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应用数学统计法优化副干酪乳杆菌 !"#$% 固定化细胞制备和

产细菌素发酵

陈建伟，李秀凉，殷博’，刘国明，王昆，平文祥!

（’ 黑龙江大学生命科学学院，微生物黑龙江省高校重点实验室，哈尔滨 ’#,,H,）

摘要：【目的】应用数学统计法对副干酪乳杆菌 NO’P& 的固定细胞制备和发酵条件进行优化，以提高细菌素

产量。【方法】用 +$ % +部分因子分析法筛选对细菌素产量影响显著的因子，发现海藻酸钠浓度、接种量和发酵

时间对细菌素的产生影响显著。利用最陡爬坡法逼近最大响应区域。用 Q7FBQD3:RD: 设计确定最佳海藻酸

钠浓度、接种量和发酵时间，并进行分批重复发酵。【结果】固定化生产细菌素的最佳条件是海藻酸钠浓度

+PHS、0)0;+ 浓度 #S、固定化时间 ! 3、菌体包埋量 ’1+,、发酵时间 $M 3 和固定化细胞的接种量 HP+S，在此

基础上用固定化细胞进行分批重复发酵，每批细菌素的发酵周期为 +! 3。【结论】通过对固定化细胞制备和

发酵条件的优化，固定化细胞在 M+& 3 的分批重复发酵中细菌素的总体产量比游离细胞提高了 ’"S，发酵液

中无明显细胞渗漏现象且实现了细胞的重复利用，为细菌素的进一步研究和最终提取奠定了基础。
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细菌素是由某些细菌在代谢过程中通过核糖体

合成机制产生的一类具有抑菌生物活性的多肽、蛋

白质或蛋白质复合物，能抑制或杀死多种革蓝氏阳

性细菌，包括金黄色葡萄球菌、李斯特菌等在内的引

起食品腐败、变质的致病菌和腐败菌，而不影响食品

性状，甚至能改善食品特性［’］。因此使得细菌素具

有潜在的作为天然食品防腐剂而受到广泛关注。截

至目前已发现的细菌素有几十种，然而只有 /><>: 一

种被公认为安全，并在乳制品、罐头制品及高蛋白食

品等的防腐保鲜中得到了广泛应用。目前，国内外

学者进行了大量的研究，以期筛选出广谱高效的细

菌素及其产生菌［+］。

固定化细胞是在固定化酶的研究和应用的基础

发展起来的新技术［M］，具有反应速度快、自动化以及

实现细胞的重复使用等特点，因此在食品饮料、酶制

剂、抗 生 素、辅 酶 等 的 发 酵 生 产 中 具 有 广 泛 的 应

用［!］。响应面分析相关数学统计法是利用合理的试

验设计了解各影响因素之间的关系，并建立相应的

数学模型，通过对数学模型的分析而达到优化目的，

从而减少试验次数以最经济的方式获取所需结论。

目前已广泛地应用于农业、生物、食品、化学、制造等

领域［#］。

本实验室分离得到一株产细菌素的菌株，经

’$. 9O/T 鉴定为 .$"#()$"&**/0 1$’$"$02& NO’P&（副干

酪乳杆菌 NO’P&，简称 .) = 1 = NO’P&）。该细菌素的

相对分子质量初步确定为 ’!,,, 左右，安全无毒［$］，

能杀死或抑制金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、蜡状芽孢

杆菌、沙门氏菌、铜绿假单胞菌、幽门螺杆菌等病原



菌和食品腐败菌，甚至能够有效地作用于大肠杆

菌［!］，具有 "#$#% 所不具备的抗革兰氏阴性菌活性，

从而显示出了其独特的优越性，因而是一株在防腐

剂领域很有应用前景并值得加以研究的细菌素产生

菌。本文以海藻酸钙为材料，对 !" & # & ’()*! 菌细

胞进行固定化，采用响应面等相关数学统计方法对

影响细菌素的关键因素进行考察和评估后，同时对

产细菌素条件和细胞循环使用次数进行优化，并在

此基础上，进行分批重复发酵，以期为该细菌素的进

一步研究和应用打下坚实的基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种：发 酵 菌 株 !" & # & ’()*! 和 指 示 菌

