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研究报告 

应用响应面法优化发酵培养基提高达托霉素产量 
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摘  要：【背景】达托霉素来自玫瑰孢链霉菌 NRRL 11379 的发酵产物，是重要的临床用抗生素。其

原始产生菌发酵周期长，影响达托霉素的生产效率。本实验室前期在天蓝色链霉菌中重构了达托霉

素的生物合成途径，有效地缩短了发酵周期，但重组菌株 K10 中达托霉素发酵产量很低，制约了后

续的研究和开发。【目的】利用响应面法优化产达托霉素的重组菌天蓝色链霉菌 K10 的发酵培养基

组分，获得达托霉素高产的发酵培养基配方。【方法】采用单因素实验、Plackett-Burman 试验、最陡

爬坡试验和响应面法设计优化达托霉素发酵培养基，使用Design Expert 8.0对实验数据进行分析。【结

果】培养基各成分中影响达托霉素产量的 3 个主要因素是糊精、酵母提取物和酪蛋白，其最佳浓度

分别为 25.11、2.20 和 2.00 g/L。在此条件下，达托霉素产量达到 15.30 mg/L，较原始培养基产量提

高了 2.17 倍。【结论】实验获得了达托霉素产量明显提高的天蓝色链霉菌 K10 发酵培养基配方，为

达托霉素的后续研究提供可靠支撑。 
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Abstract: [Background] Daptomycin is an important antibiotic isolated from Streptomyces roseospoous 
NRRL 11379 and is clinically used to treat infections. The long fermentation period of the daptomycin 
producer restricts its productivity. Hence, a daptomycin heterologous expression strain Streptomyces 
coelicolor K10 that can significantly shorten the fermentation period, was constructed in our previous 
work. Unfortunately, the very low titer of daptomycin in S. coelicolor K10 hampers its use in further 
studies. [Objective] The fermentation medium of S. coelicolor K10 was optimized by response surface 
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methodology to improve daptomycin production. [Methods] Plackett-Burman experiment, the steepest 
ascent method, and response surface methodology were used to optimize the fermentation medium of      
S. coelicolor K10; and the experiment data were analyzed using Design Expert 8.0. [Results] The main 
influential factors were dextrin, yeast extract, and casein; and their optimal concentrations were 25.11, 2.20, 
and 2.00 g/L, respectively. Under the optimal condition, the production of daptomycin could reach   
15.30 mg/L, about 2.17 times higher than that in the original medium. [Conclusion] This study increases 
the daptomycin titer of S. coelicolor K10 considerably and provides a reliable basis for the follow-up 
studies of daptomycin. 

Keywords: daptomycin, Plackett-Burman experiment, the steepest ascent method, response surface 
method 
 

达 托 霉 素 (Daptomycin ， DAP) 是 一 种 含 有  

13 个氨基酸的环脂肽类抗生素，最初由美国的礼

来公司从玫瑰孢链霉菌(Streptomyces roseosporus) 

