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　　摘要：以１株产纤维素酶的细菌ＤＭ－４为试验菌株，以滤纸酶（ＦＰＡ酶）活和ＣＭＣ酶活为指标，通过单因素试验
和响应面试验，优化菌株发酵产酶条件。结果显示，在发酵时间为３６ｈ、接种量４％、培养基初始ｐＨ值５．５～６．０、麸皮
浓度２．５４％、蛋白胨浓度０．９２％、磷酸盐浓度０．５％的培养条件下，菌株产纤维素酶活力最高。验证试验表明，优化模
型是有效和可靠的。
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方向为微生物发酵。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｊｈ１９７７１１２３＠１６３．ｃｏｍ。

　　能源、环境及工农业原料生产等问题越来越影
响着人们的日常生活，高产纤维素酶微生物的筛选

对解决这些问题都十分重要［１－３］。大多数细菌所产

纤维素酶与真菌来源的酶性质不同，某些方面具有

真菌酶不可替代的作用［４］。细菌纤维素酶在饲料

工业、洗涤剂工业及纺织工业中具有广泛的利用前

景，因此在工业生产中的地位逐渐提高［５］，其中产

纤维素酶的芽孢杆菌成为近年来的研究热点［６］。

本试验以从白酒酒醅中选育得到的产纤维素酶细

菌菌株ＤＭ－４为试验菌株，利用单因素试验和响应
面试验设计，优化其发酵产酶条件，为进一步的试

验研究准备条件。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
菌株ＤＭ－４，由笔者所在实验室从白酒酒醅中

选育得到，经鉴定该菌株为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。
１．２　培养基

种子培养基：牛肉膏 ０．５％，蛋白胨 １％，ＮａＣｌ
０．５％，ｐＨ值７．５～７．６，１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ。发酵
培养基：ＣＭＣ－Ｎａ１０ｇ，蛋白胨２．５ｇ，酵母浸出汁
１．０ｇ，ＮａＣｌ２．５ｇ，ＫＨ２ＰＯ３０．５ｇ，硫酸镁０．１ｇ，琼脂
１０ｇ，去离子水５００ｍＬ，１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ。

１．３　纤维素酶活力测定方法
待测发酵液倒入离心管中，５０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清液测定酶活。滤纸酶（ＦＰＡ酶）活力
测定：根据国际理论应用化学协会（ＩＵＰＡＣ）的方法
测定［７］。ＣＭＣ酶活力测定见参考文献［８］。
１．４　菌株液体发酵产酶条件的优化
１．４．１　发酵时间的确定　发酵培养基内接入种子
后，从１２ｈ开始，每１２ｈ取样测定酶活，直到７２ｈ。
１．４．２　接种量的确定　按照 １％、２％、３％、４％、
５％和６％的接种量将种子液接入发酵培养基中，于
３７℃、摇瓶转速２００ｒ／ｍｉｎ的条件下发酵３６ｈ后测
酶活力。

１．４．３　培养基成分的优化
１．４．３．１　碳源的优化　（１）碳源种类的优化：以羧
甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）、麸皮（过８０目筛）、玉米
粉、葡萄糖、蔗糖、淀粉和微晶纤维素作为唯一碳源

（２％）配制培养基，接入种子后发酵３６ｈ后测酶活
力。（２）碳源浓度的优化：在优化碳源种类后，配制
碳源浓度为 ０．５％、１％、１．５％、２％、２．５％、３％、
３５％和４％的发酵培养基，接入突变菌株发酵３６ｈ
后测酶活力。

１．４．３．２　氮源的优化　（１）氮源种类的优化：优化
碳源后，以蛋白胨、豆饼粉（过８０目筛）、大豆蛋白
粉、硫酸铵、硝酸钾和尿素作为唯一氮源（０．５％）配
制发酵培养基，接入种子后发酵３６ｈ后测酶活力。
（２）氮源浓度的优化：在优化氮源种类后，配制优化
氮源浓度为 ０．１％、０．３％、０．５％、０．７％、０．９％和
１１％发酵培养基，接入种子后发酵 ３６ｈ后测酶
活力。
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１．４．３．３　初始ｐＨ值的优化　分别配制ｐＨ值４．５、
５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０碳氮源优化后发酵
培养基，接入突变菌株发酵３６ｈ后测酶活力。
１．４．３．４　磷酸盐浓度优化　配制 Ｋ２ＨＰＯ３浓度为
０１％、０．５％、０．９％、１．３％和１．７％的上述条件优化后
的发酵培养基，接入突变菌株发酵３６ｈ后测酶活力。
１．４．４　响应面设计试验　在上述优化基础上，根据
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｕｋｅｎ设计方法，采用 ｍｉｎｉｔａｂ１６构建３因
素（碳源浓度、氮源浓度和磷酸盐浓度）３水平响应
面分析［９－１０］。