$%&’(&(&&)* +),-)*（藤黄微球菌）均为黑龙江大学微生

物重点实验室保存。

!"!"# 培养基：!种子培养基：酵母粉 +*,-.、牛肉

膏 +*//.、蛋 白 胨 )*0.、葡 萄 糖 ,*10.、23451·

!’,5 +*+-. 、吐 温 /+ +*).、2%451 +*++0.、

6,’751 +*,.、乙酸钠 +*0.、柠檬酸 铵 +*,.，8’
-*+ 9 -*0。" 发 酵 培 养 基：种 子 培 养 基 去 除

6,’751、乙酸钠和柠檬酸铵。指示菌培养基：牛肉

膏蛋白胨培养基［/］。

!"!"$ 主要试剂和仪器：海藻酸钠、蛋白胨、牛肉

膏、酵母粉、葡萄糖及各种无机盐均为国产试剂，购

自哈尔滨佳实生物科技公司，"#$#% 购自 4#3:; 公司，

常温离心机 <=)+>,*1? 购自北京医用离心 机 厂，

@A!00B 紫外分光光度计和 C(D>E0B 型座式自控电

热压力蒸汽灭菌器均购自上海精宏试验设备技术有

限公司。

!"# 种子液培养

取 +*,1 3 湿的 !" & # & ’()*! 接种于装有 ,++ :<
种子培养基的 0++ :< 三角瓶中，E!F恒温静止培养

,1 G 后，,,,!*0 H 3 离心 )0 :#%，1F备用。

!"$ 固定化细胞的制备

将海藻酸钠溶于生理盐水中，) H )+0 7; 灭菌 ,+
:#%，冷却至室温，与菌体混合均匀，用 ) :< 无菌注射

器缓慢滴入一定浓度的 I;IJ, 溶液中，形成 , :: 9
,*0 :: 的固定化颗粒，放置一段时间使颗粒稳定成

形，再用无菌生理盐水冲洗 E 次，即得到固定化细胞。

!"% 部 分 因 子 试 验 设 计（ &’()*+,-(. &()*,’+(.
/01+2-，&&/）

根据单因素结果（略），依次考察 I;IJ, 浓度K.、

海藻酸钠浓度K.、固定化时间KG、固定化颗粒接种

量K.、发酵时间KG 和菌体包埋量（菌胶比，离心后湿

菌体重量 3K海藻酸钠胶体体积 :<）对细菌素产量的

影响，采用 - 因素 , 水平的 )K1 部分因子试验设计，

筛选对细菌素产量影响显著的因素，并通过逐步回

归分析，获得多元一次回归方程。

!"3 最陡爬坡试验

按照部分因子设计法筛选影响产细菌素的主要

因素，按文献［L］做最陡爬坡试验。

!"4 5,67508-90- 试验设计

根据 BMN>BOG%PO% 方案进行试验所获得各自变

量实际值 D# 和统计分析中的编码值 N# 存在着以下

关系：N# Q（D# R D+）K#D#，式中 D+ 为试验中心点处自

变量的真实值，#D# 为自变量变化步长。获得用于

建立优化细菌素产量与细胞循环使用次数的数学模

型的变量编码值（N#）。利用公式：. Q &+ S!
/

% Q )
0%1% S

!
/

%" %
"%21%12（T 为预测响应值；N# 和 NU 为自变量编码水

平；V+ 为常数项；;# 为线性系数；W#U 为二次项系数；%
为因子数）［)+ R )E］获得所需的优化细菌素产量和细胞

循环使用次数的数学模型。根据模型方差分析和可

行度分析确定模型的可行性和适用性后，得出产细

菌素和细胞循环使用次数的最佳条件，并进行验证

试验。

!": 固定化细胞的增殖和分批重复发酵

将固定化颗粒按 /*,.的接种量接入发酵培养

基中，E!F静止培养 -E G，完成菌体的增殖培养后，

将固定化颗粒在无菌条件下过滤，经无菌生理盐水

和新鲜培养基洗涤后，加入新鲜培养基，E!F静止培

养 ,1 G，完成第二个循环，再次更换培养基并在同样

条件下培养，进入下一个循环，进行分批重复发酵。

测定不同时间间隔内固定化细胞溢出游离细胞数、

细菌素活性。并以同等条件下的游离细胞作对照。

!"; 细菌素活性的测定

将发酵液用 ) :MJK< ’IJ 调 8’ 为 ,*+，1F静置

) G，使细菌素解吸附。,,,!*0 H 3 离心 )0 :#%，取

)+ :<上清液，用 ) :MJK< ";5’ 调 8’ 为 1*+。发酵

液上清液中细菌素效价的分析采用琼脂扩散法［)1］，

