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响应面法优化桔青霉 PA-33 菌株的发酵工艺

倪　赛，刘银春，李　健，李肖鹤，朱向东
(江西农业大学 生物科学与工程学院，江西 南昌 330045)

摘要: 【目的】优化桔青霉 Penicillium citrinum PA-33 发酵培养基和发酵条件，以提高桔青霉 PA-33 的抗菌活性。

【方法】采用单因素试验确定桔青霉 PA-33 发酵所需最适基础培养基、碳氮源和无机盐，并利用响应面法设计确

定最适发酵培养基配方；在发酵条件单因素试验基础上，采用三元二次通用旋转组合设计和频率分析法优化其最

适发酵条件组合。 【结果】经优化后，最佳发酵培养基配方为马铃薯汁液 219.91 g·L−1、甘露醇 34.11 g·L−1、黄豆粉

6.25 g·L−1；最适发酵条件为装液量 50 mL、接种量 3.5% (φ)、发酵温度 28 ℃，摇床转速 150 r·min−1、发酵时间 12 d。

优化后发酵液对大肠埃希菌 Escherichia coli 的抑菌圈直径为 28.99 mm，较优化前抑菌圈直径 (18.73 mm) 增加了

10.26 mm。【结论】采用响应面法、三元二次通用旋转组合设计和频率分析法优化发酵工艺，显著提高了桔青霉

PA-33发酵液的抗菌活性，为该菌株的抗菌活性物质的分离以及工业化生产提供依据。
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Fermentation optimization of Penicillium citrinum PA-33 strain by
response surface method

NI Sai, LIU Yinchun, LI Jian, LI Xiaohe, ZHU Xiangdong
(College of Bioscience and Bioengineering, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China)

Abstract: 【Objective】To optimize the medium composition and fermentation conditions of Penicillium

citrinum PA-33 to improve its antibacterial activity. 【Method】Single factor experiments were used to

determine the optimum basic medium, carbon sources, nitrogen sources and inorganic salts. The optimum

formulation of fermentation medium was determined by response surface methodology. On the basis of single

factor tests of fermentation conditions, the optimal combination of fermentation conditions was optimized by

ternary quadratic rotation unitized design and frequency analysis method. 【Result】The optimal medium

composition were: Potato juice 219.91 g·L−1, mannitol 34.11 g·L−1 and soybean powder 6.25 g·L−1. The optimal

fermentation conditions were: Liquid volume 50 mL, inoculation concentration 3.5% (φ), culture temperature 28

℃, rotation speed 150 r·min−1 and fermentation for 12 d. The inhibition zone diameter of fermentation broth

after optimization on Escherichia coli reached 28.99 mm, increased by 10.26 mm compared with 18.73 mm

under the original conditions. 【Conclusion】Response surface methodology, ternary quadratic rotation unitized

design and frequency analysis method significantly enhance the antibacterial activity of fermentation broth of

Penicillium citrinum PA-33, and this study provides a basis for isolation of antibacterial active substances and

industrial production of this strain. 
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如今，新抗生素的研发速度缓慢，已不足以应

