
生物工程  粮油食品科技 第 28 卷 2020 年 第 2 期 

 

 108  

DOI: 10.16210/j.cnki.1007-7561.2020.02.018 

大豆乳清中分离干酪乳杆菌 GJ00412
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摘  要：从大豆乳清中分离得到一株菌 GJ00412，经 16S rRNA 基因测序、比对，初步鉴定为干酪乳

杆菌，为降低种子培养基成本并提高其生物量，以便进一步应用，在传统乳酸杆菌(MRS)培养基基础

上，采用响应面法对培养基组分进行优化。首先通过 Plackett-Burman 实验设计，从葡萄糖、大豆蛋白

胨、酵母浸粉、胰蛋白胨、MgSO4、MnSO4、吐温 80、pH 等因素中，筛选出葡萄糖、酵母浸粉、MgSO4，

吐温 80 和 pH 等 5 个对菌体生物量有显著影响的因子。采用响应面实验设计对上述 5 个因素进一步优

化。优化后的培养基组成（w/v）如下：2.5%葡萄糖，1.8%大豆蛋白胨，0.4%酵母浸粉，0.08%MgSO4，

0.04%MnSO4，0.08%吐温 80，pH7.17。优化后的培养基与 MRS 培养基相比，降低成本，生物量无显

著差异。 
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Optimization of the seed medium of Lactobacillus casei  
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Abstract: Soy whey (SW) is generated as a process waste during soy isolate protein preparation. SW has low 

content of soluble sugar and high content of oligosaccharide, which is suitable for the growth of lactic acid 

bacteria (LAB). In this study, a strain of Lactobacillus casei GJ00412 (by 16S rRNA genesequencing and 

identification) was isolated from soy whey. In order to reduce the cost of culture medium, improve its 

biomass, and facilitate the next utilization, Response surface methodology (RSM) was employed to optimize 

the composition of seed medium of Lactobacillus casei By Plackett-Burman design, sucrose, yeast power, 

MgSO4, Tween80 and pH value were found to have significant effects on biomass, and were further analyzed 

by Box-behnken design, an application of response surface. The optimized medium was as follows (w/v): 

2.5% sucrose, 1.8% soy peptone, 0.4% yeast powder, 0.08% MgSO4, 0.04% MnSO4, 0.08% Tween80, pH 

7.17. The results showed that the cost of the optimized medium was decreased and the biomass of 

Lactobacillus casei has no significant difference when compared with MRS medium. 
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我国是大豆分离蛋白（soy protein isolate，