１．４．５　统计分析　利用 ＳＰＡＳＳ软件实现统计分析
及差异显著性检验［１１］。

２　结果与分析

２．１　发酵时间的确定
接入种子液后，从发酵１２ｈ开始每隔１２ｈ测定

ＦＰＡ酶活和ＣＭＣ酶活，直到发酵后７２ｈ，结果如图
１所示。发酵时间为３６ｈ时，菌株产ＦＰＡ酶和ＣＭＣ
酶都表现出了比较高的酶活力，继续发酵到４８ｈ会
有少许增加，之后逐渐下降。经差异显著性检验，

发酵３６ｈ酶活与发酵 ４８ｈ酶活差异不显著（Ｐ＞
０．０５），而与其他发酵时间的酶活差异极显著（Ｐ＜
０．０１），确定３６ｈ为最优发酵时间。

２．２　接种量的确定
不同接种量下菌株发酵产酶结果见图２。随接

种量提高，菌株产酶活力不断提高。接种量大于

４％时，酶活提高量变小。经差异显著性检验，４％、
５％和６％这３种接种量条件下的酶活差异不显著
（Ｐ＞０．０５），综合考查，选择４％的接种量为优化条件。
２．３　初始ｐＨ值的优化

菌株ＤＭ－４在不同初始 ｐＨ值条件下发酵产
纤维素酶活力结果见图３。试验结果显示，初始 ｐＨ
值为５．５～６．０时，菌株ＤＭ－４产酶活性最高。显

著性检验结果表明，初始 ｐＨ值５．５条件下菌株所
产酶活与初始 ｐＨ值６．０条件下差异不显著（Ｐ＞
００５），而与其他初始ｐＨ值条件下差异极显著（Ｐ＜
０．０１），因此，确定最优产酶初始ｐＨ值为５．５～６．０。

２．４　培养基组分的优化
２．４．１　碳源的优化　分别利用不同碳源作为唯一
碳源配制培养基进行发酵，结果见图４。总体分析，
含有纤维素物质的碳源比不含纤维素物质的碳源

所产酶活高。其中以麸皮为唯一碳源时产酶能力

最强，与其他碳源比较差异极显著（Ｐ＜０．０１），确定
麸皮为最优碳源。由图 ５可知，当麸皮浓度在
２．５％ 以下时，随着麸皮浓度升高，酶活升高，超过
２．５％时，酶活反而下降。在碳源浓度为２．５％时菌
株所产酶活与其他浓度下所产酶活比较具有显著

性差异。碳源浓度过低会造成营养不足，能源物质

少，细胞不能生成足够的 ＡＴＰ满足菌体的生长代
谢，菌体生长不良，产酶活性低；而碳源浓度过高时，

能源物质充足，细胞生长快，同时发酵液黏度升高，溶

氧不足，使细胞产酶量下降，降低活性。在本试验条

件下选择麸皮浓度２．５％作为优化碳源浓度。
２．４．２　氮源的优化　分别以不同物质作为唯一氮
源进行发酵试验，结果见图６。总体而言，有机氮源
产纤维酶酶活性要比无机氮源稍高。差异显著性
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检测表明，蛋白胨、豆饼粉和大豆蛋白粉作为氮源

