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摘 要：研究工作中筛选得到一株有较强烟碱降解能力的新型烟碱降解细茵Ochrobactrum inter—

medium DN2，对其产烟碱降解酶的发酵培养基进行了优化。采用Plackett-Burman设计法，对影

响Ochrobactrum intermedium DN2产烟碱降解酶的15个因子进行了筛选。结果表明，影响该茵

发酵产酶的显著因子为：烟碱、酵母膏、葡萄糖、tween一80的质量浓度和培养基初始pH。在此基础

上，采用响应曲面法对以上5个显著因子进行了优化。得到各因子最佳水平为：烟碱2．183 g／L，

葡萄糖0．823 g／L，酵母膏0．844 g／L，Tween一80 0．976 g／L，初始pH 6．9。在此优化条件下获得

实际酶活为7943 U／L，与预测值8 060 U／L相近，比优化前提高了52％。
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中图分类号：Q 815 文献标识码：A

Media Optimization of hrobactrum intermedium DN2 for

Nicotine-Degrading Enzyme

LI Ying， YUAN Yong—j un， LU Zhao-xin， BIE Xiao—mei，LU Feng—xia

(College of Food Science and Technology，Nanjing Agriculture University，Nanjing 210095，China)

Abstract：In previous study，it was found that Ochrobactrum intermedium DN2 was a kind of

bacteria which can deyrad nicotine．Plackett—Burman design was used tO evaluate the importance

of the fifteen factors which may affect the production of nicotine-degrading enzyme of DN2．The

significant factors were listed as follows：nicotine、glucose、yeast extract、Tween一80 and initial

pH．Then the central composite design and response surface analysis were used tO determine the

optimal levels of the five significant factors．The optimized conditions were listed as follows：

nicotine 2．1839／L、glucose 0．823 g／L yeast extract 0．844 g／L Tween一80 0．976 g／L，initial pH6．

9．With the optimum conditions，a highest enzyme activity was achieved to(8 010 U／L)，which

was close tO the predicated value 7943U／L and was high 52 0A than that of the contr01．

Key words：nicotine-degrading enzyme；optimization l Plackett—Burman design；response surface

methodology
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烟碱是普通烟草中的植物碱，俗称尼古丁(nlc-

otine)r1。。我国部分地区所产烟叶，尤其是上部烟

叶，因其烟碱含量过高而不能应用于叶组配方中，

从而造成每年上千万元的资金损失。另外，在烟草

和烟草制品生产过程中会产生大量的废弃物，其中

烟碱的平均含量高达18 g／kg。如果这些废弃物不

经处理就直接排放，将会给环境带来巨大的危害。

因此寻求一种高效的降解烟碱的方法正逐步成为

人们关注的热点。

实践证明，利用微生物及其酶来降解烟碱，可

以高效地降低烟叶或烟草废弃物中的烟碱。目前

国外已报道的能降解烟碱的微生物较多，例如：At-

throbacter nicotinovorans[2J、Pseudornonas puti—

da[3]和Saccharomyces[妇等。在国内，对降烟碱微

生物的分离鉴定也逐步成为一个新的研究热

点r5。]。但是，通过优化培养基提高这些微生物产

烟碱降解酶能力的研究还未见报道。因此，虽然酶

法降解烟碱相比微生物降解更快也更安全[6_8]，但

由于酶产量的限制，还未能将其运用于实际生产。
’

