
第 37 卷    第 3 期 渔  业  科  学  进  展 Vol.37, No.3 

2 0 1 6 年 6 月 PROGRESS IN FISHERY SCIENCES Jun., 2016 

                            

* 国家自然科学基金-联合基金(U1406402-5)和国际科技合作与交流专项(2014DFG30890)共同资助。董延娟，E-mail: 
dongyanjuan112@126.com 

① 通讯作者：孙  谧，研究员，E-mail: sunmi@ysfri.ac.cn 

收稿日期: 2015-04-30, 收修改稿日期: 2015-06-07 
 

 

DOI: 10.11758/yykxjz.20150430003  http://www.yykxjz.cn/ 

产木聚糖酶菌株 YS1069 的产酶条件优化* 

董延娟 1,2  郝建华 1  郑鸿飞 1  孙  谧 1① 
(1. 农业部海洋渔业可持续发展重点实验室  青岛市海洋酶工程重点实验室  中国水产科学研究院黄海 

水产研究所  青岛  266071；2. 上海海洋大学食品学院  上海  201306) 

摘要    为获得较高的木聚糖酶产量，采用单因素实验和响应面实验方法，筛选氮源、碳源、无机

盐、接种量、装液量、Na2CO3、发酵温度、发酵时间多个单因素，对产木聚糖酶的芽孢杆菌 YS1069

的发酵培养基和发酵条件进行了优化。结果显示，豆饼粉 25 g/L、麸皮 40 g/L、NaNO3 0.9 g/L、K2HPO4 

3 g/L、MgSO4·7H2O 0.6 g/L、接种量 4%、装液量 30 ml/250 ml(v/v)、Na2CO3 添加量 18 g/L、培养

温度 30℃、培养时间 96 h 时，酶活性达到最高。再通过 Plackett-Burman 设计对影响木聚糖酶产量

的 8 个主要因素进行评价，确定 Na2CO3 浓度、麸皮浓度和 MgSO4·7H2O 浓度是影响产酶量的 3 个

主要因素。利用中心组合设计及 Design-Expert 8.05 软件分析，获得了主要因素的最优条件，即

Na2CO3 浓度 21.86 g/L、麸皮浓度 51.41 g/L、MgSO4·7H2O 浓度 0.59 g/L，实验最终酶活性比发酵

优化前提高了 5 倍。 
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木聚糖是植物半纤维素的主要成分，其含量仅次

于纤维素，是自然界中最为丰富的可再生资源之一

(单志琼等, 2012)。木聚糖的主链由 D-木糖以 β-l,4-

糖苷键连接而成(余英鹏等, 2014)，内切-β-l,4-木聚糖

酶作用于木聚糖主链，可以将其水解为低聚木糖(Beg 

et al, 2001)。低聚木糖一般由 2–7 个木糖残基构成，

它在人体肠道内会促进有益菌的生长，改善肠道微环

境，增强机体免疫力(凌沛学等, 2007)。另外，低聚

木糖能有效降低高血压、高血脂和糖尿病的发病率；

还可以润肠通便，治疗腹泻(孙毅等, 2014)。木聚糖

酶也被广泛应用于饲料、造纸及食品等行业。 

产木聚糖酶的微生物来源非常广泛，包括细菌

(刘程程等, 2014; 孙明哲等, 2013)、放线菌(朱运平等, 

2012)、霉菌(江正强等, 2007; 郑虹, 2014)及酵母(Liu 

et al, 1999; 陆彬等, 2014)，来源不同的木聚糖酶的酶

学性质差异较大。真菌产的木聚糖酶多为酸性且热稳

定性不高(Shi et al, 2012)，细菌产的木聚糖酶多为中

性或偏碱性且具有较好的耐碱性和热稳定性。本研究

对分离自黄海海域的一株产木聚糖酶的芽孢杆菌进

行发酵优化，优化筛选参考马子宾等(2015)、陈世建

等(2014)的研究方法，使木聚糖酶产量达到较高水平。 

1  材料与方法 

1.1  菌株  

芽孢杆菌 YS1069 由中国水产科学研究院黄海水

产研究所海洋产物资源与酶工程研究室提供。 

1.2  培养基及培养条件 

1.2.1  培养基    种子培养基：淀粉 10 g/L，蛋白胨

5 g/L，酵母膏 5 g/L，K2HPO4 1 g/L，MgSO4·7H2O 0.2 g/L，

NaCl 50 g/L，Na2CO3 10 g/L。基础发酵培养基：麸皮

40 g/L，豆饼粉 20 g/L，Na2CO3 12 g/L。 
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1.2.2  培养条件    将保存的斜面菌种接种于液体种

