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以响应面法优化短小芽孢杆菌木聚糖酶产酶条件
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摘要：　应用响应面分析对短小芽孢杆菌木聚糖酶的产酶条件进行优化，得到碳源、氮源及培养时间３种因素

交互影响的回归方程．从该方程得到理论最佳产酶条件：培养时间为２４ｈ，麸皮、玉米粉、蛋白胨和 ＮＨ４Ｃｌ的

质量浓度分别为１０，５，５，１０ｇ·Ｌ
－１．在优化条件下，实际最高产酶量为１２．１ｍｋａｔ·Ｌ－１，与理论最高产酶量

１２．０ｍｋａｔ·Ｌ－１接近，比初始酶活提高１２．２倍．
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木聚糖酶（ＥＣ３．２．１．８）是木聚糖降解酶系中的关键酶，在造纸、食品、饲料、纺织、酿酒、医药、环境

和能源等行业有广泛应用［１２］．利用微生物发酵产生木聚糖酶，影响产量的因素除菌种本身以外，还和培

养基组成及培养条件密切相关．如何快速、有效找出主效应，确定最佳培养基组成及培养条件是关键．响

应面分析法是通过对响应面等值线的分析寻求最优工艺参数，采用多元二次回归方程来拟合因素与响

应值之间函数关系的一种统计方法．应用响应面法得到的两两因素交互响应面图直观地反映因素间的

交互影响，便于实验者快速对实验数据进行分析，提取有效信息［３］．已有报道利用该方法优化木聚糖酶

培养基并取得了较好的效果［４］，但缺乏对两两因素间交互影响的分析．本文在单因素考察的基础上，选

取影响较大的碳源和氮源作为复合考察的两个因素，以培养时间为第３个因素，经响应面分析法对短小

芽孢杆菌木聚糖酶的产酶条件进行优化．

１　材料与方法

１．１　菌种

短小芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊），购于中国普通微生物菌种保藏管理中心，菌液加１５％已灭菌的

甘油，于－７０℃冰箱保存．

１．２　培养基和培养条件

基础产酶培养基组成（ｇ·Ｌ
－１）：麸皮５．０，蛋白胨５．０，ＮａＣｌ１．０，Ｋ２ＨＰＯ４１．０，ＭｇＳＯ４０．２，

ＣａＣｌ２０．１．培养基灭菌之前用１ｍｏｌ·Ｌ
－１ＮａＯＨ调节ｐＨ值至９．５．接种之前，保存在－７０℃冰箱的菌

体先在ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）培养基活化约４个ｈ，待光密度犇（６２０）为０．４６左右，以１％的接种量接种至

不同组成的产酶培养基．在５０ｍＬ摇瓶中装液５ｍＬ，于３７℃，２５０ｒ·ｍｉｎ－１按要求培养．

１．３　木聚糖酶的提取和检测

将培养液于４℃，１５０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ，取上清液，细胞沉淀用９ｇ·Ｌ
－１的ＮａＣｌ洗２次，

２５０ｇ·Ｌ
－１蔗糖液（加终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ）洗１次．粗酶液为第１次离心的上清液和３次洗

液，稀释一定倍数后使用．取０．２ｍＬ酶液（用一定ｐＨ值的缓冲液稀释一定的倍数），加入到０．２ｍＬ用

ｐＨ＝７．０，０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中配成的１％木聚糖溶液，于５０℃下反应１０ｍｉｎ，加入

０．４ｍＬ的ＤＮＳ试剂，煮沸５ｍｉｎ；用水定容至２．４ｍＬ后，在５４０ｎｍ波长下测光密度值
［５］，以木糖制作
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标准曲线．定义每秒钟转化１摩尔底物（被反应物）所需的酶活力为１个酶活力单位（ｋａｔ）．空白对照以

０．２ｍＬ，ｐＨ＝７．０的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替粗酶液，其他的步骤同上．

１．４　复合因素考察产酶条件

为了优化犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊木聚糖酶的最佳产酶条件，根据单因素单水平实验，发现碳源和氮源是

犅犪犮犻犾犾狌狊狆狌犿犻犾狌狊木聚糖酶生产的主要影响因素．由于该生产菌是芽孢杆菌类，培养时间不同，菌体的

生长水平相差较大，产酶水平也受限制．基于此，选取碳源（麸皮与玉米粉的质量比）和氮源（蛋白胨与

表１　３因素３水平设计表

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｉａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｔｈｅ３ｆａｃｔｏｒｓａｎｄ３ｌｅｖｅｌｓ

