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摘要:目的:通过石屏臭豆腐产蛋白酶优势菌株发酵获得

高产蛋白酶菌种资源.方法:采用单因素和响应面试验

对培养基及发酵条件进行优化;以酪蛋白为底物,利用酶

学技术探究了温度、pH、金属离子、有机化学试剂对JXＧ

１１菌株蛋白酶活性和稳定性的影响.结果:从石屏臭豆

腐中分离１株高产蛋白酶的优势菌JXＧ１１,经鉴定为彭尼

普尔金 黄 杆 菌 (Chryseobacteriumpennipullorum).JXＧ

１１菌 株 最 优 产 酶 条 件 为 温 度 ２３．０ ℃、葡 萄 糖 添 加 量

６．７g/L、蛋白胨添加量１５．０g/L、pH６．４,该条件下所产

蛋白酶酶活力为(３９．１６±３．２４)U/mL.JXＧ１１菌株产蛋

白酶的最适温度为３０ ℃,在１０~４０ ℃范围内具有良好

的稳定性;最适pH 为７．０,在pH６．０~９．０范围内具有良

好的稳定性;Mn２＋ 可显著提高JXＧ１１蛋白酶的活性,相对

空白组酶活力提升了４．３３倍;Zn２＋ 、Cu２＋ 、K＋ 均抑制该

酶活性,Na＋ 、Mg２＋ 、Ca２＋ 无显著影响;甘油可以促进该

酶的活性,乙醇、丙酮对酶活基本无影响,吐温８０、乙酸、

甲醇、EDTA抑制 该 酶 活 性,其 中 EDTA 抑 制 作 用 最 明

显,进一步证实该酶为金属蛋白酶类.结论:从石屏臭豆

腐中获得一株高产蛋白酶菌株,具有较好的应用前景.

关键词:彭尼普尔金黄杆菌;蛋白酶;筛选鉴定;酶学性质

Abstract:Objective:ObtaininghhighＧyieldpproteaseＧpproducing

bacterial resources through fermentation of advantageous

proteaseＧproducingstrains derivedfrom Shiping stinky tofu．

Methods:SingleＧfactorandresponsesurfaceexperiments were

usedtooptimizetheculturemediumandfermentationconditions．

Usingcaseinasthesubstrate,theeffectsoftemperature,pH,

metalionsand organicreagentontheproteaseactivity and

stability ofstrainJXＧ１１ wereinvestigated usingenzymology

techniques．Results:Onestrain ofhighＧproducing proteinaseＧ

secretingbacteria,JXＧ１１,wasisolatedfromShipingstinkytofu,

identified as Chryseobacterium pennipullorum．The optimal

conditionsforproteaseproductionbyJXＧ１１strainwerefoundto

betemperatureat２３．０ ℃,glucosecontentat６．７g/L,peptone

contentat１５．０ g/L,pH ６．４．Undertheseconditions,the

proteaseactivity was (３９．１６±３．２４)U/mL．The optimal

temperatureforextracellularproteaseofJXＧ１１strainwas３０℃,

andithadgoodstabilityintherangeof１０~４０℃．Theoptimal

pH was７．０,andithadgoodstabilityintherangeofpH６．０~

９．０．Mn２＋ significantlyincreasedtheactivityofJXＧ１１protease．

Therelativeactivitywasincreasedby４．３３timescomparedwith

theblankgroup．Zn２＋ ,Cu２＋ ,andK＋ allinhibitedtheenzyme

activity,Na＋ , Mg２＋ ,and Ca２＋ had no significanteffect．

Glycerolcanpromotetheactivityoftheenzyme,butethanoland
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acetonehavelittleeffectonit．Tween８０,aceticacid,methanol

andEDTAinhibitedtheactivityoftheenzyme,amongwhich

EDTAhaddthemostobviousinhibition,whichfurtherproved

thattheenzyme wasa metalloprotease．Conclusion:A highＧ

producingproteaseＧsecreting bacterialstrainisobtainedfrom

Shipingstinkytofu,whichhasgoodapplicationprospects．

Keywords: Chryseobacterium pennipullorum; protease;

screeningandidentification;enzymaticproperties

石屏臭豆腐为发酵型臭豆腐[１],在发酵过程中可以

产生多种有益化合物.例如,臭豆腐富含生物可利用的

SＧ雌马酚,有助于减少骨质流失和缓解更年期症状;大豆

中蛋白质经生物降解为更易吸收的多肽和氨基酸,如谷

氨酸、噻唑氨酸、酪氨酸和色氨酸等,这些氨基酸富含生

物活性,能够维持人体氮元素平衡[２];发酵过程中产生的

维生素B１２对预防老年痴呆有一定作用[３].发酵臭豆腐

中分离的血管紧张素I转换酶抑制肽和γＧ氨基丁酸有利

于缓解高血压,表面活性素、异拉奉、呋喃酮、胰蛋白酶抑

制剂和３Ｇ羟基邻氨基苯甲酸具有抗癌活性[４].