NRRL 11379 发酵液中分离得到[1]。已于 2003 年被

美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 (Food and Drug 

Administration，FDA)批准用于治疗革兰氏阳性菌

引起的复杂皮肤感染和结构性皮肤感染的临床药

物；于 2006 年又被批准用于治疗由金黄色葡萄球

菌 和 耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Methicillin- 

Resistant Staphylococcus aureus，MRSA)引起的心

内膜炎和菌血症的临床药物[2-3]。达托霉素因其独

特的作用机制和抑菌效果，应用市场前景广阔[4]。

达托霉素主要通过微生物发酵法生产获得[5]，其复

杂结构决定了很难通过化学全合成制备这类化合

物[6-8]。目前，达托霉素生产菌最高发酵产量接近

2 g/L[9-10]，仍然有进一步提升的空间。另外，玫

瑰孢链霉菌的生长周期较长，导致生产成本上

升，如果能够有效缩短发酵周期对于达托霉素的

生产具有重要意义。前期已经有不同的研究工作

通过多种途径来提高达托霉素生产效率，如缩短

发酵时间、优化发酵条件和优化工艺等[5,10]。 

通过异源表达来生产达托霉素是避免野生菌种

的限制、有效提高产量的另一种思路。已有研究报

道在变铅青链霉菌(Streptomyces lividans)中成功进

行了达托霉素的异源表达，其异源表达质粒包含

了 128 kb 完整基因簇，但达托霉素的产量很低[11]。

本实验室通过 CATCH 方法[12]构建了包含达托霉

素 54 kb 核心基因簇的质粒，导入天蓝色链霉菌

(Streptomyces coelicolor)中，利用文献报道的玫

瑰孢链霉菌 NRRL 11379 产达托霉素的 A346 培养

基进行发酵[1]，发现重组菌株天蓝色链霉菌 K10

获 得 了产生达托霉素的能力，产量很低，约为  

4.82 mg/L；但是天蓝色链霉菌 K10 生长快，摇瓶

发酵周期只需要 6 d 左右；用玫瑰孢链霉菌 NRRL 

11379 来生产达托霉素，摇瓶发酵周期需要 10 d

左右[13-14]。如果能够提高天蓝色链霉菌 K10 中达

托霉素的产量，这一菌株作为达托霉素的研究和

生产菌种将具有进一步开发的价值。 

发酵培养基组分的比例直接影响发酵产物的

产量。培养基组分的优化方法主要有正交试验、

均匀设计、神经网络和响应面法(Response Surface 

Methodology，RSM)等，其中最常用的统计优化

方法为响应面法[15]。该方法是利用合理性试验设

计，采用多元二次回归方程拟合因素与响应值之

间的函数关系，分析回归方程来寻求最优的工艺

参数，解决多变量问题的一种统计方法[15]。其最

大优势是用尽可能少的实验次数优化发酵培养基

的多个变量，即 Plackett-Burman 设计筛选发酵培

养基中的显著影响因子，然后通过最陡爬坡试验

使显著影响因子逼近最大响应区域，最后运用响

应 面 法 的 中 心 组 合 设 计 (Central Composite 

Design，CCD)进行实验[5]。目前已有多个工作利

用响应面法成功优化发酵培养基来提高达托霉素

的产量，如：2010 年，祝宇松等[16]通过响应面法

得到发酵培养基使达托霉素产量由 13.12 mg/L 提

高到 37.16 mg/L；2012 年，何美儒等[5]采用响应
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面法优化达托霉素发酵培养基，使其产量提高了

2.25 倍；宇光海等[17]通过响应面优化使达托霉素

的产量较优化之前提高了 73.7%。 

本研究通过单因素实验、Plackett-Burman 设

计、最陡爬坡试验和响应面设计相结合的方法对

天蓝色链霉菌 K10 产达托霉素的发酵培养基进行

优化，以期为后续的菌种优化、组合生物合成等

进一步研究工作打下基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料  

1.1.1  菌株  

产 达 托 霉 素的 重 组 菌 株——天 蓝 色链 霉 菌

(Streptomyces coelicolor) K10 由本实验室构建保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

葡萄糖、蔗糖和硝酸钾，北京化工厂；碳酸

钙、硫酸钾、甘露醇、可溶性淀粉、3-(N-吗啉)

丙磺酸(MOPS)、麦芽糖、糊精和 L-天冬酰胺，

国药集团化学试剂有限公司；酵母提取物、酪蛋

白和 TSB 培养基，赛默飞世尔科技公司；安普霉

素和卡那霉素，北京江晨生物技术公司；癸酸

钠，上海源叶生物科技有限公司。高效液相色谱

仪，岛津公司；恒温生化培养箱，上海博迅医疗

设备厂。 

MS 培养基的配制参考文献[18]；发酵培养基

A346 的配制参考文献[1]；TSB 培养基的配制参考

文献[19]。 

1.2  培养条件 

将天蓝色链霉菌 K10 菌种接种在 MS 培养基[18]

