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γ －聚谷氨酸产生菌发酵培养基的
响应面法优化研究

张海群，张智维，刘　 婷
（陕西科技大学生命科学与工程学院，陕西西安　 ７１００２１）

摘　 要：利用从纳豆中筛选得到的一株纳豆芽孢杆菌发酵生产γ －聚谷氨酸（γ － ＰＧＡ）。在单因素
优化实验的基础上，通过响应面法对发酵培养基进行优化，得到最佳培养基配方为蔗糖４３． ９２ ｇ ／ Ｌ、
大豆蛋白胨７． ００ ｇ ／ Ｌ、谷氨酸钠４６． ３２ ｇ ／ Ｌ，γ － ＰＧＡ产量由原来的７． ２５３ ｇ ／ Ｌ提高到１１． ７９４ ｇ ／ Ｌ。
关键词：纳豆芽孢杆菌；响应面分析法；γ －聚谷氨酸
中图分类号：ＴＱ ９２０． ６　 文献标识码：Ａ　 文章编号：１００７ － ７５６１（２０１５）０１ － ００７９ － ０５

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ
γ － ＰＧＡ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

ＺＨＡＮＧ Ｈａｉ － ｑｕｎ，ＺＨＡＮＧ Ｚｈｉ － ｗｅｉ，ＬＩＵ ｔｉｎｇ
（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｓｈａａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｘｉ′ａｎ Ｓｈａａｎｘｉ　 ７１００２１）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：γ － ｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｔｔｏ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ｎａｔｔｏ． Ｏｐ
ｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｂｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ：ｓｕｃｒｏｓｅ ４３． ９２ ｇ ／ Ｌ，
ｓｏｙ ｐｅｐｔｏｎｅ ７． ００ ｇ ／ Ｌ，ｓｏｄｉｕｍ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ４６． ３２ ｇ ／ Ｌ． Ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ γ － ＰＧＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ７． ２５３
ｇ ／ Ｌ ｔｏ １１． ７９４ ｇ ／ Ｌ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｔｔｏ；ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ；γ － ｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ（γ － ＰＧＡ）

收稿日期：２０１４ － ０７ － １４
作者简介：张海群，１９８８年出生，男，在读硕士研究生．
通讯作者：张智维，１９６７年出生，女，陕西西安人，高级工程师．

　 　 γ －聚谷氨酸（ｐｏｌｙ － γ － ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ，简称γ －
ＰＧＡ）是一种水溶性、生物降解、不含毒性、使用微生
物发酵法制得的生物高分子，最早发现于１９１３年，
后来被证实是一类芽孢杆菌的荚膜结构的主要成
分，１９７３年Ｔｒｏｙ发现γ － ＰＧＡ是一种水溶性酰胺化
合物，可以通过芽孢杆菌的变种来生产［１ － ３］。经研
究发现，γ － ＰＧＡ是一种对人体和环境无害的氨基
酸聚合物，分子量为１万～ ２００万［４］。γ － ＰＧＡ由Ｌ
－谷氨酸和（或）Ｄ －谷氨酸通过α －氨基和γ －羧
基间的酰胺键连接而成［５］，通常由上千个谷氨酸单
体组成，不同菌种产生的γ － ＰＧＡ的分子量不同。

根据培养基是否需要加入谷氨酸，将产生γ －
ＰＧＡ的产生菌分为谷氨酸依赖型和非谷氨酸依赖
型［６］。非谷氨酸依赖型菌株合成γ － ＰＧＡ的产量很
低，所以现在大多数采用谷氨酸依赖型菌株发酵生
产γ － ＰＧＡ。

目前生产γ － ＰＧＡ比较常用的方法有化学合成
法、酶转化法、提取法和微生物发酵法。微生物发酵
法是通过大量培养菌体后，从发酵液中提取出γ －
ＰＧＡ，该法相比于其他方法具有条件简单、生长周期
短、目标产物含量高和相对分子质量适宜等优点，是
目前最常用的生产γ － ＰＧＡ的方法。但是由于γ －
ＰＧＡ的生产菌生产能力低以及缺乏系统的提取工
艺等原因，导致γ － ＰＧＡ产量低，严重影响了γ －
ＰＧＡ在我国的大规模应用［７ － ８］。

