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摘要：为了提高解淀粉芽孢杆菌ＬＤＪ１１的γ－聚谷氨酸产量，在前期单因素试验
的基础上，采用ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验设计方案，从初始发酵培养基组分中挑选
出影响γ－聚谷氨酸产量最显著的３个因素，进而采用最陡爬坡试验方法逼近
γ－聚谷氨酸最高产量区域，并设计三因素三水平的 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验，以获得
解淀粉芽孢杆菌ＬＤＪ１１的最优培养基组分．结果表明：产γ－聚谷氨酸解淀粉芽
孢杆菌ＬＤＪ１１的最优培养基组分为：谷氨酸钠８４．５３ｇ／Ｌ，柠檬酸钠１２ｇ／Ｌ，甘油
３０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２１．６７ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２ ０．０７ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４· Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ０．０６ｇ／Ｌ．在此
配方下，解淀粉芽孢杆菌ＬＤＪ１１的实际γ－聚谷氨酸平均产量可达３７．０４８ｇ／Ｌ，
是优化前产量（２６．７３０ｇ／Ｌ）的１．３９倍，并与理论预测最大值３６．４５０ｇ／Ｌ非常
接近．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｃｒｅａｓｅγｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＤＪ１１，ｂａｓｅｄｏｎ
ｔｈｅｐｒｅｖｉｏｕｓｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔ，ｔｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎｗａｓａｄｏｐｔｅｄ．Ｔｈｒｅｅｍｏｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｆａｃｔｏｒｓｔｈａｔ
ａｆｆｅｃｔｅｄｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆγｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ．Ｔｈｅｓｔｅｅｐｅｓｔｌｉｍ
ｂｉｎｇｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏａｐｐｒｏａｃｈｔｈｅｍａｘｉｍｕｍγｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｒｅａ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｏｐｔｉｍｉ
ｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈａｔｈｒｅｅｆａｔｏｒａｎｄｔｈｒｅｅｌｅｖｅｌＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｔｅｓｔ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｏｒγｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｉｎｇＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ
ｃｉｅｎｓＬＤＪ１１ｗｅｒｅ：ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅ８４．５３ｇ／Ｌ，ｓｏｄｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ１２ｇ／Ｌ，ｇｌｙｃｅｒｏｌ３０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４
２１．６７ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２０．０７ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，

ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ０．０６ｇ／Ｌ．Ｕｎｄｅｒｔｈｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅａｃｔｕａｌｙｉｅｌｄｏｆγｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢａｃｉｌｌｕｓ

ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＤＪ１１ｗａｓ３７．０４８ｇ／Ｌ，ｗｈｉｃｈｗａｓ１．３９ｔｉｍｅｓｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｎｅｎｔｙｉｅｌｄ
（２６．７３０ｇ／Ｌ），ａｎｄｉｔｗａｓｖｅｒｙｃｌｏｓｅｔｏｔｈｅｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆ３６．４５０ｇ／Ｌ．

