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响应面法优化 paraherquamide A的发酵工艺

陈晓娜 1，彭加飞 2，王品美 1，徐金钟 1*

1浙江大学海洋学院，舟山 316000；2极致生物技术（杭州）有限公司，杭州 311121

摘 要：Paraherquamide A（PA）作为新型驱虫药 Startect®的重要原料，其产量制约药物的推广和使用。

本研究采用响应面法系统对野生 Penicillium sp. KWF31 的 PA发酵工艺进行优化。通过 Plackett-Burman

设计对培养基的 8 个因素进行筛选，得到显著影响效价的 3 个关键因素分别是酵母提取物、可溶性淀粉

和葡萄糖。进而采用爬坡实验逼近这 3 个关键因素的最大响应区域，通过 Box-Behnken 设计建立数学模

型，获得产 PA的最佳条件为可溶性淀粉 31.0 g/L、葡萄糖 12.8 g/L、酵母提取物 14.5 g/L。在此条件下，

PA效价高达 243.7 mg/L，与预测值 241.6 mg/L 相近，是优化前的 3.4 倍。
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Abstract: Paraherquamide A(PA) is an important raw material for the new anthelmintic drug Startect®, and its low

yield limits the promotion and use of the drug. Response surface methodology (RSM) was used to optimize the

fermentation process of wild Penicillium sp. KWF31 to produce PA. Eight factors of the medium were screened by

Plackett-Burman test design. Among them, the dosages of soluble starch, glucose and yeast extract were found to

be the key factors. The optimal concentration ranges of the three factors were examined by the steepest ascent path

and the Box-Behnken design as 31.0 g/L soluble starch, 12.8 g/L glucose and 14.5 g/L yeast extract, respectively.

Under the optimal condition, the maximum titer of PA approached 243.7 mg/L, which was close to the theoretical

value of 241.6 mg/L, and 3.4 times of the initial.
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寄生性线虫病是严重影响畜牧业发展的畜禽类寄生虫病[1]。目前，阿维菌素类药物

（avermectins）是世界范围内兽医临床上用量最大的抗寄生虫药。但由于该药物的滥用，许

多地区[2-4]已出现了耐药虫株。我国在 80年代末引进并广泛使用该类药物[5]，现国内牧羊胃

肠道线虫已对阿维菌素类药物产生了不同程度的耐药性[6-8]。Startect®[9]是全球最大动物保健

药和疫苗公司硕腾（Zoetis）开发的新型绵羊口服短效驱虫药，可有效预防和解决畜禽寄生

虫病及其耐药性问题。该药的药效成分是得曲恩特（derquantel，10 mg/mL）和阿维菌素（1

mg/mL）。Startect®标准剂量为 1 mL/5 kg（药液体积/绵羊体重），每只 50 kg 的成年绵羊用
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药一次约需 0.1 g得曲恩特。根据联合国粮农组织（FAO）的统计数据，世界绵羊存栏量达