子培养基中，30℃、200 r/min 培养 22 h，再以 4%的

接种量将菌液转入基础发酵培养基中，30℃、230 r/min

培养 96 h。 

1.3  方法 

1.3.1  酶活性的测定方法    发酵液离心(10000×g、

15 min) 后 ， 上 清 液 用 pH=8.0 、 50 mmol/L 的

Na2HPO4-NaH2PO4(PBS)缓冲液适当稀释，采用 3,5-二

硝基水杨酸(DNS)法测定木聚糖酶酶活性(孙丰慧等, 

2008)：在比色管中加入 0.4 ml 用 pH=8.0 的 PBS 缓

冲液配制的 1%的木聚糖(Sigma 公司)溶液，置于 55

℃水浴中预热 10 min，再加入稀释酶液 0.1 ml，55℃

水浴反应 30 min。用冰冷却终止反应，加入 1.5 ml 

DNS，煮沸 15 min，加蒸馏水定容至 10 ml，用分光

光度法测定反应的 OD497 nm，以木糖浓度和 OD497 nm

制作标准曲线。在 pH=8.0、55℃反应条件下，以每

小时木聚糖酶水解木聚糖产生 1 mg 木糖所需要的酶

量定义为 1 个酶活力单位。 

1.3.2  单因素实验    根据单因素实验设计原理，在

其他发酵条件不变的前提下，依次考察氮源、碳源、

无机盐、接种量、装液量、起始 pH、发酵温度和发

酵时间对菌株产酶的影响，每个实验重复两次，每次

设 3 个平行，每组数据重复测定两次，通过取各组数

据的均值来评价各因素对菌株发酵产酶的影响。 

1.3.3  响应面实验    在单因素实验的基础上，根据

Plackett-Burman 实验设计和中心组合实验设计原理，

以每毫升发酵液中所含的酶活性单位数作为响应值

Y1(U/ml)，每个实验重复两次，每次设 3 个平行，每

组数据重复测定两次，取各组数据的均值，利用

Design-Expert 8.05 软件对实验结果进行响应面回归

分析，考察各因素的主效应和交互效应对菌株产木聚

糖酶的影响，以获得最佳的产木聚糖酶条件。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验设计与分析 

2.1.1  氮源对菌株产木聚糖酶的影响    从基础发酵

培养基出发，研究不同氮源(20 g/L)对菌株产木聚糖酶

的影响。结果如图 1 所示，其发酵产酶的最佳氮源为

豆饼粉。随后进行了不同浓度的豆饼粉对产酶的影响

(图 2)，当豆饼粉在浓度为 25 g/L 时，相对酶活力最高。

2.1.2  碳源对菌株产木聚糖酶的影响    固定氮源

为豆饼粉(25 g/L)，研究不同碳源(40 g/L)对产酶的影 

 
 

图 1  氮源种类对产酶的影响 
Fig.1 Effects of nitrogen source on the production of xylanase 

N1: 豆饼粉; N2: 酵母粉; N3: 蛋白胨; N4: 玉米浆; N5: 

酵母膏; N6: 牛肉膏; N7: 硫酸铵 
N1: bean cake powder; N2: yeast powder; N3: peptone; N4: 

corn paste; N5: yeast extract; N6: beef extract;N7: (NH4)2SO4 

 

 
 

