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骆驼凝乳酶工程菌发酵培养基的优化 
 

刘开放，王敏，郑君，刘天天，惠丰立 

（南阳师范学院生命科学与技术学院，河南南阳 473061） 

摘要：凝乳酶可以专一地切割乳中 κ-酪蛋白的 Phe 105-Met 106 之间的肽键，引起蛋白质凝聚，在乳制品加工中应用广泛。目前

对牛凝乳酶的研究比较成熟，而对骆驼凝乳酶的研究报道较少。本研究为获得高效骆驼凝乳酶发酵培养基，在单因素实验的基础上，

采用 Plackett-Burman 试验考察培养基中的 8 个成分对骆驼凝乳酶产量的影响。研究表明葡萄糖、玉米浆、尿素的对产酶影响显著。

采用最陡爬坡试验逼近最大响应区间，利用 Box-Behnken 响应面法对 3 个主要影响因素进行分析，得到高效发酵培养基配方：葡萄

糖 86.6 g/L、玉米浆 56.9 g/L、酵母粉 4 g/L、磷酸二氢钾 3 g/L、尿素 18 g/L、硫酸锌 3 g/L、硫酸氨 1 g/L 和氯化镁 0.3 g/L。在该条件

下凝乳酶活达到 431.25 U/mL，较优化前的基础培养基（207.03 SU/mL）提高了 2.08 倍。再利用 1L 发酵罐进行发酵培养，凝乳酶活

性达到 530 SU/mL，约为摇瓶培养最高酶活性的 1.22 倍。 
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Abstract: Chymosin can specifically cleave the peptide bond between κ-casein Phe 105 and Met 106 in milk, cause milk-clotting and 

widely used in dairy products.  Bovine chymosi has been deeply studied, but few research on camel chymosin were reported. According to the 

single-factor experiments design, Plackett-Burman design was used to evaluate the effects of 8 medium components on the production of 

chymosin to obtain a high-performance fermentation medium. The results showed that glucose, corn syrup, and urea concentrations had 

significant effects on the chymosin production. Box-Behnken experimental design was employed to optimize the three medium components 

furtherly. The optimal fermentation medium for antifungal substance production was composed of glucose 86.6 g/L, corn syrup 56.9 g/L, yeast 

extract 4g/L , KH2PO4 3 g/L, urea 18 g/L, ZnSO4 3 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L and MgCl2 0.3 g/L. Under the optimal conditions, the activity of 

chymosin could reach  431.25 SU/mL, which were 2.08 folds higher than the original medium (207.03 SU/mL). The chymosin activity reached 

530 SU/mL after fermentation in an 1Lfermentation tank with exact medium components, being 1.22 folds higher than the chymosin activity 

obtained by shake flask fermentation. 
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奶酪作为一种古老的奶制品，一直享有乳品中的

“黄金”之美誉，它不仅含有大量优质的蛋白质，还含

有糖类、有机酸、钠、磷、钙、维生素、生物素、泛

酸和烟酸等多种营养成分，奶酪中的蛋白质经发酵后

分解成肽、氨基酸等小分子物质，更易被人体吸收[1]。

在西方国家奶酪制备悠久历史，一直是一种大众化的

食品，近年来，随着人们生活水平的不断提高，国内 
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对奶酪的需求呈现出迅猛增长的趋势[1]。 
凝乳酶能够对动物乳汁中 K-酪蛋白的 Phe 105- 

Met 106 肽键进行专一性切割，经过凝乳酶切割后的

酪蛋白，其原有的空间结构遭到破坏，从而造成乳品

中的酪蛋白凝结，凝乳酶不仅是奶酪制备工艺中的关

键因素，而且还对奶酪的质量和风味也起着至关重要

的影响，因此被广泛地应用于奶酪生产工业中[4~7]。凝

乳酶的来源多样，有不少植物和动物中均能够提取出

凝乳酶，但该酶制剂普遍存在非特异性降解蛋白质活

力强、凝乳酶活性不高等问题。近年来基因工程技术

在酶制剂生产制备行业得到广泛的推广应用。鉴于基

因工程菌株生产酶制剂具有周期短、成本低、产量高
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和提取方便等优点，可以满足大规模市场需求等优点
[8~12]，利用基因重组微生物生产凝乳酶日益受到人们