对当今耐药菌感染的现况。面对这一现状，注重新

型抗生素的研究、加快新型抗生素的发现和更替已

成为应对耐药菌的研究热点。而来源于青霉属

Penicillium sp.真菌的活性产物具有抗菌、抗肿瘤和

抗病毒等功效，除此之外青霉属真菌还能分泌高活

性的水解酶类、降解多种芳香类污染物和促进 C、
N等多种元素的循环利用[1]。目前为止，已报道 1 300
种以上来源于青霉属真菌的代谢产物，普遍具有抗

菌、抗虫、抗病毒、抗肿瘤和抗心血管疾病等活性[2]。

桔青霉 Penicillium citrinum 属于青霉属的一种，来

源于桔青霉的新型生物碱腺苷 (Penicitrinine A)
可抑制多种肿瘤细胞的增殖，除此之外，桔青霉也

是抗菌药物桔霉素衍生物的重要来源[3-5]。已报道从

桔青霉中分离出一种新的桔霉素衍生物柠檬醛

(Citrinacetal)，以及另一种新的衍生物苯地林醇

( P e n i c i t r i n o l   L ) 和 2 种已知的类似物腺苷

(Penidicitrinin B[6]、pennicitrinone A[7])。
优化产抗生素菌株的发酵培养基是提高抗生

素产率的重要途径。微生物发酵代谢受多种生物

和非生物因子的影响，发酵培养基和发酵条件的

改变均可导致代谢途径出现差异，由此可能产生

不同的代谢产物 [8]。碳源、氮源、微量元素以及培

养条件等的改变会导致青霉属真菌发酵液的体外

抗菌谱和抗肿瘤谱变化，这也说明青霉属发酵液

中的活性产物出现差异 [1]。对于产抗生素的菌株

而言，发酵培养基的营养成分和发酵条件直接影

响菌株的生长、代谢产物的调控和途径，进而影响

其生物活性的强弱。来源不同的同一种菌株往往

具有不同的营养需求和产抑菌物质发酵特性，最

适发酵培养基组分和发酵条件差异较大 [9]。因此，

研究微生物发酵所需的最适发酵培养基配方和发

酵条件是提高其抗生素产量的另一条途径和思

路。响应面分析法是优化发酵工艺的一种高效方

法，已成为国际上新发展的一种优化理论方法，广

泛应用于化学化工、生物工程、制药、食品工业、农

业等领域 [10-13]。响应面法不仅可以得到响应值与

变量之间的关系，而且可以设计出最优组合，使响

应值达到最大[14]。在多变量系统中，响应面法用于

研究变量的作用及寻找最适条件方面得到广泛应

用，包括优化反应条件和优化发酵条件，通过响应

面法优化培养基提高发酵产物产量 [15]。金黄色葡

萄球菌 Staphylococcus  aureus 和大肠埃希菌

Escherichia coli 是最常见的感染致病菌，并且是革

兰阳性和阴性菌的代表性菌株，除此之外枯草芽

孢杆菌 Bacillus subtil is 和苏云金芽孢杆菌 B.
thuringiensis 也是最普遍的芽孢杆菌属菌株，以此

为抗菌活性测试菌具有代表性。

为了提高桔青霉 PA-33抗菌活性，本试验采用

Box-Behnken 响应面法、二次通用旋转组合设计和

频率分析法进行最适发酵培养基和发酵条件优化

试验，为菌株的进一步开发和工业化生产提供理论

依据。

1   材料与方法

1.1    材料

1.1.1    供试菌株　桔青霉 PA-33 由南昌市生物资

源保护与利用重点实验室从江西省鄱阳湖国家湿

地公园白沙洲土样中分离筛选并保藏；大肠埃希

菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和苏云金芽孢

杆菌的菌株保存于江西农业大学生物科学与工程

学院实验室。

1.1.2    供试试剂　牛肉膏和酵母膏等购自北京奥

博星生物技术有限责任公司；玉米粉、甘露醇和黄

豆粉等购自北京索莱宝科技有限公司。

1.1.3    培养基　马铃薯葡萄糖液体培养基 (PDB)：
马铃薯汁液 200 g·L−1，葡萄糖 20 g·L−1，蒸馏水 1 L；
沙氏液体培养基 (SD)：葡萄糖 40 g·L−1，蛋白胨

10 g·L−1，蒸馏水 1 L；查氏酵母膏液体培养基 (CY)：
蔗糖 30 g·L−1 ，酵母膏 10 g·L−1，NaNO3 3 g·L−1，

KCl 0.5 g·L−1，MgSO4·7H2O 0.5 g·L−1，FeSO4

0.01 g·L−1，K2HPO4 1 g·L−1，蒸馏水 1 L； 马铃薯葡萄

糖蛋白胨培养基 (PDP)：马铃薯汁液 200 g·L−1，葡萄

糖 20 g·L−1，蛋白胨 10 g·L−1 ，pH 6.0~6.5，蒸馏水 1 L；
查氏培养基 (CA)：NaNO3 2 g·L−1，KCl 0.5 g·L−1，

MgSO4·7H2O 0.5 g·L−1，FeSO4 0.01 g·L−1，K2HPO4

1 g·L−1 ，蒸馏水 1 L。
1.2    发酵液抗菌活性测试

1.2.1    病原菌的活化　活化病原细菌时，挑取冷冻

保存的病原细菌至新鲜的牛肉膏蛋白胨培养基，

37 ℃ 恒温培养 24 h，然后接种至牛肉膏蛋白胨液

体培养基中，37 ℃、160 r·min−1 振荡培养 24 h，备用。
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1.2.2    活性测试　采用管碟法，将 1 mL 病原菌菌