图 2  豆饼粉浓度对产酶的影响 
Fig.2  Effects of concentration of bean cake powder on the 

production of xylanase 
 

响(图 3 和图 4)。相同条件下，麸皮为碳源时，产酶效

果最好；麸皮浓度为 40 g/L 时，获得较高的酶活力。 

2.1.3  无机盐对菌株产木聚糖酶的影响    NaNO3、

K2HPO4、MgSO4·7H2O 在添加量分别为 0.9 g/L、3 g/L

和 0.6 g/L 时，菌株 YS1069 产酶量达到最高。 

2.1.4  接种量对菌株产木聚糖酶的影响    在30 ml的

发酵培养基中分别按照体积分数 1%、2%、4%、6%、

8%、10%和 12%接入种子培养液。接种量为 4%时，

酶活性相对较高。 

2.1.5  装液量对菌株产木聚糖酶的影响    250 ml

三角瓶中，较低装液量水平时(<40 ml)，酶产量相对

稳定；较高装液量水平时，酶产量快速减少，这主要

是由于溶氧较低、供氧不足造成的。 

2.1.6  Na2CO3 浓度对菌株产木聚糖酶的影响    其

他条件不变，通过改变 Na2CO3 的添加量来改变发酵

培养基的起始 pH，考察其对菌株产酶的影响(图 5)。

当 Na2CO3 添加量为 18 g/L、起始 pH 为 9.5 时，酶产

量相对较高。 
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图 3  碳源种类对产酶的影响 
Fig.3 Effects of carbon source on the production of xylanase 

C1: 可溶性淀粉; C2: 麦芽糖; C3: 葡萄糖; C4: 蔗糖;  

C5: 麸皮; C6; 乳糖; C7: 木聚糖; C8: β-环糊精;  

C9: 甘油; C10: 柠檬酸; C11: 糊精 
C1: soluble starch; C2: maltose; C3: glucose; C4: sucrose;  

C5: wheat bran; C6: lactose; C7: xylan; C8: β-cyclodextrin; 
C9: glycerin; C10: citric acid; C11: dextrin 

 

 
 

图 4  麸皮浓度对产酶的影响 
Fig.4  Effects of concentration of wheat bran on the 

production of xylanase 
 

 
 

图 5  Na2CO3 浓度对产酶的影响 
Fig.5  Effects of concentration of Na2CO3 on the production 

of xylanase 
 

2.1.7  发酵温度对菌株产木聚糖酶的影响    考察

不同温度(15℃、20℃、25℃、28℃、30℃、33℃、

37℃和 40℃)对产酶的影响(图 6)，该菌在相对较低温

度下(25–33℃)，产酶较高；在较高温度下(>37℃)， 

 
 

图 6  发酵温度对产酶的影响 
Fig.6  Effects of temperature on the production of xylanase 

 

产酶量明显下降。这可能与菌株 YS1069 来自海洋环

境并长期适应低温环境有关。 

2.1.8  发酵时间对菌株产木聚糖酶的影响    种子培

养液按 4%(v/v)接种量接种入 250 ml 三角瓶中的 30 ml

基础发酵培养基中，30℃、230 r/min 培养，间隔取样

测定酶活力(图 7)，在培养 96 h 时，酶产量达到最大。

因此，确定其最佳培养时间为 96 h。 
 

 
 

图 7  发酵时间对产酶的影响 
Fig.7  Effects of culturing time on the production of xylanase 

 

2.2  响应面实验设计与分析 

2.2.1  Plackett-Burman 实验设计与结果    单因素

实验后，为筛选对发酵产木聚糖酶影响较大的因素，用

每毫升发酵液中所含的酶活力单位数作为响应值

Y1(U/ml)，选择麸皮、接种量、装液量、MgSO4·7H2O、

豆饼粉、K2HPO4、Na2CO3 和 NaNO3 作为研究对象，

另外，在实验运行次数不增加的情况下，选择 3 个虚

拟项，各影响因素的编码水平及 PB 实验结果分析见表

1 和表 2。 

利用响应面软件分析 PB 实验结果，可以确定

Na2CO3、MgSO4·7H2O、麸皮为主要影响因素(P<0.05)，

贡献值合计达 82.06。 

2.2.2  中心组合实验设计与结果    为进一步研究

因素之间的交互作用并获得最大产酶量，设计 3 个主

要因素 5 个水平、N=20 的中心组合实验，以 Design- 
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表 1  Plackett-Burman 实验因素水平 
Tab.1  Levels of independent variables in  

