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　　[摘　要 ]　研究了植酸 (PA )对生防细菌L 2227203 生长、发酵及抑菌能力的影响。结果表明: (1)在发酵 6 h 添

加 0. 006% PA , 18 h 添加 0. 004% PA 对L 2227203 菌株细胞生长的促进作用最强, 达到最佳的添加效果。 (2)添加

PA 能提高L 2227203 菌株细胞增殖速度, 促进菌株提前 6 h 进入对数生长期, 稳定期延长 6 h。(3)添加 PA 发酵后,

生防细菌L 2227203 的抑菌活性增强, 皿内抑菌圈直径最大达 24 mm , 较对照大 6 mm , 萝卜块根防效试验和盆栽防

效试验的最高防效分别为 82. 34% 和 82. 37% , 较对照提高了 13. 39% 和 12. 26% ; 菌体发酵液的耐保藏能力也有所

提高, 发酵液的有效期限延长 3～ 6 个月。 (4) PA 能缓和 pH 变化对菌体生长的影响, 提高菌体对盐的耐受力。
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　　植酸 (Phyt ic A cid, PA )又名环己醇磷酸酯或肌

醇六磷酸酯, 属于维生素B 族, 是一种天然存在的

含磷有机化合物, 主要以钙、镁、钾的复合盐形式存

在于米糠、麸皮、谷物和种子中。由于植酸特殊的环

状结构和极强的螯合效应, 决定了其在食品、医药、

化工和环保等方面的特殊生理和药理作用[1 ]。此外,

PA 及其盐作为一种发酵促进剂对某些微生物的代

谢具有促进效应。据报道[122 ] , PA 能促进某些酶、抗

生素等的生物合成, 如 PA 盐对蜡状芽孢杆菌蕈状

变种 (B acillus cereus var. m y coid es)的 Α21, 62葡萄糖

苷酶和 Β2淀粉酶, 隐球菌属 (C ryp tococcus) 某些种的

磷酸酶, 枯草芽孢杆菌 [B acillus subtilis (A J 23205

# ) ]、绿脓假单胞菌 (P seud om onas aerug inosa ) 和灰

色链霉菌 (S trep tom y ces g riseus) 等的蛋白酶, 桔青

霉 (P en icillium citrinum T hom. )的核糖核苷酶的产

生都具有明显的促进作用, 并能使小单胞菌属 (M i2
crom onosp ora)的某些种, 如 (M . sag an iensis) 庆大霉

素产量提高 7 倍[123 ]。而有关 PA 对生防菌代谢及发

酵影响的研究还未见报道。

本研究通过在生防细菌L 2227203 (尚无商品制

剂) 发酵的培养基中添加 PA , 探讨了其作为促酵剂

提高L 2227203 菌体繁殖速度及其对L 2227203 发酵

及抑菌能力的影响, 以为 PA 在生防细菌发酵工业

中的应用提供理论依据和实践经验。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌　种　生防细菌L 2227203 菌株, 通过特

定筛选程序 (平皿拮抗性测定、发酵液复筛拮抗性测

定及盆栽防效试验观察)筛选自西藏拉萨菜园土, 属

芽孢杆菌属, 对大白菜软腐病菌 (E rw in ia ca rotovo2
ra sub sp. ca rotovora)有较强抑制作用。大白菜软腐

病菌 2# 由本实验室保存。

1. 1. 2　培养基及试剂　生防细菌L 2227203 发酵培

养基、病原菌培养基均选用肉汤蛋白胨培养基; PA

为分析纯, 由山西万荣县里望植酸厂生产, 含量≥

90% ; 其他试剂均为分析纯。

PA 母液的制备: 量取 PA 原液 20 mL , 用 4

mo löL N aOH 调节 pH 值为 7. 0, PA 含量为 72% ,

置于阴暗处备用。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养条件　用灭菌竹签按无菌操作法从斜

面管中挑取少许供试细菌, 接种于一级摇瓶, 在 30

℃, 120 röm in 培养 48～ 56 h 后, 按 10% 接种量接种

于二级摇瓶中, 30 ℃, 120 röm in 培养 48 h; 按 5%

接种量接种于发酵摇瓶 (装液量 50 mL ö250 mL )



中, 150 röm in, 30 ℃振荡发酵培养。

1. 2. 2　测定方法　①细胞生物量的测定: 用 0. 2

mo löL HC l 稀释发酵液 20 倍, 以水作空白对照, 用

721 型分光光度计测定发酵液在 620 nm 处的OD

值, 比色杯的光程为 1 cm [4 ]。②皿内抑菌活性测定:

