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高产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉菌株的发酵条件优化 

姚博伟 1*, 陈  璐 2,3, 高红亮 2* 
(1. 宁夏计量质量检验检测研究院, 银川  750200; 2. 华东师范大学生命科学学院, 上海  200241;  

3. 宁夏师范大学资源环境与生命科学学院, 固原  756000) 

摘  要: 目的  优化高产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉菌株的发酵条件。方法  以黑曲霉为发酵菌种, 以 α-葡萄糖苷

酶酶活为评价指标, 利用单因素优化考察温度、转速、接种量等发酵条件, 应用正交试验优化发酵培养基成分。

结果  黑曲霉发酵产 α-葡萄糖苷酶最优发酵条件: 麦芽浸粉 4%, 酵母蛋白胨 3%, 曲拉通 X-100 0.10%, 

K2HPO4·3H2O 0.5%, MgSO4·7H2O 0.05%, 初始发酵 pH 5.9, 接种量 2%。此条件下 α-葡萄糖苷酶酶活为

0.530 U/mL, 较优化前酶活提升 28%。结论  本研究所优化得到的黑曲霉产 α-葡萄糖苷酶发酵培养条件及发

酵培养基成分, 与优化前相比, 显著地提高了 α-葡萄糖苷酶酶活(P<0.05), 简便易行, 可为 α-葡萄糖苷酶进一

步工业化应用和产业化开发奠定理论基础。 
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Optimization of fermentation conditions for Aspergillus niger strains with 
high-yield α-glucosidase 

YAO Bo-Wei1*, CHEN Lu2,3, GAO Hong-Liang2* 
(1. Ningxia Academy of Metrology & Quality Inspection, Yinchuan 750200, China; 2. School of Life Sciences, East China 

Normal University, Shanghai 200241, China; 3. College of Resources and Environmental Sciences and Life Sciences, 
Ningxia Normal University, Guyuan 756000, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the fermentation conditions for Aspergillus niger strains with high-yield 

α-glucosidase. Methods  Using Aspergillus niger as the fermentation strain and α-glucosidase activity as the 

evaluation index, single-factor optimization was employed to investigate fermentation conditions including 

temperature, rotation speed and inoculum size. Orthogonal experiment was applied to optimize the components of 

the fermentation medium. Results  The optimal fermentation conditions for α-glucosidase production by 

Aspergillus niger were as follows: Malt extract powder 4%, yeast peptone 3%, Tween X-100 0.10%, 

K2HPO4·3H2O 0.5%, MgSO4·7H2O 0.05%, initial fermentation pH 5.9 and inoculum size 2%. Under these 

conditions, the α-glucosidase activity reached 0.530 U/mL, which was 28% higher than that before optimization. 
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Conclusion  The optimized fermentation conditions and medium components for α-glucosidase production by 

Aspergillus niger in this study significantly enhance the α-glucosidase activity compared with the unoptimized ones 

(P<0.05). The optimized strategy is simple and feasible, which lays a theoretical foundation for the further industrial 

application and commercial development of α-glucosidase. 
KEY WORDS: α-glucosidase; Aspergillus niger; fermentation optimization; orthogonal experiment 
 
 

0  引  言 

α-葡萄糖苷酶(EC3.2.1.20)又称作 α-转移葡萄糖苷酶

(EC2.4.1.24)是淀粉水解酶类中的一种, 主要在细胞外起作

用[1–5]。它可以从多糖的非还原末端水解底物的 α-(1,4)-糖
苷键, 生成 α-D-葡萄糖, 从而引发血糖上升[6–9]。通常把 α-
葡萄糖苷酶归类于第 3 类水解酶, 主要水解二糖如麦芽

