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细菌素发酵培养基的优化及动力学初步分析
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摘 要 用响应面方法对3+0/(0(00)&,+0/#&生产细菌素乳链菌肽的培养基进行了优化。首先用部分重复因子实验
对培养基组份蔗糖，大豆蛋白胨，酵母粉，@A#BC7，*,D(，+EFC7·"A#C对乳链菌肽的影响进行评价，并找出主要影
响因子为大豆蛋白胨和磷酸二氢钾，前者为负影响，后者为正效应，其它组份对乳链菌肽产量的影响不显著。第二

步用最陡爬坡路径逼近最大响应区域。最后用中心组合设计及响应面分析确定主要影响因子的最佳浓度。菌株

在优化培养基中的乳链菌肽产量增加!倍为#!2$（GH／;I）。动力学分析表明，菌株生长与细菌素的产生为部分耦
联型，进入对数中期菌体比生长速率和细菌素比产率在优化培养基中均大于优化前培养基。
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微生物的生长和代谢产物的积累受制于培养基

的组份如碳源、氮源、生长因子、无机盐等多种因子

的影响。在多因子起作用的生化过程中，如何快速

地找出主要因子并进行优化并不是一件易事。多因

子实验设计的常规方法是每次改变一个因子的方

法，这种方法不仅要求的实验次数多，而且还可能导

致不可靠的甚至是错误的结论，尤其是对具有交互

作用的多因子实验［!］。响应面方法（L4MN’=M4MO-0
P,.4;4?/’Q’(’E>，LF+）是统计技术的合称，它包括
实验设计、建模、因子效应评估以及寻求因子最佳操

作条件。随着计算方法的完善和微机应用的普及，

近些年来响应面方法已成功地应用于生物技术的许

多方面［#，7］，但用于优化细菌素发酵培养基方面尚

没见报道。

目前用于培养细菌素产生菌的常用培养基有

D+培养基［2］、F+5培养基［6］、+!"F培养基［"］等，
这些培养基的共同特点是考虑菌体生长及中和代谢

抑制物乳酸以促进菌体生长，没有考虑细菌素的积

累及培养基中有机氮源含量过高会给细菌素的分离

纯化带来困难。本研究以细菌素产量较高的D+培
养基为基础，首次利用响应面方法对影响细菌素产

量的培养基各组份进行评价并对主要影响因子进行

优化得到较好的结果，同时对菌株在优化培养基中

的动力学进行了分析，为上罐发酵提供依据。

! 实验材料和方法

!)! 试剂
乳链菌肽，F<E;,公司；酵母粉，C9’<Q公司。

!)" 菌株
实验所用菌株为乳酸乳球菌乳酸亚种（3+0/(4

0(00)&,+0/#&MORMN),+0/#&）K3DD!!727和浅黄色微
球菌（5#0*(0(00)&-,+6)&）*DGS5!66，均为中科院
微生物所还连栋研究员惠赠。在实验中 K3DD
!!727和*DGS5!66分别用作乳链菌肽产生菌和乳
链菌肽效价检测指示菌。

!)# 培养基及培养条件
菌株 37,+0/#& K3DD!!727 和 57-,+6)&

*DGS5!66分别用D+培养基［2］和FG培养基［5］培
养。K3DD!!727经活化后，以!T（8／8）的接种
量接入!$$;I带橡皮塞的血清瓶中，内装2$;I无
菌D+培养基，%$U，!5$-／;<=下振荡培养。在培
养的过程中用一次性注射器每小时取样测定乳链菌

钛效价及菌体生长量。

!)$ 乳链菌肽效价及生物量的测定
乳链菌肽的效价用琼脂扩散法［5］测定。9:值

以新鲜未接种的培养基作对照，在S4.V;,=WH



!"##分光光度计上测定，波长为$##%&。

!’" 实验设计

!#"#! 部分因子实验设计（()*+,-.%*/(*+,.)-*/012
3-4%，((0）：对于56培养基的$个组份，每个组份
设定为一个因子，若用全因子设计则为$因子7水
平的7$设计，需要$8次实验，实现起来较困难。与
全因子实验设计相比，部分重复因子设计在不丢掉

