
基金项目：安徽省高校自然科学基金重点项目（ＫＪ２０１７Ａ２９４）

通信作者：吴培云，女，副教授，研究方向为药物分析，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｉｙｕｎ

ｗｕ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

响应面法优化凤丹内生真菌发酵工艺探究
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摘要：目的　研究响应面法优化一株凤丹优势内生真菌发酵工艺。方法　在单因素试验结果的基础上，运用响应面法设计，
对凤丹优势内生真菌发酵工艺进行优化。结果　最优发酵工艺为蔗糖含量２０ｇ·Ｌ－１，酵母浸膏含量５ｇ·Ｌ－１，ＫＨ２ＰＯ３含量
１．００ｇ·Ｌ－１，Ｋ２ＨＰＯ３含量１．００ｇ·Ｌ

－１。在该条件下，发酵所得的菌丝体实际生物量为１．６４７ｇ。结论　实验所得数据的多
元回归模型与实际情况较好拟合，表明该优化工艺稳定可靠，通过响应面法最终获得了凤丹内生真菌最优发酵工艺。
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　　丹皮始载于《神农本草经》［１］，作为安徽省四大
道地药材之一，其道地产区主要分布于安徽铜陵、

南陵等地。《中药大辞典》明文记载：“安徽省铜陵

凤凰山所产丹皮质量最佳”，故道地产区出产的丹

皮又称为凤丹皮，其原植物又称为凤丹（Ｐａｅｏｎｉａｏｓ
ｔｉｉＴ．ＨｏｎｇｅｔＪ．Ｘ．Ｚｈａｎｇ）。丹皮具有抗菌、抗氧
化、抗炎、抗动脉粥样硬化、抗肿瘤、降血糖、抗凝

血、抗心律失常、抗高血压、增强免疫功能、抗脑缺

血再灌注性损伤、镇静、保肝［２１４］等作用。

近年来植物内生真菌已成为国内外研究的热

点领域，且对凤丹内生真菌的研究较少［１５］。鉴于内

生真菌与宿主植物之间特殊的生物学关系，且内生

真菌能够产生与宿主植物相同或相似的活性成分，

开展对植物中优势内生真菌的研究极具意义。前

期的研究确定凤丹根皮中内生真菌优势种群为 Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍ［１６］。本研究２０１７年８—１１月采用响应面分
析法对凤丹一株优势内生真菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
的发酵条件进行优化，为其进一步研究提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器　Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ菌株分离于
新鲜的凤丹根皮，并交由上海生工生物工程有限公

司进行分子鉴定，经过基因测序对比后鉴定为 Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＴ２７１７６５．１），保存于安
徽中医药大学天然药化教研室。

十万分之一电子天平（赛多利斯仪器系统有限

公司）；ＳＰＴＰ２５０Ｃ智能生化培养箱（合肥华德利科
学器材有限公司）；ＱＨＺ９８Ａ型全温振荡培养箱（常
州普天仪器制造有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　菌丝体的制备　将保存于斜面试管中的真
菌Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ转接于活化培养基中，２８℃恒温培
养５ｄ，沿菌落边缘用打孔器打取６ｍｍ菌片，备用。
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称取一定量的马铃薯葡萄糖肉汤培养基粉末，加一

定比例的水混合均匀，倒入２５０ｍＬ锥形瓶中，每个
锥形瓶中１００ｍＬ液体培养基，然后不同的锥形瓶
中再分别加入不同含量的蔗糖、酵母浸出膏、

ＫＨ２ＰＯ３、Ｋ２ＨＰＯ３，灭菌２０ｍｉｎ，待冷却后，将上述打
孔的菌片用镊子挑取２～３片放入液体培养基中，
平板摇床１８０ｒ·ｍｉｎ－１，２８℃培养发酵７ｄ后，抽
滤，得到菌丝体。

１．２．２　菌丝体生物量的测定　菌体生长过程中发
生代谢，产生次生代谢产物，菌体的生长可促进次

生代谢产物含量的增加。将培养７ｄ的发酵培养基
抽滤，分离出菌丝体，于５０℃真空干燥箱中烘干至
恒重，记录其重量。

１．２．３　响应面分析法实验设计　（１）单因素实验
设计：分别以蔗糖、酵母浸出膏、ＫＨ２ＰＯ３、Ｋ２ＨＰＯ３
加入量为考察指标进行单因素实验设计。（２）Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计：以单因素实验及相关参考文献
为依据来设定ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计中各因素的水
平，以菌丝体生物量为响应值，对影响菌丝体生物