糖、低聚糖、芳香糖苷, 能以蔗糖和多聚糖为底物[10]。同

时, 它还具有转糖苷作用, 可将低聚糖中的 α-1,4-糖苷键

转化成 α-1,6-糖苷键或其他形式的链接, 从而得到非发酵

性的低聚异麦芽糖(isomaltose, IMO)(包括异麦芽糖、潘糖、

异麦芽三糖、异麦芽四糖等)或糖酯、糖肽等[11–14]。 
α-葡萄糖苷酶在自然界分布十分广泛, 种类繁多, 性

质各异, 几乎存在于所有生物体内[15]。在生物机体的新陈

代谢过程中起着非常重要的作用, 它可将食物中的多糖转

化为单糖, 使其被机体在代谢过程中利用[16]。它同时也参

与了机体内糖脂和糖蛋白的合成以及代谢过程[17]。目前已

经进行研究的 α-葡萄糖苷酶, 只有少数来源于植物和动物, 
绝 大 多 数 来 自 微 生 物 。 目 前 产 酶 较 高 的 为 黑 曲 霉

(Aspergillus niger)和米曲霉以及酵母, 其中以黑曲霉来源

的 α-葡萄糖苷酶转糖苷作用最为突出, 大多数工业化应用

的 α-葡萄糖苷酶也来自于黑曲霉[18]。 
α-葡萄糖苷酶是一种具有转糖苷作用的外切型糖苷

酶, 在工业上主要应用于 IMO 的生产[19–20]。IMO 是一种

公认的有效的双歧杆菌生长的促进因子, 具有优良的耐酸

耐热性、保湿吸水性、预防龋齿性及难发酵性和低热值[21], 
且细菌和有害菌对异麦芽糖利用较低, 因此被广泛的应

用于医疗、保健和食品添加剂行业中。除生产 IMO 外, α-
葡萄糖苷酶还可改善啤酒的口感和风味, 用于啤酒的酿

造[22]; 与 α-淀粉酶一起用于提升葡萄糖浆生产时葡萄糖

的出产率[23]。在医学诊断上, α-葡萄糖苷酶可作为 II 型糖

尿病治疗抑制剂筛选模型的主要反应试剂[24]。 
IMO 安全无毒, 热量低, 具有多种优良特性, 被广泛

地应用于保健、医疗、食品、饲料行业中[25]。作为 IMO
合成的关键酶, 为了满足我国日益增长的异麦芽糖市场以

及基础科研需求, 实现 α-葡萄糖苷酶自给非常必要。近年

来, 有学者通过在大肠杆菌和毕赤酵母[15,26–27]中异源表达

α-葡萄糖苷酶基因从而提高产量, 但这种方法仍需通过安

全性审查方可在食品工业中应用。相对于异源表达, 传统

诱变是一种安全、稳定的提高产量的方式。它在黑曲霉育种

中得到了广泛的应用和验证[28], 所以本研究主要通过传统诱

变的方法来提高黑曲霉菌株产 α-葡萄糖苷酶的酶活力。 
因此, 为提升 α-葡萄糖苷酶产量, 本研究以本课题组

前期诱变筛选得到的高产 α-葡萄糖苷酶为发酵菌种, 利用

单因素试验结合正交试验, 以 α-葡萄糖苷酶酶活为指标, 
对黑曲霉产 α-葡萄糖苷酶发酵条件进行优化, 以期为 α-葡
萄糖苷酶研究及工业化应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

高产α-葡萄糖苷酶黑曲霉菌株ASP004-G由华东师范大

学生命科学学院微生物实验室保存。 
麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、可溶性淀粉、马铃薯淀粉、

乳糖、NaNO3、马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose 
agar, PDA) 、 K2HPO4·3H2O 、 KCl 、 MgSO4·7H2O 、

FeCl3·6H2O、MnCl2、CaCl2、FeCl3、NaCl、NH4Cl、
(NH4)2SO4、Na2CO3、3,5-二硝基水杨酸、醋酸、醋酸钠、

尿素、吐温 80、曲拉通 X-100、司班 80、琼脂粉、孟加拉

红(分析纯, 国药集团上海试剂有限公司); 4-硝基苯基-α-
吡 喃 葡 萄 糖 苷 (4-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside, 
PNPG)、α-甲基葡萄糖(α-D-methylglucoside, α-MG)(分析纯, 
德国达姆施塔特默克集团); 麦芽浸粉(生化试剂, 美国赛

