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植物乳杆菌 CLP0279 发酵生产低温 SOD 培养基的优化 

李晓艳  于爽  窦少华  张庆芳  迟乃玉  王晓辉* 
(大连大学生命科学与技术学院  辽宁 大连  116622) 

 
 

摘  要：【目的】提高植物乳杆菌 CLP0279 发酵生产低温超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase，

SOD)的能力。【方法】在单因素实验基础上，采用 Plackett-Burman (PB)设计、Box-Behnken (BB)

设计和响应面分析法(RSM)，对发酵培养基进行优化。【结果】植物乳杆菌 CLP0279 产低温 SOD

最佳发酵培养基(g/L)：玉米粉 25.000，磷酸二氢钾 2.600，磷酸氢二钾 1.830，硫酸铜 0.011，

硫酸锌 0.014。在最佳培养基条件下产酶活力达到 194.82 U/mL，是优化前的 1.36 倍。【结论】

通过响应面分析，对植物乳杆菌 CLP0279 发酵生产低温 SOD 的培养基进行优化，明显提高了

产酶能力。确定了磷酸氢二钾、硫酸铜和硫酸铵为发酵培养基中影响酶活的 3 个关键因子。研

究结果为 SOD 的发酵放大提供了依据。 
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Optimization of fermentation medium for a cold-adapted superoxide 
dismutase (SOD) produced by Lactobacillus plantarum sp. CLP0279 

LI Xiao-Yan  YU Shuang  DOU Shao-Hua  ZHANG Qing-Fang  CHI Nai-Yu   
WANG Xiao-Hui* 

(College of Life Science and Technology, Dalian University, Dalian, Liaoning 116622, China) 

Abstract: [Objective] In order to increase the activity of a cold-adapted superoxide dismutase 
(SOD) from Lactobacillus plantarum sp. CLP0279. [Methods] Based on the single-factor 
experiment, the fermentation medium for the production of SOD was optimized using 
Plackett-Burman method, Box-Behnken design and response surface analysis. [Results] The optimal 
fermentation medium (g/L) was determined as follows: corn meal powder 25.000, KH2PO4 2.600, 
K2HPO4 1.830, CuSO4·5H2O 0.011, ZnSO4·7H2O 0.014. Under these conditions, the maximum 
activity of SOD was 194.82 U/mL, which was 1.36 times comparing to that before optimization. 
[Conclusion] The activity of the cold-adapted SOD was obviously increased after optimization and 
three crucial factors (K2HPO4, CuSO4·5H2O and ZnSO4·7H2O) were verified by the response surface 
analysis, which might provide a foundation for the scale-up culture in the future. 
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超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase，EC 

l.15.1.1，简称 SOD)是催化超氧阴离子自由基(O2
−·)

和氢离子生成过氧化氢和分子氧，从而减轻或消除

生物体内氧自由基的一类金属酶[1]。按所含金属离

子的种类 SOD 分为四类：铁超氧化物歧化酶

(Fe-SOD)、锰超氧化物歧化酶(Mn-SOD)、铜锌超氧

化物歧化酶 (Cu/Zn-SOD)和镍超氧化物歧化酶

(Ni-SOD)[2]。SOD是生物体内自由基清除剂，具有

抗炎症、抗病毒、抗辐射、抗衰老等作用，广泛应

用在食品、医疗、保健等领域[3-5]。 

SOD广泛存在于动物、植物及微生物中[6]。动

植物体内提取 SOD 工艺复杂、安全性低，而微生

物生产 SOD 具有生产周期短、发酵工艺简单、生

产效率高、无毒且获得率高等特点受到广泛关注[7]。

国内外学者主要研究生产中高温 SOD 微生物的选

育、发酵工艺优化、基因的克隆表达与产品开发等

方面[8-11]，而低温酶具有低温下催化效率高，结构

柔顺性和热不稳定性等生物学特性，使其在食品、

农业等应用上更有优势[12-14]。海洋微生物为了适应

极端的海洋环境，具有低温、耐压、嗜盐等特性，

其分泌的 SOD 也进化出许多有价值的酶学特性，

如对温度具有更高的抗性，在耐受理化方面也表现

出较高的稳定性等[6,15]。但关于低温 SOD微生物研

究较少，集中于假单胞菌属和弧菌属[1,15-16]，其产

酶活力相对较低，不能满足工业化生产要求。 

本文以实验室早期从海洋环境筛选到的一株

高产低温 SOD植物乳杆菌 CLP0279为研究对象，

在单因素实验的基础上，通过响应面优化策略对发

酵培养基进行优化，进一步提高其 SOD 酶活性，为

后期 SOD的酶学特性及工业化应用研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：植物乳杆菌 CLP0279 (Lactobacillus 

