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摘要：为提高蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊）发酵产蛋白酶

的能力，对发酵培养基组成及培养条件进行优化。通过单因

素试验研究最适Ｃ源及其添加量、最适 Ｎ源及其添加量、温

度、种龄、摇床转速、装液量、ｐＨ、时间、接种量等条件对菌株

产蛋白酶的影响。在此基础上，利用正交试验设计从９个影

响因素中筛选３个主要影响因素，即蛋白胨添加量、温度和

装液量；再利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计进行响应面分析，最

终确定蜡状芽孢杆菌发酵产酶条件的最优条件为：蛋白胨添

加量７．９ｇ／Ｌ，温度２６．７℃，装液量５６．４ｍＬ。优化后，蛋白酶

活力达到７５３．６７Ｕ／ｍＬ，比初始蛋白酶活力（２４９．５０Ｕ／ｍＬ）

提高了２．０２倍。

关键词：蜡状芽孢杆菌；中性蛋白酶；发酵条件

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｆｒｏｍ犅犪犮犻犾

犾狌狊犮犲狉犲狌狊，ｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉ

ｔｉｏｎｓｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄ．Ｂｙｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｗｅｒｅ

ｓｔｕｄｉｅｄ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍ ａｄｄｉｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｓｏｕｒｃｅｓ，ｔｈｅａｄｄｉｎｇａｍｏｕｎｔｓ，ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ａｇｅ，ｓｈａｋｉｎｇｓｐｅｅｄ，ｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅ，ｍｅｄｉｕｍｉｎｉｔｉａｌｐＨ，ｆｅｒｍｅｎｔａ

ｔｉｏｎｔｉｍｅ，ａｎｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｎｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｏｎｔｈｉｓ

ｂａｓｉｓ，ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｗａｓｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｎｅｖａｒｉａｂｌｅｓ，

ａｎｄｓｅｌｅｃｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆａｃｔｏｒｓ，ｎａｍｅｌｙｐｅｐｔｏｎｅａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ，

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｆｅｒｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐｅｐｔｏｎｅａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ，ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅｗｅｒｅ７．９ｇ／Ｌ，２６．７℃

ａｎｄ５６．４ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｐｒｏｔｅ

ａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｕｐｔｏ７５３．６７Ｕ／ｍＬ，２．０２ｔｉｍｅｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｉｎｉ

ｔｉａｌｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ（２４９．５０Ｕ／ｍＬ）．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊；ｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ；ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

蛋白酶作为一类重要的工业用酶，约占酶制剂市场总额

的６５％
［１］，主要来源于动、植物和微生物，微生物产蛋白酶，

具有成本低、生产周期短、产量及工艺条件易于控制等优

点［２］。目前，市售微生物蛋白酶大都产自于芽孢杆菌属，如

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊、犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊、犅犪犮犻犾犾狌狊犪犿狔犾狅犾犻狇狌犲犳犪

犮犻犲狀狊
［３］等，其 次 是 一 些 真 菌，比 如 犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲、

Ｍｕｃｏｒ
［４］等。中性蛋白酶作为最早发现并投入生产的工业酶

制剂，已广泛应用于洗涤、皮革脱毛、酿酒、饲料、医药、食品

等行业［５－６］。但中性蛋白酶产量较低，发酵不稳定，生产成

本高等因素阻碍了其大规模生产，科研工作者长期致力于中

性蛋白酶生产菌筛选及发酵条件的优化［７］。

培养基可提供微生物生长繁殖及生物合成所需的营养

物质，适宜的培养条件利于微生物生长繁殖及代谢产物的合

成，因此，在微生物发酵产酶过程中，有效调整发酵培养基组

成和发酵条件对提高蛋白酶的产量非常重要。不同菌株的

最适培养基组成及发酵培养条件不同，优化培养基组成主要

考虑最适Ｃ源、Ｎ源及其添加量，优化发酵培养条件时考虑

培养基起始ｐＨ、温度、发酵时间、摇床转速、装液量、接种量、

种龄等［８－１０］，在诸多因素中如何快速准确找出主要影响因素
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并进行优化是关键。正交试验是基于不完全平衡块原理，从