到 12亿只[10]，因此，得曲恩特的潜在需求量为百吨级甚至更高，市场需求巨大。

得曲恩特是真菌代谢产物 paraherquamide A（PA）的化学衍生物，由 PA经酰胺羰基还

原、脱氧是目前得曲恩特主要的获取方式（见图 1）[11]。因此，得曲恩特的工业原料供应主

要受 PA产量影响。然而，paraherquamide 类天然产物化学结构复杂，虽可通过工业原料异

戊二烯或异戊二烯环氧化物化学全合成，但其化学反应步骤多达 46步[12]，成本高，收率极

低（2.5%），难以工业规模化生产。利用微生物发酵生产 PA是目前大规模获得该化合物的

有效途径。PA最早分离自一株青霉属真菌 Penicillium paraherquei的发酵产物[13]，但野生型

青霉菌产生的 PA效价不高，这阻碍了其进一步的实验研究与工业应用。在真菌代谢产物的

应用研究中，目标代谢产物的效价水平不仅取决于菌株本身的性能，更重要的是优化发酵培

养条件充分发挥其生产能力。目前广泛应用于微生物发酵培养优化的是响应面法[14-17]，该方

法综合试验设计和数学建模具有试验次数少、周期短、求得回归方程精度高、预测性能好、

研究几种因素间交互作用等优点[18, 19]。

本课题组在前期工作中发现一株高产 PA的海洋来源青霉属真菌 KWF31，初期探索在

察氏培养基[20]下其发酵效价为 55.8±3.7 mg/L，尚未达到工业生产要求。本研究旨在通过

Plackett-Burman设计、最陡爬坡设计和 Box-Behnken设计等响应面方法优化菌株 KWF31的

发酵培养基，建立高产且稳定的 PA生产工艺技术方案。

图 1 由 PA生产得曲恩特的生产工艺流程[10]

Fig. 1 The production process of derquantel from PA[10]

1 材料与方法

1.1 主要材料和仪器

1.1.1 菌株

Penicillium sp. KWF31 是 由 本 课 题 组 从 南 海 深 海 冷 泉 区 （ 16°43′43.64″N ，
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110°28′23.84″E，深度 1 352 m）的沉积物中分离、纯化得到的一株海洋真菌，现保存于浙

江大学海洋生物与药物研究所。

1.1.2 试剂

可溶性淀粉、蔗糖、葡萄糖、NaNO3、K2HPO4、MgSO4·7H2O、KCl、分析纯甲醇等

（国药集团化学试剂有限公司）；CuSO4·5H2O（天津市永大化学试剂有限公司）；酵母

提取物（yeast extract，YE）（Oxoid）；色谱纯甲醇（百灵威公司）。

1.1.3 仪器

JB-CJ-IFXS 型超净无菌工作台（苏州佳宝净化工程设备有限公司）；DHP-9082 型恒

温培养箱（上海恒一科技有限公司）；Agilent 1260 高效液相色谱仪（Agilent 公司）。

1.1.4 培养基及缓冲液

硝酸盐母液：120.0 g NaNO3，10.4 g KCl，10.4 g MgSO4·7H2O，30.4 g KH2PO4，定容

至 1.0 L，121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。

微量元素母液：2.2 g ZnSO4·7H2O，1.1 g H3BO3，0.5 g MnCl2·4H2O，0.16 g FeSO4·7H2O，

0.16 g CoCl2·5H2O，0.16 g CuSO4·5H2O，0.11 g (NH4)6Mo7O24·4H2O，5.0 g Na4EDTA，定

容至 100.0 mL。

GMM 培养基（glucose minimal media）：50.0 mL 硝酸盐母液，1.0 mL 微量元素母液，

10.0 g 葡萄糖，800.0 mL ddH2O溶解，调节 pH 至 6.5，定容至 1.0 L，加入琼脂粉 16.0 g，

121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。

GMM+YE 培养基：在 GMM 培养基的基础上添加 0.5%（W/V）的酵母提取物，121 ℃

高压蒸汽灭菌 20 min。

察氏液体培养基（Czapek-Dox medium）：蔗糖 30.0 g，NaNO3 3.0 g，K2HPO4 1.0 g，

MgSO4·7H2O 0.5 g，KCl 0.5 g，FeSO4 0.01 g，定容至 1.0 L，pH 自然或 7.0~7.2，121 ℃高

压蒸汽灭菌 20 min。

1.2 发酵培养与代谢物提取

孢子悬浮液的制备：将菌种接种于 GMM+YE 固体培养基中，在 30 ℃静置培养 4 d，

用无菌 0.1%（V/V）Tween 80 收取孢子，神奇滤布 Miracloth 过滤菌丝体，得到新鲜孢子

悬浮液，转移至 4 ℃冰箱备用。

液体发酵培养：将孢子液以 105 sp/mL 的发酵初始孢子量接入发酵培养基中，装液量

50 mL/250 mL，在 28 ℃静置发酵 12 d。

试样制备：将菌液与菌体用纱布分离，菌体加入甲醇 50 mL，25 ℃，70 W，超声 30 min，
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取超声后上清液 500 μL 加入菌液 500 μL，再加入 1 mL 甲醇混匀，用 0.22 µm 的微孔滤膜

