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一株海洋解淀粉芽孢杆菌(Bacillus  

amyloliquefaciens)生产Macrolactin B的 

发酵条件优化* 
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提要    从浙江台州近海上层海水中分离到一株可产Macrolactin类大环内酯抗生素的海洋细菌, 经

形态特征分析及 16S rRNA 测序比对, 鉴定并将其命名为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefa-

ciens)ESB-2。运用 Minitab 软件, 通过 Plackett-Burman 和 Box-Behnken 实验及响应面分析对该菌生

产 Macrolactin B 的发酵条件进行优化, 得到该菌生产 Macrolactin B 的最佳发酵条件为: 葡萄糖

17.0mg/L, 蛋白胨 5mg/L, 酵母粉 1mg/L, FePO4 0.01mg/L, 初始 pH 6.0, 培养温度 27.2℃, 接种量 5%, 

装液量 57.6%, 培养时间 4d, 在优化发酵条件下, Macrolactin B的最高产量达到 13.6g/ mL, 为目前

已报道的最高产量, 为该活性物质药源问题的解决打下了良好基础。 
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先导化合物的寻找和发现是构建全新药物分子

结构的前提, 是研制新药的关键第一步。结构新颖, 

作用独特的天然产物一直是新药及新药先导化合物

的重要来源(Tulp et al, 2004; Newman et al, 2003)。由

于对陆生生物资源的长期研究开发 , 从中发现结构

新颖、功能独特的活性代谢产物的几率越来越低。因

此, 从 20 世纪 60 年代初, 人们开始从海洋生物中寻

找新的活性代谢产物 (王长云等 , 2005; 杨雨等 , 

2005)。 

Macrolactin 是一类 24 元环大环内酯类化合物, 

最早由Gustafson等(1989)从北太平洋 980m深海洋分

离到的一株海洋细菌中发现, Macrolactin家族成员普

遍具有抑菌、抗病毒、抗肿瘤等多种生物活性(Kim et 

al, 1997)。目前该家族共有 19 个成员(Jaruchokta-

weechai et al, 2000; Nagao et al, 2001; Romero et al, 

2006; Sohn et al, 2008; Mondol et al, 2011), 其中

Macrolactin B是较早被发现的一员, 但现有菌株发酵

生产Macrolactin B的产量都很低(Shan He et al, 2012), 

使其没能得到进一步研究 , 也为其进行药物开发形

成阻碍。 

本研究从浙江台州海水中筛选到一株可稳定产

Macrolactin 类化合物的海洋细菌, 经鉴定为海洋解

淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens), 为了提高

该菌生产 Macrolactin B 的产量 , 本文尝试使用

Minitab软件对其发酵条件进行优化。Minitab作为一

种数据分析软件 , 具有强大的实验设计和统计分析

等功能(Basem, 2002), 已被广泛应用于微生物发酵条

件的优化。本文进行了 Plackett-Burman 实验和 Box- 

Behnken 实验及响应面分析 (Montgomery, 2000; 

Ferreira et al, 2007), 首次对生产 Macrolactin B的发

酵条件进行了优化, 使Macrolactin B的产量提高了 8

倍, 达到 13.6g/mL, 为目前已报道的最高产量。 
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1  材料与方法 

1.1  菌种及其鉴定 

菌种由本实验室于浙江台州海水中分离得到 , 

经形态特征分析(布坎南等, 1984)及 16S rRNA测序比

对(Zhou et al, 2008), 鉴定并将其命名为海洋解淀粉

芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)ESB-2。 

1.2  培养基 

平板培养基: 海水 1L、蛋白胨 5g、酵母粉 1g, 

FePO4 0.01g、琼脂 15g;  

