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［摘　 要］ 　 为筛选和优化解淀粉芽胞杆菌固态发酵当归培养基，以当归多糖含量为指标，采用单因

素试验对当归固态发酵培养基成分筛选，采用响应面分析试验对培养基组分进行优化。 结果显示，
在所筛选成分中，最适宜菌株发酵的固态培养基成分为当归、黄豆粉、碳酸钙和水。 优化的固态发

酵培养基各组分含量分别为：当归 ３２０． ９１４ ｇ ／ Ｌ、黄豆粉 １０９． ９１８ ｇ ／ Ｌ、碳酸钙 １． ５３２ ｇ ／ Ｌ、水

５４４． １５９ ｍＬ ／ Ｌ，３７ ℃发酵培养 ７２ ｈ，固态发酵物中的多糖质量分数达 ２４． ９１ ｍｇ ／ ｇ。 结果表明，优化

的当归固态发酵培养基适宜解淀粉芽胞杆菌生长，易于多糖的释放，所筛选的发酵培养基原材料符

合固态发酵产业化生产条件要求。
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　 　 当归是一种具有补血活血、润肠通便、调经止

痛等功效的常用中草药［１］。 其主要活性成分为藁

本内酯、阿魏酸和当归多糖。 在兽医临床中主要用

于治疗猪、牛、羊的卵巢囊肿和子宫内膜炎，效果显

著，也常作为中草料饲料添加剂用于改善动物生产

繁殖性能［２ － ４］。 然而，当归中虽然含有众多的药物

活性成分，但存在利用率较低的缺点，尤其在普通

方法中药提取后所剩药渣中仍有较多活性成分残

留。 因此，有必要进一步改进当归相关活性成分的

利用效率，提高活性物质的有效释放。
微生物发酵已被广泛报道可以有效提高中草

药中主要活性成分的含量，甚至能够在发酵过程中

产生新的活性物质 ［５ － ６］，这对于研究和开发新型绿

色无公害饲料添加剂，新型中药的进一步开发甚至

作为抗生素的替代品具有重要意义。 解淀粉芽孢

杆菌是一种好氧、易分离培养、抗逆性强的益生菌，
可以提高饲料利用率，改善动物肠道微生物菌群结

构。 此外，解淀粉芽孢杆菌能够分泌多种酶类物质

和抑菌活性物质，运用在中药发酵中能够帮助裂解

细胞壁，从而有利于中药有效成分的释放［７ － ８］，研
究利用已分离的一株解淀粉芽孢杆菌进行当归发

酵，并以当归多糖含量为指标对固态发酵当归培养

基的成分进行了筛选和优化，确定了固态发酵培养

基的主要成分及添加比例。 为后期兽用当归发酵

产品的技术开发及工业生产应用奠定基础。
１　 材料与方法

１． １　 材料　 解淀粉芽孢杆菌 ＳＳＹＢ 株，由本单位微

生物研究室分离并保存）；当归粉（过 ４０ 目筛），购
自齐齐哈尔齐泰医药；蛋白胨，购自北京奥博星生

物技术有限责任公司；葡萄糖、蔗糖、尿素等，购自

齐齐哈尔恒辉化工。
１． ２　 试验仪器　 ＵＶ － １９００ ＰＣ ／ ＵＶ － １９０１ 双束紫

外可见分光光度计，上海佑科仪器仪表有限公司；
ＴＧＬ － １６Ｃ 台式离心机，上海安亭科学仪器厂；
ＭＳ１０４ＴＳ ／ ０２ 电子天平，梅特勒 － 托利多（上海） 有

限公司。

１． ３　 种子液的制备 　 将贮存于 － ８０ ℃的解淀粉

芽孢杆菌（ＳＳＹＢ）解冻后划线于营养琼脂平板上，
过夜培养后，从平板中挑取单菌落至 ５ ｍＬ 营养肉

汤培养基中，３７ ℃，１７０ ｒｐｍ 摇床活化 １６ ～ １８ ｈ 后，
即制得种子液。
１． ４　 当归固态发酵培养基成分的筛选

１． ４． １　 碳源筛选　 分别以 ５０ ｇ ／ Ｌ 玉米粉、５０ ｇ ／ Ｌ
马铃薯淀粉、１０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖、１００ ｇ ／ Ｌ 当归替代基础培