SPI）的重要生产国，大豆乳清（soy whey）是其

主要副产物。大豆乳清中的化学需要量（COD）

超过 10 000 mg/L，直接排放会造成环境污染，且

通过絮凝、厌氧污泥、好氧污泥等方式处理的成

本相对较高。然而，它含有蛋白质、低聚糖、胰

蛋白酶抑制剂、异黄酮类化合物、大豆皂甙、植

酸、植酸盐、酚酸等多种成分[1-3]，微生物，尤其

是乳酸菌，可利用大豆乳清中营养成分，达到增

殖或获得代谢产物的目的[4-5]。 

干酪乳杆菌是一种具有很高工业价值的微生

物，也是易从大豆乳清中分离的乳酸菌，广泛应

用于医疗保健、发酵食品、饲料添加剂等领域。

干酪乳杆菌的益生性能也得到越来越多的研究支

持。Pablo 等[6]临床试验证实干酪乳杆菌对纤维肌

痛患者的认知、情绪产生影响。陆文伟等[7]建立

小鼠模型，认为干酪乳杆菌对小鼠肠道菌群具有

一定的调节作用，并且对肠道转运有良好的促进

作用。王四新等[8]在饲粮中添加干酪乳杆菌可改

善北京黑猪育肥阶段的生长性能和饲料利用率，

而对其肌肉中营养成分含量无显著影响。如果干

酪乳杆菌能利用大豆乳清营养并大量增殖，将为

大豆乳清的利用提供新的思路。 

对于很多实验室或者中试发酵平台，MRS 培

养基被常用作乳酸菌的种子培养基，但是 MRS

培养基成分复杂、配制工作繁琐，且牛肉膏等成

分的成本相对较高，不适用于工业生产线使用。

因此，优化干酪乳杆菌的种子培养基，是一项不

可忽视的工作。在关于培养基优化的统计学工具

中，响应面（RSM）方法功能强大，并早已成功

运用于发酵工艺过程的优化，其中即包括生物量

培养方面[9]。 

在本研究中，通过 16S rRNA 基因测序方法

鉴定一株大豆乳清中分离的菌株，即 GJ00412。

采用响应面法优化干酪乳杆菌 GJ00412 的种子培

养基，以期增加 GJ00412 生物量并降低发酵成本。 

1  材料和方法 

1.1  材料和试剂 

Lactobacillus casei GJ00412，GenBank 登录号

为 MN650243。实验中采用的所有试剂均为国产

分析纯或化学纯。 
计数用培养基：MRS 培养基，即：20 g 葡萄

糖，10 g 牛肉膏，5 g 酵母粉，5 g 乙酸钠，2 g
磷酸氢二钾，2 g 柠檬酸二铵，0.58 g 硫酸镁，0.25 g
硫酸锰，8 mL 吐温 80，1 000 mL 去离子水，初

始 pH7.0。 

1.2  16S rRNA 基因测序 

方法参见参考文献[10]。正向（上游）引物： 
5′-GAG TTT GAT CCT GGC TCA GGA CGA-3′，
反向（下游）引物：5′-CGC ACC TTC CGA TAC 
GGG CTA CCT-3′由上海英骏生物技术有限公司

合成。上游引物（24 bp）1 μL，下游引物（24 bp）
1 μL，10×Buffer 5 μL，Mg2+4 μL，dNTP2 μL，Ex 
Taq 酶 1 μL，模板 3 μL，ddH2O 35 μL。反应程

序：预变性 95 ℃，5 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 50 s，30 个循环；72 ℃延

伸 5 min。取 10 μL 扩增产物加入 2 μL 溴酚蓝染

色液，混匀加在 1%琼脂糖凝胶（含 goldview 
1 μL），1×TAE 缓冲液中恒压 80 V 电泳 40 min，
用凝胶成像仪观察结果。将 PCR 产物与 T 载体连

接，扩增，提取质粒，测序。 

1.3  活菌数量检测 

活菌数检测，参照参考文献[11]。 

1.4  Plackett-Burman 设计 

在 Plackett-Burman 设计[12-13]中，每一个变量

均有高（+）和低（–）两个水平。高的水平值约

是低水平值的 1.25 倍。其是基于一阶多项式模型： 

0Y iXi    

Y 是响应值（生物量），β0 是模型的截距，βi

是线性系数，Xi 是自变量的水平。采用 JMP 软件

包进行 PB 设计。在实验设计中，共考虑了 8 个

因素，分别是葡萄糖（X1）、大豆蛋白胨（X2）、
酵母浸粉（X3）、胰蛋白胨（X4）、硫酸镁（X5）、
硫酸锰（X6）、吐温 80（X7）、初始 pH 值（X8）。
根据这一实验设计，共包括 8 因素的 12 次实验。 

1.5  Box-Behnken 设计 

通过 Plackett-Burman 设计[14-15]发现葡萄糖、

酵母浸粉、MgSO4，吐温 80 和 pH 五个因素对生

物量影响显著，因此选取这五个因素，进一步采

用响应面优化以确定最优条件。根据 Box-Behnken
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设计原则，用于预测最优点的二项式模型如下： 

0
1

ˆ
n n

i i ij i j
i j i

Y C a x b x x


   
≤

 