过滤后，用高效液相色谱（HPLC）测定 PA发酵效价。

1.3 PA发酵效价的测定

HPLC 色谱方法：Agilent 1260 HPLC 系统，DAD 检测器，色谱柱：COSMOSIL C18 MS

II（4.6 mm×250 mm，5 μm），检测波长 230 nm，流动相：MeOH/H2O 6∶4，流速：1.0 mL/min，

柱温：35 ℃。

标准曲线的绘制：准确配制 0.5、0.25、0.1、0.05、0.025、0.01、0.005 mg/mL 的 PA

标准溶液，用 0.22 µm 的微孔滤膜过滤后通过 HPLC 色谱法进行分析，按上述 HPLC 色

谱条件分析测定 PA 的峰面积，以浓度（mg/mL）为横坐标，峰面积（mAU*s）为纵坐

标，进行线性回归拟合，得到 PA 定量标准曲线为：y=53 987.623 24x-589 236，相关系数

R2=0.999 96，线性关系良好，可以用于测定 PA 的效价。

1.4 响应面设计优化产 PA培养基

1.4.1 Plackett-Burman实验设计

前期单因素实验已得到影响 PA 效价的 8 个因素的最佳浓度，在此基础上利用

Plackett-Burman 设计对影响青霉 KWF31 产 PA的 8 个因素进行筛选，8 个因素为可溶性淀

粉、葡萄糖、酵母提取物、NaNO3、MgSO4、MnCl2、ZnSO4和 CoCl2，分别编号 X1~X8，

各因素分别设置两个水平，其中“1”代表高水平，“-1”代表低水平（见表 1）。设计 12 组

测试，每组 3 个重复，以 PA效价为响应值，建立关系式初步确定优化发酵条件，基于显

著因子进行 Box-Behnken 实验设计。拟合方程见方程式（1）

y = β0 + βiΣxi （1）

其中 y为响应值，即 PA效价，mg/L；β0 为常量；βi为线性系数；xi为各影响因素。

表 1 Plackett-Burman 实验设计因素与水平

Table 1 Factors and levels of Plackett-Burman experimental design

因素 Factor 编码 Code
水平 Level

-1 1

可溶性淀粉 Soluble starch（g/L） X1 25.0 30.0

葡萄糖 Glucose（g/L） X2 10.0 12.0

酵母提取物 Yeast extract（g/L） X3 12.0 15.0

NaNO3（g/L） X4 8.0 10.0

MgSO4（g/L） X5 1.0 1.5

MnCl2（g/L） X6 0.04 0.06

ZnSO4（g/L） X7 0.04 0.06
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因素 Factor 编码 Code
水平 Level

