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　　摘要：为提高秸秆腐熟剂生产菌种胶红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ）的纤维素酶活性，先用单因素试验方法确
定发酵因素，再采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验优化固体发酵条件。单因素试验确定发酵条件优化结果为发酵温度３０℃、水
料质量比０．６５、发酵时间３ｄ、装袋量２００ｇ／６００ｇ，在此条件下，该菌株产纤维素酶活性为４２．１５Ｕ／ｇ。通过发酵条件
优化，提高了该菌株的纤维素酶活性，符合ＧＢ２０２８７—２００６《农用微生物菌剂》要求，此菌株可以作为秸秆腐熟剂生产
菌种，为秸秆腐熟剂菌种的构建提供理论基础。
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　　农作物秸秆是一种可持续利用的再生资源，富
含纤维素、半纤维素、木质素和大量植物生长所需

要的营养物质，如蛋白质、脂肪、多糖物、氮、磷、钾

微量元素等［１－３］，降解后可释放有机物质和微量元

素，进而转化为土壤养分，提高土壤肥力，改善土壤

理化性质。但纤维素、半纤维素和木质素等高分子

物质自然条件下降解速率较慢，未被降解的秸秆在

土壤中长期积累不利于作物的生长，还会引起病虫

害发生。若要加快还田秸秆的腐熟，必须依靠纤维

素酶类进行分解［４－６］。

秸秆腐熟剂是由芽孢杆菌、木霉菌、酵母菌等

多种有益微生物复合发酵而成的加速秸秆有机物

料分解、腐熟的生物活体制剂。这些微生物在生长

过程中能分泌可以高效降解秸秆中纤维素、半纤维

素、木质素的酶，目前在秸秆腐解中已大量应

用［７－９］。施用秸秆腐熟剂可降低秸秆拉力值，提高

秸秆腐熟程度和秸秆中养分的释放利用效率，使

用成本低、操作简单。还有研究证明使用秸秆腐

熟剂可以增加农作物根系生物量、酶活性，提高土

壤酶活性及其速效养分含量，防止秸秆还田对作

物产生的不利影响，促进作物增产［１０－１１］，提高农

产品品质。胶红酵母是一类腐生菌［１２］，其抗逆性

较强，具有很高的营养价值，胶红酵母发酵会分泌

多种酶类，如胃蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶、植物酶

等［１３－１４］，因此胶红酵母可以作为秸秆腐熟剂的生

产菌种。

笔者所在实验室分离得到１株作为秸秆腐熟剂
生产菌种的产纤维素酶的胶红酵母，本研究将确定

此株胶红酵母最优的发酵底物配比和发酵条件，制

定高效生产纤维素酶的胶红酵母发酵工艺，以期为

生产秸秆腐熟剂提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌种　胶红酵母（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ）
由笔者所在实验室２０１８年从辽宁省喀左县六官营
子乡玉米地土壤中分离得到。

１．１．２　主要仪器　ｓｗ－ｃｊ－２ｄ型超净工作台（苏
净集团·苏州安泰空气技术有限公司生产）；ＭＪ－
５４Ａ型高压蒸汽灭菌器［施都凯仪器设备（上海）有
限公司生产］；ＢＸ４３型生物显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司生产）；ＳＰＸ－２５０Ｂ－Ｚ型生化培养箱（上海博迅医
疗生物仪器股份有限公司）；Ａ５６０紫外可见分光光度
计［翱艺仪器（上海）有限公司］；ＨＨ·Ｂ１１·５００－ＢＳ
型电热恒温培养箱（上海跃进医疗器械公司）。

１．１．３　培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ／Ｌ，葡
萄糖 ２０ｇ／Ｌ，琼脂 ２０ｇ／Ｌ，水 １Ｌ，于１２１℃条件下
灭菌 １５ｍｉｎ。

种子培养基：葡萄糖２０ｇ、蛋白胨１０ｇ、酵母提
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取物１０ｇ，水 １Ｌ，于１２１℃条件下灭菌 １５ｍｉｎ。
固态发酵培养基：以玉米面、麸皮、豆饼粉、