上，在 28 °C 条件下培养 10 d 左右。在 TSB 培养

基中添加终浓度为 25 µg/mL 的卡那霉素和安普

霉素，取适量新鲜孢子接种到装液量为 50 mL 的 

250 mL 三角瓶中，在 28 °C、220 r/min 条件下振

荡培养 48 h。然后按 4%接种量接种到发酵培养基

A346[1]中，培养 36 h 后第一次添加 0.1%的癸酸钠

(200 mg/mL)，之后每隔 12 h 添加 0.1%癸酸钠，

在相同条件下培养 5 d。 

1.3  方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

用蒸馏水溶解达托霉素标准品，分别配制成

浓度为 3.13、6.25、25、50、100、200 mg/L 的标

准溶液，用来绘制达托霉素标准曲线。 

1.3.2  单因素试验 

A346 培养基中的碳源为可溶性淀粉和葡萄

糖，含碳总量为 1.04 mol/L。以 A346 培养基为对

照，分别选用糊精、麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、甘

露醇、可溶性淀粉作为唯一碳源，初始浓度与原

始碳源的含碳量保持一致，发酵培养 5 d 后检测达

托霉素产量。 

A346 中的氮源为酵母提取物和酪蛋白，含氮

总量为 0.062 mol/L，选用蛋白胨、酵母提取物、

KNO3、酪蛋白、黄豆粉作为单一氮源，初始浓度

与原始氮源保持一致，发酵培养 5 d 后检测达托霉

素产量。 

参考段然等报道的方法[20]，在 A346 培养基

中 添 加 适 当 浓 度 的 CaCO3 、 K2SO4 、 L-天 冬 酰

胺，同时以不添加 MOPS 的 A346 培养基作为对

照，发酵培养 5 d 后检测达托霉素产量。 

1.3.3  Plackett-Burman 试验设计 

根据天蓝色链霉菌的发酵特点和单因素实验

结果，以影响达托霉素发酵的 7 个因素(糊精、麦

芽 糖 、 酵 母 提 取 物 、 酪 蛋 白 、 L- 天 冬 酰 胺 、

MOPS、pH 值)作为 PB 设计的 7 个因子(A、B、

C、D、E、F、G)，每个因素选取 2 个水平，以初

始发酵培养基的添加浓度作为低水平(−1)，取低

水平浓度的 1.5 倍作为高水平 (+1)。实验选用

N=11 的 PB 设计，预留 4 个虚拟项(H、J、K、L)

做误差分析，试验重复 3 次取平均值，试验因素

水平设计见表 1。 

1.3.4  最陡爬坡试验设计 

根据 Plackett-Burman 试验结果，设计显著影

响因子合适的步长和爬坡方向，其他因子的浓度

为初始添加浓度，试验重复 3 次取平均值，以此

找到响应面试验的中心点。 
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表 1  PB 设计实验的因素与水平 
Table 1  Factors and levels of PB design experiment 

因子 

Factor 

水平 Level (g/L) 

−1 1 

A 16.0 24.0 

B 16.0 24.0 

C 5.0 7.5 

D 5.0 7.5 

E 1.0 1.5 

F 10.0 15.0 

G 6.5 7.5 

 
1.3.5  响应面设计 

根据最陡爬坡实验确定的中心点，通过中心

组合设计针对显著影响因子设计 3 因素 5 水平的响

应面分析试验，其他次要因素均取初始浓度进行

实验，重复 3 次取平均值。 

1.4  分析方法 

达托霉素含量的测定：采用高效液相色谱法

(HPLC)进行测定，色谱柱为 Apollo C18 柱；洗脱方

式为乙腈/水混合溶剂梯度洗脱，在 0−22 min 内乙

腈浓度由 10%变化到 100%；流速 1 mL/min；进样

量 25 μL；检测波长为 224 nm。发酵结束后取   

1 mL 发酵液以 12 000 r/min 离心 10 min，吸取上

清液并用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤后直接用 HPLC

检测，根据达托霉素标准曲线计算达托霉素的 

产量。 

1.5  数据处理 

采 用 Design Expert 8.0 软 件 进 行 Plackett- 

Burman 试验和 CCD 响应面优化的实验设计和数

据处理。 

2  结果与分析 

2.1  达托霉素标准曲线的建立 

将配制的不同浓度的达托霉素标准溶液进行

HPLC 分析，以达托霉素浓度为横坐标、以峰面积

为纵坐标绘制达托霉素标准曲线，如图 1 所示。由

图 1 数据可得峰面积(y)=达托霉素浓度(x)×45 905+ 

36 666，确定系数 R2=0.997 8，说明达托霉素浓度 

 
 