重视。 
目前针对牛凝乳酶的研究较为普遍，而对骆驼凝

乳酶的研究还比较少，研究发现，骆驼凝乳酶与牛凝

乳酶有 85%的同源性，但骆驼凝乳酶的凝乳活性比牛

凝乳酶高 70%[13~15]。Wangoh 等从骆驼和小牛皱胃中

提取凝乳酶，研究发现骆驼凝乳酶凝固骆驼乳比凝固

牛乳稍快一些。Bansal N 等研究的结果表明，骆驼凝

乳酶适合用于奶酪的制作，不仅对乳液中蛋白质的水

解活性较低，而且制备出的奶酪苦味少、口感更好
[16~18]。因此，对来源于骆驼的凝乳酶开展研究，将具

有重要的基础和应用意义。 
乳酸克鲁维酵母具有营养要求简单分泌蛋白能力

强，不产生内毒素和对人类安全等优点。作为宿主系

统表达食品用酶也已显示出巨大的潜力。本实验室将

骆驼凝乳酶原基因与乳酸克鲁维酵母表达载体相结合

形成重组质粒，并将其转化至工业菌株乳酸克鲁维酵

母中，获得可表达重组基因的工程菌 CPC。鉴于培养

基组分对重组骆驼凝乳酶生产成本及质量的重要影

响，本文通过响应面法对培养基进行优化，从而获得

高产和经济的培养基配方，为推动骆驼凝乳酶的产业

化及应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

乳酸克鲁维酵母工程菌由本实验室自行构建并保

藏。 

1.2  主要仪器与设备 

CT14RD11 台式高速冷冻离心机，上海天美生化

仪器设备有限公司；SGD-IV 型还原糖测定仪，山东

省科学院生物研究所；SSW-600-2S 型恒温水浴锅，上

海博讯实业公司医疗设备厂；EL20 pH 计，赛多利斯

股份有限公司；TU-1901 紫外分光光度计，尤尼柯上

海仪器有限公司；ZHWY-200B 型全温摇床，上海智

城分析仪器制造有限公司；GS-F2001-MM 1L 四联体

玻璃发酵罐，上海顾信生物科技有限公司。 

1.3  培养基 

斜面培养基（g/L）：葡萄糖 20、酵母粉 10、蛋白 
胨 20、琼脂 20、pH 自然。 

种子培养基（g/L）：葡萄糖 20、酵母粉 10、蛋白

胨 20、pH 自然。 

发酵基础培养基（g/L）：葡萄糖 50、玉米浆 20、
尿素 15、酵母粉 5、pH 自然[18]。 

1.4  培养方法及培养条件 

挑选单菌落在斜面培养基上接种活化，28 ℃恒温

培养 3~4 d，长出饱满菌落后挑取适量接种于 50 mL
液体种子培养基中，220 r/min、28 ℃培养 20~22 h；
在总体积 250 mL 摇瓶装入液体发酵培养基 45 mL，
接入 5 mL 种子，200 r/min、28 ℃恒温发酵培养 96 h。 

1.5  重组凝乳酶活力测定 

首先对酶原进行活化，取 15 mL 用于凝乳酶活性

检测的发酵液，在低温离心机中 8000 r/min 离心 3~4 
min，并收集离心上清液。将离心上清液以 1 mol/L 
H2SO4调整 pH 至 2.0，并与室温静置 2 h 后，用以 2 
mol/L Tris 将 pH 值调至 5.5，用于凝乳酶活性检测[18]。 

