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摘要　从神农架金丝猴的粪便中分离出１株益生菌株dlt７a,经鉴定为粪肠球菌.为进一步提高发酵液中

dlt７a的活菌数量,对菌株dlt７a的发酵工艺进行优化.通过单因素水平试验,确定dlt７a的最佳培养条件为装液

量２０％(５０mL/２５０mL),接种量２％,培养基初始pH６．５.设计PlackettＧBurman(PB)试验和响应面试验,找出

发酵培养基中影响dlt７a活菌数的主要成分是蔗糖、鱼粉和 KH２PO４,并优化３种重要成分的含量,确定最优发

酵培养基配方为:蔗糖２．５５％,鱼粉２．６３％,豆粕２．５％,酵母膏０．４％,CaCO３１．０％,KCl０．１％,MgSO４􀅰７H２O

０．１％,KH２PO４０．０１４％.在此条件下培养dlt７a菌株,活菌数可达５８．８３×１０８cfu/mL,比优化前提高了４６．５３％.
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　　粪肠球菌(Enterococcusfaecalis)又叫粪链球

菌,是一种兼性厌氧乳酸菌[１],大多为圆形或椭圆

形,成双或短链状排列.粪肠球菌是人和动物肠道

中的正常菌群之一[２],现已作为益生菌广泛应用在

动物养殖、医学和食品工程领域.农业部将粪肠球

菌列入«饲料添加剂品种目录(２０１３)»,适用于养殖

动物.研究表明,粪肠球菌繁殖速度快、能产生多种

抗菌物质,对肠道中的沙门氏菌、大肠杆菌等致病菌

具有良好的抑制作用[３Ｇ６],激活肠道的免疫功能或刺

激机体的免疫系统[７Ｇ８].粪肠球菌能够将饲料中的

纤维变软,提高饲料的转化率[９],可有效调节肠道微

生态平衡,促进动物生长,提高动物的生产性能[１０].
川金丝猴是我国特有的珍稀物种,一级重点保

护动物[１１Ｇ１２],已被列入濒危物种名录[１３].金丝猴肠

道菌群失调严重威胁其种群的复壮,目前国内外还

没有关于调节金丝猴肠道健康的专用微生态制剂的

报道.本课题组从野生健康的金丝猴粪便中分离到

１株具有良好益生特性和安全性的粪肠球菌,命名

为dlt７a菌株[１４],并应用 Minitab１７软件进行响应

面试验设计,对该菌株的液态发酵培养基进行优化,

以期为规模生产金丝猴专用微生态制剂奠定工艺

基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌种.粪肠球菌dlt７a:由笔者所在实验室从

神农架健康野生金丝猴的粪便中分离并保存.

２)培养基.种子培养基:MRS肉汤,购于青岛

高科园海博生物技术有限公司;基础发酵培养基:蔗糖

２．８％,鱼粉２％,豆粕２．５％,酵母膏０．４％,CaCO３０．１％,

KCl０．１％,MgSO４􀅰７H２O０．１％,KH２PO４０．０２％.
1.2　方　法

１)菌种的培养.取粪肠球菌 dlt７a冻干粉在

MRS平板上活化２代后,接入含有５０mL种子培

养基的１５０mL三角瓶中,３７℃、１９０r/min摇床培

养１２h后,以２％的接菌量将粪肠球菌dlt７a种子

液转接到５０mL发酵培养基中(２５０mL三角瓶),
于３７℃、１９０r/min摇床培养１６h.

２)活菌数的计数方法.采用平板菌落计数法,
即在无菌条件下,取０．５mL已发酵完成的发酵液
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参照文献[１５]对其进行１０倍系列的稀释、涂布和活

菌数的计数.

３)生长曲线的绘制.取２７个１５０mL的三角

瓶,每个装５０mL液体种子培养基,灭菌后,按２％
的接种量接种活化的种子液,于３７ ℃、１９０r/min
条件下恒温摇床培养.接种时刻作为０h,每隔２h
取出３瓶取样,分别测定 OD６００和pH 值,计算平均

值作为该时刻的 OD６００和pH 值.