plantarum sp. CLP0279)筛选自中国辽宁大连黄海

海水、海泥，保藏至辽宁省海洋微生物工程技术研

究中心。 

1.1.2  培养基：种子培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，牛

肉膏 5.0，蛋白胨 10.0，磷酸氢二钾 2.0，磷酸二氢

钾 1.5，乙酸钠 5.0，酵母粉 5.0，硫酸铜 0.017，硫

酸锌 0.015，pH 7.0，1.0105 Pa灭菌 20 min。 

发酵培养基(g/L)：玉米粉 20.0，磷酸氢二钾 2.0，

磷酸二氢钾 1.5，乙酸钠 5.0，酵母粉 5.0，硫酸铜

0.010，硫酸锌 0.005，pH 7.0，1.0105 Pa灭菌 20 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器：邻苯三酚、葡萄糖、蛋白

胨、牛肉膏等购自 Sigma公司；其它试剂均为国产

分析纯级试剂。LRH 系列培养箱、HWS24 型电热

恒温水浴锅，购自上海一恒科学仪器有限公司；

HZP-256全温振荡培养箱，购自武汉建伟生物科技

有限公司；Thermo Scientific Multiskan Ascent酶标

仪，购自芬兰 Labsystems公司。 

1.2  培养方法  

1.2.1  菌株活化：用灭菌的牙签挑取保存菌株接种

于固体种子培养基上，置于恒温培养箱中，20 °C

黑暗培养活化。 

1.2.2  种子培养：挑取单菌落接种于 5 mL液体种

子培养基中，于 20 °C、160 r/min培养 24 h。按 1%

接种量将一级种子液接入100 mL液体种子培养基，

于 20 °C、160 r/min培养 24 h。 

1.2.3  发酵培养：按 8%接种量将二级种子液接入

发酵培养基中，于 20 °C、160 r/min培养 48 h。 

1.3  SOD 酶活的测定方法 

发酵液于 4 °C、8 000 r/min离心 20 min，用磷

酸缓冲液(pH 7.0)将菌体清洗 3次，4 °C、5 000 r/min

离心 30 min，弃上清。将离心得到的湿菌体用磷酸

缓冲液 (pH 7.0)溶解，480 W 超声波冰浴破碎     

30 min，4 °C、8 000 r/min离心 20 min，弃沉淀，

留上清，即为粗酶液。 

采用 Marklund 等[17]报道的邻苯三酚自氧化法

测定 SOD酶活。酶活力定义：1 mL反应液每分钟

抑制邻苯三酚自氧化速度 50%所需酶量。 

1.4  实验设计 

1.4.1  单因素实验：采用单因素实验考察培养温
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度、发酵培养基中玉米浆、磷酸氢二钾、磷酸二氢

钾、硫酸铜和硫酸锌对 Lactobacillus plantarum sp. 

CLP0279产 SOD的影响。 

1.4.2  Plackett-Burman (PB)因素水平及编码设

计：根据前期单因素实验选择 5 个因素进行 12 次

实验(n=12)，并设计 6项虚拟项(A、C、E、G、J、

L)。因素水平及编码见表 1。 

1.4.3  最陡爬坡实验：根据 Plackett-Burman实验及

其分析结果设计最陡爬坡实验，找出 SOD 酶活最

高的区域。 

1.4.4  Box-Behnken (BB) 实 验 设 计 ： 根 据

Plackett-Burman实验得到的 3个显著因素及最陡爬

坡实验确定的中心点，设计 n=15 的 3 因素 3 水平

实验。以磷酸氢二钾、硫酸铜、磷酸锌为自变量设

计 n=15组的 Box-Behnken实验。见表 2。 

1.4.5  数据分析：Plackett-Burman (PB)法是一种以

不完全平衡块(Balanced incomplete blocks)为原理

的实验设计，它能从众多的过程变量中快速、有效

地筛选出最效应因素[18]。响应面分析法(RSM)以回

归方法作为函数估算的工具，用多项式近似把因素 

 
表 1  Plackett-Burman (PB)实验各因素和水平设计

Table 1  Factors and levels of Plackett-Burman (PB) 
design 

Code 
Parameters  

(g/L) 

Levels 

Low 
(−1) 

High 
(+1) 