０　引言

γ－聚谷氨酸（γｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ，简称

γＰＧＡ）是一种可由微生物发酵代谢合成的胞

外多肽［１］，最早由 Ｇ．Ｉｖａｎｏｖｉｃｓ等［２］于１９３７年

在炭疽芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉｓ）的外荚膜

中发现．γ－聚谷氨酸由Ｄ－或（和）Ｌ－谷氨酸

通过α－氨基和 γ－羧基间的 γ－酰胺键脱水

缩合而成［３］．以培养基中是否需要添加谷氨酸

单体为指标，可把产 γ－聚谷氨酸菌株分为两

类，即谷氨酸依赖型菌株和谷氨酸非依赖型菌

株［４］．由于谷氨酸非依赖型菌株合成 γ－聚谷

氨酸的产量很低，现阶段多采用谷氨酸依赖型

菌株发酵生产γ－聚谷氨酸［５］．γ－聚谷氨酸作

为一种兼具水溶性、生物可降解性、生物相容

性、超强的吸附性和无毒性的谷氨酸聚合物，在

化工、生物医学、食品行业、环境保护、化妆品行

业等多领域具有十分广阔的应用前景［６］．

目前，发酵生产 γ－聚谷氨酸培养基的优

化研究大多以枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌为

主，针对解淀粉芽孢杆菌的报道较少．而解淀粉

芽孢杆菌以单因素优化得到的初始培养基，不

能反映出２个或３个组分之间一定规律的交互

作用关系，这使其具有一定的局限性，且γ－聚

谷氨酸的最高产量还有待进一步的提高．近年

来，已有学者在通过响应面设计法优化发酵培

养基和物质提取等方面取得良好的结果［１２－１３］，

该方法在生物学领域更是得到广泛的应用．响
应面设计法ＲＳＭ（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ）
是一种综合性试验方法［７］，它通过对响应曲面

图和等高线图的分析，拟合多元二次回归方程

求极值，进而得到最优的工艺条件［８－１０］．响应
面设计法经济有效，既可以在进行最少试验次

数的条件下求得最优试验参数，还能完善单因

素试验法和正交试验设计法的不足［１１］．本研究
拟在前期单因素试验的基础上选用产γ－聚谷
氨酸解淀粉芽孢杆菌ＬＤＪ１１，对其发酵培养进行
响应面设计优化，探寻解淀粉芽孢杆菌ＬＤＪ１１最
优发酵培养基组分添加量，进一步提高γ－聚谷
氨酸的产量，以期为γ－聚谷氨酸工业化生产和
应用提供新的理论依据，供业界参考．

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌种　解淀粉芽孢杆菌 ＬＤＪ１１
（ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＤＪ１１），由河南农业
大学生命科学学院实验室筛选、诱变、分离并

保藏．
１．１．２　菌种培养基　ＬＢ斜面培养基：胰蛋白
胨粉１０ｇ／Ｌ，酵母浸粉５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，琼脂
粉２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．５．
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ＬＢ种子培养基：胰蛋白胨粉１０ｇ／Ｌ，酵母

浸粉５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．５．

初始发酵培养基：谷氨酸钠４０ｇ／Ｌ，柠檬酸

钠１２ｇ／Ｌ，甘油３０ｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４９ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２
０．１５ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ

０．０６ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．５．

以上培养基均用去离子水配制，ｐＨ均用

６ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ和ＨＣｌ溶液调节，分装封口后

于１２１℃条件下高压灭菌２０ｍｉｎ．

１．１．３　主要仪器和试剂　主要仪器：１０１－１Ａ

电热鼓风干燥箱，北京中兴伟业仪器有限公司

产；ＰＨＳ－３ＣｐＨ计，上海伟业仪器厂产；

ＦＡ２００４电子天平，上海上平仪器有限公司产；

ＬＤＺＸ－５０ＫＢ立式压力蒸汽灭菌器，上海申安

医疗器械厂产；ＴＧＬ－２０Ｂ高速台式离心机，上

海安亭科学仪器厂产；ＡＬＰＨＡＩ－４ＬＤ－ＰＬＵＳ

真空冷冻干燥机，德国 ＣＨＲＩＳＴ公司产；ＨＺＱ－

ＱＺ全温振荡器，哈尔滨市东联电子技术开发有

限公司产；ＳＪ－ＣＪ－２ＦＤ双人单面洁净工作台，

苏杰集团安泰公司产；ＤＷ－８６Ｌ３８６超低温保

存箱，青岛海尔电器有限公司产．

主要试剂：胰蛋白胨粉、酵母浸粉，英国

Ｏｘｏｉｄ公司产；琼脂粉，北京索莱宝科技有限公

司产；谷氨酸钠（味精，纯度≥９９％），河南莲花

味精股份有限公司产；柠檬酸钠，（ＮＨ４）２ＳＯ４，

ＣａＣｌ２，均为分析纯，天津市永大化学试剂有限

公司产；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，ＮａＣｌ，

ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ，均为分析纯，国药集团化学试剂

有限公司产；ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ（分析纯），天津市华

东试剂厂产；甘油，无水乙醇，均为分析纯，天津

市富宇精细化工有限公司产；ＨＣｌ，ＮａＯＨ，均为

分析纯，洛阳昊华化学试剂有限公司产．

１．２　试验方法
１．２．１　菌种培养方法　斜面培养：将菌种划线

接种于斜面培养基上，于 ３７℃条件下培养

１２ｈ．

种子培养：从斜面培养基中刮取一环菌种，

接入液体种子培养基（２５０ｍＬ三角瓶装液量为

５０ｍＬ）中，于３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下恒温振荡

培养１２ｈ．

摇瓶发酵培养：以３％的接种量吸取种子

培养液，接种于初始发酵培养基（２５０ｍＬ三角

瓶装液量为５０ｍＬ）中，于３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条

件下恒温振荡培养４８ｈ．

１．２．２　γ－聚谷氨酸产量测定　将摇瓶发酵液

ｐＨ值调至３左右，以８０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ

去除菌体，收集上清液并调回原 ｐＨ值．取一定

量的上清液，添加４倍体积的无水乙醇，适当搅

拌得到沉淀，静置过夜（１０ｈ）．以６０００ｒ／ｍｉｎ离

心１５ｍｉｎ，弃上清液，再加适量超纯水将沉淀复

溶，经透析脱盐后，于 －８０℃条件下冷冻干燥

得到 γ－聚谷氨酸粉末状提取物，称重即得

γ－聚谷氨酸产量．

１．３　响应面试验设计
１．３．１　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验设计　以γ－聚谷

氨酸产量作为统计分析对象，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘ

ｐｅｒｔＶ８．０．６软件设计 Ｎ＝１１的 Ｐｌａｃｋｅｔｔ

Ｂｕｒｍａｎ试验方案，选取初始发酵培养基中的９

个因素（谷氨酸钠（Ａ），柠檬酸钠（Ｂ），甘油

（Ｃ），（ＮＨ４）２ＳＯ４（Ｄ），ＣａＣｌ２（Ｅ），ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ

（Ｆ），ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（Ｇ），Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ（Ｈ），

ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ（Ｉ））进行研究，每个因素选取高

低（＋１，－１）两个水平，高水平（＋１）取低水平

（－１）的１．５倍，并余两个虚拟因素（Ｋ，Ｌ）作误

差分析项，且每组３个平行，试验结果取其平均

值，试验因素水平与编码见表１．根据所得结果

分析各因素对γ－聚谷氨酸产量的影响效果，并

进行显著性（Ｐ＜０．０５）分析，从而得到显著影响

γ－聚谷氨酸产量的培养基组分．

１．３．２　最陡爬坡试验设计　由于ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

试验设计的响应面拟合方程主要反映临近最大
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值的真实情形，所以必须采用最陡爬坡试验来

尽可能逼近 γ－聚谷氨酸最高产量，以建立有

效的响应面拟合模型［１４］．本研究在 Ｐｌａｃｋｅｔｔ

Ｂｕｒｍａｎ试验结果的基础上，选取影响 γ－聚谷

氨酸产量最显著的组分因素，继续进行最陡爬

坡试验．最陡爬坡试验的爬坡方向和变化步长

由ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验所得各因素的系数决

定：因素估计值为正数的，选取高水平；因素估

计值为负数的，选取低水平．其峰值即为下一步

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验分析的中心点．

１．３．３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计　利用Ｄｅｓｉｇｎ

表１　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验因素水平与编码

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌａｎｄｃｏｄｉｎｇｏｆ

ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

因素 低水平（－１） 高水平（＋１）
Ａ：谷氨酸钠 ４０ ６０
Ｂ：柠檬酸钠 １２ １８
Ｃ：甘油 ３０ ４５

Ｄ：（ＮＨ４）２ＳＯ４ ９ １３．５
Ｅ：Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ ０．５ ０．７５
Ｆ：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ０．７５
Ｇ：ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ ０．１ ０．１５
Ｈ：ＣａＣｌ２ ０．１５ ０．２２５