４)摇瓶发酵条件优化.分别对粪肠球菌dlt７a
的装液量(２０％、４０％、６０％)、２５０mL三角瓶的接

种量(１％、２％、３％、４％)和初始 pH 值(６．０、６．５、

７．０、７．５、８．０)进行优化,确定其最适摇瓶发酵条件.

５)PlackettＧBurman设计.以基础发酵培养基

为基础,进行实验次数为 １２ 的 PlackettＧBurman
(PB)设计[１６],考察蔗糖、鱼粉、豆粕、酵母膏、CaＧ
CO３、KCl、MgSO４􀅰７H２O、KH２PO４ 对粪肠球菌

活菌数(Y)的影响,同时设置１个虚拟因子用以平

衡实验误差,确定影响活菌数的主要因素.利用

Minitab１７软件创建九因素试验组,每个因素取“高
(＋１)”“低(－１)”２个水平,PB设计的因素水平见

表１.
表１　PlackettＧBurman试验设计因素水平表

Table１　FactorsandlevelsofPlackettＧBurmandesign ％

因素 Factors
编码

Coding

水平 Levels

－１ ＋１

蔗糖 Sucrose X１ １．８７ ２．８０

鱼粉 Fishmeal X２ ２．００ ３．００

豆粕 Soyabean X３ ２．５０ ３．７５

酵母膏 Yeastextract X４ ０．４０ ０．６０

CaCO３ X５ １．００ １．５０

KCl X６ ０．０６ ０．１０

MgSO４􀅰７H２O X７ ０．０６ ０．１０

虚拟变量 Dummyvariable X８ ０．００ ０．００

KH２PO４ X９ ０．０１６ ０．０２０

　　６)最陡爬坡试验.参考PB试验所得的回归方

程和生产实际,设计最陡爬坡试验,寻找响应面试验

的最大生物量区域.若回归方程中变量的系数为

正,表明增大该变量的取值对应变量的效应递增,反
之递减,根据系数的大小并结合生产实际确定步长.

７)BoxＧBehnken试验设计.通过最陡爬坡试验

找到最高点的中心区域后,运用 Minitab１７的BoxＧ
Behnken响应面法设计三因素三水平试验,包括１２
个析因试验和３个零点试验,以发酵后的活菌数为

响应值,３个显著影响因素为自变量.三水平用

“－１、０、＋１”编码.分析试验结果数据,寻求响应面

的最高点,确定最优发酵培养基[１７].BoxＧBehnken
试验设计各因素编码水平见表２.

表２　BoxＧBehnken试验设计水平

Table２　LevelsoftheBoxＧBehnkendesign ％

编码水平 Codinglevels X１ X２ X９

下水平(－１)Lowerlevel ２．１ ２．４ ０．０１２
零水平(０)Zerolevel ２．６ ２．６ ０．０１４
上水平(＋１)Upperlever ３．１ ２．８ ０．０１６
步长△ Stepsize ０．５ ０．２ ０．００２

　　８)优化前后发酵培养基的比较.分别配置基础

发酵培养基和优化后发酵培养基各５０mL于２５０
mL三角瓶中,进行摇瓶发酵试验,每组４个重复,
接种量２％,３７℃、１９０r/min,培养１６h后,采用平

板菌落计数法进行活菌计数.

2　结果与分析

2.1　生长曲线的绘制

由图１可知:０~２h是粪肠球菌的迟缓期,２h
以后,菌体呈对数增长趋势,从８h开始菌体生长缓

慢,１０h后菌体生长进入稳定期,菌体浓度基本保

持稳定.由生长曲线可知,对数生长期内pH 急剧

下降,这是由于生长过程中不断产生乳酸所致.随

着培养时间的延长,乳酸的积累也会抑制菌体的繁

殖,因此,细菌生长变缓、pH 降低的幅度逐渐减小,
最终保持动态平衡状态.故后期试验选取接种后培

养１０h时的粪肠球菌dlt７a种子液为最适发酵液接

菌时间.

