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要!为优化重组毕赤酵母表达动物内源性纤维素酶
Fe$&

的培养基条件#在单因素实验基础上#以培养基

中酵母粉'蛋白胨'葡萄糖的含量为自变量#

Fe$&

的酶活为响应值#采用
W(S7W10+d1+

设计的方法#研究各自变量及

其交互作用对毕赤酵母产
Fe$&

收率的影响%利用
V1;3

4

+7FS

N

1*<

软件和响应面分析相结合的方法对毕赤酵母产动

物内源性纤维素酶
Fe$&

的培养基条件进行优化#确定了最佳的培养基条件%在该培养条件下#获得最高产酶量为

!B#9

+

Q

%

关键词!纤维素酶$

Fe$&

$毕赤酵母$响应面

中图分类号!

i&EC
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文献标志码!

K

(

!

引
!

言

工业化的快速发展使得化石燃料被大量消耗$

能源危机日趋严重$因此$开发新能源是人类可持续

性发展所面临的重要问题%纤维素是自然界中含量

最丰富的可再生资源之一&

"

'

$全世界植物每年通过

光合作用产生超过
"%

"!

<

纤维素物质&

$7B

'

%这些多

糖类物质可为人类提供巨大的能量来源%然而$这

些材料需转化成葡萄糖(木糖等单糖物质才能被有

效利用%通过酸水解(碱水解(酶水解等一系列手段

可降解纤维素形成简单糖进而通过微生物发酵生产

乙醇等能源物质&

B

'

$其中酶法水解以其高效性与环

保性是最具有应用前景的处理方法%但是纤维素酶

较高的生产成本制约这一途径的有效开展&

C7&

'

$因此

开发高比活的纤维素酶和提高纤维素酶的产量是解

决这一问题的关键之一%

纤维素酶是一种复合酶系$包含了葡聚糖内切

酶"
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$也被称之为纤维素内切酶#$葡聚糖外切酶
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$

FU!@$@D@""

$也被称之为

纤维素外切酶#和
(

7

葡萄糖苷酶"

(
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%本实验室从福寿螺的胃液中分离到

一种动物内源性的纤维素酶
Fe$&

$该酶具有内切
7

(

7"

$

#7

葡聚糖酶活性%其最适
N

O

值为
#@B

"

B@%

之

间$并且在
N

O!@%

"

""@%

的范围内有很好的稳定

性&

D7""

'

%此外$该酶的最适反应温度为
BBM

$并且有

极高的热稳定性%以上特性都预示着纤维素酶

Fe$&

可应用于食品(饲料(燃料乙醇生产等领域%

响应面分析"
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N
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$简称

T5K

#指利用数学原理设计若干具有代表性的实验$

并通过这些实验的结果$采用多元二次回归方程来

拟合因素和响应值之间的函数关系$然后通过对拟

合的回归方程进行分析来寻找各个因素的最优组

合%

W(S7W10+d1+

设计是一种常用的响应面设计

法$在该设计中$每个因素取
!

个水平$分别用"

A"

$

%

$

"

#进行编码$随后按照设计的实验表进行实验$并

拟合出各组实验值与各个因素间所关联的响应曲



面%响应面分析法已成为一种解决实践中多变量问

题的优化方法而广泛应用于食品(医药及生物领

域&

"$7"B

'

%

本文以前期构建的表达福寿螺内源性纤维素酶

Fe$&

的重组毕赤酵母为对象$通过响应曲面法实

验设计初步探索了重组毕赤酵母表达
Fe$&

的最佳

培养条件$为大规模表达
Fe$&

提供理论参考%
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材料与方法
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!

材料

"@"@"

!

菌株

分泌表达福寿螺纤维素酶
Fe$&

的重组毕赤酵

母
N

eKP/,K7Fe$&

)

5̀ V""CE

由本实验室构建并

保存%

"@"@$
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试剂

酵母膏(蛋白胨购自
53
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公司*
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购自

_+:3<*(

4
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公司*葡萄糖(氢氧化钠(酒石酸钠(

!rB7

二硝基水杨酸(亚硫酸氢钠(山梨醇均为国产分

析纯%

LPV

培养基!蛋白胨
$%

4
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Q

(酵母膏
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葡萄糖
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仪器

5Pj7$B%W7/

型生化培养箱"上海博迅实业有限

公司#*

&B$

型分光光度计"上海第三仪器分析厂#*

VO/7V

摇床"太仓市实验设备厂#%

"@$
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方法

"@$@"

!