众多变量中快速、有效地筛选一些重要的影响因素［１１］。响

应面分析法可通过较少的试验组数研究各因素及其交互作

用对指标（响应值）的影响，明确因素和响应值之间的关系，

进而得到明确、有目的的结论［１２］。

本试验采用的蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊）是从凡纳

滨对虾肠道中筛选得到的一株产中温、中性蛋白酶的菌株。

为提高其产酶能力，在单因素试验基础上，利用正交筛选试

验及响应面法相结合的方法，对蜡状芽孢杆菌产中性蛋白酶

的发酵条件进行多因素复合优化。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　菌株

由海水养殖凡纳滨对虾肠道中分离菌株，经前期分子鉴

定为蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊），由课题组保藏。

１．１．２　培养基

斜面培养基：蛋白胨５．０ｇ／Ｌ，琼脂１５．０ｇ／Ｌ，磷酸铁

０．１ｇ／Ｌ，酵母膏１．０ｇ／Ｌ，ｐＨ７．５；

种子及基础培养基：酵母膏１．０ｇ／Ｌ，蛋白胨５．０ｇ／Ｌ，

ｐＨ７．５。

１．１．３　试剂

蛋白胨、琼脂、酵母膏：北京奥博星生物技术有限公司；

干酪素、福林酚试剂、三氯乙酸等：国药集团化学试剂有

限公司。

１．１．４　仪器

恒温摇床：ＨＺＱＦ１６０型，金坛市万华实验仪器厂；

恒温培养箱：ＳＰＸ２５０ＢＺ型，上海博迅实业有限公司医

疗设备厂；

紫外可见分光光度计：ＵＶ３２００ＰＣ型，上海精密科学仪

器有限公司；

高速冷冻离心机：ＬＧ２０Ｗ型，博动行仪器有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　预试验培养方法　试验菌株经试管斜面活化，加