默飞世尔科技有限公司); 酵母浸粉、酵母蛋白胨、小麦蛋

白胨、鱼粉蛋白胨(生化试剂, 安琪酵母有限公司); 玉米淀

粉、玉米浆(生化试剂, 上海阿拉丁生物试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

PB-10 型 pH 计、SQP 型电子天平(精度 0.0001 g)(德
国赛多利斯公司); DKY-Ⅱ型恒温调速回转式摇床(上海知

楚设备有限公司); SW-CJ-2D 超净工作台(苏州安泰空气技

术有限公司); R1-250 型低温恒温培养箱、SorvallRC-6plus
型冷冻离心机 (美国赛默飞世尔科技有限公司公司 ); 
Milli-Q 去离子水发生器 (德国达姆施塔特默克集团 ); 
Cytation1 型酶标分析仪 (美国安捷伦科技有限公司 ); 
HJJF-136 型电热恒温鼓风干燥箱(上海跃进医疗器械厂)。 

1.3  培养基配制 

固体斜面及平板培养基: PDA; 液体发酵培养基: 麦



第 7 期 姚博伟, 等: 高产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉菌株的发酵条件优化 103 
 
 
 
 
 

 

芽浸粉 40 g/L, 酵母浸粉 20 g/L, K2HPO4·3H2O 5 g/L, 
MgSO4·7H2O 0.5 g/L, pH 5.9; 以上培养基均为 121 ℃灭

菌 20 min。 

1.4  实验方法 

1.4.1  黑曲霉菌株的活化与培养 
使 用 接 种 环 从 实 验 室 保 藏 的 高 产 黑 曲 霉 菌 株

ASP004-G 斜面上刮取孢子并接种于新鲜 PDA 斜面, 30 ℃
培养 60 h 后, 于 4 ℃冰箱中保存。 
1.4.2  黑曲霉孢子悬液的制备 

在 1.4.1 划线得到的 PDA试管斜面中加入 15 mL 0.1%
的无菌吐温 80 水溶液, 用灭菌过的接种环刮取孢子, 倒
入装有玻璃珠的小三角瓶中, 30 ℃、200 r/min 摇床振荡

30 min 后, 于超净工作台中使用已灭菌脱脂棉过滤, 将
过滤后的孢子使用血球计数板于显微镜下计数, 稀释到适

当的浓度。 
1.4.3  摇瓶发酵方法 

制备数量级为 107 CFU/mL 的孢子悬液, 以 2%接种量

接种于装有 50 mL 液体发酵培养基的 250 mL 摇瓶中, 每
个实验条件设置 3 个平行, 30 ℃, 200 r/min 振荡培养 5 d 后

测定 α-葡萄糖苷酶酶活。 
1.4.4  酶活测定方法 

α-葡萄糖苷酶可催化底物 PNPG 释放对硝基苯酚

(p-nitrophenol, pNP), pNP 在碱性条件下显黄色, 可通过比

色法测定 pNP 的产量来表示酶活的高低[29]。吸取 10 μL 经

适当稀释的粗酶液于 96 微孔板中, 加入 20 μL 底物 PNPG 
(5 mmol/L)、70 μL 醋酸-醋酸钠缓冲液(pH 5.5, 0.1 mol/L)
于 50 ℃恒温培养箱中反应 15 min 后立即加入 100 μL 
Na2CO3 (1 mol/L)终止反应并显色。使用酶标分析仪于 405 nm
下测定吸光度值。酶活单位定义为: 在 pH 5.5, 50 ℃条件下, 
每分钟催化生产 1 µmol pNP 的酶的量为一个标准酶活力

单位(U)。 
1.4.5  生物量测定方法 

将滤纸置于 80 ℃恒温鼓风干燥箱中烘干至恒重, 然
后用滤纸过滤发酵液, 用蒸馏水冲洗菌体 3 次, 将滤纸连

同菌体置于 80 ℃恒温鼓风干燥箱中过夜烘干, 称量烘干

后滤纸和菌体重量, 减去滤纸重量即为菌体生物量[30]。 
1.4.6  还原糖测定方法 

根据 3,5-二硝基水杨酸法[31]测定还原糖。 
1.4.7  发酵工艺优化 

以 α-葡萄糖苷酶酶活为指标, 采用单因素试验对黑

曲霉产 α-葡萄糖苷酶发酵培养条件进行优化, 包括接种量

(0.1%、0.5%、1.0%、2.0%、3.0%、4.0%、8.0%), 固定发

酵初始 pH 为 5.9; 发酵初始 pH (3.9、4.4、4.9、5.4、5.9、
6.4、6.9、7.4), 固定接种量为 2%。每个实验处理重复 3
次, 结果取平均值。 