因素 标识
水平

－１ ０ １

狋／ｈ 犡１ ２４ ４８ ７２

犿（麸皮）∶犿（玉米粉） 犡２ ５∶１０ ５∶５ １０∶５

犿（蛋白胨）∶犿（ＮＨ４Ｃｌ） 犡３ ５∶２ ２∶５ ５∶１０

ＮＨ４Ｃｌ的质量比）作为复合考察的两个因

素，培养时间（狋）为第３个因素，安排３因素３

水平实验，如表１所示．统计分析用ＳＴＡ

ＴＩＳＴＩＣＡ软件（３０ｄ试用版）
［６］．

２　结果与分析

２．１　初始培养条件的优化

依据表１的设计进行实验，计算结果如表２所示．表２中：狕为木聚糖酶酶活力．由表２可知，最高

的木聚糖酶活力出现在第３组（狕＝８．７ｍｋａｔ·Ｌ－１），比第１１组（除培养时间外，其他培养条件相同）酶

活力高出３．６４倍．

表２　初始培养条件的优化实验结果

Ｔａｂ．２　Ｏｐｔｉｍａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

编号
编码水平

犡１　　犡２　　犡３

狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１

观测值　　预测值
编号

编码水平

犡１　　犡２　　犡３

狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１

观测值　　预测值

１ －１ －１ ０ ７．２ ６．９ ９ １ －１ ０ １．２ １．９

２ －１ ０ －１ ３．６ ４．０ １０ １ ０ －１ ２．２ １．４

３ －１ ０ １ ８．７ ９．５ １１ １ ０ １ ２．４ ２．０

４ －１ １ ０ ７．７ ６．９ １２ １ １ ０ １．４ １．８

５ ０ －１ －１ ６．５ ６．５ １３ ０ ０ ０ ３．１ ３．３

６ ０ －１ １ ７．５ ７．０ １４ ０ ０ ０ ３．２ ３．３

７ ０ １ －１ ３．５ ３．９ １５ ０ ０ ０ ３．６ ３．３

８ ０ １ ０ ５．２ ５．１

表３　实验系数的估计值

Ｔａｂ．３　Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｅｓｔｉｍａｔｅｓｂｙｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

编码 系数 标准差 狋值 犘值 编码 系数 标准差 狋值 犘值

截距 １９９．２３ ２８．５９ ６．９７ ０．０００９３６ 犡３ ９２．１１ ２１．４４ ４．３０ ０．００７７４４

犡１ －１５０．３５ １７．９７ －８．３７ ０．０００３９９ 犡２３ ９７．７６ ２９．３３ ３．３３ ０．０２０７０７

犡２１ －４４．４３ ２７．３１ －１．６３ ０．１６４６８６ 犡
１犡２ －２．６５ ２５．４１ －０．１０ ０．９２０８６８

犡２ －１．１１ １９．６５ －０．０６ ０．９５６９６９ 犡
１犡３ －７３．６９ ２５．４１ －２．９０ ０．０３３７９２

犡２２ １０８．２６ ２７．９０ ３．８８ ０．０１１６３８ 犡
２犡３ ７５．８３ ３４．５４ ２．２０ ０．０７９５６５

　　 表示置信区间为９５％时有统计学意义； 表示置信区间为９９％时有统计学意义

　　应用响应面法进行回归分析，其狋检验值和犘 检验值如表３所示．系数的可信程度与狋检验值成正

比，与犘检验值成反比．即狋检验值越大及犘 检验值越小，回归系数的可信程度越高．当试验在置信区

间为９９％和９５％时，除犡２，犡
２
１，犡１犡２，犡２犡３ 的系数外，其他系数均具有统计学意义．这些系数表明，其

代表的因素可能为回归模型的限制因子，改变这些因素值对木聚糖酶的生产有重要影响．

对实验数据进行回归响应分析，得到可以解释各主因素对木聚糖酶生产的影响的二次模型为

犢 ＝１９９．２－１５０．３犡１＋１０８．３犡
２
２＋９２．１犡３＋９７．８犡

２
３－７３．７犡１犡３．

式中：犢 为木聚糖酶的活力（ｍｋａｔ·Ｌ－１）；犚＝０．９７９，犘＜０．０１．

整个模型的平方和（犛犛）结果表明：实验的犚２ 值为９５．７８％，即只有４．２２％的的变数不能由模型解

释．该模型的犉检验值为１２．６０９，说明模型可信度较高．

２．２　木聚糖酶生产影响因素的响应面分析

应用响应面分析培养时间（犡１）、麸皮与玉米粉的质量比（犡２）及蛋白胨与ＮＨ４Ｃｌ的质量比（犡３）对
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木聚糖酶生产的影响，３个因素两两相互作用的三维响应面如图１所示．