-1 1

CoCl2（g/L） X8 0.005 0.008

1.4.2 最陡爬坡实验设计

根据 Plackett-Burman 实验所拟合方程结果，在得到各显著因素贡献程度之后，为了

确保响应面实验的准确性及可靠性，需要通过最陡爬坡实验逼近中心点[21]。以各显著因

子为中心起点，确定最陡爬坡实验的方向与步长，通过最陡爬坡实验进一步逼近最优区域

进而确定 Box-Behnken 设计的中心点，根据各效应的正负和大小确定取值，将正效应值逐

步增加，负效应值逐渐减小[22]。

1.4.3 Box-Behnken实验设计

基于 Plackett-Burman 设计与最陡爬坡设计的结果，选择影响 PA效价的 3 个因素及其

中心值，利用 Box-Behnken 设计，设计 3 因素 3水平 17 个测试组。每个因素设置高、中、

低 3 水平，分别以“+1”“0”“-1”代表（见表 2），以 PA效价为响应值，应用 Design Expert 8.0.2

拟合二次函数，以方差分析评估模型拟合效果，确定最优发酵条件方程（2）。

y = β0 + βiΣxi + βijΣxi2 + βijΣxixj （2）

其中 y为响应值，即 PA效价，mg/L；xi和 xj均为编码变量，β0 为截距，βi、βii和

βij分别为一次项、二次项和交互项系数。

表 2 Box-Behnken 实验设计

Table 2 Design of the Box-Behnken experiment

因素 Factor 编码 Code 水平 Level

-1 0 1

可溶性淀粉 Soluble starch（g/L） X1 29.0 30.0 31.0

葡萄糖 Glucose（g/L） X2 12.8 13.5 14.2

酵母提取物 Yeast extract（g/L） X3 14.0 14.5 15.0

1.5 结果验证和数据统计分析

所有实验设 3 个平行，采用 Microsoft Excel 2 016 对实验数据进行统计与分析，所得

结果以平均值±标准差表示。采用 Design-Expert 8.0.2 软件[23]进行响应面实验设计和解析，

并绘制各显著因素间相互关系的响应面图和等高线图。*P<0.05 和**P<0.01 分别表示差异

显著和差异极显著。用优化后的培养基进行验证，实验重复 3 次，每次 3 个平行，结果取

平均值，判断多元回归模型的可靠性与准确性，进而获得最终优化方案。

2 结果与分析

2.1 Plackett-Burman实验设计
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Plackett-Burman 设计法是一种针对因子数较多的两水平的实验设计方法，可快速

有效地从所考察的众多因素中将对实验结果影响具有显著性的几个重要因素筛选出来

[24]。Plackett-Burman 实验设计中，12 个组的 PA 效价在 192.5~248.0 mg/L 的范围内波

动，其中第 7 组实验的效价最低，第 3 组实验的效价最高（见表 3）。将实验所得的数

据利用 Design expert软件回归分析后得多元一次回归方程（3）如下。

Y=221.77+9.63X1+5.55X2+11.62X3+2.31X4+2.14X5-4.57X6+1.55X7+0.12X8 （3）

表 3 Plackett-Burman 实验设计与结果（x ± s，n = 3）

Table 3 Design and results of Plackett-Burman design (x ± s, n = 3)

试验号

No.

变量水平 Variable level 效价

Potency（mg/L）X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8

1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 220.4±3.7

2 1 -1 1 1 -1 1 1 1 234.3±0.5

3 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 248.0±6.7

4 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 218.1±8.9

5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 207.9±2.1

6 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 215.3±4.6

7 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 192.5±6.6

8 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 221.7±13.3

9 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 230.1±11.3

10 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 193.0±3.0

11 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 246.0±15.0

12 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 234.1±2.5

注：X1~X8所对应的因素详见表 1。

Note: The corresponding factors of X1-X8 are detailed in Table 1.

以 PA效价为评价指标对该模型进行方差分析及模型系数进行显著性检验（见表 4）。

该回归模型的 P值（0.024 3）<0.05，表明该模型显著，即该模型在被研究的整个回归区

域的拟合度良好，有统计学意义；决定系数 R2=0.975 3>0.9，说明实验相关性比较好；校

正决定系数 R2（adj）=0.909 5，表示此回归模型能解释 90.95%的响应值的变化。由实验显著

性分析结果可知，对 PA效价影响显著的因素依次为酵母提取物 X3（P=0.005 1）、可溶性

淀粉 X1（P=0.008 7）、葡萄糖 X2（P=0.038 4），而其他 5 个因素的 P值均大于 0.05，对

效价没有显著的影响，因此选择这 3 个显著因素进行进一步的优化。

表 4 Plackett-Burman 实验方差分析结果

Table 4 ANOVA for Plackett-Burman design

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P 值
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Source Sum of squares Degree of freedom Mean square F-value P-value