图 1  HPLC 法测定达托霉素标准曲线 
Figure 1  Determination of daptomycin standard curve 
by HPLC 

 
在 0−200 mg/L 之间时具有良好的线性关系，可以

用于定量分析。 

2.2  单因素实验结果 

2.2.1  碳源对达托霉素产量的影响 

碳源可以为微生物提供生命活动所需要的能

量，有助于其合成代谢产物。碳源分为速效碳源

和迟效碳源，常用的速效碳源一般为葡萄糖、麦

芽糖等单糖或二糖，可以在微生物发酵初期为其

提供能量；常用的迟效碳源为糊精、淀粉等，经

菌体产生的胞外水解酶将其分解为单糖后再被吸

收利用，可以有效解决单糖代谢过快的问题[21]。

对照 A346 培养基中的碳源成分和含量，分别选用

糊精、麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、甘露醇、可溶性

淀粉作为唯一碳源，初始浓度与原始碳源的含碳

量保持一致，发酵培养 5 d 后检测达托霉素产量。 

碳源优化结果如图 2 所示，当糊精作为唯一

碳源时达托霉素产量最高为 7.98±0.14 mg/L，是

A346 培养基的 1.89 倍；当麦芽糖作为唯一碳源时

达托霉素产量为 5.09±0.11 mg/L，是 A346 培养基

的 1.20 倍。本实验发现葡萄糖作为碳源时会降低

达托霉素的产量且重复性较差，可能原因为高浓

度的葡萄糖加速菌体的糖酵解作用，造成培养基 



张昊月等: 应用响应面法优化发酵培养基提高达托霉素产量 117 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 2  碳源种类对达托霉素产量的影响 
Figure 2  Effects of different carbon sources on the yield 
of daptomycin 

