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响应面法在发酵培养基优化中的应用
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　　摘　要:介绍了响应面法的原理和实验设计的方法 ,并对其在优化发酵培养基中的应用做了

详细的综述。
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　　响应面法(RSM)是采用多元二次回归方程来拟合

因素与响应值之间的函数关系 ,通过对函数响应面和等

高线的分析 ,能够精确地研究各因子与响应值之间的关

系 ,寻求最优工艺参数 ,解决多变量问题的一种统计方

法[ 1] 。它可用在描述单个试验变量对响应值的影响、确

定试验变量之间的相互关系 、描述所有试验变量对响应

值的综合影响。RSM是一种适用性强的试验设计方法 ,

不仅包括试验设计 、建模 、因子效应评估以及寻求因子

水平最佳操作条件等功能 ,而且具有数据统计处理功

能 ,显示出了其它试验方法如正交试验 、因子试验 、田口

试验方法等所不具备的优点 ,该法不但具备试验次数

少 ,周期短 、精度高等优点[ 2] ,而且可以建立连续变量曲

面模型;同时 ,对影响试验指标的各因子水平及其交互

作用进行优化和评价 ,可快速有效地确定多因子系统的

最佳条件[ 3-5] 。RSM已经在食品 、医药 、生物工程 、农业 、

天然物提取等领域广泛的应用。

1　响应面法在培养基优化中的试验设计
利用微生物发酵生产各种有用代谢产物 ,其培养基

成分种类繁多 ,各成分间的相互作用也错综复杂 ,因而 ,

微生物培养基的优化工作就显得尤为重要。数学统计

中的多种优化方法已开始广泛地应用于微生物发酵培

养基的优化工作中 ,其中以响应面法的效果最为显著。

响应面法优化培养基的试验设计步骤为:①利用 Plack-

ett-Burman(PB)试验确定主要影响因素:PB设计法是一

种两水平的试验设计方法。它试图用最少的试验次数

达到使因素的主效果尽可能精确的估计 ,适用于从众多

的考察因素中快速有效地筛选出最为重要的几个因素

供进一步研究
[ 6]
。②最陡爬坡法确定主要影响因素的

水平:为了建立有效的响应面拟合方程 ,用最陡爬坡法

逼近影响因素的最佳值区域 ,它以试验值变化的梯度方

向为爬坡方向 ,根据各因素效应值的大小确定变化步

长 ,能快速 、经济地逼近最佳值区域
[ 7]
。③BBD(Box-Be-

hnken)或CCD(Central Composite Design)设计进行试验

分析:BBD或 CCD方法确定试验点 ,通过统计分析软
件 ,寻求最佳的试验条件以及因素间的交互作用。

2　响应面法在培养基优化中的应用
2.1　BBD设计在培养基优化中的应用

江英英等
[ 8]
采用 PB设计对发酵生产γ-氨基丁酸

(GABA)的培养基中相关影响因素的效应进行评价 ,并

筛选出了有显著效应的葡萄糖 、碳氮比 、MnSO4 ·H2O

浓度 ,然后用BBD设计及响应面分析确定了主要影响因

素的最佳培养基条件 ,GABA的产量达到6.02 g/ L。比

优化前的 4.35 g/L 提高了 38%。王飞等[ 9] 采用 RSM

对北虫草液体发酵培养基的3种主要成分蔗糖 、蛋白胨

和 KH2PO4进行三因素三水平 BBD试验设计优化 ,采用

多元二次回归方程拟合 3种因素与多糖产量之间的函

数关系。通过岭脊分析 ,获得培养基中 3因素最佳浓度

为:蔗糖3.23%,蛋白胨 1.05%,KH2 PO40.08%,培养液

多糖含量为1.977970×10
-2

g/mL。汤蕾等
[ 10]
采用 RSM

对冬虫夏草菌CS-w x 液态发酵生产核苷类物质的 3种

主要培养基成分—麦芽糖 、葡萄糖和蛋白胨进行三因素

三水平 BBD试验设计优化 ,通过岭脊分析获得对核苷类
物质含量有显著影响的因素最佳浓度为:麦芽糖2.17%,

葡萄糖 2.95%,蛋白胨 2.74%,通过 HPLC法检测腺苷

含量为 1.02 mg/g ,较原始培养基腺苷含量0.85 mg/g

提高了 20%。尹利等[ 11] 用 BBD法对洋葱假单胞菌G-

63液体发酵产脂肪酶条件进行了优化 ,脂肪酶活力提高

了 3.3倍;曹小红等[ 12] 用响应面法对Bacillus natto TK-l

发酵产脂肽的培养基进行优化 ,脂肽的产量提高了约

30%。

2.2　二因素CCD在培养基优化中的应用
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于雷等[ 13]使用 RSM对 L-乳酸发酵培养基中氮源

