
微生物学通报 Oct. 20, 2016, 43(10): 2314−2320 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.150689 
 

                           

Foundation item: National High-Tech Research and Development Program of China (863 Program) (No. 
2014AA093512); National Natural Science Foundation of China (No. 31500039) 

*Corresponding author: Tel: 86-411-87402624; E-mail: wangxiaohui@dlu.edu.cn 
Received: September 13, 2015; Accepted: June 12, 2016 
基金项目：国家高技术研究发展计划项目(863计划) (No. 2014AA093512)；国家自然科学基金项目(No. 31500039) 

*通讯作者：Tel：86-411-87402624；E-mail：wangxiaohui@dlu.edu.cn 

收稿日期：2015-09-13；接受日期：2016-06-12 

经验交流 

植物乳杆菌 CLP0279 产低温超氧化物歧化酶发酵条件的优化 

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) 

 
 

Optimization of fermentation conditions for a cold-adapted 
superoxide dismutase (SOD) producted 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) 

 

超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase，EC 

1.15.1.1，简称 SOD)，是广泛存在于生物体内的酸

性金属酶[1]，能够催化超氧阴离子自由基歧化生成

氧和过氧化氢，具有抗炎症、抗辐射、抗衰老等

作用[2-4]。海洋微生物生产的低温 SOD 具有低温下

高活力及高催化效率；温和的热处理即可使酶活

力丧失，且不会影响产品的品质等特性[5-7]。截止

目前，国内外仅有 10 多种海洋低温 SOD 相关报  

道[8-12]，但其酶活力相对较低，不能满足工业化生

产要求。 

植物乳杆菌作为人体肠道益生菌，具有维持肠

道内菌群平衡、提高机体免疫力等多种功       

能[13-15]。目前对海洋来源植物乳杆菌生产低温 SOD

研究较少。本实验室早期从海洋环境中筛选到一株

高产低温 SOD 的 Lactobacillus plantarum sp. 

CLP0279，以其为研究对象，在单因素试验的基础

上，采用 Plackett-Burman设计和响应面设计对其发

酵条件进行优化，为其工业化生产应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：Lactobacillus plantarum sp. CLP0279
筛选自中国辽宁大连黄海海水、海泥，保藏于辽

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 7.0，1×105 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

0.01，硫酸锌 0.005，pH 7.0，1×105 Pa灭菌 20 min。 
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1.2  培养方法 

挑取单菌落接种于 5 mL液体种子培养基。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 酶活测定方法 

发酵液 4 °C、8 000 r/min离心 20 min，弃上

清。湿菌体磷酸缓冲液(pH 7.0)溶解后超声波处

理，弃沉淀，上清即为粗酶液。粗酶液在

15−50 °C下测定酶活性，以最大值为 100%。确定

SOD最适反应温度。 

采用 Marklund 等[16]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温度、

初始 pH、时间等对 Lactobacillus plantarum sp. 

CLP0279产 SOD的影响。 

1.4.2  Plackett-Burman 设计实验：选取 n=12 的

Plackett-Burman设计对单因素实验选择的 5个因素

进行价效考察；并设计 6项虚拟项(A、C、E、G、

J、L)。见表 1。 

1.4.3  最陡爬坡实验设计：根据 Plackett-Burman

实验及其分析结果设计最陡爬坡实验，根据拟合

线性回归系数的符号以及大小来对显著因素进行

步长和变化方向设计。 

1.4.4  Box-Behnken法实验设计：通过最陡爬坡试

验结果分析，确定出显著因子的高、中、低三水

平，分别表征为 1、0、−1。以温度、时间、初始

pH为自变量设计 n=15组的 Box-Behnken实验。如

表 2所示。 
 

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 
Levels 

Low 
(−1) 

High (+1)

B Temperature (°C) 22 24 

D Fermentation time (h) 72 84 

F Initial pH 7.5 8.0 

H Inoculums (%) 8 10 

K Medium volume (per 500 mL) 75 100 
 

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 
Levels 

−1 0 +1 

Temperature (°C) 18 20 22 

Fermentation time (h) 60 66 72 

Initial pH 6.5 7.0 7.5 

 

2  结果与分析 

2.1  SOD 粗酶液最适作用温度与单因素实验 

Lactobacillus plantarum sp. CLP0279摇瓶发酵

48 h产SOD粗酶液最适作用温度为30 °C (图1A)。

由图1B可知，菌株产酶最佳温度为22 °C，初步确

定为耐冷菌[17]，而且生产低温 SOD[18]。单因素实

验确定初始 pH 7.0、培养时间 72 h、接种量 8%、

装液量 75 mL/500 mL (图 1C−F)。 

2.2  发酵条件的 Plackett-Burman (PB)设计 

表 1和Minitab17软件得到 PB实验设计。由表

3得到 PB设计的各因素水平及效应评价见表 4。由

表 4 可知温度、时间、初始 pH 影响 Lactobacillus 

plantarum sp. CLP0279产低温 SOD酶活的可信度

大于 95%，达到显著水平。 

2.3  发酵条件的最陡爬坡试验研究最大响应值

区域 

试验设计和结果如表 5所示，第 2组实验中，

当温度 20 °C，时间 66 h，初始 pH 7.0时酶活达到

最大，最大值为 220.12 U/mL。第 2组实验作为中

心组合实验的中心点。 

2.4  发酵条件的 Response surface method 

(RSM)设计 

2.4.1  Box-Behnken (BB)中心组合实验设计：响

应面分析设计实验结果见表 6。 

2.4.2  二次回归拟合与方差分析：运用 Minitab17

软件对试验数据进行回归分析，得出回归方程： 

Y=219.42–14.963X1+13.446X2+1.646X3– 
19.663X1

2–14.84X2
2–25.97X3

2+14.748X1X2+ 

2.343X1X3+10.075X2X3。 
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图 1  SOD 粗酶液最适作用温度与单因素实验结果 
Figure 1  The optimum temperature of the crude SOD and the results of single factor experiment 

注：SOD粗酶液最适作用温度(A)、温度(B)、初始 pH (C)、时间(D)、接种量(E)、装液量(F)对产酶影响. 