采用 Arima 等的方法进行测定凝乳酶活性[18]。首

先用 0.01 mol/L CaCl2溶液配制浓度为 10%的脱脂乳，

室温下静止放置 40 min，取 5 mL 脱脂乳于试管中

35 ℃水浴保温 10~15 min，加入适量稀释到合适浓度

的酶液，充分混合均匀并开始计时，观察到试管壁出

现凝乳微粒为计时终点，凝乳时间记为 t。将 40 min
凝结 1 mL 浓度为 10%脱脂乳的酶量定义为一个

Soxhlet 单位(SU)。 

1.6  葡萄糖含量的测定 

根据 SGD-IV 型全自动还原糖测定仪说明书步

骤，对发酵液中葡萄糖含量进行测定。将离心过后的

发酵上清液进行适当稀释，仪器根据氧化还原反应过

程中所消耗标准葡萄糖含量，自动计算出样品中糖含

量（g/L）。 

1.7  生长曲线的测定 

发酵过程中取 5 mL 发酵液，8000 r/min，离心 5 
min，沉淀菌体用无菌水适当稀释，以无菌水做空白

对照，在 OD600 nm波长下检测，以发酵时间作为横坐

标，吸光值作为纵坐标作图，即可得到生长曲线。 

1.8  实验设计 

1.8.1  单因素试验 
根据前期试验筛选得到8种适宜重组菌株CPC发 

酵的培养基成分，以骆驼凝乳酶活性为依据，分别对

葡萄糖(A)、玉米浆(B)、酵母粉(C)、磷酸二氢钾(D)、
尿素(E)、硫酸锌(F)、硫酸氨(G)和氯化镁(H)等 8 个因

素进行初步优化，确定适宜的质量浓度范围。 
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1.8.2  Plackett-Burman 试验设计 
在设计响应面分析方案之前，要在发酵基础培养

基前提下，根据单因素试验确定取得各因素水平范围，

选取葡萄糖(A)、玉米浆(B)、酵母粉(C)、磷酸二氢钾

(D)、尿素(E)、硫酸锌(F)、硫酸氨(G)和氯化镁(H)等 8
个因素进行考察。借助 Minitab16 软件对每个因素取

高低两水平，采用 N=12 的 Plackett-Burman 试验，比

较各因素对骆驼凝乳酶活性影响的显著性，筛选出显

著因素[19~21]。 
1.8.3  最陡爬坡试验设计 

依据 Plackett-Burman 设计及结果，找出培养基成

分中的显著因素，根据拟合回归方程中各因素的系数

设计最陡爬坡试验，找到各个显著因素的最陡上升路

径，其它因素取值根据效应值的正负和大小，选取合

适的浓度水平，使主要因素浓度朝着响应值增大的方

向进行调整，逐步逼近响应区间[22]。 
1.8.4  Box-Behnken 试验设计与模型验证 

在 Plackett-Burman 试验和最陡爬坡试验的基础

上，以骆驼凝乳酶活力为响应值对重组菌株 CPC 进行

3 因素 3 水平（-1、0、+1）的 Box-Behnken 试验。根

据试验结果，借助 Design Expert 8.0 软件进行回归分

析，预测得到凝乳酶活性的最大响应值，并通过摇瓶

试验验证预测值的可靠性，确定最终发酵培养基成分。 
1.8.5  发酵罐培养 

根据优化过后的培养基配方，将重组基因的工程

菌 CPC 在 1 L 发酵罐中进行发酵培养。装入优化后的

培养基 630 mL，接入 70 mL 种子，发酵条件为 28 ℃，

搅拌转速 600 r/min，通气量 2 vvm，每隔 6 h 取样 3~5 
mL，测定培养基中还原糖含量、菌体浓度以及骆驼凝

乳酶活性。 

1.9  数据统计分析 

每组实验均进行 3次平行测定，用借助Minitab 16
和 Design Expert 8.0 对数据进行统计分析。p<0.05 则

表明具有显著性，p>0.05 则表明无显著性。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验 

单因素试验结果表明，各单因素最佳质量浓度分

别为（g/L）：葡萄糖 70、玉米浆 40、酵母粉 5、磷酸

二氢钾 4、尿素 15、硫酸锌 4、硫酸氨 1.5 和氯化镁

0.4，根据单因素筛选出的水平进行 Plackett-Burman
设计。 

2.2  Plackett-Burman 试验设计对显著因素的

筛选 

根据发酵基础培养基及前期单因素实验，对 8 个

因素取高（+1）低（-1）两水平，实验设计见表 1。
按照 N=12 的 Plackett-Burman 设计进行试验，试验设

计结果见表 2。各因素效应及显著性分析见表 3。 
表1 Plackett-Burman试验设计分析因素及水平 

Table 1 Factors and levels of Plackett-Burman design 

序号 因素/(g/L) 
水平/(g/L) 

