interaction of various factors on Fengycin production
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