 
内乳酸等物质积累，影响了达托霉素合成[21]。根

据天蓝色链霉菌的生长特点和达托霉素的合成特

点，复合碳源更利于天蓝色链霉菌的生长以及达

托霉素的合成。发酵前期，速效碳源有利于菌体

快速利用，加速微生物生长；迟效碳源在达托霉

素发酵后期能加强达托霉素的持续合成[21]。糊精

和麦芽糖分别作为迟效碳源和速效碳源效果最

好，所以选择糊精和麦芽糖作为达托霉素发酵培

养基的复合碳源。 

2.2.2  氮源对达托霉素产量的影响 

氮源主要用来构成菌体细胞物质和含氮代谢

物。氮源分为有机氮源和无机氮源，有机氮源可

以为菌体提供丰富的蛋白质、氨基酸等；无机氮

源如尿素、铵盐和硝酸盐等可以使培养基的 pH 值

发生变化，必要时可以作为有机氮源的辅助[21]。

对照 A346 中的氮源，选用蛋白胨、酵母提取物、

KNO3、酪蛋白、黄豆粉作为单一氮源，初始浓度

与原始氮源保持一致，发酵培养 5 d 后检测达托霉

素产量。 

氮源优化结果如图 3 所示，原始发酵培养基

A346 的达托霉素产量最高，为 4.23±0.11 mg/L。

A346 中的氮源为酵母提取物和酪蛋白，而且两者

分 别 作 为 单 一 氮 源 时 达 托 霉 素 产 量 分 别 为

2.93±0.17 mg/L 和 2.83±0.14 mg/L，与其他单一氮

源相比也是最高，所以氮源依然选择初始培养基

A346 的氮源酵母提取物和酪蛋白。 

2.2.3  无机盐对达托霉素产量的影响 

无机盐对微生物的生长发育和次级代谢产物

的合成具有重要作用，例如镁、钾、钙等。氨基

酸作为一种生长因子，如天冬酰胺对达托霉素的

合成具有显著的促进作用[20-21]。在 A346 培养基中

分别添加了 CaCO3、K2SO4 和 L-天冬酰胺，同时

以不添加 MOPS 的 A346 培养基作为对照，发酵培

养 5 d 后检测达托霉素产量。 

由图 4 可知，添加 L-天冬酰胺后达托霉素产

量最高，为 5.74±0.24 mg/L，是 A346 培养基的

1.36 倍，与文献 [20]报道相符。培养基中添加

CaCO3 后达托霉素产量急剧降低，可能原因为较

高浓度的钙离子会抑制达托霉素的合成[20-21]。培

养基不添加 MOPS 后达托霉素产量会减少，所以

在 达 托 霉 素 发 酵 培 养 基 中 添 加 L-天 冬 酰 胺 和

MOPS 进行下一步优化。 

 

 
 
图 3  氮源种类对达托霉素产量的影响 
Figure 3  Effects of different nitrogen sources on the 
yield of daptomycin 
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图 4  微量元素种类对达托霉素产量的影响 
Figure 4  Effects of different trace elements on the yield 
of daptomycin 

 
通过单因素实验改进初始培养基配方为糊精

16 g/L、麦芽糖 16 g/L、酵母提取物 5 g/L、酪蛋

白 5 g/L、L-天冬酰胺 1 g/L、MOPS 10 g/L。以下

优化实验在此培养基基础上进行。 

2.3  Plackett-Burman 设计 

Plackett-Burman 试验结果见表 2，以达托霉

素产量(R，mg/L)作为响应值，对数据进行回归分

析 得 到 关 于 响 应 值 的 多 元 一 次 回 归 方 程 ：

R1=+5.55+1.26A−0.03B−1.06C−2.06D+0.96E−0.27F− 
0.28G，决定系数 R2=0.932 3。对表 2 数据进行方

差分析，结果见表 3。方差分析表明：因素 A、

C、D 均显著(Prob>F 值而小于 0.05)，表明变量

A、C、D 是构建模型的主要影响因子。 

2.4  最陡爬坡试验结果 

根据 Plackett-Burman 试验得到的多元一次

方程可知，因素 A 在方程中的系数为正值，表

明其在模型中为正效应，最陡爬坡试验需增加

其实际浓度；因素 C、D 在方程中的系数为负

值，表明其在模型中为负效应，最陡爬坡试验

需减少其实际浓度。最陡爬坡试验的设计结果

见表 4。由表 4 可知，实验 5 的达托霉素产量最

高，因此以实验 5 的培养基配方作为响应面设计

的中心点。 

2.5  响应面设计 

CCD 实验设计的因素与水平见表 5，实验设

计及结果见表 6，使用 Design Expert 8.0 软件对

实验结果进行二次回归，得到的响应值拟合方程

为 R1=−358.02+27.36A+22.02B+3.82C−0.73AB− 

0.15AC+0.75BC−0.51A2−1.19B2−0.51C2 ， 决 定 系

数 R2=0.965 5。 

 
表 2  Plackett-Burman 设计实验结果 
Table 2  Results of Plackett-Burman design experiment 

No. A B C D E F G H J K L R (mg/L) 

1 16.00 24.00 7.50 5.00 15.00 1.50 7.50 −1 −1 −1 1 7.35±0.11 

2 16.00 16.00 5.00 7.50 10.00 1.50 7.50 −1 1 1 1 2.50±0.09 

3 24.00 24.00 7.50 5.00 10.00 1.00 7.50 −1 1 1 −1 5.91±0.52 

4 24.00 16.00 7.50 7.50 15.00 1.00 6.50 −1 1 −1 1 3.36±0.10 

5 24.00 24.00 5.00 7.50 15.00 1.50 6.50 −1 −1 1 −1 7.11±0.35 

6 24.00 16.00 5.00 5.00 15.00 1.00 7.50 1 −1 1 1 12.24±0.09 

7 16.00 24.00 5.00 7.50 15.00 1.00 7.50 1 1 −1 −1 3.66±0.37 

8 16.00 16.00 7.50 5.00 15.00 1.50 6.50 1 1 1 −1 5.67±0.52 

9 24.00 24.00 5.00 5.00 10.00 1.50 6.50 1 1 −1 1 8.63±0.73 

10 24.00 16.00 7.50 7.50 10.00 1.50 7.50 1 −1 −1 1 3.66±0.37 

11 16.00 24.00 7.50 7.50 10.00 1.50 7.50 1 −1 1 1 1.01±0.66 

12 16.00 16.00 5.00 5.00 10.00 1.00 6.50 −1 −1 −1 −1 5.86±0.28 
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表 3  Plackett-Burman 设计方差分析 
Table 3  Analysis of variance (ANOVA) for Plackett- 
Burman design experiment 

