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降解黄曲霉毒素 B1土曲霉发酵 
工艺优化的研究 
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摘  要：对黄曲霉毒素 B1(Aflatoxin B1，AFB1)降解菌土曲霉（Aspergillusterreus）HNGD-TM15 降解

AFB1发酵工艺进行优化。在单因素实验基础上，运用 Box-Behnken 设计原理，对降解 AFB1影响显著的

HNGD-TM15 发酵工艺参数碳源（葡萄糖）、pH 和温度设计响应面实验，结果表明：模型（P=0.002 8）

在 1%水平上具有极显著性，失拟项不显著（P=0.063 5>0.05），其 R2=0.929 9，R2
Adj=0.839 9，说明该

模型拟合程度良好，可以模拟 92.99%的 AFB1降解率变化，其中 pH 对 AFB1降解率的影响最大。确定

HNGD-TM15 发酵主要参数：葡萄糖 0.7%，发酵液起始 pH 为 3.0，发酵温度为 34 ℃，接种量为 0.006%

的菌悬液，装液量为 100 mL/250 mL，发酵时间为 72 h。优化后 AFB1降解率从接种量为 5%的 98.30%

提高到接种量为 0.006%的 99.94%。 

关键词：黄曲霉毒素 B1；发酵工艺；优化；响应面设计；降解 

中图分类号：TS209    文献标识码：A    文章编号：1007-7561(2020)05-0018-06 

网络首发时间：2020-08-21 08:42:17 

网络首发地址：https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.3863.TS.20200820.1346.008.html 

Study on Optimization of Fermentation Process of Aflatoxin  
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Abstract: The fermentation process of Aflatoxin B1(Aflatoxin B1, AFB1) degrading bacteria 

Aspergillusterreus HNGD-TM15 to degrade AFB1 was optimized. Based on the single-factor experiment, the 

Box-Behnken design principle was used to design the response surface experiment for the HNGD-TM15 

fermentation process parameters, including carbon source (glucose), pH and temperature, which can 

significantly affect the degradation of AFB1. The results showed that the model (P=0.002 8) was extremely 

significant at 1% level, and the lack-of-fit term is not significant (P=0.063 5>0.05) with R2=0.929 9 and 

R2
Adj=0.839 9, indicating that the model fits well, and it can simulate 92.99% of AFB1 degradation rate 

changes, in which pH has the greatest effect on the degradation rate of AFB1. The fermentation parameters of 

HNGD-TM15 were determined as follows: glucose was 0.7%, the initial pH of the fermentation broth was 

3.0, the fermentation temperature was 34 ℃, the inoculation volume was 0.006% of the bacterial suspension, 
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and the filling volume was 100 mL/250 mL, fermentation time was 72 h. After optimization, the degradation 

rate of AFB1 was increased from 98.30% with an inoculation volume of 5% to 99.94% with an inoculation 

volume of 0.006%. 

Key words: aflatoxin B1; fermentation process; optimization; response surface design; degradation 

