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翅鳞伞深层发酵胞外多糖优化研究

王允祥 陆兆新" 吕凤霞
（南京农业大学食品科技学院，南京 !0""/%）

摘 要 采用 B(,AC2DD.E?F8,= 设计（B(,AC2DD.E?F8,= G2H9I=，B.E）对影响翅鳞伞［ 3"(,#(/+ &4)+**(&+（B2FH) 26 5F)）
J?2()］KL %M!$%菌株发酵产糖的内在和外在相关因素进行了筛选，所选取的 !"个相关因素为葡萄糖、果糖、麦芽
糖、酵母膏、胰蛋白胨、NO!BP$、N!OBP$、（*O$）! LP$、*,*P#、52LP$、+ILP$、+=Q(!、R=Q(!、52Q(#、Q?LP$·%O!P、维生素

E0、起始 SO、发酵温度、时间和装液量。在此基础上，再采用响应曲面法（T2HS’=H2 L?F:,A2 +2DU’@’(’I-，TL+）对影响

发酵产糖的内在关键影响因素酵母膏、果糖、+ILP$、麦芽糖、R=Q(! 和发酵基质起始 SO值的最佳水平范围作了进一

步的研究与探讨，通过对二次多项回归方程求解得知，在上述自变量分别为 4M"IVW、00M%IVW、"M%IVW、/M4IVW、#3M4 8IVW
和 %M#时，胞外多糖最大预测值为 3X4M#!!IV8W发酵醪，此预测可信度不仅被统计分析所验证，也被实践所证实。
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科学研究表明，绝大多数真菌具有多种多样的

生物学功能［0，!］，其生物活性物质既可存在于子实体

中，也可存在于培养菌丝体和发酵液中［#，$］，真菌尤

其是高等担子菌已成为人们寻找生物活性物质的一

个重要源泉。在对翅鳞伞［3"(,#(/+ &4)+**(&+（B2FH )
%5 5F)）J?2( )］KL %M!$%生物活性物质进行研究时
发现，该菌胞外粗多糖对小鼠 L.03" 肉瘤具有一定
的抑制作用（该文另发）。由于该菌培养发酵较难，

因此为了提高进一步研究所需的胞外多糖含量（76.
’S’(-H,AAU,F9@2 Q’=A2=DF,D9’=，7BQ）以及为大罐发酵
奠定基础，本研究分两阶段分别采用 B(,AC2DD.E?F8,=
筛选实验和响应曲面法（T2HS’=H2 L?F:,A2 +2DU’@H，
TL+）对影响该菌发酵产糖的相关影响因素进行了
研究和探索。

B(,AC2DD.E?F8,=设计法是一种经济有效的两水
平实验设计方法，该法主因素为正交设计，两因素间

的交互作用仅部分与主因素产生混淆［%］。虽然此设

计方法不能考察各因子之间的交互作用，但它可以

利用最少的实验次数，从众多的考察因素中快速而

有效地筛选出主要的影响因子，故而被广泛地用于

因子主效应的估计中［4，X，3］。

响应曲面法（T2HS’=H2 L?F:,A2 +2DU’@’(’I-，TL+）
是一种优化生物过程的综合技术，采用该法可以建

立连续变量曲面模型［/，0"］，对影响生物过程的因子

水平及其交互作用进行优化与评价［00，0!］。与传统优

化方法相比，TL+所需的试验组数相对较少，可节
省人力物力［0#］，因此该法已被成功地用于培养基优

化实践中［0$，0%，04］。

! 材料与方法

!"! 供试菌株
翅鳞伞［3"(,#(/+ &4)+**(&+（B2FH ) %5 5F)）J?2( )］

KL %M!$%，购自于中国科学院微生物菌种保藏中心。
!"# 培养基
种子培养基：综合马铃薯培养基［0X］。

B(,AC2DD.E?F8,=实验发酵培养基：按照实验设计
配制。

TL+实验发酵培养基：将需考察的关键内在因
子（培养基组成成分）酵母膏、果糖、+ILP$、麦芽糖

和 R=Q(! 配制成一定浓度的母液，再根据实验设计
要求，吸取一定体积该母液添加到三角瓶中，余量用

基础发酵液补齐后，按设计要求调 SO值。
TL+实验基础发酵液：*,*P# "M%IVW，胰蛋白胨

!IVW，+=Q(! 0""!IVW，维生素 E0 #"8IVW。

!"$ 菌种培养及接种
B(,AC2DD.E?F8,=实验：取斜面试管菌种点种于培



养皿中，!"#培养 $!%后，用!$&’(无菌打孔器从
平板上打孔取块（即菌丝蝶），分别接种于盛有发酵

液的 !"&()三角瓶中，接种量为 $片*"&()发酵液。
+,-实验：取!$!’(菌丝蝶接种于盛有 .&()