主要信息的前提下，能大大减少实验次数，能估计因

子的主效及部分交互作用。且根据实验数据拟合的

一次多项式能有效地确定最陡爬坡方向，由此接近

最大响应区域。在本研究的实验体系中，选择7$27

部分重复因子设计。

!#"#$ 中心组合设计（51%,)*/5.&9.3-,1013-4%，

550）：中心组合设计参照文献［:］进行。用标准多
项式回归方法，对实验数据进行拟合，便得到一个二

次多项式。该方程为描述响应变量（因变量）与自变

量的经验模型。对于7因子系统，模型可表述为：
!";#<;=#=$;7#7$;=7#=#7$;==#7=$;77#77（=）

上式中，! 为预测响应值即细菌素浓度；;#为
截距；;=、;7为线性系数；;==、;77为平方系数。对此
方程所代表的面进行分析，可以推测出最适操作条

件在实验所覆盖的区域，或是指明在什么方向再进

行实验可得到更好的结果。

用国际上最常用的统计软件>?>／>,*,-3,-+@1)2
3-.%$’=7对实验数据进行回归分析。用学生%检
验测试回归系数的显著性。显著性的水平作如下标

记：!!!代表9"#’#=，!!代表9"#’#"，!代表

9"#’=#。多项式模型方程拟合的性质由确定系数

&7（A>>B／>CC）表达，其统计学上的显著性由(检
验确定。用微分计算预测最佳点。

$ 结果与讨论

$%! &’培养基氮源的改变对菌体生长和细菌素
产量的影响

56培养基共有$种组份，分别为（4／D）：蔗糖

=#，蛋白胨=#，酵母粉=#，EF7GH8=#，I*5/7，

64>H8·!F7H#J7，配方中有机氮含量较高，对产物
乳链菌肽的分离十分不利。在不影响产物产量的前

提下只用一种有机氮源，或减少有机氮源的用量，这

样既有利于产物分离又有利于降低生产成本，为此，

进行了如下设计：（=）全56培养基；（7）56培养基
去掉酵母粉；（:）56培养基去掉蛋白胨；（8）56培
养基去掉蛋白胨和酵母粉，补充玉米浆7#4／D和

IF8IH:74／D。上述不同处理培养基的起始9F均

为$JK，=7=L灭菌="&-%后，接种菌株==8"8，经

=K#)／&-%，:#L下振荡培养，于$M和KM取样测定乳
链菌肽浓度和’(值，其结果见图=。

图= 氮源对菌体生长和乳链菌肽效价的影响

(-4’= N%O/P1%+1.O%-,).41%3.P)+13.%+1//4).Q,M*%R
%-3-%+.%+1%,)*,-.%

结果表明，56培养基对菌体生长有利，但对于
乳链菌肽的积累并不是最佳的培养基配方。此结果

与E-&等（=SS!）［S］得出的最大细菌素水平并不直
接对应于最大细胞生物量是一致的。因此，以乳链

菌肽浓度为响应变量，可优化出更合理的培养基配

方。

$%$ &’培养基不同组份对乳链菌肽积累的影响
寻求最适操作条件的第一步是识别对响应变量

有最大影响的输入变量及其变化幅度。本实验以

56培养基配方为基础，将配方中各组份的含量值
定为中心点值，并进行适当的扩充而成为自变量的

取值范围。

7$27部分重复设计需要=$次实验，为了进行方
差分析，在因子中心点处增加8次重复，共需要7#
次实验，其设计及结果见表=。各处理的接种量为

=T，=K#)／&-%，:#L下振荡培养KM取样测定’($##
和乳链菌肽浓度。乳链菌肽的浓度随实验条件的改

变差异很大，从$S7至=K!"NU／&D。磷酸二氢钾的
浓度对乳链菌肽的效价有着显著的影响。当用

="4／D高浓度磷酸二氢钾时，乳链菌肽的浓度普遍
比用"4／D低浓度磷酸二氢钾时高，前者乳链菌肽
的浓度在=7##NU／&D以上，后者均低于S77NU／

&D，此结果表明磷酸二氢钾对乳链菌肽合成具有促
进作用。其次是大豆蛋白胨含量对乳链菌肽的产量

