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人工神经网络在米曲霉菌体固定化研究中的应用
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摘 要 在液体培养基中，将米曲霉 %$6#菌体培养成直径为 ! B #88、菌壁上含较高氨基酰化酶浓度的菌丝球，以
甲醛为交联剂，明胶为酶活性保护剂对米曲霉菌丝球进行固定化研究。在正交实验 C!2（6D）的基础上，选用结构为

60!$0!D0!的 EF（E,.G H-’H,<,I9’;）人工神经网络，对固定化工艺条件进行优化和预测，得到了优化的固定化条件。实
验测定在此条件下制备的固定化米曲霉菌体比酶活为 !D$$A，比酶活保留率达到 "%J，说明人工神经网络可以用于
米曲霉菌体固定化工艺条件的优化。
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近 %$年来，由于酶反应具有专一性强、经济、污
染少、无毒性等方面的优点，酶技术研究进展很

快［!，#］，其中酶和细胞的固定化技术更是由于具有生

物活性保留率高和操作稳定性好，易于与产物分离

等优点，而受到越来越广泛的重视［% B 2］。酶和细胞

的固定化方法通常分为 6类：吸附法、交联法、共价
法和包埋法。所谓交联法是通过酶与功能试剂进行

交联反应而实现固定化的，目前这方面的研究报道

也比较多。但有关用交联法来固定化米曲霉菌丝球

的报道还很少。在用甲醛和明胶固定化米曲霉菌丝

球的过程中影响因素很多，主要有甲醛浓度、明胶浓

度、固定化时间、以及菌体与固定液的用量比等。本

文试图同时考虑影响因素及其相互间的交互作用，

应用人工神经网络方法对固定化工艺进行优化，探

求一种酶活保留率较高的固定化条件。

! 人工神经网络［"，#］

人工神经网络优化是将简单的处理单元广泛连

接而成网络，用以模拟大脑神经系统的结构和功能。

本文选用 EF网络（E,.G0H-’H,<,I9’; ;4IN’-G）选择神
经元时，一方面考虑到实际情况，选择太多学习速率

慢，且没有必要，选择太少则网络非线性能力差；另

一方面考虑到菌体固定化过程中主要有甲醛浓度、

明胶的浓度、固定化时间，以及菌体与固定液的用量

比等 6种影响因素，所以选定网络结构为 60!$0!D0!。
输入层 6个结点分别对应甲醛浓度、明胶浓度、固定
化时间，以及菌体与固定液的用量比。人工神经网

络算法分为学习和工作两部分。在学习过程中首先

将随机权值赋予网络，从正交实验数组中顺序选取

一数据对（34，54），将实验条件加到输入层（6 O $），
式中上标 4 指正交实验样本标号。信息通过网络
的前向传播，利用下述关系式求得各层内每个结点

7 的输出，即
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计算从第一层开始，直到输出层每个结点 7 的输出
计算完为止，其中 6（9）为第 6 层结点数（下同），
:6

#7为第6 层第 # 个结点同 6 P !层第 7 个结点间的
连接权重，8（·）为传递函数，本文指 Q9<8’9R函数。
输出层（8）每个结点的误差值为
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逐层误差反传，直至求得各层内每个结点的误

差值为止，即
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其中 6 O 6，6 P !，⋯，!。计算时，应用加权修正量
公式：":6

#7 O#!
6
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# 和:$%:
#7 O :(,;

#7 T":#7 修正所有

连接，并输入下一图形重复以上步骤，至网络能量
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达到要求为止。

在上述学习过程中，本文除依据学习效果调整

网络学习速率外，采用改进了的神经网络方法，用动

量法降低网络对局部细节的敏感性，从而有效地避

免了网络陷入局部极小的可能性。

网络工作时，输入实验条件，通过网络的前向传

播，利用下述关系式求得各层内每个结点 $ 的输出，
即
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计算从第一层开始，直至输出层每个结点 $ 的输出
计算完为止，最后一层的网络输出即为输入实验条