将滤纸片制成直径 5 mm 大小的圆片, 在发酵液中

浸泡 10 m in, 滤纸片微淋干后, 置于已涂布病原菌

的琼脂平板上, 30 ℃培养 24 h, 观察抑菌圈的有无

及大小[5 ]。③萝卜块根防效试验: 将新鲜萝卜制成高

1 cm , 直径 1. 5 cm 大小的圆柱体, 再将萝卜圆柱体

浸泡在供试发酵液中, 20 m in 后取出; 用接种针按

无菌操作在块根上制造伤口并接种病原菌, 30 ℃保

湿培养; 48 h 后观察块根腐烂程度, 判定发酵液的

防效[6 ]。④盆栽防效试验: 用供试发酵液进行拌种处

理, 待白菜培育至 3～ 4 片叶时, 用针刺法接种病原

菌, 30 ℃保湿 48～ 72 h, 观察植株腐烂状况[627 ]。

1. 3　PA 对L 2227203 菌株生长的影响

1. 3. 1　对L 2227203 菌株细胞生长的影响　以发酵

培养基为基础, 在 0, 6, 12, 18 和 24 h 添加适量经灭

菌处理的 PA 母液, 使发酵摇瓶内 PA 的终浓度分别

为 10% , 1% , 0. 1% , 0. 01% , 0. 001% 和0. 000 1% ,

进行L 2227203 菌株的发酵实验, 以不添加 PA 的发

酵液为对照 (CK) , 发酵 36 h 后测定细胞生物量。

1. 3. 2　对L 2227203 增殖及菌体形态的影响　发酵

过程中每隔 6 h 取发酵液测定细胞生物量, 同时将

菌悬液涂片进行简单染色制片, 在显微镜下观察菌

体细胞形态的变化, 30 ℃振荡培养 48 h, 以不添加

PA 的发酵液为对照 (CK)。

1. 4　对L 2227203 菌株抑菌效果的影响

将生防菌株L 2227203 发酵液常温密闭保藏 0,

1, 3, 6, 9 个月后, 分别进行皿内抑菌活性试验、萝卜

块根防效试验和盆栽防效试验, 以不添加 PA 的发

酵液为对照 (CK)。

1. 5　对L 2227203 菌株耐酸碱性能的影响

添加 PA 后, 用 1 mo löL HC l 和 4 mo löL

N aOH 调节培养液pH 值分别为 3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0,

7. 0, 8. 0, 9. 0, 10. 0, 11. 0 和 12. 0, 30 ℃振荡培养 24

h, 以不添加 PA 的培养基为对照 (CK) , 测定OD 620。

1. 6　对L 2227203 菌株耐盐性能的影响

发酵培养基中添加 PA 后, 分别添加不同量的

氯化钠、磷酸氢二钾、硫酸镁, 调节 pH 值为 7. 0。发

酵 24 h 后, 将菌悬液稀释 100 倍涂布平板, 统计平

板上菌株单菌落数[7 ] , 以不添加 PA , 但进行同样盐

处理的发酵液为对照 (CK)。

2　结果与分析

2. 1　PA 对L 2227203 菌株生长的影响

2. 1. 1　对L 2227203 菌株细胞生长的影响　不同浓

度 PA 对L 2227203 菌株细胞生长的影响见表 1。由表

1 可知, 对不同浓度 PA , 0. 01% PA 对菌株细胞生长

的促进效果最好; 对不同添加时间, 发酵 6 和 18 h 时

添加 PA 对菌体细胞生长的促进效果较好。将0. 01%

PA 于 6 和 18 h 分批量添加, 以发酵初次添加0. 01%

PA 为对照, 结果 (表 2) 表明, 在发酵 6 h 添加

0. 006% PA , 18 h 添加 0. 004% PA 对L 2227203 菌

株细胞生长的促进作用最强, 达到最佳的添加效果。

2. 1. 2　对L 2227203 增殖及菌体形态的影响　由图

1 可知, 添加 PA 后, L 2227203 菌株生长的迟缓期由

最初的 12 h 缩短至 6 h; 发酵 6 h 后即进入对数生

长期, 较CK 提前 6 h, 此期内菌株细胞大量增殖, 增

殖速度较CK 有所提高; 稳定期为发酵 18～ 36 h, 较

CK 延长 6 h, 发酵 24 h 菌株细胞量达到最大值, 比

CK 提前 6 h; 于发酵 36 h 后进入衰亡期, 但进入速

度明显落后于CK。添加 PA 发酵 24 h 的L 2227203

菌株具有最佳的生长、发酵性能, 有助于缩短菌株发

酵时间, 提高菌株利用效率。观察菌体细胞形态发

现,L 2227203 菌株在添加 PA 的培养液中生长旺盛,

繁殖更迅速, 细胞形态大小均一, 菌体产生芽孢的时

间推迟。这进一步说明, 添加 PA 对L 2227203 的生

长、繁殖有促进作用。
表 1　PA 对L 2227203 菌株细胞生长的影响

T able 1　Effect of PA on cell grow th of stra in L 2227203

PA 浓度ö%
Concentra2
t ion of PA

OD 值 N um ber of OD

0 h 6 h 12 h 18 h 24 h

10 0. 024 0. 174 0. 168 0. 197 0. 129
1 0. 192 0. 258 0. 249 0. 262 0. 222

0. 1 0. 305 0. 350 0. 315 0. 354 0. 303
0. 01 0. 347 0. 384 0. 361 0. 388 0. 368

0. 001 0. 329 0. 360 0. 343 0. 357 0. 338