有明显的影响。当大豆蛋白胨用高浓度时，乳链菌

肽的效价低，而用低浓度时乳链菌肽的浓度反而增

加。其它因素对乳链菌肽的效价影响不明显。这些

结果与这部分因子实验的回归分析是一致的（表7）。
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表! 部分重复因子设计及其实验结果

"#$%&! ’()&*+,&-.#%/&0+1-#-/*&02%.034.5&667

!"# !$ !% !& !’ !( !)
"#)** +,-,#／（./／01）

23-45647 8547,9:47 23-45647 8547,9:47
$ ;$ ;$ ;$ ;$ ;$ ;$ %<$=% %<$) >$$ >&$

% ?$ ;$ ;$ ;$ ?$ ?$ %<&’’ %<(’ =%% >=(

& ;$ ?$ ;$ ;$ ?$ ;$ %<)>> %<(% )=% )(*

’ ?$ ?$ ;$ ;$ ;$ ?$ %<)&% %<>% )=% )==

( ;$ ;$ ?$ ;$ ?$ ?$ %<=(% %<@) =*= >)@

) ?$ ;$ ?$ ;$ ;$ ;$ %<@*’ %<=’ >=) ==&

@ ;$ ?$ ?$ ;$ ;$ ?$ &<$) &<*> =%% )@$

> ?$ ?$ ?$ ;$ ?$ ;$ &<*’ &<&* >@$ >(>

= ;$ ;$ ;$ ?$ ;$ ?$ &<%=) &<(* $&&@ $%(’

$* ?$ ;$ ;$ ?$ ?$ ;$ &<@% &<@) $>@( $)%$

$$ ;$ ?$ ;$ ?$ ?$ ?$ &<() &<>) $%(& $%==

$% ?$ ?$ ;$ ?$ ;$ ;$ ’<&=% ’<*’ $’)’ $’%(

$& ;$ ;$ ?$ ?$ ?$ ;$ &<=&) &<=> $(>& $(=&

$’ ?$ ;$ ?$ ?$ ;$ ?$ ’<’’ ’<%> $(>& $())

$( ;$ ?$ ?$ ?$ ;$ ;$ &<=$% ’<%) $’%@ $&=@

$) ?$ ?$ ?$ ?$ ?$ ?$ ’<@&) ’<)’ $&=* $’)$

$@ * * * * * * &<(&) &<’* $$%* $$’)

$> * * * * * * &<) &<’* $$(’ $$’)

$= * * * * * * &<’> &<’* =>% $$’)

%* * * * * * * &<)’ &<’* $*’* $$’)

!$A（%$;$*）／(，（$A$，%，&，’）；!(A%(;%；!)A（%);*&%）／*&$&%$，%%，%&，%’，%(B#7%)-:B#7CD5#B:"5BE6B5,B3E4-DC-"95D-4，-DF34B#G4GH

:D#4，F4B-:4I:5B9:，JK%82’，+BLEB#7MNO2’·@K%2（N／1）54-G49:,64EF<

表8 部分重复因子设计对乳链菌肽和菌体生长回归分析的结果

"#$%&8 9&02%.034.5&667*&1*&00+3-#-#%:0+043*-+0+-#-/!";<<

P450
!4N54--,D#B#BEF-,-CD5#,-,# !4N54--,D#B#BEF-,-CD5"#)**

LD4CC,9,4#: ’H6BE"4 O,N#,C,9B#:E464E LD4CC,9,4#: ’H6BE"4 O,N#,C,9B#:E464E
.#:4594G: $$’)<$( ’$<>= *<***$!!! &<’* )*<@’ *<***$!!!

!$ ’@<’’ $<(( *<$’(* *<$’ %<&$ *<*&@=!!

