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摘 要 采用 H)61?0;;FJ-7D6B设计（H)61?0;;FJ-7D6B [0=2AB，HJ）法，对影响 .+0#,,)& =:* CD@,!!#产新型抗菌肽的 "&个因素进行
了筛选。结果表明：影响该菌发酵产新型抗菌肽的主要培养基成分为葡萄糖、+E#+\L、谷氨酸、I6I)!、5BS\#。在此基础上，再

采用响应曲面法（/0=:(B=0 S-7C610 50;8(4()(A.，/S5）对其 %个显著因子的最佳水平范围进行研究。通过对二次多项回归方程
求解得知，在上述自变量分别为葡萄糖 M]"LA^T、+E#+\LN]"#A^T、谷氨酸 #]!A^T、I6I)! L]OMDA^T、5BS\##]M&DA^T时，新型抗菌肽

的产量从 "L$#]!"!A^DT提高到了 "#M&]%M!A^DT。

关键词 .+0#,,)& =:* CD@,!!#，新型抗菌肽，H)61?0;;FJ-7D6B设计，响应曲面法（/S5），旋转中心组合设计
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随着人们对食品安全的日益重视，以天然防腐

剂替代传统的防腐剂已成为当今国际食品添加剂发

展的主要方向。但由于大多数天然防腐剂抑菌谱

窄，抑菌效果不够理想［"］，从而限制了它在食品中的



广泛应用。本实验室在近几年研究工作中发现了一

株 !"#$%%&’ !"# $%&’ 产生的抗菌肽具有很广的抑菌
谱，对食品中主要的革兰氏阳性菌（蜡样芽孢杆菌，

藤黄微球菌）、革兰氏阴性菌（荧光假单胞菌，大肠杆

菌）和霉菌（黑根霉，黑曲霉，点青霉和总状毛霉）都

具有显著的抑制效果。经研究表明该抗菌肽分子量

为 ())*+,，为一种新型的抗菌肽［-］。本研究旨在通
过应用响应曲面来优化其发酵培养基，以提高该新

型抗菌肽的含量（./01%1234&156 78"0198 :4/28/035014/，
.7:），为其进一步研究打下基础。

7652+800;<=3%5/（7<）设计法是一种两水平的试
验设计方法。它可以利用最少的试验次数，从众多

的考察因素中快速有效地筛选出主要的影响因子，

故而被广泛地用于因子主效应的估计中［>］。响应面

法（?8!"4/!8 !=3$528 %80@49464AB，?CD）是一种优化生
物过程的综合技术，采用该法可以建立连续变量曲

面模型［) E F］，可同时对影响生物产量的各因子水平

及其交互作用进行优化与评价［G］。因此它可快速有

效地确定多因子系统的最佳条件［* E H］。该法已经广

泛地应用于各类培养基以及发酵条件的优化实践

中［I E ((］。

! 材料与方法

!"! 供试菌株
!"#$%%&’ !"# $%&’ 诱 变 菌 株（ !"#$%%&’ !"#

$%&’--)）本实验室保存。
!"# 培养基及培养条件
!"#"! 培养基：基础种子培养基（AJK）：牛肉膏 F，
L5:6 F，蛋白胨 (M，蒸馏水 (MMM%K，"N*O- P *O)。原
始培养基：K5/9B培养基［(-］。7652+800;<=3%5/实验发
酵培养基（AJK）：按照实验设计表 ( 配置，蒸馏水
(MM%K，"N*OM。?CD实验发酵培养基（AJK）：按照实
验设计配置，蒸馏水 (MM%K，"N*OM。
!"#"# 培养方法：取斜面菌种到种子液培养基，
>*Q，(>M3J%1/，培养 -)@ 后，以 FR（ ( J(）的接种量
接入发酵培养基，装液量为 -FM%K三角瓶装 (MM%K，
>MQ P >FQ，(FM P (HM3J%1/，培养 *-@。
!"$ 抗菌肽含量的测定
抗菌肽含量的测定采用 N7K: 法，色谱条件：

.A1668/0 :(H柱（-FM/% S )OG%%）；流动相：乙腈;水（体
积比为 ( T )），三氟乙酸 MO-R；流速：MOF%KJ%1/；检
测波长：->M/%；柱温 -FQ；进样量：-M!K。经过
N7K:得到的纯品作出峰面积与浓度之间的标准曲
线，样品在 ->M/%的峰面积代入标准曲线换算得到

