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摘要：采用稀释平板分离法从土壤中分离到一株产中性蛋白酶芽孢杆菌BX-4．通过单因素碳、

氮源以及正交试验确定了最佳产酶培养基配方，同时还研究了起始pH值、金属离子、接种量对产

酶的影响以及温度、pH值、金属离子以及表面‘活性剂对酶稳定性的影响；以最佳培养基为发酵培

养基，于37℃、160 r／rain振荡培养48 h，酶活达2 519．35 U／mL；该酶最适作用温度为55℃，最

适作用pH值为7．5，在pH 7．5缓冲体系中，55℃反应60 min后仍有50％的酶活力．Ca2+和表面

活性剂对酶有一定的激活作用，但激活作用不明显．
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Abstract：A strain producing neutral protease was obtained from soil by diluted plated method and

was named BX一4． Optimal fermentation medium was obtained through studying carbon

resources，nitrogen resources and implementing orthogonal experiment．The effects of initial

pH，metal ions and inoculum amount on protease production and the effects of temperature，pH

surface—active agent on protease stability were studied．Protease activity reached 2 519．35 U／mL

under the conditions of 37℃，160 r／min，48 h in the optimal fermentation medium．The optimal

acting temperature and pH of this enzyme are 55℃and 7．5 respectively．Protease could maintain

half-life at 55℃incubation for 60 minutes in 7．5 buffer solution；Ca2+and surface active agent

could activate protease activity but the effect is not SO obvious．
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中性蛋白酶是最早发现并广泛应用于工业化

生产的蛋白酶制剂，可用于皮革脱毛、畜禽血液蛋

白质水解、酒和饮料的澄清以及医药治疗等领

域[1~4]．目前，国内外关于中性蛋白酶的研究也相当

多[5~8]．微生物培养基的组成及产酶条件在很大程

度上对蛋白酶的产生起着决定性的作用[9]．因此，

通过单因素碳、氮源试验以及正交试验确定了最佳

产酶培养基配方，同时还研究了起始pH值、金属离

子、接种量对产酶的影响以及温度、pH值、金属离

子和表面活性剂对酶稳定性的影响．

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 茵种供试菌株BX-4为作者所在课题组

从土壤中分离纯化得到，初步鉴定为芽孢杆菌(Ba-

cillus)．

1．1．2培养基牛肉膏蛋白胨培养基；发酵培养

基(g／dL)：玉米粉2，豆饼粉3，麸皮3，KH2POt

0．03，Na2HP04·12H20 0．4，ZnCl2 0．1，pH值调

节至8．0．

1．2方法

1．2．1发酵条件 接种50 mL已活化的菌种于灭

菌发酵培养基(300 mL)中，于37℃、160 r／min摇

床培养48 h．

1．2．2蛋白酶活性测定方法Folin-酚法[1 0。．

1．2．3 金属离子配制 称取相应量的MgSOt，

NaN03，Fe2(SOr)3，KN03，CaCl2，ZnCl2，配成0．1

mol／L的M92+、Na+、Fe3+、K+、Ca2+、Zn2+．

1．2．4 BX-4发酵条件的研究

1)最佳碳源试验：以4 g／dL葡萄糖、蔗糖、玉

米粉和可溶性淀粉为碳源，0．5 g／dL蛋白胨为氮

源，在上述成分中加入0．4％Naz HPO。·12Hz O、

0．03％KH2P04、0．1％CaCl2，将pH值调至8．0，

进行发酵培养，离心去除菌体，测定上清液蛋白酶

活力，以酶活力高低作为指标．

2)最佳氮源试验：以玉米粉作为碳源，在发酵

培养中加入4 g／dL的豆饼粉、牛肉膏、蛋白胨、

(NH。)2SO。、KNO。、NaNO。作为氮源，培养基其它

成分及培养条件均相同．

3)碳氮源正交试验设计：以玉米粉作为碳源，

以豆饼粉作为氮源，外加麸皮提供生长因子，通过

正交试验确定最佳产酶培养基配方．

4)金属离子对产酶的影响：在发酵培养基中添

加0．1 mol／L不同金属离子，然后进行发酵培养，

测定上清液蛋白酶活力，以蛋白酶活力为指标．

5)接种量对产酶的影响：分别接种体积分数

．1％、2％、3％、4 oA、5％已活化菌种于发酵培养基中

发酵培养，发酵终止后离心取上清液测定蛋白酶活

力．

6)起始pH值对产酶的影响：将发酵培养基调

成不同pH值，灭菌、接种、发酵培养并测定蛋白酶

活力．

1。2．5酶学性质研究

1)酶最适作用温度的研究将稀释粗酶液分别

于44，45，50，55，60，65，70℃下反应，测定蛋白酶

活力．以温度为横坐标，相对酶活为纵坐标作图．

2)酶最适pH值的研究：分别配制不同pH值

(3．O～10．O)的1％的干酪素溶液，按Folin一酚法[10]