1.4.8  单因素试验优化发酵培养基成分 
以 α-葡萄糖苷酶酶活为指标, 对培养基中的碳源氮

源种类和浓度进行优化。以麦芽浸粉、麦芽糖、葡萄糖、

蔗糖、可溶性淀粉、马铃薯淀粉、玉米淀粉为单一碳源, 以
酵母浸粉、鱼粉蛋白胨、酵母蛋白胨、小麦蛋白胨、玉米

浆、硝酸钠、硫酸铵、氯化铵和尿素为氮源。在一定浓度

下, 用相应的成分替换发酵培养基的成分。确定最优碳源

后, 分别以 2%、3%、4%、5%、6%的最优碳源添加量配

制培养基, 培养基其他成分不变。以原始培养基为对照, 
接种高产菌株孢子悬液(5×107 CFU/mL), 按照 1.4.3 发酵方

法发酵, 测定酶活。确定最优氮源后, 分别以 1%、2%、3%、

4%、5%的最优碳源添加量配制培养基, 培养基其他成分不

变。以原始培养基为对照, 接种高产菌株孢子悬液, 按照

1.4.3 中发酵方法发酵, 测定酶活。 
分别向发酵培养基中添加 0.10%、0.25%、0.50%含量

的吐温 80、司班 80 和曲拉通 X-100 3 种表面活性剂, 以原

始培养基为对照, 接种高产菌株孢子悬液, 按照 1.4.2 中发

酵方法发酵, 测定酶活。 
分 别 对 发 液 体 发 酵 培 养 基 中 添 加 0.5% 的

FeSO4·7H2O、FeCl3、MnCl2、NaCl、CaCl2, 培养基其他

成分不变。以原始培养基为对照, 接种高产菌株孢子悬液, 
按照 1.4.2 中发酵方法发酵, 测定酶活。 
1.4.9  正交试验优化发酵培养基成分 

通过单因素实验结果分析确定对产酶影响最大的 3
个因素为碳源麦芽浸粉浓度(A)、氮源酵母蛋白胨浓度(B)
及表面活性剂曲拉通 X-100 浓度(C) 3 个因素。每个因素选

取 3 个水平进行 3 因素 3 水平(L933)正交试验, 按照各实验

组合配制培养基, 其余成分不变, 测定各实验组合所产 α-
葡萄糖苷酶酶活, 正交试验因素水平表见表 1。 

 
表 1  正交试验因素水平表 

Table 1  Factors and leves table of the orthogonal test 

水平 
因素 

A/% B/% C/% 

1 4 2 0.10 

2 5 3 0.25 

3 6 4 0.50 

 
1.4.10  高产菌株 ASP004-G 的代谢曲线测定 

制备高产菌株孢子悬液(数量级 5×107 CFU/mL), 以
1.4.8 中优化得到的最优接种量接种于正交试验得到的最

优发酵产酶培养基中, 按照 1.4.3 中所述方法进行发酵, 分
别于 0、9、12、18、24、36、42、48、60、72、84、96、
108、120、144、168 h 时取样, 测定酶活、生物量、pH 及