抗菌肽的含量。

!"% 实验设计
!"%"! 7652+800;<=3%5/ 实验设计：根据芽孢杆菌生
长所需营养要素的一般原则以及微生物发酵影响因

素的一般规律，结合有关该方面的文献报道［(>］和笔

者的前期实验，本研究的实验设计、数据分析及模型

建立皆采用 ’D7 软件（U83!14/ )OMOF，C.C V/!010=08
V/2#）来进行，所选取的响应值为抗菌肽含量，自变
量及其代号、编码和水平见表 (。

表 ! &’()*+,,-./01(2实验因素水平及编码

3(4’+ ! 5+6+’ (27 )87+ 89 6(0:(4’+; )<8;+2
980 &’()*+,,-./01(2 7+;:=2

W5315&68 CB%&46
:4989 68U86!

E ( (

X6=24!8 J（AJK） )( F (M
C522@534!8 J（AJK） )- - F
D5604!8 J（AJK） )> - F
:43/ $64=3 J（AJK） )) - F
LN)LY> J（AJK） )F ( F
Z85!0 8[03520 J（AJK） )G ( -OF
<88$ 8[03520J（AJK） )* ( -OF
,8$50089 !4B&85/ J（AJK） )H ( -OF
X6=05%12 5219 J（AJK） )I > *
K;"@8/B6565/1/8J（%AJK） )(M -OF F
\:6J（AJK） )(( MO-F MOF
DACY) J（AJK） )(- MO-F MOF
\N-7Y) J（AJK） )(> MOF (
:5:6- J（%AJK） )() ( F
D/CY) J（%AJK） )(F - G
:=CY)O J（%AJK） )(G MOMH MO(G
]8CY) J（%AJK） )(* MOM*F MO(F

上表中自变量编码方程为：*$ ^（ )$ E )M）J

!)$，式中 *$为自变量的编码值，)$为自变量的实

际实验水平值，)M为实验水平中心点的实际值，

!)$为单变量增量。

!"%"# 响应曲面（?CD）实验设计：筛选出影响
!"#$%%&’ !"# $%&’--)产抗菌肽的关键因子以后，采用
旋转中心组合设计（ :8/0356 :4%"4!108 ?40505&68
,8!1A/，::?,）法，对其关键因子进行进一步研究，以
获得影响该菌发酵产抗菌肽的最佳培养基。

由 7652+800;<=3%5/ 实验结果可知影响 !"#$%%&’
!"# $%&’--) 产抗菌肽的关键因子为葡萄糖、
LN)LY>、谷氨酸、:5:6-、D/CY)，因此在本阶段将这 F
个因子作为考虑的变量。诸因子实验水平编码分别

为 E -、E (、M、_ (、_ -，见表 -。
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表 ! 旋转中心组合设计实验因素水平及其编码表
"#$%& ! ’&(&% #)* +,*& ,- (#./#$%&0 -,. 1123

!"#$"%&’
()*%+& ,+-’- &’.’&

/01+-’- ,+-’- 2 3 2 4 5 6 4 6 3

7&81+9’ :（;<=） !4 " > ? @ 43 4A
BCDBE> :（;<=） !3 # 4 > A F @
7&8G"*$1 "1$- :（;<=） !> $ 3 D ? H 45
,",&3 :（*;<=） !D % 5IA 3IA DIA ?IA HIA
J0(ED :（*;<=） !A & 4 > A F @

K0 -’.’&+L$0; GM’ #’;#’99$+0 ’N8"G$+0，GM’ 9$O ’OL’#$*’0G"& ."#$"%&’

P’#’：" Q（ !4 2 @）<>，# Q（!3 2 A）< 3，$ Q（ !> 2 ?）< 3，% Q（!D 2

DIA）< 3，& Q（!D 2 A）<3

! 结果与讨论

!45 影响 !"#$%%&’ 067 -8$9!!:产抗菌肽的关键因
素的确定

利用 RJS软件对 S&"1T’GGUV8#*"0试验结果进行
方差分析（见表 >），由表可知，该模型显著。通过回
归系数显著性可知，葡萄糖（ ’ Q 5I5453），BCDBE>

（’ Q 5I555>），谷氨酸（ ’ Q 5I5553），,",&3（ ’ Q
5I555A），J0(ED（’ Q 5I5DH?）它们都在 @AW的概率
水平上差异显著，其它因子对 @AW的概率水平上差
异均不显著。因此，选择葡萄糖、BCD BE>、谷氨酸、