发酵培养基的 !"&()三角瓶中。
!"# 多糖提取及测定
到设计时将发酵醪减压过滤，取滤液 $&()，采

用 ,/012法脱蛋白至两相界面无膜出现为止（大约
$&次），取 !()该脱蛋白液自来水流水透析 !%，蒸馏
水透析 !% 后，取出透析液定容至 $&()（341’5/667
89:(1;实验）或 !&()（+,-实验），采用文献［$.］方
法测定多糖含量，以!2*()发酵醪计。
!"$ 实验设计
!"$"! 341’5/66789:(1; 实验设计：根据真菌生长所
需营养要素的基本原则以及真菌发酵影响因素的一

般规律，结合相关文献报道［$<］与笔者的前期实验，

本阶段实验研究选取的内在影响因子及外在因素

（变量）见表 $，评价指标（响应值）为胞外多糖含量
（=3>）和表示该菌生长量的菌丝干重（?:@ >/44
A/B2C6，?>A）。本阶段实验设计、数据分析及模型
建立皆由 D-3软件（0/:EBF; GH&H"，,I, J;E6B696/ J;’K）
辅助完成。

表 ! %&’()*++,-./0’1实验设计因素水平及编码
2’3&* ! 4*5*& ’16 (76* 78 5’/9’3&*: 87/ %&’()*++,-./0’1 6*:9;1

L1:B1M4/
,@(MF4E >F%/% 4/0/4E

N;’F%/% >F%/%! O $ $
P49’FE/*（2*)） !$ "$ " $"
Q/1E6 /R6:1’6*（2*)） !! "! ! "
-146FE/*（2*)） !S "S $& !&
T:@U6F;/*（2*)） !G "G ! "
V:9’6FE/*（2*)） !" "" ! G
WX!3YG *（2*)） !Z "Z &H" $H"
W!X3YG *（2*)） ![ "[ &H" $H"
（\XG）!,YG *（2*)） !. ". &H" $H"
\1\YS *（2*)） !< "< &H" $H"
-2,YG *（2*)） !$& "$& &H$ &HG
-;>4! *（!2*)） !$$ "$$ "& $&&
>9,YG·"X!Y*（!2*)） !$! "$! "& $&&
V/,YG *（(2*)） !$S "$S "& $&&
];>4! *（(2*)） !$G "$G "& $&&
V/>4S *（(2*)） !$" "$" "& $&&
LB61(B; 8$ *（(2*)） !$Z "$Z !" "&
J;B6B14 UX !$[ "$[ " [
T/(UK *# !$. "$. !G ![
TB(/*% !$< "$< Z <
8:F6C ’F;6/;6*（()） !!& "!& "& $&&

!VF: E616BE6B’14 ’14’9416BF;E，6C/ B;%/U/;%/;6 01:B1M4/E ^/:/ ’F%/% 1’7
’F:%B;2 6F 6C/ 6:1;E_F:(16BF; =‘：" B a（! B O !&）*"! B，̂ C/:/ " B BE 6C/ ’F%7

/% 0149/ F_ 1; B;%/U/;%/;6 01:B1M4/，! B BE 6C/ :/14 0149/ F_ 1; B;%/U/;%/;6

01:B1M4/，!& BE 6C/ :/14 0149/ F_ 1; B;%/U/;%/;6 01:B1M4/ 16 6C/ ’/;6/: UFB;6，

1;%"! B BE 6C/ E6/U ’C1;2/ 0149/K

上表中自变量编码方程为：" B a（ ! B O !&）*

"! B，式中 " B 为自变量编码值，! B 为自变量实验水

平实际值，!& 为实验水平中心点实际值，"! B 为单

变量增量。

!"$"< +,-实验设计：基于第一阶段实验结果，该
阶段实验研究采用中心旋转组合设计（>/;6:14 >F(7
UFEB6/ +F6161M4/ ?/EB2;，>>+?）法，对影响翅鳞伞 I,
"H!G"菌株发酵产糖的关键内部因子进行研究和探
索，以获得影响该菌产糖量的最佳培养基组成及浓

度水平范围。实验辅助软件为 ?/EB2; =RU/:6（0/:EBF;
ZH&H"，,6167=1E/ J;’K，-B;;/1UF4BE，-\K N,I）。
由 341’5/66789:(1;实验结果得知，影响翅鳞伞

