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均匀设计法优化廉价型牛凝乳酶工程菌

发酵培养基

袁 伟 1 ,2，惠丰立 2 ,*，柯 涛 2，程民杰 2，赵金梅 2

(1.河南师范大学生命科学学院，河南 新乡      453007；2.南阳师范学院生命科学与技术学院，河南 南阳      473061)

摘   要：为了获得生产用廉价型牛凝乳酶工程菌发酵培养基，通过单因素试验考察发酵培养基中各组分对产酶的影

响。结果显示：葡萄糖、玉米浆、酵母提取物、尿素质量浓度对产酶影响显著。以上述因素作为随机因子，进

行均匀设计试验，采用逐步回归方法对试验结果进行分析。结果表明：在葡萄糖 45g/L、玉米浆 17g/L、酵母提

取物 6g/L、尿素 12g/L 的条件下，凝乳酶活性达 342.86SU/mL，比优化前提高了 1.22 倍。所得培养基为重组牛凝

乳酶的高效低成本生产提供了参考。
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Abstract ：In order to obtain a low-cost fermentation medium for recombinant chymosin strain Chy1 in a large scale, the effects

of glucose, corn syrup, yeast extract and urea concentration on chymosin production by recombinant chymosin strain Chy1

were explored by single factor tests. The results indicated that the effects of glucose, corn syrup, urea and yeast extract on

chymosin production were significant. The optimal fermentation medium was optimized by uniform design tests to be glucose

of 45 g/L, corn syrup of 17 g/L, yeast extract of 6 g/L and urea of 12 g/L. Under these optimal conditions, the activity of chymosin

can reach up to 342.86 SU/mL, which exhibited a 1.22 fold enhancement when compared with original medium. This optimal

fermentation medium provided a basis for massive chymosin production by recombinant chymosin strain Chy1 with high

efficiency and low cost.
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凝乳酶是从未断奶的小牛皱胃中提取的一种天冬氨

酸蛋白酶，它可以特异性裂解牛乳中的κ - 酪蛋白的

Phe105-Met106 之间肽键，导致牛乳凝结，因此被广泛

用于干酪制造业[ 1 -2 ]。凝乳酶是世界第二大酶制剂，其

产量占全世界酶制剂总量的 15%[3]。传统的凝乳酶是通

过宰杀未断奶小牛，从其皱胃中提取的。随着小牛数

量的逐年减少，这种传统而昂贵的制备方法已无法满足

世界干酪需求量不断增长的需要。

利用微生物生物工程技术生产凝乳酶可以获得高纯

度的凝乳酶，生产成本低，来源稳定 [ 3 ]。目前全世界

用于干酪生产的凝乳酶约 50% 以上是生物工程酶制剂，

生物工程凝乳酶也得到了消费者的广泛接受[4-9]。我国尚

无凝乳酶生物工程产品的生产，除少量从小牛皱胃中提

取外，干酪生产所用凝乳酶主要依赖进口。凝乳酶匮

缺已成为制约我国干酪生产的重要因素。

本实验室已成功将小牛凝乳酶原基因与乳酸克鲁维

酵母表达载体 pKLAC1 相连接形成重组质粒 pKLAC1-
Prochy，并将其转化至非营养缺陷型工业菌株乳酸克鲁
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维酵母 GG799 中，获得了具有分泌表达重组凝乳酶能力