作者所在实验室在前期的研究工作中筛选到

一株有较强烟碱降解能力的新型烟碱降解细菌

Ochrobactrum intermedium DN2c引。对DN2产烟

碱降解酶的发酵培养基进行优化，提高该菌的发酵

产酶能力，以使该酶能够被进一步应用于实际生

产中。

1材料与方法

1．1供试菌种

烟碱降解细菌Ochrobactrum intermedium

DN2由作者所在实验室分离保藏。

1．2培养基和培养条件

种子液培养基：酵母膏3．0 g，蛋白胨10 g，

NaCI 5．0 g，MgS04·7H20 3．0 g，蒸馏水1 L，pH

7．0。

初始发酵培养基：酵母膏1．0 g，MgS04·

7H20 0．50 g，(NHt)2 S04 0．50 g，Fe(SO．)0．02

g，KH2P04 0．50 g，NaCl 0．50 g，K2 HPO‘1．50 g，

蒸馏水1 L，pH 7．0。优化时按试验设计对其中相

应组分做替换。

培养条件：接种量5％，1 L容积三角瓶装液量

500 mL，30℃，160 r／rain培养36 h。

1．3粗酶液制备

菌体培养至稳定期，离心(5 000×g，20 min)收

集菌体，所得菌体用0．05 mol／L、pH 6．5磷酸缓冲

液润洗3次，并重悬于该缓冲液。将此菌悬液于冰

浴中进行超声波破碎。超声时间5 S，间歇时间10

s，破碎120次，功率500 W。将超声破碎后的细胞

匀浆离心(15 557×g，25 min)后取上清液，得粗酶

液，用于酶活的测定。

1．4酶活测定方法

烟碱降解酶活力的测定原理是：在烟碱降解酶

的催化下，烟碱被氧化，同时2，6---氯酚靛酚作为

一种电子受体被还原，检测2，6一二氯酚靛酚在

600 am处的吸光度值的变化，即可以反映酶活力的

大小。

酶活力测定参照K．Decker[9]的方法，并稍作

修改：粗酶液0．5 mL；缓冲液(o．05 mol／L，pH 6．5

磷酸缓冲)1．5 mL；2，6---氯酚靛酚溶液100肛L；烟

碱(1 g／mL)165肛L。50℃反应1 min。酶活的定

义：以600 rim处吸光度每分钟减少0．001个单位

所需要的酶量定义为一个酶活力单位。

1．5试验设计

1．5．1 Plackett-Burman试验设计根据影响微生

物发酵产酶的因素的一般规律，结合笔者的前期试

验，选择了可能影响DN2产烟碱降解酶的15个营

养因子进行Plackett-Burman试验。试验设2个重

复，以酶活力的平均值为响应值。研究中的试验设

计、数据分析及模型建立皆采用JMP软件(version

4．0．5，SAS Institute Inc．)来进行。自变量及其代

号、编码和水平见表1。

表1 Plackett-Burman试验因素水平及编码

Tab．I Level and code of variables chosen for Plackett-B811"一

man d葛ign

注z上表中自变量编码方程为：矗=(X。一X。)／AXt。式

中z。为自变量的编码值，X。为自变量的实际实验水平值，

x口为实验水平中心点的实际值，△X．为单变量增量。
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1．5．2响应曲面(RSM)实验设计基于Plackett-