模型Model 3 501.86 8 437.73 14.82 0.024 3*

X1 1 113.04 1 1 113.04 37.68 0.008 7**

X2 370.19 1 370.19 12.53 0.038 4*

X3 1 619.60 1 1 619.60 54.83 0.005 1**

X4 64.26 1 64.26 2.18 0.236 7

X5 54.74 1 54.74 1.85 0.266 6

X6 251.08 1 251.08 8.50 0.061 7

X7 28.80 1 28.80 0.97 0.396 2

X8 0.17 1 0.17 0.005 609 0.945 0

残差 Residual 88.61 3 29.54 - -

总离差 Cor total 3 590.48 11 - - -

注：**P<0.01，差异极显著；*P<0.05，差异显著，R2=0.975 3，R2（adj）=0.909 5。

Note: **P<0.01, highly significant difference; *P<0.05, significant difference, R2=0.975 3, R2
（adj）=0.909 5.

2.2 最陡爬坡实验设计

通过 Plackeet-Burman实验设计筛选到影响海洋真菌 KWF31产 PA显著影响因素有

酵母提取物、可溶性淀粉、葡萄糖，且均为正效应，因此适当提高浓度会增强 PA 效价。

以这三个显著因素为考察对象，按照软件 Design expert 8.0.2 所拟合的多元一次方程式

（3）中各因素的效应系数并结合前期单因素实验结果的经验值来设计爬坡步长，以可

溶性淀粉 25.0 g/L，葡萄糖 10.0 g/L，酵母提取物 12.0 g/L 为初始起点设计实验，结果

显示，PA的效价在初始值增加 5个步长时，达到了最高值，发酵效价可达到 257.6 mg/mL，

相比初始实验组 0 号，发酵效价进一步提高了 12.3%，这与之前 Plackett-Burman 实验

结果的预期相符合，故将第 5 组的条件作为响应面实验的中心点（见表 5）。

表 5 最陡爬坡实验设计及结果（x ± s，n = 3）

Table 5 Design and results of steepest ascent (x ± s, n = 3)

试验号

No.

可溶性淀粉

Soluble starch（g/L）

葡萄糖

Glucose（g/L）

酵母提取物

Yeast extract（g/L）

效价

Potency（mg/L）

0 25.0 10.0 12.0 229.3±5.5

1 26.0 10.7 12.5 224.0±7.1

2 27.0 11.4 13.0 231.5±4.0

3 28.0 12.1 13.5 231.1±5.3

4 29.0 12.8 14.0 227.8±7.1

5 30.0 13.5 14.5 257.6±10.1

6 31.0 14.2 15.0 249.7±3.6

2.3 Box-Behnken实验设计

根据最陡爬坡实验结果，以 30.0 g/L 可溶性淀粉、13.5 g/L 葡萄糖，14.5 g/L 酵母
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提取物作为响应面实验设计的中心点，进一步通过 Box-Behnken 设计对这 3 个因素的

浓度进行优化，每个因素各取 3 水平，实验设计与结果见表 6。

PA 效价的变化范围为 191.4~240.1 mg/L，第 11 组的效价最高为 240.1 mg/L，其添

加量为可溶性淀粉 31.0 g/L，葡萄糖 14.2 g/L，酵母提取物 14.5 g/L。借助统计分析软

件 Design expert 8.0.2 表 6 中的实验数据进行回归拟合，以 PA 效价（Y）为因变量，可

溶性淀粉（X1）、葡萄糖（X2）和酵母提取物（X3）的浓度为自变量，获得多元回归方

程（4）：

Y=215.49+11.5X1+1.06X2+0.85X3-4.23X1X2-3.53X1X3+0.94X2X3+7.79X12+3.48X22-14.94X32（4）

表 6 Box-Behnken设计与实验结果（x ± s，n = 3）

Table 6 Box-Behnken design and experimental results (x ± s, n = 3)

试验号

No.

