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摘要  利用25 株酵母进行产SOD 的筛选 ,得到1 株高产SOD 菌株 ,并通过单因素试验确定其适宜的培养基组成、pH 值、发酵时间等条
件。结果表明 ,最适宜的碳源为麦芽糖;氮源为蛋白胨 ;碳氮比为6∶1 ,发酵时间为18 h,pH值为5 .0。
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Abstract  Through screening SODproducing strains from25 strains of yeasts , one SOD high- produci ng strain was obtained . In si ngle factor test , the
suitable medi umcomposition, pHvalue and fermentationti me and so on were confirmed . The results showed that the opti mumcarbonsource was maltose ,
the opti mumnitrogen source was peptone , the opti mumratio of carbon to nitrogen was 6∶1 , the opti mumfermentationti me was 18 h and the opti mumpH
value was 5 .0 .
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  超氧化物歧化酶( EC 1 .15 .1 .1 ,Superoxide dismutase ,

SOD) 是一种广泛存在于好氧生物细胞内、专一性催化生物体

内超氧阴离子自由基歧化反应生成过氧化氢和氧气的金属

酶类[ 1] 。研究表明,SOD 主要应用于临床和日用化工方面 ,

发展潜力很大, 有广阔的应用前景[ 2] 。从微生物中提取SOD

有很多优点,因此很快被人们所接受。笔者从盛产酵母的葡

萄园泥土中筛选出1 株高产SOD 活力的菌株 ,并对其生长和

发酵产酶条件进行研究。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1.1 菌种。葡萄园地筛选、分离、纯化获取酵母。