５ｍＬ无菌海水制备菌悬液，于５０ｍＬ种子培养基中按２．０％

接种，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床培养１２ｈ，得种子液。将种

子液以同样条件接种并培养 ４８ｈ，得发酵液在 ４ ℃、

１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，制备粗酶液，并测定该蛋白

酶活力。

１．２．２　蛋白酶酶活测定方法　 采用福林酚法，选择４０℃、

ｐＨ７．５，１ｍｉｎ水解产生１μｇ酪氨酸，定义成１个活力单位。

１．２．３　正交试验设计　在单因素试验基础上
［１３］，采用正交

试验设计，选择９个影响产酶的因素进行试验，包括蛋白胨

添加量、乙酸钠添加量、发酵温度、菌种种龄、摇床转速、装液

体积、发酵ｐＨ、发酵时间、接种量。正交试验设计见表１，其

中每个因素取２水平，即低水平（－１）和高水平（＋１），Ｘ４、Ｘ９

为虚拟变量。以蛋白酶活力为响应值，通过分析各因素对其

响应效应，并进行显著性分析（Ｐ＜０．０５），从而获得响应较为

显著的因素。

表１　正交试验设计因素与水平

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ

水平
Ｘ１乙酸钠／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｘ２温度／

℃

Ｘ３蛋白胨／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｘ５摇床转速／

（ｒ·ｍｉｎ－１）

Ｘ６装液量／

ｍＬ
Ｘ７ｐＨ

Ｘ８时间／

ｈ

Ｘ１０种龄／

ｈ

Ｘ１１接种量／

％

－１ ５．０ ２５ ５．０ １５０ ５０ ７．５ ４８ １０ ２．０

＋１ ７．５ ３０ ７．５ １８０ ７０ ８．５ ６０ １２ ２．５

１．２．４　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计　通过正交试验筛选得到对

产酶影响最为显著的３个关键因素分别是发酵培养温度、蛋

白胨添加量和装液量，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合进行响应

面试验设计［１４－１５］，试验设计因素水平见表２。其中，对于其

他影响不显著因素，通过正交试验结果分析得到各因素同一

水平对产酶的效应均值犽－１、犽１，选取相应的因素水平进行

进一步的优化试验。根据相应的试验设计表进行试验，对数

表２　响应面试验设计的因素与水平

Ｔａｂｌｅ２　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

水平 Ａ蛋白胨／（ｇ·Ｌ－１） Ｂ温度／℃ Ｃ装液量／ｍＬ

１ ５．０ ２５ ３０

０ ７．５ ３０ ５０

－１ １０．０ ３５ ７０

据进行二次回归拟合分析，得到二次方程。通过分析各因素

的主效应及交互项，在一定水平范围内求最佳值，及最优产

蛋白酶对应的发酵条件。

１．２．５　数据处理　所有试验重复３次，采用Ｅｘｃｅｌ２００３进

行数据统计和处理，采用正交设计助手ＩＩ３．１、ＤＰＳ９．５及

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０进行数据分析。

２　结果与讨论

２．１　正交试验结果

经分析单因素试验结果，采用正交设计助手Ⅱ创建了一

个犖＝１２筛选方案，对１１因素（９实际因素、２虚拟因素）进

行试验。以犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊为试验菌株，蛋白酶活力为响应

值，进行摇瓶发酵产酶，试验设计及结果见表３。

运用ＤＰＳ９．５统计分析软件对表３正交试验结果进行

方差分析，结果见表４。
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表３　正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ３　ＤｅｓｉｇｎｔａｂｌｅａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ

试验编号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ５ Ｘ６ Ｘ７ Ｘ８ Ｘ１０ Ｘ１１
蛋白酶活力／

（Ｕ·ｍＬ－１）

１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ４１５．７１

２ －１ －１ －１ －１ １ １ １ １ １ ２２８．４８

３ －１ －１ １ １ －１ －１ －１ １ １ ５２３．６０

４ －１ １ －１ １ －１ １ １ －１ １ ５２５．９８

５ －１ １ １ １ １ －１ １ １ －１ ６０９．２８

６ －１ １ １ －１ １ １ －１ －１ －１ ５３７．０９

７ １ －１ １ －１ －１ １ １ １ －１ ４８３．１４

８ １ －１ １ １ １ １ －１ －１ １ ４３０．７８

９ １ －１ －１ １ １ －１ １ －１ －１ ３７４．４５

１０ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ６５４．５０

１１ １ １ －１ －１ １ －１ －１ １ １ ５４５．８１

１２ １ １ －１ １ －１ １ －１ １ －１ ６２３．５６

犽－１ ４７３．３６ ４０９．３６ ４５２．３３ ４７７．４６ ５３７．７５ ５２０．５６ ５１２


．７６ ４８９．７５ ５０７．２１

犽１ ５１８．７１ ５８２．７０ ５３９．７３ ５１４．６１ ４５４．３２ ４７１．５１ ４７９．３１ ５０２．３１ ４８４．８６

极差 ４５．３５ １７３．３４ ８７．４０ ３７．１５ ８３．４３ ４９．０５ ３３．４５ １２．５６ ２２．３５

表４　正交试验结果方差分析

Ｔａｂｌｅ４　ＶａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ

因素 偏差平方和 自由度 犉值 Ｐ值 重要性

乙酸钠添加量 ７５４６．５９５９ １ ２０．９３６３ ０．０５２１ ４

温度 ９４１８２．３３１６ １ ２２６．５２０７ ０．００４６ １

蛋白胨添加量 ２５５５４．０６５５ １ ６７．３４３４ ０．０１５５ ２

摇床转速 ４６７３．８４８４ １ １２．１１６２ ０．０８５９ ６

装液量 ２０９８６．２４９８ １ ５６．０４０５ ０．０２０４ ３

起始 ５８９８．８００９ １ １５．５６０８ ０．０６３６ ５

时间 ３７９５．９７５０ １ ９．６６４８ ０．１０４７ ７

种龄 ３９９．５０４８ １ １．０１０５ ０．４３８３ ９

接种量 １３１１．５８５３ １ ３．５４６０ ０．２１０９ ８

误差


８４６．０４５９ ２

总和 １５５７５８．５８６１

　　由表４可知，在９５％的置信区间内，温度、蛋白胨添加量

及装液量的Ｐ值小于０．０５，是对产酶影响最为显著的３个因

素［１６－１７］，可作为进一步优化的主要因素考虑进行响应面分

析。而培养基起始ｐＨ、乙酸钠添加量、摇床转速、发酵时间、

接种量和种龄在９５％的置信区间内差异不显著，说明其接近

最优水平或远离试验考虑范围［１８－１９］。由表３可知，对产酶

影响不显著的因素诸如乙酸钠添加量、摇床转速和种龄为正

效应，培养基起始ｐＨ、培养时间和接种量为负效应
［２０］。因

此，在后续的试验中，选取乙酸钠添加量７．５ｇ／ｍＬ、摇床转

速１８０ｒ／ｍｉｎ、培养基起始ｐＨ７．５、培养时间４８ｈ、种龄１０ｈ

和接种量２．０％。

２．２　响应面设计与结果分析

２．２．１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验结果　采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组