件下的酶活保留率。

! 实验

!"# 米曲霉固定化材料及仪器
米曲霉（,)-./0+112) 3/&45.）&%’#菌株由本实验室

保存，还原茚三酮为本实验室自制，明胶、甲醛、茚三

酮、乙二醇甲醚等试剂均为市售产品，分析纯。

(#"分光光度计，上海第三仪器厂；)*+,-水浴
振荡器，哈尔滨东联电子技术公司。

!"! 固定化方法
将在液相中培养的直径为 " . # //的米曲霉

菌丝球放入溶有明胶、浓度为 %0" /12·3$ "的 4)(0%
磷酸缓冲溶液中，然后加入甲醛作为交联剂进行交

联固定。菌体固定一段时间后，过滤洗净，得到固定

化菌体。

!"$ 酶活的测定
取干菌体 %0" 5放在 "%% /3的三角瓶中，加入

%0# /12·3$ " 6,乙酰,-3,丙氨酸溶液（含 7172# 8 9
"%$ ’/12·3$ "）8 /3，%0" /12·3$ " 磷酸缓冲溶液

（4)(0%）’% /3及 8 /3去离子水在 &(:下恒温振荡
&% /;<，过滤后溶液迅速煮沸灭酶活，冷却后用茚三
酮显色，用分光光度计测定拆分出的 3,丙氨酸的

!/12数。菌体细胞比酶活定义为在 &(:下 " =内由
菌体细胞催化拆分产生 3,丙氨酸的!/12数，单位为
>，其中 "> ! "!/12·5

$ "·=$ "。

测定固定化细胞比酶活的方法与游离的菌体细

胞相同，实验以固定化后比酶活保留率为考核指标。

!"% 人工神经网络优化操作方法
将影响米曲霉固定化的 ’个主要因素：甲醛浓

度、明胶浓度、固定化时间，以及菌体与固定液的用

量比作为网络输入，以固定化菌体酶活保留率作为

目标输出。在网络学习结束后，网络能量达到最小，

得到网络权值。在网络工作时依次逐步改变输入变

量，比较网络输出，当网络输出最大时，所对应的网

络输入即为实验最优条件。

$ 结果与讨论
在甲醛浓度 %08?、固定化时间 " =、菌体与固

定液用量比为 " @A的实验条件下，改变明胶浓度 %、
%0#8?、%08?、"0%?、"08?，分别进行实验，结果发
现，在明胶浓度达到 %08?时，酶活保留率接近最
大，继续增加浓度，酶活增加速率趋缓，再随着明胶

浓度的增加，由于增加了扩散阻力，反而使酶的表观

活性有所下降。而甲醛作为交联剂，通常说来含量

越低，对酶活性的损失越少，但考虑到菌体上酶的脱

落问题，所以甲醛的浓度不能过低。基于上述原因，

选择明胶浓度 %08? . #?、甲醛浓度 %08? . #?、
固定液用量 ’ . "% /3B5菌体，以及固定化时间 %08
. # =进行 ’因素 ’水平的实验，以此作为网络学习
样本，人工神经网络学习样本和优化的结果见表 "。

表 # 人工神经网络学习样本和优化结果

&’()* # +’,-)*. ’/0 1*.2)3 45 ’1365676’) /*21’) /*38419（:;;）

CDEF1G
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E1<EH B?
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’ %H8 #H% #H% "% ’%H&

8 "H% %H8 "H% A &TH’

S "H% "H% %H8 "% #8H"

( "H% "H8 #H% ’ "SH8

A "H% #H% "H8 S ""HS

T "H8 %H8 "H8 "% &#HA

"% "H8 "H% #H% A ’#H(

"" "H8 "H8 %H8 S "8H’

"# "H8 #H% "H% ’ &%H%

"& #H% %H8 #H% S 8TH"

"’ #H% "H% "H8 ’ 88H&

"8 #H% "H8 "H% "% &SH8

"S #H% #H% %H8 A SSHS

UJP>2F 1V
R66 %H8 %H8 "H8 A A%HT
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图 ! 神经网络优化结果示意图
"#$%! &’()*+,#’ -#+$.+* /0. .)123,

