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　　摘要：从沼气站秸秆堆肥中分离筛选得到 １株室温下产纤维素酶的菌株，经鉴定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ
ＣＥＬ－１，在选定最适碳氮源的基础上，采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计筛选出３个显著因素为可溶性淀粉、玉米浆和
硫酸铵。进而通过爬坡试验和Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验进一步优化得到最佳产纤维素酶条件为：培养温度２７℃，ｐＨ值为
６．０，可溶性淀粉２７．５ｇ／Ｌ，玉米浆８．０ｇ／Ｌ，硫酸铵５．０ｇ／Ｌ，纤维素酶酶活力达１６１．３４Ｕ／ｍＬ，比优化前提高了２．７１倍。
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　　纤维素是目前地球上极为丰富可再生的生物质资源，纤
维素酶能够高效地将纤维素水解成单糖进而发酵生产甲烷和

乙醇等生物燃料［１－３］。纤维素酶广泛存在于生物体中［４－５］，

其产生菌大多为细菌、放线菌和丝状真菌等［６－８］。其中细菌

因生长周期短、培养条件简单、生长和产酶稳定而受到广泛

关注。

由于纤维素酶的活力是限制纤维素酶进一步运用的关

键，目前在已得到高产菌株的基础上，获得高效纤维素酶最简

单的方法就是进行发酵条件优化。响应面分析法（ＲＳＭ）因
其所需试验次数少、周期短、能确定多种因素间的交互作用，

并可通过多元二次回归方程精确预测最终产量，已被广泛应

用于各种领域。张蕾等利用响应面分析法优化芽孢杆菌

Ｔ３－４的产脂肪酶发酵条件，脂肪酶活性提高了２４．７９倍［９］。

苟亚峰等利用响应面法对产内切菊粉酶菌株培养条件进行了

优化后，内切菊粉酶活性较优化前提高了１．５５倍［１０］。梁昌

聪等人采用响应面法优化解淀粉芽孢杆菌 Ｃ１０１发酵培养
基，测得的实际平均芽孢含量与预测芽孢含量相近，比之前的

芽孢含量提高了１８８％［１１］。这些都足以表明，响应面分析法

是一种科学、有效的试验优化方法。

目前，国内外学者虽有利用响应面法进行解淀粉芽孢杆

菌发酵条件优化，但因其具有的广谱抑菌活性，产生的代谢产

物在生物防治方面有特殊的效果，所以学者大多在研究其抗

真菌和细菌的能力［１２－１４］，而研究其产纤维素酶的相对较

少［１５－１６］。本研究以解淀粉芽孢杆菌 ＣＥＬ－１（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１）为出发菌株，利用响应面法对其产

纤维素酶的发酵条件进行优化，为高产纤维素酶菌株的开发

及应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌种
ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１，由笔者所在实验室自

行筛选鉴定保存。

１．２　试验方法
１．２．１　产纤维素酶菌株的鉴定　从沼气站秸秆堆肥中分离
筛选得到１株纤维素酶高产菌株，将该菌株在２７℃下培养
１２～１６ｈ，利用细菌基因组提取试剂盒对其进行总 ＤＮＡ的提
取。以基因组ＤＮＡ为模板，利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物，
ＰＣＲ扩增所筛选出菌株的１６ＳｒＤＮＡ，并将扩增片段进行测
序。将测序后的序列通过与 ＧｅｎＢａｎｋ中的已有基因序列进
行Ｂｌａｓｔ比对，确定本研究中菌株的种属。
１．２．２　酶活力测定方法　采用ＤＮＳ法测定酶反应体系中产
生的还原糖［１７］，酶活的测定均以该组灭活的酶作为对照。酶

活力单位定义为在试验条件下，１ｍｉｎ催化底物产生１μｇ还
原糖所需的酶量为１个酶活力（Ｕ）。
１．２．３　最适碳氮源筛选试验　改变 ＬＢ培养基中的碳氮源
种类以及浓度，碳源种类分别为蔗糖、葡萄糖、乳糖、可溶性淀

粉、麦芽糖、木糖；碳源浓度分别为 ５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、
４０ｇ／Ｌ；氮源种类为大豆饼粉、蛋白胨、玉米浆、酵母粉、牛肉
膏、ＣＨ４ＮＯ２、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＫＮＯ３；氮源浓度分别为 ５、１０、１５、
２０、２５、３０、３５、４０ｇ／Ｌ。
１．２．４　响应面优化设计
１．２．４．１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验－显著影响因素的筛选　根
据已确定好的碳源和氮源，选用 ｎ＝１２的 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ
试验设计，为了增加准确性，设置３个空白作为误差分析项，
对可能影响解淀粉芽孢杆菌ＣＥＬ－１液体发酵产纤维素酶的
８个因子进行全面考察。
１．２．４．２　最陡爬坡试验　根据 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验筛选
出的３个显著因素和其给出的一次拟合方程系数的正负，确
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定该因素的爬坡方向和步长进行最陡爬坡试验，找出酶活最