养基（基础培养基：蛋白胨 ２０ ｇ ／ Ｌ、葡萄糖 １０ ｇ ／ Ｌ、
ＮａＣＬ ５ ｇ ／ Ｌ、当归粉 １００ ｇ ／ Ｌ）中的碳源葡萄糖，培
养基中其他成分不变。 取解淀粉芽胞杆菌种子液，
以 ２％接种量分别接种替代培养基，同时以基础培

养基作为对照。 均置于 ３７ ℃静止培养 ７２ ｈ，取样，
按苯酚 －硫酸显色法测定多糖质量分数，每个处理

重复 ３ 次。
１． ４． ２　 氮源筛选　 分别以 １０ ｇ ／ Ｌ 尿素、５０ ｇ ／ Ｌ 黄

豆粉、１０ ｇ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４和 １０ ｇ ／ Ｌ ＮＨＣｌ 替代基础

培养基中的氮源蛋白胨，培养基中其他成分不变。
按照 １． ４． １ 中的方法培养、取样和测定多糖质量分

数，每个处理重复 ３ 次。
１． ４． ３ 　 无机盐筛选 　 分别以 ２ ｇ ／ Ｌ ＫＨ２ ＰＯ４、
１． ５ ｇ ／ Ｌ碳酸钙、２ ｇ ／ Ｌ 硫酸镁（ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ）和

０． ２ ｇ ／ Ｌ 硫酸锰替代基础培养基中的 ＮａＣｌ，培养基

中其他成分不变。 按照 １． ４． １ 中的方法培养、取样

和测定多糖质量分数，每个处理重复 ３ 次。
１． ５　 当归发酵培养基的优化

１． ５． １　 试验设计及结果分析　 通过单因素试验筛

选出当归粉、黄豆粉、碳酸钙和水为当归固态发酵

培养基的组成成分，采用响应面中心组合的方法设

计四因素三水平的响应面分析试验，优化当归固态

发酵培养基中当归粉、黄豆粉、碳酸钙和水 ４ 个组

分的配比量。 各因素水平及编码见表 １，试验设计

方案见表 ２。 用软件 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ Ｖ １２ 进行试验

设计及数据分析，每个试验设置 ３ 组平行试验。
１． ５． ２　 模型验证试验　 将根据数据分析结果得到

的最优化培养基和原始培养基，在相同的条件下进
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行发酵培养，按 １． ４． １ 中的方法培养、取样和测定

多糖质量分数，以验证预测结果的准确，每个试验

设置 ３ 组平行试验。

表 １　 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 试验因素和编码水平

Ｔａｂ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ

因素（Ｆａｃｔｏｒｓ）
编码水平

－ １ ０ １

当归粉质量浓度（Ａ）
Ａｎｇｅｌｉｃａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｇ． Ｌ － １） ２５０ ３００ ３５０

黄豆粉质量浓度（Ｂ）
Ｓｏｙｂｅａｎ ｆｌｏｕｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｇ． Ｌ － １）

８０ １００ １２０

碳酸钙质量浓度（Ｃ）
Ｃａｌｃｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｇ． Ｌ － １）

１ １． ５ ２

水体积分数（Ｄ）
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍＬ． Ｌ － １）

４５０ ５５０ ６５０

１． ６　 固体发酵当归中多糖含量的测定

１． ６． １　 标准曲线的绘制　 选用苯酚 － 硫酸法进行

测定。 精密称取在 １０５ ℃干燥至恒重的葡萄糖对

照品 ０． １ ｇ 于 １００ ｍＬ 的容量瓶中，加水定容至

１００ ｍＬ即得 １ ｍｇ ／ ｍＬ 葡萄糖对照品溶液，取 １ ｍｇ ／ ｍＬ
葡萄糖对照品分别制备为 ５、１０、２０、４０、６０、８０、
１００ μｇ ／ ｍＬ葡萄糖对照品溶液。 分别吸取 ２ ｍＬ，加
５％的苯酚 １ ｍＬ，混匀后迅速加 ５ ｍＬ 浓硫酸，混匀