进行优化 ,采用二因素五水平设计 ,共 13次试验。确定

了 L-乳酸发酵培养基中玉米浆 32.23 g/ L、酵母粉

3.17 g/L时 ,乳酸的实际最大产量为103.71 g/L ,酵母粉

的用量由 2%下降到 0.3%。熊智强等[ 14] 利用 RSM优

化红谷霉素发酵培养基 ,利用全因子试验设计筛选出对

链霉菌 702产红谷霉素重要影响因子黄豆饼粉和工业

蛋白胨 ,应用最陡爬坡试验法接近重要因子的最优水

平 ,然后应用二因素四水平中心复合设计确定重要因子

的最优水平。优化后的培养基为:玉米淀粉 20 g ,玉米

粉20 g ,葡萄糖20 g ,磷酸二氢钾0.3 g ,蛋白胨 9 g ,黄豆

饼粉 23 g ,硝酸钾 2.5 g ,硫酸铵2.5 g ,豆油 5 mL ,氯化

钠3 g ,碳酸钙6 g 。范雷法等
[ 15]
运用 RSM优化姬松茸

液体发酵培养基中红糖和酵母膏浓度 ,采用二因素五水

平中心组合设计。结果表明 ,红糖浓度为 20.24 g/L 、酵

母膏浓度为 2.055 g/L 时 ,菌丝体生物量最高 ,达 2.279

g/L;红糖浓度为 20.8 g/L 、酵母膏浓度为 2.23 g/L 时 ,

胞外多糖产量最高 ,达 0.749 g/L。王立东等
[ 16]
应用二

因素五水平中心组合设计法优化葡萄糖和豆饼粉的浓

度 ,当葡萄糖27.2 g/L 、豆饼粉 31.8 g/L 时武夷菌素效

价有最大值。在优化的培养基上武夷菌素的效价可提

高到 6 643μg/mL。周丹等
[ 17]
采用二因素四水平中心

组合设计法及响应面分析法对富硒金针菇菌株液体发

酵培养基进行优化 ,确定了主要影响因素的最佳浓度为

玉米淀粉 28.8 g/ L ,豆饼粉14.2 g/ L。

2.3　三因素 CCD在培养基优化中的应用

黄丽金等[ 18] 采用 RSM 对唾液链球菌嗜热亚种增

殖培养基进行了优化。以 MRS 培养基作为基础培养

基 ,采用 PB设计法 ,对 12种乳酸菌生长促进因子以及

培养基的初始 pH等 13个因素对唾液链球菌嗜热亚种

STX2生长的影响进行评价。筛选出 CaC12 、豆粕水解

液、pH 为STX2的生长强化因子 ,然后用三因素五水平

旋转中心组合设计及响应面分析法确定强化因子的最

佳浓度以及最佳的培养基初始 pH 值。在优化培养基

中 ,STX2的菌体浓度达到6.8×108cfu/mL ,比优化前的

1.5×108cfu/mL提高了4.5倍。赵颖等[ 19]采用 RSM对

类胡萝卜素产生菌红酵母的液体发酵培养基进行了优

化。用 PB方法确定主要影响因素为酵母膏 、硫酸铵和

蔗糖。经三个因素五水平中心组合试验及响应面分析

优化 ,得到优化发酵培养基组成为:酵母膏4.173 g/L ,

(NH)2SO4 13.594 g/L ,蔗糖 60.533 g/L ,MgSO4 0.3 g/

L ,K 2 HPO4 0.10 g/L ,核黄素 0.004 g/L。在此条件下

红酵母产类胡萝卜素的最大产量为 15.291 mg/ L ,较原

始培养基提高了58.65%。王亚军等
[ 20]
采用 RSM 优化

面包酵母(Saccharomyces cerevisiae FL-1)培养基 ,通过

三因素五水平响应面法建立了生物量和蔗糖 、硫酸铵及

酵母浸出物浓度之间关系 ,优化最佳发酵培养基:115.5

g/L蔗糖 ,10.0 g/L 硫酸铵 ,25.0 g/ L酵母浸出物。

2.4　四因素CCD在培养基优化中的应用

胡升等[ 21] 用 RSM 对 Bacillus subtilis 液体发酵生

产纳豆激酶的培养条件进行了优化。首先用 PB方法对

相关影响因素的效应进行评价并筛选出了有显著正效

应的胰蛋白胨和有显著负效应的种龄 、发酵温度和

Na2HPO4浓度等4个因素 ,最后由四因素四水平中心组

合试验及响应面分析确定了主要影响因素的最佳条件。

纳豆激酶液体发酵的最佳培养基为:胰蛋白胨 22.7