黄曲霉毒素（Aflatoxin，AFT）是一组由黄

曲霉（Aspergillusflavus）和寄生曲霉（A.nomius、

A.parasiticus、A.tamarii）等多种真菌经过聚酮作

用途径产生的次级代谢产物，且包含多种衍生物，

目前已分离鉴定出 20 余种，主要有黄曲霉毒素

B1、B2、G1、G2、M1、M2、P1、Q1、H1、黄曲霉

毒醇等。使用波长为 365 nm 的紫外光照射 AFT

时，AFB 发出蓝色（Blue）荧光，AFG 发出绿色

（Green）荧光，AFM 是 AFB 在动物肝脏内经过

羟化而衍生的代谢产物，分泌到乳汁（Milk）中，

故而得名[4-6]。其中黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，

AFB1）毒性最强、分布范围最广且化学性质最稳

定，双呋喃环上双键极易与 DNA 和 RNA 结合，

抑制蛋白质的合成，从而抑制免疫机能，也是致畸

致癌致突变的主要功能基团 [7-8]。世界卫生组织

(World Health Organization，WHO)和 IARC 人类致

癌风险评价工作组分别将AFB1认定 IA级危险物和

Ⅰ类致癌物，对人和动物具有强烈的致癌性、致毒

性、致突变性、抑制免疫力、肝损伤等毒害作用[9-10]。 

前期研究发现实验室保存的菌株土曲霉

（Aspergillusterreus）HNGD-TM15 具有降解 AFB1

的能力，通过优化发酵工艺，可提高其降解 AFB1

的能力，主要包括培养基种类、培养基成分和发

酵条件。培养基种类：牛肉膏蛋白胨葡萄糖培养

基、马铃薯葡萄糖培养基、葡萄糖蛋白胨培养基；

培养基成分：碳源、氮源；发酵条件：接种量、

装液量、起始 pH、温度，并更好地了解其降解特

性和分析降解机理。在单因素实验基础上，运用

Box-Behnken 的中心组合实验设计原理，采用响

应面设计，对 HNGD-TM15 发酵条件进行优化，

以获得最佳发酵参数，提高菌株 HNGD-TM15 降

解 AFB1 的能力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

菌株土曲霉 HNGD-TM15（Aspergillusterreus）：

实验室保存。 

AFB1 标准品：美国 Sigma 公司；甲醇、乙腈：

色谱级，天津市四友精细化学品有限公司。 

Agilent 1260 高效液相色谱仪：美国 Agilent  

公司。 

种子培养基（L–1）：3 g 牛肉膏，10 g 蛋白胨，

5 g NaCl，pH 7.0。 

发酵培养基 1（L–1）：3 g 牛肉膏，10 g 蛋白

胨，6 g 葡萄糖，5 g NaCl，pH 7.0。 

发酵培养基 2（马铃薯葡萄糖培养基，简称

PDB）（L–1）：200 g 马铃薯，20 g 葡萄糖，pH 自

然。 

发酵培养基 3（L–1）：20 g 葡萄糖，10 g 蛋白

胨，pH 自然。 

1.2  方法 

1.2.1  AFB1 检测 

AFB1 检测方法参考文献[11-12]。反应结束后，

取反应体系 1 mL 于 15 mL 离心管中，加入 3 mL

的二氯甲烷涡旋震荡萃取 60 s，将水层取出弃去，

将二氯甲烷层置于氮吹仪中，35 ℃下氮气缓慢吹

干，用 0.5 mL 流动相（水：甲醇：乙腈=6∶2∶2）

溶解残余物（浓缩一倍），涡旋震荡 60 s，0.22 μm

有机相滤膜过滤，混匀进样。 

液 相 色 谱 条 件 如 下 ： 色 谱 柱 为 Agilent 

Proshell120（4.6 μm×150 mm，4 μm），流动相为

水∶乙腈∶甲醇=60∶20∶20（V/V/V），柱温

30 ℃，流速 1 mL/min，进样量：20 μL。检测器：

荧光检测器，激发波长 360 nm，发射波长 440 nm。 

AFB1 降解率的计算方法如下公式[13-14]： 

降解率= 

1 1

1

AFB AFB

AFB

对照组 含量 实验组 含量

对照组 含量
×100% 

1.2.2  发酵工艺的优化 

1.2.2.1  不同葡萄糖添加量对 AFB1 降解率的影

响  在前期培养基种类、碳源、氮源、接种量、
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装液量、初始 pH、发酵温度、发酵时间等单因素

优化的基础上（如图 1 所示）选出对 AFB1 降解

率影响显著的因素为碳源、初始 pH 和发酵温度，

以下对着三个因素进行详细描述。首先对最佳碳

源葡萄糖的添加量进行优化，其添加量梯度设为：

0.3%、0.5%、0.7%、1.0%、1.3%和 1.5%。 

 

 
 

图 1  不同因素对 AFB1 降解率的影响 

 
1.2.2.2  不同发酵温度对 AFB1 降解率的影响  

温度设为 25、30、35、40、45、50 ℃，菌悬液

接种量为 0.006%，于 37 ℃下发酵 72 h，其它条

件参照 1.2.2。 

1.2.2.3  发酵液不同初始 pH 对 AFB1 降解率的影

响  发酵培养基起始 pH 值设为 2、3、4、5、6、

7、8，菌悬液接种量为 0.006%，于 37 ℃下发酵

72 h，其它条件参照 1.2.2。 

1.2.3  发酵工艺的响应面优化设计 
根据单因素实验的结果，在 Design-Expert 8.0

软件中，运用 Box-Behnken 设计原理，以葡萄糖

（A）、pH（B）和温度（C）设计响应面实验，

以 AFB1 降解率为响应值，对发酵条件进行最优

化分析，并验证此条件下的 AFB1 降解率，同时

反映不同条件间的交互作用。各因素及变量水平

见表 1。 
 

表 1  响应面设计的各因素及变量水平 

Table 1  Various factors and variable levels of  
response surface design 

变量水平 
因素 

–1 0 1 

A 葡萄糖/% 0.6 0.7 0.8 

B pH 2.5 3.0 3.5 

C 温度/℃ 32.5 35.0 37.5 

 