B Corn meal powder 20 25 

D Potassium dihydrogen hosphate 2.1 2.6 

F Potassium phosphate dibasic 1.2 1.6 

H Copper sulfate pentahydrate 0.006 0.010 

K Zinc sulfate heptahydrate 0.007 0.013 

 
表 2  Box-Behnken (BB)实验各因素和水平设计 

Table 2  Factors and levels of Box-Behnken (BB) design

Factors 
(g/L) 

Levels 

−1 0 +1 

Potassium phosphate dibasic 1.6 1.8 2.0 

Copper sulfate pentahydrate 0.010 0.011 0.012 

Zinc sulfate heptahydrate 0.013 0.014 0.015 

与实验结果关系函数化，依此研究因素与响应值之

间、因素与因素之间的相互关系，并进行优化[19]。 

2  结果与分析 

2.1  菌体最适发酵温度与发酵培养基的单因素

实验 

从大连黄海样品中分离得到产 SOD 活力较好

的 Lactobacillus plantarum sp. CLP0279。接种发酵

培养基，分别在 15−50 °C、160 r/min培养 48 h，检

测酶活。由图 1A可知。菌株产酶最佳温度为 20 °C，

随着培养温度升高，产酶能力迅速降低，表明菌株

适合低温产酶，分泌低温 SOD。发酵培养基的成分

以及配比对菌体的生长、代谢产物的积累以及目的

代谢产物的活性和质量都有较大的影响。通过单因素

实验确定玉米粉浓度 25.0 g/L、磷酸二氢钾 2.6 g/L、

磷酸氢二钾 1.6 g/L、硫酸铜 0.010 g/L、硫酸锌   

0.013 g/L。 

2.2  发酵培养基的 Plackett-Burman (PB)设计 

由表 1和Minitab17软件得到 PB实验设计，每

组配方做 3个平行样，n=12的 PB实验设计及 3次

酶活的平均值结果如表 3所示。由表 2得到 PB设

计的各因素水平及效应评价(表 4)。由表 4可知，磷

酸氢二钾、硫酸铜、硫酸锌显著影响 Lactobacillus 

plantarum sp. CLP0279产酶，可信度大于 95%，达

到显著水平。作为下一步响应面设计的主要影响因

素。其余因素选值根据各自效应值的正负及大小来

确定，正效应取其较大值，负效应取其较小值。后

续实验玉米粉浓度为 25.0 g/L，磷酸二氢钾浓度为

2.6 g/L。 

2.3  最陡爬坡实验 

针对磷酸氢二钾、硫酸铜、硫酸锌 3个因素的

浓度进行最陡爬坡实验，将 3个因素的浓度逐步增

加以寻找最大响应区域。实验设计和结果如表 5所

示，第 2 组实验中，当磷酸氢二钾 1.8 g，硫酸铜

0.011 g，硫酸锌 0.014 g时酶活达到最大值，此后

浓度继续变化但酶活不断降低。所以第 2组实验作

为中心组合实验的中心点。 
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图 1  培养基单因素实验对产酶的影响 
Figure 1  The results of single factor experiment in culture medium 

注：A：温度；B：玉米粉；C：磷酸二氢钾；D：磷酸氢二钾；E：硫酸铜；F：硫酸锌. 
Note: A: Temperature; B: Corn meal powder; C: KH2PO4; D: K2HPO4; E: CuSO4·5H2O; F: ZnSO4·7H2O. 

 

表 3  n=12 的 Plackett-Burman (PB)试验设计与响应值表 
Table 3  Experimental design and response of Plackett-Burman (n=12) 

Serial number  (A) B (C) D (E) F (G) H (J) K (L) Enzyme activity (U/mL)

1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 146.31 

2 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 139.39 

3 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 190.27 

4 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 130.05 

5 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 164.76 

6 − 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 167.42 

7 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 164.12 

8 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 171.81 

9 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 185.33 

10 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 178.03 

11 1 −1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 133.42 

12 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 163.81 

Note: R2 = 93.52%; Adj R2 = 88.12%. 
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表 4  Plackett-Burman (PB)设计的各因素水平及效应评价 
Table 4  Factor levels and effect estimates of Plackett-Burman design 

Code Factors (g/L) 
Levels 

t value Prob>t Importance 
−1 +1 

B Corn meal powder 20.0 25.0 0.45 0.671 5 

D Potassium dihydrogen hosphate 2.1 2.6 0.97 0.369 4 

F Potassium phosphate dibasic 1.2 1.6 7.62 0.000 1 

H Copper sulfate pentahydrate 0.006 0.010 3.37 0.015 3 

K Zinc sulfate heptahydrate 0.007 0.013 4.00 0.007 2 

 