Ｋ２ＨＰＯ４、（ＮＨ４）２ＳＯ４为底物按试验设计的比例混合
成固态发酵培养基。

１．２　试验方法
１．２．１　培养方法　取冰箱保藏的胶红酵母接种于
ＰＤＡ斜面培养基上，２８℃培养 ７２ｈ进行活性。再
取 ＰＤＡ培养基上的胶红酵母菌接种于种子培养基
上，于恒温振荡器中 １８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃条件下培养
３６ｈ，即得胶红酵母种子液。共设计 ２５种不同配
比，发酵底物按配比混匀，并调节水料质量比为

０６５，装袋后灭菌，待冷却后按发酵底物质量的３％
接种。置于 ３０℃培养箱中培养７２ｈ后待用。
１．２．２　菌数测定　用血球计数板法测定菌数：取
１ｇ风干的样品加入到 ２３ｍＬ无菌水中，再加入
１ｍＬ死活菌染色剂，于２００ｒ／ｍｉｎ振荡２０ｍｉｎ，制备
成菌悬液，使用 ＸＢ－Ｋ－２５型血球计数板，在显微
镜下计量菌数（个／ｍＬ）。
１．２．３　纤维素酶活性的测定　纤维素酶活性按照
ＮＹ６０９—２００２《有机物料腐熟剂》中的方法［１５］

测定。

１．２．４　固体发酵条件优化
１．２．４．１　固体发酵条件单因素试验　针对接种量、
水料质量比、发酵温度、发酵时间和装袋量５个影响
因素，以纤维素酶活性和发酵料中菌数为考察指

标，分别进行单因素试验。设定不同接种量（１％、
２％、３％、４％、５％、６％）、水料质量比（０．５０、０．５５、
０．６０、６．５０、０７０、７．５０）、发酵温度（２４、２６、２８、３０、
３２、３４、３６℃）、发酵时间（１、２、３、４、５、６ｄ）、装袋量
（１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０ｇ），发酵结束后测发酵
料纤维素酶活性和菌数。

１．２．４．２　响应面优化固体发酵条件　响应面试验
因素水平如表１所示。

表１　响应面试验因素水平设计［１６－１８］

水平

因素

Ａ：发酵温度
（℃）

Ｂ：水料
质量比

Ｃ：装袋量
（ｇ）

Ｄ：发酵时间
（ｄ）

－１ ２８ ０．６０ １５０ ２

０ ３０ ０．６５ ２００ ３

１ ３２ ０．７０ ２５０ ４

１．２．４．３　响应面条件优化验证　按照 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件优化得到最高纤维素酶活性的发
酵条件进行发酵试验，并验证该方程拟合度。

２　结果与分析

２．１　葡萄糖标准曲线
如图 １所示，葡萄糖标准曲线方程为 ｙ＝

０．０００６ｘ＋１０８１３（ｒ２＝０．９７），可以得出葡萄糖浓
度与吸光度（Ｄ）有良好的线性关系。

２．２　固态发酵条件优化
２．２．１　单因素产酶条件优化
２．２．１．１　发酵时间对菌数和纤维素酶活性的影响
　如图２所示，发酵３ｄ发酵物菌数和纤维素酶活
性达最高，以后进入稳定期，随着发酵时间的延长，

增长速率逐渐减小，由于养分的消耗和代谢减慢，

纤维素酶活性也随之降低。由此确定菌株最佳发

酵时间是３ｄ。

２．２．１．２　发酵温度对菌数和纤维素酶活性的影响
　由图３可以看出，随着发酵温度的升高，菌数和纤
维素酶活性都呈上升趋势，菌株最适生长温度为

２８～３０℃，菌数和纤维素酶活性在３０℃时达到最高，
温度再升高菌株生长和酶活都受到抑制，超过３０℃，
随温度升高菌数和酶活均下降。可以看出发酵温度

对菌株的菌数和纤维素酶活性影响较大，综合生长

速率和酶活，确定菌株最适宜的发酵温度为３０℃。
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２．２．１．３　接种量速对菌数和纤维素酶活性的影响
　由图４可知，随着接种量的增加，菌数和纤维素酶
活性均增加，当接种量为３％ ～４％时，菌数和纤维
素酶活性达到最高，当接种量再度增加，菌数和酶

活均有小幅度下降，但变化不大，应该是因为营养

缺乏导致，但总体接菌量对菌株生长和酶活影响不

是很显著，总体考虑菌株发酵最佳接种量为３％。

２．２．１．４　水料质量比对菌数和纤维素酶活性的影
响　由图５可知，随着水料质量比的增加，菌数和纤
维素酶活性明显呈上升趋势，当水料质量比为０．６５
时，菌数和纤维素酶活性达到最高，进一步增加水