的基因工程菌 Chy1。培养基组成是决定重组凝乳酶经

济可行的关键因素之一。由于目前多数生物工程凝乳酶

生产培养基采用牛肉膏、蛋白胨、酵母膏等基质 [ 5 - 7 ]，

但这些材料的价格较高，导致生产成本较高。因此筛

选廉价型培养基，对于降低生产成本、提高生产效益

具有重要意义。

均匀设计是在正交设计的基础上发明的一种新的设

计方法。其特点是不考虑整齐可比性，而且完全保证

均匀性，让实验点在实验范围内充分的均匀分散，这

样可以大大减少实验点，且仍能得到反映实验体系主

要特征的实验结果 [ 1 0 ]。近年来采用均匀设计法对发酵

培养基进行优化已有一些报道，并取得了较好的优化

结果[11-14]。前期通过大量实验已筛选到适合牛凝乳酶工

程菌发酵的主要培养基成分，如玉米浆、酵母提取物、

尿素等，本实验进一步在单因素试验的基础上，采用均

匀设计法优化牛凝乳酶工程菌发酵的廉价培养基组成，

以提高其酶活性，为规模化生产凝乳酶提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌种

牛凝乳酶重组菌株 C h y 1，由本实验室构建。

1.2 培养基

斜面培养基( g / L )：葡萄糖 2 0、蛋白胨 2 0、酵母

粉 10、琼脂 20，pH5.8～6.0；种子培养基(g/L)：葡萄

糖 20、蛋白胨 20、酵母粉 10，pH5 .8～6 .0；发酵基

础培养基(g/L)：葡萄糖 40、玉米浆 20、酵母膏 5、尿

素 1 5 。

1.3 培养方法及培养条件

挑取单菌落转接于斜面培养基，待长出丰满菌落

后挑取一环接种于 5 0 mL 种子培养基中，2 0 0 r / mi n、
28℃摇床培养 20h，再以 10% 的接种量接入 50mL 液

体发酵培养基中(250mL 摇瓶)，180r/min、28℃摇床

培养 9 6 h。
1.4 重组凝乳酶活性检测

将重组酵母培养液以 3000r/min 离心 5min，上清液

pH 值用 1mol/L H2SO4 调整至 2，室温条件下放置 2h，然

后用 2mol/L Tris 将上清液的 pH 值调至 6，用于凝乳酶

活性的检测。

采用 Arima 等[15]的方法进行凝乳酶活性的测定。用

0.01mol/L CaCl2 溶液配制 10g/100mL 脱脂乳。此溶液配

制后在室温下放置 40min 后使用，取 5mL 10g/100mL 脱

脂乳于 35℃保温 10min，加入适量稀释的酶制剂，振荡

均匀并开始计时，观察管壁上开始出现凝乳颗粒为终

点，记录凝乳时间(t)。在上述条件下，40min 凝结 1mL
10g/100mL 脱脂乳的酶量定义为一个 Soxhlet 单位(SU)。

1.5 实验设计

1.5.1 单因素试验

根据前期大量实验筛选到适合牛凝乳酶工程菌发酵

的主要培养基成分，以凝乳酶活性为考核指标，确定

葡萄糖、玉米浆、酵母提取物、尿素对发酵产酶的影

响及适宜质量浓度范围。

1.5.2 均匀设计试验

根据单因素试验结果，选择葡萄糖质量浓度 X1、玉

米浆质量浓度 X 2、酵母提取物质量浓度 X 3、尿素质量

浓度X4  4个因素水平构建U10(1010)(中心偏差CD=0.12597)
进行参数优化试验，用 DPS 数据处理系统软件对试验结

果进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 葡萄糖质量浓度对酶活性的影响

葡萄糖质量浓度分别为 10、20、30、40、50g/L，

研究葡萄糖质量浓度对酶活性的影响，结果见图 1。

由图 1 可见，葡萄糖发酵凝乳酶的最佳质量浓度

是 30g/L。当葡萄糖质量浓度小于 30g/L 时，随着葡萄

糖质量浓度的增加，凝乳酶的酶活性急剧增加，在

30g/L 时达到最大；而葡萄糖质量浓度大于 30g/L 时，

随着葡萄糖质量浓度的增加，凝乳酶活性呈下降趋

势。分析原因可能是碳源过多对凝乳酶的酶活性产生

了抑制作用。

2.1.2 玉米浆质量浓度对酶活性的影响

玉米浆质量浓度分别为 15、20、25、30、35g/L，

考察玉米浆质量浓度变化对酶活性的影响，结果见图 2。
当玉米浆的质量浓度提高时，体系营养增加，有利于

菌体生长繁殖，使得发酵液中凝乳酶活性增加；但玉米

浆的质量浓度超过 25g/L 时，致使加入的营养过多，抑

制了菌体生长从而影响了凝乳酶的酶活性。因此玉米浆

的最佳质量浓度为 25g/L。
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图 1 葡萄糖质量浓度对酶活性的影响

Fig.1   Effect of glucose concentration on chymosin activity
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2.1.3 酵母提取物质量浓度对酶活性的影响

对酵母提取物的质量浓度进行了研究，设酵母提取

物的质量浓度分别是 4、6、8、1 0、1 2 g / L，实验结

果见图 3 。

从图 3 可以看出，当酵母提取物的质量浓度范围在

4～8g/L 时，随着酵母提取物质量浓度的增加，凝乳酶

活性增加很快；酵母提取物的质量浓度为 8g/L 时，凝

乳酶的酶活性最高为 169.52SU/mL；而当酵母提取物的

质量浓度大于 8 g / L 时，凝乳酶活性呈下降趋势。

2.1.4 尿素质量浓度对酶活性的影响

设定尿素的质量浓度分别是 5、10、15、20、25g/L，

尿素质量浓度对酶活性影响的实验结果如图 4 所示。尿
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图 2 玉米浆质量浓度对酶活性的影响

Fig.2   Effect of corn syrup concentration on chymosin activity

酵母提取物质量浓度 /(g/L)

200

150

100

50

0

酶
活
性

/(S
U

/m
L)

4 6 8 10 12 14

图 3 酵母提取物质量浓度对酶活性的影响

Fig.3   Effect of yeast extract concentration on chymosin activity
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图 4  尿素质量浓度对酶活性的影响