发酵豆制品以细菌作为发酵剂,主要有枯草芽孢杆

菌、地衣芽葡萄球菌、植物乳杆菌、酱油片球菌、酱油四联

球菌[５],鲜见以金黄杆菌属菌株发酵豆制品的报道.金

黄杆菌属是一类自然界广泛分布的细菌[６],主要从人

体[７]、废水[８]、垃圾处理厂[９]、土壤[１０]中分离得到,是引起

食品变质腐败的重要因素.研究发现,金黄杆菌属所产

蛋白酶具有多种生理特性,如抑制革兰氏阴性致病菌的

增殖;促进屠宰场或家禽养殖场的羽毛废弃物利用[１１];可

将农用废弃物生物质转化为乙醇[１２]等.

石屏臭豆腐生产采用自然接种发酵工艺,即利用环

境中存在的微生物进行接种发酵,这导致石屏臭豆腐发

酵过程周期长,微生物种类不易控制,产品常因杂菌污染

而变质,贮藏时间短[１３].研究拟从石屏臭豆腐中筛选高

产蛋白酶优势菌株,探究其发酵条件及相关酶学特性,以

期利用石屏臭豆腐高产蛋白酶优势菌株发酵提供臭豆腐

生产菌种资源.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　样品

石屏臭豆腐:采于云南省红河哈尼族彝族自治区州

石屏县豆腐园区５个工厂,每个工厂随机无菌采取３份

样品,液氮速冻处理,－４０℃贮藏备用.

１．１．２　培养基

豆浆分离培养基:将黄豆与水按V水 ∶m黄豆 ＝１∶

８(mL/g)制成豆浆,再稀释３倍制成豆浆培养基,琼脂

１．５％;

脑花分离培养基:将黄豆与水按V水 ∶m黄豆 ＝１∶

８(mL/g)制成豆浆,用酸浆点至成脑花后用豆浆机磨碎

再用水稀释４倍,制成脑花培养基,琼脂１．５％;

初筛选培养基:大豆分离蛋白１．０％,琼脂１．５％;

种子培养基:酪蛋白 １．０％、酵母膏 １．０％、葡萄糖

１．０％、NaCl０．５％、琼脂１．５％、pH７．０~７．５;

发酵 培 养 基:酪 蛋 白 １．０％、葡 萄 糖 １．０％、NaCl

０．５％,pH７．０~７．５;

培养基灭菌条件:１２１℃、１５min.

１．１．３　主要试剂和仪器

大豆分离蛋白:BR级,上海源叶生物科技有限公司;

福林酚试剂:BR级,国药集团化学试剂有限公司;

琼脂:福建众邦海洋生物科技有限公司;

无水碳酸钠:AR级,天津市光复科技发展有限公司;

三氯乙酸:AR级,天津市科密欧化学试剂有限公司;

盐酸、磷酸氢二钠:AR级,天津市科密欧化学试剂有

限公司;

磷酸二氢钠:AR级,天津市大茂化学试剂厂;

氢氧化钠:AR级,成都金山化学试剂有限公司;

乳酸、乳酸钠:AR级,天津市光复精细化工研究所;

硼酸:AR级,德州润昕实验仪器有限公司;

酪蛋白:上海希格玛高技术有限公司;

LＧ酪氨酸:中国惠兴生化试剂厂;

显微镜:BA２１０型,麦克奥迪实业集团有限公司;

恒温振荡器:ISＧAX型,苏州捷美电子有限公司;

双人单面净化工作台:SWＧCJＧ２FD型,江苏通净净化

设备有限公司;

电热恒温水浴锅:DZKWＧ４型,北京中心伟业世纪仪

器有限公司;

紫外可见分光光度计:DＧ７型,南京菲勒仪器有限

公司;

台式高速离心机:３H１６RI型,湖南赫西仪器装备有

限公司;

全波长酶标仪:EL３４０型,美国BioＧTek公司.

１．２　方法

１．２．１　产蛋白酶菌株筛选　在无菌条件下,切取石屏臭

豆腐样品表皮２５．０g,充分研磨后倒入装有２２５mL无菌

生理盐水的广口锥形瓶中充分混匀.采用１０倍稀释法,

最终选择１０－４,１０－５,１０－６３个梯度的稀释液０．５mL均

匀涂布于豆浆分离培养基和脑花分离培养基,每种浓度

稀释液重复３次,３０℃培养４８~９６h挑选单菌落纯化培

养,多次划线,直至获得单一菌落.

将纯化后的单菌落点接于初筛选培养基上,３０ ℃培

养７２h,观察菌落大小和菌落周围水解圈大小,以菌株水

解大豆分离蛋白所形成的透明圈直径D 与菌落径d 之比

４３
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值(D/d)为筛选依据,选取 D/d 值较大的菌株进一步

复筛.