所有试验均重复 E 次，并以空白培养基作为对照。

# 结果

#"! 显著影响因子的筛选

用部分因子分析法筛选影响细菌素产量的主要

0--陈建伟等：应用数学统计法优化副干酪乳杆菌 ’()*! 固定化细胞制备和产细菌素发酵 & K微生物学报（,++L）1L（0）



因素，试验设计及结果见表 !。采用 "#"$%! 软件对

试验数据进行分析（表 &、’），获得多元一次拟合回

归 方 程：( ) *!*%*+ , *%-&.! / !!%$&0.& ,
!%1’0.’ / !2%2’.* / !’%*0.0 / 1%*’.1，此模型的 !
值为 2%2*2*&’ 小 于 2%20，证 明 此 模 型 显 著，其 中

+0%&03 的 数 据 可 以 用 此 模 型 解 释（ #456& )
+0%&03）；! 值小于 2%20 的因素有海藻酸钠浓度、

接种量和发酵时间，表明 ’ 种因素对细菌素产量影

响显著。

表 ! "# !$ 的部分因子试验结果

789:; ! <=>;?@A;BC8: ?;DE:CD FG? HHI 8D J ) !1
6EB .! .& .’ .* .0 .1 (K（#LKAM）

! !（03） / !（&3） / !（& N） / !（03） / !（01 N） / !（!K&2） &!0%1

& ! / ! / ! / ! !（11 N） / ! &!2%-

’ / !（’3） !（’%&03） / ! / ! ! !（!K!0） !+0%01

* ! ! / ! / ! / ! ! !++%-

0 / ! / ! !（* N） / ! ! ! &&2%1$

1 ! / ! ! / ! / ! ! &&-%01

- / ! ! ! / ! / ! / ! &!0%&&

$ ! ! ! / ! ! / ! &!’%21

+ / ! / ! / ! !（!23） / ! ! &!1%1*

!2 ! / ! / ! ! ! ! !++%!

!! / ! ! / ! ! ! / ! !+0%&&

!& ! ! / ! ! / ! / ! &!$%+

!’ / ! / ! ! ! ! / ! !$$%0

!* ! / ! ! ! / ! / ! &&1%*$

!0 / ! ! ! ! / ! ! !+!%11

!1 ! ! ! ! ! ! !$!%’*
.!：CN; OGBO;BC?8C@GB GF P8P:&，.&：CN; OGBO;BC?8C@GB GF DG4@EA 8:Q@B8C;，.’：@AA@9@:@R8C@GB C@A;，.*：@BGOE:8C@GB SG:EA;，.0：OE:CE?; C@A;，.1：CN; 4;BD@CT
GF ;BC?8>>;4 O;::D，(：98OC;?@GO@B 8OC@S@CTU

表 % 回归方程方差分析表

789:; & V8?@8BO; 8B8:TD@D GF ?;Q?;DD@GB ;WE8C@GB
"GE?O; IH "" X" H Y? G9 Z H

XG4;: !’ ’2!1%+-$ &’&%2-0& &*%!0$!* 2%2*2*&’

<??G? & !+%&!’ +%1210

7GC8: !0 ’2’1%!+!
6& ) ++%’-3 #456& ) +0%&03

表 & 回归方程系数显著性检验

789:; ’ 6;Q?;DD@GB OG;FF@O@;BCD 8B4 CN;@? D@QB@F@O8BO; GF CN; DWE84?8C@O AG4;:
7;?A <DC@A8C; "C4 <?? 7 Y?G9 Z [ C [

.! *%-& !%0*+-!$ ’%2*0-!1 2%2+’221

.& / !!%$&0 !%0*+-!$ / -%1’2*& 2%2!1-*0

.’ !%1’0 !%0*+-!$ !%2002’! 2%*2&2**

.* / !2%2’ !%0*+-!$ / 1%*-&!0 2%2&’20!

.0 / !’%*0 !%0*+-!$ / $%1-+ 2%2!’2!-

.1 / 1%*’ !%0*+-!$ / *%!*+!* 2%20’*-!