表 5  最陡爬坡实验设计及实验结果 
Table 5  Experimental design and the results of steepest ascent 

Serial number 
Potassium phosphate dibasic 

(g/L) 
Copper sulfate pentahydrate

(g/L) 
Zinc sulfate heptahydrate 

(g/L) 
Enzyme activity 

(U/mL) 

1 1.6 0.010 0.013 186.56 

2 1.8 0.011 0.014 194.68 

3 2.0 0.012 0.015 178.70 

4 2.2 0.013 0.016 176.43 

 

2.4  发酵培养基的 Response surface method 

(RSM)设计 

2.4.1  Box-Behnken (BB)中心组合实验设计：响应

面分析设计 3 因素 3 水平共 15 个实验点，其中    

12个实验点为析因点，3个为零点，零点实验重复   

3次用于估计实验误差。因素和水平设计见表 2，

结果见表 6。数据分析和模型建立由 Minitab17软

件完成。 

2.4.2  二次回归拟合与方差分析：20 °C、pH 7.0、

160 r/min发酵 2 d，运用Minitab17软件对实验数据 
 

表 6  n=15 的 Box-Benhnken 实验设计与响应值表 
Table 6  Experimental design and response of Box-Benhnken (n=15) 

Serial 
number 

Potassium phosphate dibasic (g/L) Copper sulfate pentahydrate (g/L) Zinc sulfate heptahydrate (g/L) Enzyme 
activity 
(U/mL) X1 Code X1 X2 Code X2 X3 Code X3 

1 1.8 0 0.011 0 0.014 0 195.90 

2 1.8 0 0.012 1 0.015 1 157.28 

3 1.6 −1 0.010 −1 0.015 0 146.29 

4 1.8 0 0.010 −1 0.013 −1 179.45 

5 1.8 0 0.011 0 0.014 0 193.96 

6 1.6 −1 0.011 0 0.013 −1 175.85 

7 1.8 0 0.010 −1 0.015 1 133.67 

8 2.0 1 0.011 0 0.013 −1 175.98 

9 1.6 −1 0.011 0 0.015 1 149.29 

10 1.8 0 0.012 1 0.013 −1 151.72 

11 2.0 1 0.010 −1 0.014 0 173.59 

12 2.0 1 0.012 1 0.014 0 152.31 

13 1.8 0 0.011 0 0.014 0 189.92 

14 1.6 −1 0.012 1 0.014 0 180.95 

15 2.0 1 0.011 0 0.015 1 169.34 
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进行回归分析，得出回归方程： 

Y=193.26+2.355X1+1.158X2–9.178X3–8.945X1
2–21.03

X2
2–16.7X3

2–13.985X1X2+4.98X1X3+12.835X2X3。 

进行显著性检验和方差分析见表 7 和表 8。从

表 7显著性检验结果可以看出硫酸铜因子的平方、

硫酸锌因子的平方对酶活的影响都极显著；硫酸锌

因子、磷酸氢二钾因子的平方、磷酸氢二钾与硫酸

铜的交互因子、硫酸铜与硫酸锌的交互因子对酶活

的影响显著，说明响应值的变化相当复杂，实验因

子对响应值的影响不是简单的线性关系，三因素之

间交互效应较大；回归方程的相关系数 R2=97.59%，

表明该模型拟和程度良好，实验设计可靠；从表 8

中的方差分析结果可以看出，方程的失拟项为

0.222>0.05，表明失拟不显著，模型稳定，能很好

地进行预测。 

2.4.3  响应面分析：根据响应面法分析数据绘出响

应面及其等高线图，图 2−4直观反应出磷酸氢二钾、

硫酸铜和硫酸锌及其交互作用对酶活的影响。在等

高线图中圆形等高线表示参数之间交互作用不显

著，椭圆型或马鞍型等高线表示参数之间交互作用

显著。 

由磷酸氢二钾、硫酸铜和硫酸锌交互影响的

曲面图和等高线图可以看出磷酸氢二钾与硫酸

铜、硫酸铜与硫酸锌交互作用与酶产量都存在显

著的相关性，而且磷酸氢二钾、硫酸铜的交互作

用最显著。 

 

表 7  回归系数显著性检验 
Table 7  Regression coefficients and their significance of the quadratic model 

Variable coefficient Coefficient estimation Standard error t value Prob>t 

X1 2.355 1.739 1.354 0.234 

X2 1.158 1.739 0.666 0.535 

X3 −9.178 1.739 −5.278 0.003 

X1 X1 −8.945 2.560 −3.495 0.017 

X2 X2 −21.030 2.560 −8.216 0.000 

X3 X3 −16.700 2.560 −6.525 0.001 

X1 X2 −13.985 2.459 −5.687 0.002 

X1 X3 4.980 2.459 2.025 0.099 

X2 X3 12.835 2.459 5.219 0.003 

Note: R2 = 97.59%; Adj R2 = 88.12%. 