,",&3、J0(ED作为影响 #()*++,- 9LX Y*%R33D产抗菌肽
的关键因素，进一步研究它们对产抗菌肽的影响。

其他可信度较小的因素对产抗菌肽无明显影响，在

下一步的培养基优化中可不予考虑。

表 ; 抗菌肽回归方程方差分析表
"#$%& ; <=>?< -,. @A& .&B.&00/,) &CD#@/,) ,-

#)@/8/+.,$/#% 6&6@/*&

(+8#1’ (8* +Y 9N8"#’9 Z[ J’"0 9N8"#’ . ."&8’ S#+% \ .
J+-’& 3>DA3>HI4 4F 4>F@AA 4AIA>HH ] 5I554D
^##+# A>3?HI? ? HHFH

,+# G+G"& 3>@HA5?IF 3>
/ Q 5I@H@ /3 Q 5I@FH /_-‘

3 Q 5I@4A

!4! 响应面优化 !"#$%%&’ 067 -8$9!!:产抗菌肽的
培养基

!4!45 #()*++,- 9LX Y*%R33D产抗菌肽多元二次模型
方程的建立及检验：从以上 SV实验可知，葡萄糖、
BCDBE>、谷氨酸、,",&3、J0(ED 影响 #()*++,- 9LX
Y*%R33D产抗菌肽，选择以上 A 个因子为研究对象，
以抗菌肽含量为响应值，设计旋转中心组合实验。

根据实验设计表进行了 >3组实验，其结果见表 D。

表 : 旋转中心组合设计及其抗菌肽含量的实测值与预测值
"#$%& : 1123 8#@./E ,- @A& (#./#$%&0 #)* @A& #+@D#%

#)* 6.&*/+@&* (#%D&0 ,- <F1

a#$"& B+X
_S,<（!;<*=）

_1G8"& S#’-$1G’-
a#$"& B+X

_S,<（!;<*=）

_1G8"& S#’-$1G’-

4 A4AIF5 A>3I5@ 4F A3>IH4 DFHI3H

3 4?4I53 4>HIFD 4H DAHI@A >@5I44

> 44@DI?F 44FDI@4 4@ AD5I53 D@@IA?

D D4HID3 DD@I55 35 F53I4? ?3HI3?

A >AFI?3 >FDIA4 34 4>45I4@ 4>D>I53

? F3HIA4 F@AIFD 33 44HHIA@ 45D4I>H

F AF?IA4 ?D?I3F 3> A?5I3@ A33IA>

H 4H4I3@ 343I>F 3D D>HI?@ >?3I5H

@ >4AI5? 3@?I?A 3A F33ID> FADI3A

45 A4AIF5 ADFI?> 3? @?AI?D H4@IDA

44 ?>4I3> ??AI?@ 3F 4DA3I5? 4D4HI5@

43 H5AIA> H54I>4 3H 4D>4IH5 4D4HI5@

4> 3??ID4 >>FIA> 3@ 4>D?I?F 4D4HI5@

4D ?@5I55 F33IDD >5 4D34I?? 4D4HI5@

4A 44?ID> 4A4ID5 >4 4DFDI>? 4D4HI5@

4? F>IHF 4A@I4F >3 43?FI?> 4D4HI5@

通过 Z’9$;0 ’OL’#G软件对表 D实验数据进行二
次多项回归拟合，获得 #()*++,- 9LX Y*%R33D 产抗菌
肽对葡萄糖、BCD BE>、谷氨酸、,",&3、J0(ED多元回

归方程为：

0 Q 4D4HI5@ 2 33I5D" 6 >3I4F# 2 FAI4D$ 2 D5I44%

6 4?I>5& 2 3DAI@F"3 2 34>IAA#3 2 A?IDF$3

2 3D>I@A%3 2 4AFIH4&3 2 45AI54"# 6 ?@IAD"$
6 44@IDA"% 2 ?IF4"& 2 4?DIH5#$ 2 DHI54#%
2 ?HIFH#& 2 D3I4H$% 6 D>IDA$& 2 D@I53%&