高/+1 低/-1 

A 葡萄糖 80 60 

B 玉米浆 50 30 

C 酵母粉 6 4 

D 磷酸二氢钾 5 3 

E 尿素 16 14 

F 硫酸锌 5 3 

G 硫酸氨 2 1 
H 氯化镁 0.5 0.3 

表2 Plackett-Burman试验设计与结果 

Table 2 Plackett-Burman design and corresponding results 

序列 A B C D E F G H 酶活力/(SU/mL) 

1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 300.03 

2 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 240.20 

3 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 313.35 

4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 305.31 

5 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 243.05 

6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 223.00 

7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 247.08 

8 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 286.33 

9 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 235.17 

         转下页
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10 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 240.08 

11 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 270.16 
12 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 241.81 

表3 各因素影响的主效应分析 

Table 3 Main effects analysis of medium components 

因素 Effect T p 显著性排列

A 葡萄糖 13.4 5.00 0.015 2 

B 玉米浆 19.3 7.17 0.006 1 

C 酵母粉 -7.75 -2.89 0.063 5 

D 磷酸二氢钾 0.42 0.16 0.887 6 

E 尿素 12.1 4.50 0.020 3 

F 硫酸锌 -6.25 -2.33 0.102 7 

G 硫酸氨 -7.92 -2.95 0.060 4 

H 氯化镁 -4.25 -1.58 0.212 8 

注：R2=97.6%，Adj R2=91.2%。 

由表 3 可看出，葡萄糖、尿素、玉米浆、磷酸二

氢钾表现为正效应，酵母粉、硫酸锌、硫酸铵、氯化

镁表现为负效应。若 p 值小于 0.05 则表明此因子具有

显著性，因此确定葡萄糖、玉米浆、尿素为骆驼凝乳

酶活性的主要影响因素，进行下一步最陡爬坡试验和

响应面试验。得到的骆驼凝乳酶 Y1 的多元回归方程

为：Y1=262+13.4A+19.3B-7.75C+0.42D+12.1E-6.25F- 
7.92G-4.25H，此回归模型的复相关系数为 0.976，这

表明 97.6%的数据可以用该模型进行解释。 

2.3  最陡爬坡试验研究最大效应值的响应区

域 

表4 最陡爬坡实验设计及结果 

Table 4 Steepest ascent design and corresponding results 

序号 
A 葡萄糖

/(g/L) 

B 玉米浆

/(g/L) 

E 尿素

/(g/L) 

酶活力

/(SU/mL)