图１　dlt７a的生长曲线与pH曲线

Fig．１　ThegrowthcurveandpHcurveofdlt７a
2.2　发酵条件的优化结果

在基础发酵培养基的基础上,对粪肠球菌dlt７a
的装液量、接种量及其培养基的初始pH 分别进行

优化(图 ２).结果表明,最佳条件分别为装液量

２０％(５０mL/２５０mL),接种量２％,初始pH６．５.

５７
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图２　不同装液量、接种量、初始pH对dlt７a发酵的影响

Fig．２　Effectofliquidvolume,inoculationamount,initialpHonthefermentationofdlt７a

2.3　PlackettＧBurman 试验结果

利用 Minitab１７软件对 PB试验结果(表３)进
行回归分析,得出培养基中各因素的回归系数、效应

及其 显 著 性,结 果 (表 ４)显 示,蔗 糖 (X１ )、

KH２PO４(X９)的 P 值 均 小 于 ０．０５,说 明 蔗 糖 和

KH２PO４ 对dlt７a发酵的影响显著,且这２种因素均

产生负效应;其次的重要影响因素是鱼粉(X２),产
生正效应.因此,确定蔗糖、鱼粉、KH２PO４ 为dlt７a

表３　PB试验设计及结果

Table３　ArrangementandexperimentalresultsofthePBdesign

试验号

ExperimentNo．
X１ X２ X３ X４ X５ X６ X７ X８ X９

活菌数 Strain
Y/(×１０８cfu/mL)

１ １ －１ －１ －１ １ １ １ －１ １ ２４．００

２ －１ １ １ －１ １ －１ －１ －１ １ ３４．６５

３ １ １ －１ １ １ －１ １ －１ －１ ３２．８０

４ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ３５．５５

５ －１ １ １ １ －１ １ １ －１ １ ３６．００

６ １ －１ １ －１ －１ －１ １ １ １ １６．３０

７ －１ －１ －１ １ １ １ －１ １ １ ３２．８０

８ －１ １ －１ －１ －１ １ １ １ －１ ４４．２５

９ １ －１ １ １ －１ １ －１ －１ －１ ３４．７０

１０ －１ －１ １ １ １ －１ １ １ －１ ４２．４０

１１ １ １ －１ １ －１ －１ －１ １ １ ２５．００

１２ １ １ １ －１ １ １ －１ １ －１ ３５．００

表４　PB试验设计结果回归分析

Table４　TheregressionanalysisforthePBexperimentalresults

项

Source
效应

Effective
系数

Coefficient
P 值

Pvalue
T 值

Tvalue
重要性顺序

Theorderofsignificance

X１ －９．６４２ －４．８２１ ０．０３９ －４．８９ １
X２ ３．６５８ １．８２９ ０．２０５ １．８６ ３
X３ ０．７７５ ０．３８７ ０．７３２ ０．３９ ７
X４ ２．３２５ １．１６３ ０．３６０ １．１８ ５
X５ １．６４２ ０．８２１ ０．４９３ ０．８３ ６
X６ ３．３４２ １．６７１ ０．２３２ １．６９ ４
X７ －０．３２５ －０．１６２ ０．８８４ －０．１６ ８
X８ －０．３２５ －０．１６２ ０．８８４ －０．１６ ９
X９ －９．３２５ －４．６６２ ０．０４２ －４．７３ ２

发酵培养基的主要影响因素.
2.4　最陡爬坡试验结果

由表５可知,试验组１~３发酵培养基中活菌数

逐渐增加,试验组３~４活菌数呈下降趋势.因此,
活菌数最大的区域在试验组３附近,以此条件作为

后续响应面试验的中心点.