合方法进行３因素３水平共计１７个试验点的响应面试验设

计，结果见表５。

２．２．２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计回归模型建立　利用Ｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ８．０数据处理软件，对表５中试验结果进行回归拟

合，得到蛋白酶活力对自变量蛋白胨添加量、摇床温度和装

液量的二次多元回归方程：

犢＝７０６．７００＋２４．２９６犃－８５．７８０犅＋４５．２１９犆＋

９．５２０犃犅＋２３．２０８犃犆－２７．１７０犅犆－７３．８９９犃２－７１．１２１犅２－

１０４．２４４犆２ （１）

对回归方程求导，令一阶偏导等于０，整理得到３个

方程［２１］：

２４．２９６－１４７．７９８犃＋９．５２０犅＋２３．２０８犆＝０

－８５．７８０＋９．５２０犃－１４２．２４２犅－２７．１７０犆＝０

４５．２１９＋２３．２０８犃－２７．１７０犅－２０８．４８８犆

烅

烄

烆 ＝０

（２）

联立方程组求解得：犃＝０．１７３，犅＝－０．６５３，犆＝０．３２１，

８２
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表５　响应面试验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｄｅｓｉｇｎｔａｂｌｅａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

试验编号 Ａ Ｂ Ｃ
发酵液蛋白酶活力／

（Ｕ·ｍＬ－１）

１ ０ ０ ０ ７０６．０７

２ ０ ０ ０ ６８８．６１

３ １ ０ １ ６３３．０８

４ －１ ０ －１ ４７０．４５

５ ０ １ －１ ４４２．６８

６ －１ －１ ０ ６３０．７０

７ ０ ０ ０ ７２１．９３

８ ０ －１ －１ ５５８．５１

９ ０ １ １ ４４９．８２

１０ ０ －１ １ ６７４．３３

１１ ０ ０ ０ ７１４．００

１２ ０ ０ ０ ７０２．８９

１３ －１ １ ０ ４３８．７１

１４ １ １ ０ ５１１．７０

１５ １ ０ －１ ４６７．２７

１６ １ －１ ０ ６６５．６１

１７ －１ ０ １ ５４３．４３

换算可知最优发酵条件参数为：蛋白胨添加量７．９３３ｇ／Ｌ，温

度２６．７３５℃，装液量５６．４２０ｍＬ，由回归方程求出蛋白酶的

理论酶活是７４４．０６Ｕ／ｍＬ。综合考虑实际操作的可行性，确

定最优理论发酵条件为：蛋白胨添加量７．９ｇ／Ｌ，温度

２６．７℃，装液量５６．４ｍＬ。

２．２．３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计回归模型的显著性及方差分

析　经犉 检验判断，概率Ｐ值越小，则变量的显著程度越

高［２２］。由表６可知，本试验所选用的二次多项模型为极显

著（Ｐ＜０．０００１），模型失拟项为不显著（Ｐ＝０．１１９６＞０．０５），

说明酶活力实际值与预测值有较好的拟合度。相关系数犚２＝

表６　回归模型的显著性及方差分析


Ｔａｂｌｅ６　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｎｄｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