高的区域。

１．２．４．３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计及响应面分析　根据单因素试
验所筛选的可溶性淀粉、玉米浆和硫酸铵，应用３因素３水平
的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计［１８］，以所产纤维素酶酶活为响应值，采

用响应面法进行分析，试验因素及水平见表１。响应面试验
结果运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ分析软件进行方差分析。为了验证所
得结果的可靠性，结合实际试验条件，在优化条件下进行验证

试验，经过３次平行试验后取平均值。
表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计及各因子水平编码

水平 Ａ：可溶性淀粉（ｇ／Ｌ） Ｂ：玉米浆（ｇ／Ｌ）Ｃ：硫酸铵（ｇ／Ｌ）
－１ ２２．５ ８ ４
０ ２５．０ １０ ５
１ ２７．５ １２ ６

２　结果与分析

２．１　产纤维素酶的菌株的鉴定
本研究所用菌株通过用１６ＳｒＤＮＡ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已

有基因序列进行Ｂｌａｓｔ比对后，结果发现该序列与解淀粉芽孢
杆菌的 １６ＳｒＤＮＡ同源性为 ９７％，将该菌株命名为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１［１９］。
２．２　最适碳氮源筛选试验
２．２．１　最适碳源的选择　由图１可见，碳源种类对产纤维素
酶的影响较大，作为能被快速吸收的单糖，葡萄糖对于菌株

ＣＥＬ－１产酶没有较好的效果，而作为多糖的可溶性淀粉却对
产酶活力有非常好的促进作用，原因可能是 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ
ｃｉｅｎｓ具有很好的淀粉酶活性，并且正因为它不易被其他菌直
接吸收而可以减少其他微生物的污染。可溶性淀粉的浓度对

菌株ＣＥＬ－１产纤维素酶活力的影响见图２，随着可溶性淀粉
浓度升高至２５ｇ／Ｌ时，产酶活力不断增加并达到最高，随后
其浓度进一步升高却抑制了菌株 ＣＥＬ－１产酶。因此，最适
的可溶性淀粉浓度为２５ｇ／Ｌ。

２．２．２　最适氮源的选择　由图３可见，有机氮源相对于无机
氮源来说效果较好，同时一些成本较低的氮源（大豆饼粉、玉

米浆）也表现出较好的效果，相对酶活也能达８０％以上。虽
然牛肉膏较玉米浆效果稍好，但牛肉膏的成本相对较高，所以

选择廉价的玉米浆作为氮源。玉米浆浓度对产纤维素酶的影

响见图４，当玉米浆浓度从５ｇ／Ｌ增加到 １０ｇ／Ｌ，提高了菌株
ＣＥＬ－１产酶活力；而当浓度高于１０ｇ／Ｌ的时候，产酶急剧下

降，可以说明，玉米浆的浓度对菌产酶是一个特别显著的因

素，而当浓度达到２０ｇ／Ｌ以上时，产酶维持在一个稳定的低
水平。因此，最适的玉米浆浓度为１０ｇ／Ｌ。
２．３　响应面设计结果分析
２．３．１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计及结果分析　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ试验结果（表２），通过对不同组合所表现出来的解淀
粉芽孢杆菌 ＣＥＬ－产纤维素酶活力的观察，并且结合软件对
Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验的结果的分析（表３），可以看出对 Ｂ．
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１产酶量影响相对显著的因子依次为
Ａ＞Ｂ＞Ｅ，即可溶性淀粉 ＞玉米浆 ＞硫酸铵。硫酸铵通常在
培养基中充当氮源的角色［２０］，而通过图３可以看出，在它作
为氮源时对产纤维素酶量的作用不大，但由于它也是一种酸

性盐，若菌将其利用，一般是铵离子被利用，则可能会起到调

剂ｐＨ值的作用从而能显著影响 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１
产纤维素酶。同时，可溶性淀粉和硫酸铵对其产生的是正效

应，而玉米浆产生的是负效应，选择这３个显著因素作为进一
步优化试验的关键因素。
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表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ度试验设计各因素水平及评价