还原糖含量。 
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1.5  数据处理 

采用正交试验设计助手、Excel 2013、SPSS 22.0 统计

软件进行数据处理, 分别采用独立样本 t 检验和单因素方

差分析来评估不同样本之间的显著差异, 以 P<0.05为有显

著性差异, P<0.01 为有极显著性差异。采用 GraphPad prism 
7.0 进行图表绘制。 

2  结果与分析 

2.1  发酵条件优化 

发酵时不同接种量对 α-葡萄糖苷酶酶活的影响如

图 1(A)所示。由图 1(A)可见, 随着接种量的增加, 酶活

先上升后下降, 当接种量在 0.5%~4.0%时, 对高产菌株产

酶能力影响不大。当接种量为 2.0%时, 酶活达到最高值为

(0.383±0.026) U/mL, 因此最优接种量为 2.0%。 
将 1.3 中所述液体发酵培养基中初始 pH 分别调整为

3.9、4.4、4.9、5.4、5.9、6.4、6.9、7.4, 以原始培养基为

对照, 接种高产菌株孢子悬液, 按照 1.4.3 中发酵方法发酵, 
测定 α-葡萄糖苷酶酶活, 结果如图 1(B)所示。图 1(B)表明, 
发酵培养基初始 pH对 ASP004-G 产酶能力影响较大, 随着

初始 pH 的增大, 酶活先上升后下降, 当初始 pH 范围在

4.9~5.9 时, ASP004-G 产酶较高, 当发酵初始 pH 为 5.4 时, 
酶活达到最高值为(0.411±0.017) U/mL。因此, ASP004-G 产

酶的最优初始 pH 范围为 4.9~5.9, 所以选择 5.9 为液体发

酵培养基的初始 pH。 

2.2  单因素试验优化发酵培养基成分结果 

2.2.1  不同碳源对 α-葡萄糖苷酶酶活的影响 
分别以麦芽糖、葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、马铃薯

淀粉、玉米淀粉为碳源, 以原始发酵培养基为对照, 研究

不同碳源及其浓度对黑曲霉 ASP004-G 产 α-葡萄糖苷酶的

影响, 结果如图 2 所示。 
 
 

 

 
 

图 1  接种量和发酵初始 pH 对高产菌株 ASP004-G 产酶的影响 
Fig.1  Effects of inoculation and initial pH of fermentation on enzyme production of high-yield strain ASP004-G 

 

 

 
注: 不同字母表示差异显著(P<0.05), 图 3 同。 

图 2  碳源种类(A)及麦芽浸粉浓度(B)对 AP004-G 产酶的影响 
Fig.2  Effects of carbon source species (A) and maltextract concentration (B) on the enzyme production of AP004-G 
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图 2(A)表明, 不同碳源对 ASP004-G 产酶能力影响较

大, 以麦芽糖和麦芽浸粉为碳源时, 酶活较高, 与其他碳源

相比, 具备显著性差异(P<0.05)。以麦芽浸粉为碳源时, 酶
活达到最高值(0.366±0.008) U/mL, 这可能是因为麦芽糖和

麦芽浸粉作为 α-葡萄糖苷酶的作用底物, 起到了诱导菌株

产酶的作用, 诱导酶是在环境中存在诱导物的情况下(一般

是酶的作用底物), 由诱导物诱导而生成的酶, 大多数微生

物产生的水解酶都属于诱导酶[32]。对以麦芽糖和麦芽浸粉

为碳源培养基产酶酶活进行单因素方差分析, 具备显著差

异(P<0.05)。这可能是因为与麦芽糖相比, 麦芽浸粉除了含

有 70%的还原糖外, 还含有1.6%的总氮和0.6%的氨基氮以及

一些维生素和氨基酸及多种矿物质等。陈艳娟[33]对臭曲霉发

酵产 α-葡萄糖苷酶培养基成分进行优化时, 确定麦芽浸粉为

最优碳源。图 2(B)表明, 酶活随着麦芽浸粉浓度升高而上升, 
在浓度为 6%时达到最高值(0.456±0.006) U/mL。本研究表明, 
麦芽浸粉是 ASP004-G 的最优碳源, 最佳添加浓度为 6%。 