%’% 最陡爬坡路径

由表 ’ 可知海藻酸钠浓度、发酵时间、接种量有

显著负效应，其添加量应减少。而其他因素的取值

则根据正效应因素均取较高值、负效应因素均取较

低值（即 P8P:& 浓度 03、固定化时间 * N、菌体包埋

量 !K&2）。变化步长则根据各因素效应值的大小确

定，以能快速、经济地逼近最大细菌素产生区域。试

验设计及结果见表 *，由表 * 可知最优条件在第 & 组

和第 * 组之间，故采用海藻酸钠浓度 &%-03、发酵时

间 1& N、接种量 $3为后续响应面试验的中心点。

表 ( 最陡爬坡试验设计及结果

789:; * <=>;?@A;BC8: 4;D@QBD 8B4 CN; ?;DE:CD GF DC;;>;DC 8DO;BC

JGU
"G4@EA
8:Q@B8C;K3

PE:CE?; C@A;
KN

\BGOE:8C@GB
SG:EA;K3

]8OC;?@GO@B
K#LKAM

!
&
’
*
0
1

’%&0
’
&%-0
&%0
&%&0
&

11
1*
1&
12
0$
01

!2
+
$
-
1
0

&2-%*$
&!0%12
&0$%&1
&’0%+’
&&-%$+
&’0%11

%’& )*+,)-./0-/ 试验结果

根据以上结果，获得影响细菌素产量的主要因

素及变量水平的数据（表 0）。采用 "#"$%! 软件进

行 ]G=^];NB_;B 试验对影响细菌素产量和细胞循环

使用的关键工艺参数进行最佳水平探索。共 !0 次

试验，其中 !& 个析因试验，’ 个为中心点处重复试

111 ‘@8Ba;@ PN;B ;C 8: U K"#$% &’#()*’)+),’#% -’.’#%（&22+）*+（0）



验的 细 菌 素 产 量 和 细 胞 循 环 使 用 次 数 的 结 果 见

表 !。

表 ! "#$%"&’()&( 试验设计因素水平及编码

"#$%& ’ (&)&%* #+, -.,&* ./ )#01#$%&* /.0 2.342&5+6&+

7#-8.0* 9+-.,&
(&)&%*

: ; < ;
=.,1>? #%@1+#8&AB C; DE’ DEF’ G

H+.->%#81.+ ).%>?&AB CD F I J

K>%8>0& 81?&A5 CG !< !D !L

表 * "#$%"&’()&( 试验设计及细菌素与

细胞循环使用次数的实测值与预测值

"#$%& ! 2.342&5+6&+ &3M&01?&+8#% ,&*1@+ #+, ?&#*>0&, #+,

M0&,1-8&, )#%>&* ./ $#-8&01.-1+ #+, 85& +>?$&0 ./ -&%% -N-%&

O>+ C; CD CG

P;：$#-8&01.-1+（QRA?(）PD：85& +>?$&0 ./ -&%% -N-%&

S&#*>0&,
)#%>&

T0&,1-8&,
)#%>&

S&#*>0&,
)#%>&

T0&,1-8&,
)#%>&

; < : ; : ; ;’JEL ;’JEFD ;DEG ;DE;’

D : ; : ; < ;J<E’G ;ILE!; ;;EG ;;ED;

G ; : ; < DG;EF; DGDE;J ;DEF ;DEI;

L < < < G<;EJG DJ<E;G ;DE! ;DELF

’ < ; : ; ;!IEIL ;!GEFD ;;EG ;;E;I

! < < < DIGEL; DJ<E;G ;DEL ;DELF

F : ; < ; D<<E!! D<;EL! ;; ;<EJ!

I < : ; ; D;;EGG D;!EL’ ;;EG ;;ELG

J < ; ; D!LE’ D!LE;J ;;E’ ;;E!’

;< : ; < : ; ;!JEID ;F’ELG ;<E! ;<EIL

;; : ; ; < D;!ED’ D;’EFF ;;E! ;;ELJ

;D ; < : ; ;!’EJ’ ;!’E;’ ;D ;DE<L

;G ; < ; G<;EJG DJ!EGD ;;EJ ;;E!!