挑选初筛菌株接种发酵培养基中,３０ ℃,１６０r/min
摇瓶培养４８h后取１０ mL 发酵液,１００００r/min离心

１０min,收集上清液,得到粗酶液.测定蛋白酶的活力,

选取蛋白酶活力最高的菌株为试验的目的菌株.

１．２．２　蛋白酶活力测定　按 GB/T２３５２７—２００９«蛋白酶

制剂»执行.

１．２．３　菌株鉴定

(１)菌落和个体形态学观察:将菌株在初筛选培养基

上划线培养,３０℃培养７２h,形成肉眼可观察到的菌落形

状、颜色、表面质地等形态特征,制片染色,观察显微镜下

菌株的形态特征.

(２)菌株生理生化鉴定:参考文献[１４].

(３)菌株分子生物学鉴定:斜面保存的菌株平板划线

得出菌株单菌落,细菌１６SrRNA中最保守的序列设计引

物,引 物 F:５′ＧAGAGITTGATCMTGGCTCAGＧ３′,引 物

R:５′ＧAAGGAGGTGWTCCARCCＧ３′,PCR 反 应 体 系

２０μL.热循环参数９４ ℃预变性５min,９４ ℃变性３０s,

５５℃退火４５s,７２ ℃延伸２min,循环３０次,７２ ℃延伸

１０min,取２μL 反应液进行１０g/L 琼脂糖电泳检测,

PCR扩增产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司测

序.测序所得１６SrRNA 基因序列结果与 NCBI中blast
比对,运用 MEGA６软件,NeighborＧJoining法构建系统进

化树.

１．２．４　菌株生长与产酶曲线绘制　以２％的接种量转接

于发酵培养基中,３０℃、１６０r/min恒温振荡培养,每间隔

４h 取 发 酵 液 １０ mL,未 接 种 的 作 为 空 白 对 照,检 测

OD６００nm值,绘制菌株生长曲线.每隔１２h取１０mL,检

测酶活,绘制不同生长时间下粗酶液中蛋白酶活力与时

间的关系曲线.

１．２．５　菌株JXＧ１１发酵条件优化

(１)温度:固定氮源蛋白胨添加量１０g/L,碳源葡萄

糖添加量１０g/L,pH 为７,金属离子 NaCl添加量５g/L,

考察温度(２０,２５,３０,３５,４０℃)对菌株JXＧ１１产酶活力的

影响.

(２)碳源:固定氮源蛋白胨添加量１０g/L,pH 为７,

金属离子 NaCl添加量５g/L,培养温度３０ ℃,考察碳源

(葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、淀粉、麦芽糖,１０g/L)对菌

株JXＧ１１产酶活力的影响,确定最适碳源后进行最适碳

源添加量(５,１０,１５,２０,２５g/L)优化.

(３)氮源:固定碳源葡萄糖添加量１０g/L,pH 为７,

金属离子 NaCl添加量５g/L,培养温度３０ ℃,考察氮源

(蛋白胨、酵母膏、牛肉膏、酪蛋白、尿素,１０g/L)对菌株

JXＧ１１产酶活力的影响,确定最适氮源后进行最适氮源添

加量(５,１０,１５,２０,２５g/L)优化.

(４)pH 值:固定氮源蛋白胨添加量１０g/L,碳源葡

萄糖添加量１０g/L,金属离子 NaCl添加量５g/L,培养温

度３０℃,考察pH(５,６,７,８,９,１０,１１)对菌株JXＧ１１产酶

活力的影响.

(５)金属离子:固定氮源蛋白胨添加量１０g/L,碳源

葡萄糖添加量１０g/L,pH 为７,培养温度３０℃,考察金属

离子(K＋ 、Na＋ 、Mg２＋ 、Ca２＋ 、Cu２＋ ,１０g/L)对菌株JXＧ１１
产酶活力的影响,确定金属离子后进行最适金属离子添

加量(５,１０,１５,２０,２５g/L)优化.

１．２．６　菌株发酵条件优化的响应面试验设计　在单因素

试验结果的基础上,以培养温度、葡萄糖、蛋白胨、pH 为

因素,酶 活 力 为 评 价 指 标,设 计 四 因 素 三 水 平 响 应 面

试验.

１．２．７　菌株JXＧ１１蛋白酶酶学性质　最佳发酵条件下的

发酵液１００００r/min离心１０min,取上清液作为粗酶液,

用于酶学性质初步研究.

(１)最适反应温度和热稳定性:固定反应时间１h,考

察在不同反应温度(１０,２０,３０,４０,５０,６０℃)下,菌株JXＧ

１１的相对酶活力;固定粗酶液保温时间１h,将酶液置于

上述温度(１０,２０,３０,４０,５０,６０℃),考察在不同保温温度

下,菌株JXＧ１１的残留酶活力.