!% ;@(<&$ ;%<’) *<*%>)!! *<$) %<(& *<*%’=!!

!& &&<’’ $<*= *<%=’% *<%( ’<*( *<**$’!!!

!’ &%’<>$ $*<)% *<***$!!! *<)’ $*<%@ *<***$!!!

!( %%<)= *<@’ *<’@$( *<*% *<%( *<>*>%
!) ;&><$= ;$<%( *<%&&= *<*& *<(’ *<)*$&

(%A*&=*((，)A%*&@(%"))，$&，*&*$A’&)% (%A*&=$$)，)A%%&&’$"))，$&，*&*$A’&)%

由部分重复因子实验的回归结果可知，对于乳

链菌肽的生产，磷酸二氢钾和大豆蛋白胨是主要的

影响因素，分别在==Q和=(Q的概率水平上差异显
著。蔗糖、酵母粉、氯化钠和硫酸镁对乳链菌肽的积

累在=*Q的概率水平上差异均不显著。
由对乳链菌肽进行回归的回归系数可得一次拟

合回归方程为：

*#,-,#+$$’)&$(,’@&’’!$-@(&&$!%,&&&’’!&
,&%’&>$!’,%%&)=!(-&>&$=!) （%）

该方程的方差分析（R+2SR）表明，)A%*<@(%

"))，$&，*<*$A’<)%，证明该模型在概率!A*T*$水
平上足够地拟合了实验数据。该模型的确定系数为

*T=*((，这表明=$Q的实验数据的可变性可用此模
型解释。

8=> ?@培养基不同组份对菌体生长的影响
由部分重复因子实验对菌株$$’(’生长

（"#)**）进行回归（表%）可知，磷酸二氢钾和酵母粉
对菌体影响最大，在大于==Q的概率水平上差异显
著，其次是蔗糖和大豆蛋白胨，在大于=(Q的概率
水平上差异显著。且这’种组份对菌体生长均是正
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影响。而氯化钠和硫酸镁对菌体生长的影响不明

显，二者在!"#的概率水平上均差异不显著。由此
可以看出，$%培养基的不同组份对菌体生长和乳
链菌肽积累的影响是不一样的。&’()*+,和(-./
0-11’于2!!3［4］年也发现高浓度蔗糖产生高浓度
的生物量，但并不伴随细菌素产量的提高。

!5" 最陡爬坡路径
由方程（3）及回归分析可以确定下一步实验的

最陡爬坡路径。对于乳链菌肽的产生，蔗糖（!2）、
酵母粉（!6）、氯化钠（!4）和硫酸镁（!7）在!"#的概
率水平上，差异不显著，均固定在中心点的水平上。

磷酸二氢钾（!8）和大豆蛋白胨（!3）分别在!!#和

!4#的概率水平上差异显著，且!3的系数为负，!8
的为正，减少大豆蛋白胨的用量，增加磷酸二氢钾的

浓度对乳链菌肽的积累有积极的影响。

表6列出了磷酸二氢钾和大豆蛋白胨改变的方
向，即磷酸二氢钾每次增加"94#，大豆蛋白胨每次
减少"9227#。从表中可以清楚地看出，处理8对
应的乳链菌肽浓度（" 值）达到最大为2!:3;<／

1=，随后乳链菌肽的产量开始下降，处理8的磷酸
二氢钾及大豆蛋白胨浓度可用作下面的优化实验。

表# 最陡爬坡实验设计及其实验结果

$%&’(# )*+(,-.(/0%’1(2-3/4520((+(20%26(/0%/1
64,,(2+4/1-/3,(2+4/2(

>). #3 #8 $%7"" ?@+@.AB.A’.,C-,@B.／（;<／1=）

2 D5D8 24 8534" 23D4
3 :57D 3" 85!:7 278:
6 7543 34 85!88 2D8:
8 4567 6" 85738 2!:3
4 853" 64 858!7 2:4D
7 65"8 8" 65!7D 2:"2
: 25DD 84 65:43 27:6
D "5:3 4" 6547" 2477