I, "H!G"菌株发酵产糖的培养基关键因素为酵母
膏、果糖、-2,YG 和起始 UX值，纵然如此，但也须考
虑到影响该菌生长的关键内在因素———麦芽糖和

];>4!，因此在本阶段研究中实际考察的变量为酵母
膏、果糖、-2,YG、麦芽糖、];>4! 和发酵基质起始 UX
值，诸因子实验水平编码分别为 O !HS[.、O $、&、$、
!HS[.，见表 !。虽然 \1\YS、胰蛋白胨、-;>4! 和维生
素 8$ 与该菌生长或发酵产糖有一定的相关性，但在

第一阶段因子筛选实验中，该 G种因素的取值已接
近最佳值，故而可将其作为本阶段优化实验中的基

础发酵液构成。依据 341’5/66789:(1;实验因子水平
动态预测图，取值为 \1\YS &H"2*)，胰蛋白胨 !2*)，

-;>4! $&&!2*)和维生素 8$ S&(2*)。
对于影响该菌发酵产糖的关键外部因素（发酵

温度）以及生长关键因素（发酵时间和装液量），出于

实际研究的可行性，在本阶段研究中暂不探究，其取

值分别为 <%、![#和 .&()，摇床转速为 $G&:*(B;。

表 < 中心旋转组合设计实验因素水平及编码

2’3&* < 4*5*& ’16 (76* 78 5’/9’3&*: 87/ ==>?

L1:B1M4/
,@(MF4E >F%/% 4/0/4E

N;’F%/% >F%/%! O !HS[. O $ & $ !HS[.

Q/1E6 /R6:1’6*（2*)） !$ # &H<S S GH" Z .H&[

V:9’6FE/*（2*)） !! $ ZH"" $& $!H" $" $.HG"

-2,YG *（2*)） !S % &H&< &HS &HG" &HZ &H.$

-146FE/*（2*)） !G & $H.Z Z < $! $ZH$G

];>4! *（(2*)） !" ’ $ZH!! S& G& "& ZSH[.

J;B6B14 UX !Z ( SHZ! " Z [ .HS.

! J; %/0/4FUB;2 6C/ :/2:/EEBF; /‘916BF;，6C/ EBR /RU/:B(/;614 01:B1M4/E

^/:/：# a（ !$ O GH"）*$H"，$ a（ !! O $!H"）*!H"，% a（ !S O &HG"）*

&H$"，& a（!G O <）*S，’ a（!" O G&）*$&，( a（!Z O Z）K
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采用多元回归技术，拟合二次多项模型的 !!"#设计见表 $。

表 ! 中心旋转组合设计以及胞外多糖含量的实测值与预测值
"#$%& ! ’’() *#+,-. /0 +1& 2-. 3#,-#$%&2 #45 +1& #6+7#% #45 8,&5-6+&5 3#%7&2 /0 9:’