(２)最适反应 pH 值及酸碱稳定性:固定反应时间

１h,考察在不同 pH 值缓冲液中[乳酸—乳酸钠缓冲液

(pH３．０)、柠檬酸—柠檬酸钠缓冲液(pH５．０)、磷酸氢二

钠—磷酸二氢钠缓冲液(pH７．０)、碳酸钠—碳酸氢钠缓

冲溶液(pH９．０)、硼酸—氢氧化钠缓冲液(pH１１．０)]菌株

JXＧ１１的相对酶活力;固定粗酶液保温时间１h,将酶液置

于上述缓冲液(pH３．０,５．０,７．０,９．０,１１．０),考察在不同

pH 下,菌株JXＧ１１的残留酶活力.最高酶活为１００％,计

算相对酶活力和残留酶活力.

(３)金属离子及抑制剂对酶活性的影响:固定反应时

间１h,考察不同金属离子(Mg２＋ 、K＋ 、Na＋ 、Ca２＋ 、Mn２＋ 、

Cu２＋ ,１００mmol/L)对菌株JXＧ１１的相对酶活力.

(４)有机化学试剂对JXＧ１１菌株蛋白酶的影响:固定

反应时间１h,考察不同有机试剂[吐温８０、乙醇、乙酸、丙

酮、甘油、乙二胺四乙酸(EDTA)、甲醇、十二烷基硫酸钠

(SDS),１００mmol/L]对菌株JXＧ１１的相对酶活力.不加

金属离子、有机试剂的蛋白酶活力为１００％,计算相对酶

活力.

２　结果与分析

２．１　产蛋白酶菌株筛选

菌株在初筛平板透明圈效果见图１,在大豆分离蛋白

培养液中初筛结果见表１.根据平板上菌落水解圈直径
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图１　不同菌株大豆分离蛋白板水解圈照片

Figure１　Soyisolateproteinhydrolysisphotosof

differentstrains

表１　石屏臭豆腐中产高蛋白酶活力菌株的初筛†

Table１　Preliminaryscreeningofstrainswithhigh

proteaseactivityinShipingstinkytofu

编号
水解圈直

径/mm

菌落直

径/mm

直径比

(D/d)

酶活力/

(U􀅰mL－１)

１ １０．３１ １１．２２ １．０９ ７．２９

２ ２１．２５ ２２．００ １．０３ ４．９１

３ ７．９２ １０．１３ １．２８ １９．０７

４ １０．９１ ２１．１７ １．９４ ２３．２５

５ ３．９７ ７．５３ １．９０ ９．５３

６ ７．１７ ２０．８４ ２．９１ １１．４８

及菌落直径的比值(D/d)大小,筛选获得酶活较强的菌

株６株.由表１可知,编号为６的菌株 D/d 值最大(为

２．９１),但酶活力较低,仅有１１．４８U/mL,初筛平板有一定

的局限性.编号为４的菌株D/d 值为１．９４,蛋白酶酶活

性最高,达２３．２５U/mL,因此,选用该菌株进行下一步研

究,并将其命名为JXＧ１１.

２．２　菌株鉴定

２．２．１　菌株菌落形态　如图２所示,JXＧ１１菌落为圆形,

边缘呈锯齿状,表面水润,颜色黄色,经革兰氏染色结果

为阳性杆菌.

２．２．２　生理生化鉴定　由表２可知,JXＧ１１菌株不适合高

盐环境,可以利用葡萄糖、麦芽糖、淀粉、甘露醇、甘油等

图２　JXＧ１１菌落形态及革兰氏染色图

Figure２　MorphologicaldiagramofcolonyJXＧ１１
Gramstaindiagram

表２　JXＧ１１菌株的生理生化特征表†

Table２　Physiobiochemicalcharacteristicsof
strainJXＧ１１

试验 结果 试验 结果

酪氨酸 － 硝酸盐还原 －

蔗糖　 － 无机盐 －

葡萄糖 ＋ 过氧化氢酶 ＋

麦芽糖 ＋ 氧化酶 ＋

淀粉　 ＋ 柠檬酸盐 －

甘露醇 ＋ 明胶酶 ＋

甘油　 ＋ ７．５％ NaCl －

乳糖　 － ３７℃ ＋

　　†　＋．阳性;－．阴性.

碳源产酸.过氧化氢酶、氧化酶、明胶酶结果呈阳性,其
他试验结果均为阴性.