本实验通过响应面法对实验室分离提取的一株
纳豆芽孢杆菌的发酵培养基进行优化，目的是提高
γ － ＰＧＡ的产量、降低生产成本。
１　 材料与方法
１． １　 材料与试剂

菌种：纳豆芽孢杆菌由生命科学与工程学院微
生物实验室分离保存。

试剂：酵母粉、琼脂、蔗糖、牛肉膏、硫酸镁、葡萄
糖、大豆蛋白胨、淀粉、Ｌ －谷氨酸钠、磷酸氢二钾、无
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水乙醇、氯化氨、乳糖、柠檬酸、氢氧化钠、十六烷基三
甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）、蛋白胨，以上试剂均为分析纯。

γ － ＰＧＡ对照品由南京赛特斯生物技术有限公
司提供。
１． ２　 仪器与设备

电炉：天津泰斯特仪器公司；电子天平：上海精
科仪器有限公司；ＬＤＺＸ － ４０ＳＢ型立式自控电热压
蒸汽灭菌器：上海电安医疗器械厂；隔水式３０３ － ３
型电热培养箱：江苏东台县电器厂；恒温振荡器：江
苏常华仪器公司；无菌操作台：苏净集团安泰公司制
造；ＢＫ － ＦＬ荧光显微镜：重庆奥特光学仪器有限
公司；水浴锅：西安华辰乐天实验设备有限公司；
ＨＣ － ２５１８Ｒ高速台式离心机：上海安亭科学仪器
厂；ＵＶ － １８００紫外分光光度计：上海美谱达仪器
有限公司；ＤＸ９４８７８移液器：大龙兴创实验仪器有
限公司。
１． ３　 实验培养基

斜面培养基：蛋白胨１０ ｇ ／ Ｌ，牛肉膏５ ｇ ／ Ｌ，
ＮａＣ１ ５ ｇ ／ Ｌ，葡萄糖１ ｇ ／ Ｌ，琼脂２０ ｇ ／ Ｌ，酵母粉
２ ｇ ／ Ｌ，蒸馏水，ｐＨ ７． ５，１２１ ℃灭菌２０ ｍｉｎ。

种子培养基：蔗糖２０ ｇ ／ Ｌ，牛肉膏５ ｇ ／ Ｌ，大豆蛋
白胨１０ ｇ ／ Ｌ，谷氨酸钠３０ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ
２ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ５ ｇ ／ Ｌ，蒸馏水，ｐＨ ７． ５，１２１
℃灭菌２０ ｍｉｎ。

发酵培养基：蔗糖３０ ｇ ／ Ｌ，谷氨酸钠５０ ｇ ／ Ｌ，大
豆蛋白胨６ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２０ １ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·
３Ｈ２Ｏ ５ ｇ ／ Ｌ，蒸馏水，ｐＨ ７． ５，１２１ ℃灭菌２０ ｍｉｎ。
１． ４　 实验方法［９ － １１］

１． ４． １　 菌种的活化和形态观察
将实验室保存的纳豆芽孢杆菌转接到斜面培养

基上，３７ ℃恒温培养２４ ｈ进行革兰氏染色并在显微
镜下进行观察。
１． ４． ２　 发酵液中γ － ＰＧＡ的检测

十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）溶液与γ －
ＰＧＡ反应产生浑浊的特性，通过反应体系的吸光度
来反映其浊度，进而通过浊度与γ － ＰＧＡ浓度的线
性关系确定γ － ＰＧＡ浓度，是一种快速、准确的发酵
液中γ － ＰＧＡ的测定方法。

发酵液中γ － ＰＧＡ的检测及对照曲线的制作参
考文献［１２ － １３］。
１． ４． ３　 培养方法

菌种活化：取１环菌种接入斜面培养基，３７ ℃

培养２４ ｈ，用作活化菌种。种子培养：取１环斜面菌
种接于种子培养基（２５０ ｍＬ三角瓶装液量为３０
ｍＬ），２００ ｒ ／ ｍｉｎ、３７ ℃恒温振荡培养１８ ｈ。