!57 培养基的优化
从上述最陡爬坡实验可以看出，响应变量" 值

接近最大响应值区域。乳链菌肽产量的优化可以用

中心组合设计对两个独立的过程变量，即起始磷酸

二氢钾（!8）和大豆蛋白胨（!3）的浓度进行优化，实
验设计及实验结果列于表8。
用多项式回归技术对此实验数据拟合所得二次

多项式方程为：

"&2!!6’6!(288’34!3):7’:8!8)D3’:4!3!8

)226’4:!33)32!’D7!38 （6）

此方程E22、E33均为负值，抛物线的开口向下，因而
有极大值点。

表" 中心组合设计及其实验结果

$%&’(" )*+(,-.(/0%’1(2-3/%/1,(28’024509(!!58’’
5%604,-%’6(/0,%’64.+42-0(1(2-3/

>).
F-A,BC "G-H)’［?@+@.AB.A’.,C-,@B.／（;<／1=）］

!3 !8 IE+’CG’0 JC’0@A,’0

2 K2 K2 243: 242"

3 2 K2 3"4D 2!78

6 K2 2 243: 2433

8 2 2 2:3: 2784

4 K25828 " 247: 2473

7 25828 " 2D77 2!:"

: " K25828 27"8 2773

D " 25828 28"8 2884

! " " 2D77 2!!6

2" " " 2!:3 2!!6

22 " " 32"6 2!!6

23 " " 2!!D 2!!6

26 " " 3"3D 2!!6

!3L（#3K4’67）／（K2’27），!8L（#8K6"）／4

模型的完备性可由方差分析及确定系数两方面

考察。方差分析表明：

*回归L%M>／%M’L2853"3!F4，:，"5"2L:587
*欠失L%M=F／%MN’L2"778566／:8:!5:4L

29837"*6，8，"52L852!
所以，模型在!L"5"2水平上回归显著，在!L

"92水平上欠失不显著，因而模型是充分的。经计
算该模型的确定系数+3L"9!2"6，表明模型能解释

!2#乳链菌肽浓度的变化。因此，方程（6）给乳链菌
肽发酵提供了一个合适的模型。图3绘出了计算的
三维响应面，证实了拟合面有真实的最大值。

图3 中心组合实验响应面

F@O53 M)CP-A’C’+NB.+’NHB,BP,Q’A’.,C-H
AB1NB+@,’0’+@O.’RN’C@1’.,

对方程（6）进行求导，可以得到模型的极值点，
大豆蛋白胨为898!O／=，磷酸二氢钾为3D983O／=，
此时模型预测的最大响应为3"7";<／1=。为了证
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实预测结果，在上述两因子的点处进行重复摇瓶实

验，得出响应量为!"#$%"!"（&’(），预测值与实验
值之间的良好拟合性证实了模型的有效性及存在着

极大值点。菌株)*++"",#,在优化培养基中的乳
链菌肽浓度比在+-培养基中的浓度提高"倍。

!." 菌株##$%$在优化前后培养基中的发酵动力
学分析

经上述/0-优化后，得到一新的培养基配方
（定义为+-1培养基），其组成如下（2／3）：蔗糖"$，
大豆蛋白胨,4,5，酵母粉"$，67!89,!:.,!，&;+<
!，-209,·=7!9$.!。菌株"",#,在+-和+-1培
养基中培养测出乳链菌肽浓度和!">$$值，并以此
计算出乳链菌肽生产和菌体生长的比速率，其结果

见图(。

图( 菌株)*++"",#,在+-和+-1培养基中比
生长速率和比产物生成速率的比较

?@2.( +ABC;D@EAFAGECHI@G@ID;JHEGAD2DAKJL;FMF@E@F
CDAMNIJ@AFOHDENEIN<J@O;J@AF;J+-;FM+-1BHM@;