（ａ）犡１犡２

由表３可知，短小芽孢杆菌木聚糖酶的生产与培养时

间的长短有很大关系（犡１ 系数的犘检验值小于０．０１），其

他与木聚糖酶生产有关的因素有碳源的二次因子（犡２２ 的系

数，犘检验值小于０．０５）．如图１（ａ）所示，当麸皮与玉米粉

的质量比为５∶１０或是１０∶５时，木聚糖酶的产量都呈相

似的上升趋势，并且培养时间越短，酶产量越高．

一般而言，短小芽孢杆菌木聚糖酶的产酶培养时间需

要１６ｈ左右，与其半对数生长期相对应．产酶培养时间超

过２０ｈ后，芽孢快速生长，使细胞裂解；当细胞开始裂解

时，蛋白激酶分泌到培养基中，使酶发生水解．本次优化实

（ｂ）犡１犡３　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｃ）犡２犡３

图１　各因素与木聚糖酶产生的交互影响

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｘｙｌａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

验培养时间为２４ｈ，比４８ｈ或７２ｈ的酶产量都要高，说明培养时间在短小芽孢杆菌木聚糖酶的生产中

起重要作用．

由表３可知，蛋白胨与ＮＨ４Ｃｌ质量比的一次效应（犘检验值小于０．０１）和二次效应（犘检验值小于

０．０５）都具有统计学重要意义．由图１（ｂ）可知，培养时间和蛋白胨与ＮＨ４Ｃｌ比例的交互影响，同样对短

小芽孢杆菌木聚糖酶的生产有重要影响．培养时间越短，蛋白胨与ＮＨ４Ｃｌ比例越大，产酶量越高．

由图１（ｃ）可知，当麸皮与玉米粉的质量比及蛋白胨与ＮＨ４Ｃｌ的质量比分别为５∶５和２∶５时，不

考虑培养时间，木聚糖酶的产酶量最低．然而，当培养基组成取值在图中直径最大的圆形区域以外的配

比时，木聚糖酶产酶量最大．

２．３　与其他木聚糖酶产生菌产酶条件优化的比较

与其他细菌或真菌产木聚糖酶条件优化比较，本优化采用价格低廉的麸皮和玉米粉为复合碳源，未

采用价格昂贵的木聚糖为单一碳源，约可使木聚糖酶整个生产过程的成本约降低２５％
［７］．优化的最佳

产酶培养时间仅为２４ｈ，与其他长达１１ｄ的产木聚糖酶培养比较，极大缩短了产酶时间．据报道
［８］，利

用响应面法和中心组合设计优化犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳犻狊犮犺犲狉犻产木聚糖酶，培养７２ｈ后，产酶量仅提高了１．９

倍；而以纤维素大豆残渣为碳源，应用３因素２水平中心组合设计实验优化犅犪犮犻犾犾狌狊犮犻狉犮狌犾犪狀狊产木聚

糖酶，培养１２０ｈ后，产酶量提高了２．５倍
［７］．另一以木聚糖为碳源的３因素３水平实验设计优化犅犪

犮犻犾犾狌狊犮犻狉犮狌犾犪狀狊Ｄ１产木聚糖酶，经４８ｈ培养后，木聚糖酶产量也仅提高了３．１５倍
［９］．文献［１０］应用响

应面法优化嗜盐细菌产胞外木聚糖酶，经７ｄ培养，产酶量提高了２０多倍，但其使用价格昂贵的桦木木

聚糖为底物，成本明显高．

对于上述回归出来的二次多项式方程进行求导求极值，在培养时间为２４ｈ，麸皮与玉米粉的质量

浓度分别为１０，５ｇ·Ｌ
－１，蛋白胨与ＮＨ４Ｃｌ的质量浓度分别为５，１０ｇ·Ｌ

－１时，得到理论上最大木聚糖

酶活力为１２．０ｍｋａｔ·Ｌ－１．为了验证此培养基成份和培养时间，重复实验５次，得到木聚糖酶活力平均

值为１２．１ｍｋａｔ·Ｌ－１，比基础培养基产木聚糖酶的活力提高了１２．２倍．
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３　结束语

以价格低廉的麸皮和玉米粉为复合碳源，以蛋白胨和ＮＨ４Ｃｌ为复合氮源，对短小芽孢杆菌木聚糖

酶产酶条件进行优化，应用响应面法对实验结果进行分析，回归出二次多项式回归模型．对模型进行分

析，得到理论产酶极大值．将从模型导出的最高酶活力的培养基组成进行反复实验，得到的实验值与理

论值匹配良好，单位体积发酵液中木聚糖酶活力提高了１２．２倍．
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