液与 100 mL 冷却至 45~50 ℃ 的培养基混合后，分

装倒入直径为 90 mm 平板中，待培养基凝固后，用

直径为 6 mm 打孔器打孔，以无菌蒸馏水为对照

(CK)，每个孔加入 200 μL 发酵液，重复 3 次，细菌

37 ℃ 恒温培养 24 h，十字交叉法测量抑菌圈直径。

下述活性测试均参照此方法，以大肠埃希菌为病原

指示菌，根据抑菌圈直径大小确定最适因素。

1.3    菌株 PA-33 发酵工艺优化

1.3.1    培养基成分单因素试验　参照文献[16-17]
优化培养基成分：1) 将菌株 PA-33 分别接种至

PDB、SD、CY、PDP和 CA液体培养基中，确定最适

基础培养基。2) 分别将蔗糖、淀粉、玉米粉、乳糖、

果糖、糊精、甘油、甘露醇、麦芽糖、葡萄糖等替换基

础培养基中的碳源，确定最适碳源；3) 分别将蛋白

胨、酵母浸粉、牛肉膏、胰蛋白胨、黄豆粉、尿素、麸

皮、KNO3、NH4NO3 和 NH4Cl等加入到最佳碳源培

养基中，确定最适氮源；4) 分别将 5 g·L−1  NaCl、
KCl、K2HPO4、KH2PO4 和 Na2HPO4，以及 0.5 g·L−1

CaCl2 和 MgSO4·7H2O 加至最适碳氮源培养基，确

定最适无机盐。5) 考察不同浓度马铃薯、甘露醇和

黄豆粉对菌株 PA-33发酵液抗菌活性的影响。上述

试验接种量为 6% (φ)，装液量为50 mL，28 ℃ 条件

下 150 r·min-1 摇床培养 7 d。
1.3.2    Box-Behnken 响应面法优化培养基配方　根

据最适碳氮源和无机盐的筛选结果，选择影响菌株

PA-33 抗菌活性强弱的马铃薯、甘露醇和黄豆粉

3个因素，采用 Design-Expert 8.0.6软件设计三因素

三水平 Box-Behnken响应面试验并进行数据分析。

1.3.3    发酵条件单因素试验　选用优化的最佳发

酵培养基配方，利用单因素试验分别考察装液量

(25、50、75、100、150 和 200 mL)、接种量 (1%、3%、

6%、9%、15% 和 20%)(φ)、初始 pH(3、5、6、7、8 和

9)、温度 (24、28、30 和 37 ℃) 以及发酵时间 (4、6、
8、10、12和 16 d)对发酵液抑菌活性的影响，各组重

复 3次。各因素固定发酵条件为：接种量为 6% (φ)，
装液量为 50 mL，28 ℃、150 r·min−1 摇床培养 7 d。
并根据抑菌圈直径的大小确定最适发酵条件。

1.3.4    三元二次通用旋转组合设计优化发酵条件

　在发酵条件单因素优化基础上，选择对抗菌活性

强弱影响最大的温度、接种量和装液量 3 个因素，

运用 DPS(7.05)软件进行三元二次通用旋转组合设

计，其他因素选用单因素试验最佳水平，采用频率

分析法确定最佳发酵条件，并验证试验结果。

1.3.5    优化培养基发酵液抗菌活性测试　在优化

后发酵培养基和发酵条件基础上，参照“1.3”节方

法测定其发酵液对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、苏云金芽胞杆菌和大肠埃希菌的抗菌活性，以