0/ +.,#/#’#+3 4)2.+3 4),50.6

图 ! 为明胶浓度 789:，甲醛 789:，固定化时
间坐标的优化结果示意图。通过神经网络得到的较

优固定化条件为明胶浓度 789:（! ;"），甲醛浓度
789:（! ;"），固定化时间 !89 (，菌体与固定液的用
量比 ! <=。

图 > 网络训练误差下降曲线
"#$%> &2*?1@2+.)- )..0. -)’.)+1) ’2.A) 0/ 4),50.6 ,.+#4#4$

图 >示出了网络学习过程中的误差下降曲线，
误差选择为 !7B !>，网络学习 C7D次即达到要求。
从人工神经网络的计算结果可以看出，固定液

用量比和固定化时间的最佳点均在所选定的范围

内，而明胶浓度和甲醛浓度，则处于边界点。通过实

验进一步测定了甲醛浓度对菌体酶脱落率的影响，

结果如表 >所示。

表 ! 甲醛浓度对固定化菌体酶的脱落率的影响!

"#$%& ! "’& &((&)* +( (+,-#%.&’/.& +0 &01/-& %+22
+( 3--+$3%31&. 4&%%&*2

"0.*+3-)(E-) ’04’)4,.+,#04;: 7 7%>9 7 %F 7 %9

G4HE*) 3011;: 97 F!%F >F 9

!固定液中明胶浓度 789:，固定液用量比 !<=，时间 !89 (；低温
放置 >7 -后的测定结果

实验结果表明，尽管甲醛浓度为 78F:时的酶
活保留率较 789:时稍高，但放置 >7 -后，菌体上酶
的脱落率却达到 >F:，远高于甲醛浓度 789:时的
菌体脱落率 9:。因此，作为交联剂，789:的甲醛
浓度不宜再低。而明胶，如前面文中所述，在固定化

过程中，是作为酶活性保护剂，在浓度达到 789:
时，酶活保留率接近最大，继续加大浓度，酶活增加

速率趋缓，若进一步增加明胶浓度，反而由于增加了

扩散阻力，使酶的表观活性有所下降。上述分析表

明甲醛和明胶的浓度不宜再进一步降低，这也充分

说明了神经网络所找到的条件是合理的。

依上述固定化条件而制备的固定化米曲霉，其

比酶活为 !977 2，固定化前的游离菌体的比酶活为
!=77 2，酶活保留率为 =F:，这与人工神经网络的优
化值 =78I:相当吻合。在间歇反应器中，利用上述
固定化菌体和游离菌体拆分 J?乙酰?KL?丙氨酸外消
旋体反应一次（F7 (），其酶的脱落率分别为 C8F:和
C7:，因而不论是从酶活的保留率，还是从酶的稳定
性方面，都表明人工神经网络找到了较优的固定化

工艺条件。

5 结 论
通过液体培养米曲霉 F7C>菌体，制备出了直径

为 ! M > **，菌壁上含较高氨基酰化酶浓度的菌球；
以甲醛为交联剂，惰性蛋白明胶为稳定剂对上述菌

球进行固定化研究，应用人工神经网络对制备工艺

进行优化，得到了较好的固定化条件：每克湿菌体所

用的 = *L固定液中含 789:的明胶，789:的甲醛，
固定化时间为 !89 (；在此条件下固定化后的菌体比
酶活为 !977 2，比酶活保留率为 =F:。间歇反应器
中，反应一次（F7 (）后，固定化菌体上酶的脱落率为
C8F:，具有较高的操作稳定性。
符号说明

#（$）—网络能量
%（ &’( ）—传递函数，&#$*0#-函数

)—结点
(—结点
*—样本标号
’—网络层
’（+）—第 ’层网络结点总数
,*—样本 * 的期望值
$’

)(—第 ’层结点 ) 与’ B !层结点 (的连接权重

!$—加权修正误差
-’( —第 ’层结点 (的计算结果

-*(—样本 * 的结点 (的计算结果
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"—学习速率
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" —第 !层结点 "的误差值
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