 

表 8  回归方程的方差分析 
Table 8  Variance analysis for regression equation 

Variance source Degrees of freedom Adjustment sum of squares Adjustment mean square F value Prob>F 

Regression 9 4 893.08 543.675 22.48 0.002 

Linear 3 728.90 242.966 10.04 0.015 

Square 3 2 623.71 874.469 36.16 0.001 

Interaction 3 1 540.47 513.490 21.23 0.003 

Residual error 5 120.95 24.189   

Loss of quasi 3 102.33 34.110 3.66 0.222 

Pure error 2 18.62 9.308   

Total 14 5 014.02    
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图 2  磷酸氢二钾与硫酸铜交互影响酶活曲线图(A)与等高线图(B) 
Figure 2  The response surface (A) and corresponding contour plot (B) for CuSO4·5H2O and K2HPO4 on the SOD activity 

 

 
 

图 3  磷酸氢二钾与硫酸锌交互影响酶活曲线图(A)与等高线图(B) 
Figure 3  The response surface (A) and corresponding contour plot (B) for ZnSO4·7H2O and K2HPO4 on the SOD activity 

 

 
 

图 4  硫酸铜与硫酸锌交互影响酶活曲线图(A)与等高线图(B) 
Figure 4  The response surface (A) and corresponding contour plot (B) for ZnSO4·7H2O and  

CuSO4·5H2O on the SOD activity 
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由图 2B 可看出，当硫酸铜和硫酸锌浓度固定

在一般水平时，磷酸氢二钾在 1.6−1.8 g/L范围内，

酶活性随着磷酸氢二钾浓度的增大而提高，当高于

1.8 g/L时，SOD活性开始下降。其原因可能是磷酸

氢氢二钾的浓度过高导致环境 pH 变化缓慢，或由

于离子浓度过高，从而影响酶活。由图 3B可看出，

当磷酸氢二钾和硫酸铜浓度固定在一般水平时，硫

酸锌在 0.013−0.014 g/L 范围内，酶活性则随之提

高，当浓度高于 0.014 g/L时，SOD活性开始下降。

其原因可能是金属离子浓度的过高或过低会对酶

活产生一定影响。由图 4B 可看出，当磷酸氢二钾

和硫酸锌浓度固定在一般水平时，硫酸铜在

0.010−0.011 g/L范围内，酶活性随着硫酸铜浓度的增

大而提高，当高于 0.011 g/L时，SOD活性基本不变。 

2.4.4  最优条件的确定与验证：用 Minitab17 软件

进行优化(图 5)，由图 5可以得到最大酶活对应的各

因素参数值，预测最大酶活为 194.71 U/mL时所对

应的磷酸氢二钾、硫酸铜、硫酸锌浓度的编码值分

别为 0.131 3、−0.111 1、−0.292 9，根据编码值与实

际值关系，可得到最佳的浓度为磷酸氢二钾    

1.83 g/L，硫酸铜 0.011 g/L，硫酸锌 0.014 g/L。实

测 3次平均酶活为 194.82 U/mL，与理论预测吻合

良好，表明采用响应面法优化得到的最佳条件准确

可靠。 

3  结论 

通过发酵培养基单因素实验，确定了考察因素

的基本范围，为后续响应面实验提供参考。通过 PB

实验设计筛选出磷酸氢二钾、硫酸铜、硫酸锌的浓

度显著影响菌株产酶活性，且 3个因素均为正效应。

进一步对发酵培养基进行优化，得到 Lactobacillus 

plantarum sp. CLP0279 产 SOD 的最适发酵培养  

基(g/L)：玉米粉 25.0，磷酸二氢钾 2.6，磷酸氢二

钾 1.83，硫酸铜 0.011，硫酸锌 0.014，其最高酶活

力达 194.82 U/mL，是优化前的 1.36倍。这一结论

为植物乳杆菌 Lactobacillus plantarum sp. CLP0279

后期的发酵放大与潜在的工业化生产提供了理论

参考。 

 

 
 

图 5  磷酸氢二钾、硫酸铜和硫酸锌的优化图 
Figure 5  Optimal graph about K2HPO4 and CuSO4·5H2O and ZnSO4·7H2O 
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