1 70 45 15 312.12 

2 75 50 16 321.22 

3 80 55 17 370.36 

4 85 60 18 400.44 

5 90 65 19 395.30 
6 95 70 20 387.54 

根据 PB 实验设计结果，针对葡萄糖、玉米浆和

尿素三个显著因素进行最陡爬坡实验。最陡爬坡实验

设计及结果见表 4。由表 4 可以看出，随着葡萄糖、

玉米浆和尿素质量浓度的增加，骆驼凝乳酶活性先增

大后减小。凝乳酶活性在第 4 组最高，酶活性达 400.44 
U/mL，因此，以葡萄糖 85 g/L、玉米浆 60 g/L 和尿素

18 g/L 作为响应面试验的中心点进一步进行优化。 

2.4  Box-Behnken试验设计方差分析 

以凝乳酶活性为目标，根据 Placktt-Burman 试验

筛选的三个显著因子和最陡爬坡实验确定的中心点，

运用 Design Expert 8.0 软件进行 Box-Behnken 试验设

计，试验设计及结果见表 5 和表 6。 
表5 响应面试验因素水平表 

Table 5 Factors and levels of response surface experiment 

因素 代码 
水平 

-1 0 1 

葡萄糖/(g/L) A 75 85 95 

玉米浆/(g/L) B 45 60 75 

尿素/(g/L) E 16 18 20 

表6 响应面设计与结果 

Table 6 Box-Behnken design and corresponding response 

values 

序号 葡萄糖 玉米浆 尿素 酶活力/(SU/mL)

1 -1 -1 0 270.23 

2 1 -1 0 282.14 

3 -1 1 0 295.05 

4 1 1 0 299.18 

5 -1 0 -1 270.28 

6 1 0 -1 324.39 

7 -1 0 1 241.02 

8 1 0 1 252.21 

9 0 -1 -1 307.08 

10 0 1 -1 325.01 

11 0 -1 1 279.20 

12 0 1 1 307.03 

13 0 0 0 421.10 

14 0 0 0 427.43 

15 0 0 0 430.27 
16 0 0 0 445.43 

17 0 0 0 421.50 

根据表 6 中的结果拟合建立响应量与自变量关系

的多项式回归模型，运用 Design Expert 8.0 软件对实

验结果回归拟合，得到二次多项回归方程： 
Y2=428.80+10.13A+10.90B-18.45E-2.00AB-10.75

AE+2.66BE-87.62A2-54.68B2-69.43E2。对结果进行方

差分析表见表 7。
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表7 Box-Behnken试验方差分析 

Table 7 Variance analysis of Box-Behnken experiment 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

模型 77500.74 9 8611.19 56.87448 < 0.0001 显著 

A 820.12 1 820.12 5.416691 0.0528  

B 951.30 1 951.30 6.28311 0.0406  

E 2724.05 1 2724.05 17.99158 0.0038  

AB 16 1 16 0.105675 0.7546  

AE 462.25 1 462.25 3.053029 0.1241  

BE 28.20 1 28.20 0.186316 0.6790  

A2 32325.51 1 32325.52 213.5008 < 0.0001  

B2 12588.94 1 12588.94 83.14637 < 0.0001  

E2 20296.79 1 20296.8 134.0545 < 0.0001  

残差 1059.84 7 151.40    

失拟 671.04 3 223.68 2.301266 0.2190 不显著 

纯误差 388.8 4 97.2    
总和 78560.59 16 8611.19    

                 

   
图1 响应面及等高线分析各因素对凝乳酶发酵水平的影响及其交互作用 

Fig.1 Response surface and contour plots showing the effects of medium components on the production of chymosin of CPC and their 

interaction 

由表 7 方差分析表可以看出：p<0.0001，说明该

模型具有较高的显著性；失拟项 p=0.219>0.05，不显

著；该方程的决定系数 R2=0.986，模型的校正决定系

数 Adj R2=0.969，说明该模型该模型拟合程度高，能

较好的预测发酵培养基中添加的成分与凝乳酶活性的

关系。 

2.5  Box-Behnken试验最佳条件与模型验证 

借助软件绘出各因素之间的响应面及等高线图，

响应面和等高线图如图 1 所示，研究葡萄糖、玉米浆

和尿素 3 个因素及其相互作用对凝乳酶酶活性的影

响。 
该方程的抛物线图形开口均向下，葡萄糖、尿素、

玉米浆均存在极值点，响应面覆盖了最大值所在的区

域。由 DesignExpert 8.0 分析得到最适培养基中葡萄

糖、玉米浆和尿素的实际值分别为 86.6 g/L、56.9 g/L
和 18 g/L。因此，最适培养基组成为(g/L)：葡萄糖 86.6、
玉米浆 56.9、酵母粉 4、磷酸二氢钾 3、尿素 18、硫

酸锌 3、硫酸氨 1、氯化镁 0.3。预测在此条件下，骆

驼凝乳酶活力为 430.90 SU/mL。 
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在最优培养基的基础上进行摇瓶发酵，重复 3 次