1 .1 .2 试剂。磷酸氢二钾、盐酸、邻苯三酚、磷酸二氢钾均

为分析纯 ,葡萄糖( 中国医药( 集团) 上海化学试剂公司) , 麦

芽糖、果糖、琼脂、蛋白胨( 国药集团化学试剂有限公司) , 硫

酸铵( 南京化学试剂一厂) 。

1 .1.3 培养基。YEPD 培养基: 酵母粉10 .0 g ,蛋白胨20 .0 g ,

葡萄糖20 .0 g ,琼脂20 .0 g ,水1 000 ml ; YEPD 液体培养基: 酵

母粉10 .0 g , 蛋白胨20 .0 g ,葡萄糖20 .0 g ,水1 000 ml ; 发酵培

养基: 酵母粉5 .0 g ,蛋白胨10 .0 g , 葡萄糖40 .0 g ,ZnSO4·7H2O

0 .5 g , CuSO4·5H2O0 .2 g ,水1 000 ml 。

1 .1 .4 仪器。电热恒温培养箱 ;立式压力蒸汽灭菌器; 低速

离心机 ;UV-754 型紫外可见分光光度计 ;电子恒温水浴锅; 电

子分析天平;电热鼓风干燥箱。

1 .2 方法

1 .2 .1  高产SOD 酵母的选育[ 3] 。在葡萄园地采集泥土样

品, 取少量泥用无菌水进行溶解得泥土稀释液。取1 ml 稀释

液均匀涂布在固体选择培养基上,25 ℃培养2 d。挑取单菌

落在固体分离纯化培养基中划线分离, 然后将培养皿中的单

菌落转接到试管斜面中做为酵母菌菌种。取各菌株以相同

量接种于 YEPD 液体培养基试管中( 装样量5 ml ) ,28 ℃培养

箱中静置24 h。再将装有增殖菌株的各试管内液体倒入装

有60 ml 发酵培养基的三角瓶中,用纱布封口,30 ℃摇床培养

15 h。测定各菌株的生物量和SOD 酶活力。

1 .2.2 生物量的测定[ 4] 。取发酵液在低速离心机中以3 000

r/ min 离心10 min , 去除上清液,加入2 ml 蒸馏水 ,用玻璃棒搅

拌, 使菌体充分溶解,用医用注射器将该溶液转入10 ml 离心

管中, 在高速离心机中以5 000 r/ min 离心10 min , 去除上清

液, 再洗涤1 次,在高速离心机中以5 000 r/ min 离心10 min ,

去除上清液。收集各种菌种细胞 ,并称菌株菌体湿重。

1 .2 .3 SOD 的提取。取1 .0 g 湿菌体悬于3 ml 50 mol/ L、pH

值为8 .3 的磷酸缓冲液中, 用超声波破碎细胞, 于高速离心

机中以6 000 r/ min 离心15 min ,弃去沉淀, 取上清液, 得粗酶

液用于酶活的测定。

1 .2 .4 SOD 酶活的测定[ 5 - 6] 。采用邻苯三酚自氧化法测定

SOD 酶活。通过测定邻苯三酚的自氧化反应速度( ODA) 和

SOD 抑制下的邻苯三酚自氧化速度( ODB) , 便可计算出SOD

酶活力。①邻苯三酚自氧化反应速度测定。将紫外可见分

光光度计波长调为420 nm,预热30 min。按表1 向试管中加

入磷酸缓冲液、蒸馏水后摇匀 ,25 ℃保温20 min , 加入邻苯三

酚溶液后摇匀,迅速倒入比色皿中放到分光光度计中进行吸

光度测定, 出现第1 个稳定数据时立即启动秒表计时, 每隔

30 s 测定1 次吸光值。②SOD 抑制下的邻苯三酚自氧化反应

速度测定。方法与邻苯三酚自氧化反应速度的测定类似, 只

是用0 .1 ml SOD 粗酶液代替0 .1 ml 蒸馏水进行试验( 表1) ,

在420 nm处每隔30 s 测定1 次吸光值。

表1 测定SOD酶活的加样量

 Table 1 Sample additionfor the determinationof SODactivity  ml

处理
Treatment

磷酸缓冲液
Phosphate

buffer

SOD粗酶液
Crude
SOD

蒸馏水
Distilled

water

邻苯三酚溶液
Pyrogallol
solution

总体积
Total

volume

1 4 .5 - 4.2 0 .3 9 .0

2 4 .5 0 .1 4.1 0 .3 9 .0

  在一定条件下,1 ml 反应液中抑制邻苯三酚自氧化速度

50 %的酶量为1 个酶活力单位。单位体积中的酶活( U/ ml)

计算公式:

SOD 酶活=
( ODA - ODB) / ODA×100 %

50 % ×反应液总体积

×
酶样液稀释倍数
酶样液体积

( 1)
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SOD 总量= SOD 酶活×粗酶液总体积 ( 2)

SOD 酶比活力= SOD 总量/ 菌体湿重 ( 3)