种子培养基: 海水 1L、蛋白胨 5g、酵母粉 1g, 

FePO4 0.01g。 

1.3  培养方法 

1.3.1  菌种活化和种子培养    将 4℃保藏的菌种

转接到新鲜的平板培养基上, 30℃生化培养箱中培养

24h; 取一环平板活化菌种接入 100mL 种子培养基, 

在 30℃温度下 150r/min摇床中振荡培养 48h。 

1.3.2  发酵培养    取种子培养液以 5%的接种量接

入发酵培养基, 150r/min摇床中振荡培养 4d, 具体发

酵条件按实验设计进行。 

1.4  产物检测方法 

取出发酵液 , 加入等体积的乙酸乙酯充分萃取

两次, 合并提取液, 旋转蒸发至干, 溶于 1mL 甲醇, 

12000r/min 离心 15min, 取上清。进行高效液相色谱

分析(HPLC)。色谱柱为 waters C18 反相柱(18.4m, 

4.6×150mm), 检测波长为 265nm, 流动相为甲醇∶

水, 梯度洗脱, 60min内, 甲醇由 10%升至 90%, 流速

0.8mL/min, 进样量 10L。 

1.5  实验设计 

运用 Minitab软件设计实验和对实验结果进行分

析。设计 Plackeet-Burman (PB)实验, 从发酵培养基和

工艺条件的一些因素中筛选出对 Macrolactin B 产量

有重要影响的因素; 通过 Box-Behnken实验及响应面

分析, 对 PB 筛选实验中确定的显著性影响因素做进

一步的优化, 得到 Macrolactin B 产量达到最大时的

发酵条件。 

1.5.1  Placket-Burman 实验设计    根据单因素的

实验结果和文献报道 , 选取发酵培养基组分和工艺

条件中的 8个因素作为考察对象。每个变量均设定一

高(+1)一低(1)两个水平。用 Minitab 生成 8 因素 12

次的 Plackett-Burman实验(Plackett et al, 1946; Kali et 

al, 2000), 以Macrolactin B在 265nm下的色谱峰面积

作为响应值(Y), 通过 Minitab软件分析各因素的效应

值, 选择影响效应比较高的因素作进一步考察。 

1.5.2  Box-Behnken 中心组合实验设计     根据

Box-Behnken 的中心组合设计原理, 对由二水平设计

的实验结果所确定的 3因子各取 3个水平, 进行了 15

个实验点的响应面分析 , 对显著影响因素进行进一

步的优化, 对于其它非主要因素, 均取低水平值(Box 

et al, 1960; Bingham, 2001; Gilmour, 2006)。以 Macro-

lactin B在 265nm下的色谱峰面积作为响应值(Y), 采

用软件 Minitab对实验数据进行分析。 

2  结果与讨论 

2.1  Plackeet-Burman筛选实验 

按照 1.5.1 的实验方法考察蛋白胨(X1)、酵母粉

(X2)、牛肉膏(X3)、葡萄糖(X4)、磷酸亚铁(X5)、装液

量(X6)、温度(X7)、初始 pH(X8) 8个因素对响应值 Y(即

Macrolactin B产量)的影响, 各因素的水平见表 1, 实

验设计和结果见表 2, 对实验数据进行分析, 得到各 

 
表 1  Plackett-Burman 实验设计中各因素的水平 

Tab.1  Levels of the factors chosen for the Plackett-Burman 
design 

因素 Code 低水平() 高水平(+) 

蛋白胨(g/L) X1 5 10 

酵母粉(g/L) X2 1 2 

牛肉膏(g/L) X3 0 1 

葡萄糖(g/L) X4 0 10 

FePO4 (g/L) X5 0.01 0.02 

装液量(g/L) X6 40% 60% 

温度(℃) X7 30 35 

初始 pH值 X8 6 7 

 
表 2  Plackett-Burman 实验设计及结果 

Tab.2  The Plackett-Burman design along with macrolatin B 
production as response 

因素 
Macrolactin 
B峰面积运行序

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 (微伏*秒)

1 1 1 1 1 1 1 1 1 6145287 

2 1 1 1 1 1 1 1 1 7586995 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 3554961 