摇瓶培养

通过平板划线法将重组酵母接种至
LPV

固体

培养基平板$培养
$#0

$挑取单克隆接种至
!GQ

LPV

培养基中培养
"$0

$接种至含
B%GQ

发酵培养

基的
$B%GQ

的锥形瓶中$摇床
$B%*

)

G3+

$

!%M

$培

养
#E0

%
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Fe$&

酶活的测定

$%

#

Q

酶液加入
"E%

#

Q"Y

"
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#
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"溶于

"%%G`
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O#@E

醋酸钠缓冲液中#底物中$

B%M

水浴

反应
"%G3+

$加入
%@BGQV>5

试剂$沸水浴
B

G3+

$立即置入冷水浴冷却$加入
%@BGQ

双蒸水$混

匀后读取
B$%+G

处吸收光值$以灭活的酶液经相

同测活方法作为空白对照组%

Fe$&

酶活力单位定

义为在上述条件下$每分钟水解生成
"

#

G(-

葡萄糖

还原当量所需的酶量为一个单位"
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W(S7W10+d1+

组合实验与响应面分析

对各因素采用
W(S7W10+d1+

的中心组合原理

设计实验并进行响应面分析确定最佳培养基比例$

每个因素取
!

个水平$以"

A"

$

%

$

"

#编码实验%本阶

段实验设计(数据分析和模型建立均由
V1;3

4

+7

1S

N

1*<&@"@C

软件辅助完成%
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结
!

果
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!

毕赤酵母表达动物内源性纤维素酶
Fe$&

培

养条件的单因素实验

!!

培养基组分对微生物生长和产物生成有很大影

响%不同菌种的最适培养基也不尽相同%为提高

Fe$&

的表达量$对其培养基进行优化研究%首先

对酵母最基础的
!

种培养基成分进行了单因素实

验$结果如图
"A

图
!

所示%

图
"

!

蛋白胨浓度对
Fe$&

表达量的影响

图
$

!

葡萄糖浓度与
Fe$&

表达量的影响

图
!

!

酵母膏浓度对
Fe$&

表达量的影响

蛋白胨(酵母膏和葡萄糖是酵母生长的最重要

的培养基成分$为其提供了碳源$氮源$生物素等基

本物质%实验结果如图
"

示$当蛋白胨浓度为

!̂BY

时$

Fe$&

表达量达到最大$之后呈现下降趋

势%葡萄糖的影响如图
$

示$当浓度介于
$Y

"

#Y

时$

Fe$&

的表达量达到最大$之后表达量下降%以

上结果表明$葡萄糖和蛋白胨作为基本的碳源和氮

源对重组
Fe$&

的表达均有明显的影响$当两者浓

度过低时$

Fe$&

表达量较低$而当两种组分浓度过

&B#
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高时又一定程度上抑制了表达量%此外$酵母膏对

重组
Fe$&

的影响结果如图
!

示$

Fe$&

的表达量随

酵母膏浓度的增加而缓慢增加$表明酵母膏对产酶

也有一定影响%

$@$

!

W(S7W10+d1+

组合实验与响应面分析

$@$@"

!

实验设计

在单因素实验的基础上$采用
W(S7W10+d1+

设

计对蛋白胨(酵母膏和葡萄糖一步优化%每个因素

取
!

个水平$各因素的水平如表
"

所示%按照设计

的培养基进行发酵实验%

W(S7W10+d1+

试验设计和

试验结果如表
$

所示%

表
!

!

F0_EF3M1N31

试验因素与水平

变量
编码水平"

4

)

Q

#

A" % f"

蛋白胨"

9

#

"B !% #B

酵母膏"

U

#

!% C% D%

葡萄糖"

!

#

"B !% #B

表
'

!

F0_EF3M1N31

设计与结果

实验序号 蛋白胨 酵母膏 葡萄糖 酶活力
9

)

Q

" " % A" !"$@!

$ % % % !B!@B

! % % % !B$@E

# A" " % !%D@"

B A" % A" $E&@!

C % % % !B#@"

& A" A" % $DC@&

E " " % $DC@&

D A" % " !%E@B

"% % " A" $DD@E

"" " A" % $D&@D

"$ % A" " !%#@E

"! " % " !%%@#

"# % A" A" $ED@E

"B % " " !%"
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由
V1;3

4

+7FS

N

1*<&@"@C

软件拟合得多项式回

归模型为!

E\!B$'$A%'B#9A%'"CUA%'#!A!'#%9U

A"%'&E9!AE'"!U!A$!'!!9

$

A$E'&EU

$

A

$D̂$B!

$

回归方程方差分析见表
!

$可信度分析见表
#

%

由表
!

分析可以看出$模型是高度显著的$模型复相

关系数
J$

为
DE@B#Y

$说明模型的相关度很好%变

异系数"

U?

#反映模型的置信度$

!C

值越低模型的

置信度越高$而本试验的
!C

值为
"@B&Y

$说明模型

方程能很好的反映真实的实验值$因此该模型能很

好的预测各因素对
Fe$&

产酶的影响%各因素间交

互作用对酶活响应的影响曲面和等高线如图
#

.

C

所示%

表
$

!