1 .3 发酵条件

1 .3.1 不同碳源对酵母菌株生物量及SOD 影响。以蛋白胨

及酵母膏为氮源 , 以葡萄糖、麦芽糖、可溶性淀粉、蔗糖为碳

源。将各培养基进行分装, 装液量为80/ 500( ml ) 三角瓶 , 按

接种量5 %接入液态种子后,25 ℃,220 r/ min 摇床培养20 h。

测定不同碳源下该酵母的生物量和SOD 酶活力。每种碳源

3 次重复。

1 .3.2  不同氮源对酵母 X8 菌株生物量及SOD 影响。以葡

萄糖为碳源 ,以硝酸铵、蛋白胨、草酸铵为氮源作培养基, 将

各培养基进行分装, 装液量为80/ 500( ml ) 三角瓶装, 按接种

量5 %接入液态种子,25 ℃,220 r/ min 摇床培养20 h。测定

不同氮源下该酵母的生物量和SOD 酶活力。每种氮源3 次

重复。

1 .3 .3 不同碳氮比对酵母 X8 菌株生物量及SOD 影响。以

葡萄糖为碳源、蛋白胨和酵母浸出汁为氮源制作不同碳氮比

( 3∶1、4∶1、5∶1、6∶1、7∶1、8∶1) 的液态培养基, 将各培养基进行

分装, 方法同“1 .2 .2”。

1 .3.4 pH 值的确定。以试验选出的碳源、氮源及最佳的碳

氮比配制发酵培养基, 将培养基的pH 值分别调为4 .0、4 .5、

5 .0、5 .5、6 .0、6 .5、7 .0 进行试验。

1 .3.5  发酵时间的确定。用试验优化结果配制发酵培养

基, 对菌种进行发酵, 发酵时间分别控制为8、10、12、14、16、

18、20、22、24 h。

2  结果与分析

2 .1 酵母菌的筛选 对从葡萄园泥中筛选得到的25 株酵母

进行试验, 其中6 株菌株酵母的生物量和SOD 产量均较高

( 表2) 。

表2 酵母菌种筛选结果

Table 2 Thescreeningresults of yeast strains

编号

Serial number

生物量∥g

Biomass

SOD 总量∥U

Total amount of SOD

SOD酶比活力∥U/ g

SODenzyme specific activity
X6 1 .31 756 .89 577 .77

X8 1 .55 968 .56 624 .87

X12 1 .03 628 .89 610 .57

X13 1 .08 421 .32 390 .11

X16 1 .61 603 .56 347 .84

X21 1 .35 653 .28 483 .91

  由表2 可知 ,在相同条件下各菌株的生物量和SOD 均有

差异。其中 ,X8 菌株SOD 总量最高,生物量及SOD 酶比活力

较高;X16 菌株的生物量最大, 但SOD 总量及SOD 酶比活力

较低;X13 菌株的生物量和 SOD 总量均较低, 以SOD 总量为

主要因素 ,综合生物量、SOD 酶比活力考虑, 筛选出的 X8 为

高产SOD 酵母菌,再以X8 为出发菌株进行发酵条件研究。

2 .2 发酵条件的优化

2 .2.1 碳源的确定。以不同碳源制作液态培养基, 接种培

养10 h 后, 分别测定酵母X8 菌株的生物量、SOD 总量和酶比

活力( 表3) 。

  由表3 可知,以蔗糖为碳源时,X8 菌株生物量最大; 该

X8 菌株利用淀粉能力较差, 生物量最小。以麦芽糖为碳源

时SOD 总量和酶比活力均是最高的, 经比较, 选择麦芽糖为

该菌株产SOD 的最佳碳源。

表3 碳源对酵母X8菌株生物量和SOD影响

Table 3  Effects of carbonsources onthe biomas and SOD of strain X8

fromyeasts

碳源

Carbonsources

生物量∥g

Biomass

SOD 总量∥U

Total amount of SOD

SOD酶比活力∥U/ g

SODenzyme specific activity
蔗糖Sucrose 2 .08 690 .45 331 .95

淀粉Starch 1 .09 1 210 .23 1 110 .30

葡萄糖Glucose 1 .88 1 130 .23 601 .19

麦芽糖Maltose 1 .27 1 658 .54 1 305 .94

2 .2.2 氮源的确定。由表4 可知,以蛋白胨为氮源的生物量、

SOD 总量和酶比活力均为最高,因此,选蛋白胨为最佳氮源。

表4 氮源对酵母X8菌株生物量和SOD影响

Table 4 Effects of nitrogen sources onthe biomas and SOD of strain X8

fromyeasts

氮源
Nitrogen sources

生物量
g

Biomass

SOD 总量∥U
Total amount

of SOD

SOD酶比活力∥U/ g
SODenzyme

specific activity

蛋白胨Peptone 1 .22 435 .56 357 .01

硝酸铵Ammoniumnitrate 0 .88 304 .55 346 .06