摇瓶发酵：２５０ ｍＬ三角瓶装发酵培养基４０ ｍＬ，
种子液以３％（Ｗ／ Ｗ）的接种量接入发酵培养基中，
３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ恒温震荡培养２８ ｈ。
１． ４． ４　 响应面实验设计［１４ － １６］

在单因素实验的基础上，选取蔗糖、大豆蛋白胨
和谷氨酸钠三个因素为自变量，以γ － ＰＧＡ产量为
响应值，利用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ８． ０软件设计三因素三水
平的响应面实验（表１）。Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计
是可以评价指标和因素间的非线性关系的的一种实
验设计方法，实验组合数少、准确经济。

表１　 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ因子水平编码表

编码
水平

Ａ
蔗糖／（ｇ ／ Ｌ）

Ｂ
大豆蛋白胨／（ｇ ／ Ｌ）

Ｃ
谷氨酸钠／（ｇ ／ Ｌ）

－ １ ３５ ７ ４５
０ ４０ ８ ５０
１ ４５ ９ ５５

２　 结果与分析
２． １　 纳豆芽孢杆菌的形态观察

将活化好的纳豆芽孢杆菌做成切片进行革兰氏
染色，在显微镜下面进行观察，结果如图１所示。

图１　 纳豆杆菌显微镜（１０ × １００油镜）下的形态
从图１可看出菌体革兰氏染色为阳性，菌体为

杆状而且有芽孢，符合纳豆芽孢杆菌的典型形态。
２． ２　 γ － ＰＧＡ的标准曲线

实验分别选择在２３０、２４０、２５０、３００、３５０、４００、
４５０、５００ ｎｍ波长处，测定γ － ＰＧＡ标准液与ＣＴＡＢ
试液反应体系的吸光度，在上述各波长处，得到的
Ｒ２ 分别为０． ９７９ ３、０． ９８２ ７、０． ９８４ ７、０． ９９９ ８、
０． ９９３ ９、０． ９９６ ０、０． ９９３ ２、０． ９８８ ８。吸光度与γ －
ＰＧＡ标准液浓度具有较好的线性相关性，实验选择
在３００ ｎｍ处的曲线，此时Ｒ２为０． ９９９ ８，标准曲线
为Ｙ ＝ ０． ０１４ ４１Ｘ ＋ ０． ００１ ４（Ｙ为吸光度，Ｘ为γ －
ＰＧＡ浓度）。
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２． ３　 不同碳源对γ － ＰＧＡ产量的影响
以发酵培养基为基础培养基，分别添加３０ ｇ ／ Ｌ

的葡萄糖、淀粉、乳糖、蔗糖、柠檬酸代替原来的碳源
（蔗糖），其他营养成分不变。结果如表２所示，得
出最佳碳源是蔗糖，选择不同的蔗糖浓度考察蔗糖
浓度对γ － ＰＧＡ产量的影响。结果显示（图２），在
添加量为４０ ｇ ／ Ｌ时γ － ＰＧＡ产量最高。

表２　 不同碳源下γ － ＰＧＡ的产量 ｇ ／ Ｌ

项目 葡萄糖 蔗糖 乳糖 淀粉 柠檬酸
γ － ＰＧＡ产量 ５． ９４ ６． ７７ ５． １５ ３． ４４ ５． ３８

图２　 蔗糖浓度对γ － ＰＧＡ产量的影响
２． ４　 不同氮源对γ － ＰＧＡ产量的影响

以发酵培养基为基础培养基，分别添加６ ｇ ／ Ｌ
的蛋白胨、牛肉膏、大豆蛋白胨、ＮＨ４Ｃｌ代替原来
的氮源（大豆蛋白胨），其他营养成分不变。结果
如表３所示，最佳氮源是大豆蛋白胨，选择不同浓
度的大豆蛋白胨，考察浓度对γ － ＰＧＡ产量的影
响。结果显示（图３），添加量为８ ｇ ／ Ｌ时γ － ＰＧＡ
产量最高。

表３　 不同氮源下γ － ＰＧＡ的产量 ｇ ／ Ｌ

项目 蛋白胨 大豆蛋白胨 牛肉膏 ＮＨ４Ｃｌ
γ － ＰＧＡ产量 ６． ２７ ６． ９４ ５． １５ ５． ９８

图３　 大豆蛋白胨浓度对γ － ＰＧＡ产量的影响
２． ５　 谷氨酸钠浓度对γ － ＰＧＡ产量的影响

以发酵培养基为基础，分别添加１０、２０、３０、４０、
５０、６０、７０ ｇ ／ Ｌ的谷氨酸钠，其他条件相同，考察氨
酸钠浓度对γ － ＰＧＡ产量的影响。结果见图４，当

