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菜籽粕固态发酵产纳豆激酶条件的优化 
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摘 要：采用响应面法对纳豆芽孢杆菌固态发酵产纳豆激酶的发酵条件进行优化。在单因素试验的基础上，用

Plackett–Burman法确定产纳豆激酶的主要影响因素为发酵温度、初始物料比和发酵时间，再用最陡爬坡试验逼近

最大响应区域，最后通过 Box–Behnken方法进行二次回归分析，得到产酶的最佳发酵条件为发酵温度 36 ℃，初

始物料比 90.24 g/(100 g)，发酵时间 92.82 h，在优化后的条件下，纳豆激酶活力可达 6 031.33 IU/g。 
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Abstract: Fermentation conditions for natto-kinase production from solid-state Bacillus natto was optimized by using 
Plackett–Burman design, the steepest ascent design and response surface methodology in the study. The results showed 
that the main factors influencing natto-kinase production were initial moisture, fermentation time and temperature. The 
optimal conditions for natto-kinase production were at initial moisture of 90.24 g/(100 g) and fermentation time of 36  ℃

for 92.82 h by employing rapeseed meal as the solid substrate. The average activity of natto-kinase was increased to 
6 031.33 IU/g in these conditions. 
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菜籽粕是油菜籽榨油后的副产物，含有丰富的

粗蛋白、粗纤维、脂肪、维生素及矿物质等营养成

分，但由于含有硫代葡萄糖甙等有毒物质，其营养

价值一直没有得到很好的利用，仅以很小比例的添

加量作为反刍动物和淡水鱼养殖的饲料或用作肥

料[1–5]。利用纳豆芽孢杆菌发酵菜籽粕，能有效分

解菜籽粕中的抗营养因子，得到纳豆激酶。纳豆激

酶具有较强的纤溶活性，能直接作用于纤溶蛋白，

也能激活体内纤溶酶原。与其他溶栓类药物相比，

纳豆激酶具有安全性好、成本低、纤溶活性强、可

口服、作用时间长等优点，有望被开发为新一代的

口服抗血栓药物[6–7]。固态发酵是微生物在没有或

基本没有游离水的固态基质上进行发酵的方式。与

液态发酵相比，固态发酵具有基质简单、来源广泛、

投资少、技术简单和产物产率高等优点[8–10]，更适

合于工业化生产。笔者以菜籽粕和麸皮为原料，研

究微生物固态发酵方式产纳豆激酶的条件，旨在为

利用菜籽粕大规模生产纳豆激酶提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌种及培养基 

菜籽粕由湖南农业大学食品科学与技术湖南
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省重点试验室用水酶法提取油菜籽油后的副产物

加工而成(将其干燥、粉碎，过孔径 450 µm的不锈
钢筛 )；麸皮从饲料公司购得。纳豆芽孢杆菌
U49(Bacillus nattoU49)由湖南农业大学食品科学
与技术湖南省重点实验室选育。菌种培养基为 LB
固体培养基和 LB 液体培养基；基础发酵培养基以
菜籽粕和麸皮按一定比例配制而成。 

1.1.2 主要仪器与试剂 

主要仪器为 722N可见分光光度计(上海菁华科
技仪器有限公司)、SW–CJ–2D双人单面(垂直)净化
工作台(江苏通净净化设备有限公司)、ZHWY– 
C2102 恒温培养箱(上海新苗医疗器械制造有限公
司)和 TP–620A电子天平(湘仪天平仪器设备有限公
司)。 
主要试剂凝血酶购自中国药品生物制品检定

所；尿激酶由丽珠药业生产；纤维蛋白原为 Sigma
产品；其余试剂均为国产、分析纯。 

1.2 方法 

1.2.1 菌种的活化与种子液制备 

从纳豆芽孢杆菌 U49 保藏斜面中取一环菌苔
接种于 LB斜面培养基中，在 37 ℃生化培养箱中培
养 36 h进行活化，随后挑取一环活化的菌种接入装
有 30 mL LB肉汤培养基的 250 mL三角瓶中，摇匀
后在 37 ℃生化培养箱中培养 18 h，备用。 