2.2.2  不同氮源对 α-葡萄糖苷酶酶活的影响 
分别以酵母浸粉、鱼粉蛋白胨、酵母蛋白胨、小麦蛋

白胨、玉米浆、硝酸钠、硫酸铵、氯化铵和尿素为氮源, 以
原始发酵培养基为对照, 研究不同氮源及其浓度对黑曲霉

ASP004-G 产 α-葡萄糖苷酶的影响, 结果如图 3 所示。 
图 3(A)表明, 不同氮源对 ASP004-G 产酶能力影响较

大, 其中无机氮源产酶较低, 以酵母浸粉和酵母蛋白胨为

氮源时, 酶活较高。其中以酵母蛋白胨为氮源时, 酶活达

到最高值 0.406 U/mL, 较对照培养基产酶提高 10.9%, 对
以酵母蛋白胨和酵母浸粉为氮源培养基产酶活力进行单因

素方差分析, 与其他氮源相比, 具有显著性差异(P<0.05)。
图 3(B)表明, 酶活随着酵母蛋白胨浓度升高而上升, 在浓

度为 4%时达到最高值 0.412 U/mL, 且 4%和 5%无显著性

差异, 考虑经济因素, 选择 2、3、4 为正交试验因素。 
本研究表明, 酵母蛋白胨是菌株 ASP004-G 产 α-葡萄

糖苷酶的最优氮源, 最佳添加浓度为 4%。 
 

 
 

图 3  氮源种类(A)和酵母蛋白胨浓度(B)对 AP004-G 产酶的影响 
Fig.3  Effects of nitrogen source species (A) and yeast peptone concentrationon (B) the enzyme production of AP004-G 

 

2.2.3  不同表面活性剂对 α-葡萄糖苷酶酶活的影响 
按照 1.4.8 所述实验方法对 ASP004-G 进行添加表面活

性剂的实验, 结果如图 4 所示。图 4 表明, 添加表面活性剂

对 ASP004-G 产酶能力影响较大, 使用 SPSS 22.0 软件对添

加各表面活性剂不同添加量产酶酶活与原始培养基酶活进

行单因素方差分析。发现当吐温 80、司班 80 在添加量为

0.10% 时 , 与原始培养基酶活相比具备显著性差异

(P<0.05), 能提高 ASP004-G的产酶能力。当曲拉通 X-100
添加量为 0.25%时, 与原始培养基酶活相比具备极显著

性差异(P<0.01), 能显著提高 ASP004-G 的产酶能力, 为
0.444 U/mL, 较对照培养基产酶(0.370 U/mL)提高 20%。而

其余添加量的表面活性剂产酶与原始培养基相比, 无显著

性差异(P>0.05)。由于黑曲霉所产 α-葡萄糖苷酶为胞内酶

和胞外酶均有, 胞外酶是由细胞原生质体合成后由细胞膜

释放出来[31], 推测可能是表面活性剂使得细胞膜通透性增

加, 从而使得胞内酶更容易释放出来, 从而使得产酶增加。 
 

 
注: *表示具有显著性差异(P<0.05); **表示具有极显著性差异

(P<0.01)。 
图 4  不同种类表面活性剂及其浓度对 ASP004-G 产酶的影响 

Fig.4  Effects of different kinds of surfactants and their 
concentration on the enzyme production of ASP004-G 
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2.2.4  不同种类无机盐对 α-葡萄糖苷酶酶活的影响 
按照 1.4.8 中所述实验方法进行添加无机盐实验, 实

验结果如表 2 所示。从表 2 中可以看出 , 添加 0.5% 
FeSO4·7H2O、NaCl、MnCl2 对菌株 ASP004-G 产酶并无

影响(P>0.05); 添加 0.5% FeCl3、CaCl2 对菌株 ASP004-G
产酶有较强抑制作用(P<0.01)。因此, 无需在发酵培养集中

添加其他无机盐成分。 
 

表 2  不同种类无机盐对 ASP004-G 产酶的影响 
Table 2  Effects of different kinds of inorganic salts on the 