;L < < < DI’E<’ DJ<E;G ;DEL ;DELF

;’ ; ; < DL!EI’ D’DEFF ;;EF ;;EFJ

图 + 细菌素效价的响应面

71@U; O&*M.+*& *>0/#-& ?&85.,.%.@N ./ $#-8&01.-1+ #-81)18N U Q：*.,1>? #%@1+#8&（C;）)*U 1+.->%#81.+ ).%>?&（CD）V185 -.+*8#+8

%&)&%* ./ ->%8>0& 81?&（CG）；2：*.,1>? #%@1+#8& )*U ->%8>0& 81?& V185 -.+*8#+8 %&)&%* ./ 1+.->%#81.+ ).%>?&（CD）；K：1+.->%#81.+

).%>?& )*U ->%8>0& 81?& V185 -.+*8#+8 %&)&%* ./ *.,1>? #%@1+#8&（C;）U

根据 2.342&5+6&+ 试验的 ;’ 个试验结果经计算

得到各因素的回归系数（表 F）。并获得拟合二次多

项式回归方程：

细菌素产量优化数学模型：

P; W DJ<E;G X D;E;LF’C; X ;DEJGGF’CD X
GJEG<;D’CG : G<E;;;D’CD

; : DE!L’C;CD X D!EDI’C;CG

: GIE!IGF’CD
D X ;<EJGD’CDCG : ’<ELDIF’CD

G （;）

细胞循环使用次数优化数学模型：

PD W ;DEL!!!F X <ELF’C; : <E;IF’CD : <E<!D’CG

:<ELGGGGGCD
; :<EGD’C;CD :<E;D’C;CG :<ED<IGGGCD

D

X <EGCDCG : <E!’IGGGCD
G （D）

上述模型方程既表达了单个因素对细菌素产量

（P;）或细胞循环使用次数（PD）的作用也再现了两因

素的交互作用。

对回归方程（;）的统计分析结果如表 F 所示，结

果表明回归模型显著（! W <E<<<D;I），失拟项不显著

（! W <E!F!L），其中单一 C;、CD 或 CG 对细菌素产量

有极显著的正效应（! Y <E<;），二次项有极显著的

负效应（! Y <E<;），C; 与 CD、CD 与 CG 的交互作用对

细菌素的产量无显著影响（! Z <E<’）。对回归方程

（D）的 方 差 分 析 结 果 表 明，回 归 模 型 显 著（ ! W
<E<<ID;!），失拟项不显著（! W <E;’<G），其中单一

C; 对细胞循环使用次数有极显著的正效应（ ! Y
<E<;），CD

;、C; 与 CD、CD 与 CG 的交互作用显著（! Y
<E<’），CD

G 对细胞循环使用次数有非常显著的负效

应（! W <E<<D’J!）。方程（;）决定系数 OD W <EJIJD，

方程（D）决定系数 OD W <EJ’DG，可以看出表示数学模

型预测得到的结果的点与实际试验结果很接近（表

!），表明两个数学模型能很好的解释和预测海藻酸

钠浓度、接种量和发酵时间这些条件变化时对细菌

素产量和细胞循环使用次数的影响。
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求解方程（!）与（"），细菌素产量与细胞循环使

用次数最大预测值分别为 #!$%&$! ’()*+ 和 !# 次

（如图 !、"）。通过对两方程联合求解，同时获得最

大预测的细菌素产量与细胞循环使用次数为 #$,%-.
’()*+ 和 !"%" 次。此时海藻酸钠浓度为 "%-/、接

种量为 ,%"/、发酵时间为 &# 0。为了进一步验证试

验结果，在优化条件下进行重复试验 # 次，分别得到

细菌素产量与细胞循环使用次数分别为 #$.%., ’()
*+ 和 !"%! 次、#!!%!" ’()*+ 和 !" 次、#!$%#" ’()
*+ 和 !"%! 次，试验结果验证了方程的可靠性与统

计学方法的有效性。

表 ! 基于 "#$%"&’()&( 试验的各因素回归系数和统计学分析结果

12345 . 6578497 :; 905 <5=<577>:? @:5;;>@>5?97 :; ;2@9:<7 2?A 905>< 7929>79>@24 2?24B7>7 3275A :? C:DEC50?F5? A57>=?