1.2.2 初始产酶培养基及培养条件的确定 

以菜籽粕和麸皮为基本原料(按质量比 7∶3 混
合)，基本原料中葡萄糖、尿素、氯化钙的添加浓度
分别为 0.55、0.40、0.35 g/(100 g)，初始物料比为 95 
g/(100 g)，接种量为 10 g/(100 g)，装瓶量为 10%(采
用 300 mL三角瓶)，于 pH 7.0、37 ℃下培养 48 h。 

1.2.3 单因素试验 

在 1.2.2 的基础上，分别以接种量、种龄、发
酵温度、发酵时间、装瓶量、初始物料比、初始 pH
为自变量，在不同条件下进行固态发酵培养，以纳

豆激酶酶活力为考核指标进行单因素试验。 

1.2.4 纳豆激酶酶活力的测定 

收集适宜发酵条件下获得的发酵产物，用生理

盐水浸提，离心，收集上清液(上清液即为粗酶液)，
采用纤维蛋白平板法[11–12]测定纳豆激酶酶活力。 

1.2.5 Plackett–Burman试验 

在前期培养基组成优化试验的基础上，选用

N–11的 Plackett–Burman试验设计，即以产纳豆激
酶酶活力为响应值，对接种量、种龄、发酵温度、

发酵时间、装瓶量、初始物料比、初始 pH 值等 7
个因素的重要性进行考察，另外取 4个虚拟因素，
每 1个因素取–1和+12个水平。 

1.2.6 最陡爬坡试验 

根据 Plackett–Burman 试验结果，以各显著因
素的正、负效应确定最陡爬坡试验[13–15]的变化方向

和变化步长，逼近最大响应区域，找到下一步响应

面试验的中心点，进行最陡爬坡试验设计。 

1.2.7 响应面试验 

综合爬坡试验结果确定重要影响因素的取值

区间，根据 Box–Behnken中心组成设计原理[16–20]，

设计三因素三水平(Design Expert 8.0.3)的三元二次
响应面分析试验，以优化固态发酵条件。 

1.2.8 数据处理 

用 Excel 2007对数据进行处理。采用 Design– 
Expert 8.0.3软件分析 Plackett–Burman试验、最陡
爬坡试验及响应面试验的结果。 

2 结果与分析 

2.1 单因素试验结果 

在 1.2.2 条件下发酵后的酶活力为 3 935.07 
IU/g。根据单因素试验结果选取的产酶各因素的最佳
点见表 1中的–1水平，即最佳接种量为 8 g/(100 g)，  

表1 Plackett–Burman试验设计的因素和水平 
Table 1 Factors and levels of Plackett–Burman design 

水平 影响因子 
代码 

名称 
–1 1 

A 初始 pH 7 8 

B 温度(℃) 37 42 

C 接种量(g/(100 g)) 8 10 

D 初始物料比(g/(100 g)) 90 100 

E 装瓶量(%) 6.67 8.33

F 发酵时间(h) 96 120 

G 种龄(h) 18 22 

H 虚拟因素 –1 1 

J 虚拟因素 –1 1 

K 虚拟因素 –1 1 

L 虚拟因素 –1 1 
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种龄为 18 h，发酵温度为 37 ℃，发酵时间为 96 h，
装瓶量为 6.67%，初始物料比为 90 g/(100 g)，初始
pH为 7。 

2.2 主效因素的筛选结果 

以纳豆激酶酶活力为响应值，N–11的 Plackett– 
Burman试验设计及其结果见表 2。对表 2进行回归
分析的结果见表 3。 

表2 Plackett–Burman试验设计及结果 
Table 2 Schemes and their results of Plackett–Burman design 

序号 A B C D E F G 酶活力/(IU·g–1)