0. 000 1 0. 310 0. 344 0. 326 0. 349 0. 317
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表 2　分批量添加 PA 对L 2227203 菌株生长的影响

T able 2　Effect of batch adding PA on grow th of L 2227203

PA 添加量A ddition of PA

6 h 18 h

OD 值
N um ber of OD

PA 添加量A ddition of PA

6 h 18 h

OD 值
N um ber of OD

CK CK 0. 357 0. 005 0. 005 0. 376 b B

0. 002 0. 008 0. 364 f E 0. 006 0. 004 0. 388 a A

0. 003 0. 007 0. 369 d CD 0. 007 0. 003 0. 367 e D

0. 004 0. 006 0. 371 c C

　　注: 数据后字母表示差异显著性水平, 其中小写字母为Α= 0. 05 水平, 大写字母为 Α= 0. 01 水平 (DUN CAN 检验)。

N o te: The letter indicates sign ifican t level. Sm all letter m eans Α= 0. 05 and cap ital letter m eans Α= 0. 01 (DUN CAN test).

图 1　PA 对L 2227203 细胞增殖的影响

F ig. 1　Effect of PA on p ro lifera t ion

of stra in L 2227203

2. 2　PA 对L 2227203 菌株抑菌效果的影响

由图 2 可知, 添加 PA 的L 2227203 菌株发酵液

对大白菜软腐病菌有很好的抑制作用, 其抑菌圈直

径最大可达 24 mm , 较 CK 大 6 mm ; 发酵液保藏 6

个月仍有较好的抑菌活性, 而CK 的有效抑菌期为

3 个月。萝卜块根防效试验和盆栽防效试验中的防

治效果也有明显提高, 最高防效分别为 82. 34% 和

82. 37% , 较CK 分别提高了 13. 39% 和 12. 26% ; 保

藏 9 个月的发酵液对大白菜软腐病仍有微弱的防治

效果, 较CK 的有效防效期延长约 6 个月。添加 PA

的L 2227203 菌株发酵液, 在皿内抑菌活性试验、萝

卜块根防效试验及盆栽防效试验中, 对大白菜软腐

病菌的抑制能力均较CK 有所提高, 表现出一致性;

同时, 添加 PA 对菌体发酵液的保藏亦有一定的促

进效果, 能够相对延长发酵液的有效期限。但是, 对

发酵液保藏的促进作用是否由添加 PA 直接引起,

仍需要进一步验证。

图 2　PA 对L 2227203 菌株发酵液抑菌效果的影响

F ig. 2　Effect of PA on an tagom ism of L 2227203 ferm ented liqu id

2. 3　PA 对L 2227203 菌株耐酸碱性能的影响

图 3 表明, pH 7. 0 是L 2227203 菌株最佳的生

长 pH。pH 为 4. 0～ 12. 0 时, 与 CK 相比, 添加 PA

的培养液中L 2227203 菌株生长较旺盛。添加 PA

后, pH 的变化对菌株生长的影响有所缓和, 这种趋

势在碱性条件下表现的更为明显。

2. 4　PA 对L 2227203 菌株耐盐性能的影响

由表 3 可知, PA 的添加有助于提高L 2227203

菌株对无机盐的耐受力, 尤其是对硫酸镁盐的耐受

力显著增强, 这可能是由于 PA 易与镁离子发生螯

合作用, 从而阻止了过量金属离子对菌株的毒害作

用。
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图 3　PA 对L 2227203 菌株耐酸碱性能的影响

F ig. 3　Effect of PA on the acid and alkali resistance of L 2227203

表 3　PA 对L 2227203 菌株耐盐性能的影响

T able 3　Effect of PA on salt2to lerance of L 2227203

N aC lö% CK 添加 PA
A dding PA K2H PO 4ö% CK 添加 PA

A dding PA M gSO 4ö% CK 添加 PA
A dding PA

0. 5 + + + + + + 0. 05 + + + + + + 0. 05 + + + + + +

1 + + - 0. 1 + + + 0. 1 + + +

2 - + 0. 2 - + 0. 2 - + -

5 - - 0. 5 - - 0. 5 - +

10 - - 1. 0 - - 1. 0 - -

　　注: + + + . 生长菌落数≥100; + + . 生长菌落数 50～ 100; + - . 生长菌落数 20～ 50; + . 生长菌落数 0～ 20。

N o te: + + + . N um ber of co lon ies≥100; + + . N um ber of co lon ies 50- 100; + - . N um ber of co lon ies 20- 50; + . N um ber of co lon ies 0-

20.