Ｉ：ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ ０．０６ ０．０９
Ｋ，Ｌ：虚拟因素

ＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件中的ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ进行试验

设计，设计三因素三水平的响应面分析试验，表

２列出了ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验因素水平与编码，其

中，谷氨酸钠（Ｘ１），（ＮＨ４）２ＳＯ４（Ｘ２）和 ＣａＣｌ２
（Ｘ３）作为自变量，响应值为γ－聚谷氨酸产量

（Ｙ）．ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验共５组中心点，１７次试验，

每组试验重复３次，γ－聚谷氨酸产量取平均值．

１．４　数据处理与统计分析
利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件进行数据

处理与统计分析．

２　结果与分析

２．１　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果
ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验设计与响应值数据结

果见表３，ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果的统计分析

见表４．

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验因素水平与编码

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌａｎｄｃｏｄｉｎｇｏｆ

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

编码 因素
水平

－１ ０ １
Ｘ１ 谷氨酸钠 ８１ ８４ ８７
Ｘ２ （ＮＨ４）２ＳＯ４ ２０．５ ２１．５ ２２．５
Ｘ３ ＣａＣｌ２ ０．０６ ０．０７ ０．０８

表３　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验设计与响应值数据结果

Ｔａｂｌｅ３　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅｄａｔａｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ Ｋ Ｌ
γ－聚谷氨酸产量／（ｇ·Ｌ－１）

１ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ３３．８６８
２ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ ２７．２８３
３ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ ２６．４６６
４ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ３１．８８９
５ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ ２２．５２５
６ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ ３１．９２６
７ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ ２４．６８２
８ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １ １ ３０．８９０
９ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ ３５．０５１
１０ １ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ －１ －１ ３３．３９０
１１ －１ １ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ １ ２４．７７８
１２ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ２４．１０１
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表４　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果的统计分析

Ｔａｂｌｅ４　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

分析对象 平方和 ｄｆ 均方和 估计值 Ｆ值 Ｐ值 影响顺序

模型 ２１１．３８ ９ ２３．４９ ２８．９０ １３８．５５ ０．００７２

Ａ １８５．４９ １ １８５．４９ ３．９３ １０９４．２４ ０．０００９ １
Ｂ ０．６２ １ ０．６２ ０．２３ ３．６８ ０．１９５２ ６
Ｃ １．７５ １ １．７５ －０．３８ １０．３３ ０．０８４７ ４
Ｄ １８．３１ １ １８．３１ １．２４ １０８．０２ ０．００９１ ２
Ｅ １．１０Ｅ－００３ １ １．１０Ｅ－００３ ９．５８Ｅ－００３ ６．５０Ｅ－００３ ０．９４３１ ９
Ｆ ０．６８ １ ０．６８ ０．２４ ４．０４ ０．１８２３ ５
Ｇ ０．４６ １ ０．４６ ０．２０ ２．７２ ０．２４１０ ７
Ｈ ３．９７ １ ３．９７ －０．５７ ２３．４０ ０．０４０２ ３
Ｉ ０．１０ １ ０．１０ ０．０９ ０．５６ ０．５３３１ ８

　　注：决定系数Ｒ２＝０．９９８４，矫正系数ＡｄｊＲ２＝０．９９１２；表示该因素差异极显著（Ｐ＜０．０１）；表示该因素差异显著（Ｐ＜
０．０５）

　　由表４可知，ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验模型的
Ｐ＝０．００７２，表明该试验模型是极显著的，且回
归系数和调整值都大于０．９９，表明以上数据可
以显著地模拟该模型，各因素水平设计合理．甘
油和ＣａＣｌ２的估计值为负值，表明对γ－聚谷氨

酸产量呈负影响效应；其他因素的估计值均为

正值，表明对γ－聚谷氨酸产量呈正影响效应．
谷氨酸钠和（ＮＨ４）２ＳＯ４的Ｐ值均小于０．０１，表
明这两个因素对γ－聚谷氨酸产量的影响极显
著，ＣａＣｌ２的Ｐ值小于０．０５，表明其对 γ－聚谷
氨酸产量的影响显著．由此可知，影响γ－聚谷
氨酸 产 量 最 显 著 的 因 素 为 谷 氨 酸 钠、