%&’ ! " # $ % &
()!*（!+*,-）

./&012 )34’5/&4’
6 7 6 7 6 7 6 7 6 7 6 7 6 89:;< 8=:=8
= 6 6 7 6 7 6 7 6 7 6 >6;:;8 ?86:=<
$ 6 7 6 6 7 6 7 6 7 6 @?6:8$ @;@:;?
? 7 6 6 6 7 6 7 6 7 6 96:9? 8@:=>
> 6 7 6 7 6 6 7 6 7 6 @<9:;@ @<>:9=
@ 7 6 6 7 6 6 7 6 7 6 $=$:9= $$9:?=
< 7 6 7 6 6 6 7 6 7 6 =<>:=? =>@:>>
8 6 6 6 6 7 6 7 6 @$;:$< @;8:=9
9 6 7 6 7 6 7 6 6 7 6 >=?:?; ?8>:?=
6; 7 6 6 7 6 7 6 6 7 6 =;@:>; =;9:;<
66 7 6 7 6 6 7 6 6 7 6 =98:6> =98:;?
6= 6 6 6 7 6 6 7 6 >@6:@? >?>:=$
6$ 7 6 7 6 7 6 6 6 7 6 6><:86 6$>:9=
6? 6 6 7 6 6 6 7 6 ?<>:<= ?><:>9
6> 6 7 6 6 6 6 7 6 <$$:?8 <;?:;8
6@ 7 6 6 6 6 6 7 6 ==$:@8 =$<:=<
6< 6 7 6 7 6 7 6 7 6 6 ?9>:<@ ?>$:>8
68 7 6 6 7 6 7 6 7 6 6 $;9:@; $6;:?6
69 7 6 7 6 6 7 6 7 6 6 ==9:?6 =68:9>
=; 6 6 6 7 6 7 6 6 =9=:?= =8>:<6
=6 7 6 7 6 7 6 6 7 6 6 $;9:@; =9<:?6
== 6 6 7 6 6 7 6 6 ?@<:6= ?$8:@?
=$ 6 7 6 6 6 7 6 6 >$>:8@ >;?:<;
=? 7 6 6 6 6 7 6 6 6@;:@< 6<6:;<
=> 7 6 7 6 7 6 7 6 6 6 $>8:=9 $>6:<9
=@ 6 6 7 6 7 6 6 6 $98:$9 $88:?8
=< 6 7 6 6 7 6 6 6 @<;:?< @=@:$8
=8 7 6 6 6 7 6 6 6 $<8:$? $>=:89
=9 6 7 6 7 6 6 6 6 $8@:9$ $@?:;$
$; 7 6 6 7 6 6 6 6 =@@:@? =<$:8?
$6 7 6 7 6 6 6 6 6 $;$:88 $;?:;9
$= 6 6 6 6 6 6 $6>:$$ =9$:>$
$$ 7 =:$<8 ; ; ; ; ; >6:8? =;:=<
$? =:$<8 ; ; ; ; ; >;6:?9 @6$:9$
$> ; 7 =:$<8 ; ; ; ; $@?:;= ???:>?
$@ ; =:$<8 ; ; ; ; $6=:?< $6=:86
$< ; ; 7 =:$<8 ; ; ; $>>:?$ $89:@;
$8 ; ; =:$<8 ; ; ; $9>:>= ??=:==
$9 ; ; ; 7 =:$<8 ; ; =$=:=< =96:9>
?; ; ; ; =:$<8 ; ; $6=:?< $$$:@@
?6 ; ; ; ; 7 =:$<8 ; ??9:9? ?89:;;
?= ; ; ; ; =:$<8 ; ?<8:>8 >=;:$9
?$ ; ; ; ; ; 7 =:$<8 ???:=6 ?<8:>@
?? ; ; ; ; ; =:$<8 $?@:8? $9$:$@
?> ; ; ; ; ; ; <8=:6< <9;:8<
?@ ; ; ; ; ; ; <@?:98 <9;:8<
?< ; ; ; ; ; ; 86;:86 <9;:8<
?8 ; ; ; ; ; ; <8<:89 <9;:8<
?9 ; ; ; ; ; ; <9$:@= <9;:8<
>; ; ; ; ; ; ; <9@:?9 <9;:8<
>6 ; ; ; ; ; ; 86$:@< <9;:8<
>= ; ; ; ; ; ; 8;>:;8 <9;:8<
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! 结果与讨论

!"# 翅鳞伞 $% &"!’&菌株 ()*及 +*,关键影响
因子的确定

利用 !"# 软件对 #$%&’())*+,-.%/ 实验结果（数
据未显示）进行方差分析，表明对翅鳞伞 01 23452
菌株 6#7影响显著的因子有酵母膏（! 8 9399:;）、
果糖（! 8 939<=>）、"?1@5（! 8 9395;9）、起始 AB（!
8 939<:;）和发酵温度（! 8 939:5<）。通过逐步回归
分析获得该菌发酵产糖的最优多元一次回归方程

为："#6#7 8 <><3<>2 C =53:22$4 D <=3<2=$5 C 5<35=<$2
C 5:3:>=$:9 C <<3<E;$:: D 523;E;$:; C 223<=;$:=，式
中 "#6#7为 6#7预测值，由自变量编码方程可知：$4
8（酵母膏 D <32）F:32、$5 8（胰蛋白胨 D <32）F:32、

$2 8（果糖 D <）、$:9 8（"?1@5 D 9342）F93:2、$:: 8
（"/7$4 D ;2）F42、$:; 8（起始 AB D >）、$:= 8（发酵温
度 D 4232）F:32。影响翅鳞伞 01 23452 菌株菌丝生
长量的显著因子有麦芽糖（! 8 93945=）、果糖（! 8
9399:E）、G/7$4（ ! 8 93999<）、维生素 +:（ ! 8
9399:=）、培养时间（ ! 8 93999E）和装液量（ ! H
93999:），其最优多元一次回归方程为："#I7J 8 <3;;9
C 93<;:$< C 93><$2 D 93<92$E D 93=>:$:5 D 93><;$:>
C 93;4$:E C :395$49，方程中 "#I7J为 I7J预测值，$<
8（麦芽糖 D :2）F2、$2 8（果糖 D <）、$E 8（K%K@< D
:）F932、$:5 8（G/7$4 D ;2）F42、$:> 8（维生素 +: D
<;32）F:432、$:E 8（发酵时间 D ;32）F:32、$49 8（装液

量 D ;2）F42。
!"! 培养基组成水平对翅鳞伞 $% &"!’&菌株 ()*
的影响

!"!"# 翅鳞伞 01 23452菌株 6#7多元二次模型方
程的建立及检验：在对 #$%&’())*+,-.%/ 实验结果充
分分析的基础上，为了最优拟合多元二次模型方程