PDB培养基为对照，每组重复 3次。

1.4    数据统计与分析

用 SPSS 19.0软件进行数据分析，采用 Duncan’s
法进行多重比较，采用 Origin pro 8.0作图。

2   结果与分析

2.1    菌株 PA-33 发酵培养基单因素优化

2.1.1    基础培养基　不同的培养基对菌株 PA-33
抗菌活性的影响差异显著。PDB 培养基中的发酵

液抗大肠埃希菌的抑菌圈直径最大，达到 20.01 mm。

在 PDP、CY 和 CA 培养基中发酵液的抑菌圈直径

分别为 18.53、15.06 和 12.95 mm，而在 SD 培养基

中未表现出活性。因此选择 PDB培养基作为发酵

优化的初始培养基 (图 1A)。
2.1.2    碳源　与葡萄糖 (抑菌圈直径 17.67 mm)相
比，甘露醇、玉米粉和乳糖的添加显著提高抗菌活

性，分别增加 6.10、5.83 和 5.47 mm，且差异极显

著；添加蔗糖、淀粉、果糖、糊精和麦芽糖发酵液的

抑菌圈直径分别增加 3.06、3.57、3.98、4.47和 2.80 mm，
其差异显著；而添加甘油的发酵液的抑菌圈直径

仅增加 0.28 mm。从发酵液活性提高的程度和成

本考虑，选择甘露醇作为发酵培养基的最佳碳源

(图 1B)。
2.1.3    氮源　10种外加氮源中，与对照 (PDB培养

基+甘露醇，抑菌圈直径 23.20 mm) 相比，黄豆粉的

添加使菌株 PA-33 发酵液的抑菌圈增加 3.00 mm，

达到最大；添加麸皮发酵液的抑菌圈直径提高不明

显，仅增加 1.66 mm；而添加有机氮源蛋白胨、酵母

浸粉、牛肉膏、胰蛋白胨和尿素，以及无机氮源 KNO3、

NH4NO3 和 NH4Cl 的发酵液抑菌圈直径均小于对

照组，其中添加尿素无抗菌活性。因此根据抗菌活

性提高的程度，选择黄豆粉作为发酵培养基优化的

最佳氮源 (图 1C)。
2.1.4    无机盐　最佳碳氮源基础培养基 (对照) 的
基础上，添加无机盐并未提高菌株 PA-33发酵液的

抗菌活性。添加 K2HPO4 和 CaCl2 等 10 种无机盐

发酵液抑菌圈直径均低于对照培养基，且对发酵液

的抗菌活性无影响。由于基础培养基中的马铃薯汁

含有各种微生物生长所需的无机盐成分，额外的无

机盐添加会抑制微生物的正常生长，进而影响代谢
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活性产物的合成。因此，菌株 PA-33 发酵液优化的

培养基无需额外添加无机盐 (图 1D)。

2.1.5    菌株 PA-33 培养基成分添加量的测定　在

各浓度区间内，发酵液抑菌圈直径均随浓度的增加

先升后降，当马铃薯添加量为 200 g·L−1，发酵液抑

菌圈直径最大；甘露醇添加量为 30~35 g·L−1，发酵

液抑菌圈直径最大；黄豆粉为 7.5 g·L−1 时，发酵液

抑菌圈直径最大 (表 1)。

2.2    培养基配方 Box-Behnken 响应面优化

2.2.1    Box-Behnken 试验　对 Box-Behnken试验结

果进行回归方差分析 (表 2)，模型显著性检验 P 为

0.000 2，影响极显著；失拟性检验 P 为 0.118 9，模型
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B图中横坐标的数字 1、2、3、4、5、6、7、8、9和 10分别代表葡萄糖、蔗糖、淀粉、玉米粉、乳糖、果糖、糊精、甘油、甘露醇和麦芽糖；C图中横坐标的数

字 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10和 11分别代表对照、蛋白胨、酵母浸粉、牛肉膏、胰蛋白胨、黄豆粉、尿素、KNO3、NH4NO3、NH4Cl和陈皮；各图中柱子上方

的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05, Duncan’s法)
In figure B，number 1，2，3，4，5，6，7，8，9 and 10 represent glucose, sucrose, starch, corn flour, lactose, fructose, dextrin, glycerin, mannitol and maltose,

respectively; In figure B，number 1，2，3，4，5，6，7，8，9, 10 and 11 represent control, peptone, yeast extract, beef extract, tryptone, soybean powder, urea,
KNO3, NH4NO3, NH4Cl and bran, respectively; In each figure, different lowercase letters on the bars indicate significant difference (P<0.05, Duncan’s test)

图 1    不同培养基成分对发酵液抗菌活性的影响

Fig. 1    Effects of different medium ingredients on the antibacterial activities of fermentation broth

 

表 1   不同质量浓度的培养基成分对菌株 PA-33 抗菌活性的影响1)

Table 1    Effects of different concentrations of medium components on antibacterial activities of fermentation broth
 