Burman试验结果，采用旋转中心组合设计(Central

Composite Rotatable Design，CCRD)法，对影响菌

株DN2发酵产酶的关键营养因子进行研究和探索，

以获得最佳培养基组成。试验设2个重复，以酶活

力平均值为响应值。实验因素水平及其编码见表

2。实验辅助软件为Design Expert(version 6．0．5，

Stat—Ease Inc，Mninneapolis，MN，USA)。

裹2试验因素水平及其编码裹

Tab．2 Level and code of chosen variables

烟碱 XI A 1．29 1．70 2．OO 2．30 2．71

葡萄糖 X2 B O．29 0．70 1．oo 1．30 1．71

酵母膏 X5 C 0．29 0．70 1．oO 1．30 1．71

Tween-80 X1．D 0．32 0．60 0．80 1．OO 1．28

初始pH X15 E 5．81 6．50 7．00 7．50 8．19

注：A=(X1—2)／O．3}B=(Xz—Dlo．3IC=(X5—

1)10．3；D=(X¨一0．8)／0．2；E=(X15—7)／0．5

2结果与讨论

2．1 影响Ochrobactrum intermedium DN2产酶的

关键因素

利用JMP软件对Plackett Burman试验结果

进行方差分析可知，该模型显著(P<o．000 1)。通

过回归系数显著性检验可知，对菌体发酵产酶影响

较大的营养因子为：烟碱(P=0．003 5)，葡萄糖

(P<O．000 1)，酵母膏(P<0．000 1)，Tween一80

(P=0．000 1)和初始pH(P一0．046)。它们都在

95％的概率水平上差异显著，其它因子在95％概率

水平上差异不显著。因此选择这5个因子进行进

一步的优化。

2．2响应面优化DN2产烟碱降解酶培养基

2．2．1 DN2产烟碱降解酶多元二次模型方程的建

立及检验在对Plackett Burman试验结果分析的

基础上，对影响产酶的5个关键因子进行了50组试

验，结果如表3。

通过Design expert软件对表3实验数据进行

二次多项回归拟合，获得DN2产烟碱降解酶对烟

碱、葡萄糖、酵母膏、Tween一80的质量浓度，以及培

养基初始pH的多元回归方程：

Y=7 586．38+162．81×A+93．17×B一86．89×C+

587．51×D一77．97×E一307．30×A2—286．17×B2—

500．96XC2—501．84×／92—433．43×E2—

247．34×A×B一65．53×A×C+138．47×A×D一

229．09×AXE+38．84×B×C一324．03XB×D一

273．72×B×E一483．59×CXD+143．97×CXE一

69．41×D×E

式中y为烟碱降解酶活(U／L)，A、B、C、D、E

分别为烟碱、葡萄糖、酵母膏、Tween一80、初始pH

的编码值。

该方程的方差分析表明(表4)，该模型极显著

(P<0．000 1)，失拟项不显著(P=0．878 1)。预

测值与实测值之间具有高度的相关性(R2=

0．980 7)，模型与实际情况拟合良好，可以用该模型

来预测DN2的实际产酶情况。

回归方程各项的方差分析表明，各因素对DN2

产酶的线性效应皆显著；各因素的曲面效应也显

著；除AC、BC、DE交互作用不显著外，其他因素两

两交互作用显著。

裹3旋转中心组合试验结果

Tab．3 CCD matrix of the five variables with the experimental and predicted value of enzyme activity of DN2

警 烟碱 警 警 ‰en-so 嚣
酶活／(U／L)
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弩 烟碱 警 警Tween-80 硼pH 1丽r墅型瓮面—一
11 —1 1 —1 1 —1 6 412 6 661

12 1 1 ．一1 1 —1 7 508 7 359

13 —1 —1 1 1 —1 4 860 4 783

14 1 —1 1 1 —1 6 275 6 208

15 —1 1 1 1 —1 5 531 5 441 、

16 1 l 1 1 —1 5 890 5 876

17 —1 —1 —1 —1 1 4 035 4 207

18 1 —1 —1 —1 1 4 423 4 423

19 —1 1 —1 —1 1 4 913 4 911

20 1 1 —1 —1 1 4 115 4 138

21 —1 —1 l 一1 1 5 268 5 341

22 1 —1 1 —1 1 5 593 5 296

23 —1 1 1 —1 1 6 074 6 201

24 1 1． 1 —1 1 4 948 5 166

25 —1 —1 —1 1 1 6 685 6 582

26 1 —1 —1 1 1 7 332 7 352

27 —1 1 —1 1 1 5 939 5 990

28 1 1 —1 1 1 5 991 5 770

29 —1 —1 1 1 1 5 817 5 782

30 1 —1 1 1 1 6 126 6 290

3l 一1 1 1 1 1 5 233 5 345

32 1 1 1 1 1 4 885 4 864

33 —2．38 0 0 0 0 5 656 5 461

34 2．38 0 0 0 0 6 002 6 235

35 0 —2．38 0 0 0 5 604 5 746

36 0 2．38 0 0 0 6 293 6 189

37 0 0 —2．38 0 0 4 771 4 959

38 0 0 2．38 0 0 4 696 4 545

39 O O O 一2．38 0 3 478 3 350

40 0 0 0 2．38 0 5 979 6 145
’