时，其酶活之间差异不显著（Ｐ＞００５），而与硫酸
铵、硝酸钾和尿素作为氮源时的产酶活性差异极显

著（Ｐ＜０．０１）。由于试验菌株是在酒醅中筛选出来

的，经常年不断优化，适应了有机氮源的营养，同

时，有机氮源中所含的营养，除氮源外还有其他营

养成分，会促进菌体产酶。综合考虑，本试验以蛋

白胨作为最佳氮源。氮源浓度优化试验结果（图７）
显示，随氮源浓度增加，菌株产酶活力增加，当氮源

浓度为０．９％时，菌株产酶活力最高，氮源浓度继续
提高至１．１％后，酶活力少许下降。氮源是细胞合
成产物的重要物质，数量过少，产物合成不足，数量

过多，有可能造成底物抑制，细胞合成酶的数量降

低，从而使菌体产酶活性降低。通过０．９％浓度时
的酶活力与其他氮源浓度下的酶活力差异性比较

可知，氮源浓度０．９％时，ＦＰＡ酶活和 ＣＭＣ酶活与
其他浓度下的酶活具有显著性差异（Ｐ＜０．０５），因
此，选择氮源浓度为０．９％作为优化浓度。

２．４．３　磷酸盐浓度的优化　配制磷酸盐浓度分别
为０．１％、０．５％、０．９％、１．３％和１．７％的培养基，接
入菌株后进行发酵，３６ｈ后测定纤维素酶活力，结
果见图８。当磷酸盐（ＫＨ２ＰＯ３）浓度为 ０．５％ 时，菌
株所产酶活最高。浓度进一步增加后，酶活反而下

降。磷酸盐浓度很小时，磷元素不足造成细胞代谢

缓慢，磷酸盐浓度过高，会引起细胞生长过快，导致

营养物质只合成细胞而不产酶。显著性检验表明，

在磷酸盐浓度为０．５％的条件下，与其他浓度条件
下的酶活差异极显著（Ｐ＜０．０１），因此，确定磷酸盐
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０．５％的浓度作为优化结果。
２．３．５　响应面试验结果　选择碳源（麸皮）浓度、
氮源（蛋白胨）浓度和磷酸盐（ＫＨ２ＰＯ３）浓度作为培
养基组分优化因子（分别为 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３）以 ＦＰＡ酶
（Ｙ１）和ＣＭＣ酶（Ｙ２）活力分别作为响应值设计试验
方案。试验因子和水平见表１，试验方案和结果见
表２。