ρ(马铃薯)/(g·L−1)
Patato content

抑菌圈直径/mm
Inhibition zone

diameter

ρ(甘露醇)/(g·L−1)
Mannitol content

抑菌圈直径/mm
Inhibition zone

diameter

ρ(黄豆粉)/((g·L−1)
Soybean powder

content

抑菌圈直径/mm
Inhibition zone

diameter
100 22.93±0.52ab 20 22.03±0.12c 5.0 23.83±0.69c

150 23.13±0.25ab 25 23.33±0.09b 7.5 27.93±0.19a

200 23.47±0.25a 30 26.60±0.83a 10.0 25.77±0.31b

250 22.53±0.19b 35 25.50±0.08a 12.5 25.13±0.09b

300 21.80±0.16c 40 23.43±0.87b 15.0 22.43±0.17d

　1) 同列数据后的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05，Duncan’s 法 )
　1) Different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05，Duncan’s test)
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失拟性不显著；另外 CV%、RH 和 Radj 2 分别为

2.490 0、0.966 2 和 0.922 7，表明该回归模型误差

小、拟合度好，可用于分析预测菌株 PA-33 产抗菌

活性物质发酵培养基优化。除此之外，甘露醇和黄

豆粉对菌株 PA-33 发酵液抗菌活性的影响极显著

(P<0.01)，而马铃薯对菌株 PA-33 发酵液抗菌活性

的影响不显著。由 F 值可知，3 因素对发酵液抗菌

活性的影响程度为甘露醇>黄豆粉>马铃薯。由各因

素交互影响 P 值可知，仅因素 AC 项影响极显著，

AB 和 BC 项影响均不显著，去除不显著项，可得回

归模型方程：Y=26.98+1.4B−1.34C−1.54AC−1.86A2−
1.71B2−1.11C2。

由 Expert Design 8.0.6软件作 3因素交互影响

曲面图，由图 2 可知，甘露醇曲面最陡，黄豆粉次

之，而马铃薯坡面最缓，因坡面越陡对其抑菌圈直

径的影响最大，可得知 3 因素对抗菌活性影响程度

为：甘露醇>黄豆粉>马铃薯，与表 2结果一致。

2.2.2    培养基配方优化与验证　由 Expert Design
8.0.6 软件对回归模型进行 RSM 优化预测，得最佳

发酵培养基配方为马铃薯汁液 219.91 g·L−1、甘露

醇 34.11 g·L−1、黄豆粉 6.25 g·L−1，发酵液抑菌圈直

径预测最大值为 27.71 mm。通过此配方以发酵温

度 28 ℃、摇床转速 150 r·min−1、接种量 6% (φ)、装
液量 50 mL、发酵时间 7 d 为发酵条件，重复 3 次，

抗性试验表明抑菌圈直径为 27.37 mm，与预测值

27.71 mm 无显著差异，表明此模型可靠。与 PDA
基础培养基发酵液抑菌圈直径 18.73 mm 相比，抑

菌圈直径增加 8.64 mm。
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A1、A2和 A3为响应面 3D图；B1、B2和 B3为等高线图

A1, A2, and A3: 3D maps of response surfaces; B1, B2, and B3: Contour maps

图 2    菌株 PA-33 抗菌活性的响应曲面图

Fig. 2    Response surface plots of antibacterial activity of strain PA-33

 

表 2   Box-Behnken 试验方差分析

Table 2    Analysis of variance for Box-Behnken experiment
 

来源1) Source    SS DF MS F P2)

模型 Model 76.25 9 8.47 22.24 0.000 2**
A 1.07 1 1.07 2.80 0.138 3

B 15.62 1 15.62 41.01 0.000 4**

C 14.36 1 14.36 37.70 0.000 5**

AB 0.07 1 0.07 0.17 0.691 9

AC 9.52 1 9.52 24.98 0.001 6**

BC 0.01 1 0.01 0.02 0.894 4

A2 14.56 1 14.56 38.22 0.000 5**

B2 12.31 1 12.31 32.30 0.000 7**

C2 5.19 1 5.19 13.61 0.007 8**
残差

Residual
2.67 7 0.38

失拟

Lack of fit
1.96 3 0.65 3.71 0.118 9

误差

Error
0.71 4 0.18

总变异

Total variation
78.92 16

　1) A、B 和 C 分别表示马铃薯、甘露醇和黄豆粉；2) “**” 表
示模型具有极显著影响 (P<0.01)
　1)  A,  B  and  C  represent  potato,  mannitol  and  soybean
powder, respectively; 2) “**” indicates the model is highly significant
(P<0.01)
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2.3    菌株 PA-33 发酵条件单因素优化