Y 是预测的响应值，c0、ai 和 bij 分别是常量、

线性及二次回归系数。响应面设计在 Design- 
Expert Version 6.0.5 软件中进行，每个因素选择三

个水平，生物量作为响应值，具体因素编码及水

平见表 1。实验结果采用回归分析和方差分析来

确定模型的回归系数和统计学显著性。 
 

表 1  Box-Behnken 设计的因素水平和编码值 

编码水平 
因素 编码 

–1 0 1 

葡萄糖/% A 2 2.5 3 

酵母浸粉/% B 0.4 0.8 1.2 

硫酸镁/% C 0.06 0.07 0.08 

吐温 80/% D 0.08 0.1 0.12 

初始 pH E 6.5 7.0 7.5 

注：单因素实验确定水平和中心点，数据略。 

 
1.6  验证实验 

按 1%(v/v)的接种量将 GJ00412 分别接种至

50 mL MRS 液体培养基和 50 mL 优化后的培养基

中（培养基装于 250 mL 摇瓶），于摇床上 150 rpm、

37 ℃培养 18 h，按 1.3 所述方法进行活菌数检测。 

2  结果和讨论 

2.1  菌株初步鉴定 

GJ00412 的 16S rRNA 基因序列见图 1。经

PCR，GJ00412 在 1 000~2 000 bp 间有一个明显的

条带，大约 1.5 Kb 左右，这表明 PCR 反应扩增出

了预期长度的 16S rDNA 序列。再将测得的基因

序列应用于 BLAST 程序、在 Genebank 数据库中

进行相似性比较，得出 16S rRNA 基因鉴定结果：

GJ00412 与干酪乳杆菌（Lactobacillus casei M15-1）
的同源性为 100%。 

2.2  影响生物量的主效因素筛选 

Plackett-Burman 设计实验结果见表 2 和表 3。
采用 t 分布检验对每个变量的显著性进行分析，

结果见表 4。从表 4 和表 5 可看出，初始 pH（P< 
0.01）、硫酸镁、酵母浸粉、吐温 80、葡萄糖（P< 
0.05）对 GJ00412 的生物量有统计学显著性影响。

因此对这五个因素采用 Box-Behnken 设计进一

步优化。大豆蛋白胨和硫酸锰对生物量贡献不显

著，但是作为主要的氮源和无机盐离子，又是培

养基不可或缺的，所以根据 Plackett-Burman 设计

的结果对这两个因素分别选取 1.8%和 0.04%。此 
 

 
 

图 1  GJ00412 的 16S rRNA 基因序列 
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表 2  通过 Plackett-Burman 设计的不同变量水平 

水平 X1/% X2/% X3/% X4/% X5/% X6/% X7/% X8 
1 3 1.8 1.8 1.8 0.08 0.06 0.12 7.5 

–1 2 1.2 1.2 1.2 0.06 0.04 0.08 6.5 
 

表 3  通过 Plackett-Burman 设计的实验结果 

变量和水平/% 
序号 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 
生物量/ 

（107 Cfu/mL）

1 1 1 1 1 1 1 1 1 184 
2 –1 1 –1 1 1 1 –1 –1 94 
3 –1 –1 1 –1 1 1 1 –1 120 
4 1 –1 –1 1 –1 1 1 1 158 
5 –1 1 –1 –1 1 –1 1 1 94 
6 –1 –1 1 –1 –1 1 –1 1 139 
7 –1 –1 –1 1 –1 –1 1 –1 80 
8 1 –1 –1 –1 1 –1 –1 1 193 
9 1 1 –1 –1 –1 1 –1 –1 93 

10 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 124 
11 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 135 
12 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 95 