项 自由度 系数
系数标

准误差
犜值 Ｐ值 显著性

常量 ９ 　７０６．７０ ８．２２１ ８５．９６ ０．００００ 

Ａ １ ２４．３０ ６．５００ ３．７４ ０．００７３ 

Ｂ １ －８５．７８ ６．５００ －１３．２０ ０．００００ 

Ｃ １ ４５．２２ ６．５００ ６．９６ ０．０００２ 

ＡＢ １ ９．５２ ９．１９２ １．０４ ０．３３４８

ＡＣ １ ２３．２１ ９．１９２ ２．２５ ０．０３９５ 

ＢＣ １ －２７．１７ ９．１９２ －２．９６ ０．０２１２ 

Ａ２ １ －７３．９０ ８．９６０ －８．２５ ０．００００ 

Ｂ２ １ －７１．１２ ８．９６０ －７．９４ ０．００００ 

Ｃ２ １ －１０４．２４ ８．９６０ －１１．６４ ０．００００ 

残差


７ ２３６５．７５ ３３８．０００

失拟合 ３ １７３８．３４ ５７９．４４８ ３．６９ ０．１１９６

纯误差 ４ ６２７．４０ １５６．８５１

总计 １６ １８７９４４．９３

　　“”表示差异显著（０．０１＜Ｐ＜０．０５）；“”表示差异极显著

（Ｐ＜０．０１）；犚２＝０．９８７４，犚２Ａｄｊ＝０．９７１２。

０．９８７４，校正系数犚２Ａｄｊ＝０．９７１２，表明可用该回归方程对试

验结果进行理论预测。一次项和二次项对产酶的影响为极

显著水平，交互作用ＡＣ、ＢＣ对产酶的影响为显著水平，交互

作用ＡＢ对产酶的影响不显著。

２．２．４　响应曲面及等高线分析　为考察因素间交互作用对

犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊发酵产酶的影响，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软

件建立响应面及等高线图，见图１～３。等高线形状可反应出

两因素交互作用强弱，圆状表示交互作用不显著，椭圆状表

示交互作用显著。

２．３　结果验证

为了验证模型的有效性和实用性，在修正后的最优理论

图１　蛋白胨添加量和摇床温度交互作用对产酶影响的响应面图及其等高线图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｅｐｔｏｎｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
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图２　蛋白胨添加量和装液量交互作用影响产酶的响应面及等高线

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｅｐｔｏｎｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄ

ｌｉｑｕｉｄｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅｏｎｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

图３　温度和装液量交互作用影响产酶的响应面及其等高线

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ａｎｄｌｉｑｕｉｄｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅｏｎｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

发酵条件下对模型做３次平行实验，测定蛋白酶酶活结果分

别为７６６．３６，７４２．５６，７５２．０８Ｕ／ｍＬ，平均值为７５３．６７Ｕ／ｍＬ，

与预测值（７４４．０６Ｕ／ｍＬ）基本一致，说明该模型可较好地预

测实际发酵情况。通过发酵条件的优化，凡纳滨对虾肠道

犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊产中性蛋白酶酶活从２４９．５０Ｕ／ｍＬ提高到

７５３．６７Ｕ／ｍＬ，其酶活提高了２．０２倍。

３　结论
本研究以海水养殖凡纳滨对虾肠道产中性蛋白酶菌株

犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊为研究对象，筛选了发酵培养基以及优化了

培养条件。在单因素试验结果的基础上，采用正交试验，得

知对产酶影响最显著的３个关键因素分别是摇床温度、蛋白

胨添加量和装液量；对产酶影响不显著的因素中，乙酸钠添

加量、摇床转速和种龄为正效应，培养基起始ｐＨ、培养时间

和接种量为负效应。利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验考察３个关键因

素及交互作用对产酶的影响，建立了二次多项模型方程，经

对试验结果分析确定产酶的最优发酵条件为蛋白胨添加量

７．９ｇ／Ｌ，温度２６．７℃，装液量５６．４ｍＬ。经过优化后，发酵

液蛋白酶活力达到７５３．６７Ｕ／ｍＬ，与预测值（７４４．０６Ｕ／ｍＬ）

的误差小于５．０％，较初始蛋白酶活力（２４９．５０Ｕ／ｍＬ）提高

了２．０２倍，为进一步的酶制剂安全性研究及工业化生产提

供了试验依据。
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３　结论
在单因素试验的基础上，通过正交试验确定了木耳

ＣＺＳＷＸＹ００１２的最优组合工艺，即葡萄糖２５ｇ／Ｌ，酵母膏

２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４６ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４３．２ｇ／Ｌ，

ｐＨ６．０，温度２７℃，装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ，发酵培养８ｄ。

试验结果有望为工业化生产提供重要的技术参考。下一步

将对木耳菌丝体发酵粗提液中的具体抗氧化成分和含量开

展研究。
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养条件［Ｊ］．中国生物工程，２０１３，３３（８）：１００１０５．

［２２］王璐，李小溪，古丽娜孜，等．响应面法优化马奶酒发酵条件

的研究［Ｊ］．中国酿造，２０１４，３３（２）：６６７０．
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