后沸水中加热 １５ ｍｉｎ，放置室温后测量，以蒸馏水

为空白，４９０ ｎｍ 测定吸光度值。

１． ６． ２　 样品溶液的测定　 取 ５ ｇ 固态发酵培养物

加 １００ ｍＬ 水震荡浸泡 １ ｈ，离心取上清后加无水乙

醇至乙醇终浓度为 ７５％ ，室温静置 ２４ ｈ 后离心收

集沉淀加水定容至 ５００ ｍＬ，按照 １． ６． １ 中苯酚 －硫

酸法进行测定。
２　 结果与分析

２． １　 培养基成分的筛选

２． １． １　 碳源筛选　 试验结果如图 １ － Ａ 所示，以当

归为碳源的培养基中每克发酵物中多糖质量分数最

高（２４． ６９ ｍｇ ／ ｇ），然后依次是葡萄糖（２３． ０８ ｍｇ ／ ｇ）、
玉米粉（２３． ０５ ｍｇ ／ ｇ）、马铃薯淀粉（２２． ８６ ｍｇ ／ ｇ），蔗
糖（２２． ５６ ｍｇ ／ ｇ）。 因以当归粉为碳源进行发酵所得

多糖含量最高，且本研究菌株旨在用于发酵中药，所
以选用当归粉为碳源。
２． １． ２　 氮源筛选　 试验结果如图１ －Ｂ 所示，以黄豆

粉为氮源的培养基中每克发酵物中多糖质量分数最高

（２４． ７５ ｍｇ ／ ｇ），然后依次是蛋白胨（２４． ４５ ｍｇ ／ ｇ）、尿素

（２２． ８７ ｍｇ ／ ｇ）、ＮＨ４Ｃｌ （２２． ５０ ｍ／ ｇ）、（ＮＨ４）２ＳＯ４（２２． １５
ｍｇ ／ ｇ），所以选用黄豆粉为氮源。
２． １． ３　 无机盐筛选　 试验结果如图 １ － Ｃ 所示，以
碳酸钙为无机盐的培养基中每克发酵物中多糖质

量分数最高 （２４． ８８ ｍｇ ／ ｇ），然后依次是氯化钠

（２４． ７６ ｍｇ ／ ｇ）、硫酸镁 （２４． ４３ ｍｇ ／ ｇ）、硫酸猛（２４． ２１
ｍｇ ／ ｇ），ＫＨ２ＰＯ４最低（２４． ０４ ｍｇ ／ ｇ），所以选用碳酸

钙为无机盐。

图 １　 培养基成分筛选

Ｆｉｇ １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
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２． ２　 当归发酵培养基的优化

２． ２． １　 试验设计及结果 　 在单因素的试验基础

上，采用 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 方法设计四因素三

水平的响应面分析试验，以多糖含量为响应值，以
当归（Ａ）、黄豆粉（Ｂ）、碳酸钙（Ｃ）和水（Ｄ）为四个

考察因素进行响应面分析，试验设计及结果见表 ２，
共计 ２９ 组试验，其中 Ｙ 为每克固态发酵培养物中

当归多糖的提取量（ｍｇ）。
表 ２　 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 试验设计及结果

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｏｔｏｃｏｌ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ

试验编号
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＮＯ．

因素（Ｆａｃｔｏｒｓ）

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ

１ － １ ０ １ ０ ２０． ４２

２ － １ ０ ０ － １ ２０． ８７

３ ０ ０ ０ ０ ２４． ５３

４ １ １ ０ ０ ２４． ４５

５ ０ １ ０ － １ ２３． ６６

６ － １ ０ ０ １ ２１． １２

７ １ ０ ０ １ ２３． ８９

８ １ － １ ０ ０ ２２． ０２

９ － １ １ ０ ０ ２１． ３４

１０ ０ － １ ０ １ ２１． ８７

１１ － １ ０ － １ ０ ２１． ４２

１２ ０ － １ ０ － １ ２２． ７３

１３ ０ ０ １ － １ ２２． ７６

１４ ０ １ １ ０ ２３． ３１

１５ ０ － １ － １ ０ ２２． ６５

１６ － １ － １ ０ ０ １９． ８７

１７ １ ０ ０ － １ ２３． ９４

１８ ０ ０ ０ ０ ２４． ４４

１９ ０ ０ － １ １ ２２． ５４

２０ １ ０ １ ０ ２２． ５９

２１ ０ ０ － １ － １ ２２． ３１

２２ ０ ０ ０ ０ ２４． ４５

２３ ０ １ － １ ０ ２３． ２８

２４ ０ ０ ０ ０ ２４． ４７

２５ ０ ０ ０ ０ ２４． ６０

２６ ０ ０ １ １ ２２． ２３

２７ ０ １ ０ １ ２３． ３５

２８ ０ － １ １ ０ ２１． ６２

２９ １ ０ － １ ０ ２２． ２７

２． ２． ２ 　 数据处理 　 由表 ３ 可知，使用软件 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ Ｖ １２ 对上表中的试验结果进行分析，得回归