变量水平

Variable level 效价

Potency（mg/L）X1-可溶性淀粉

Soluble starch（g/L）

X2-葡萄糖

Glucose（g/L）

X3-酵母提取物

Yeast extract（g/L）

1 0 1 -1 198.8±0.6

2 0 -1 1 207.4±8.8

3 0 0 0 222.9±10.3

4 0 0 0 211.3±13.7

5 1 -1 0 235.9±4.8

6 0 0 0 224.2±10.1

7 -1 1 0 226.1±4.2

8 -1 0 1 201.7±11.3

9 0 1 1 200.8±1.2

10 0 0 0 213.4±13.8

11 1 1 0 240.1±5.5

12 0 -1 -1 209.1±9.7

13 -1 0 -1 191.4±11.7

14 1 0 1 218.2±15.4

15 0 0 0 205.7±6.2

16 -1 -1 0 204.9±4.4

17 1 0 -1 222.0±6.8

从模型系数显著性检验可以看出（见表 7）：因素 X1（P<0.001）对 KWF31 产 PA

的影响线性效应极显著，二次项 X32（P<0.001）影响极显著，因素 X1X2、X1X3和 X2X3

（P>0.05）交互影响不显著。3 个因素对 PA 效价的影响顺序：X1>X2>X3，即可溶性淀

粉>葡萄糖>酵母提取物。以 PA 效价为评价指标对该模型进行方差分析，回归模型在统

计学上呈显著（P=0.043 9<0.05），说明实验模型有统计学意义；失拟项 P=0.410 5>0.05，
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不显著，说明实验模型拟合度较好。本实验 R2=0.832 9，这表明 83.29%的实验结果可

以用该模型解释，拟合程度与实际情况基本相符。

表 7 回归模型的方差分析

Table 7 ANOVA of the regression model

方差来源

Source

平方和

Sum of squares

自由度

Degree of freedom

均方

Mean square

F值

F-value

P 值

P-value

模型Model 2 384.82 9 264.98 3.88 0.043 9*

X1 1 057.54 1 1 057.54 15.47 0.005 6**

X2 8.97 1 8.97 0.13 0.727 9

X3 5.83 1 5.83 0.085 0.778 7

X1X2 71.49 1 71.49 1.05 0.340 5

X1X3 49.91 1 49.91 0.73 0.421 1

X2X3 3.5 1 3.5 0.051 0.827 5

X12 255.41 1 255.41 3.74 0.094 5

X22 51.02 1 51.02 0.75 0.416 2

X32 940.31 1 940.31 13.76 0.007 6**

残差 Residual 478.4 7 68.34 - -

失拟项 Lack of fit 228.75 3 76.25 1.22 0.410 5

净误差 Pure error 249.64 4 62.41 - -

总离差 Cor total 2 863.22 16 - - -

注：**P<0.01，差异极显著；*P<0.05，差异显著，R2=0.832 9.

Note:**P<0.01, highly significant difference; *P<0.05, significant difference, R2 =0.832 9.

