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摘  要: 本研究对菌株 H41-38 发酵生产星形孢菌素的工艺进行了研究。结果表明: 30°C、96 h 为菌

株摇瓶培养最适条件。玉米淀粉和酵母粉为最适碳、氮源。采用 Fractional factorial design 方法确定

培养基成分的重要因子: 酵母粉和粗盐, 然后利用爬坡路径试验和响应面分析法优化了发酵效价取

得最大值时酵母粉和粗盐含量, 发酵效价最大理论值为 252.31 μg/mL, 摇瓶实测值为 251.28 μg/mL, 

其发酵水平比优化前提高了 4.33 倍。在 30 L 发酵罐(300 r/min、30°C、V 空气=10 L/min~15 L/min)中

扩大培养 84 h后发酵效价达到 286.44 μg/mL, 比摇瓶培养效价提高了 45.16 μg/mL, 其发酵参数变化

曲线可指导生产罐的应用生产。 
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Abstract: This paper focused on stausporine production by cultivation of strain H41-38. Results could be 
summarized as follows. The optimal condition for the shake flask cultivation for this strains was 30°C、96 h. 

Results indicated that the best carbon and nitrogen sources were cornstarch and yeast powder. With the 
method of fractional factorial design, it was found that yeast powder and crude salt were the important fac-
tors, and their optimal contents were determined. Under the optimal conditions, the calculated maximal 
stausporine was 252.31 μg/mL, while the experimental value of shake flask was 251.28 μg/mL. The titer was 
4.33 times more than using the original culture medium. After cultivating in a 30 L fermentor(300 r/min、

30°C, Vair=10 L/min~15 L/min) for 84 h, the titer was 286.44 μg/mL, which titer was 45.16 μg/mL higher 
than the shake flask cultivation, and curves of parameter provided useful information and data for the indus-
trial production of stausporine. 
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目前已开发许多放线菌的次生代谢产物用作抗

细菌、抗真菌和抗肿瘤药物[1], 其中 2/3以上的抗生
素分离自陆生放线菌。随着病原微生物和害虫抗药

性的提高, 寻找具有新型作用机制的抗生素迫在眉
睫, 海洋放线菌作为一种新的微生物资源, 逐渐成
为人们研究的热点。 

菌株H41-38为海洋放线菌, 广东农业科学院植
物保护研究所从南海近海泥中分离而来, 其菌丝体
提取物对甜菜夜蛾有较高的生物活性[2], 并分离鉴
定主要活性成分为星形孢菌素。据报道 , 1977 年
Omura S[3]等首先从链霉菌 AM-22282中发现星形孢
菌素, 它是一种非特异性的蛋白激酶抑制剂, 能够
诱导多种类型的细胞凋亡。目前国内外主要研究星

形孢菌素诱导细胞凋亡, 涉及的是医药方面, 且其
药物价格昂贵, 广泛应用受到限制, 因此本研究对
其产生菌株进行发酵条件的优化研究, 旨在提高星
形孢菌素的生产能力, 降低生产成本。国内外关于
星形孢菌素发酵工艺的报道仅限于专利 ,  而且报
道很少。Tanida等[4]从 120 L发酵液中获得 1.13 g
星形孢菌素晶体, Omura等[5]从 20 L发酵液中提取
得到 110 mg星形孢菌素, 其平均效价都很低。1990
年 Schroeder 等 [6]培养产生菌 6 d 后发酵效价为 
130 μg/mL, 生产的成本也较高。本文首先采用逐因
子试验方法选择放线菌 H41-38的发酵培养温度、时
间 和 培 养 基 碳 氮 源 , 再 采 用 部 分 因 子 试 验
(Fractional factorial design, FFD)结合响应面分析法
(Response surface analysis, RSA)优化发酵培养基组
分, 并且进行了 30 L发酵罐培养, 为指导生产发酵
提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
放线菌 H41-38 由广东省农业科学院植物保护

研究所提供 , 现保藏于中国典型培养物保藏中心 , 
保藏编号为 CCTCC M 206087。 

1.2  培养基 
改良高氏一号培养基 : KNO3 0.2%, K2HPO4 

0.1%, MgSO4 0.1%, 粗盐(主要成分为氯化钠, 含有
氯化镁等杂质 ) 0.3%, 可溶性淀粉  2%, 琼脂粉 
1.6%, 水 1000 mL, pH 7.2~7.4;  