 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 3 264.29 

 2 –1 1 1 –1 1 1 –1 3 360.08 

 3 –1 –1 1 1 –1 –1 –1 3 206.59 

 4 –1 –1 –1 1 –1 1 1 3 235.44 

 5 1 –1 –1 1 –1 1 1 3 295.44 

 6 1 1 1 –1 –1 –1 1 3 220.49 

 7 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 3 386.63 

 8 –1 1 –1 1 1 –1 1 3 148.88 

 9 1 –1 –1 –1 1 –1 1 4 444.33 

10 1 1 1 –1 1 1 1 3 238.90 

11 1 1 –1 –1 –1 1 –1 3 169.65 

12 1 1 –1 1 1 1 –1 3 095.79 
 

表3 Plackett–Burman试验各因素及其影响效果 
Table 3 Significance analysis of Plackett–Burman design 

影响因子代码 效应度 模型贡献率 显著性排列

A –14.42 0.55 6 

B –150.98 59.99 1 

C 17.51 0.81 4 

D –95.61 24.05 2 

E 6.34 0.11 7 

F –45.98 5.56 3 

G 16.74 0.74 5 
 
由表 3可知，发酵温度、初始物料比、发酵时

间、接种量、种龄、初始 pH 值、装瓶量对产纳豆
激酶的影响依次减小。由模型贡献率可知，对产酶

影响最大的 3个因素为发酵温度、初始物料比和发
酵时间，其贡献率分别为 59.99、24.05和 5.56，其
余因素对结果影响不大，所以，将这 3个因素作为
最陡爬坡试验的主效因素，根据各因素的效应值确

定变化步长，逼近最大响应区域。 

2.3 最陡爬坡试验结果 

由于表3中3个主效因素的效应度均为负值，因
此，最陡爬坡试验各主效因素水平的取值范围都应

以单因素的水平为起点，向逐渐减小方向设计5个
水平(表4)。由表4可见，第2组试验的纳豆激酶酶活
力最大(5 408.34 IU/g)，所以，选取该组试验的3个
因素为中心组合试验的中心点。 

表4 最陡爬坡试验设计及其结果 
Table 4 Designs and their results of the steepest ascent experiment  
试验 
序号 

发酵 
温度/℃ 

初始物料比/ 
(g·(100 g)–1) 

发酵 
时间/h 

酶活力/ 
(IU·g–1) 

1 40 100 108 4 282.70

2 37  90  96 5 408.34

3 34  80  84 4 915.86

4 31  70  72 4 507.80

5 28  60  60 3 927.72
 

2.4 发酵条件的响应面优化结果 

根据最陡爬坡试验的结果，以纳豆激酶酶活力

为响应值，以对纳豆激酶产量有显著影响的因素(发
酵温度、初始物料比、发酵时间)为自变量设计中心
优化组合试验的因素编码及水平见表5。中心组合
试验结果见表6。 

表5 中心组合试验设计的因素和水平 
Table 5 Levels and factors of response surface analysis 

水平 
因素 

–1 0 1 

X1 (发酵温度) 34 37  40 

X2 (初始物料比) 80 90 100 

X3(发酵时间) 84 96 108 
 

表6 Box–Behnken试验设计及试验结果 
Table 6 Design matrix and their results of Box–Behnken 

experiment  

试验序号 X1 X2 X3 酶活力/(IU·g–1)

 1 0 0 0 6 076.40 
 2 0 0 0 6 024.47 
 3 0 –1 1 5 228.13 
 4 0 1 –1 5 712.86 
 5 0 0 0 5 937.90 
 6 –1 0 1 5 245.44 
 7 0 0 0 5 851.35 
 8 0 0 0 6 024.47 
 9 –1 –1 0 5 816.73 
10 1 1 0 5 089.64 
11 –1 0 –1 5 574.36 
12 1 0 1 5 158.88 
13 0 –1 –1 5 626.29 
14 1 –1 0 5 297.37 
15 0 1 1 5 453.18 
16 1 0 –1 4 985.76 
17 –1 1 0 5 730.65 
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利用Design Expert 8.0.3对上述试验结果进行二次