（ＮＨ４）２ＳＯ４和 ＣａＣｌ２，其培养基组分影响大小
的顺序为：谷氨酸钠 ＞（ＮＨ４）２ＳＯ４＞ＣａＣｌ２．所

以，选取谷氨酸钠、（ＮＨ４）２ＳＯ４和ＣａＣｌ２进一步
利用响应面法进行浓度优化，以确定最优培养

基组分．
２．２　最陡爬坡试验结果

在ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验结果的基础上，选
取谷氨酸钠、（ＮＨ４）２ＳＯ４和ＣａＣｌ２３个组分继续
进行最陡爬坡试验．谷氨酸钠、（ＮＨ４）２ＳＯ４表
现为正效应，取高水平；ＣａＣｌ２表现为负效应，则

取低水平．最陡爬坡试验设计与结果见表５．随
着谷氨酸钠、（ＮＨ４）２ＳＯ４和ＣａＣｌ２３个显著因素

的变化，γ－聚谷氨酸产量呈现开口向下的抛物

线走势，在第 ９组试验时达到最高点，为
３５．７３６ｇ／Ｌ．因此，选取 ９号试验条件作为

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计方案的中心点，即谷氨
酸钠、（ＮＨ４）２ＳＯ４和 ＣａＣｌ２的质量浓度分别为

８４ｇ／Ｌ，２１．５ｇ／Ｌ和０．０７ｇ／Ｌ．
２．３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验结果

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果见表６，回归
模型系数的显著性检验结果和 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试

验回归方程方差分析结果分别见表７和表８．
由表８可知，该模型Ｐ值（Ｐ＝０．００３８）小

于０．０１，表明该模型是极显著的，试验中决定

系数Ｒ２为０．９２３０，表明该模型预测值与试验
值有较高的拟合程度，且矫正系数 ＡｄｊＲ２为

０．８２４１，表明该模型可解释８２．４１％的解淀粉
芽孢杆菌发酵产 γ－聚谷氨酸的模型．该模型

失拟项Ｐ值差异不显著（０．０７６１＞０．０５），表明
该试验误差小，数据拟合状况较好．通过试验结
果的显著性分析，模型的一次项 Ｘ１显著，二次

项Ｘ１
２，Ｘ２

２，Ｘ３
２极显著，交互项 Ｘ１Ｘ３也显著，

表明该模型３个试验因素之间存在一定的交互

作用，各因素间对 γ－聚谷氨酸的影响并不是
呈现简单的线性关系．

通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件对试验结
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表５　最陡爬坡试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｅｅｐｅｓｔｃｌｉｍｂｉｎｇｔｅｓｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ γ－聚谷氨酸产量／（ｇ·Ｌ－１）
１ ６０ １２ ３０ １３．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．１５ ０．０６ ２６．９２０
２ ６３ １２ ３０ １４．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．１４ ０．０６ ２６．９７３
３ ６６ １２ ３０ １５．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．１３ ０．０６ ２８．４６４
４ ６９ １２ ３０ １６．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．１２ ０．０６ ２９．７８２
５ ７２ １２ ３０ １７．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．１１ ０．０６ ３２．１０４
６ ７５ １２ ３０ １８．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．１０ ０．０６ ３２．６２３
７ ７８ １２ ３０ １９．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．０９ ０．０６ ３３．３７４
８ ８１ １２ ３０ ２０．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．０８ ０．０６ ３３．６５８
９ ８４ １２ ３０ ２１．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．０７ ０．０６ ３５．７３６
１０ ８７ １２ ３０ ２２．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．０６ ０．０６ ３１．２９１
１１ ９０ １２ ３０ ２３．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．０５ ０．０６ ３０．１１５
１２ ９３ １２ ３０ ２４．５ ０．５ ０．５ ０．１ ０．０４ ０．０６ ２７．９６９