4 1 1 1 1 1 1 1 1 4832314 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 5580359 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1703376 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 3506533 

8 1 1 1 1 1 1 1 1 4268007 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 5757530 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 1571196 

11 1 1 1 1 1 1 1 1 6602291 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 6174572 
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因素对响应值的影响效应如表 3所示。 

由表 3 可知, 对 Macrolactin B 产量影响较大(P

≤0.05)是葡萄糖(X4)、装液量(X6)、温度(X7)。 

2.2  Box-Behnken实验及响应面分析 

按照 1.5.2 的实验方法进行实验, 各因素水平见

表 4, 实验设计和结果见表 5, 实验结果分析见表 6。 

 

表 3  Plackett-Burman 实验结果分析 
Tab.3  Analysis of variance (ANOVA) for the Plackett-Burman 

design 

因素 效应 系数 
系统标准

误差 
T值 P值 

常量  4773618 72918 65.47 0.000 

X1 66750 33375 72918 0.46 0.678 

X2 189971 94986 72918 1.30 0.284 

X3 35732 17866 72918 0.25 0.822 

X4 2571933 1285967 72918 17.64 0.000 

X5 415960 207980 72918 2.85 0.065 

X6 1589102 794551 72918 10.90 0.002 

X7 1955651 977825 72918 13.41 0.001 

X8 89228 44614 72918 0.61 0.584 

 
表 4  Box-Behnken 设计中各变量的水平 

Tab.4  The level of variables for the Box-Behnken design 

水平 
因素 Code 

1 0 1 

葡萄糖(g/L) X4 0 10 20 

装液量(mL) X6 40% 60% 80% 

温度(℃) X7 25 30 35 

 
表 5  Box-Behnken 实验设计及结果 

Tab.5  Box-Behnken design along with the macrolatin B Pro-
duction as response 

因素 Y(Macrolactin B)
运行序 

X4 X6 X7 峰面积(微伏*秒)

1 0 0 0 7533673 

2 0 1 1 1689517 

3 0 1 1 1773030 

4 1 1 0 4403484 

5 1 0 1 2096647 

6 0 1 1 5054933 

7 1 0 1 7882513 

8 1 1 0 2493253 

9 1 1 0 7006878 

10 1 0 1 2211310 

11 0 0 0 7549877 

12 1 0 1 3086016 

13 1 1 0 7527950 

14 0 0 0 7570214 

15 0 1 1 4516376 

表 6  Box-Behnken 实验结果分析 
Tab.6  Regression results of the Box-Behnken design 

因素 系数 系数标准误差 F值 Prob > F

常量 7551255 380573 19.842 0.000 

X4 1539991 233053 6.608 0.001 

X6 247032 233053 1.060 0.338 

X7 1596167 233053 6.849 0.001 

X4*X4 816353 343044 2.380 0.063 

X6*X6 1377010 343044 4.014 0.010 

X7*X7 2915780 343044 8.500 0.000 

X4*X6 347290 329586 1.054 0.340 

X4*X7 1227790 329586 3.725 0.014 

X6*X7 155518 329586 0.472 0.657 

R2 = 97.47%, R2adj = 92.92% 

 
由表 6可得本次实验的 R2 = 0.9747, 说明本次实

验结果中有 97.47%是可信的, 而当 R2大于 0.9时, 实

验模型就被认为是可靠的。因此, 本次实验的 R2值说

明该实验模型具有较高的可信度。 

根据实验分析结果得到的各因素效应系数 , 建

立 Macrolactin B 的峰面积对三个显著影响因素的多

元二次方程, 如下所示:  