各项系数，依据统计学实验设计要求，对影响翅鳞伞

01 23452菌株 6#7的关键内在因素进行了 24组试
验，其结果见表 <。利用 I(LM?/ 6NA(-)软件，对该表
实验数据进行二次多项回归拟合，获得翅鳞伞 01
23452菌株 6#7 对酵母膏、果糖、"?1@5、麦芽糖、

G/7$4 和起始 AB值的多元二次回归方程：
"#6#7 8 ;E93=; C :453=% D 4;3>E& C ::39>’ C =3;;( C >3>)

D :;3E:* D =<3;2%4 D ;43=;&4 D >>34=’4 D =532:(4

D 2932E)4 D >43;5*4 D 4E3=E%& C :23;2%’ C 43:2%(
D :=355%) D 2;3>5%* D <93E;&’ C :342&( D 53<9&)
D :934&* D 239:’( C <435’) D :=3>4’* D <E34()

D <939;(* C :932>)*

式中 "#6#7为 6#7预测值；% O * 分别为上述 >个
自变量的编码值。因所选模型不是分等级模型，故对

上述二次多项方程不必进行自变数的统计选择。

从该方程的方差分析表 5可见，本实验所选用
模型高度显著（! H 93999:），拟合优度好，预测值与
实测值之间具有高度的相关性（相关系数 + 8
93E=E9），仅有约 2P 的 6#7变异不能有该模型解释
（ +40QR 8 93E2<2），此统计分析结果也被后续试验所验
证，见表 2。

表 ’ 翅鳞伞 $% &"!’&菌株胞外多糖二次多项模型方差分析表
-./01 ’ 2.34.561 .5.07848 9:3 ;<1 94;;1= >?.=3.;46 @:075:A4.0 A:=10 :9 ()* /7 !"#$%#&’ ()*’++#(’ $% &"!’&

1S,-&( 1,. ST LU,%-(L IV "(%/ LU,%-( * W%$,( #-SX（!）Y *
"SQ($ 44>=>;; 4; =594239E <E3;;2>5 H 93999:

#,-( 6--S- :=:>3=;5 ; 42E322<2
7S- ZS)%$ 4<:E<;; 2:

+ 8 93E=E9，+4 8 93E;=:，+40QR 8 93E2<2

表 & 模型验证实验
-./01 & B:=10 C.04=.;4:5

1)Q
[(%L) (N)-%&)

F（?F\）
V-,&)SL(

F（?F\）

"?1@5

F（?F\）

"%$)SL(

F（?F\）

G/7$4
F（.?F\）

]/M)M%$

AB

6#7F（!?F.\）

0&),%$ #-(QM&)(Q

: 239 :939 9359 =39 <239 232 ;;E3<9 ;;<324
4 239 ::39 9329 E39 5939 232 =<<3;4 =4>3<5
< 232 :439 9322 :939 5239 >39 =9239= =:535E
5 232 :<39 9359 =39 5239 >39 ;E<3>4 ;=<32E
2 >39 :<39 9329 :939 5939 >32 ;<E34: ;5=3:=
> >39 :439 9322 ::39 <239 >32 ;<<35= ;453<>
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利用 !"!!（#$%&’() *+,+，!"!! -)./）软件对表 0
中实测值与预测值进行距离相关分析得知，其相关

系数为 +,1234，证明该模型极其显著且合适有效，具
有一定的实践指导意义。

上述方程的回归系数显著性检验表明：试验各

因素对 5"6的曲面效应皆显著；因素 !、" 和 # 对
5"6的线性效应不显著；$%、$#、$&、%!、!#、!&、
"# 和"& 对#’! 的交互影响显著，而其它两两交互
效应不显著，见表 7。

表 ! 胞外多糖回归方程系数显著性检验

"#$%& ! ’&()&**+,- .,&//+.+&-0* #-1 02&+)