表６　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ６　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ γ－聚谷氨酸产量／（ｇ·Ｌ－１）
１ ０ １ －１ ３４．８６０
２ ０ －１ １ ３４．４９８
３ ０ ０ ０ ３５．８７４
４ １ １ ０ ３５．３５６
５ １ －１ ０ ３４．４１５
６ ０ ０ ０ ３６．４７９
７ ０ ０ ０ ３６．３４５
８ －１ ０ －１ ３４．９２０
９ ０ １ １ ３４．０６８
１０ １ ０ －１ ３３．５６３
１１ －１ ０ １ ３３．０１２
１２ ０ ０ ０ ３６．７２８
１３ －１ －１ ０ ３２．４７５
１４ ０ －１ －１ ３４．２７７
１５ ０ ０ ０ ３６．３０１
１６ －１ １ ０ ３４．３２９
１７ １ ０ １ ３５．１６９

果进行回归模型系数的显著性检验和回归方程

方差分析，结果见表７和表８．进行二次多项式

回归拟合得到γ－聚谷氨酸产量（Ｙ）的回归方

程为

Ｙ＝－１４４７．５０９３４＋２２．７１５９８×Ｘ１＋

５０．２８３１×Ｘ２－５９８．０４５×Ｘ３－

０．０７６０８３×Ｘ１Ｘ２＋２９．２８３３３×Ｘ１Ｘ３－

表７　回归模型系数的显著性检验结果

Ｔａｂｌｅ７　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｍｏｄｅｌｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

因素
回归
系数

ｄｆ 标准
差

－９５％置
信下限

＋９５％置
信上限

Ｘ１ ０．４７ １ ０．１８ ０．０４ ０．９０
Ｘ２ ０．３７ １ ０．１８ －０．０６ ０．８０
Ｘ３ －０．１１ １ ０．１８ －０．５４ ０．３２
Ｘ１Ｘ２ －０．２３ １ ０．２６ －０．８４ ０．３８
Ｘ１Ｘ３ ０．８８ １ ０．２６ ０．２７ １．４９
Ｘ２Ｘ３ －０．２５ １ ０．２６ －０．８６ ０．３６
Ｘ１
２ －１．２３ １ ０．２５ －１．８２ －０．６４

Ｘ２
２ －０．９７ １ ０．２５ －１．５６ －０．３８

Ｘ３
２ －０．９５ １ ０．２５ －１．５４ －０．３６

表８　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验回归方程方差分析结果

Ｔａｂｌｅ８　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

方差来源 平方和 ｄｆ 均方和 Ｆ值 Ｐ值
模型 ２２．２７ ９ ２．４７ ９．３３ ０．００３８

Ｘ１ １．７７ １ １．７７ ６．６９ ０．０３６２

Ｘ２ １．０９ １ １．０９ ４．１０ ０．０８２７
Ｘ３ ０．１０ １ ０．１０ ０．３６ ０．５６７９
Ｘ１Ｘ２ ０．２１ １ ０．２１ ０．７９ ０．４０４９
Ｘ１Ｘ３ ３．０９ １ ３．０９ １１．６４ ０．０１１３

Ｘ２Ｘ３ ０．２６ １ ０．２６ ０．９７ ０．３５８２
Ｘ１
２ ６．３８ １ ６．３８ ２４．０４ ０．００１７

Ｘ２
２ ３．９７ １ ３．９７ １４．９６ ０．００６１

Ｘ３
２ ３．７９ １ ３．７９ １４．２９ ０．００６９

　　注：决定系数Ｒ２＝０．９２３０，矫正系数ＡｄｊＲ２＝０．８２４１，
拟失项 Ｐ＝０．０７６１； 表示该因素差异极显著（Ｐ＜

０．０１）；表示该因素差异显著（Ｐ＜０．０５）
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２５．３２５０×Ｘ２Ｘ３－０．１３６７４×Ｘ１
２－