2.4 三个因素交互作用对 PA效价影响的等高线图和响应曲面

响应面曲面图和等高线图能直观反映各因素间的交互作用，对响应值影响的显著

程度。曲面图越陡表示交互作用越强，曲面图越平则表示交互作用越弱；等高线越接

近椭圆形则表示因素间交互影响越显著，圆形则表示交互作用影响不显著 [25]。

可溶性淀粉和葡萄糖浓度交互作用响应面曲面图坡度较为陡峭，表明可溶性淀粉和

葡萄糖的浓度对 PA 效价影响较强（见图 2a）。当葡萄糖浓度不变时，随着可溶性淀粉

浓度的增加，PA 效价明显增加，可溶性淀粉浓度的变化对 PA 效价的影响显著；当可

溶性淀粉浓度不变时，PA 效价变化平缓，表明葡萄糖浓度的变化对 PA 效价的影响不

明显。从等高线图可以看出，可溶性淀粉的浓度对 PA 效价影响比葡萄糖大，等高线有呈

现椭圆的趋势但不明显，表明两个因素之间的交互作用不太显著（见图 2b）。

可溶性淀粉和酵母提取物浓度交互作用响应面曲面图坡度较陡，表明可溶性淀粉和

酵母提取物的浓度对 PA 效价影响较强（见图 2c）。当可溶性淀粉浓度不变时，PA 效
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价随着酵母提取物浓度的增加呈现先上升后下降的变化趋势，当酵母提取物浓度为 14.5

g/L 时，PA 效价达到最高值，之后随着其浓度增加，效价减低，但总体变化趋势相对

缓慢，表明酵母提取物浓度对 PA 效价有影响但不显著。从等高线图可以看出，可溶性

淀粉的浓度对 PA 效价影响比酵母提取物大，两个因素之间的交互作用不显著（见图 2d）。

葡萄糖和酵母提取物添加量交互作用响应面曲面图坡度较平缓，对 PA 效价影响不显著

（见图 2e、2f）。

通过对等高线图和响应面图结果的综合分析，并结合统计软件 Design-Expert 8.0.2 对

数据的运算处理和响应值预测，该模型的最优解为（31.0，12.8，14.5），即可溶性淀粉

31.0 g/L、葡萄糖 12.8 g/L、酵母提取物 14.5 g/L，在此条件下 PA最大的预测效价为 241.6

mg/L。为了检验响应面优化模型及优化效果的可靠性与准确性，对预测的优化条件进行验

证。采用所预测的最优培养基配方，对菌株 KWF31 进行发酵培养，做 3 次重复实验，每

次设置 3 个平行，得到 PA实际效价均值为 243.7±6.9 mg/L，与预测值相对误差小于 1%，

表明该方程与实际情况拟合良好，相应优化模型真实可行，与优化前（55.8±3.7 mg/L）相

比，PA的发酵效价提高了 3.4 倍，具有指导工业生产的实用价值。
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图 2 可溶性淀粉、葡萄糖和酵母提取物含量交互作用对 PA效价影响的响应面和等高线

Fig. 2 Response surface plot and contour line of the combined effects of interaction between soluble starch ,

glucose and yeast extract content on PA potency

3 讨论与结论

PA是一种异戊烯基吲哚类生物碱，不仅具有独特的化学结构，还具有良好抗虫活性，

是合成商业化抗虫剂得曲恩特的原料，具有极高的市场价值和庞大的市场需求。但野生型

青霉菌株 PA 产量低，而化学合成步骤多且收率低，难以满足市场需求。本研究采用

Plackett-Burman 设计从 8 个因素中筛选出了显著影响野生菌株 KWF31 摇瓶水平发酵生产

PA的 3 个培养基组分：可溶性淀粉、葡萄糖和酵母提取物；采用爬坡实验和 Box-Behnken

设计逐步优化了它们的浓度。优化后的最佳浓度分别为可溶性淀粉 31.0 g/L、葡萄糖 12.8

g/L、酵母提取物 14.5 g/L。在该培养基中，野生菌株 KWF31 在摇瓶水平发酵生产 PA的
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效价高达 243.7 mg/L，与优化前（55.8 mg/L）相比，发酵效价提高了 3.4 倍。本研究建立

的基于海洋青霉属真菌 KWF31 发酵生产 PA 的工艺重现性好，稳定可控。在此基础上进

一步开发工业化发酵工艺，为我国新型抗线虫农药的开发奠定基础，对促进我国畜牧养殖

业的健康发展具有重要理论与实践意义。
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