2.3.1    装液量　装液量对发酵液的抑菌活性影响

极显著 (图 3A)，随着装液量的递增，其发酵液的抗

菌活性先增加后减小，当装液量为 50 mL 时，抑菌

圈直径最大，为 27.13 mm。当装液量为 100和 150 mL
时，抑菌圈直径显著降低。装液量会影响菌株发酵

的需氧量，说明菌株 PA-33抑菌活性物质的合成属

于需氧代谢。

2.3.2    接种量　不同的接种量其发酵液的抗菌活

性差异较显著 (图 3B)。随着接种量增加，发酵液的

抑菌圈直径呈递减趋势，接种量为 3% (φ) 时，发酵

液抑菌圈直径最大，为 28.23 mm。菌量会影响发酵

液的抗菌活性，菌量越大，可能对所需的营养成分

需求越大，进而无法满足自身需求，从而影响生物

活性物质的合成。

2.3.3    初始 pH　pH对其发酵液抗菌活性影响不大

（图 3C）。初始 pH 在 3~9 时，抑菌圈直径总体无明

显变化，pH3 条件下的抑菌圈直径略高于 pH5 和

pH6条件下的抑菌圈直径。

2.3.4    发酵温度　温度对发酵液的抗菌活性有显

著影响 (图 3D)。随着温度的增加，其发酵液抑菌圈

直径先增加后减小。当发酵温度为 28 ℃ 时，发酵

液抑菌圈直径最大，为 27.67 mm，温度达 37 ℃ 时，

其抑菌圈直径显著降低。

2.3.5    发酵时间　发酵时间显著影响其发酵液的

抗菌活性 (图 3E)。随着发酵时间的延长，其发酵液

的抑菌圈直径呈先增后减的变化趋势。发酵至 12 d
时，抑菌圈直径最大，为 29.00 mm。

2.4    三元二次通用旋转组合设计优化发酵条件

2.4.1    模型的建立与显著性检验　根据发酵条件

单因素试验，选取发酵温度、装液量和接种量 3 个

因素为自变量，通过三元二次通用旋转组合试验，

进一步确定最佳发酵条件 (表 3)。
利用 DPS7.05 软件对表 3 试验结果进行方差

分析，结果如表 4 所示，回归失拟性检验 F 值为

2.233 2，其 P 值为 0.130 9>0.05，不显著；拟合检验

F 值为 10.413 2，其 P 值为 0.000 8<0.01，极显著，所

得回归模型与实测值拟合良好，适用于发酵条件参

数的优化预测。逐步回归法得到发酵液抑菌圈直

径 (Y) 与 3 个发酵试验参数关系的二次回归方程：

Y=28.937−0.144X1+0.168X2+0.004X3−0.667X1
2+

0.067X2
2−0.044X3

2+0.039X1X2+0.013 8X1X3+
0.011X2X3。由 F 值可知各试验因素对发酵液抑菌

圈直径的影响能力为接种量>温度>装液量，3 个因

素对发酵液的抗菌活性影响不显著 (P>0.05)，3 个

因素间两两交互作用均不显著。在 α=0.10 显著水

平剔除不显著项，建立模型的简化回归方程：

Y=28.937−0.144X1+0.168X2−0.667X1
2。
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各图中, 柱子上方的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05, Duncan’s法)

In each figure, different lowercase letters on the bars indicate significant difference (P<0.05, Duncan’s test)

图 3    不同发酵条件对菌株 PA-33 抑菌活性的影响

Fig. 3    Effect of different dermentation condition on antimicrobial activity of strain PA-33
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表 3   三元二次通用旋转组合试验设计及结果1)