2  结果与讨论 

2.1  发酵工艺单因素分析 

由图 1 可知，在单因素优化实验中，最佳碳 

源为葡萄糖，最佳氮源为（牛肉膏+蛋白胨）0.3%，

发酵液起始 pH 为 3.0，发酵温度为 34 ℃，接种

量为 0.006%的菌悬液，装液量为 100 mL/250 mL，

发酵时间为 72 h。以下对三个影响显著的因素（碳

源、pH 和发酵温度进行单独描述。首先对最佳碳

源葡萄糖添加量进行优化。 
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2.1.1  不同葡萄糖添加量对 AFB1 降解率的影响 

在发酵过程中，碳源不仅为微生物生长、繁

殖、代谢提供所需能量，还可以在一定程度上诱

导菌体产酶。在发酵过程中不同的碳源会影响微

生物的生长、酶活性和产酶量，即使同一种碳源

不同浓度对菌体形态和所需产物产量也会有很大

影响。所以说碳源的选择和其用量的确定对微生

物发酵的代谢产物的量的多少有一定的关系[15]。

前期的研究结果表明对于菌株 HNGD- TM15，采

用葡萄糖作为碳源时降解率最高，达到 96.13%。

由图 2 可知，当葡萄糖的添加量为 0.7%，发酵液

对 AFB1 的降解率最高，达到了 99.19%。 

 

 
 

图 2  不同葡萄糖添加量对 AFB1 降解率的影响 

 
2.1.2  不同发酵温度对 AFB1 降解率的影响 

温度是影响微生物生长繁殖的重要环境因素

之一。温度通过影响微生物细胞膜的液晶结构、

酶和蛋白质的合成和活性、RNA 结构及转录等影

响微生物的生命活动。每种微生物基本上都有一

个适应温度范围，过高或过低的温度都会对微生

物的生长繁殖造成不利的影响。当温度低于最低

生长温度时，微生物的生长停止。超过了微生物

生长的最高温度会引起细胞内的蛋白质凝固，使

酶变性失活，代谢停滞而死亡。在发酵过程中，

温度影响微生物细胞的生长和代谢产物的合成

量，因此，需要找出发酵的最适温度，不仅能够

促进微生物的生长和繁殖，也能较大程度上促进

所需代谢产物的合成[16]。如图 3 所示，HNGD- 

TM15 在温度为 35 ℃时，AFB1 降解率最高达到

了 99.19%。 

 
 

图 3  不同发酵温度对 AFB1 降解率的影 

 

2.1.3  不同初始 pH 对 AFB1 降解率的影响 

发酵过程中酸碱度对微生物的生命活动有很

大影响[17]。一般来讲，每种微生物的生长都有一

个最适生长 pH 范围，不同种类的微生物对环境

pH 适应的范围不同，即使同一种微生物在不同的

生长阶段、不同的生理生化过程中，也有不同的

最适 pH 值要求。pH 对微生物生长的影响是多方

面的，pH 通过引起细胞膜电荷变化、改变营养物

离子化程度，来影响微生物对营养物质的吸收。

其次，还可以通过改变培养基中有机物的离子化

程度，改变某些化合物分子进入细胞的状态，从

而促进或者抑制微生物的生长。除此之外，pH 还

对一些生物合成途径有着显著影响，因此，对于

同一微生物，pH 不同，形成的发酵产物也会不同。

如图 4 所示，菌株 HNGD-TM15 在发酵液起始 pH

为 3 时，AFB1 降解率最高，达到了 99.59%。 

 

 
 

图 4  不同初始 pH 对 AFB1 降解率的影响 

 

2.2  发酵工艺响应面分析 

2.2.1  发酵工艺响应面结果 

在单因素考察的基础上，以葡萄糖（A）、pH
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（B）和温度（C）为自变量，AFB1 降解率（R）