６７
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表５　最陡爬坡试验设计和结果

Table５　Arrangementandresultsoftheexperimentofthesteepestascentpath

试验编号 Trialnumber X１/％ X２/％ X９/％ Y/(×１０８cfu/mL)

１ ３．６ ２．２ ０．０１８ ３６．１７
２ ３．１ ２．４ ０．０１６ ３８．２０
３ ２．６ ２．６ ０．０１４ ５０．８３
４ ２．１ ２．８ ０．０１２ ４５．５３
５ １．６ ３．０ ０．０１０ ４３．５７

2.5　BoxＧBehnken 试验结果

以最陡爬坡试验得到的中心点进行 BoxＧBeＧ
hnken试验设计(表６),对试验结果进行二次多项

回归分析,获得dlt７a发酵液的活菌数Y 对３个显

著因素的二次多项式回归方程:
Y＝５８．９１７－２．８４４X１＋２．０９４X２＋２．３７５X９－

１３．４２７X１×X１－９．６７７X２×X２－９．１１５X９×X９－
１．６８７X１×X２＋３．５００X１×X９＋２．１２５X２×X９

表６　BoxＧBehnken试验设计及其结果

Table６　ArrangementandexperimentalresultsoftheBoxＧBehnkendesign

试验编号 Trialnumber X１ X２ X９ Y/(×１０８cfu/mL)

１ １ ０ １ ３５．２５
２ ０ ０ ０ ６１．７５
３ ０ １ －１ ３５．７５
４ －１ ０ －１ ４４．５０
５ １ １ ０ ３３．２５
６ －１ １ ０ ４０．２５
７ ０ －１ １ ４０．２５
８ ０ －１ －１ ３３．５０
９ １ ０ －１ ２９．７５
１０ －１ －１ ０ ３５．００
１１ ０ １ １ ５１．００
１２ ０ ０ ０ ５８．７５
１３ ０ ０ ０ ５６．２５
１４ １ －１ ０ ３４．７５
１５ －１ ０ １ ３６．００