草酸铵Ammoniumoxalate 1 .05 358 .66 341 .58

2 .2 .3  碳氮比的确定。由表5 可知 ,在碳氮比为6∶1 时, 该

酵母的SOD 最高 , 无论是SOD 总量还是SOD 酶比活力都达

到最大值,虽然在碳氮比为4∶1 时该酵母的生物量最大 , 但

SOD 较低。以SOD 总量为主要因素, 综合生物量、SOD 酶比

活力比较,确定该酵母X8 菌株产SOD 的适宜碳氮比为6∶1。

2 .2.4 pH 值的确定。由表6 可知 ,pH 值对酵母发酵的生物

表5 碳氮比对酵母X8 菌株生物量和SOD 影响

Table 5 Effects of theratio of carbonto nitrogenonthe biomass and SOD

of strain X8fromyeasts

C∶N
生物量∥g

Biomass

SOD 总量∥U

Total amount of SOD

SOD酶比活力∥U/ g

SODenzyme specific activity
3∶1 1 .22 435 .56 358 .69

4∶1 1 .37 435 .58 318 .31

5∶1 1 .25 450 .89 360 .71

6∶1 1 .30 556 .45 428 .04

7∶1 1 .20 468 .44 390 .37

8∶1 1 .19 438 .35 368 .37

表6 pH值对酵母发酵的生物量和SOD 产量的影响

Table 6 Effects of pHvalueonthe biomas and SODyield of yeast fermen-

tation

pH值

pHvalue

生物量∥g

Biomass

SOD总量∥U

Total amount of SOD

SOD酶比活力∥U/ g

SODenzyme specific activity
4 .0 1 .85 1 602 .33 866 .12

4 .5 1 .80 1 586 .45 881 .36

5 .0 1 .95 1 758 .56 901 .82

5 .5 1 .78 1 554 .65 873 .39

6 .0 1 .71 1 450 .21 848 .07

6 .5 1 .68 1 140 .22 678 .70

7 .0 1 .66 1 032 .21 621 .81
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4  结语

目前, 对于包涵体的形成和复性过程中发生聚集的机制

尚不清楚,许多已建立的高效复性方法是在反复试验和优化

的基础上建立的, 且没有普遍性。但是, 从大量个例中发现

了一些规律 ,如聚集的发生是由链间的疏水相互作用介导、

聚集, 具有相对特异性、折叠中间体可能具有不同的作用等 ,

并利用这些经验建立了一些重组蛋白质高效复性的方法, 但

如何将其迅速转变成生产力是一个亟待解决的问题。随着

结构生物学、生物信息学、蛋白质工程学及相关新技术、新设

备的发展和日臻完善, 在不久的将来, 预测和设计最佳复性

方案将成为可能。这必将为科研、医疗和工业生产中重组蛋

白的复性提供高效的手段和有效的途径。
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量影响不大, 但对SOD 活性的影响很大 , 当pH 值为5 .0 时

生物量SOD 总量和酶比活力均最大, 因此最适宜的发酵pH

值为5 .0。

2 .2 .5  发酵时间的确定。从图1、2 可以看出 ,菌株培养

图1 X8 菌株生长曲线

Fig .1 The growthcurve of strain X8

图2 发酵时间对X8 菌株SOD 的影响

Fig.2 Effects of fer mentationti me on SOD of strain X8

10 h 后进入对数生长期 , 菌体内SOD 酶比活力在对数生长

后期( 约16～18 h) 达到最高 , 此时进入对数生长末期 , 菌株

生物量基本达到稳定, 有增长, 但很缓慢; SOD 总量有增加

但很缓慢 ,而SOD 酶比活力在发酵18 h 时达最大 , 随时间

延长SOD 酶比活力却在减少 , 表明SOD 总量的增加是由于

菌株的生物量缓慢增加所致 ,而不是SOD 酶比活力在增加。

以SOD 总量为主要因素, 综合生物量、SOD 酶比活力考虑选

定该酵母发酵时间为18 h。

3  结论

( 1) 采用简单有效的试验方法 , 从葡萄园地中筛选出1

株SOD 产量较高的酵母X8 菌株。

( 2) 研究结果表明, 不同碳源、氮源、pH 值、碳氮比以及

培养时间都与该菌株的生长和SOD 产量有关。其中, 最适

碳源是麦芽糖 ,最适氮源适蛋白胨, 最合适的碳氮比是6∶1 ,

最佳pH 值为5 .0 , 最适宜的发酵时间为18 h。
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