enzyme production of ASP004-G 

无机盐种类 酶活/(U/mL) 相对酶活/% 

FeSO4·7H2O 0.351±0.009 92 

FeCl3 0.315±0.015 82** 

NaCl 0.384±0.017 99 

MnCl2 0.380±0.007 99 

CaCl2 0.297±0.009 77** 

对照 0.383±0.008 100 
注: **表示与对照相比具有极显著性差异(P<0.01)。 

 
2.3  正交试验优化发酵培养基成分结果 

根据 2.1 的实验结果确定对菌株 ASP004-G 产酶影响

最大的 3 个因素分别是碳源麦芽浸粉、氮源酵母蛋白胨、

表面活性剂曲拉通 X-100。对这 3 个因素按照表 1 使用正

交设计助手软件进行 3 因素 3 水平正交试验设计, 正交试

验设计与结果及方差分析见表 3、表 4。 
由表 3 正交实验分析结果中极差的值可知 , 影响

ASP004-G 发酵产酶的因素依次为麦芽浸粉浓度>酵母蛋

白胨浓度>曲拉通 X-100 浓度。根据 K 大小最优组合为

A1B2C1, 但该组合并未在表 3 中出现。正交试验得到的最

优组合为 A1B2C2, 此条件下酶活为(0.441±0.014) U/mL, 较
2.2.3 中初始液体发酵培养基酶活(0.350±0.009) U/mL 提高

26%。由表 4 方差分析结果可知, 麦芽浸粉对酶活力影响

显著, 酵母蛋白胨和对曲拉通 X-100 对酶活影响不显著。

比较 A1B2C1 和 A1B2C2 两组合, 其差距在于曲拉通 X-100
的浓度, 由于曲拉通 X-100 对酶活影响不显著, 为了节约

试剂成本, 选择最优组合为 A1B2C1。 
因此, 根据单因素优化发酵条件和单因素正交优化

发酵培养基成分结果, 菌株 ASP004-G 产 α-葡萄糖苷酶最

适条件为: 麦芽浸粉 4%, 酵母蛋白胨 3%, 曲拉通 X-100 
0.10%, K2HPO4·3H2O 0.5%, MgSO4·7H2O 0.05%, 初始

发酵 pH 5.9, 接种量 2.0%。 

2.4  高产菌株 ASP004-G 代谢曲线的测定结果 

按照优化得到的最优发酵条件和最适发酵培养基对

高产菌株 ASP004-G 进行代谢曲线测定, 结果如图 5 所示。 
 

表 3  正交试验设计与结果 
Table 3  Design and results of orthogonal test 

实验序号 A(麦芽浸粉浓度)/% B(酵母蛋白胨浓度)/% C(曲拉通 X-100 浓度)/% 酶活/(U/mL) 

1 4 2 0.10 0.412±0.016 

2 4 3 0.25 0.441±0.014 

3 4 4 0.50 0.422±0.014 

4 5 2 0.25 0.338±0.016 

5 5 3 0.50 0.396±0.013 

6 5 4 0.10 0.387±0.011 

7 6 2 0.50 0.368±0.013 

8 6 3 0.10 0.391±0.015 

9 6 4 0.25 0.436±0.017 

K1 0.425 0.373 0.415  

K2 0.374 0.405 0.399  

K3 0.398 0.395 0.384  

极差 0.051 0.042 0.010  
 

表 4  正交试验结果方差分析 
Table 4  Analysis of variance of the orthogonal test results  

因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性 
A 0.004 2 8.000 6.940 * 
B 0.003 2 6.000 6.940  
C 0.000 2 0.000 6.940  

误差 0.000 4    

注: *表示差异显著(P<0.05)。 
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图 5  高产菌株 ASP004-G 的代谢曲线 
Fig.5  Metabolic curve of the high-yield strain ASP004-G 

 
如图 5 所示 , 在最优培养条件下 , 黑曲霉菌株

ASP004-G 迅速生长, 在 0~48 h 时间段内生物量大量积累, 
48 h 之后趋于稳定, 72 h 时到达最高点, 为(22.53±0.031) g/L, 
72 h后生物量开始降低, 144 h后进入发酵后期, 由于营养物

质的缺少和菌体自溶, 进入衰亡期。发酵液中还原糖含量在

发酵 0~42 h 时迅速下降, 这与生物量大量增加时间相一致, 
42 h 后还原糖趋于稳定, 72 h 后稳定在 2 g/L 左右。α-葡萄

糖苷酶酶活在菌体生长进入稳定期即 48 h后开始迅速增加, 
120 h 后增速变慢, 但仍在增加, 168 h 时仍在增长, 为
(0.530±0.020) U/mL, 这可能是因为发酵后期菌体自溶导