Plackett-Burman test 

因素 Factors 
单位
Unit 

因素代码 
Symbol  

code 

低水平 
Low level

高水平
High level

麸皮 Wheat bran g/L X1 10 70 

接种量 Inoculum volume %(v/v) X2 2 6 

装液量 Liquid volume ml X3 25 35 

MgSO4·7H2O g/L X4 0.3 0.9 

豆饼粉 
Bean cake powder 

g/L X5 10 40 

K2HPO4 g/L X6 2 4 

Na2CO3 g/L X7 10 22 

NaNO3 g/L X8 0 2 

Expert 8.05 软件对中心组合实验结果进行响应面回归

分析。因素水平编码见表 3，实验设计及结果见表 4。 

通过 Design-Expert 数据分析软件对中心组合实验

结果进行回归分析，得到的方差分析结果如表 5 所示。

结果显示，实验所用模型 P<0.0001，表明该二次方程

模型达到极显著水平，并且失拟项 P=0.1023>0.05，表

明该模型的失拟度不显著，说明回归方程对数据进行

了较好的拟合，二次多项回归方程为： 

Y=4163.42+661.47X7+29.10X4–742.95X1 

+209.02X7X4+871.90X7X1+105.09X4X1 

–426.06X7
2–255.59X4

2–1023.05X1
2 

由统计软件分析可知，Y预测最大值为4462.34 U/ml，

此时，Na2CO3 浓度为 21.86 g/L，麸皮浓度为 51.41 g/L，

MgSO4·7H2O 浓度为 0.59 g/L。在该条件下对模型预测 
 

表 2  Plackett-Burman 实验结果分析 
Tab.2  Analysis of experimental results in Plackett-Burman test 

因素 Factors 代码 Code 影响值 Impact value 贡献值 Contribution value F P 显著性 Significance

麸皮 Wheat bran X1 877.02 14.48 11.76 0.0415 * 

接种量 Inoculum volume X2 –16.48 0.02 0.021 0.9527  

装液量 Liquid volume X3 813.24 12.45 10.12 0.0501  

MgSO4·7H2O X4 –962.26 17.43 14.16 0.0328 * 

豆饼粉 Bean cake powder X5 –46.05 0.04 0.032 0.8686  

K2HPO4 X6 –283.26 1.51 1.23 0.3488  

Na2CO3 X7 1632.08 50.15 40.74 0.0078 * 

NaNO3 X8 –110.88 0.23 0.19 0.6938  
 

表 3  中心组合实验设计的因素及其编码值 
Tab.3  Factors and codes in central  

composite test design 

水平 Level 
因素 Factors 

编码 
Code –1.682 –1 0 1 1.682

Na2CO3 (g/L) X7 11.27 14 18 22 24.73

MgSO4·7H2O (g/L) X4 0.16 0.3 0.5 0.7 0.84

麸皮 Wheat bran (g/L) X1 16.36 30 50 70 83.64

 
值进行实验验证，结果为 4408.63 U/ml，比发酵优化前

(738.21 U/ml)提高了约 5 倍。实验值与预测值基本相符，

说明预测模型可应用于该木聚糖酶发酵条件的优化。 

由 Design-Expert 8.05 软件分析得到三因素交互

作用(图 8)，其中，Na2CO3 和麸皮的交互作用对木聚

糖酶活性的影响最为显著。 

3  讨论 

微生物发酵产酶量的高低受多种因素的影响，因

此，为了获得较高的酶产量就需要对各种因素进行优

化，从而获得有利于产酶的最优组合。另外，不同来源

的菌种发酵产酶量也有很大的差别，因此，目的菌株

的选择对于发酵的影响也是至关重要的。海洋环境的 

表 4  中心组合实验设计及其结果 
Tab.4  Experimental design and results of central composite test 

Run 
NO.