进行蛋白酶活力测定，以pH值为横坐标，以相对酶

活为纵坐标作图(其中pH值3．0～5．0的溶液由

Na2 HP04一柠檬酸缓冲液配制，pH值6．o～8．0的

溶液由磷酸缓冲液配制，pH 9．0的溶液由硼酸缓冲

液配制，pH 10．0和pH 10．5由硼砂一NaOH缓冲

液配制)

3)酶热稳定性的研究：取稀释粗酶液于55℃

恒温水浴锅中分别保温10，20，30，40，50，60 min，

然后测定其残存酶活力，以时间为横坐标，相对酶

活为纵坐标作图．

4)pH值对酶热稳定性试验：将1 mL酶液用

pH 7．5缓冲液稀释到100 mL，于55℃分别保温

40，45，50，55，60，65，70 min，然后测定其残存蛋白

酶活力，以保温时间为横坐标，相对酶活为纵坐标

作图．

5)金属离子对酶稳定性的影响：在稀释酶液中

加入0．1 mol／L的不同金属离子1 mL，保温30

rain，测定蛋白酶活力，以金属离子为横坐标、蛋白

酶活力为纵坐标作图．

6)表面活性剂对酶性质的影响：在稀释粗酶

液中加入不同体积的表面活性剂Tween一80(1～5

mL)，于40℃保温30 min，然后测定其蛋白酶活

力．以Tween-80添加量为横坐标，酶活力为纵坐标

作图．

2结果与分析

2．1发酵条件对产酶的影响

2．1．1 不同碳源对产酶的影响 不同碳源对产酶

的影响见表1．从表1可以看出，以玉米粉作为培养

基碳源时，蛋白酶活力最高，故选用玉米粉作为培

养基碳源．

2．1．2 不同氮源对产酶的影响 不同氮源对产酶
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的影响见表2．

表1不同碳源对产酶的影响

Tab．1 The effects of various carbon r签onrces on protease-

producing

裹2不同氮源对产酶的影响

Tab．2 The effects of various nitrogen嗍珈r啷on protease-

producing

从表2可以看出，以4 g／dL豆饼粉作氮源时酶

活最高(452．96 U／mL)．其次为NaNO。，达342．24

U／mL，其可能作用机理是：由于Na十能引起细胞膜

内外渗透压的改变，而微生物蛋白水解酶大部分为

胞外酶，膜内外渗透压的改变有利于酶从膜内往外

运输；也有可能是因为细胞膜内外渗透压的变化使

细胞膜通透性增强，有利于打破细胞内酶合成的反

馈平衡，从而提高发酵上清液中蛋白酶的产量．另

外，蛋白胨对产酶的阻遏作用可能是由于代谢产物

的阻遏所引起的[1¨．

2．1．3 不同碳氮比对产酶的影响 碳氮比正交试

验因素水平表见表3．碳氮比正交试验设计表见

表4．

表3碳氮比正交试验因素水平表

Tab．3 The orthogonal experiment design factors and level ta-

hie of carbon and nitrogen ratios

裹4碳氮比正交试验设计裹Ll(23)

Tab．4 The orthogonal experiment design for carbon and nitrogen ratios 14(23)

试验号
l 2 3 4 5 6 7 蛋白酶活力／

A B A×B C A×C B×C e(U／mL)

1 1 1 1 1 1 1 1 1 229．52

2

3

4

5

6

7

8

K?

K；

五f

W

极差R

5 216．98

5 051．81

1 304．25

1 262．95

5 099．55 5 126．54

5 169．24 5 142．25

1 274．89 1 281．64

1 292．31 1 285．56

4 993．10 4 934．09

5 275．69 5 334．70

1 248．28 1 233．52

1 318．92 I 333．68

5 254．34 5 099．85

5 014．45 5 168．94

1 357．62

1 208．17

1 421．67

1 309．58

1 202．83

1 245．83

1 293．57

1 313．59 1 274．96 ∑=10 268．79

1 253．61 1 292．23

41．30 17．42 3．92 70．64 100．16 59．98 17．27

优化方案 A。 B。 c。

2

2

1

2

1

1

2

2

2

1

1

2

2

1

2

l

2

2

1

2

1

2

l

2

1

2

1

2

l

2

2

2

2

l

1

l

2

2

1

1

2

2

1

1

l

2

2

2

2
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由正交表可以看出，因素C对产酶影响最为显

著，因素A次之，因素B影响最小．由极差R可以

看出，麸皮、玉米粉为重要因素．各因素对产酶作用

大小次序为：C>A>B．优化组合为：A。BzC2；优化

方案：2 g／dL玉米粉、3 g／dL豆饼粉、3 g／dL麸皮，

另加0．4 g／dL Na2 HP04·12H2 O，0．03 g／dL

KH2P04，0．1 g／dL ZnCl2，pH调节至8．0．后续研

究均采用此配方．

2．1．4金属离子对产酶的影响 金属离子对产酶

的影响，见图1．

3
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吝
￥
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!ig
髓
皿