因子 

Factor 

低水平 

Low level (−1) 

高水平 

High level (+1) 

F P 

A 16.00 24.00 7.93 0.029 6 

B 16.00 24.00 0.46 0.988 5 

C 5.00 7.500 9.63 0.049 7 

D 5.00 7.500 8.26 0.005 8 

E 10.00 15.00 1.61 0.065 6 

F 1.00 1.50 0.76 0.524 7 

G 6.50 7.50 0.29 0.500 5 

 
表 4  最陡爬坡设计实验结果 
Table 4  Results of the steepest ascent design experiment 

No. A C D DAP (mg/L) 

1 16.00 5.00 5.00 9.40±0.38 

2 18.00 4.50 4.50 11.53±0.47 

3 20.00 4.00 4.00 13.14±0.23 

4 22.00 3.50 3.50 13.44±0.57 

5 24.00 3.00 3.00 14.09±0.29 

6 26.00 2.50 2.50 10.56±1.48 

 
表 5  CCD 设计实验的因素与水平 
Table 5  Factors and levels of CCD design experiment 

因子 

Factor 

水平 Level (g/L) 

−1.681 −1 0 1 1.682 

A 20.63 22.00 24.00 26.00 27.36 

C 1.32 2.00 3.00 4.00 4.68 

D 1.32 2.00 3.00 4.00 4.68 

 
对表 6 数据进行方差分析，结果见表 7。由  

表 7 可知，模型的 P 值<0.000 1，表明自变量和因

变量之间的线性关系极显著，所建立的回归方程和

曲面有较好的拟合。模型的决定系数 R2=0.965 5，

表明模型拟合度高、可信性高，可以利用此模型

分析达托霉素产量的变化。 

回归使用 3-D Surface 绘制响应面三维曲线，

如图 5 所示，可直观表现各因子对响应值的影响

趋势，此响应面的最高点在模型的设计范围之

内，说明此响应面的变量设计较好，可以进行后

续分析以求得响应值最高点。 

表 6  CCD 实验设计及结果 
Table 6  Design and results of CCD design experiment 

No. A C D DAP (mg/L) 

1 22.00 4.00 4.00 9.54±0.25 

2 24.00 3.00 3.00 12.12±0.31 

3 24.00 3.00 1.32 11.23±0.64 

4 26.00 4.00 2.00 7.54±0.10 

5 26.00 4.00 4.00 7.08±0.77 

6 22.00 2.00 2.00 8.05±0.62 

7 26.00 2.00 4.00 8.73±1.01 

8 20.64 3.00 3.00 3.94±0.92 

9 24.00 4.68 3.00 7.53±0.37 

10 27.36 3.00 3.00 8.24±0.32 

11 22.00 2.00 4.00 5.83±0.57 

12 26.00 2.00 2.00 12.64±0.83 

13 24.00 1.32 3.00 9.37±0.99 

14 24.00 3.00 3.00 12.12±0.31 

15 24.00 3.00 3.00 12.12±0.31 

16 24.00 3.00 4.68 9.52±0.11 

17 24.00 3.00 3.00 12.12±0.31 

18 24.00 3.00 3.00 12.12±0.31 

19 24.00 3.00 3.00 12.12±0.31 

20 22.00 4.00 2.00 9.24±0.08 

 
表 7  响应面二次模型的方差分析 
Table 7  Analysis of variance (ANOVA) for response 
surface second-order polynomial equation 

来源 

Source 

平方和 

Sum of squares

均方 

Mean square 

F P (Prob>F)