初始发酵培养基: 蔗糖 30 g, 大豆蛋白粉 40 g, 
粗盐 3 g, CaCO3 2 g, KNO3 2 g, K2HPO4·3H2O 0.66 g, 

FeSO4.7H2O 0.02 g, MgSO4.7H2O 1.03 g, pH 7.2~7.4, 
水 1000 mL; 发酵培养基每 50 mL分装于 250 mL三
角瓶中, 用 8层纱布封口, 外用牛皮纸和棉线捆紧。
以上均 1 × 105 Pa灭菌 30 min。  

1.3  试剂和仪器 
星形孢菌素(Staurosporine)标准品(美国 Sigma

公司), 纯度≥99%; 美国 Waters Delta 600型高效液
相色谱仪, 色谱柱为 Waters Sun FireTM C18柱(5 μm, 
4.6 mm × 250 mm); Biostatc 30 L生物发酵罐(德国贝
朗公司)。 

1.4  星形孢菌素 HPLC 检测方法[7] 
检测波长 292 nm, 流动相比例为甲醇 :水

=80:20(V/V), 流动相流速 0.5 mL/min, 进样量 10 L, 
柱温 40°C。标准曲线: Y = 50580X + 135557, R2 = 
0.9999, 线性范围: 7.78 μg/mL~500 μg/mL。 

1.5  培养温度选择 
设定 28°C、30°C和 32°C 3个温度, 选择初始发

酵培养基, 摇床转速 160 r/min。在时间段 36 h~144 h
内, 每隔 12 h取样 1次, 每次取样 3瓶, 测定菌丝干
重。用 90%乙醇(V 溶剂/V 发酵液=1:1)振荡浸泡菌丝 6 h, 
过滤得浸泡液, HPLC测定其中有效成分含量, 计算
每毫升发酵液中星形孢菌素含量。根据星形孢菌素

含量选择合适的发酵培养温度。 

1.6  发酵培养基成分优化 
1.6.1  碳氮源因子的选择: 碳源分别选择可溶性淀

粉 20 g、葡萄糖 20 g、蔗糖 20 g、玉米淀粉 20 g和

米粉 20 g, 无碳源为对照处理; 氮源分别选择大豆

蛋白粉 20 g、蛋白胨 20 g、鱼粉 20 g、酵母粉 20 g、

玉米浆 20 g和牛肉膏 20 g, 无氮源为对照处理。培

养条件(30°C, 160 r/min, 96 h)。每处理 3 个重复, 

HPLC测定含量, 计算平均值。 

1.6.2  FFD 优化培养基组分: 发酵培养基的 8 个组

分, 即玉米淀粉(X2: Cornstarch)、酵母粉(X3: Yeast 

powder)、粗盐(X5: Crude salt)、CaCO3 (X6)、KNO3 

(X8)、K2HPO4 3H2O (X9)、FeSO4 7H2O (X11)、MgSO4 

7H2O (X13), 其它因子 X1、X4、X7、X10、X12为空项

(误差估计), 每个因素设高、低 2个水平。每处理 3

个重复, HPLC测定发酵液中星形孢菌素含量, 计算

平均值。 

1.6.3  爬坡路径试验: 考察重要因子含量变化对发
酵单位的变化趋势, 增加正影响因子在培养基中的
浓度, 每次增加 0.5%; 减少负影响因子在培养基中
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的浓度, 每次减少 0.05%。每处理 3个重复。 
1.6.4  响应分析法: 由爬坡路径试验得到培养基中
重要影响因子接近最大响应值的含量, 从而进行响
应面优化分析。每处理 3 个重复, 计算平均值。运
行 SAS程序建立响应变量与自变量的响应面回归模
型, 推测出响应变量的最大值以及获得此最大值时
自变量的取值。模型表述为: Y = b0 + ∑bi(1)xi + 
∑bi(2)xi^2.. + ∑biji xix, i = 1, N; j = 1, N; i ≠ j, 其中 Y
为预测响应值, 即星形孢菌素含量, b0为截距, ∑bi(1)
为线性系数, bi(2)为方次系数, biji为交互系数。 
1.6.5  优化验证试验: 选择优化后的培养基成分 , 
进行摇瓶验证试验。试验设 3 个重复, 比较实测值
与理论值。 

1.7  30 L 发酵罐放大发酵试验 

配置 2.0 L优化后的发酵培养基分装到 250 mL
摇瓶中, 选择新鲜的菌种接种培养 48 h后作为种子
液, 以 8%~10%的接种量无菌接种至 30 L 全自动发
酵罐中, 装液量为 20 L。发酵参数为: 转速 300 r/min, 
温度 30°C, 空气流速 10 L/min~15 L/min。在发酵时
间 0~120 h 内 , 每隔 12 h 记录和测定 pH 值、
DO(Dissolved oxygen)值、总糖[8]、还原糖[8]、氨基