*+(-+/+.#-.& ,/ 02& 34#1)#0+. 5,1&% ,/ 678

8(9$: ;$%<
"=%=<$;$%

$&;’<=;$
!;9/ $%%(% & #=:>$ "%(? @ &

-);$%.$A; 21+,471B *7,33+* C C

$DE$=&; $F;%=.; *3B,4++7 7,14G2 G*1,G0++ H +,+++*

%DI%>.;(&$ C 32,7131 7,14G2 *0,23BG +,+++7

!D8J!KB **,+733 7,14G2 3,0+1* +,*37G

"D8=:;(&$ 4,2727 7,14G2 *,027* +,33*B

#DL)6:3 7,014+ 7,14G2 +,4137 +,G0B3

&D-)’;’=: AM C *2,1*+B 7,14G2 7,0223 +,+*2+

$3 C 4G,20*+ 7,+GBG *13,7311 H +,+++*

%3 C 23,4702 7,+GBG *B0,4**+ H +,+++*

!3 C 77,34G1 7,+GBG *3+,7013 H +,+++*

"3 C 4B,0*+B 7,+GBG *17,*G13 H +,+++*

#3 C 0+,0441 7,+GBG 2+,34G7 H +,+++*

&3 C 73,2G11 7,+GBG *+4,*+*B H +,+++*

$% C 31,41G3 4,*30+ *G,0G7B +,++*3

$! *0,203* 4,*30+ G,2042 +,+7BB

$" 3,*B4+ 4,*30+ +,+711 +,21G4

$# C *4,BG2* 4,*30+ 0,*B13 +,+G30

$& C 02,7G4G 4,*30+ 0+,G3B2 H +,+++*

%! C G+,1723 4,*30+ *B,0370 +,+++4

%" *,30G+ 4,*30+ +,+3G4 +,4242

%# C B,317+ 4,*30+ +,3217 +,7+*4

%& C *+,3+G* 4,*30+ *,022+ +,33*G

!" C 0,+*3+ 4,*30+ +,G4+0 +,0BG*

!# G3,G113 4,*30+ *0,1+** +,+++0

!& C *4,7*7* 4,*30+ 0,3B12 +,+G*+

"# C G1,3+*3 4,*30+ 3G,3247 H +,+++*

"& C G+,+233 4,*30+ *G,711+ +,++**

#& *+,07** 4,*30+ *,7417 +,3+7+

9:9:9 翅鳞伞 N! 0,3B0菌株 5"6响应面分析与优
化：上述多元二次回归方程所作的响应面图及其等

高线图见图 * O图 4，利用该组图可以对任何两因素
交互影响翅鳞伞 N! 0,3B0 菌株 5"6的效应进行分
析与评价，并从中确定最佳因素水平范围。

图 * 酵母膏与果糖交互影响 5"6的曲面图及其等高线图
I’J/* P$&A()&$ &>%Q=.$ A:(; =)9 ’;& .(%%$&A()9’)J .();(>%
A:(; (Q 5"6 #$%&>& R$=&; $F;%=.; =)9 Q%>.;(&$ .().$);%=;’()

图 *显示了在麦芽糖、硫酸镁、氯化锌和起始
AM值位于中心水平，即 1,+ JST、+,B0 JST、B+<JST和
7,+时，酵母膏和果糖对翅鳞伞 N! 0,3B0 菌株 5"6
交互作用的 GDU图及等高线图，由图可知，在本实验
水平范围内，随着酵母膏浓度的增大，5"6 含量增
加，酵母膏浓度基本在 B,4JST O 7JST范围内，5"6含
量可达到本次实验中的最大值，即每毫升发酵醪含

有 4*G,72!J的 5"6。果糖既是翅鳞伞 N! 0,3B0 菌
株菌生长所必需的，又是影响该菌产生 5"6的关键
因子，但由图可见，高浓度的果糖却不利于 5"6的
形成，只有在其浓度位于 *+JST O *GJST范围时，基本
可获得 4*G,72!JS<T发酵醪的 5"6。
酵母膏与硫酸镁对翅鳞伞 N! 0,3B0 菌株 5"6

的交互影响效应见图 3。虽然硫酸镁是多数真菌生
长所不可缺少的无机矿物质，但由 ":=.V$;;DW>%<=)
实验结果得知，在因子实验水平范围内，此物却不是

翅鳞伞 N! 0,3B0菌株生长的关键影响因子，它仅与
该菌代谢分泌 5"6具有显著的相关性，当其浓度在
+,G1JST O +,00JST，酵母膏浓度为 B,4JST O 7JST 时，
所能获得的 5"6不低于 4*G,72!JS<T发酵醪。
由图 G 可见，欲获得最大 5"6值（4*G,72!JS<T

发酵醪），所需麦芽糖浓度须在 2,0JST O *+,7JST范
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图 ! 酵母膏和硫酸镁交互影响 "#$的
曲面图及其等高线图

%&’(! )*+,-.+* +/0123* 2.4 3-.5-/0 ,6-5+ -1 "#$ 7*0+/+
8*2+5 *950235 2.4 :2’.*+&/: +/6125* 3-.3*.5025&-.

图 ; 酵母膏和麦芽糖交互影响 "#$的
曲面图及其等高线图

%&’(; )*+,-.+* +/0123* 2.4 3-.5-/0 ,6-5+ -1 "#$ 7*0+/+
8*2+5 *950235 2.4 :265-+* 3-.3*.5025&-.