变量 因素

水平

低

（－１）
高

（１）
ｔ检验 Ｐ＞｜ｔ｜ 重要性

排序

Ａ 可溶性淀粉（ｇ／Ｌ） ２０ ２５ １．５４ ０．２２２ １
Ｂ 玉米浆 （ｇ／Ｌ） ５ １０ －１．２３ ０．３０７ ２
Ｃ 氯化钠 （ｇ／Ｌ） ５ １０ －０．２３ ０．８３３ ７
Ｄ 硫酸镁 （ｇ／Ｌ） １ ５ ０．３５ ０．７５２ ５
Ｅ 硫酸铵 （ｇ／Ｌ） １ ５ ０．６９ ０．５３９ ３
Ｆ 磷酸二氢钾（ｇ／Ｌ） １ ５ －０．１９ ０．８６０ ８
Ｇ 接种量（ｍＬ） １０ ２０ ０．３１ ０．７７９ ６
Ｈ ｐＨ值 ６ ７ ０．４２ ０．７０１ ４

２．３．２　最陡爬坡试验　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验得出的结果为
可溶性淀粉对 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１产纤维素酶的影
响最大，其次为玉米浆，再次为硫酸铵，又由于可溶性淀粉和

硫酸铵对其产生的是正效应，而玉米浆产生的是负效应，因此

可溶性淀粉和硫酸铵的浓度应依次增加，而玉米浆则反之。

由表３可知，随着可溶性淀粉，玉米浆和硫酸铵的变化，发酵
液中的纤维素酶的酶活由９７．２７Ｕ／ｍＬ上升至１２８．９９Ｕ／ｍＬ，
之后又下降到１０９．９６Ｕ／ｍＬ，而当纤维素酶酶活最高的时候，
所对应的可溶性淀粉为２５ｇ／Ｌ、玉米浆１０ｇ／Ｌ、硫酸铵５ｇ／Ｌ，
由此，最大产酶区在第５次试验附近，故以试验５的条件为响
应面试验因素水平的中心点。

表３　最陡爬坡试验设计结果

试验编号
可溶性淀粉

（ｇ／Ｌ）
玉米浆

（ｇ／Ｌ）
硫酸铵

（ｇ／Ｌ）
酶活

（Ｕ／ｍＬ）

１ １２．５ １８ １ ９７．２７
２ １５．０ １６ ２ １０６．７８
３ ２０．０ １４ ３ １１２．０７
４ ２２．５ １２ ４ １２５．８１
５ ２５．０ １０ ５ １２８．９９
６ ２７．５ ８ ６ １１９．４７
７ ３０．０ ６ ７ １１７．３６
８ ３２．５ ４ ８ １０９．９６

２．３．３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计及响应面分析　综合分析单因素
爬坡试验所确定的显著因子的最优水平，选择对纤维素酶活

力影响显著的可溶性淀粉、玉米浆和硫酸铵３个因素为自变
量，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计，以纤维素酶活力为响应值
设计试验。响应面试验设计及结果见表４。

根据试验得到的纤维素酶酶活结果，运用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
软件对其进行多元回归分析，分析结果见表５。从表５可以
发现，该模型 Ｒ２为 ０．９７６５，表明预测值与试验值之间有
９７．７５％ 的相关性，同时，调整型决定系数 Ｒ２Ａｄｊ为０．９４６３，也
说明了方程模型的可信度比较高，能够较好地预测试验的结

果。回归模型Ｐ值（Ｐ＞Ｆ）＜０．０００１，表明建立的回归模型
是显著的（Ｐ＜０．０５）；失拟项 Ｐ值为０．０９７１＞０．０５，表明失
拟不显著，模型没有失拟现象。经过回归拟合得到二次多项

式方程：Ｒ１＝１６１．３４＋１３．５１Ａ－４．４４Ｂ＋０．５６Ｃ－０．７４ＡＢ＋
２．５９ＡＣ－２．９６ＢＣ－８．３３Ａ２－５．００Ｂ２－６．１１Ｃ２。其中 Ｒ１为纤
维素酶活力。