量的４个因素进行优化，同时，根据单因素实验得
出响应面中心水平（０）本应为蔗糖（３０ｇ·Ｌ－１）、酵
母浸出膏（４ｇ·Ｌ－１）、ＫＨ２ＰＯ３（１ｇ·Ｌ

－１）、Ｋ２ＨＰＯ３
（１ｇ·Ｌ－１），但此时发现若按照此中心水平作响应
面设计，则“蔗糖”因素的“１”水平为空，“ＫＨ２ＰＯ３”
和“Ｋ２ＨＰＯ３”两个因素的“－１”水平为空，因此，为
了完成完整的响应面设计，从实际角度出发，最终

ＲＳＭ实验设计因子水平见表１。并使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘ
ｐｅｒｔ８．０５ｂ对数据进行处理分析。

表１　响应面分析因素及水平

因素
水平

－１ ０ １

蔗糖 １０ ２０ ３０

酵母浸出膏 ２ ４ ６

ＫＨ２ＰＯ３ １ ２ ３

Ｋ２ＨＰＯ３ １ ２ ３

２　结果
２．１　单因素实验　实验结果见图１，由结果可知，综合
考虑，四个因素的最优值分别确定为３０、４、１、１ｇ·Ｌ－１。
２．２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计
２．２．１　实验结果和分析　采用ＲＳＭ实验设计对菌
株的发酵条件进行优化，试验因素包括蔗糖、酵母

浸出膏、ＫＨ２ＰＯ３、Ｋ２ＨＰＯ３４个因素，并以单因素实
验结果为中心水平，进行四因素三水平的响应面优

化实验，确定最佳发酵条件。使用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ

图１　４种因素对菌丝体生物量影响的趋势图

８．０５ｂ统计软件对实验所得数据进行多元回归拟
合，得到菌丝体生物量对 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ四因素的二次
多项式回归方程：

菌丝体生物量 ＝１．５４＋０．０９７Ａ＋０．００３７４６Ｂ－
０．０４９Ｃ－０．０４０Ｄ－０．０５６ＡＢ＋０．０２１ＡＣ＋０．０２８ＡＤ－
０．０２２ＢＣ－０．０２０ＢＤ－０．００２１５２ＣＤ－０．２５Ａ２－
０．０３７Ｂ２－０．０００９９８８Ｃ２＋０．０１６Ｄ２

对上述模型进行方差分析发现，一次项中的蔗

糖（Ａ）、ＫＨ２ＰＯ３（Ｃ）对响应值菌丝体生物量的影响
极显著（Ｐ＜０．００１）；二次项中酵母浸膏（Ｂ２）对菌
丝体生物量的影响较显著（Ｐ＝０．０４６４）；交互项中
蔗糖和酵母浸膏（ＡＢ）交互效应对菌丝体生物量的
影响显著（Ｐ＝０．００４８）；失拟项 Ｐ＝０．９０１８，不显
著；回归方程的显著性检测显示极显著（Ｐ＜
０．０００１），校正确定系数 Ｒ２＝０．９７７１，表明上述模
型的拟合程度较高，Ｒ２ａｄｊ＝０．９５４３说明上述方程能
较好的反映Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ四个因素与菌丝体生物量的
关系，ＣＶ＝２．３３％表示总变异中只有２．３３％不能运
用此方程进行解释，因此，该模型可被用来对影响

菌丝体生物量的最佳条件筛选试验进行预测，见表

２，３。
２．２．２　响应面图与等高线图分析　图２Ａ说明蔗
糖含量和酵母浸膏含量之间的交互作用显著；当蔗

糖含量较小，菌丝体生物量随酵母浸膏含量的增大

表现为上升，当蔗糖含量达到一定值，菌丝体生物

量随着酵母浸膏含量的增大表现为先上升后下降；

当酵母浸膏含量不变，菌丝体生物量随着蔗糖含量

的增大表现为先上升后下降。图２Ｂ说明蔗糖含量
和ＫＨ２ＰＯ３含量之间的交互作用不显著；当蔗糖含
量不变，菌丝体生物量随着 ＫＨ２ＰＯ３含量的增大而
下降；当ＫＨ２ＰＯ３含量不变，菌丝体生物量随着蔗糖
含量的增大表现为先上升后下降。图２Ｃ说明蔗糖
含量和Ｋ２ＨＰＯ３含量之间交互作用显著；Ｋ２ＨＰＯ３含
量较小时，菌丝体生物量随着蔗糖含量的增大变现
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表２　响应面实验设计结果