实验，优化后平均值为 431.25 SU/mL，实际酶活力与

预测酶活力值相符。利用优化前基础培养基酶活力平

均值 206.31 SU/mL，经优化后凝乳酶酶活力较优化前

的酶活力提高了 2.08 倍。 

2.6  发酵罐培养 

利用优化后的培养基配方，在 1 L 发酵罐中进行

发酵培养，发酵过程中生长曲线和骆驼凝乳酶活性曲

线以及葡萄糖含量变化如图 2 所示。 

 

图 2 菌株CPC残糖含量、产酶活力曲线以及生长曲线 

Fig.2 Residual sugar content curve, growth curve and activity 

curve of strain CPC 

由图 2 中葡萄糖浓度曲线可知：在 0~6 h，酵母

菌对还原糖消耗相对较慢，葡萄糖含量从 8%下降到

7.5%左右，而在 6~30 h 期间菌体对糖的消耗急剧增

加，培养基残留葡萄糖含量为 0.3 g/L，大约在 28 h 培

养基里的葡萄糖被消耗完毕。由图 2 中菌体生长曲线

可以知：在 0~12 h 菌体生长较为缓慢，从 12 h 开始

菌体生长进入对数期，细胞生长速率大幅度提高，菌

体生长在 42 h 后进入平稳期，基本不再变化。 
如图 2 菌株 CPC 产酶活力曲线图可以看出，前期

由于罐体内细胞浓度较低，产生的凝乳酶积累较少，

0~12 h 所测得的酶活性较低，随着细胞密度的不断增

加，18 h 凝乳酶活性为 100 SU/mL 左右，18~54 h 细

胞所产生的凝乳酶逐渐积累，54 h 后凝乳酶产量逐渐

稳，达到峰值酶活力值 530 SU/mL。以上结果表明，

与普通摇瓶培养相比，菌株在 1 L 发酵罐中的凝乳酶

产量更高，发酵时间也更短。这可能是由于发酵罐相

对于摇瓶能为菌体提供更加优越的环境，更有利于菌

体生长。 

3  结论 

3.1 通过单因素试验确定各成分适宜浓度，结果显示

最佳质量浓度分别为（g/L）：葡萄糖 70、玉米浆 40、
酵母粉 5、磷酸二氢钾 4、尿素 15、硫酸锌 4、硫酸氨

1.5 和氯化镁 0.4。在此基础上，采用 Plackett-Burman
试验考察 8 个成分对骆驼凝乳酶产量的影响，结果表

明葡萄糖、尿素和玉米浆对产酶影响显著。 
3.2 通过响应面试验设计分析，对萄糖、尿素、玉米

浆三个显著因素进一步优化，结果表明，骆驼凝乳酶

工程菌最适发酵培养基为（g/L）：葡萄糖 86.6、玉米 
浆 56.9、酵母粉 4、尿素 18、磷酸二氢钾 3、硫酸锌 3、
硫酸氨 1、氯化镁 0.3。进行摇瓶发酵验证，酶活性达

到 431.25 SU/mL，与预测值（430.904 SU/mL）接近，

表明该优化模型能准确预测实际发酵情况。使用 1 L
发酵罐进行发酵，凝乳酶活性达到 530 SU/mL，在基

础培养基配方下的凝乳酶活性为 206.31 SU/mL，酶活

力提升了 2.56 倍，发酵时间从 96 h 缩短到 55 h 左右。 
3.3 结果证明，采用响应面实验优化发酵培养基效果

理想，利用 1 L 发酵罐进行培养，骆驼凝乳酶活性显

著提高。因此，本研究获得的骆驼凝乳酶原工程菌发

酵培养基配方具有很高的应用价值，为骆驼凝乳酶的

实际生产提供重要的参考依据。在以后实验中，还需

对骆驼凝乳酶重组菌株 CPC 的发酵条件及补料方式

进行研究，进一步提高凝乳酶活性。 
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