嘲

2

金属离子
图1金属离子对产酶的影响

Fig．1 The effect of metal ions on protease production

从图1可以看出，除Fe3+外，所有的金属离子

对产蛋白酶均有激活作用，其中以Zn2+对产酶激活

作用最强，酶活达1 800 U／m乙以上．因此，在后续

研究中均在发酵培养基中添加ZnCl。作为产酶促进

因子．

2．1．5起始pH值对产酶的影响 从图2可以看

出，培养基起始pH值对产酶有极大的影响．pH

8．0H对产酶最为有利，酶活力达到2 519．35 u／

mL，因此产酶最适起始pH值为8．0．
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图2起始pH值对产酶的影响

Fig．2 The effect of initial pH on protease production

2．1．6不同接种体积分数对产酶的影响 由图3

可以看出，接种体积分数对产酶影响不大．接种体

积分数为2％时，酶活最高，所以最佳接种体积分数

为2％．

2．2酶稳定性研究

2．2．1 酶最适作用温度将稀释粗酶液分别于不

同温度下反应一段时间，测定其蛋白酶活力，结果

见图4．
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图3 接种体积分数对产酶的影响

Fi蛋3 The effect of inoculum Oil protease production
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温度／℃

图4酶最适作用温度

Fig．4 The optimal acting temperature of the enzyme

从图4可以看出，55℃酶活性最高。在45～60

℃有较好的稳定性，酶最适作用温度为55℃．

2．2．2酶最适作用pH值将稀释粗酶液于不同

pH值的缓冲液体系中反应一段时间，然后测定其

蛋白酶活力，结果见图5．从图5可以看出，在pH

7．5时反应体系中酶活力最高，因此酶最适作用pH

值为7．5．

零
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pH值

图5酶最适作用pH值

Fig．5 The optimal of acting pH the enzyme

2．2．3酶热稳定性试验将酶液于55℃保温10，

20，30，40，50，60，70 rain后，按Folin一酚[10]法测定

蛋白酶活力，结果见图6．

从图6可见，酶的热稳定性较好．在55℃保温

45 min仍保持近50％活力，当保温时间延长至60

rain或更长时，酶活力急剧下降甚至失去活力．
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2．2．4 pH值对酶热稳定性的影响将1 mL粗酶

液用pH 7．5缓冲液稀释到100 mL并于55℃分别

保温40，45，50，55，60，65，70 min，然后测定其蛋白

酶活力．从图7可以看出，在此反应体系中，酶保温

60 min后仍有50％的活力，保温时间继续延长到

70 min时，因热变性酶活急剧降低．

装

烬
滋
靛
罂

摹

涎
槛
靛

翼

30 40 50 60 70

保温时间／rain

酶的热稳定性

图7 pH值对酶热稳定性的影响

Fig．7 The effect of pH Oil enzyme therostability

2．2．5 金属离子对酶稳定性的影响 在稀释粗酶

液中加入0．1 mol／L不同的金属离子1 mL，保温

30 min，然后按Folin-酚法[1叩测定蛋白酶活力，结果

见图8．
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从图8可以看出，Ca2+对酶有一定的激活作用

和稳定作用．Fe3+对酶有强烈的抑制作用，其作用

机理有待进一步研究．

2．2．6表面活性剂对酶稳定性的影响 向稀释粗

酶液中加入不同体积的Tween-80，保温30 min，测

定其蛋白酶活力，结果见表5．

表5表面活性剂对酶稳定性的影响

Tab．5 The effect of surface-active agent on enzyme stability

Tween-80添加摄／mL 酶活力／(U／mL)

1 163．60

1 179．6l

1 200．96

、 1 222．31

1 286．36

1 147．58

表面活性剂对蛋白酶有激活作用．当添加量为

5 mL时，酶活达1 286．36 U／mL，比空白提高了近

12．09％．可能作用机理为：表面活性剂有利于增强

细胞膜的通透性．一般来讲，微生物蛋白水解酶为

胞外酶，膜通透性的增强有利于蛋白酶从膜内往外

运输，因此提高了发酵液中蛋白酶的产量．

3 结 论

综上所述，BX-4最佳产酶培养基配方为：玉米

粉2 g／dL、豆饼粉3 g／dL、麸皮3 g／dL、KH2P04

0．03 g／dL，Na2 HP04·12H20 0．4 g／dL、ZnCl2

0．1 g／dL，pH 8．0，最佳接种体积分数为2％，起始

pH值为8．0．Ca2+、K+、Na+、Zn2+、M92+对产酶

有激活作用，其中以Zn2十、K+对产酶影响最大，

Fe3+对产酶有强烈的阻遏作用．该酶最适作用温度

为55．c，最适作用pH值为7．5，酶热稳定性较好．

在pH 7．5缓冲体系中，55℃反应60 min仍有50％

的酶活力．Ca2+对酶有稳定作用及一定激活作用，

但作用效果不太明显．表面活性剂Tween-80对酶

也有一定的激活作用．试验研究表明，BX一4是一株

很好的产中温中性蛋白酶菌株．

图8金属离子对酶稳定性的影响

Fig．8 The effect of metal ions on enzyme stability
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2)试验结果表明，在最佳工艺条件下连续提取

2次，总蒽醌、游离蒽醌的提取率分别达91．91％，

96．48％，明显优于常规煎煮法和乙醇回流法．
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