Model 112.29 12.48 31.11 <0.000 1 

A 8.16 8.16 20.35 0.001 1 

B 1.79 1.79 4.46 0.060 8 

C 6.15 6.15 15.34 0.002 9 

AB 16.97 16.97 42.30 <0.000 1 

AC 0.75 0.75 1.87 0.201 3 

BC 4.46 4.46 11.11 0.007 6 

A2 59.03 59.03 147.19 <0.000 1 

B2 20.38 20.38 50.80 <0.000 1 

C2 3.72 3.72 9.28 0.012 3 

 
图 5A 为酵母提取物处于中心水平即 3 g/L 时

酪蛋白和糊精之间的交互作用，表明达托霉素随

着酪蛋白和糊精浓度的提高先增加后降低。图 5B

为糊精处于中心水平即 24 g/L 时酪蛋白和酵母提 
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图 5  各因素对达托霉素产量交互影响的三维曲面图  
Figure 5  Surface of mutual-influence for different 
factors on the yield of daptomycin 
注：A：糊精和酪蛋白之间的交互影响；B：酵母提取物和酪

蛋白之间的交互影响；C：酵母提取物和糊精之间的交互影响 

Notes: A: Mutual-influence for dextrin and casein; B: Mutual- 
influence for yeast extract and casein; C: Mutual-influence for 
yeast extract and dextrin 

取物之间的交互作用，表明达托霉素随着酪蛋白

和酵母提取物浓度的提高先增加后降低。图 5C 为

酪蛋白处于中心水平即 3 g/L 时糊精和酵母提取物

之间的交互作用，结果表明达托霉素随着酪蛋白

和酵母提取物浓度的提高先增加后降低。 

利用软件预测响应值最大值，模型各因素组

合为糊精 25.11 g/L、酵母粉 2.20 g/L、酪蛋白

2.00 g/L，达托霉素预测产量最大值为 13.01 mg/L。 

2.6  验证试验 

为了验证响应面设计结果的可靠性，以响应

面实验确定的主要因素的最优组合配制培养基进

行摇瓶发酵，重复 3 次。同时以原始培养基发酵结

果作为对照，结果显示在最优条件下达托霉素的产

量为 15.30±1.23 mg/L，比优化前的 4.82±1.95 mg/L

提高了 2.17 倍。 

3  讨论与结论 

本实验采用单因素实验、Plackett-Burman 试

验、最陡爬坡试验和响应面设计等方法优化天蓝

色链霉菌 K10 产达托霉素的发酵培养基，得到的

优化培养基配方为糊精 25.11 g/L、麦芽糖 16 g/L、

酵母提取物 2.20 g/L、酪蛋白 2.00 g/L、L-天冬酰

胺 1 g/L、MOPS 10 g/L，优化后的培养基其达托

霉素产量较原始培养基提高了 2.17 倍。 

达托霉素作为一种环脂肽类抗生素，对革兰

氏阳性菌尤其是耐药菌具有较好的作用效果，是

万古霉素的最佳替代品[22-23]，但是该抗生素较长

的发酵周期、较低的产率等问题限制了其在工业

上的大规模生产 [24]。本实验中的异源表达菌株

天蓝色链霉菌 K10 是通过对达托霉素合成基因簇

进行截短编辑保留必需基因而构建的异源菌株，

其达托霉素的原始产量非常低。本实验采用响应

面法对天蓝色链霉菌 K10 的发酵培养基进行了系

统性优化，较大程度地提高了达托霉素产量，达

到 15.30 mg/L，与原始培养基配方相比产量提高

了 2.17 倍。 

目前对达托霉素的发酵工艺研究比较深入，其
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中国外工业菌株的达托霉素产量已经达到约2 g/L的

水平[9]，而国内摇瓶发酵水平也接近 400 mg/L[5]。但

是天蓝色链霉菌 K10 发酵生产达托霉素的周期较

短，在提高发酵效率、避免菌种污染等方面具

有优势，后续我们将通过菌株诱变手段、基因

编辑技术等继续改造该菌种，以大幅提高达托

霉素产量。另外，本实验的结果还为后续基于合

成生物学策略丰富达托霉素结构的多样性研究打

下了基础。 
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