式中，0 为抗菌肽含量的预测值，"、#、$、%、&
分别为葡萄糖、BCD BE>、谷氨酸、,",&3、J0(ED的编

码值。

从该方程的方差分析表 A可见，该模型极显著
（’ ] 5I5554），失拟项在!Q 5I4水平上不显著（’ Q
5I4DA> \ 5I4），预测值与实测值之间具有高度的相
关性（/ Q 5I@H@3），仅有约 ?W的抗菌肽变异不能由
该模型解释（/_-‘

3 Q 5I@>@A）。
上述方程的回归系数显著性检验表明：试验各

因素对抗菌肽的曲面响应皆显著，谷氨酸对抗菌肽

的线性效应显著；葡萄糖与 BCD BE>，葡萄糖与

,",&3，葡萄糖与谷氨酸，BCD BE>与谷氨酸，BCD BE>

与 J0(ED的交互作用影响显著，而其他两两交互效

应不显著。

44?沈 娟等：#()*++,- 9LX Y*%R33D发酵产新型抗菌肽培养基的优化研究



表 ! 抗菌肽二次多项模型方差分析表
"#$%& ! ’#()#*+& #*#%,-)- ./( 01& .)00&2 34#2(#0)+

5/%,*/6)#% /. 789

!"#$%& !#’ "( )*#+$&) ,- .&+/ )*#+$& ! 0+1#& 2$"3 4 !
."5&1 6789999 :9 :;<999 :6=97 > 9=999?

@+%A "( (BC ;7D:?=<8 8 ?8D9<=68 :=E< 9=?D6<
2#$& &$$"$ <9979=?: 6 89?8=9:
F"$ C"C+1 6;7EE99 <?

" G 9=;7;: ": G 9=;E76 "H5I
: G 9=;<;6

:;:;: #$%&’’() )JK (’3L::D产抗菌肽响应面交互作
用分析与优化：多元二次回归方程所作出的响应曲

面图及其等高线图见图 ? M图 6，各因素及其交互作
用对响应值的影响结果可通过该组图直观反映出

来。

图 ? 葡萄糖与 NODNP<交互影响抗菌肽的

曲面图及等高线图

-BQK? R&)J"/)& )#$(+%& J1"C +/5 BC) %"$$&)J"/5B/Q %"/C"#$
J1"C "( H2F 0&$)#) Q1#%")& +/5 NODNP<

图 ?显示了 F+F1:、谷氨酸和 ./!PD位于中心水

平时，NOD NP<和葡萄糖对 #$%&’’() )JK (’3L::D 菌株

产生抗菌肽交互作用的 <S,图及等高线图。由图可
以看出此两因素交互作用较显著［?D］。随着葡萄糖

和 NODNP<浓度的升高，抗菌肽的产量也逐步提高，

NODNP<和葡萄糖似乎存在着协同效应，即在一定浓

度区域内，只有两种物质浓度同时升高或同时降低

时，才能相对多地积累生成较多的抗菌肽。如图在

本次试验水平范围内，NOD NP<和葡萄糖的浓度在

D=:6QT@ M 8=?9QT@ 和 E=69QT@ M ?9=?9QT@ 范围内时，
抗菌肽含量可以达到本次实验中的最大值以上。这

图 : 葡萄糖与 F+F1:交互影响抗菌肽的曲面图

及等高线图

-BQK: R&)J"/)& )#$(+%& J1"C +/5 BC) %"$$&)J"/5B/Q %"/C"#$
J1"C "( H2F 0&$)#) Q1#%")& +/5 F+F1:

图 < 谷氨酸与 NODNP<交互影响抗菌肽的

曲面图及等高线图

-BQK< R&)J"/)& )#$(+%& J1"C +/5 BC) %"$$&)J"/5B/Q %"/C"#$
J1"C "( H2F 0&$)#) Q1#C+’B% +%B5 +/5 NODNP<

充分说明了菌体的生长繁殖和产物合成需要合适的

碳氮比，NODNP<过多，菌体生长过盛，不利于产物的

积累；NOD NP<过少，则菌体繁殖量少，从而影响产

量。而葡萄糖浓度太高，会加速菌体的呼吸，以至培

养基中的溶解氧不能满足需要，使一些中间代谢产
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图 ! 谷氨酸与 "#$%!交互影响抗菌肽的

曲面图及等高线图

&’()! *+,-.#,+ ,/0123+ -4.5 2#6 ’5, 3.00+,-.#6’#( 3.#5./0
-4.5 .1 789 :+0,/, (4/52;’3 23’6 2#6 "#$%!