围内，由此可见，翅鳞伞 <= >?!@> 菌株代谢产生
"#$对有机碳源麦芽糖所需浓度范围较广，这一现
象的产生，与该物质并非产糖关键因子有关，由

#623A*55BC/0:2.实验结果得知，麦芽糖仅是翅鳞伞
<= >?!@>菌株菌丝生长的主要影响因子，而对该菌
发酵产糖无显著影响。

酵母膏和氯化锌对翅鳞伞 <= >?!@> 菌株发酵
产糖的交互效应见图 @，由图可见，氯化锌对 "#$的

影响并不显著，在其浓度范围为 ;!:’DE F @G:’DE，酵
母膏为 @?H’DE F G’DE时，产生的 "#$可达本次实验
最大值。

图 @ 酵母膏和氯化锌交互影响 "#$的
曲面图及其等高线图

%&’(@ )*+,-.+* +/0123* 2.4 3-.5-/0 ,6-5+ -1 "#$ 7*0+/+
8*2+5 *950235 2.4 I&.3 3J6-0&4* 3-.3*.5025&-.

由酵母膏与起始 ,K值的交互作用图 > 可见，
当起始 ,K值在 > F G?;范围内，"#$含量随着酵母
膏浓度的增加而显著性地增加，而在 G?; F L?M范围
时，"#$增加甚微，由于低起始 ,K值发酵基质并不
利于该菌的生长，因此 "#$的快速增加不可能由于
菌丝的大量繁殖所引起；又由于有机氮源酵母膏及

胰蛋白胨皆是此菌代谢分泌 "#$的关键影响因子，
由此推测在高酸度基质条件下，酵母膏快速水解成

小分子肽类物质，从而导致 "#$的积累，此现象也
间接地说明了翅鳞伞 <= >?!@> 菌株所产生的 "#$
可能为结合糖———糖肽。

图 G F图 H 分别显示出硫酸镁与氯化锌、麦芽
糖与氯化锌以及麦芽糖和起始 ,K值对翅鳞伞 <=
>?!@>菌株发酵产生 "#$的交互影响效应。由图 G
可见，锌离子与镁离子之间似乎存在着协同作用，即

在一定浓度区域内，只有两离子浓度同时升高或同

时降低，才能相对地积累较多的 "#$，当一种离子浓
度升高，而另一种离子浓度降低时，相对而言，"#$
含量就会远离其最大值。但锌离子与麦芽糖之间相

互作用却与上述现象恰恰相反，如图 L所见，当锌离
子浓度升高时，欲保持高含量的 "#$，则需降低培养
基中麦芽糖的浓度，反之亦然。上述拮抗作用同样

存在于麦芽糖与起始 ,K值之间，由图 H可知，同时
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图 ! 酵母膏与起始 "#值交互影响 $%&的
曲面图及其等高线图

’()*! +,-"./-, -01234, 3/5 4./6.01 "7.6- .2 $%& 8,1-0-
9,3-6 ,:61346 4./4,/6136(./ 3/5 (/(6(37 "#

图 ; 硫酸镁与氯化锌交互影响 $%&的
曲面图及其等高线图

’()*; +,-"./-, -01234, 3/5 4./6.01 "7.6- .2 $%& 8,1-0-
<3)/,-(0< -07236, 3/5 =(/4 4>7.1(5, 4./4,/6136(./

升高或降低此两因素，都不利于翅鳞伞 ?@ !ABC!菌
株发酵产生 $%&，结合对图 !的分析结果，基本可以
认为，在发酵培养基起始 "#值较低时，由于有机氮
源的快速水解，为了保持该菌生长所需的合适碳氮

比，或许更是为了合成胞外复合多糖的需要，势必要

相对提高发酵基质中的麦芽糖浓度，以满足上述之

需，当发酵培养基起始 "#值近中性时，由于翅鳞伞
?@ !ABC!菌株 $%&含量降低，那么对于合成该多糖
所需的麦芽糖也会随之减少，此时该菌快速生长所

图 D 麦芽糖与氯化锌交互影响 $%&的
曲面图及其等高线图

’()*D +,-"./-, -01234, 3/5 4./6.01 "7.6- .2 $%& 8,1-0-
<376.-, 3/5 =(/4 4>7.1(5, 4./4,/6136(./

图 E 麦芽糖和起始 "#值交互影响 $%&的
曲面图及其等高线图

’()*E +,-"./-, -01234, 3/5 4./6.01 "7.6- .2 $%& 8,1-0-
<376.-, 4./4,/6136(./ 3/5 (/(6(37 "#

需的碳源可由果糖提供，由此也可间接地认为，翅鳞

伞 ?@ !ABC!菌株 $%&的组成成分中含有麦芽糖的
单体———葡萄糖分子。

! 结论
利用深层发酵技术生产真菌胞外多糖，虽然产

物组成恒定、安全可靠、易于提取纯化且便于自动化

控制，但深层发酵的内在环境（培养基的组成、浓度
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水平等）以及外界条件（发酵温度、时间、接种量、通