方程：Ｙ ＝２４． ５ ＋ １． １８∗Ａ ＋ ０． ７１９２∗Ｂ － ０． １２８３∗
Ｃ － ０． １０５８∗Ｄ ＋ ０． ２４００∗ＡＢ ＋ ０． ３３００∗ＡＣ －
０． ０７５０∗ＡＤ ＋０． ２６５０∗ＢＣ ＋０． １３７５∗ＢＤ － ０． １９００
∗ＣＤ － １． ５８∗Ａ２ － ０． ８３４８∗Ｂ２ － １． １８∗Ｃ２ －
０． ６９４８∗Ｄ２。 其中，Ｒ２ ＝ ０． ９４７５，说明该模型与实

际拟合较好，Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２ 对 Ｙ 值影响均极显著

（Ｐ ＜ ０． ００１），其余项影响均不显著。
２． ２． ３ 　 响应面分析 　 由图 ２、３ 可知，通过 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ Ｖ １２ 软件作响应面图及等高线图，可直观地

看出各因子对响应值的影响变化趋势。 其中，图 １
中 Ａ、Ｂ 两因素在所设中心点附近取值时 Ｙ 值达到

最大，图 ２ 中 Ｃ、Ｄ 两因素在所设中心点附近取值时

Ｙ 值达到最大。 在本研究水平范围内 Ｙ 存在最大

值，即等高线图标记的中心点。 当 Ｙ 值最大时，四
个考察因素的浓度通过所得回归方程可求解，即：
当归 ３２０． ９１４ ｇ ／ Ｌ、黄豆粉 １０９． ９１８ ｇ ／ Ｌ、碳酸钙

１． ５３２ ｇ ／ Ｌ、水 ５４４． １５９ ｍＬ ／ Ｌ。
２． ２． ４　 模型验证试验 　 进行三次重复固态发酵

后，固态发酵物中的当归多糖质量分数分别为

２４． ８８、２４． ９１ 和 ２４． ８１ ｍｇ ／ ｇ，平均值为 ２４． ８７ ｍｇ ／ ｇ，
与预测值相符。
２． ３　 固体发酵当归中多糖含量的测定

２． ３． １　 标准曲线的绘制　 由图 ４ 可知，以 ４９０ ｎｍ
为检测波长，测定各稀释度的葡萄糖对照品吸光

度，以葡萄糖浓度（μｇ ／ ｍＬ）为 ｘ 轴，吸光值为 ｙ 轴

进行回归分析，得回归方程：ｙ ＝ ０． ０１３４ｘ － ０． ０４１７，
Ｒ２ ＝ ０． ９９５６。 结果表明，在 ５ μｇ ／ ｍＬ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ
质量浓度范围内，吸光度与浓度呈良好的线性

关系。
２． ３． ２　 样品溶液的测定　 按照 １． ６． １ 中苯酚 － 硫

酸法对样品进行吸光度测定，然后通过所绘制标准

曲线的回归方程求得所测样品中葡萄糖浓度，结果

见表 ２，其中的 Ｙ 值即为每克固态发酵培养物中当

归多糖的提取量（ｍｇ）。
３　 讨论与结论

解淀粉芽孢杆菌具有较强的产酶特性，可以合
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表 ３　 二次回归模型方差分析结果

Ｔａｂ ３　 ＡＮＯＶＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｄｒａｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
来源（Ｓｏｕｒｃｅ） 平方和（ＳＵＭ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ） 自由度（ｄｆ） 均方（Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ） Ｆ 值（Ｆ － ｖａｌｕｅ） Ｐ 值（Ｐ － ｖａｌｕｅ）