２．２．３　１６SrRNA基因序列及系统发育分析　经过基因

组 DNA 的提取,以总 DNA 为模板,利用２７F/１４９２R 引

物,通 过 PCR 扩 增、琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 得 到 菌 株 约

１０００bp的１６SrRNA基因条带,结果见图３.将菌株的

１６SrRNA基因序列提交至 NCBI数据库进行相似性比

对.发 现 JXＧ１１ 菌 株 与 彭 尼 普 尔 金 黄 杆 菌 (C．

pennipullorum)的１６SrRNA基因序列自然聚类,相似度

为９９．６５％,与１０条相似性较高的序列构建系统发育树

如图 ４ 所 示,JXＧ１１ 菌 株 与 彭 尼 普 尔 金 黄 杆 菌 (C．

pennipullorum)strain７F１９５ 菌 株 在 同 一 分 支 上,表 明

JXＧ１１菌株与彭尼普尔金黄杆菌(C．pennipullorum)的亲

缘关系最近.

２．３　菌株JXＧ１１生长与产酶情况

如图５(a)所示,JXＧ１１菌株在０~４h时为生长延滞

期,该菌株对生存环境的适应能力较弱,生长缓慢;在４~
８h时处于对数生长期,该菌株潜伏期短,生长迅速,对新

M．Marker　１．其他菌株　２．JXＧ１１

图３　PCR 扩增鉴定胶图

Figure３　ColloidalmapofPCRamplification
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图４　JXＧ１１依据１６SrRNA序列建立的系统发育树

Figure４　Thephylogenefictreebasedonthe１６SrRNAsequence

图５　JXＧ１１菌株生长曲线及其产酶活力曲线

Figure５　GrowthcurveandEnzymeactivitycurveofstrainJXＧ１１

鲜培养基的适应能力强[１５],３２h后菌株生长进入衰亡期,

可能是由于营养物质的减少,生长代谢产物的增加,导致

菌株的生长繁殖受到抑制,逐步进入衰亡,菌落密度降

低.如图５(b)所示,JXＧ１１菌株在０~３６h时处于生长时

期,产蛋白酶能力弱;３６~４８h细菌生长进入衰亡期,产

蛋白酶能力增强;JXＧ１１菌株培养４８h后,培养基中营养

物质减少,细菌生长受到抑制,代谢产物增加,蛋白酶活

力降低.因此,选择４８h作为JXＧ１１菌株的最适发酵

时间.

２．４　JXＧ１１菌株发酵条件优化

如图６(a)所示,JXＧ１１菌株利用淀粉、乳糖、葡萄糖的

活性在同一水平上,考虑到葡萄糖分子量,选择葡萄糖为

最适碳源,优化添加量结果[图６(b)]为１０g/L;JXＧ１１菌

株利用碳源广泛,可以有效降解可溶性淀粉,如 Wang
等[１６]从土壤中分离得到的C．taeanenseTKU００１可以有

效降解 可 溶 性 淀 粉,得 到 最 终 产 物 葡 萄 糖 和 麦 芽 糖;

Dahal等[１７]从北极土壤中分离得 到 的 C．antibioticum
RPＧ３Ｇ３能够水解CMＧ纤维素、酪蛋白、淀粉和 DNA.

以蛋白胨为氮源时蛋白酶活性最高,为 (３０．５７±

０．６８)U/mL[图６(c)],最适添加量为１０g/L[图６(d)];

且有机氮源比无机氮源更有利于促进该菌株蛋白酶的酶

活,由此可以认为,有机氮源能为该菌体的生长提供更丰

富的氨基酸、维生素和生长因子等营养物质,从而促进蛋

白酶的产生.

温度是催化蛋白酶活性和促进菌株生长发酵的重要

因素之一,如图６(e)所示,培养温度为２５ ℃的酶活力与

２０,３０℃的有显著性差异(P＜０．０５),培养温度为２５℃时

酶活最高,达 (３５．１３±０．８１)U/mL;当 培 养 温 度 超 过

２５℃时,随着温度的增加,酶活力逐渐降低,过高的温度

(＞３０℃)会抑制菌株的生长及产酶活力.因此,选择最

适培养温度为２５℃.

如图６(f)所示,随着pH 的上升,酶活逐渐增加,在

pH６．０时酶活最高,为(３６．２５±０．８４)U/mL;当pH 继续

上升时,酶活逐渐降低.因此,选择pH６．０为最佳pH.

金属离子对JXＧ１１菌株产酶活力的影响在同一水平

上[P＞０．０５,图６(g)],选择 Na＋ 作为最适金属离子.进

一步优化添加量结果显示,不添加与添加０．５％的 NaCl,

JXＧ１１菌株产酶活力无显著性差异,低盐度对JXＧ１１菌株

产酶活力无显著促进作用[P＞０．０５,图６(h)];且随着

NaCl添加量的增加,JXＧ１１菌株产酶活力降低.高浓度
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小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图６　JXＧ１１菌株发酵条件对产酶活力的影响

Figure６　EffectsoffermentationconditionsinJXＧ１１strain

NaCl会抑制JXＧ１１菌株所产蛋白酶的活力.JXＧ１１菌株

更适合在低盐度下发酵产酶,与何小玉等[１８]的研究结果

一致.因此,不选择金属离子 Na＋ 为响应面试验因素.