气量等）将会严重制约微生物的生长与胞外产物的

积累。为了提高翅鳞伞 !" #$%&# 菌株胞外多糖含
量，有必要对影响该菌生长和产糖的关键因素及其

水平进行优化，而在此之前，从众多的相关影响因素

中筛选出主要影响因子则是至关重要的。因此，本

研究首先利用 ’()*+,--./012)3 实验设计，对影响翅
鳞伞 !" #$%&# 菌株生长和发酵产糖的诸多相关因
子进行了评价，成功地筛选出影响该菌生长和发酵

胞外多糖的主要内在因素和外部因素，省时省力，快

速有效。

在 ’()*+,--./012)3筛选实验基础上，通过响应
曲面法（4"5）建立了关键内在因子影响翅鳞伞 !"
#$%&#菌株发酵产糖的二次多项数学模型，并利用
统计学方法对该模型进行了显著性检验，优化了内

在因素水平，探讨了各因素间的交互作用。通过对

该模型方程求解得知，在各因素分别为：酵母膏

6$789:，果糖 ;;$#89:，58"<& 7$#89:，麦芽糖 =$689:，

>3?(% @A$6289:，起始 BC#$@ 时，可获得最大量的胞
外多糖，预测为 AD6$@%!892:发酵醪，此预测可信度
不仅被统计分析所验证，也被实践所证实。该预测

值与 ’()*+,--./012)3 筛选实验相比，每毫升发酵醪
约增加了 ;D7!8 胞外多糖，由此可见，利用 4"5 法
对翅鳞伞 !" #$%&# 菌株发酵培养基进行优化不仅
经济有效，而且科学合理。
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新抗体及酶制剂用于防病抗癌治疗

在结肠癌、乳腺癌、胃癌等多种肿瘤的细胞中，有一种名为“>F*C”的蛋白质，它可促进肿瘤新生血管快速生成，加速肿瘤的
生长和转移。中国科学院上海生命科学研究院一个课题组以 >F*C为目标，在实验室里成功制备一种可对付 >F*C的抗体，命名为
阻断性抗体 X9。将其注入患恶性黑色素瘤的实验鼠体内，9周后发现老鼠体内给癌细胞供给营养的血管减少了 97c，肿瘤也
由 6NT ,萎缩到 7N] ,，这种抗体有望临床上用于对癌症的检测和治疗。如果某种蛋白质因子加速肿瘤的生成、生长和转移的
话，针对这种“祸害之源”，除研发新型抗体之外，还有可能开发某种蛋白性的酶制剂（如某种蛋白酶等），若能在某种细菌中找

到这种特定蛋白酶，则很有可能解除这种致癌蛋白质因子，加强这方面的研究很有实用价值。英国研究者开发一种生物催化

方法可导致癌细胞自我死亡，并表现其专一性，只对癌细胞行之有效。尽管花了 O年的时间研究取得这项成果，但还需要做进
一步实验研究，其作用的稳定性、持效性如何？值得注意的是，美国研究者研发一种端粒酶抑制剂，可在几周内能有效减缓肿

瘤形成，如果辅以常规治癌药物，则可促进抗癌细胞生成。实验结果证明，这种端粒酶抑制剂有可能成为一种强有力的治癌

新药，现已进入前期临床试验，以促进抗癌制剂的研究与应用。重视防癌、抗癌药物的研发是一方面，另一方面，防癌、抗癌的

保健食疗研究也不可忽视，这也是很有潜力的。为达到此目的，现代生物技术的有效应用，即将某致癌病毒的基因片段转入

到食用西红柿的基因中，使其产生具有抗致癌病毒的抗体，从而可构建这种“转基因西红柿”，其果实则有“可食用植物疫苗”

之功能；再加上西红柿果实本来含有丰富的番茄红素等抗氧化剂，人们常食用这种“工程西红柿”很有利于防病、防癌之保健

功能。我国研究人员研究含 M"XM病毒抗体的“工程西红柿”，食用它的果实也有防治“肝炎”之效，实质上也是运用“以毒攻
毒”方法在防病、抗癌方面的具体应用。

（柯 为供稿）

55O 生 物 工 程 学 报 57卷