氮[9]和星形孢菌素含量变化。 

2  结果与分析 

2.1  培养温度 
发酵培养温度的选择如图 1所示。28°C摇瓶培养

108 h, 星形孢菌素含量达到最大值为 32.53 μg/mL, 
30°C摇瓶培养 96 h达到最大值为 47.18 μg/mL, 32°C
摇瓶培养 84 h 达到最大值为 29.18 μg/mL。比较 3
个温度得知, 在 30°C条件下菌株产生星形孢菌素的
水平最高, 选择 30°C 为放线菌 H41-28 的最适摇瓶
培养温度。 

2.2  发酵培养基成分优化 
2.2.1  碳氮源因子的选择: 由图 2 可知 , 选择不
同碳源的发酵效价为 : 葡萄糖 30.72 μg/mL、蔗  
糖 43.59 μg/mL、米粉 54.37 μg/mL、可溶性淀粉 
40.83 μg/mL、玉米淀粉 67.73 μg/mL。分析表明: 选
择玉米淀粉时星形孢菌素含量显著高于其它碳源 , 
玉米淀粉为最适发酵碳源。 

如图 3 所示, 分别选择酵母粉、牛肉膏、大豆
蛋白粉、鱼粉和玉米浆和蛋白胨为氮源时, 发酵效
价为 102.54 μg/mL、61.75 μg/mL、63.45 μg/mL、 

 

图 1  不同温度下星形孢菌素效价曲线 
Fig. 1  Curves of staurosporine titers in different tem-
peratures 
 

 

图 2  使用不同碳源时星形孢菌素效价 
Fig. 2  Staurosporine titers with different carton source 
 

 

图 3  使用不同氮源时星形孢菌素效价 
Fig. 3  Staurosporine titers with different nitrogen source 
 
55.16 μg/mL、45.52 μg/mL和 6.73 μg/mL。统计表明: 
选择酵母粉时星形孢菌素效价显著高于其它氮源 , 
酵母粉为最适氮源。 

2.2.2  部分因子试验优化培养基组分: 由 SAS软件
调出实验设计表, 其中影响因子 X1、X4、X7、X10、

X12为空项, 影响因子 X2、X3、X5、X6、X8、X9、X11、

X13分别代表玉米淀粉、酵母粉、粗盐、CaCO3、KNO3、

MgSO4·7H2O、K2HPO4·3H2O、FeSO4·7H2O。试验设
计及处理结果如表 1所示。 
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表 1  部分因子试验设计及结果 
Table 1  Experimental design and results of FFD 

Factors 
Treatments 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 X13 
Titers(μg/mL) 

1 −1 −1 −1 −1 1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 91.45 

2 1 −1 −1 −1 −1 −1 1 1 1 1 −1 1 1 87.08 

3 −1 1 −1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 1 −1 129.64 

4 1 1 −1 −1 1 1 1 1 −1 −1 −1 −1 −1 80.78 

5 −1 −1 1 −1 −1 1 1 −1 −1 1 1 1 −1 187.06 

6 1 −1 1 −1 1 1 −1 −1 1 1 −1 −1 −1 62.20 

7 −1 1 1 −1 1 −1 1 −1 1 −1 1 −1 1 128.50 

8 1 1 1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 1 1 237.10 

9 −1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 120.43 

10 1 −1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 −1 1 1 1 73.58 

11 −1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 1 −1 1 −1 127.07 

12 1 1 −1 1 −1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 −1 158.52 

13 −1 −1 1 1 1 −1 −1 1 1 −1 −1 1 −1 137.70 

14 1 −1 1 1 −1 −1 1 1 −1 −1 1 −1 −1 173.69 

15 −1 1 1 1 −1 1 −1 1 −1 1 −1 −1 1 189.15 

16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 114.39 

Note: X2(−1: 2.00%, 1: 3.00%); X3(−1: 1.50%, 1: 2.50%); X5(−1: 0.25%, 1: 0.35%); X6(−1: 0.15%, 1: 0.25%); X8(−1: 0.1%, 1: 0.3%); X9(−1: 
0.06%, 1: 0.12%); X11(−1: 0.05%, 1: 0.09%); X13(−1: 0.002%, 1: 0.004%). 