致 α-葡萄糖苷酶积累。 
发酵液 pH 在整个发酵过程中维持在 4.4~6.0 之间, 

前期菌体生长导致还原糖的大量消耗, 从而产生有机酸

使得 pH 降低, 于 60 h 到达最低点, 为 4.4。60 h 后 pH
开始回升, 但在 108 h 后又下降至 5.0 左右, 并在整个发

酵后期维持在 5.0 左右。这说明发酵过程中 pH 的变化可

能是影响黑曲霉菌株产酶的一个重要因素, 可以在后续

的发酵罐放大发酵实验中考虑加强发酵过程中的 pH 的

调控。分别使用优化后得到的最适发酵培养基和原始发

酵培养基 (1.3 节 )对在优化后发酵条件下对高产菌株

ASP004 进行发酵, 168 h 时 α-葡萄糖苷酶酶活分别为

(0.530±0.020) U/mL 和(0.414±0.016) U/mL, 优化后酶活较

优化前提高 28%。 

3  结论与讨论 

本研究以高产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉菌株 ASP004-G 为

研究对象, 通过单因素试验对其 α-葡萄糖苷酶发酵条件进

行优化, 得出最优发酵条件为: 最适 pH范围为 4.9~5.9; 当

接种量在 0.5%~4.0%时, 接种量对 ASP004-G 产酶并无太

大影响, 选定最优接种量为 2.0%。通过单因素试验方法对

α-葡萄糖苷酶酶活指标进行优化, 结果表明: 最优碳源为

5%麦芽浸粉, 最优氮源为 4%酵母蛋白胨; 添加 0.1%的吐

温 80、司班 80 和曲拉通 X-100 对菌株产酶均有促进作用, 
当添加 0.25%的曲拉通 X-100 时对菌株产酶有较强的促进

作用, 酶活提高 20%。通过正交试验得到 α-葡萄糖苷酶最

优产酶发酵培养基配方为: 麦芽浸粉 4%, 酵母蛋白胨 3%, 
曲 拉 通 X-100 0.10%, MgSO4·7H2O 0.05%, 
K2HPO4·3H2O 0.5%, pH 5.9。按照优化后最优发酵条件和

发酵培养基进行发酵试验, 菌株 AS004-G 在优化后培养基

中发酵 168 h, 酶活为(0.530±0.020) U/mL, 较原始培养基

产酶(0.414±0.016) U/mL 提高 28%, 单因素方差分析显示, 
具有显著差异(P<0.05)。张皓[34]对产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉

转苷条件进行优化, 其 IMO 含量可达 65%。与本研究相比, 
本研究并未对 α-葡萄糖苷酶转苷作用进行探讨, 还需下一

步继续探索。陆兵等[35]对产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉发酵条件

进行优化, 优化后最显著影响发酵条件为装液量和发酵温

度(P<0.01), 这可能是因为不同生产菌株相应最优发酵条

件不同。应为摇瓶发酵与发酵罐放大发酵不同发酵模式所

导致的产量差别。易菊阳等[36]对产 α-葡萄糖苷酶黑曲霉发

酵条件进行优化, 其最优发酵条件下酶活可达 427 U/mL, 
与本研究相比, 这是因为两项研究对 α-葡萄糖苷酶酶活定

义不同。周璐等[37]对产 L-苏氨酸高产菌株发酵条件进行优

化, 较优化前产率提示 38.1%, 说明发酵培养条件的优化

可有效提升微生物发酵产物产量水平。本研究仍存在一定

不足, 仅考虑了 α-葡萄糖苷酶的水解酶活性指标, 未考虑

转苷酶活性, 可进一步在建立转苷产物检测方法的基础上
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再建立转苷酶酶活测定方法, 从而以转苷酶活性指标优化

发酵工艺, 同时进行发酵罐放大发酵试验, 并对其发酵工

艺进行优化。本研究可为 α-葡萄糖苷酶的进一步工业化应

用提供一定的理论基础。 
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