657G:?75 H:8<75 IJ HH KH J L< M N 9 N O79>*295 H9AO<<

P! Q! ! #R..%.#S #R..%.#S SS%--$R" $%$$!!!R "!%!S.R #%!R",!R

Q" ! !##,%"RR !##,%"RR !&%,",.R $%$$-##S !"%-##.R #%!R",!R

Q# ! !"#R&%.! !"#R&%.! !RR%#,.S $%$$$! #-%#$!"R #%!R",!R

Q"
! ! ##S.%.&- ##S.%.&- S"%$-,&. $%$$!"-. T #$%!!!"R S%&S$,!,

Q! Q" ! ".%-,S! ".%-,S! $%#R!-$S $%R.,,R! T "%&SR S%SR,.RS

Q! Q# ! ".&#%&$R ".&#%&$R #S%.R".# $%$$!--. "&%",R S%SR,.RS

Q"
" ! RR"R%",- RR"R%",- &-%S,!#! $%$$$S$& T #,%&,#.R S%&S$,!,

Q" Q# ! S.,%$.," S.,%$.," &%$!!-$" $%$R., !$%-#"R S%SR,.RS

Q"
# ! -#,-%.R& -#,-%.R& !!,%$..R $%$$$!!R T R$%S",.R S%&S$,!,

+2@F :; J>9 # !,.%S$ &"%S. $%R- $%&.&S

O<<:< R #-.%&$-, .-%R"!-&

1:924 !S #&-#S%"!

K:A54 - #&R#&%& S$R-%&"" R!%$R$## $%$$$"!,

P" Q! ! !%,$R !%,$R #S%,"#!R $%$$!-,, $%S.R $%$,$S-#

Q" ! $%",!"R $%",!"R R%S"&$SR $%$&."&# T $%!,.R $%$,$S-#

Q# ! $%$#!"R $%$#!"R $%&$",-S $%S."R,- T $%$&"R $%$,$S-#

Q"
! ! $%&-#### $%&-#### !#%#.&"! $%$!S&#R T $%S##### $%!!,S,#

Q! Q" ! $%S""R $%S""R ,%!R!!"R $%$#R&!S T $%#"R $%!!#,#R

Q! Q# ! $%$&"R $%$&"R !%"$R.,, $%#"""!! T $%!"R $%!!#,#R

Q"
" ! $%!&$"R& $%!&$"R& #%$-!.&S $%!#-$" T $%"$,### $%!!,S,#

Q" Q# ! $%#& $%#& &%-SR##, $%$S&"#! $%# $%!!#,#R

Q"
# ! !%&$$"R& !%&$$"R& #$%,.#!! $%$$"R-& T $%&R,### $%!!,S,#

+2@F :; J>9 # $%"# $%$., R%,! $%!R$#

O<<:< R $%"R-!&. $%$R!,##

1:924 !S R%S"-###

K:A54 - R%!.$!&. $%R.SS&# !!%$,",- $%$$,"!&

*+, 固定化细胞的分批发酵和重复使用试验

固定化细胞经 &# 0 的增殖培养后，进行分批重

复发酵完成第 " U !" 循环（即 $ U "&S 0）的培养，并

以游离细胞作对照，如图 # 所示。游离细胞发酵培

养 S, 0，细菌素产量达到最大，约为 S#, ’()*+，而

后继续培养细菌素产量基本不变。与游离细胞相

比，固定化细胞每 "S 0 细菌素产量达到最大，细菌

素的生产周期缩短 !)"，其活性约为 #$, ’()*+，为

游离状态的 .$/。细菌素产量与增殖后基本一致，

在第 " U , 个循环（即 $ U !&, 0）固定化细胞溢出的

游离细胞数较少（!"&$$ V $%$-），而后稍有增加，固

定化细胞仍保持完整，直至 !"%" 个循环（约 "&, 0），

,&& W>2?X5> Y05? 59 24 Z )#$%& ’($)*+(*,*-($& .(/($&（"$$-）S-（R）



图 ! 细胞循环使用次数的响应面

!"#$ % &’()*+(’ (,-./0’ 1’23*4*5*#6 *. 23’ +,17’- *. 0’55 0605’$ 8：(*4",1 /5#"+/2’（9:）;($ "+*0,5/2"*+ ;*5,1’（9%）<"23 0*+(2/+2

5’;’5( *. 0,52,-’ 2"1’（9=）；>：(*4",1 /5#"+/2’ ;($ 0,52,-’ 2"1’ <"23 0*+(2/+2 5’;’5( *. "+*0,5/2"*+ ;*5,1’；?："+*0,5/2"*+ ;*5,1’ ;($

0,52,-’ 2"1’ <"23 0*+(2/+2 5’;’5( *. (*4",1 /5#"+/2’