!，".0CHI@G@I2DAKJLD;JHE;J+-;FM+-1BHM@;DHECHIJ@OH<P；

"，#.0CHI@G@IF@E@FCDAMNIJ@AFD;JHE;J+-;FM

+-1BHM@;DHECHIJ@OH<P

由图(可以看出，菌株)*++"",#,在优化前
后培养基中的生长动力学基本没有改变。乳链菌肽

的积累均部分地与菌体生长相耦联。培养初期菌株

在优化前培养基（+-）中的比生长速率稍大于菌株
在+-1培养基中的比生长速率，但在优化培养基中
的比生长速率很快就明显超过在+-培养基中的比
生长速率。这是由于优化前培养基的缓冲能力小，

随着乳酸的积累菌体的比生长速率迅速减小。在培

养过程的大部分时间内，比生长速率在+-1培养基
中大于优化前+-培养基的，从而导致在优化培养
基中菌体的生物量大于优化前培养基的。乳链菌肽

比生成速率在培养初期小于零，这是由于培养前期

菌体不产生乳链菌肽以及接种时带入少量乳链菌肽

的降解而造成的。!!,L之间菌株在优化前后的乳
链菌肽的形成速率比较接近，但第#小时菌株的比
乳链菌肽形成速率在优化培养基中达到最大，而在

优化前培养基中则在第,小时就达到最大，在数量
上前者远大于后者，分别为!"!和"==［QR／（B3·L·

9S）］，从而造成乳链菌肽的积累在优化培养基中远
大于优化前培养基中的。这可能是磷酸盐对乳酸的

缓冲作用以及对乳链菌肽合成的促进作用［"$］。

& 结 论
实验证明响应面方法对培养基优化是非常有效

的工具。部分重复因子实验能对各因子的效应进行

评价并能有效地找出主效，分别是磷酸二氢钾和大

豆蛋白胨，最陡爬坡法能充分接近最大响应面区域，

中心组合实验能快速地对主要影响因素进行优化，

找出最佳值。

经响应面方法优化的最佳培养基配方组成为（2
·3T"）：蔗糖"$；大豆蛋白胨 ,4,5；酵母粉 "$；

67!89,!:.,!；&;+<!；-209,·=7!9$.!。在此优
化的培养基中，菌株)*++"",#,的乳链菌肽浓度
由"$=,QR／B3提高到!"#$QR／B3。
菌株在优化前后培养基中的发酵动力学性质相

近，均为部分耦联型。进入对数生长中期，无论菌体

的比生长速率还是乳链菌肽的比生成速率在优化培

养基中均大于优化前培养基的。
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“网络时代的生命科学研讨会”即将召开

二十一世纪将是信息技术（L4）和生物技术（R4）高速发
展与互相促进的时代，信息经济与生物经济时代就要到来！

世纪之初，中国遗传学会《遗传》杂志（I##’：／／888;"+\&*(M
,59;+&%）与宝芝林商务网（I##’：／／888;O-&N$,$;+&%;+,），中
国生物软件网（I##’：／／888;O-&9&N"!&=#;+&%）将联合举办“第
一届网络时代的生命科学研讨会”。

一、会议主题与研讨内容

>]生物技术、生物信息学、生物芯片、基因组学、转基因
与克隆技术新进展；.]基因诊断与基因治疗；2]生物产业新
成果、新技术与风险投资；1]基因生物、医药领域的优秀互联
网公司新赢利模式；A]药厂、医疗机构、媒体、生物企业网站
开发及SDZ模式；@]生物技术专业人才培养与生物企业人

才需求。

二、展览与参观内容

>]生物技术新成果、新品种、新药的转让与推广洽谈；.]
实验室新装备及医疗器械展销；2]网站／主页建设的咨询与
承接服务；1]电脑与生物、医药、农学类新书展销；A]人才招
聘与人才交流；@]参观中科院遗传所人类基因组中心暨北
京华大基因中心；3]参观北京锦绣大地农业股份有限公司。
三、日期与地点

本次会议将于.//>年1月0!>>日在北京劳动大厦举
行，地址：德胜门外北沙滩。参会通知函索即寄，详细信息请

浏览上述网站。

（李绍武 供稿）
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