Fig.4   Effect of urea concentration on chymosin activity

素的质量浓度在 15g/L 时，酶活性最高；质量浓度低于

15g/L 时，凝乳酶活性随着尿素质量浓度的增加而显著

增加，而高于 15g/L 时凝乳酶活性反而降低。因此尿素

的最佳质量浓度是 15g/L。

2.2 均匀设计优化发酵培养基

2.2.1 回归模型

为进一步探讨葡萄糖质量浓度、玉米浆质量浓度、

酵母提取物质量浓度、尿素质量浓度 4 个参数及其交互

作用对凝乳酶的酶活性的影响，以凝乳酶的酶活性为考

核指标进行优化试验。表 1 为优化试验方案与结果。

试验号 实际值 回归值 误差

1 137.93 138.18 － 0.25
2 272.73 272.65 0.08
3 200.01 199.75 0.26
4 187.50 187.42 0.08
5 126.32 126.07 0.25
6 171.43 171.68 － 0.25
7 125.01 125.08 － 0.07
8 70.59 70.67 － 0.08
9 81.08 80.82 0.25
10 184.62 184.87 － 0.25

表 2 回归方程预测效果

Table 2   Predicted and experimental values of chymosin activity

试验 X1葡萄糖质量 X2玉米浆质量 X3酵母提取物质量 X4尿素质量 Y酶活性 /
号 浓度 /(g/L) 浓度 /(g/L) 浓度 /(g/L) 浓度 /(g/L) (SU/mL)
1 35 21 8 16 137.93
2 45 17 7 14 272.73
3 40 25 6 20 200.01
4 40 31 9 12 187.50
5 35 29 8 16 126.32
6 45 29 10 18 171.43
7 30 17 9 20 125.01
8 25 31 7 18 70.59
9 25 21 10 14 81.08

10 30 25 6 12 184.62

表 1  U10(1010)试验方案与试验结果

Table 1    Scheme and results of uniform design

利用 DPS 数据处理系统对试验数据进行回归分析处

理，得到凝乳酶活性与各因素的回归方程为：Y=1294.9 ＋

246.75X1 － 532.54X2 － 2312.9X3 ＋ 1.6264X4 － 26.151X1
2 ＋

103.48X2
2 ＋ 1343.5X3

2 － 19.578X4
2。其中相关系数 R 为

0.9999，F 值为 9870，作 F 检验，F ＞ F 0.05(8,1)=238.9，
回归方程显著。由表 2 可知，观测值与拟合值误差非常

小，准确度高。

2.2.2 单因子效应分析

根据回归方程的通径系数分析方法将相关系数分解
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为直接作用系数和间接作用系数，以揭示各个因数对因

变量的相对重要性。用 DPS 数据处理系统计算 X 1、X 2、

X3、X4 4 个参数对凝乳酶活性通径系数为：X1(0.8276)＞
X3(－ 0.3649)＞ X2(－ 0.2834)＞ X4(－ 0.2783)，即在选定

的 4 个参数中，葡萄糖对酶活性的影响最大，其次是酵

母提取物和玉米浆，尿素的影响最小。

2.2.3 参数优化及验证实验

通过回归模型对培养基进行优化，得到培养基最优

的试验条件，葡萄糖 45g/L、玉米浆 17g/L、酵母提取

物 6g/L、尿素 12g/L，预期指标最大值(339.14 ± 8.18)
SU/mL。

为了检测模型和优化结果的准确性，配制计算得

到的最优培养基进行发酵实验，3 次实验的平均结果为

342.86SU/mL，在模型允许的误差范围之内。说明该方

法对牛凝乳酶发酵培养基优化是可行的，模型能较好地

预测实际发酵情况，得到的结果可以在实践中应用。

3 结  论

3.1 通过单因素试验考察了发酵培养基各组分对产酶的

影响，结果显示葡萄糖、玉米浆、酵母提取物、尿素

对产酶影响显著，最佳质量浓度分别为葡萄糖 30g/L、玉

米浆 25g/L、酵母提取物 8g/L、尿素 15g/L。

3.2 应用均匀设计试验对以上成分进行优化，分析结

果表明，牛凝乳酶原工程菌最佳发酵培养基配方为：葡

萄糖 45g/L、玉米浆 17g/L、酵母提取物 6g/L、尿素 12g/L。
在此培养条件下，乳酶活性达 342.86SU/mL，与模型预

测值非常接近，表明该模型能很好地预测实际的发酵

情 况 。

3.3 实验结果证明，采用均匀设计实验优化牛凝乳酶

原工程菌发酵培养基组分准确可靠。由于葡萄糖、玉

米浆及尿素比乳糖、蛋白胨和酵母膏等基质便宜得多。

因此，本研究获得的廉价型培养基具有重要的实际应用

价值，为化牛凝乳酶的工业化生产提供可靠的前提条件。
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