Table 3    Design and results for quadratic general rotary composite
 

试验号

Test No.
θ/℃

接种量(φ)/ %
Inoculation concentration

装液量/mL
Liquid volume

抑菌圈直径/mm
Inhibition zone diameter

  1 30(1) 5(1) 60(1) 28.30

  2 30(1) 5(1) 40(−1) 28.37

  3 30(1) 2(−1) 60(1) 27.80

  4 30(1) 2(−1) 40(−1) 27.93

  5 26(−1) 5(1) 60(1) 28.73

  6 26(−1) 5(1) 40(−1) 28.87

  7 26(−1) 2(−1) 60(1) 28.40

  8 26(−1) 2(−1) 40(−1) 28.57

  9 24.6(−1.682) 3.5(0) 50(0) 26.88

10 31.4(1.682) 3.5(0) 50(0) 27.00

11 28(0) 0.977(−1.682) 50(0) 28.80

12 28(0) 6(1.682) 50(0) 29.23

13 28(0) 3.5(0) 33.2(−1.682) 28.53

14 28(0) 3.5(0) 66.8(1.682) 28.87

15 28(0) 3.5(0) 50(0) 28.80

16 28(0) 3.5(0) 50(0) 28.93

17 28(0) 3.5(0) 50(0) 29.20

18 28(0) 3.5(0) 50(0) 29.13

17 28(0) 3.5(0) 50(0) 29.00

18 28(0) 3.5(0) 50(0) 28.90

　1) 括号中的数值为编码值

　1) Numbers in the brackets are coded values
 

表 4   三元二次通用旋转组合试验结果方差分析

Table 4    Analysis of variance for results from quadratic general rotary united design
 

来源 Source SS DF MS PCC F P
X1 0.283 6 1 0.283 6 −0.515 4 3.617 2 0.086 4

X2 0.385 1 1 0.385 1 0.573 9 4.910 4 0.051 0

X3 0.000 3 1 0.000 3 0.018 9 0.003 6 0.953 5

X1
2 6.406 3 1 6.406 3 −0.943 9 81.696 5 0.000 1

X2
2 0.064 5 1 0.064 5 0.275 6 0.822 2 0.385 9

X3
2 0.028 5 1 0.028 5 −0.187 3 0.363 6 0.559 9

X1X2 0.012 0 1 0.012 0 0.122 8 0.153 2 0.703 7

X1X3 0.001 5 1 0.001 5 0.043 9 0.019 3 0.892 3

X2X3 0.001 0 1 0.001 0 0.035 9 0.012 9 0.911 8

回归 Regression 7.349 1 9 0.816 6 10.413 2 0.000 8

残差 Residual 0.784 2 10 0.078 4

失拟 Lack of fit 0.541 6 5 0.108 3 2.233 2 0.130 9

误差 Error 0.242 5 5 0.048 5

总和 Total 8.133 2 19
　1) X1、X2 和 X3 分别表示温度、接种量和装液量；PCC 为偏相关系数

　1) X1，X2 and X3 represent temperature，inoculation concentration and liquid volume, respectively; PCC is patial correlation
coefficient
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2.4.2    单因素效应分析　对试验结果进行单因素