3　讨　论

PA 是近年来新发现的重要天然含磷有机化合

物, 是种子、谷物 60%～ 80% 有机磷储存的重要仓

库[8 ]。磷是核酸和磷脂的成分, 组成多磷化合物及许

多酶的活性基, 微生物对磷的需要量也很高, 一般为

0. 005～ 0. 01 mo löL。磷进入细胞后即迅速同化为

有机磷化合物, 同时形成A T P, AD P 等, 用于调节

微生物细胞生长及发酵过程的能量代谢。同时, PA

还是一种非离子型表面活性剂, 积累在细胞膜的表

面, 可以改善氧的通透性及物质传递性, 从而加快菌

体繁殖速度, 进而加快营养物质的消耗及产物的生

成和分泌[9210 ]。此外, 由于 PA 具有极强的螯合作用,

因而在使用时其用量过多或过少效果均不好, 而应

控制在适量范围内。

本研究结果表明, 在发酵 6 h 添加 0. 006%

PA , 18 h 添加 0. 004% PA 对L 2227203 菌株细胞生

长的促进作用最强, 达到最佳的添加效果; 添加 PA

能提高L 2227203 菌株细胞增殖速度, 促进菌株提前

6 h 进入对数生长期, 使稳定期延长 6 h, 添加 PA 发

酵 24 h 的L 2227203 菌株具有最佳的生长、发酵性

能, 有助于缩短菌株发酵时间, 提高菌株利用效率;

添加 PA 后, 生防细菌L 2227203 的抑菌活性增强,

皿内抑菌圈直径最大达 24 mm , 较对照大 6 mm , 萝

卜块根防效试验和盆栽防效试验的最高防效分别为

82. 34% 和 82. 37% , 较对照高 13. 39% 和 12. 26% ;

菌体发酵液的耐保藏能力也有所提高, 发酵液的有

效期限延长 3～ 6 个月; PA 能缓和 pH 的变化对菌

株生长的影响, 特别是在碱性条件下表现更为明显;

添加 PA 有助于提高L 2227203 菌株对盐的耐受力,

尤其是对硫酸镁盐的耐受力显著增强。

目前, 普遍认为植酸促酵原理是打破细胞内酶

合成的“反馈平行”, 改善细胞膜通透性, 增加膜内外

物质交换, 能量转化, 代谢调节等[11 ] , 其是否还存在

其他作用机理, 还有待于进一步研究。
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Effects of phyt ic acid on the grow th, ferm en ta t ion and

an tagon ism of b iocon tro l bacterium L 2227203

L U Yan -wen , AN D e-rong, SHENG Cun -bo, CHEN L i
(K ey L abora tory of P lan t P rotection R esou rces and P estM anag em en t M in istry of E d uca tion, Colleg e of P lan t P rotection,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of Phyt ic A cid (PA ) on the grow th, ferm en ta t ion and an tagon ism of b iocon tro l

bacterium L 2227203 w ere studied. T he resu lts show ed that: (1) T he op t im um addit ion of PA w as adding

0. 006% after ferm en ted 6 h and adding 0. 004% after ferm en ted 18 h,w h ich best p romo te the cells grow th

of st ra in L 2227203. (2) PA accelera ted cells p ro lifera t ion ra te,m ade exponen t ia l phase ahead of schedu le fo r

6 h and sta t ionary phase ex tended fo r 6 h. (3) A fter PA w as added, the an tagon ism of L 2227203 w as ad2
vanced, the b iggest inh ib it ing zones in p la te w as 24 mm , b igger than CK by 6 mm , the st rongest con tro l ef2
fect of rad ish m ethod and po t experim en t w ere 82. 34% and 82. 37% , bet ter than CK by 13. 39% and

12. 26% ; A fter PA w as added, ferm en ted liqu id ab ility of sto rage w as imp roved and the t im e of ferm en ted

liqu id p reservat ion w as p ro longed by 3- 6 mon th s. (4) PA dep ressed the influence of pH and enhanced the

salt2to lerance of th is st ra in.

Key words: Phyt ic A cid; b iocon tro l bacterium ; grow th; ferm en ta t ion; an tagon ism
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