图 < 9294=与 "#$%!交互影响抗菌肽的曲面图及等高线图

&’()< *+,-.#,+ ,/0123+ -4.5 2#6 ’5, 3.00+,-.#6’#( 3.#5./0
-4.5 .1 789 :+0,/, 9294= 2#6 "#$%!

物不能完全氧化而积累在菌体或培养基中，导致 ->
值下降，影响某些酶的活性，从而抑制微生物的生长

和产物的合成、积累；浓度太低又会引起菌体的衰老

和自溶。

同样，如此的协同作用也表现在图 =和图 <中，
即葡萄糖与 9294=、"#$%! 与 9294= 对 !"#$%%&’ ,-)
1;?@==!菌株产抗菌肽的交互影响。92= A 虽然不参
与细胞的组成，但能控制细胞透性，对微生物的生长

有着重要的影响。而从图可知，葡萄糖与 9294=、

"#$%!与 9294= 分别保持在 BC!<(DE F GHCGH(DE、

IC!H;(DE F <CG<;(DE，IC!<;(DE F <CGH;(DE、!CGH
;(DE F JC=H ;(DE范围内时，所能获得的抗菌肽产量
不低于 GIB<CH!!(D;E。
而图 I显示了其它因子处于中心水平时，谷氨

酸与 K>!K%I交互影响抗菌肽的曲面图及等高线图。

由图可知，随着 K>!K%I浓度的升高，抗菌肽的产量

也逐步提高，这说明 K>!K%I作为一种速效氮源，有

利于菌体的快速生长，同时培养液中留下的 $%= L
! 使

->值不会偏碱性，有利于抗菌肽的积累。而谷氨酸
随着 K>!K%I浓度的增加，对抗菌肽产量的影响却逐

渐减小，两者存在一定的拮抗性。如图示，欲获得最

大的抗菌肽产量，所需 K>! K%I的浓度需在 !C=<(DE
F BCHH(DE范围内，而谷氨酸的浓度则须在 !CHH(DE
F JCMH (DE范围内。
谷氨酸与 "#$%!对抗菌肽的交互影响效应见图

!。由图可见，随着谷氨酸浓度的增大，抗菌肽的含
量增加，当其浓度在 IC<<(DE F JC=<(DE时，抗菌肽可
达到本次实验的最大值，这表明谷氨酸可能是抗菌

肽合成所需求的，其促进抗菌肽合成所需酶的大量

产生，或者对酶的活性中心产生影响。"#= A能够促
进脂肽类抗菌肽的产生，但从图可见，随着 "#$%!浓

度的增加反而抑制了抗菌肽的产生，在 !CHH;(DE F
JCNH ;(DE时，产生的抗菌肽可达到本次实验的最大
值。

! 结论
培养基的内在条件（培养基的组成、浓度）及外

在条件（发酵温度、时间、通气量等）都会影响微生物

的生长与代谢产物的积累。为了提高 !"#$%%&’ ,-)
1;?@==!发酵产抗菌肽产量的提高。本研究首先应
用 8423O+55PQ/0;2# 实验设计，对影响 !"#$%%&’ ,-)
1;?@==!发酵产抗菌肽的诸多因子进行了评价，筛选
出了影响发酵产抗菌肽的主要内在因素，省时省力，

快速有效。

在 8423O+55PQ/0;2#实验的基础上，通过响应曲
面法对主要影响因子进行优化与评价，并能得到影

响 !"#$%%&’ ,-) 1;?@==! 发酵产抗菌肽的二次多项数

IGJ沈 娟等：!"#$%%&’ ,-) 1;?@==!发酵产新型抗菌肽培养基的优化研究



学模型，并利用统计学方法对该模型进行了显著性

检验。通过对该模型进行求导和解逆矩阵可知，在

各因素分别为葡萄糖 !"#$%&’、()*(+$,"#*%&’、谷氨
酸 *"-%&’、./.0- $"1!2%&’、345+* *"!62%&’ 时，可获
得最大量的抗菌肽的含量，预测值为 #*!-"$#!%&2’。
在此条件下再进行验证实验，得出抗菌肽的产量为

#*!6"7!!%&2’，而在原来的 ’/489培养基上该抗菌肽
产量为 #$:*"-#!%&2’，产量提高显著。由此可见，应
用 ;53进行优化不仅经济有效，而且科学合理。
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