效应分析 (图 4)，可知温度对发酵液抗菌活性呈现

先增加后降低的趋势，温度取 0 水平时，抑菌圈直

径最大。接种量在水平区间内对发酵液抗菌活性呈

现递增的变化趋势，表明在试验水平区间内接种量

的增加有利于抗菌活性物质的合成，而在试验水平

区间内，装液量的变化对发酵液的抗菌活性无显著

影响，表明装液量在 33.2 ~66.8 mL变化区间内，溶

氧量的变化小，致使发酵液抗菌活性物质合成不受

影响。

2.4.3    最佳发酵条件的优化与验证　在试验变化

水平区间内，温度和接种量是影响发酵液抗菌活性

物质的重要效应因子，采用频率分析法确定最适发

酵条件。在 95% 置信区间内发酵液抑菌圈直径大

于 28.50 mm 的各变量的编码取值区间分别为

−0.435~−0.136、−0.022~0.788、−0.410~0.410，即各

参数实际取值范围为发酵温度 27.13~28.27 ℃、接

种量 3.48%~4.68% (φ)、装液量 45.9 ~54.1 mL。结合

实际试验条件，确定发酵最适条件为发酵温度

28 ℃、接种量 3.5% (φ)、装液量 50 mL。对此发酵条

件进行 5 次平行验证，测得发酵液抑菌圈直径为

28.99 mm，很接近方程理论预测值 29.22 mm，进一

步证明模型的可行性 (表 5)。
2.5    优化发酵培养基抗菌活性测试

菌株 PA-33 发酵液在基础培养基 PDB 对金黄

色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、苏云金芽胞杆菌和大

肠埃希菌的抑菌圈直径分别为 16.27、18.53、18.67
和 18.73 mm，优化后培养基条件下，菌株 PA-33 发

酵液对这 4 种细菌的抑菌圈直径分别为 25.20、
31.87、27.60 和 28.99 mm，与基础培养基 PDB 相

比，抑菌圈直径分别增加 8.93、13.34、8.93和 10.26 mm，
其中对枯草芽孢杆菌的抗菌活性增加最大。由此可

知，优化后培养基桔青霉 PA-33发酵液抗菌成分出

现差异，抗菌活性增强。

3   讨论与结论

本研究在基础培养基、碳源、氮源和无机盐单

因素试验基础上，采用 Box-Behnken响应面设计方

法，得到菌株 PA-33产抗菌活性物质的最佳培养基

配方：马铃薯汁液 219.91 g·L−1、甘露醇 34.11 g·L−1、

黄豆粉 6.25 g·L−1，其发酵液抑菌圈直径最大为

27.37 mm，与 PDB 基础培养基发酵液抑菌圈直径

18.73 mm 相比，抑菌圈直径增加 8.64 mm。发酵培

养基成分对菌株 PA-33 发酵液的抗菌活性有非常

显著性影响，且和已报道桔青霉最适发酵培养基配

方不同，此培养基成分价格低廉易得，马铃薯属于

生活常见的农产品，甘露醇和黄豆粉属于成本低廉

的化工原料。不同的碳、氮源和无机盐使得微生物

的代谢途径不同、微生物自身需求不同以及微生物

对营养成分的利用效率不同，从而显著影响产生物

活性物质微生物的合成途径和代谢通路。

在最佳培养基配方基础上，采用单因素试验、

三元二次通用旋转组合设计、单因素效应分析以及

频率分析法优化最适发酵条件，得到菌株 PA-33最
适发酵条件为装液量 50 mL、接种量 3.5% (φ)、发酵

温度 28 ℃、摇床转速 150 r·min−1、发酵时间 12 d，发
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图 4    单因素效应分析图

Fig. 4    Analysis of the single factor effect
 

表 5   各变量取值频率分布

Table 5    Frequency distribution of variable value
 

水平

Level
θ 接种量 Inoculation concentration 装液量 Liquid volume

次数 Times 频率 Frequency 次数 Times 频率 Frequency 次数 Times 频率 Frequency

−1.682 0 0.000 5 0.143 7 0.200

−1.000 10 0.286 5 0.143 7 0.200

0.000 25 0.714 5 0.143 7 0.200

1.000 0 0.000 10 0.286 7 0.200

1.682 0 0.000 10 0.286 7 0.200
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酵液抑菌圈直径最大为 28.99 mm，与 PDB 基础培

养基发酵液抑菌圈直径 18.73 mm 相比，抑菌圈直

径增加 10.26 mm。菌株 PA-33 发酵条件的优化并

未显著增强其发酵液的抗菌活性，由此可知，发酵

条件仅能改变微生物代谢时的酶活、通氧量、发酵

快慢等因素，并未从根本影响微生物的代谢途径，

进而对微生物的发酵影响不显著。本研究中，菌株

PA-33 在试验发酵条件水平区间内，其发酵液的抑

菌圈直径变化幅度不显著，因此发酵条件的优化效

果不显著。

本文依次采用 Box-Behnken响应面法、三元二

次通用旋转组合设计法和频率分析法优化产抗生

素桔青霉的发酵工艺，且发酵培养基成分优化后抗

菌活性提高显著。国内对桔青霉的研究偏向于产核

酸酶等生物活性物质的优化。胡一峰等[18]对美伐他

汀产生菌桔青霉 NS-3-16进行优化，美伐他汀产率

可达 9.35 g·L−1。经 Placket-Burman试验，采用响应

面中心组合设计，得到的最佳发酵培养基配方：葡

萄糖 30. 89 g·L−1、可溶性淀粉 42. 46 g·L−1 和玉米浆

干粉 11. 60 g·L−1，使得桔青霉核酸酶 P1 理论产量

提高到 1 672. 6 U·mL−1 [15]。采用部分析因试验设

计、中心组合实验设计和响应面分析法对桔青霉产

核酸酶 P1 培养基进行优化研究，优化后的培养基

发酵酶活力提高了 64%[19]。近年来，很多研究致力

于培养基前体物质的添加和微生物共培养方法，以

改变其代谢途径和通路，进而提高抗菌活性。

Meng 等[20]研究桔青霉与白僵菌属 Beauveria sp.真
菌的共培养，发现 2 种新的对人类病原菌有明显抑

制作用的桔霉素化合物。因此，采用响应面法等统

计学方法研究产抗生素桔青霉的发酵工艺优化，进

而提高桔青霉产抗生素产量具有重大意义。
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