料质量比菌数和酶活都有所降低，可能是因为含水

量增加，料的黏度随之增加导致通气量减小。因此，

菌株最佳水料质量比确定为０．６５。
２．２．１．５　装袋量对菌数和纤维素酶活性的影响　
从图６得知，装袋量在１００～２００ｇ之间时随着装袋
量的增加菌数和纤维素酶活有小幅度降低，到装袋

量为２５０ｇ以后随装袋量的增加，菌数和酶活快速
下降，这是因为随着装袋量的增加通氧量减少，严

重影响了菌株的生长和代谢，综合考虑成本及工作

量选择２００ｇ为菌种发酵装袋量。
２．２．２　响应面优化发酵条件
２．２．２．１　模型建立及显著性分析　从单因素试验

结果看，接种量对菌数和纤维素酶活性影响不显

著，所以在响应面模型设计时以发酵温度（Ａ）、水料
质量比（Ｂ）、装袋量（Ｃ）和发酵时间（Ｄ）为因素，纤
维素酶活性为响应值，运用 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计了
２９组试验（表２）。
　　用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对表２的结果进
行多元回归拟合，得到的回归方程为 Ｙ＝４２．２６＋
０８４Ａ＋０．３４Ｂ＋０．７６Ｃ－０．１８Ｄ－０．２４ＡＢ＋００３ＡＣ－
０．２７ＡＤ－０．３３ＢＣ＋０．２１ＢＤ－０．２０ＣＤ－３．７８Ａ２－
１８４Ｂ２－１．１８Ｃ２－２．０６Ｄ２。

该模型的决定系数（Ｒ２）为０．９９６０，校正决定系
数（ＡｄｊＲ２）为０．９９１９，说明实际值和预测值拟合度
比较好。由表３可以看出，该回归模型 Ｐ＜０．０００１，
这表明此二次模型极显著，失拟项的 Ｐ＝０．９７０３＞
０．０５，模型失拟项不显著，说明无失拟因素存在，表
明该模型在统计学上是有意义的。模型中 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ、ＢＣ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２的 Ｐ＜０．０１，表明这些项对纤
维素酶活性影响极显著。ＡＢ、ＡＤ、ＢＤ的 Ｐ＜０．０５，
表明这３项对纤维素酶活性的影响显著。从对纤维
素酶活性影响来看，一次项 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ均达到极显
著水平，从大到小顺序为 Ａ（发酵温度）＞Ｃ（装袋
量）＞Ｂ（水料质量比）＞Ｄ（发酵时间）。
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表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验设计结果

试验号
各因素的水平

发酵温度 水料质量比 装袋量 发酵时间

纤维素酶

活性（Ｕ／ｇ）

１ ０ ０ ０ ０ ４１．８２

２ １ ０ ０ １ ３６．７８

３ ０ －１ ０ １ ３７．６３

４ ０ ０ ０ ０ ４２．６１

５ ０ ０ －１ １ ３８．４１

６ －１ １ ０ ０ ３６．３９

７ ０ ０ ０ ０ ４２．３６

８ ０ １ －１ ０ ３９．１８

９ ０ ０ １ －１ ３９．９３

１０ ０ ０ －１ －１ ３８．１３

１１ ０ １ １ ０ ４０．０５

１２ ０ －１ １ ０ ４０．０３

１３ １ ０ １ ０ ３８．９７

１４ ０ ０ １ １ ３９．４０

１５ ０ １ ０ －１ ３８．６６

１６ １ －１ ０ ０ ３７．２９

１７ ０ ０ ０ ０ ４２．２８

１８ １ ０ －１ ０ ３７．２７

１９ ０ －１ ０ －１ ３８．５４

２０ －１ ０ －１ ０ ３５．６７

２１ １ １ ０ ０ ３７．６３

２２ ０ －１ －１ ０ ３７．８６

２３ －１ －１ ０ ０ ３５．０７

２４ １ ０ ０ －１ ３７．７９

２５ －１ ０ ０ １ ３５．６８

２６ ０ １ ０ １ ３８．６８

２７ －１ ０ １ ０ ３７．２６

２８ ０ ０ ０ ０ ４２．２１

２９ －１ ０ ０ －１ ３５．６２

２．２．２．２　响应面交互作用分析　通过 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件，得到两因素交互作用的３Ｄ响应
面曲线图（图 ７）。可以看出两因素之间交互作用
时，其中一个因素固定，随着另一个因素的增加，纤