 
表 4  Plackett-Burman 设计实验的数据分析 

变量 编号 估计值 T 值 Prob>|t| 

Intercept  133.833 33 58.46 <0.000 1 
葡萄糖 X1 7.333 333 3 3.20 0.049 2 

大豆蛋白胨 X2 3 1.31 0.281 3 

胰蛋白胨 X3 –1 –0.44 0.691 8 

酵母浸粉 X4 –9.5 –4.15 0.025 4 

硫酸镁 X5 12.333 333 5.39 0.012 5 

硫酸锰 X6 –2.5 –1.09 0.354 7 

吐温 80 X7 9 3.93 0.029 3 

初始 pH X8 32.833 333 14.34 0.000 7 

注：R2（拟合值）=0.982 4; R2adj（调整后的拟合值）=0.961 2。 
 

外，根据模型的回归系数得出胰蛋白胨对生物量

的贡献小于 0.664%，因此胰蛋白胨未被考虑在最

终的培养基配方中。 

2.3  培养基成分的优化 

响应面设计的实验结果见表 5。实验结果的

均方差分析见表 6。从上述 2 表的结论得到生物

量和各因素的二次回归方程为： 
Y=67.33–1.88A–27.31B+0.56C–1.44D+0.063E– 

12.44A2+22.81B2–1.19C2–2.69D2–13.52E2–9AB– 
5.5AC+2.5AD+0.5AE–1.25BC+5.25BD–0.25BE– 
3.5CD+1.5CE–4.5DE 

表 7 列出了二项式模型的方差分析结果。模

型 F 值为 11.28，P<0.000 1，表明该拟合模型具

有很高的显著性。R2 为 0.900 3，表明生物量的

90.03%是由培养基成分贡献的，只有 9.97%未在

本模型中体现出来，说明此方程适合于响应值（生

物量）的预测。另外从表 6 还可以得出，因素 B

（酵母浸粉）对生物量的线性效应显著，A2（葡

萄糖），B2，E2（初始 pH）对生物量的曲面效应

显著。 
图 2 中，实验建立三维响应面绘图，预测不

同变量值下的生物量并对不同因素间相互作用进

行分析。三维响应面立体图以 z-轴为响应值来表

示两个变量的交互作用，同时保持其他变量的最

优水平。另外，运用迭代法计算出各个变量的最

优水平，并对回归方程的最大值进行计算。用相

应因素的编码的浓度水平代入回归方程，计算出

生物量的最大预测响应值。五个因素的最优水平

见表 8。因此，得到优化后培养基配方（w/v）：2.5%

葡萄糖，1.8%大豆蛋白胨，0.4%酵母浸粉，0.08% 

MgSO4，0.04% MnSO4，0.08%吐温 80，pH 7.17。 
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表 5  Box-Behnken 设计和结果 