g/L ,木糖 20 g/L;Na2HPO4 5.37 g/L;NaH2PO4 1 g/L;

CaC12 0.2 g/ L;MgSO4 0.5 g/L;最佳发酵条件为:

pH 7.0;发酵温度 30℃;种龄9 h;接种量 4%;装液量 25

mL/250mL。在此条件下 ,纳豆激酶液体发酵产量从

1 005.73 IU/mL提高到 1 314.48 IU/mL。刘建峰等[ 22]

采用 RSM对影响豆粕固态发酵中蛋白质水解的 4个主

要因素:料水比 、加酶量 、发酵时间和接种量进行了研

究 ,通过四因素五水平响应面法分析得到当料水比 1∶

1.00 ,加酶量 2.55%,发酵时间 65 h ,接种量 1.00%时 ,

水解度可达 13.3%,比优化前提高了 56%。廖春丽[ 23]

用 RSM对三孢布拉霉液体发酵产生 β胡萝卜素的培养

基进行了优化。通过四因素四水平响应面试验。得到

胡萝卜素产量最大值时的组合为:柠檬酸 3.10 g/dL、棉

籽油11.28 g/dL、黄豆粉 2.54 g/dL。胡萝卜素产量达

1.02 g/L ,比优化前提高了 25%。郑忠辉等[ 24] 应用

RSM 对海洋细菌 1202菌株胞外多糖发酵培养基进行优

化 ,通过四因素四水平中心组合设计和响应面法分析得

到适宜的发酵培养基组成 ,使其胞外多糖产量可达到

8.3 mg/mL ,转化率为20.75%。

2.5　五因素CCD在培养基优化中的应用

Muralidhar R V[ 25]使用响应面法比较两种不同的

碳源———葡萄糖和橄榄油对胞外脂肪酶产量的影响。

用来生产脂肪酶的介质组分通过中心组合设计(五因素

五水平)进行优化。结果发现使用葡萄糖作碳源时脂肪

酶的最大产率为17.30 U/mL。而使用橄榄油作碳源时

脂肪酶的最大产量为47.25 U/mL ,由此可以看出 ,含有

橄榄油的基质更适合用来发酵生产酯肪酶(C.cy lindra-

cea lipase)。

3　结语
近年来 ,微生物发酵产生代谢物的研究越来越多 ,

由于培养基的内在条件(培养基组成 、浓度等)及外在条

件(发酵温度 、时间、通气量等)都会影响微生物的生长

与代谢产物的积累。因此对于发酵培养基条件的优化

成为了研究的热点。响应面法是一种有效的统计方法 ,

可以在更广泛的范围内考虑因素的组合、预测响应值 ,

比一次次的单因素分析方法和正交试验更有效 ,因此响
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应面法会更加广泛应用于发酵培养基工艺条件优化的

研究中。
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The Application of Response Surface Method in Optimization of Fermentation Medium

LIU Zhi-xiang ,ZENG Chao-zhen

(College of Life Science and Technolog y , Central South University of Forestry and Technology ,Changsha , Hunan , 410004 , China)

Abstract:In this paper , the principle and the method of experimental design of the response surface method(RSM)were

int roduced ,and their applications in optimization fermentation medium were summarized detailedly.

Keywords:Response surface method(RSM);Fermentation medium;Optimization
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