Y = 7551255 + 1539991X4 + 247032X6  

1596167X7 816353X4X4 1377010X6X6 

2915780X7X7 347290X4X6 1227790X4X6  
+ 155518X6X7 

式中, Y为预测响应值, X4、X6、X7分别为各变量的编

码值。 

根据上述回归方程绘出响应面分析图 , 以确认

葡萄糖 (X4)、装液量 (X6)、温度 (X6)3 个因素对

Macrolatin B产量的影响, 响应面图和等高见图 1、图

2、图 3。 
 

 
 

图 1  Y与 X4、X6的曲面图 

Fig.1  Response surface showing the effect of X4 and X6 con-
centration 
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图 2  Y与 X4、X6的曲面图 

Fig.2  Response surface showing the effect of X4 and X7  
concentration 

 

 
 

图 3  Y与 X6、X7的曲面图 

Fig.3  Response surface showing the effect of X4 and X7  
concentration 

 

从图 1、图 2、图 3 中可看出, 两两因素间存在

比较明显的交互作用 , 最佳点落在实验考察的区域

内。为了更进一步求证最佳点的值, 对所得的回归方

程分别求三个变量的一阶偏导数, 并令其为 0, 得到

三元一次方程组, 求解得: X4=1.40, X6= 0.12, X7= 

0.57。即可得 Macrolactin B产量取得最大值时的最

佳培养条件: 装液量 62.3%, 蛋白胨 15.7mg/L, 酵母

粉 1mg/L, 磷酸亚铁 0.01mg/L, 初始 pH 6.0, 培养温

度 28.4℃。此时代谢产物 Macrolactin B 的峰面积为

9068966微伏*秒。根据之前测定的 Macrolactin B浓

度与色谱峰面积曲线, 可求得此时 Macrolactin B 的

产量是 13.6g/mL。为确定所建立的实验模型与实际

结果的相符性, 在优化的发酵条件下重复实验 3 次, 

得到Macrolactin B的平均产量为 13.2g/mL, 实验值

与理论值相比仅相差 2%, 说明该模型比较可靠。 

3  结论 

用 Plackett-Burman 和 Box-Behnken 实验及响应

面分析, 对海洋解淀粉芽孢杆菌产 Macrolactin B 的

发酵培养基进行优化, 确定最佳的发酵条件为: 装液

量 62.3%, 蛋白胨 15.7mg/L, 酵母粉 1mg/L, 磷酸亚

铁 0.01mg/L, 初始 pH 6.0, 培养温度 28.4℃, 在优化

发酵培养条件下 , 产生的 Macrolactin B 含量达到

13.6g/mL, 比优化前提高了近 8 倍, 也是目前报道

的最高产量。本次优化大大提高了 Macrolactin B 的

发酵效率, 为 Macrolactin B 的后期产业化开发打下

了良好基础。 
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OPTIMIZATION OF CULTURE CONDITIONS FOR PRODUCTION OF  
MACROLACTIN B BY A MARINE BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS 

WANG Hong-Qiang,  HE Shan,  YANG Rui,  ZHU Peng,  YAN Xiao-Jun 
(Ningbo University, Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo, 315211) 

Abstract    A macrolactins-producing marine bacteria were isolated from seawater in Taizhou, Zhejiang Province. This 

strain was identified and named as Bacillus amyloliquefaciens ESB-2 based on phenotypic characteristics and 16S rRNA 

gene sequencing. Minitab statistical software was applied to optimize the fermentation conditions for the production of 

macrolactin B fermented by ESB-2 strain in Plackett-Burman and Box-Behnken design. The optimal fermentation condi-

tions for maximum macrolactin B production were Peptone 5mg/mL, yeast extract 1mg/mL, glucose 17.0mg/L, FePO4 

0.01mg/mL, temperature 27.2℃, initial pH value 6.0, medium volume 57.6%, rotation speed 150r/min, inoculation 5% and 

fermented for 4 days. Under the optimization conditions, the concentration of macrolactin B was increased eight-folds and 

reached 13.6g/mL. 

Key words    Bacillus amyloliquefaciens;  Macrolactin B;  optimization;  response surfaces 