回归拟合的方程为Y= –72 088.954 25+ 2 791.705 89X1+ 
219.570 66X2+ 387.128 39X3–1.009 75 X1X2+ 3.803 30X1X3+ 
0.314 73X2X3–42.413 54X1

2– 1.177 18X2
2–2.975 90X3

2。

式中，Y为纳豆激酶酶活力的预测值；X1、X2、X3

分别代表发酵温度、初始物料比、发酵时间的编

码值。 
由表7三元二次响应面模型的方差分析结果可

以看出，模型的F=10.72，该回归方程的决定系数
R2=0.932 3，P=0.002 5＜0.01，模型的回归项极显著，
但失拟项不显著，表明该模型在被研究的回归区域

与实际情况的拟合度良好，失拟较小，预测值和实

测值之间具有高度相关性，可用于对纳豆芽孢杆菌

固态发酵菜籽粕产纳豆激酶进行预测。 

表7 二阶回归方程的方差分析结果 
Table 7 Variance analysis for the second order regression equation 
方差 
来源 

平方和 自由度 均方 F P 

模型 1.906 9.000 2.118 10.720 0 0.002 5 

X1 4.209 1.000 4.209 21.310 0 0.002 4 

X2 37.450 1.000 37.450 1.896 0 0.966 5 

X3 82 752.270 1.000 82 752.270 4.190 0 0.079 9 

X1 X2 3 670.540 1.000 3 670.540 0.190 0 0.679 4 

X1 X3 63 009.790 1.000 63 009.790 3.190 0 0.117 3 

X2X3 4 794.180 1.000 4 794.180 0.240 0 0.637 4 

X1
2 1.000 6.135 31.050 0.000 8 0.000 8 

X2
2 1.000 58 347.610 2.950 0.129 4 0.129 4 

X3
2 1.000 5.459 27.030 0.001 2 0.001 2 

残差 1.383 7.000 19 756.080  

失拟项 1.068 3.000 35 588.520 4.520 0 0.089 7 

纯误差 31 527.010 4.000 7 881.750

总和 2.044 16.000

P＜0.05表示影响显著；P＜0.01表示影响极显著，P＞0.05表
示影响无统计学意义。 
 
由图1～3可见，过高或过低的初始物料比、发

酵时间和发酵温度均不利于酶活力的提高。发酵温

度对酶活力的影响最明显。运用Design Expert 软件

对模型进行分析，得到纳豆芽孢杆菌固态发酵产纳

豆激酶的最佳发酵条件为发酵温度36 ℃，初始物料

比90.24 g/(100 g)，发酵时间92.82 h。在此条件下，

纳豆激酶酶活力预测值为6 031.33 IU/g。 

 
图1 不同发酵温度和初始物料比条件下产纳豆激酶的酶活力 
Fig.1 Activity of Natto-kinase at various conditions of fermentation 

temperature and ratio of initial Materials 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图2 不同发酵温度和发酵时间条件下产纳豆激酶的酶活力 
Fig.2 Activity of Natto-kinase at various conditions of fermentation 

temperature and time  

 
图3 不同发酵时间和初始物料比条件下产纳豆激酶的酶活力 
Fig.3 Activity of Natto-kinase at various conditions of fermentation 

time and ratio of initial materials 

3 结论 

采用响应面法对纳豆芽孢杆菌固态发酵产纳豆

激酶的发酵条件进行优化，得出了产纳豆激酶的最

佳发酵条件为发酵温度36 ℃，初始物料比90.24 
g/(100 g)，发酵时间92.82 h。在此条件下以菜籽粕和
麸皮为基础培养基(按质量比7∶3混合)，按0.55、
0.40、0.35 g/(100 g)添加葡萄糖、尿素、氯化钙，于
初始pH 7.0，接种量8 g/(100 g)发酵培养纳豆芽孢杆
菌，所产纳豆激酶的酶活力达6 031.33 IU/g，比优化
前提高了1.55倍。 
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发酵温度、发酵时间和初始物料比对酶活力的

影响依次减小。在一定范围内，随初始物料比、发

酵时间和温度的增加，纳豆激酶酶活力增加。 
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