维素酶活性均呈现先增加后下降的趋势。曲面倾

斜度越大，越接近曲面顶端，颜色愈深表示作用越

明显，说明相关两因素交互作用显著，曲面的变化

相对平缓，说明相关两因素交互作用不明显。

２．２．２．３　最优发酵条件的验证　通过 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件优化后的最佳发酵条件：发酵温
度为 ３０．２２℃，水料质量比为 ０．６５，装袋量为
２１６０５ｇ，发酵时间为２．９４ｄ，此时预测纤维素酶活
性为４２．４４Ｕ／ｇ。但为方便实际的操作，将上述发酵

表３　方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 １２８．９４ １４ ９．２１ ２４５．９２ ＜０．０００１ 

Ａ ８．４０ １ ８．４０ ２２４．２９ ＜０．０００１ 

Ｂ １．３９ １ １．３９ ３７．２２ ＜０．０００１ 

Ｃ ６．９３ １ ６．９３ １８５．０７ ＜０．０００１ 

Ｄ ０．３９ １ ０．３９ １０．４８ ０．００６０ 

ＡＢ ０．２４ １ ０．２４ ６．４１ ０．０２３９ 

ＡＣ ３．０３×１０－３ １ ３．０３×１０－３ ０．０８ ０．７８０４

ＡＤ ０．２９ １ ０．２９ ７．６４ ０．０１５２ 

ＢＣ ０．４２ １ ０．４２ １１．２８ ０．００４７ 

ＢＤ ０．１８ １ ０．１８ ４．８２ ０．０４５４ 

ＣＤ ０．１６ １ ０．１６ ４．３８ ０．０５５１

Ａ２ ９２．５４ １ ９２．５４ ２４７０．９６ ≤０．０００１ 

Ｂ２ ２１．９２ １ ２１．９２ ５８５．３６ ≤０．０００１ 

Ｃ２ ９．１０ １ ９．１０ ２４３．０７ ≤０．０００１ 

Ｄ２ ２７．４８ １ ２７．４８ ７３３．８４ ≤０．０００１ 

残差 ０．５２ １４ ０．０３７

失拟项 ０．２０ １０ ０．０２ ０．２４ ０．９７０３

纯误差 ０．３３ ４ ０．０８２

总和 １２９．４７ ２８

　　注：Ｒ２＝０．９９６０，ＡｄｊＲ２＝０．９９１９；、 分别表示显著（Ｐ＜

０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。

条件调整为发酵温度为３０℃，水料质量比为０６５，
装袋量为２００ｇ，发酵时间为３ｄ，按此条件进行试
验，重复 ３次取平均值，测得纤维素酶活性为
４２．１５Ｕ／ｇ，与预测值的相对误差为０．９４％，上述验
证结果表明该方程拟合较好，响应面优化得到的发

酵参数准确，具有实用价值。

３　讨论

秸秆腐熟剂的菌种通常决定了腐熟剂的腐熟

效果，本研究把胶红酵母菌株作为腐熟剂生产菌

种，研究结果与孙旭等的研究结果［１９］一致；南华腐

熟剂菌种真菌以酵母菌为主，这类微生物能产生纤

维素酶、半纤维素酶类、葡聚糖酶等酶，对纤维素类

的秸秆具有较强的降解能力，是常用的秸秆腐熟

菌种。

秸秆腐熟剂是一种能使作物秸秆快速腐熟降

解、释放养分的微生物菌剂，配施腐熟剂进行秸秆

还田，可明显加快秸秆降解，提高秸秆的腐质化程

度和养分释放速度［２０］。秸秆主要成分是纤维素，纤

维素酶可以快速降解纤维素，因此菌株产纤维素酶

能力至关重要。提高菌株产酶能力主要通过菌株
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诱变、分子生物学手段以及优化培养条件等，优化