 
回归分析由表 2 可知, 酵母粉和粗盐是主要的

影响因素, 二者在大于 90%的概率水平上差异显著, 
其它 6 个因素在 90%的概率水平上差异不显著, 其
中酵母粉为正影响(t 值为正), 粗盐为负影响(t 值为
负)。 
2.2.3  爬坡路径试验: 爬坡路经试验设计及结果如表
3所示, 3号培养基的发酵效价最大, 为 246.36 μg/mL。
此时 3号培养基中 X3(酵母粉)为 3.50%、X5(粗盐)为
0.25%。 
2.2.4  响应分析法优化: 采用 SAS 的 REREG(响应
面回归)对表 4 所得数据进行分析, 回归分析结果列
于表 5。试验数据拟合所得二次多项式方程: Y = 
 

表 2  部分因子试验回归分析 
Table 2  Results of regression analysis of FFD 

Factor 
notations Factors t value Prob>|t| Important 

sorting 
X2 Cornstarch 2.0880 0.1720 3 

X3 Yeast power 3.2517 0.0830 2 

X5 Crude salt −4.2037 0.0522 1 

X6 CaCO3 −1.6552 0.2397 5 

X8 KNO3 −0.8154 0.5005 6 

X9 MgSO4·7H2O −1.9931 0.1844 4 

X11 K2HPO4·3H2O 0.1379 0.9029 7 

X13 FeSO4·7H2O −0.1348 0.9051 8 

 

表 3  最陡爬坡路径试验设计及结果 
Table 3  Experimental design and results of 

steepest ascent 

Treatments X3(%) X5(%) Titers 
(μg/mL) Treatments

1 2.50 0.35 206.47 1 

2 3.00 0.30 222.56 2 

3 3.50 0.25 246.36 3 

4 4.00 0.20 225.83 4 

5 4.50 0.15 212.62 5 

6 5.00 0.10 190.32 6 

Note: The average titers are the average of three replicates. 
 
247.1600 － 0.8576X3 － 17.9796X5 － 7.2663X3

2 －

4.5475 X3X5－16.0188 X5
2, 方差来源(模型、线性回

归部分、平方项增加部分)的 F 值在 0.05 水平上差
异显著。决定系数 R2 = 0.9620, 表明模型能解释 95%
效价的变化, 回归拟合程度好。响应面的规范形如
图 4 所示, 表明回归模型中 Y 对于不同培养基的成
分含量(X3、X5)具有最大值, 其预测值为 252.31, 最
大值时 X3、X5的取值为 3.54%和 0.23%。 

优化后培养基组分含量如下: 玉米淀粉 3.00%、
酵母粉 3.54%、粗盐 0.23%、CaCO3 0.15%、KNO3 
0.10%、MgSO4·7H2O 0.06%、K2HPO4·3H2O 0.09%、
FeSO4·7H2O 0.002%, 水 1000 mL, pH 7.2~7.4。 
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表 4  响应分析法试验设计及结果 
Table 4  Experimental design and results of RS A 

Factors 
Treatments 

X3 X5 
Titers(μg/mL) 

1 −1 −1 241.12 

2 −1 1 214.14 

3 1 −1 240.52 

4 1 1 195.35 

5 −1.41421 0 229.29 

6 1.41421 0 238.15 

7 0 −1.41421 241.56 

8 0 1.41421 190.87 

9 0 0 247.16 

10 0 0 248.31 

11 0 0 250.59 

12 0 0 247.37 

13 0 0 248.28 

Note: X3(−1.41421: 2.69%; −1: 3.00%; 0: 3.50%; 1: 4.00%; 
1.41421: 4.21%), X5(−1.41421: 0.18%; −1: 0.20%; 0: 0.25%; 1: 
0.30%; 1.41421: 0.32%). 
 

表 5  响应面分析试验回归分析 
Table 5  Results of regression of RSA 

Regression Degree of 
freedom 

Sum of 
squares F value Pr>F 

Total Model 5 3463.09 15.17 0.0243 

Linear 2 2592.00 28.39 0.0112 

Quadratic 2 788.39 8.64 0.0469 

Crossproduct 1 82.72 1.81 0.2709 

Total Error 3 136.93   
 

 
图 4  Y = f(X3, X5)的响应分析面 
Fig. 4  Surface response plot of the function Y＝f(X3, X5) 
 

2.2.5  验证试验结果 : 由表 6 可知 , 实测值为
251.28 μg/mL, 理论值为 252.31 μg/mL, 显著性分析
表明实测值与理论值差异不显著, 说明模型的有效
性和拟合性很好。 

表 6  模型验证试验 
Table 6  Test experiment of the response surface model

Treatments Titers(μg/mL) 

Theoretical value 252.31 ± 0.00a 

Measured value 251.28 ± 1.42a 

Note: The data are the average of three replicates. The last same 
letters in each column indicates that the difference is not statisti-
cally significant by DMRT at P = 0.05.  
 