谷氨酸钠浓度为５０ ｇ ／ Ｌ时γ － ＰＧＡ产量最高。

图４　 谷氨酸钠的浓度对γ － ＰＧＡ产量的影响
２． ６　 响应面实验结果
２． ６． １　 模型建立和方差分析

采用Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ８． ０软件对实验结果（表４）进
行回归分析和方差分析（表５），得到的回归方程为：

Ｙ ＝ １１． ５５８ ＋ ０． ５１Ａ － ０． ３８７ ５Ｂ ＋ ０． １９Ｃ －
０． ５７５ＡＢ － ０． ６０７ ５ＡＣ ＋ ０． ７１２ ５ＢＣ － ０． ６４７ ８Ａ２ －
０． ６３７ ８Ｂ２ － ０． ６７７ ８Ｃ２

由表５可得，回归模型显著，调整后的复相关系
数Ｒ２为０． ９６７ ６，说明模型与实际实验拟合程度较
好。由表６的回归模型系数的显著性检验结果可
知，模型的一次项Ａ、Ｂ、Ｃ均显著，二次项ＡＣ、ＢＣ、
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２也显著，表明各因素对γ － ＰＧＡ产量的影
响不是简单的线性关系。对拟合得到的方程进行分
析得到，预测的最佳培养基组成为：蔗糖４３． ９２ ｇ ／ Ｌ、
大豆蛋白胨７． ００ ｇ ／ Ｌ、谷氨酸钠４６． ３２ ｇ ／ Ｌ，此时的
γ － ＰＧＡ产量为１１． ９２３ ｇ ／ Ｌ。

表４　 响应面实验结果
实验号 Ａ

蔗糖
Ｂ

大豆蛋白胨
Ｃ

谷氨酸钠γ － ＰＧＡ产量／（ｇ ／ Ｌ）
１ － １ ０ １ １０． ３９

２ － １ － １ ０ １０． ４１

３ － １ ０ － １ ８． ９８

４ － １ １ ０ ９． ５９

５ ０ ０ ０ １１． ６２

６ ０ ０ ０ １１． ４９

７ ０ － １ １ １０． ３２

８ ０ ０ ０ １１． ４２

９ ０ － １ － １ １１． １８

１０ ０ ０ ０ １１． ６８

１１ ０ １ － １ ９． １４

１２ ０ １ １ １１． １３

１３ ０ ０ ０ １１． ５８

１４ １ ０ １ １０． ２７

１５ １ － １ ０ １１． ４７

１６ １ ０ － １ １１． ２９

１７ １ １ ０ １０． ４２
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表５　 回归模型方差分析表
因素 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