Ｍｏｄｅｌ ４７． ０８ １４ ３． ３６ １８． ０４ ＜ ０． ０００１ 显著

Ａ － Ａ １６． １６ １ １６． ６１ ８９． １３ ＜ ０． ０００１

Ｂ － Ｂ ６． ２１ １ ６． ２１ ３３． ２９ ＜ ０． ０００１

Ｃ － Ｃ ０． １９７６ １ ０． １９７６ １． ０６ ０． ３２０６

Ｄ － Ｄ ０． １３４４ １ ０． １３４４ ０． ７２１０ ０． ４１０１

ＡＢ ０． ２３０４ １ ０． ２３０４ １． ２４ ０． ２８５０

ＡＣ ０． ４３５６ １ ０． ４３５６ ２． ３４ ０． １４８６

ＡＤ ０． ０２２５ １ ０． ０２２５ ０． １２０７ ０． ７３３４

ＢＣ ０． ２８０９ １ ０． ２８０９ １． ５１ ０． ２３９９

ＢＤ ０． ０７５６ １ ０． ０７５６ ０． ４０５７ ０． ５３４４

ＣＤ ０． １４４４ １ ０． １４４４ ０． ７７４６ ０． ３９３６

Ａ２ １６． １６ １ １６． １６ ８６． ７１ ＜ ０． ０００１

Ｂ２ ４． ５２ １ ４． ５２ ２４． ２５ ０． ０００２

Ｃ２ ９． ０１ １ ９． ０１ ４８． ３３ ＜ ０． ０００１

Ｄ２ ３． １３ １ ３． １３ １６． ８０ ０． ００１１

残值（Ｒｅｓｉｄｕａｌ） ２． ６１ １４ ０． １８６４

失拟项（ｌａｃｋ ｏｆ ｆｉｔ） ２． ５９ １０ ０． ２５９２ ５７． ９８ ０． ０００７ 显著

纯误差（ｐｕｒｅ Ｅｒｒｏｒ） ０． ０１７９ ４ ０． ００４５

总离差（Ｃｏｒ Ｔｏｔａｌ） ４９． ６９ ２８

图 ２　 当归粉与黄豆粉交互响应面图及其等高线图

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｇｅｌｉｃａ ａｎｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｆｌｏｕｒ

成多种纤维素酶，具有促进木质纤维素分解的能

力［１０］。 纤维素酶能够促进多种中药中有效成分释

放，从而提高中药的提取率［７］。 侯美如等利用解淀

粉芽胞杆菌对中药黄芪进行固态发酵，结果显示，

利用解淀粉芽胞杆菌固态发酵黄芪可显著提高黄

芪各种有效成分的含量。 从而提高了黄芪的利用

率［９］。 研究应用本研究室所分离筛选到的一株产

纤维素酶解淀粉芽胞杆菌（ＳＳＹＢ）发酵当归，旨在
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图 ３　 碳酸钙与水交互响应面图及其等高线图

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ ａｎｄ ｗａｔｅｒ

图 ４　 葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

为研发当归发酵中药奠定技术基础。
当归的主要活性成分为当归多糖，一般采用粗

提、精提等多种分离技术，主要形式包括利用热水

浸提法、微波萃取技术法、超声萃取法以及水煮醇

沉法等进行提取［１］，本研究根据得量对比以及技术

条件要求选择超声法进行了当归多糖的提取，结果

表明，无论发酵前或是发酵后都能有效提取当归多

糖，而且在经过筛选和优化后，发酵后的当归多糖

得量质量分数达到 ２４． ９１ ｍｇ ／ ｇ，即发酵后的当归多

糖含量达到了发酵前当归多糖的１４９． ７０％ 。 发酵

后当归多糖增加了接近 ５０％ 。 证明解密芽孢杆菌

发酵能够显著增当归中有效物质当归多糖的含量。
另外，目前用于发酵当归的菌种主要是灵芝

菌，魏龙以当归为药性基质，灵芝为发酵菌种进行

了双向发酵，确定灵芝 －当归双向发酵菌质具有良

好的抗氧化活性，且较发酵前具有显著提高［５］，但
该发酵方式时间较长，对 ｐＨ 和料层厚度都有一定

要求，这就大大增加了时间成本、劳动成本和发酵

难度。 目前报道有将解淀粉芽胞杆菌用于中药黄

芪发酵的报道，但尚未有用于当归发酵的报道。 本

研究选用在实际产业化生产中可实现的条件对当

归进行发酵，所用培养基组分常见，所用发酵条件

和方法简单易操作，更易于实现产业化，有广阔的

应用前景。
研究根据解淀粉芽胞杆菌分离株的生物学特

性以及研发目的，以当归粉、玉米粉、黄豆粉、尿素、
碳酸钙、氯化钠等原材料为对象，采用单因素试验

筛选拟用于当归产业化固态发酵的培养基组分，结
果表明，当归粉、黄豆粉、碳酸钙和水是有利于当归

发酵的高效成分。 采用 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 试验

优化的固态发酵培养基成分为当归 ３２０． ９１４ ｇ ／ Ｌ、
黄豆 粉 １０９． ９１８ ｇ ／ Ｌ、 碳 酸 钙 １． ５３２ ｇ ／ Ｌ、 水

５４４． １５９ ｍＬ ／ Ｌ，表明在上述成分比例条件下，当归

能够被最优发酵。
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