2.3  30 L 发酵罐放大发酵试验 
选择优化后的发酵培养基进行 30 L发酵罐放大

试验, 试验过程中相关参数变化如图 5~7所示。 
1) DO 值: 发酵前期由于培养基粘度大, 孢子

开始萌发, DO值较低。随着培养基营养成分被分解
利用, 培养基通透性增强, DO值出现上升为 71.3%, 
但是随着菌体营养生长不断消耗氧, DO值迅速下降
为 39.6%, 48 h~96 h之间DO值都维持在较为恒定的
水平。96 h后 DO值开始上升为 75.3%, 菌体生长耗
氧量下降, 菌体代谢自溶。2) pH值: 随时间缓慢上
升, 至发酵后期为弱碱性(6.4~8.3)。3) 总糖: 菌体
生命活动的需要, 总糖含量一直呈现下降趋势, 由
最初的 37.67 mg/mL下降到 16.14 mg/mL。4) 还原
糖: 在接种的最初 12 h 内, 菌体萌发直接消耗培养
液中原有的还原糖, 使含量迅速下降为 1.2 mg/mL, 
然后由于碳源不断分解为还原糖供菌体生长需要 , 
使其又迅速上升到 2.66 mg/mL, 然后维持在比较稳
定的水平。 5 )  氨基氮 :  发酵初期其含量较低 
(0.22 mg/mL), 发酵后期菌体自溶 , 自身的蛋白酶
将一些菌体蛋白水解为多肽与氨基酸, 造成培养液
中氨基氮浓度增加到 0.76 mg/mL。6) 星形孢菌素: 
发酵前期由于菌体处于营养生长阶段, 代谢产物较
少, 48 h后菌体发酵单位直线上升, 在 84 h发酵单位
达到最大值 286.44 μg/mL。 
 

 
图 5  DO、pH 值和总糖变化曲线 
Fig. 5  The curve of PO2、pH and sugar 
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图 6  还原糖和氨基氮变化曲线 
Fig. 6  The curve of reducing sugar and amino nitrogen 
 

 

图 7  星形孢菌素变化曲线 
Fig. 7  The curve of staurosporine 

 

3  讨论 

影响发酵的因素包括培养基成分(如碳源、氮
源、无机盐、生长因子等)、培养温度、pH 值、转
速等。培养基传统的优化方法是单次单因子法 [10], 
即在因素间不存在交互作用的假设下, 保持其它因
素不变, 一次改变一个因素的水平, 逐个因素进行
考察。这种方法不仅费时, 而且有可能导致对系统
行为的不全面的反映[11]。由于因素间常存在交互作

用, 这种方法可能得出不可靠甚至错误的结论。完
全的因子试验常常是由于经济、时间和其它条件的

限制是无法进行的 , 因此部分因子试验(Fractional 
factorial design)广泛地被应用[12−14]。Fractional fac-
torial 设计特别考虑了因素之间的交互作用 , 而且
因素之间的联合作用可以通过 Fractional factorial 
设计和响应面分析法来确定。响应面分析方法是一

种用来寻找多因子变量系统优化条件的实验设计方

法, 已经广泛应用于培养基成分的优化[15−18]。本实

验采用 Fractional factorial 设计确定发酵培养基的

重要影响因子, 然后由爬坡路径实验逼近最大响应
区域, 最后进行响应分析法求出重要因素的最佳水
平, 得到最大响应值。海洋放线菌 H41-38 在初始发
酵培养基(30°C、96 h)的效价为 47.18 μg/mL, 培养基
经过优化后, 发酵单位上升到 251.28 μg/mL, 发酵水
平提高了 4.33倍。在 30 L发酵罐中的发酵效价水平
为 286.44 μg/mL, 比摇瓶培养效价提高了 45.16 μg/mL, 
培养时间缩短了 12 h, 且比国内外报道的最高水平
提高了 1.18倍。 

本文研究了 30 L发酵罐中发酵过程的一些参数
变化, 如 pH、溶氧值、总糖、还原糖、氨基氮和星
形孢菌素含量。分析 pH 值和氨基氮含量升高的原
因为发酵后期菌体自溶, 自身的蛋白酶将一些菌体
蛋白水解为多肽与氨基酸。星形孢菌素含量在 84 h
最高, 84 h 后由于产物合成达到一定量时会抑制其
继续产生, 且会被相关酶或化学反应降解, 从而发
酵液中抗生素含量会随时间增长而逐渐降低。 
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