Na2CO3

X7 
MgSO4·7H2O 

X4 

麸皮 
Wheat bran 

X1 

木聚糖酶活性
Xylanase 

activity Y(U/ml)

1 –1 –1 –1 3768.6 

2 1 –1 –1 2858.5 

3 –1 1 –1 3106.3 

4 1 1 –1 3150.8 

5 –1 –1 1 262.4 

6 1 –1 1 2958.4 

7 –1 1 1 138.9 

8 1 1 1 3552.6 

9 –1.682 0 0 1809.3 

10 1.682 0 0 4062.5 

11 0 –1.682 0 3329.9 

12 0 1.682 0 3506.3 

13 0 0 –1.682 2488.5 

14 0 0 1.682 6.3 

15 0 0 0 4145.2 

16 0 0 0 4138.4 

17 0 0 0 4133.8 

18 0 0 0 4161.1 

19 0 0 0 4198.1 

20 0 0 0 4211.7 
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表 5  响应面模型方差分析 
Tab.5  Variance analysis of the response surface  

quadratic model 

来源 Source 
平方和 
Sum of 
squares 

自由 

度 df 

均方 
Mean 
square 

F P 

模型 Model 3.689×107 9 4.099×106 1736.16 <0.0001

残差 
Residual 

23608.13 10 2360.81   

失拟性 
Lack of fit 

18252.09 5 3650.42 3.41 0.1023

纯误差 
Pure error 

5356.04 5 1071.21   

总差 
Cor total 

3.691×107 19    

 

低温、高压、高盐环境使海洋微生物表现出许多独特

的性质，因此，比来自陆地的微生物更具开发应用前景。 

本研究通过单因素实验和响应面实验优化了芽

孢杆菌 YS1069 产木聚糖酶的发酵条件。实验最终确

定了发酵培养的最佳碳源麸皮、氮源豆饼粉的浓度分

别为 51.41 g/L 和 25 g/L，无机盐 NaNO3、K2HPO4、

MgSO4·7H2O 的最佳浓度分别为 0.9 g/L、3 g/L 和 

0.59 g/L。在 Na2CO3 浓度 21.86 g/L、4%接种量、30 ml

装液量和 30℃的条件下发酵 96 h 获得最优酶产量。优

化后木聚糖酶的酶活力与未优化前相比，提高约 5 倍，

优化效果显著，优化后的摇瓶发酵液 1 ml 可催化木

聚糖生成木糖的速率为 483.26 μmol/min。目前，国

内外也有许多对微生物产木聚糖酶的研究报道，芽孢 
 

 

 
 

图 8  响应面三维图和对应的等高线 
Fig.8  Three-dimensional response surface diagrams and the corresponding contour plots 
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杆菌 Bacillus sp. QH14(单志琼等, 2014)和 Bacillus sp. 

No. X-18(葛方兰等, 2009)的摇瓶发酵液 1 ml 催化生成

木糖的速率为 648.79 μmol/min 和 72.41 μmol/min；

Bacillus altitudinis DHN8 的摇瓶发酵液 1 ml 催化生

成木糖的速率为 245 μmol/min(Adhyarua et al, 2014)。

与其他芽孢杆菌产木聚糖酶的报道相比，芽孢杆菌

YS1069 的产木聚糖酶酶活力相对较高且培养基原料

成本低，为该酶的理论研究和工业应用奠定了基础。 
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Optimization of the Fermentation Conditions for  
Xylanase-Producing Strain YS1069 
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2. College of Food Science & Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai   201306) 

Abstract    In this study we applied one-single factor and response surface method to optimize the 
culture medium and other conditions for strain YS1069, which would improve the yield of xylanase. First, 
the single factor method was used to screen eight factors including the nitrogen source, the carbon source, 
the inorganic salts, the inoculation volume, the liquid volume, Na2CO3, fermentation temperature and 
fermentation time. The optimal results corresponding to each single factor was as follows: bean cake 
powder 25 g/L, wheat bran 40 g/L, NaNO3 0.9 g/L, K2HPO4 3 g/L, MgSO4·7H2O 0.6 g/L, inoculums at 
4%, 30 ml/250 ml (v/v) liquid volume, Na2CO3 18 g/L, cultured at 30℃ for 96 h. Secondly, these main 
variables were evaluated with the Plackett-Burman test. The results suggested that Na2CO3, wheat bran 
and MgSO4·7H2O were the most impactful factors. Finally, the optimal levels of the three factors were 
determined with central composite design and Design-Expert 8.05 software. The results were shown as 
follows: Na2CO3 21.86 g/L, wheat bran 51.41 g/L, and MgSO4·7H2O 0.59 g/L. Under the optimized 
conditions, the production of xylanase was increased by 5 folds. 
Key words    Bacillus; Xylanase; Response surface methodology; Fermentation conditions; Optimization 
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