为响应值，响应面分析实验设置为三因素三水平。

应用 Design-Expert 8.0 软件对表 2 数据进行拟合，

回归方程如下： 

Y=99.87+4.09A+0.002 5B+2.28+0.61AB–0.89AC–
0.51BC–6.70A2–1.95B2–1.88C2 

 
表 2  响应面设计和各实验结果 

Table 2  Response surface design and experimental results 

序号 A B C R/% 

1 –1 –1 0 90.08 

2 1 –1 0 95.46 

3 –1 1 0 85.76 

4 1 1 0 93.58 

5 –1 0 –1 83.31 

6 1 0 –1 93.88 

7 –1 0 1 90.51 

8 1 0 1 98.52 

9 0 –1 –1 92.63 

10 0 1 –1 96.77 

11 0 –1 1 96.35 

12 0 1 1 98.43 

13 0 0 0 99.86 

14 0 0 0 99.86 

15 0 0 0 99.86 

16 0 0 0 99.86 

17 0 0 0 99.86 

 

由表 3 的方差分析结果可知，模型（P=0.002 8）

在 1%水平上具有极显著性，失拟项不显著（P = 

0.063 5>0.05），其 R2=0.929 9，R2
Adj=0.839 9，说明

该模型拟合程度良好，可以模拟 92.99%的 AFB1

降解率变化。各因素对降解率的影响顺序为

B>A>C，即 pH>葡萄糖添加量>温度。 

2.2.2  响应面的分析 

响应面分析是将体系相应建立成一个或

多个因素的函数，运用图形技术将这种函数关

系显示出来，以供凭借直观的观察来选择实验

设计中的最优化条件 [18 ]。根据回归方程所得

出的响应面图，即可对任何两因素交互作用进

行分析和评价，由图 5 可以直观看出影响因素

与响应面之间的关系，即曲线越陡峭，在该因

素对 AFB1 降解率的影响越大。图 4a~c 反映了

各因素交互作用对 AFB1 降解率的影响，可以  

 

表 3  回归模型方差分析及显著性检验 

Table 3  Regression model analysis of variance  
and significance test 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

总模型 416.41 9 46.27 10.32 0.002 8

A 134.15 1 134.15 29.94 0.000 9

B 0.000 05 1 0.000 05 0.000 011 6 0.997 4

C 41.68 1 41.68 9.30 0.018 6

AB 1.49 1 1.49 0.33 0.582 5

AC 3.13 1 3.13 0.70 0.430 7

BC 1.06 1 1.06 0.24 0.641 4

A
2
 189.01 1 189.01 42.18 0.000 3

B
2
 16.01 1 16.01 3.57 0.100 7

C
2
 14.80 1 14.80 3.30 0.112 0

残差项 31.37 7 4.48   

失拟项 25.85 3 8.61 5.37 0.063 5

误差项 5.51 4 1.38   

总和 447.78 16    

R2=0.929 9 AdjR2=0.839 9    

注：P<0.05 差异显著；P<0.01 差异极显著 

 
看出因素 A（pH）对响应值的影响最大，表现

为曲线陡峭，因素 C（葡萄糖）和因素 B（温度）

次之，因素 B 表现的曲线最为平滑，这与方差分

析中的结果一致。 

2.2.3  最优培养基配方的确定 

使用 Desgin Expert 8 软件对回归方程进行分

析，得到最佳降解条件为：pH=3.19、温度为

36.51 ℃、葡萄糖为 0.71%，预测菌株 HNGD-TM15

对 AFB1 降解率最高可达 99.96%，为验证模型预

测的准确性，在采用上述最佳培养基配方，3 次

平行实验得到的实际 AFB1 降解率分别为 99.95%、

99.99%、99.89%，平均降解率为 99.94%，说明该

模型能够较好地预测实际情况。 

3  结论 

HNGD-TM15 降解 AFB1 发酵工艺优化参数：

碳源为 0.7%，氮源为（牛肉膏+蛋白胨）0.3%，

发酵液起始 pH 为 3.0，发酵温度为 34 ℃，接种

量为 0.006%的菌悬液，装液量为 100 mL/250 mL，

发酵时间为 72 h。优化后 AFB1 降解率从接种量

为 5% 的 98.30% 提 高 到 接 种 量 为 0.006% 的

99.94%，优化效果明显。 
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图 5  各因素交互作用对 AFB1 降解率的影响的响应面图 
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