回归方程方差分析

方差

来源
平方和

自由

度
均方

@

值
P

值

(̀I1- &D$#@$! D EE%@#& !&@BB %@%%%B

K $@!" " $@!" %@"% %@&CC$

W %@$" " %@$" %@%" %@D$E"

U "@$E " "@$E %@%B %@E$#B

KW #C@$# " #C@$# "@D& %@$"D$

KU #C#@#% " #C#@#% "D@E" %@%%C&

WU $C#@%C " $C#@%C ""@$C %@%$%$

K

$

$%%E@E$ " $%%E@E$ EB@CE %@%%%$

W

$

!%B&@$! " !%B&@$! "!%@#%

.

%@%%%"

U

$

!"BD@%% " !"BD@%% "!#@&#

.

%@%%%"

残差项
""&@$! B $!@#B

失拟项
"""@B& ! !&@"D

误差项
B@CC $ $@E!

总和
E%#"@#C "#

表
)

!

模型可信度分析

复相关系数
J

$

%'DEB#

校正后相关系数
J

$

%'DBD$

预测相关系数
J

$

%'&&C#

!CY "@B&

信噪比
"C@E&

!!

为了进一步研究相关变量之间的交互作用以

及确定最优点$我们通过
V1;3

4

+7FS

N

1*<

软件绘制

响应面曲线图来进行可视化的分析"图
#A

图
C

#%

从等高线图可以直观地反映出两变量交互作用的

显著程度$圆形表示两因素交互作用不显著$而椭

圆形与之相反$因此葡萄糖与蛋白胨的交互作用

最为显著%

由响应面立体图可以看出$曲面均呈山丘形$即

响应值存在最大值%进一步通过软件分析计算$得

到最大产量时的各因素浓度的编码值!

,

"

\%

$

,

$

\

%̂%!

$

,

!

\%@%C

$对应的实际浓度分别为$蛋白胨
!%

4

)

Q

$酵母膏
C%@D

4

)

Q

$葡萄糖
!%@D

4

)

Q

$得到模型

预测的
Fe$&

最大产量为
!B!@BD$9

)

Q

$与实际测

试值相符%

EB#
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图
#

!

酵母粉和蛋白胨对酶活的响应面与等高线

图
B

!

葡萄糖和蛋白胨对酶活的响应面与等高线

图
C

!

酵母粉和葡萄糖对酶活的响应面与等高线

$

!

讨
!

论

纤维素酶广泛存在于微生物&

"&

'

(植物等体内%

传统观点认为$动物自身不能产生纤维素酶$其对纤

维素的水解主要是依靠消化道内共生菌和共生原生

动物完成的%然而
"DD&

年
8(d)I,

等&

"E

'的研究却

打破了这一传统观点$他们从一种白蚁
*.V7"-0

";$<;V".&.V.

3

/;2V-V

的中分离纯化到一种具有高比

活力的
(

7"

$

#7

内切糖苷酶$近年来相继在线虫&

"D

'

(

贻贝&

$%

'

(螯虾&

$"

'和天牛&

$$

'中发现了动物内源性纤

维素酶的存在$且均具有较好的酶学性质$如本实验

室前期分离得到的来源于福寿螺的纤维素酶

Fe$&

$该酶具有很好的
N

O

稳定性和温度稳定性%

然而$来源于高等生物的酶需经过复杂的蛋白质翻

译后加工过程$这使得动物内源性纤维素酶难以利

用微生物重组表达$从而限制了其应用于工业生产%

因此$通过真核生物酵母对其进行重组表达和利用

微生物发酵是一种提高动物内源性纤维素酶产量$

DB#
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降低其生产成本的有效手段$重组酵母培养过程中

的各个因素均会对最终产量产生影响$如蛋白胨(葡

萄糖等物质一方面为生物体生长提供了基本的能

源$另一方面也为目的蛋白的合成提供了原材料%

然而由于渗透压等原因$也使得各种培养基组分配

比存在着一个最优的范围$过高的浓度反而会抑制

微生物的生长$培养过程优化需对产酶条件影响的

各因素最佳化$使终产物产率最高%

本文以重组酵母生长中最重要的培养基组分蛋

白胨$酵母膏$葡萄糖为研究对象$利用单因素实验

确定了各因素的最佳浓度范围$在此基础上$采用了

W(S7W10+d1+

设计组合实验研究对
!

种自变量的交

互作用对毕赤酵母重组表达
Fe$&

的影响%由响应

面分析实验得出$

!

种组分对产酶均影响显著$依据

回归分析确定发酵最佳条件为蛋白胨
!%

4

)

Q

$酵母

膏
C%@D

4

)

Q

$葡萄糖
!%@D

4

)

Q

$在最佳条件下
Fe$&

最高可达
!B#9

)

Q

%这为进一步大规模发酵生产动

物内源性纤维素酶
Fe$&

提供一定的参考%
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