菌株的培养条件是简单易行且成本较低的手段。

同一菌株在不同培养条件下产纤维素酶的能力也

不同，不同菌株在相同培养条件下的产纤维素酶能

力也不同。胶红酵母固态发酵产类胡萝卜素底物

的最佳配比为麦麸 ５２．５０％、豆粕 ２０．００％、米糠
１４．００％、玉米浆 １０．００％、玉米粉 ３．００％、硫酸铵
０．４０％、磷酸二氢钾 ０．０５％和硫酸镁 ０．０４％［２１］；最

佳培养条件为接种量 ５％、发酵时间 ７２ｈ、发酵温度
２８℃、ｐＨ值６．０、底物含水量 ６０％。胶红酵母固态
发酵工艺优化最佳含水量为 ６０％、发酵时间为
７２ｈ、接种量为 ５％、ｐＨ值为 ６．０、发酵温度为
２８℃［２２］，都与本研究所得的胶红酵母固态发酵条

件基本一致。

４　结论

先通过单因子试验，确定菌株发酵产酶最优发酵

条件分别为接种量３％，发酵温度３０℃，发酵时间
３ｄ，水料质量比０．６５，装袋量为２００ｇ／６００ｇ；再通
过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件中的 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ
试验设计，最终得到胶红酵母菌最佳固态发酵条

件：发酵温度为３０．２２℃，水料质量比为０．６５，装袋
量为２１６．０５ｇ，发酵时间为２．９４ｄ，此时预测纤维素
酶活性为４２．４４Ｕ／ｇ，为方便实际的操作，将上述发
酵条件调整为发酵温度为 ３０℃，水料质量比为

０６５，装袋量为２００ｇ，发酵时间为３ｄ。经过优化胶
红酵母的固态发酵工艺，该菌株纤维素酶活性得到

显著提高，符合 ＧＢ２０２８７—２００６《农用微生物菌
剂》［２３］的要求。
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地理标志扶贫研究脉络可视化图谱及趋势分析

梁天宝

（仲恺农业工程学院管理学院，广东广州５１０２２５）

　　摘要：采用图谱可视化与描述性推理相结合的研究方法，呈现地理标志扶贫研究的热点和主题结构表象，分析两
者关系研究阶段划分、热点演进和研究主题发展脉络。研究发现，地理标志扶贫研究呈现阶段性特征，可分为酝酿期、

起势期、震荡期、爆发期４个阶段；研究关注热点经历地理标志保护、产业化、品牌和精准的演进历程；地理标志扶贫研
究主题经历了从地理标志保护出发推动区域经济发展，发展到保护与产业化运营并重促进农业经济增长，再到地理标

志品牌化带动农民增收，最后归结到运用综合手段，实现精准扶贫目标的发展变迁。

　　关键词：知识图谱；地理标志；精准扶贫；发展脉络；可视化；聚类图谱；描述性推理
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　　精准脱贫是我国当前面临的三大攻坚战之一，
也是全面建设小康社会的底线目标。地理标志作

为与“三农”联系最为密切的知识产权，在精准扶贫

上正发挥越来越重要的作用，国务院出台的《“十三

五”市场监管规划》中就明确指出，要科学运用农产

品商标和地理标志推进精准扶贫。地理标志扶贫

的表述虽是近年出现，但它们之间的关系研究却可

追溯到２００３年。早期的研究主要围绕利用地理标
志保护促进与扶贫相关的地区农业经济发展而展

开。随后，研究又涉及和扶贫直接相关的农民增收

与地理标志保护及利用的关系上［１］。地理标志和

扶贫二者关系的研究一直延续至今。那么，相关研

究的发展动态如何？研究热点和研究主题发生了

哪些变迁？研究趋势又是如何？主题的研究脉络

梳理能直观反映该领域的发展动态和趋势，也能展

现出主题领域的研究发展历史［２］。因此，本研究通

过可视化知识图谱和描述性推理分析，梳理地理标

志扶贫研究脉络，把握地理标志在国内扶贫研究过

程中的角色定位及演进，揭示地理标志与扶贫之间

关系逻辑的发展历程，为进一步指导地理标志扶贫

研究提供参考。

１　研究方法和数据来源

直观梳理主题研究脉络，呈现研究的发展趋势

和热点，知识图谱分析是近年较被认可的科学方

法。该方法融合了统计学、信息科学及文献计量学

等学科的理论和方法，并以可视化的方式直观展现
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