固定化细胞外游离细胞明显增多（!"@AA B AC=@），固

定化细胞开始破碎。

图 " 固定化细胞的分批发酵

!"#$= >/02’-"*0"+ )-*4,02"*+ 76 "11*7"5"D’4 7’/4( "+ -’)’/2’4 7/203

.’-1’+2/2"*+$

" 结论

细胞固定化技术已成功地应用于生产微生物酶

和其他蛋白质，但此技术用于生产细菌素的国外研

究报道较少［:E］。本文以海藻酸钙为包埋剂，利用统

计学方法对 #$ $ % $ FG:CH 固定化细胞发酵生产细菌

素的条件进行了优化，从而以最经济的方式高效、准

确地得到固定化细胞生产细菌素的最佳条件，即海

藻酸钠浓度 %CIJ、?/?5% 浓度 EJ、固定化时间 K 3、

菌体包埋量 :L%A、发酵时间 @= 3 和固定化细胞的接

种量 IC%J。在此基础上，用固定化细胞进行分批

重复发酵，每批细菌素产量约为游离发酵的 HAJ，

发酵周期缩短 :L%，固定化细胞可持续发酵 :% 个

循环。

一般 而 言，细 菌 素 生 产 与 细 菌 生 长 基 本 同

步［:@］。与游离细胞相比，固定化增殖细胞最大细菌

素产量推迟了 :E 3，这与孔健等［:H］的发现相符。其

原因可能是固定化细胞内部的微环境、营养物质的

运输、代谢产物的反馈抑制作用等因素影响了菌体

的生长和细菌素的产生。而第 % M :% 个循环中，细

菌素的生产周期明显缩短，可见通过固定化细胞的

增殖，获得高度密集体积小的生产菌集合体，促使代

谢速度加快，发酵周期大为缩短。固定化细菌进行

分批发酵生产某些蛋白质类物质时，其产量往往高

于游离细胞的发酵水平［:I］，但用海藻酸钙固定 #$ $
% $FG:CH 后，其生产性能降低，原因可能是：海藻酸

钙为多聚物，包围在细胞外，影响了物质的扩散，同

时 ?/% N 可以与细胞膜成分络合，改变细胞的微环境

和生理状态。

据报道海藻酸钙颗粒的循环使用次数从三次到

十几次不等［:O］。试验中，通过对细胞循环使用次数

的优化，得到了稳定性较好的固定化颗粒，经过 :%
个循环的分批重复发酵，颗粒中细胞渗透到固定化

珠外的程度仍比较低，得到了较稳定的细菌素活力，

说明用固定化 #$ $ % $ FG:CH 生产细菌素是可行的。

常规的游离细胞发酵，该细菌素的发酵周期为 KI 3，

其活力为 K=I 8PL1Q，而经固定化发酵，可进行持续

发酵 :% 个周期，除第 : 个发酵周期为 @= 3 外，第

% M :%个发酵周期均为 %K 3，细菌素效价基本不变，

约为 =AI 8PL1Q，这表明每 :AA 1Q 发酵液经游离发

O@@陈建伟等：应用数学统计法优化副干酪乳杆菌 FG:CH 固定化细胞制备和产细菌素发酵 $ L微生物学报（%AAO）KO（E）



酵 !" #，细菌素的产量为 !$%" & ’(! )*，而经过 %+,
#（约 , 个发酵周期）的培养，细菌素的产量为 %’ &
’(! )*，而在同等时间内固定化细胞细菌素的产量

为 %, & ’(! )*，细菌素产量提高了 ’-.。优化结果

使细菌素总体产量获得提高、发酵液中游离细胞较

少且实现了细胞的重复利用，有利于该细菌素的分

离纯化。尽管细菌素产量仍然较低，还有许多地方

需要完善，但本文的研究为该细菌素的最终提取和

应用提供了一种新的技术和方法。
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探索大脑 优化人生
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内容简介：本书结合作者的科研探索，尝试用简单的语言来介绍脑科学的最新进展以及在人生

各方面的可能应用。首先概述了大脑如何影响我们每天的思想、情绪、行为和人际关系，并扩展

到管理领域；其次，提出如何调整大脑和优化人生，并提供给读者基于作者多年科研实践探索而

总结的整体身心调节法；最后，介绍了单光子 c正电子断层脑扫描技术的基本原理。本书适合于

从事医学、心理学、教育学、管理学等领域研究的专业人员及社会各界人士阅读参考。
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