41 0 0 0 0 —2．38 5 137 5 320

42 0 0 0 0 2．38 5 094 4 949

43 0 0 0 0 0 8 030 7 586

44 0 0 0 0 0 7 245 7 586

45 0 0 0 0 0 7 893 7 586

46 0 0 0 0 0 7 630 7 586

47 0 0 0 0 0 7 398 7 586

48 0 0 0 0 0 7 369 7 586

49 0 0 ．0 0 0 7 481 7 586

50 0 0 0 0 0 7 620 7 586

裹4 DN2产酶的回归方程方差分析

Tab．4 ANOVA for the regression equation of enzyme activity

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
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2．2．2 DN2产烟碱降解酶响应面交互作用分析及

优化根据模型方程所作的响应曲面图及其等高

线图(见图1～图3)，各因素及其交互作用对酶活的

影响可直观反映出来。

图1显示了当酵母膏、Tween-80和初始pH位

于中心水平时，烟碱和葡萄糖对DN2产酶的交互作

用。由图可见，两因素的交互作用显著。在一定范

围内，当烟碱含量增高时，要保持较高的酶活就应

当适当降低葡萄糖含量；而当葡萄糖含量增高时也

应降低烟碱的含量，才能获得较高酶活。这是由于

烟碱不仅是DN2产烟碱降解酶的诱导物，也是其可

利用的碳源D03，因而与同为碳源的葡萄糖存在一定

的拮抗作用。
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图l 烟碱与葡萄糖交互影响DN2产酶的响应面及等

高线图

Fig．1 Response surface and contour plots of nicotin vs

glucose on enzyme activity of DN2
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图2烟碱与Tween-80交互影响DN2产酶的响应面及

等高线图

Fig．2 Response surface and contour plots of nicotin vs

Tween-80 on enzyme activity of DN2

图2显示了当葡萄糖、酵母膏和初始pH位于

中心水平时，烟碱和Tween一80对DN2产酶的交互

作用。由图可见，Tween一80对DN2产酶影响显著。

尤其在烟碱含量较高时，酶活力随Tween一80的增

加而显著增加。这是由于Tween一80作为一种对菌

体生长代谢无毒的表面活性剂，既能改变细胞膜的

透性又可改善氧在气液界面的传递速度口¨，因而能

够提高酶的发酵产率。当Tween一80含量较低时，

酶活力基本不随烟碱变化而变化，只有当Tween-

80处于较高水平时，酶活力才随着烟碱的增加而增

加。这也可能是由于只有当Tween-80达到一定水

平，保证了较好的细胞膜透性和溶氧之后菌体才能

很好地利用烟碱发酵产酶。

图3显示了当烟碱、葡萄糖、Tween一80的质量

浓度位于中心水平时，酵母膏质量浓度和培养基初

始pH对DN2产酶的交互作用。由图可见，酵母膏
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和初始pH交互作用显著，这可能与pH值会影响

酵母膏的解离状态从而影响菌体对氮源的利用有

关。只有当两因子都位于中心点附近时才能获得

较高的酶活力，增加或减少任一因子都会使酶活偏

离最佳值。

通过对DN2产烟碱降解酶模型进行求导和解

逆矩阵，可以得到模型的极值点。当培养基中烟碱

2．183 g／L、葡萄糖0．823 g／L、酵母膏0．844 g／L、

Tween-80 0．976 g／L、初始pH 6．9时，可获得最大

酶活8060 U／L。为了验证预测结果，在上述优化

条件下进行验证试验，得出实际酶活为7943U／L(3

次试验平均值)，与预测值相近，说明模型可以较好

的预测DN2的产酶情况。
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图3酵母膏与初始pH交互影响DN2产酶的响应面

及等高线图

Fig．3 Response sudace and contour plots of ye舾t ex-

tract鸭pH on enzyme activity of DN2

3 结 语

通过Plackett-Butman实验筛选出影响DN2

菌株发酵产烟碱降解酶的显著因子为烟碱、葡萄

糖、酵母膏、Tween-80的质量浓度和培养基初始

pH。在此基础上，采用响应面法对上述因子进行进

一步优化，得到各因子的最佳水平为烟碱2．1839／

L、葡萄糖0．823 g／L、酵母膏0．844 g／L、Tween一80

0．976 g／L、初始pH 6．9。在上述优化条件下进

行试验，得到实际酶活为7 943 U／L，与预测值相

近，此结果比优化前的5 228 U／L提高了52％。
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