编号
Ａ：

蔗糖

Ｂ：

酵母浸膏

Ｃ：

ＫＨ２ＰＯ３

Ｄ：

Ｋ２ＨＰＯ３

菌丝体生

物量

１ ０．０００ １．０００ ０．０００ －１．０００ １．６００
２ １．０００ ０．０００ －１．０００ ０．０００ １．４０２
３ －１．０００ ０．０００ １．０００ ０．０００ １．１４３
４ ０．０００ １．０００ －１．０００ ０．０００ １．５６９
５ １．０００ ０．０００ １．０００ ０．０００ １．３３３
６ ０．０００ －１．０００ －１．０００ ０．０００ １．５１１
７ ０．０００ －１．０００ ０．０００ １．０００ １．５０５
８ －１．０００ １．０００ ０．０００ ０．０００ １．１８７
９ １．０００ －１．０００ ０．０００ ０．０００ １．４１３
１０ １．０００ ０．０００ ０．０００ １．０００ １．３７７
１１ ０．０００ １．０００ １．０００ ０．０００ １．４５０
１２ ０．０００ ０．０００ １．０００ －１．０００ １．５８８
１３ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ １．５６５
１４ ０．０００ ０．０００ ０．０００ －１．０００ １．５７０
１５ －１．０００ ０．０００ －１．０００ ０．０００ １．２９８
１６ －１．０００ －１．０００ ０．０００ ０．０００ １．０６５
１７ ０．０００ －１．０００ １．０００ ０．０００ １．５０１
１８ ０．０００ １．０００ －１．０００ ０．０００ １．５６９
１９ －１．０００ ０．０００ ０．０００ １．０００ １．１２０
２０ １．０００ １．０００ ０．０００ ０．０００ １．３１２
２１ ０．０００ ０．０００ －１．０００ －１．０００ １．６３７
２２ １．０００ ０．０００ ０．０００ －１．０００ １．４４３
２３ －１．０００ ０．０００ ０．０００ －１．０００ １．２９７
２４ ０．０００ １．０００ ０．０００ １．０００ １．４７９
２５ ０．０００ －１．０００ ０．０００ ０．０００ １．５００
２６ ０．０００ ０．０００ １．０００ １．０００ １．４６１
２７ ０．０００ ０．０００ －１．０００ １．０００ １．５９１
２８ ０．０００ －１．０００ －１．０００ －１．０００ １．５７２
２９ ０．０００ ０．０００ １．０００ －１．０００ １．４８８