０．９７０９５×Ｘ２
２－９４８７．０×Ｘ３

２

根据上述回归方程和对试验结果的方差分

析，借助ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件绘制出双因

子响应面三维曲面图和相应等高线图（见图

１—图３），以便更直观地表现各因素的交互作

用对γ－聚谷氨酸产量最大值的影响．每个响

应面图都直观地呈现某个因素取零水平时其余

两个因素对 γ－聚谷氨酸产量的影响情况．等

高线越接近圆形，代表两个因素交互作用越不

显著；等高线越是接近椭圆形，则代表两个因素

交互作用越显著［１５］．

由图１ａ）可知，当ＣａＣｌ２的质量浓度取零水

平时，谷氨酸钠和（ＮＨ４）２ＳＯ４的交互作用对

γ－聚谷氨酸产量影响呈现凸型的抛物面形

状，即随着谷氨酸钠和 （ＮＨ４）２ＳＯ４两个因素

的变化，γ－聚谷氨酸产量呈现先增大后减小

的变化趋势，谷氨酸钠引起的响应面坡度比

（ＮＨ４）２ＳＯ４引起的坡度更为陡峭．图１ｂ）所示

的等高线在谷氨酸钠区域排列更为紧密，表明

图１　谷氨酸钠和（ＮＨ４）２ＳＯ４交互作用对γ－聚谷氨酸产量影响的三维曲面图和等高线图

Ｆｉｇ．１　３Ｄｓｕｒｆａｃｅｇｒａｐｈａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｄ

（ＮＨ４）２ＳＯ４ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆγＰＧＡ

图２　谷氨酸钠和ＣａＣｌ２交互作用对γ－聚谷氨酸产量影响的三维曲面图和等高线图

Ｆｉｇ．２　３Ｄｓｕｒｆａｃｅｇｒａｐｈａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｄ

ＣａＣｌ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆγＰＧＡ

·６３·
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图３　（ＮＨ４）２ＳＯ４和ＣａＣｌ２交互作用对γ－聚谷氨酸产量影响的三维曲面图和等高线图

Ｆｉｇ．３　３Ｄｓｕｒｆａｃｅｇｒａｐｈａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆ（ＮＨ４）２ＳＯ４ａｎｄ