２．５　发酵条件响应面试验

２．５．１　试验设计　在单因素试验基础上,选择温度、葡萄

糖添加量、蛋白胨添加量和pH４个因素的水平值,以酶

活力为响应值,运用 DesignＧExpert８．０．６．１软件进行BoxＧ

Behnken响应面设计和数据分析.响应面试验因素水平

见表３,试验方案见表４.

２．５．２　响应面模型建立与方差分析　通过 DesignＧExpert

１１对响应面试验结果进行分析,得到酶活力与各因素的

二次回归方程:

Y＝３５．０９－５．６３A －１．５０B ＋２．０３C－０．０４３D －

０．２９AB－３．５６AC －１．８２AD －１．９４BC －０．３８BD －

０．５２CD－９．１４A２－１．６１B２＋０．４０C２－２．４９D２. (１)

　　由表３可知,模型P 值＜０．０００１,影响显著;失拟项

P＝０．２５８１,影响不显著;R２＝０．９２６３,表明此回归方程

为回归显著型,与实际拟合程度较好.该回归模型中,A、

表３　响应面试验因素水平

Table３　Factorsandlevelsofresponsesurfacetest

水平
A 温度/

℃

B葡萄糖添加量/

(g􀅰L－１)
C蛋白胨添加量/

(g􀅰L－１)
DpH

－１ ２０ ５ ５ ５

０ ２５ １０ １０ ６

１ ３０ １５ １５ ７
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表４　BoxＧBehnken试验方案及结果

Table４　BoxＧBehnkendesignwithexperimentalresult

试验号 A B C D 酶活力/(U􀅰mL－１)

１ ０ －１ －１ ０ ２８．９２

２ ０ －１ ０ －１ ３４．１２

２ １ ０ １ ０ １９．５１

４ ０ ０ ０ ０ ３６．８７

５ １ －１ ０ ０ １８．８４

６ －１ ０ ０ －１ ２５．１１

７ ０ １ １ ０ ３４．８６

８ １ １ ０ ０ １４．８５

９ －１ １ ０ ０ ２８．３７

１０ ０ ０ ０ ０ ３２．２９

１１ ０ ０ －１ －１ ３２．９０

１２ １ ０ ０ －１ １８．０８

１３ －１ ０ －１ ０ ２８．１６

１４ ０ ０ １ １ ３２．１０

１５ １ ０ －１ ０ ２５．１６

１６ ０ －１ ０ １ ３２．９３

１７ ０ ０ ０ ０ ３４．２３

１８ ０ ０ －１ １ ２８．９１

１９ ０ ０ ０ ０ ３５．２６

２０ －１ ０ １ ０ ３６．７７

２１ ０ １ －１ ０ ３０．２１

２２ ０ －１ １ ０ ４１．３１

２３ －１ －１ ０ ０ ３１．２２

２４ ０ １ ０ １ ３０．７１

２５ －１ ０ ０ １ ３２．３９

２６ ０ １ ０ －１ ３０．３９

２７ ０ ０ ０ ０ ３６．７８

２８ ０ ０ １ －１ ３４．０１

２９ １ ０ ０ １ １８．０８

C对酶活力的影响达到极显著效应(P＜０．０１);AC对酶

活力的影响达到显著效应(P＜０．０５),其他项对酶活力的

影响不显著(P＞０．０５).从P 值以及F 值可以看出,４个

因素对酶活力的影响显著性大小依次为温度＞蛋白胨添

加量＞葡萄糖添加量＞pH,温度对JXＧ１１菌株所产酶活

力影响最大.

２．５．３　响应面交互作用分析　由图７可知,温度与蛋白

胨添加量的响应面斜面较陡,交互作用较明显,达到显著

水平(P＜０．０５);温度对JXＧ１１菌株所产酶活力的影响最

大,葡萄糖添加量、蛋白胨添加量次之,pH 的影响最小,

与方差分析结果一致.

表５　回归方程方差分析†

Table５　Analysisofvariancesforthedeveloped

regressionequation

差异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 １１１７．２６０ １４ ７９．８０ １２．５６ ＜０．０００１ ∗∗