表１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验因子及水平

水平编码
浓度（％）

Ｘ１：麸皮 Ｘ２：蛋白胨 Ｘ３：磷酸盐

－１　 ２．０ ０．５ ０．１

０ ２．５ ０．９ ０．５

１ ３．０ １．３ ０．９

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计及结果

试验编号
试验因子

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３
ＦＰＡ酶活
（ＩＵ／ｍＬ）

ＣＭＣ酶活
（Ｕ／ｍＬ）

１ １ －１ ０ ２５．０１ １２７．６５

２ ０ １ －１ ２７．８９ １２８．０５

３ １ １ ０ ２４．４２ １２６．８４

４ －１ －１ ０ ２２．１８ １１９．０８

５ －１ １ ０ ２３．０７ １２２．９７

６ ０ １ １ ２２．５６ １２３．０１

７ ０ －１ －１ ２３．５７ １２５．０８

８ ０ ０ ０ ３０．０８ １３４．６２

９ １ ０ １ ２１．１２ １２０．９８

１０ －１ ０ １ ２１．５５ １１８．９７

１１ １ ０ －１ ２２．９２ １２６．３４

１２ ０ ０ ０ ２９．５１ １３３．７５

１３ －１ ０ －１ ２２．５０ １２１．９５

１４ ０ －１ １ ２３．６５ １２７．３９

１５ ０ ０ ０ ２９．８４ １３４．０５

　　使用ｍｉｎｔａｂ１６进行关于响应值与因子麸皮浓
度（Ｘ１）、蛋白胨浓度（Ｘ２）和磷酸盐浓度（Ｘ３）的二
次回归分析，去掉不显著因素，得到二次表达式：

　　Ｙ１＝２９．８１－Ｘ３－４．２６７５Ｘ
２
１－１．８７２５Ｘ

２
２－

３．５２Ｘ２３－１．３５２５Ｘ２Ｘ３；
　　Ｙ２＝１３４．１４＋２．３５５Ｘ１－１．３８３８Ｘ３－６．９１３７Ｘ

２
１－

３．０９１２Ｘ２２－５．１６６３Ｘ
２
３－１．８３７５Ｘ２Ｘ３。

　　方程显著性检验结果如表３至表６所示，２个
回归方程都具有显著性（Ｒ２１＝０．９３６，Ｒ

２
２＝０．９４９，

Ｐ＜０．０１），失拟项不显著（Ｐ＞０．０５），剔除其他项
后，保留的各项系数都具有显著性（Ｐ＜０．０５）。根
据显著性检验结果可以得知，对于菌株产 ＦＰＡ酶活
力来说，培养基中的麸皮浓度和蛋白胨浓度在二次

水平上影响ＦＰＡ酶的产生，磷酸盐浓度在一次水平
和二次水平上都对ＦＰＡ酶的产生具有显著性影响，

表３　ＦＰＡ酶回归方程显著性检验

模型 ｄｆ 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值

回归　 ５ １２６．８６６ ２５．３７３ ２６．３３２ ０．０００

残差　 ９ ８．６７２ ０．９６４

失拟　 ２ ３．３８９ １．６９５ ２．２５ ０．１７６

纯误差 ７ ５．２８３ ０．７５５

合计　 １４ １３５．５３８

表４　ＦＰＡ酶回归方程系数显著性检验

来源 系数 标准误差 ｔ值 Ｐ值

常量 ２９．８１００ ０．５６６７ ５２．５９９ ０．０００

Ｘ３ －１．００００ ０．３４７１ －２．８８１ ０．０１８

Ｘ２１ －４．２６７５ ０．５１０８ －８．３５４ ０．０００

Ｘ２２ －１．８７２５ ０．５１０８ －３．６６５ ０．００５

Ｘ２３ －３．５２００ ０．５１０８ －６．８９０ ０．０００

Ｘ２Ｘ３ －１．３５２５ ０．４９０８ －２．７５６ ０．０２２

表５　ＣＭＣ酶回归方程显著性检验

模型 ｄｆ 平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值

回归　 ６ ３４７．９９８ ５８．０００ ２４．８２ ０．０００

残差　 ８ １８．６９２ ２．３３７

失拟　 ４ １０．４０７ ２．６０２ １．２６ ０．４１５

纯误差 ４ ８．５２５ ２．０７１

合计　 １４ ３６６．６９０

表６　ＣＭＣ酶回归方程系数显著性检验

自变量 系数 标准误差 ｔ值 Ｐ值

常量 １３４．１４００ ０．８８３０ １５２．００ ０．０００

Ｘ１ ２．３５５０ ０．５４０４ ４．３６ ０．００２

Ｘ３ －１．３８３８ ０．５４０４ －２．５６ ０．０３４

Ｘ２１ －６．９１３７ ０．７９５５ －８．６９ ０．０００

Ｘ２２ －３．０９１２ ０．７９５５ －３．８９ ０．００５

Ｘ２３ －５．１６６３ ０．７９５５ －６．４９ ０．０００

Ｘ２Ｘ３ －１．８３７５ ０．７６４３ －２．４０ ０．０４３
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麸皮浓度和蛋白浓度之间及麸皮与磷酸盐浓度之

间不具有交互作用，而蛋白胨和磷酸盐之间对 ＦＰＡ
酶的产生具有交互作用。对菌株所产ＣＭＣ酶来说，
麸皮浓度在一次水平上也会影响ＣＭＣ酶活的生产，
其他与ＦＰＡ酶一致，由此说明，菌株所产的 ＣＭＣ酶
活力是ＦＰＡ酶活力的重要组成部分。

　　利用ｍｉｎｔａｂ１６软件绘出等值线图及响应面图
（图９、图１０）。等值线的形状反映因素间交互作用
的大小，图形倾斜表示交互作用显著。结合方差分

析和响应面图可知，蛋白质浓度与磷酸盐浓度交互

作用具有显著水平，而麸皮与蛋白胨、麸皮与磷酸

盐之间的交互作用不显著。

　　ＦＰＡ酶优化后水平为：Ｘ１＝０，Ｘ２＝０．０５５１，
Ｘ３＝－０．１５２６；ＣＭＣ酶优化后因子水平为：Ｘ１＝
０．１７０３，Ｘ２＝０．０３７８，Ｘ３＝０．１４１４。考虑２种酶取
因子水平平均值：Ｘ１＝０．０８５１５，Ｘ２＝０．０４６４５，Ｘ３＝
－０．００５６。对应的麸皮浓度为２．５４％，蛋白胨为
０．９２％，磷酸盐为０．４９７％（取０．５０％）。在此条件
下利用回归表达式预测２种酶活力大小，ＦＰＡ酶为