ＣａＣｌ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆγＰＧＡ

谷氨酸钠对于 γ－聚谷氨酸产量的影响比

（ＮＨ４）２ＳＯ４更大，等高线图近似圆形，表示谷

氨酸钠和 （ＮＨ４）２ＳＯ４的交互作用对 γ－聚谷

氨酸产量的影响并不显著．图２ａ）和图３ａ）的响

应面图与图１ａ）的响应面图变化趋势相同，这

表明在一个因素取零水平时，另外两个因素的

交互作用对γ－聚谷氨酸产量的影响都呈现抛

物线型的变化趋势，γ－聚谷氨酸产量均先增大

后减小且都有最高值点，而谷氨酸钠引起的响

应面坡度比 ＣａＣｌ２ 引起的坡度更为陡峭，

（ＮＨ４）２ＳＯ４引起的响应面坡度比ＣａＣｌ２引起的

坡度更为陡峭．图２ｂ）的等高线在谷氨酸钠区

域排列更为紧密，表明谷氨酸钠对 γ－聚谷氨

酸产量的影响比 ＣａＣｌ２更大，等高线图呈现椭

圆形，表明谷氨酸钠和ＣａＣｌ２的交互作用对γ－

聚谷氨酸产量的影响显著；图３ｂ）的等高线在

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 区 域 排 列 更 为 紧 密，表 明

（ＮＨ４）２ＳＯ４对 γ－聚谷氨酸产量的影响比

ＣａＣｌ２的更大，等高线图近似圆形，表明

（ＮＨ４）２ＳＯ４和 ＣａＣｌ２的交互作用对 γ－聚谷氨

酸产量的影响不显著，这与回归模型中的方差

统计分析结果一致．

为了准确计算３个因素的最优组分比例，

对拟合获得的回归方程Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ２，Ｘ３）中的３

个因素分别求一阶偏导，并令其等于０，整理得

０．２７３４８×Ｘ１＋０．０７６０８３×Ｘ２－

　２９．２８３３３×Ｘ３＝０

０．０７６０８３×Ｘ１＋１．９４１９×Ｘ２＋

　２５．３２５０×Ｘ３＝０

２９．２８３３３×Ｘ１－２５．３２５０×Ｘ２－

　１８９７４．０×Ｘ３

















＝０

解以上方程组得：Ｘ１＝８４．５３，Ｘ２＝２１．６７，

Ｘ３＝０．０７．将其代入回归方程，解得 γ－聚谷氨

酸产量理论预测最大值为３６．４５０ｇ／Ｌ．因此，经

响应面优化后的产γ－聚谷氨酸解淀粉芽孢杆

菌 ＬＤＪ１１最优发酵培养基组分为：谷氨酸钠

８４．５３ｇ／Ｌ，柠檬酸钠 １２ｇ／Ｌ，甘油 ３０ｇ／Ｌ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２１．６７ ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２ ０．０７ ｇ／Ｌ，

ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ０．０６ｇ／Ｌ．

２．４　验证试验
为了验证模型预测的准确性和优化培养基

对促进解淀粉芽孢杆菌ＬＤＪ１１发酵生产γ－聚

谷氨酸的效果，按照上述最优发酵培养基组分

·７３·
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进行了６次解淀粉芽孢杆菌 ＬＤＪ１１发酵生产

γ－聚谷氨酸的平行试验，所得γ－聚谷氨酸产

量稳定在３６．５～３７．７ｇ／Ｌ之间，平均产量可达

３７．０４８ｇ／Ｌ．试验值与预测值非常接近，表明该

回归方程能够较为真实地预测上述３个显著因

素对γ－聚谷氨酸产量的影响．该结果同优化

前产量２６．７３０ｇ／Ｌ相比，提高了１．３９倍．

３　结论

本研究在前期单因素试验的基础上，通过

ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ试验挑选出影响解淀粉芽孢杆

菌ＬＤＪ１１发酵生产γ－聚谷氨酸最显著的３个

因素，即谷氨酸钠、（ＮＨ４）２ＳＯ４和 ＣａＣｌ２；进而

通过最陡爬坡试验确定γ－聚谷氨酸产量最高

时这 ３个 因 素 的 中 心 点，即 谷 氨 酸 钠、

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 和 ＣａＣｌ２ 的质量浓度 分 别 为

８４ｇ／Ｌ，２１．５ｇ／Ｌ和０．０７ｇ／Ｌ；最后通过响应面

试验，拟合出该模型的回归方程、三维曲面图和

等高线图，拟合得出最优发酵培养基组分：谷氨

酸钠８４．５３ｇ／Ｌ，柠檬酸钠１２ｇ／Ｌ，甘油３０ｇ／Ｌ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２１．６７ ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２ ０．０７ ｇ／Ｌ，

ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ，

Ｋ２ＨＰＯ４ · ３Ｈ２Ｏ ０．５ｇ／Ｌ，ＦｅＣｌ３ · ６Ｈ２Ｏ

０．０６ｇ／Ｌ．在此配方下，解淀粉芽孢杆菌 ＬＤＪ１１

的实际 γ－聚谷氨酸平均产量为３７．０４８ｇ／Ｌ，

是优化前产量（２６．７３０ｇ／Ｌ）的１．３９倍，并与拟

合方程解得的理论预测最大值３６．４５０ｇ／Ｌ非

常接近．

本研究利用响应面法将复杂的未知函数关

系用二次多项式来拟合，准确找出了各显著影

响γ－聚谷氨酸产量的因素，探究了各因素间

的交互作用，得到了产 γ－聚谷氨酸解淀粉芽

孢杆菌ＬＤＪ１１的最优发酵培养基组分．因此，利

用响应面法对产γ－聚谷氨酸解淀粉芽孢杆菌

ＬＤＪ１１的培养基进行优化是一种切实可行的方

法，并且为γ－聚谷氨酸的进一步深入、放大研

究提供了新的理论依据和参考．
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