序号 葡萄糖 
酵母 
浸粉 

硫酸镁
吐温 

80 
初始 
pH 

生物量/ 
107 Cfu·mL–1 序号 葡萄糖

酵母

浸粉
硫酸镁

吐温 
80 

初始 
pH 

生物量/ 
107 Cfu·mL–1

1 0 0 1 0 –1 52 24 0 0 0 0 0 58 

2 –1 0 0 0 –1 48 25 1 0 0 0 1 45 

3 0 0 0 –1 1 65 26 0 0 0 0 0 53 

4 –1 –1 0 0 0 73 27 0 0 0 0 0 68 

5 0 –1 0 –1 0 126 28 0 –1 0 0 1 103 

6 0 1 0 1 0 62 29 –1 0 –1 0 0 56 

7 –1 0 0 0 1 48 30 1 0 –1 0 0 57 

8 0 1 0 0 1 49 31 0 0 0 1 –1 49 

9 0 0 0 0 0 75 32 0 –1 1 0 0 131 

10 –1 0 0 –1 0 61 33 0 0 0 0 0 70 

11 1 0 0 1 0 51 34 0 1 0 –1 0 48 

12 0 1 0 0 –1 51 35 0 0 0 –1 –1 49 

13 0 0 –1 1 0 64 36 0 0 –1 –1 0 62 

14 1 1 0 0 0 47 37 0 0 1 1 0 50 

15 1 –1 0 0 0 99 38 0 –1 0 0 –1 104 

16 0 0 1 0 1 49 39 0 0 –1 0 1 38 

17 0 0 –1 0 –1 47 40 –1 0 1 0 0 67 

18 0 1 1 0 0 65 41 0 –1 –1 0 0 125 

19 0 1 –1 0 0 64 42 0 0 0 0 0 80 

20 –1 0 0 1 0 55 43 1 0 0 –1 0 47 

21 –1 1 0 0 0 57 44 0 0 0 1 1 47 

22 1 0 0 0 –1 43 45 0 –1 0 1 0 119 

23 1 0 1 0 0 46 46 0 0 1 –1 0 62 

 
表 6  试验结果的均方差分析 

模型项 系数 离均差平方和 F 值 Prob>F 

A –1.88 56.25 0.55 0.465 2 

B –27.31 11 935.56 116.73 < 0.000 1 

C 0.56 5.06 0.050 0.825 7 

D –1.44 33.06 0.32 0.574 7 

E 0.063 0.063 6.112E-004 0.980 5 

A2 –12.44 1 350.03 13.20 0.001 3 

B2 22.81 4 541.76 44.42 < 0.000 1 

C2 –1.19 12.31 0.12 0.731 5 

D2 –2.69 63.03 0.62 0.439 7 

E2 –13.52 1 595.46 15.60 0.000 6 

AB –9.00 324.00 3.17 0.087 2 

AC –5.50 121.00 1.18 0.287 1 

AD 2.50 25.00 0.24 0.625 3 

AE 0.50 1.00 9.780E-003 0.922 0 

BC –1.25 6.25 0.061 0.806 7 

BD 5.25 110.25 1.08 0.309 0 

BE –0.25 0.25 2.445E-003 0.961 0 

CD –3.50 49.00 0.48 0.495 2 

CE 1.50 9.00 0.088 0.769 2 

DE –4.50 81.00 0.79 0.381 9 

Intercept 67.33    
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表 7  二项式模型的方差分析 

项目 自由度 离均差平方和 均方 F 值 P>F 

模型 20 23 078.16 1 153.12 11.28 <0.000 1 

残差 25 2 556.29 102.25   

失拟项 20 2 036.96 101.85 0.98 0.567 7 

误差 5 159.33 103.87   

总计 45 25 634.46    

注：R2=0.900 3; R2adj=0.820 5。 

 

 
 

从左至右：A 和 B，B 和 C，A 和 D，A 和 E，C 和 E，D 和 E 交互作用。 
图 2  三维响应面图 

 
表 8  响应面试验的优化结果 

因素 葡萄糖/% 酵母浸粉/% 硫酸镁/% 吐温 80/% 初始 pH 

含量/（w/v） 2.58 0.4 0.08 0.08 7.17 

 
2.4  优化后的培养基的验证 

在优化后的培养基和 MRS 培养基分别培养

GJ00412，经过 37 ℃下培养 18 h，其生物量比较

如表 9，GJ00412 在 2 种培养基中得到的生物量并

无显著性差异（P<0.01）。 

 
表 9  优化后培养基和 MRS 培养基培养 GJ00412 的对比实验 

培养基 生物量/Log10(cfu/ml) 

优化后培养基 9.32±0.02 

MRS 培养基 9.29±0.01 

注：培养时间为 18 h。 

3  结论 

在本研究中，通过 Plackett-Burman 和 Box- 
Behnken 实验设计对干酪乳杆菌 GJ00412 的传统

MRS 培养基进行优化。得到优化后的种子培养基

配方（w/v）如下：2.5%葡萄糖，1.8%大豆蛋白

胨，0.4%酵母浸粉，0.08% MgSO4，0.04% MnSO4，

0.08%吐温 80，pH 7.17。优化后的培养基与 MRS
培养基相比，减少 4 个培养基成分且降低成本。

通过同等条件下实验对比，GJ00412 在优化后的

培养基中生物量相对 MRS 培养基并无显著差异

（P<0.01）。以上结果表明，优化后的培养基可应
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用于干酪乳杆菌 GJ00412 工业化种子扩培。 
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·信息窗· 

国家粮食和物资储备局：全力做好疫情防控期间中央救灾物资应急保障 

1 月 28 日以来，按照应急管理部调用指令，

国家粮食和物资储备局累计调运 6 批次、17.85
万件中央救灾物资，包括 3.25 万顶帐篷、6 万件

棉大衣、5.8 万床棉被、2.8 万张折叠床，分别用

于支援湖北、浙江、河南、江西、贵州等五省做

好转移人员安置、交通管制卡点人员值守、疑似

人员隔离观察、医院新增床位补给等疫情防控工

作。其中，为重点支持湖北省疫情防控工作，1
月 29 日、2 月 5 日共组织调运 13.8 万件中央救灾 

物资，包括 1.8 万顶帐篷、5 万件棉大衣、5 万床

棉被、2 万张折叠床。 
近年来，在财政部的大力支持下，中央救灾

物资库存持续增加。国家粮食和物资储备局将时

刻准备，密切关注疫情防控进展，与应急管理部

紧密衔接，确保关键时刻中央救灾物资拿得出、

调得快、用得上，为坚决打赢疫情防控阻击战提

供坚实物资保障。 
（来源：新华网，2020 年 2 月 16 日） 

 