A ３７９．６９０ １ ３７９．６９ ５９．７８ ＜０．０００１ ∗∗

B ２６．８５０ １ ２６．８５ ４．２３ ０．０５８９

C ４９．２１０ １ ４９．２１ ７．７５ ０．０１４７ ∗

D ０．０２２ １ ０．０２ ０．００ ０．９５４２

AB ０．３２０ １ ０．３２ ０．０５ ０．８２４３

AC ５０．８４０ １ ５０．８４ ８．００ ０．０１３４

AD １３．２５０ １ １３．２５ ２．０９ ０．１７０７

BC １４．９８０ １ １４．９８ ２．３６ ０．１４６９

BD ０．５７０ １ ０．５７ ０．０９ ０．７６８９

CD １．０８０ １ １．０８ ０．１７ ０．６８６１

A２ ５４１．６９０ １ ５４１．６９ ８５．２８ ＜０．０００１

B２ １６．９１０ １ １６．９１ ２．６６ ０．１２５０

C２ １．０２０ １ １．０２ ０．１６ ０．６９４６

D２ ４０．２１０ １ ４０．２１ ６．３３ ０．０２４７

残差 ８８．９２０ １４ ６．３５
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ７４．２９０ １０ ７．４３ ２．０３ ０．２５８１

纯误差 １４．６３０ ４ ３．６６

总和 １２０６．１８０ ２８

　†　∗．P＜０．０５差异显著;∗∗．P＜０．０１差异极显著;R２＝
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２．５．４　 响 应 面 结 果 及 验 证 实 验 　 通 过 DesignＧExpert

８．０．６．１软 件 分 析,预 测 出 酶 活 力 的 最 优 工 艺 为 温 度

２２．６６℃,葡萄糖添加量６．６６g/L,蛋白胨添加量１４．９８g/L,

pH６．４,模型预测菌株JXＧ１１酶活力为４１．３２U/mL,调整

工艺为温度２３．００℃,葡萄糖添加量６．７０g/L,蛋白胨添加

量１５．００g/L,pH６．４,测定酶活力为(３９．１６±３．２４)U/mL,

与预测值的偏差＜５％,模型有效.

在优化工艺条件下,JXＧ１１菌株所产酶的活力已超过

同 属 的 C．taeanense TKU００１ (０．１４ U/mL)[１９]、C．

proteolyticum ９６７０ (０．１６ U/mL)[２０]、C．indologenes
TKU０１４(０．４７U/mL)[２１]和C．spkr６(３３．２U/mL)[２２]

等菌株,为高产蛋白酶菌株.

２．６　JXＧ１１菌株酶学性质

２．６．１　温度对JXＧ１１菌株的蛋白酶反应活性和稳定性的

影响　如图８所示,JXＧ１１菌株所产蛋白酶在１０~４０ ℃
几乎保持了原有酶活力,相对酶活力＞６６．９０％;但随着温

度上升,酶 活 迅 速 降 低,超 过 ６０ ℃ 时,残 留 酶 活 仅 剩

４．１４％,表明JXＧ１１菌株所产蛋白酶对高温敏感.当温度

为１０~３０℃时蛋白酶能保持原有的活性,相对酶活力＞

９３
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图７　两两因素交互作用响应面与等高线图

Figure７　TwoＧfactorinteractionresponsesurfaceandcontourplot

图８　温度对JXＧ１１菌株所产蛋白酶活力的影响

Figure８　 Effects oftemperature ontheactivity of
extracellularproteasefromJXＧ１１

５０％;JXＧ１１菌株蛋白酶的最适反应温度为３０℃,但当温

度高于３０ ℃后,保温１h,蛋白酶活力迅速下降,温度达

到６０℃时保温１h,相对酶活力为１６．３５％,推测蛋白酶

在高温下活性的急剧下降与蛋白酶结构的变化和高温下

蛋白酶反应体系中溶解氧的减少有关.JXＧ１１菌株所产

蛋白酶有较广的适应温度,可以一定程度地适应粗放型

工业生产条件,其蛋白酶产酶能力使其在工业生产中具

有一定的应用价值.

２．６．２　pH 对JXＧ１１菌株的蛋白酶反应活性和稳定性的

影响　如图９所示,pH＞５．０时,相对酶活力快速增大,在

pH７．０时达到最大酶活力;pH 在６．０~９．０时残留酶活力

为６０％以上,有较好的稳定性;当pH＞９．０,酶活性迅速

下降,说明该粗酶液对碱性环境较敏感,不适合在强碱性

０４
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图９　pH 对JXＧ１１菌株所产蛋白酶活力的影响

Figure９　EffectsofpH ontheactivityofextracellular

proteasefromJXＧ１１

环境下进行保存.反应体系的pH 值会影响酶与不同底

物的结合状态,从而产生不同的催化效率.在pH７．０~
９．０范围内反应１h,相对酶活力＞８０％,最大酶活力pH
为７．０,表明JXＧ１１蛋白酶为中性蛋白酶,上清粗酶液对碱

性环境较敏感,当pH＞９．０时,酶活性迅速降低.因此,

该酶在洗涤、制革、丝绸等行业具有较大的应用潜力.