２９．７８ＩＵ／ｍＬ，ＣＭＣ酶为１３４．２９Ｕ／ｍＬ。
２．４　优化结果验证

根据优化结果，在麸皮浓度２．５４％、蛋白胨浓
度０．９２％、磷酸盐浓度 ０．５０％、发酵初始 ｐＨ值
５．５、接种量４％和发酵时间３６ｈ的条件下对菌株进
行５次产酶试验，检测产酶活力，并与模型预测值比
较，结果如表７所示。
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表７　验证试验结果

试验编号
ＦＰＡ酶活
（ＩＵ／ｍＬ）

ＣＭＣ酶活
（Ｕ／ｍＬ）

１ ２８．４７ １２９．２７

２ ２６．８５ １３５．３５

３ ２８．７２ １２９．５８

４ ３１．８１ １３２．８１

５ ２７．２５ １３０．７６

平均值 ２８．６２ １３１．５５４

与预测值差率 －３．９０％ －２．０４％

　　验证试验显示，在菌株所产纤维素酶活力与模
型预测值接近，差率很小（＜５％），由此可确定对菌
株ＤＭ－４产酶条件的优化模型是有效和可靠的。

３　结论

利用单因素试验和响应面试验，确定产纤维酶

菌株ＤＭ－４的产酶优化条件为：发酵时间为３６ｈ，
接种量４％，培养基初始ｐＨ值５．５～６．０，培养基麸
皮浓度 ２．５４％，蛋白胨浓度 ０．９２％，磷酸盐浓度
０．５％。验证试验表明优化模型是有效和可靠的。
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李林红，李孟涵．农产品图文呈现与在线评论不一致性对销量的影响———以苹果为例［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（９）：３０４－３０９．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．０９．０５７

农产品图文呈现与在线评论不一致性对销量的影响

———以苹果为例

李林红，李孟涵

（昆明理工大学管理与经济学院，云南昆明６５００３２）

　　摘要：以淘宝网农产品（以苹果为例）图文呈现与在线评论信息为研究对象，探讨图文呈现信息与在线评论内容
不一致性对销量的影响。研究发现，图文呈现信息与在线评论内容可分为外在、口感、整体等３类，初次评价整体不一
致性对农产品销量产生显著负向影响，而其不一致性离散度与销量呈正“Ｕ”形相关关系；追加评价口感不一致性对销
量产生负向影响，而其不一致性离散度对销量产生显著正向影响；追加评价整体不一致性离散度与销量呈倒“Ｕ”形相
关关系。

　　关键词：图文呈现；在线评论；不一致；销量；农产品消费者；购买决策；初次评价；追加评价；外在；口感；整体；离散度
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　　近年来，电子商务一直在不断地迅速发展，中
国互联网络信息中心（ＣＮＮＩＣ）最新发布的第４３次
《中国互联网络发展状况统计报告》显示，截至２０１８
年１２月，我国网民规模达到了８．２９亿人，全年新增
网民５６５３万人，互联网普及率为５９．６％，较２０１７

年年底提升３．８百分点［１］，农产品的网络交易量也

随之增加，庞大的网民群体为网络购物行为的研究

提供了坚实的基础。

网络购物过程中的图文呈现与在线评论信息

是影响消费者购买决策的重要因素。消费者在作

出购买决策前，不仅会关注已购买者给出的在线评

论，而且会参考商家给出的商品介绍详情页的图文

呈现信息［２］。目前国内外学者在图文呈现、在线评

论、在线评论不一致性与商品销量关系的实证研究方

面做了很多有益尝试，在图文呈现方面，分析了图片

数量和文本长度对销量的影响；在在线评论方面，探
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