　　由表７可知,该数学模型的P＝０．０２４＜０．０５,
说明该二次模型差异显著,可以进行统计学分析;失
拟项反映数学模型与实验结果的差异情况,本模型

中P＝０．１９５＞０．０５,两者差异不显著,表明该数学

模型与实验结果拟合良好;决定系数R２表示回归模

型的误差在总误差中的百分比,该回归模型中R２为

９２．４４％＞８５％,表明回归模型与实验数据的吻合度

很好.综上分析,本试验得到的回归模型可以真实

地反映实验结果.由表８可知,X１×X１的P 值小

于０．０１,说明蔗糖的二次项对模型有极显著的影响,

X２×X２ 和X９×X９ 的P 值均小于０．０５,说明鱼粉

和 KH２PO４ 的二次项对模型有显著的影响,交互作

用的P 值均大于０．０５,说明 X１、X２、X９ 三因素之

间无显著的交互作用.
表７　响应面试验的方差分析

Table７　ANOVAfortheBoxＧBehnkentest

来源 Source 自由度df 离差平方和 SS 均方差 MS F 值Fvalue P 值Pvalue

回归 Regression ９ １３７４．５６ １５２．７２９ ６．７９ ０．０２４

线性 Linear ３ １４４．８９ ４８．２９７ ２．１５ ０．２１３

平方 Square ３ １１５１．２２ ３８３．７４０ １７．０６ ０．００５

交互作用Interaction ３ ７８．４５ ２６．１５１ １．１６ ０．４１１

残差误差 Errorofresiduals ５ １１２．４９ ２２．４９９ － －

失拟项 Lackoffit ３ ９７．３３ ３２．４４３ ４．２８ ０．１９５

纯误差 Pureerror ２ １５．１７ ７．５８３ － －

合计 Total １４ － － － －

决定系数 R２ － － ０．９２４４ － －

７７
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表８　回归模型系数的估计

Table８　Coefficientestimatesforregressionmodel

项 Source 系数 Coefficient 系数标准误 Coefficientstandarderror T 值Tvalue P 值Pvalue
常量 Constant ５８．９１７ ２．７３９ ２１．５１４ ０．０００
X１ －２．８４４ １．６７７ －１．６９６ ０．１５１
X２ ２．０９４ １．６７７ １．２４９ ０．２６７
X９ ２．３７５ １．６７７ １．４１６ ０．２１６
X１×X１ －１３．４２７ ２．４６８ －５．４３９ ０．００３
X２×X２ －９．６７７ ２．４６８ －３．９２０ ０．０１１
X９×X９ －９．１１５ ２．４６８ －３．６９２ ０．０１４
X１×X２ －１．６８７ ２．３７２ －０．７１２ ０．５０９
X１×X９ ３．５００ ２．３７２ １．４７６ ０．２００
X２×X９ ２．１２５ ２．３７２ ０．８９６ ０．４１１

2.6　响应面各因素间交互作用的分析

拟合X１、X２、X９ 三因素的响应值后,得到发酵

培养基中活菌数(Y)与两两试验因素间关系的三维

曲面图和等值线图(图３~５).利用 Minitab１７软件

分析得到模型存在的最大值:X１＝－０．０９０９０９１、

X２＝０．１３１３１３、X９＝０．１３１３１３,结合原点和步长,

图３　X１、X２ 交互影响dlt７a发酵活菌数的曲面图和等值线图

Fig．３　FermentationresponsesurfaceforthecrossＧinteractionofX１andX２

图４　X１、X９ 交互影响dlt７a发酵活菌数的曲面图和等值线图

Fig．４　FermentationresponsesurfaceforthecrossＧinteractionofX１andX９

图５　X２、X９ 交互影响dlt７a发酵活菌数的曲面图和等值线图

Fig．５　FermentationresponsesurfaceforthecrossＧinteractionofX２andX９

８７
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解析求得实际值为 X１ ＝２．５５、X２ ＝２．６３、X９ ＝
０．０１４,此时预测的响应值(活菌数)为５９．３４×１０８

cfu/mL.综合以上试验结果,优化后的发酵培养基

组分:蔗糖２．５５％,鱼粉２．６３％,豆粕２．５％,酵母膏

０．４％,CaCO３ １．０％,KCl０．１％,MgSO４ 􀅰７H２O
０．１％,KH２PO４０．０１４％.

2.7　优化前后发酵培养基的比较

由表９可知,初始发酵培养基(蔗糖２．８％,鱼粉

２．０％,豆粕２．５％,酵母膏０．４％,CaCO３１．０％,KCl
０．１％,MgSO４􀅰７H２O０．１％,KH２PO４０．０２％)的活

菌数为４０．１５×１０８cfu/mL,优化后发酵培养基(蔗
糖２．５５％,鱼粉２．６３％,豆粕２．５％,酵母膏０．４％,

表９　发酵液优化前后活菌数

Table９　Theviablecountofdlt７aininitialandoptimizedformulafermentationbroth ×１０８cfu/mL

实验编号 Trialnumber 初始配方 Theinitialformula 优化后配 Theoptimizedformula
１ ３７．９０ ５９．５０
２ ４１．２５ ６１．００
３ ４４．７０ ５８．５０
４ ３６．７５ ５６．３０

平均值±标准差 Mean±SD ４０．１５±３．５８ ５８．８３±１．９７

CaCO３１．０％,KCl０．１％,MgSO４ 􀅰７H２O０．１％,

KH２PO４０．０１４％)活菌数为５８．８３×１０８cfu/mL,提
高了４６．５３％.