２．６．３　金属离子对JXＧ１１菌株蛋白酶活性的影响　如

图１０所示,向 蛋 白 酶 粗 酶 液 中 加 入 金 属 离 子 Zn２＋ 、

Cu２＋ 、K＋ 抑制该蛋白酶的活性,其中Zn２＋ 抑制该蛋白酶

的活性作用次之,相对酶活力７２．９２％,Cu２＋ 抑制作用最

强,相对酶活力仅有４３．５２％;Mn２＋ 对该蛋白酶酶活力有

显著促进作用,对比空白,Mn２＋ 对JXＧ１１菌株所产酶活力

促进率达到４３３．４２％;而 Na＋ 、Mg２＋ 、Ca２＋ 对JXＧ１１蛋白

酶活力影响不大.其中 Mn２＋ 对JXＧ１１菌株所产酶的影

响和其他文献报道有差异,Deng等[２３]发现 Mn２＋ 对芽孢

杆菌属蛋白酶起抑制作用;殷方荣等[２４]发现 Mn２＋ 对贝

莱斯芽孢杆菌角蛋白酶有轻微抑制作用;张军等[２５]发现

Mn２＋ 完全抑制乙酰微小杆菌低温蛋白酶.但 Mageswari
等[２６]的研究表明,Mn２＋ 具有促进金黄杆菌属酶活的作

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１０　金属离子对JXＧ１１所产蛋白酶活力的影响

Figure１０　 Effectsof metalionsontheactivity of
extracellularproteasefromJXＧ１１

用,当 Mn２＋ 存 在 时 酶 活 性 显 著 增 强,这 是 C．

pennipullorum 蛋 白 酶 的 罕 见 特 征.此 外,Bhavikatti
等[２７]从河水和河岸土壤样品中分离出的 C．cucumeris
SARJSＧ２,Zn２＋ 对其酶活无显著抑制作用.Wang等[２８]以

红曲稻为唯一的碳氮源,从土壤中分离得到C．taeanense
TKU００１,Mg２＋ 、Ca２＋ 对其酶活无显著影响,Zn２＋ 抑制该

酶活性,且在５mmolCu２＋ 和 Fe２＋ 条件下完全失活,与

JXＧ１１菌株所产酶的特征相似.综上,JXＧ１１菌株所产酶

可能是一种活性中心需 Mn２＋ 参与的金属蛋白酶类,有关

该酶分子的具体结构及活性中心有待进一步深入研究.

２．６．４　化学试剂对JXＧ１１菌株蛋白酶活性的影响　如

图１１所示,甘油对该酶有显著的激活作用,相对酶活可

达１３２．９４％,甘油可作为非离子表面活性剂能够与游离

水进行水合,降低了游离水含量,减少了游离水对蛋白酶

构象灵活性的影响[２９];乙醇、丙酮对酶活基本无影响;吐
温８０、乙酸、甲醇显著抑制该酶活性,有机溶剂会削弱蛋

白质的疏水键,使蛋白酶分子内斥力增加,造成蛋白质的

三级结构延展,最终导致催化活性丧失;EDTA 对该酶的

抑制作用显著,EDTA是一种金属螯合剂,与酶分子中的

金属离子形成螯合物从而使酶失活,进一步表明该酶发

挥作用需要金属离子参与;而SDS对酶活具有显著抑制

作用,可能是因为SDS为离子型表面活性剂,可通过静电

作用结合到蛋白酶表面带有电荷的氨基酸残基上,从而

产生抑制作用[３０].

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１１　化学试剂对JXＧ１１蛋白酶活力的影响

Figure１１　Effectsofchemicalreagentontheactivityof
extracellularproteasefromJXＧ１１

３　结论

利用模拟豆腐营养成分培养基,从石屏臭豆腐中分

离筛选出一株高产蛋白酶的菌株,命名为JXＧ１１,经过鉴

定,为 彭 尼 普 尔 金 黄 杆 菌 (Chryseobacterium

pennipullorum).研究对菌株JXＧ１１培养条件进行优化,

优化后酶活达到(３９．１６±３．２４)U/mL,较优化前提高了
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４０．６３％.酶学性质结果表明菌株JXＧ１１所产蛋白酶最适

温度为３０ ℃,最适 pH 为７．０,是中性蛋白酶;在１０~

４０℃和pH６．０~９．０时酶活力稳定;金属离子 Mn２＋ 对酶

活力有明显激活作用,可使酶活提高４．３３倍,而 Zn２＋ 、

Cu２＋ 、K＋ 对其有抑制作用,乙醇、丙酮对酶活基本无影

响;吐温８０、乙酸、甲醇、SDS、EDTA 显著抑制该酶活性,

金属螯合剂EDTA对该酶活性的抑制作用最大,同时也

进一 步 验 证 了 该 酶 为 金 属 蛋 白 酶 类. 考 虑 C．

pennipullorum 菌株的安全性,今后可采用代谢工程的方

法对相关致病基因进行敲除;也可通过基因工程手段异

源表达蛋白酶的基因,利用所产蛋白酶应用于石屏臭豆

腐的发酵.
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