回归模型 １２． １０ ９ １． ３４５ ５４． １８ ０． ０００ １

Ａ ２． ０８ １ ２． ０８１ ８３． ８２ ０． ０００ １

Ｂ １． ２０ １ １． ２０１ ４８． ３９ ０． ０００ ２

Ｃ ０． ２９ １ ０． ２８９ １１． ６３ ０． ０１１ ３

ＡＢ ０． ０１ １ ０． ０１３ ０． ５３ ０． ４８９ ２

ＡＣ １． ４８ １ １． ４７６ ５９． ４６ ０． ０００ １

ＢＣ ２． ０３ １ ２． ０３１ ８１． ８０ ０． ０００ １

Ａ２ １． ７７ １ １． ７６７ ７１． １６ ０． ０００ １

Ｂ２ ０． ８１ １ ０． ８０７ ３２． ５０ ０． ０００ ７

Ｃ２ １． ９３ １ １． ９３４ ７７． ９１ ０． ０００ １

残差 ０． １７ ７ ０． ０２５

失拟项 ０． １３ ３ ０． ０４４ ４． ０７ ０． １０４ ３

纯误差 ０． ０４ ４ ０． ０１１

总差 １２． ２８ １６ １． ３４５

　 　 注：模型的确定系数Ｒ２ ＝ ０． ９８５ ８，模型的调整确定系数Ｒ２ ＝
０． ９６７ ６。

表６　 回归模型系数的显著性检验结果

因素回归系数自由度标准差 － ９５％置
信下限

９５％置
信上限显著性

Ａ 　 ０． ５１ １ ０． ０６ ０． ３８ ０． ６４ 

Ｂ － ０． ３９ １ ０． ０６ － ０． ５２ － ０． ２６ 

Ｃ ０． １９ １ ０． ０６ ０． ０６ ０． ３２ 

ＡＢ － ０． ０６ １ ０． ０８ － ０． ２４ ０． １３

ＡＣ － ０． ６１ １ ０． ０８ － ０． ７９ － ０． ４２ 

ＢＣ ０． ７１ １ ０． ０８ ０． ５３ ０． ９０ 

Ａ２ － ０． ６５ １ ０． ０８ － ０． ８３ － ０． ４７ 

Ｂ２ － ０． ４４ １ ０． ０８ － ０． ６２ － ０． ２６ 

Ｃ２ － ０． ６８ １ ０． ０８ － ０． ８６ － ０． ５０ 

　 　 注：表示极显著，表示显著。

２． ６． ２　 响应面分析
借助Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ８． ０软件，根据回归模型作出

相应的响应曲面和等高线图。从等高线中可以直观
地判断两因素的交互作用情况，圆形表示两因素交
互作用不显著，椭圆表示两因素交互作用显著［１７］。
由图５ ～图６看出γ － ＰＧＡ含量随着蔗糖和大豆蛋
白胨的添加量的增加呈现先增大后减小的趋势。图
７ ～图８表明蔗糖和谷氨酸钠对γ － ＰＧＡ的交互作
用十分显著，蔗糖添加量为３５ ～ ４５ ｇ ／ Ｌ，谷氨酸钠添
加量为４５ ～ ５５ ｇ ／ Ｌ时γ － ＰＧＡ产量先增大后减小。
图９ ～图１０则表明随着谷氨酸钠添加量的增加γ －
ＰＧＡ的含量先增大后减少，大豆蛋白胨的添加量为

７ ～ ９ ｇ ／ Ｌ时，γ － ＰＧＡ的产量先增大后减小，存在最
大值。

图５　 蔗糖和大豆蛋白胨相互作用的响应面图

图６　 蔗糖和大豆蛋白胨相互作用的等高线图

图７　 蔗糖和谷氨酸钠相互作用的响应面图

图８　 蔗糖和谷氨酸钠相互作用的等高线图
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图９　 大豆蛋白胨和谷氨酸钠相互作用的响应面图

图１０　 大豆蛋白胨和谷氨酸钠相互作用的等高线图
２． ６． ３　 最优培养基的确定

通过对回归方程进行数学分析得出，最佳培养
基组成为：蔗糖４３． ９２ ｇ ／ Ｌ、大豆蛋白胨７． ００ ｇ ／ Ｌ、谷
氨酸钠４６． ３２ ｇ ／ Ｌ，此时预测的γ － ＰＧＡ产量为
１１． ９２３ ｇ ／ Ｌ。按照优化的培养基组成做验证实验，平
行三次取平均值，结果为１１． ７９４ ｇ ／ Ｌ，与预测值仅相
差１． １％，比优化前的发酵培养基的γ － ＰＧＡ产量
（７． ２５３ ｇ ／ Ｌ）提高约１． ６３倍，因此用响应面法对培
养基进行优化是一种切实可行的方法。
３　 结论

利用响应面法对实验室分离的一株产γ － ＰＧＡ
的纳豆芽孢杆菌的发酵培养基进行优化，得到的最
优组成为：蔗糖４３． ９２ ｇ ／ Ｌ、大豆蛋白胨７． ００ ｇ ／ Ｌ、谷
氨酸钠４６． ３２ ｇ ／ Ｌ，此培养基下γ － ＰＧＡ产量为
１１． ７９４ ｇ ／ Ｌ，比优化前的原发酵培养基的γ － ＰＧＡ

产量（７． ２５３ ｇ ／ Ｌ）提高约１． ６３倍。
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