Note: A, B, C, D, E, F: Displayed the effect of the optimum temperature of the crude SOD, temperature, initial pH, time, innoculation 
amount and medium volume on the SOD activity, respectively. 

 

显著性检验和方差分析见表 7。从表 7 结果可

知温度因子的平方的 P值为 0.206、温度与初始 pH

交互因子的 P值为 0.204>0.05，说明温度因子的平

方、温度与初始 pH 的交互因子对 Lactobacillus 

plantarum sp. CLP0279酶活力的影响不显著，由此

可知 Lactobacillus plantarum sp. CLP0279酶活力变

化相当复杂，试验因子对酶活的影响不是简单的

线性关系，温度、时间、初始 pH 三因素之间交互

效应较大；回归方程的相关系数 R2=99.40%，表明

该模型拟和程度良好，试验设计可靠。 

2.4.3  响应面分析：由图 2、3可以看出，温度与

时间、时间与初始 pH 交互因子对酶活力存在显

著的相关性；由图 4 看出，温度与初始 pH 交互

影响酶活力不显著。 
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表 3  n=12 的 Plackett-Burman (PB)实验设计与响应值表 
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 −1 207.20 

2 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 192.65 

3 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 206.12 

4 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 149.05 

5 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 158.34 

6 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 166.42 

7 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 155.82 

8 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 163.27 

9 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 154.96 

10 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 179.28 

11 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 160.82 

12 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 167.10 

 
 

表 4  Plackett-Burman 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 Temperature (°C) 22 24 −5.78 0.001 1 

D Fermentation time (h) 72 84 −4.20 0.006 2 

F Initial pH 7.5 8.0 −4.00 0.007 3 

H Inoculums (%) 8 10 −1.14 0.298 4 

K Medium volume (per 500 mL) 75 100 −0.44 0.673 5 

Note: R2=91.96%; Adj R2=85.25%. 

 
 

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 Temperature (°C) Fermentation time (h) Initial pH Enzyme activity (U/mL) 

1 22 72 7.5 219.87 

2 20 66 7.0 220.12 

3 18 60 6.5 212.60 

4 16 54 6.0 211.55 
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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 
Temperature (°C)  Fermentation time (h) Initial pH 

Enzyme activity (U/mL) 
X1 Code X1 X2 Code X2 X3 Code X3 

1 20 0  66 0 7.0 0 219.32 

2 20 0  72 1 7.5 1 202.47 

3 18 −1  60 −1 7.0 0 200.34 

4 20 0  60 −1 6.5 −1 176.90 

5 20 0  66 0 7.0 0 220.55 

6 18 −1  66 0 6.5 −1 188.98 

7 20 0  60 −1 7.5 1 159.66 

8 22 1  66 0 6.5 −1 156.92 

9 18 −1  66 0 7.5 1 187.97 

10 20 0  72 1 6.5 −1 179.41 

11 22 1  60 −1 7.0 0 138.37 

12 22 1  72 1 7.0 0 198.99 

13 20 0  66 0 7.0 0 218.39 

14 18 −1  72 1 7.0 0 201.97 

15 22 1  66 0 7.5 1 165.28 

 

 
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 −14.963 1.134 −13.190 0.000 

X2 13.446 1.134 11.853 0.000 

X3 1.646 1.134 1.451 0.000 

X1X1 −19.663 1.670 −11.776 0.206 

X2X2 −14.840 1.670 −8.887 0.000 

X3X3 −25.970 1.670 −14.954 0.000 

X1X2 14.748 1.604 9.193 0.000 

X1X3 2.343 1.604 1.460 0.204 

X2X3 10.075 1.604 6.280 0.002 

注：软件分析 P值低于 0.05的项为酶活显著影响因素. 

Note: P values less than 0.05 were considered as indicative of significance on SOD activity. 
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图 2  温度与发酵时间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) of temperature and fermentation time on the 

activity of SOD 
 

 
 

图 3  时间与初始 pH 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) of fermentation time and initial pH on the activity of SOD 

 

 
 

图 4  温度与初始 pH 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) of temperature and initial pH on the activity of SOD 
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2.4.4  最优条件的确定与验证：用 Minitab17 软件

预测最大酶活力为 223.74 U/mL，此时对应的温

度、时间、初始 pH 的编码值分别为−0.232 3、

0.373 7、0.090 9，根据编码值与实际值关系，得

到最佳的优化条件为温度 19.5 °C，时间 68.2 h，

pH 7.0。实测 3次酶活力平均值为 221.87 U/mL，

与理论预测吻合良好。 

3  结论 

本 研 究 确 定 Lactobacillus plantarum sp. 

CLP0279 生产低温 SOD 最佳发酵条件：温度

20 °C、时间 68 h、初始 pH 7.0、接种量 8%、装液

量 75 mL/500 mL，在此优化发酵条件下酶活力 

221.87 U/mL，是优化前的 1.32 倍。这一结论为

Lactobacillus plantarum sp. CLP0279后期发酵罐放

大培养与潜在的产业化提供数据参考。 
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