表４　Ｂｏｘ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ试验设计及其结果

试验编号
可溶性淀粉

（ｇ／Ｌ）
玉米浆

（ｇ／Ｌ）
硫酸铵

（ｇ／Ｌ）
纤维素酶活力

（Ｕ／ｍＬ）

１ －１ ０ －１ １３４．７０
２ －１ －１ ０ １４０．６２
３ １ ０ －１ １５６．９０
４ ０ ０ ０ １５９．８６
５ １ ０ １ １６４．３０
６ ０ －１ －１ １４９．５０
７ ０ ０ ０ １６１．３４
８ ０ ０ ０ １６４．３０
９ ０ １ －１ １５０．９８
１０ １ －１ ０ １６８．７４
１１ ０ １ １ １４５．０６
１２ ０ ０ ０ １５９．８６
１３ ０ －１ １ １５５．４２
１４ －１ ０ １ １３１．７３
１５ ０ ０ ０ １６１．３４
１６ １ １ ０ １５３．９４
１７ －１ １ ０ １２８．７７

表５　Ｂｏｘ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ试验方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ＞Ｆ
模型 ２２９８．７３ ９ ２５５．４１ ３２．３２ ＜０．０００１
Ａ：可溶性淀粉 １４５９．４１ １ １４５９．４１ １８４．６７ ＜０．０００１
Ｂ：玉米浆 １５７．７４ １ １５７．７４ １９．９６ ０．００２９
Ｃ：硫酸铵 ２．４６ １ ２．４６ ０．３１ ０．５９３９
ＡＢ ２．１９ １ ２．１９ ０．２８ ０．６１４８
ＡＣ ２６．８４ １ ２６．８４ ３．４０ ０．１０７９
ＢＣ ３５．０５ １ ３５．０５ ４．４４ ０．０７３２
Ａ２ ２９１．８８ １ ２９１．８８ ３６．９３ ０．０００５
Ｂ２ １０５．０８ １ １０５．０８ １３．３０ ０．００８２
Ｃ２ １５６．９７ １ １５６．９７ １９．８６ ０．００２９
残差 ５５．３２ ７ ７．９０
失拟项 ４２．１７ ３ １４．０６ ４．２８ ０．０９７１
纯误差 １３．１５ ４ ３．２９
总回归 ２３５４．０５ １６
Ｒ２ ０．９７６５
Ｒ２Ａｄｊ ０．９４６３

　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件对回归模型进行分析，得到响
应面立体分析见图５，分别表示了可溶性淀粉、玉米浆和硫酸
铵２个因素两两之间的相互作用对响应值的影响，图５－ａ
中，当硫酸铵固定为 ５ｇ／Ｌ时，随着玉米浆从 ８ｇ／Ｌ增加到
１０ｇ／Ｌ时，可溶性淀粉由２２．５ｇ／Ｌ增大至２７．５ｇ／Ｌ的过程
中，纤维素酶活力均呈现先增大后平缓的趋势，曲面的顶点即

为纤维素酶活力最大值点，同时相对于其他交互因子，可溶性

淀粉和玉米浆两因子交互作用更为显著，并且利用回归方程

对最值进行求解，得到模型的最佳理论值点，即当可溶性淀

粉、玉米浆和硫酸铵的浓度分别达到２７．２５、８．７５、５．３９ｇ／Ｌ
时，响应值Ｒ１能达到最大值，即解淀粉芽孢杆菌产纤维素酶
活力能达１６８．９１Ｕ／ｍＬ。
２．３．４　响应面设计结果验证与分析　为了验证在此条件下
响应面分析的可靠性，根据响应面分析得到的理论上纤维素

酶酶活最高时各因素的工艺参数，结合实际试验条件，将各因
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素参数设定为可溶性淀粉 ２７．５ｇ／Ｌ、玉米浆８ｇ／Ｌ、硫酸铵
５ｇ／Ｌ，其他因子不变，进行３次重复试验验证，测得纤维素酶
活力的平均值为 １６１．３４Ｕ／ｍＬ，与理论预测值１６８．９１Ｕ／ｍＬ
接近，可见该模型能较好地预测菌株 ＣＥＬ－１产纤维素酶活
力，具有较高的参考价值。

３　结论

本研究在单因素试验的基础上进行响应面分析，对 Ｂ．
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＥＬ－１产纤维素酶的发酵条件进行了优
化。结合实际试验后的研究结果表明，菌株的最适发酵培养

基配方为可溶性淀粉 ２７．５ｇ／Ｌ、玉米浆 ８．０ｇ／Ｌ、硫酸铵
５．０ｇ／Ｌ，此时的发酵条件为温度２７℃、装液量１０ｍＬ、转速
２００ｒ／ｍｉｎ，初始 ｐＨ值为６．０，接入菌量１％，发酵时间６０ｈ，
实际产得的纤维素酶活力高达１６１．３４Ｕ／ｍＬ，较之前未优化
的提高了２．７１倍，这说明了响应面法能够有效地提高纤维素
酶的产量。
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