3　讨　论

目前,笔者未发现有关金丝猴源益生菌的报道.
笔者所在实验室从神农架健康野生金丝猴的肠道中

分离出粪肠球菌dlt７a菌株,经前期研究证明[１４],该
菌株具有良好的抗逆性、安全性和益生特性,适宜作

为金丝猴的专用微生态制剂.因此,本试验对粪肠

球菌dlt７a的发酵工艺进行研究,以期为规模化生

产粪肠球菌dlt７a提供理论基础.
工业生产中需要同时考虑菌株的营养需求和原

料成本[１８],本试验选用的基础发酵培养基为蔗糖、
鱼粉、豆粕等来源广泛且价格较低的物质,可为微生

物的生长提供必需的营养.
在发酵生产实践中接种的种子液,不仅要求具

有较高的活菌浓度,还要求菌种具有较强的繁殖力,
这样的种子液可以在发酵培养基中快速适应并增

殖[１９].因此,接种适宜种龄的菌种非常重要.本试

验测定了 dlt７a的生长曲线,结果表明,粪肠球菌

dlt７a的生长曲线与猪源粪肠球菌 DTＧ０２的生长曲

线的变化趋势一致[２０],确定了菌种进入对数后期的

时间为１０h,此时的种子液可以保证具有较高的活

菌浓度和旺盛的代谢水平.
目前关于粪肠球菌发酵培养基配方的优化,主

要采用的方法是正交法和响应面法.响应面法适合

优化影响因素较多且各因素间关系较复杂的工艺,
与正交法相比更精确.笔者使用 Minitab１７软件设

计响应面试验,通过分析数据得到与试验拟合程度

较高的数学模型,得出发酵培养基中影响活菌数的

３个重要因素的质量百分数为蔗糖２．５５％、鱼粉

２．６３％、KH２PO４０．０１４％.
因每种菌株的生长特性不同,菌株在发酵培养

基中的繁殖力各异,生产中需要针对每种菌株进行

发酵工艺的优化,以提高菌株发酵的活菌数.莫海

燕等[１９]优化的１株粪肠球菌的活菌数可达６７．０×
１０８cfu/mL.尹望等[２０]将粪肠球菌DTＧ２的活菌数

优化到１６．９９×１０８cfu/mL,提高了５８．７９％.周英

等[２１]将粪肠球菌 F７１的活菌数优化到２．７８×１０８

cfu/mL,比 基 础 培 养 基 提 高 ５４．６％.而 笔 者 将

dlt７a的活菌数优化到５８．８３×１０８cfu/mL,比优化

前提高了４６．５３％,达到了比较理想的效果.
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FermentationtechnologyforprobioticEnterococcusfaecalis
dlt７aisolatedfromgoldensnubＧnosedmonkey
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ShennongjiaForestDistrict４４２４１１,China;

３．HubeiHuadaRealTechnologyCo．Ltd,Jingzhou４３４０００,China

Abstract　Aprobioticstraindlt７awasisolatedfromfecesoftheShennongjiagoldensnubＧnosed
monkeyandwasidentifiedasEnterococcusfaecalis．Inordertoimprovetheviablecountofdlt７ainthe
fermentationbroth,thefermentationtechnologyofdlt７awasoptimized．Theoptimalculturecondition
with２０％ (５０mL/２５０mL)loadingvolume,２％inoculationamount,andinitialpHof６．５,wasobtained
bysingleＧfactorＧexperiment．Inthestudy,PlackettＧBurmanexperimentandresponsesurfaceexperiment
weredesignedtoidentifythemainnutrientsaffectingtheviablecountofdlt７ainthefermentationbroth
andtooptimizethecontentofthethreemainnutrientsincludingsucrose,fishmealandKH２PO４．TheopＧ
timumnutrientsinthemediaconsistedof２．５５％sucrose,２．６３％fishmeal,２．５％soyabean,０．４％yeast
extract,１．０％ CaCO３,０．１％ KCl,０．１％ MgSO４􀅰７H２Oand０．０１４％ KH２PO４．E．faecalisdlt７awere
thenculturedbytheoptimizedfermentationmediumandcondition,andtheviablecountreached５８．８３×
１０８cfu/mL,whichwas４６．５３％higherthanthatnotoptimized．

Keywords　goldensnubＧnosedmonkey;Enterococcusfaecalis;fermentationtechnology;response
surfacemethodology;optimization
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