表３　回归模型方差分析

Ｓｏｕｒｃｅ ＳＳ值 ｄｆ ＭＳ值 Ｆ值 Ｐ值

Ｍｏｄｅｌ ０．６７０ １４ ０．０４８ ４２．７３０ ＜０．０００１

Ａ ０．１１０ １ ０．１１０ １０２．４７０ ＜０．０００１

Ｂ １．８４７×１０－４ １ １．８４７×１０－４ ０．１７０ ０．６９００

Ｃ ０．０３４ １ ０．０３４ ３０．３８０ ＜０．０００１

Ｄ ０．０２２ １ ０．０２２ １９．５６０ ０．０００６

ＡＢ ０．０１２ １ ０．０１２ １１．１７０ ０．００４８

ＡＣ １．８４９×１０－３ １ １．８４９×１０－３ １．６６０ ０．２１８４

ＡＤ ３．０８０×１０－３ １ ３．０８０×１０－３ ２．７７０ ０．１１８５

ＢＣ ２．５３４×１０－３ １ ２．５３４×１０－３ ２．２８０ ０．１５３６

ＢＤ １．３３２×１０－３ １ １．３３２×１０－３ １．２００ ０．２９２５

ＣＤ ２．４３７×１０－５ １ ２．４３７×１０－５ ０．０２２ ０．８８４５

Ａ２ ０．２５０ １ ０．２５０ ２２６．６８０ ＜０．０００１

Ｂ２ ５．３１７×１０－３ １ ５．３１７×１０－３ ４．７８０ ０．０４６４

Ｃ２ ４．４１０×１０－６ １ ４．４１０×１０－６ ０．００４ ０．９５０７

Ｄ２ ９．８２４×１０－４ １ ９．８２４×１０－４ ０．８８０ ０．３６３５

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０．０１６ １４ １．１１３×１０－３

ＬａｃｋｏｆＦｉｔ ０．０１１ １２ ８．８２２×１０－４ ０．３５０ ０．９０１８

ＰｕｒｅＥｒｒｏｒ ５．０００×１０－３ ２ ２．５００×１０－３

ＣｏｒＴｏｔａｌ ０．６８０ ２８

图２　各交互作用对菌丝体生物量影响的响应曲面

为先上升后下降；Ｋ２ＨＰＯ３含量一定时，菌丝体生物
量随着蔗糖的增大表现为上升趋势，当蔗糖含量达

到一定时，菌丝体生物量随着蔗糖含量的增大趋于

平缓。图２Ｄ说明酵母浸膏含量和 ＫＨ２ＰＯ３含量之
间交互作用不显著；酵母浸膏含量一定时，菌丝体

生物量随着ＫＨ２ＰＯ３含量的增大而上升；ＫＨ２ＰＯ３含
量一定时，菌丝体生物量随着酵母浸膏含量的增加
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趋于平缓。图２Ｅ说明酵母浸膏含量和 Ｋ２ＨＰＯ３含
量之间交互作用显著；酵母浸膏含量一定时，菌丝

体生物量随着Ｋ２ＨＰＯ３含量的增大而下降；Ｋ２ＨＰＯ３
含量一定时，菌丝体生物量随着酵母浸膏含量的增

大表现为先上升后下降。图２Ｆ说明 ＫＨ２ＰＯ３含量
和Ｋ２ＨＰＯ３含量之间交互作用不显著；ＫＨ２ＰＯ３含量
一定时，菌丝体生物量随着 Ｋ２ＨＰＯ３含量的增大而
下降；Ｋ２ＨＰＯ３含量一定时，菌丝体生物量随着
ＫＨ２ＰＯ３含量的增大而下降。
２．２．３　验证性试验　使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０５ｂ对
回归方程进行求解，得出最优发酵工艺为：蔗糖含

量２０．３１ｇ·Ｌ－１，酵母浸膏含量 ５．１７ｇ·Ｌ－１，
ＫＨ２ＰＯ３含量１．００ｇ·Ｌ

－１，Ｋ２ＨＰＯ３含量１．００ｇ·
Ｌ－１，菌丝体生物量预测值为１．６６０７９ｇ。考虑实际
情况，确定最优发酵工艺为：蔗糖含量２０ｇ·Ｌ－１，
酵母浸膏含量 ５ｇ·Ｌ－１，ＫＨ２ＰＯ３含量 １．００ｇ·
Ｌ－１，Ｋ２ＨＰＯ３含量１．００ｇ·Ｌ

－１。

按照上述工艺，平行发酵 ３瓶发酵液，测定实
际平均菌丝体生物量为１．６４７ｇ，与预测值之间偏差
较小，表明此回归模型能与实际情况较好拟合。

３　讨论
微生物的发酵是一个非结构化、曲线的复杂过

程，在发酵工业中，发酵培养基的优化对发酵水平

的提高起着举足轻重的作用［１７］。响应面法试验设

计，克服了正交设计只能处理离散的水平值，而无

法找出整个区域上因素的最佳组合和响应值的最

优值的缺陷，并能减少试验次数，分析几种因素间

的交互作用，以达到较全面地反映各因素水平的效

果［１８２０］。为了获得最佳的发酵条件本实验采用响

应面法，将因素与结果的关系进行多项式拟合，优

选出最佳促菌丝体生物量的发酵工艺。首先采用

单因素试验确定因素水平，进一步应用响应面分析

法考察因素对菌丝体生物量的影响，采用二次回归

设计菌丝体生物量回归模型，验证试验表明了该模

型的可靠性。
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