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［摘要］( 对影响耐冷蜡状芽孢杆菌 )*+,-",& 合成冷适蛋白酶的主要因素进行了研究，主要包括培养温度对

产酶水平和产酶周期的的影响、不同相对分子质量分布的酪蛋白水解物对菌体细胞诱导产酶的差异以及菌体

芽孢形成过程与产酶过程的关系等# 结果表明通过采取前高后低的变温培养策略可以使菌体在发酵初期快速

增殖，从而提高冷适蛋白酶的产量，粗料氮源预水解可增加相对分子质量较低的氮源水平，能提高前期的菌体

产量# 研究认为，在产酶期间应保持低分子量氮源的低速释放，使诱导作用得到持续加强并减缓代谢阻遏作用，

避免芽孢的快速形成，实现产酶期的延长#
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A( 引言

冷适微生物（G45M,-M@Q9:M N82?44?<@;8DSD）广泛存在于极地、雪山、冰海或海洋深部区域等低温生态系

统中，因其能够产生在低温下具有高效催化活力的冷适酶（G45M,-M@Q9:M O;A=S:）而成为近年来极端微生
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物（!"#$%&’()*%+）研究领域中继嗜热菌之后的又一个热点内容，目前在分子进化、能量与物质代谢机制、细

胞膜结构以及冷适酶构效关系等方面已开展了深入的研究［,—-］. 冷适蛋白酶在食品加工和洗涤剂中有很

高的利用价值，低温下进行肉类嫩化具有对食品风味影响小、加工成本经济的特点，低温洗涤也有对织物

影响小、节能等优点，冷适酶在医药、化学化工等领域也有潜在的应用优势［/，0］. 蜡状芽孢杆菌（!"#$%%&’ #()
*(&’ 12345647）是从中国冰川 , 号雪山分离出来的产冷适蛋白酶的耐冷菌，研究已发现其胞外蛋白酶的合

成受培养温度、培养基氮源等因素影响较大，与中温菌的产酶行为存在很多差异［8］，因而在开展发酵优化

和控制时，必须结合低温菌的生理特征以及胞外蛋白酶合成和积累的特点进行. 由于蛋白酶家族庞大，菌

株来源也具有多样性，在酶合成的调控机制方面表现得十分复杂. 本文通过研究温度对 !+ #(*(&’ 1234564
7 胞外蛋白酶合成的调控、不同分子量分布的氮源对蛋白酶诱导的效果，并探讨了芽孢形成与蛋白酶合成

积累的关联性，为进一步开展培养基优化和发酵控制提供条件.

!" 材料与方法

!# !" 菌株

9 9 蜡状芽孢杆菌（!+ #(*(&’ 12345647），分离自新疆的“中国 , 号冰川”.
!# $" 培养基

种子培养基（: ; <）：葡萄糖 ,=，蛋白胨 >. =，酵母粉 >. =，?6@3AB·7@6A ,. =，C:1AB ·/@6A =D 6，EFG*
>. =，’@ /D =.

发酵培养基（: ; <）：葡萄糖 ,=，酵母粉 B. = H 酪蛋白 ,=，C:1AB·/@6A =D 6，?6@3AB ,. =，’@ /D =.
诱导培养基（: ; <）：葡萄糖 ,. =，GFG*6 =D 6，?6@3AB·7@6A ,. =，C:1AB·/@6A =D 6，EFG* >，’@ /D =，氮

源加入量 ,. = : ; <，具体品种根据实验要求使用.
上述培养基配置后于 =D , C3F 灭菌 6= &)I. 实验生化试剂均为进口或国产分析纯.

!# %" 发酵产酶和菌体诱导产酶

斜面种子活化后接入种子培养基，培养 6= (，按 6J 接种量接入发酵培养基进行产酶培养. 摇瓶培养

采用旋转式摇床（上海欣蕊，@2K4LL 型），6>= &< 三角瓶装 7= &< 培养基，转速为 6== $ ; &)I. 发酵罐培养采

用瑞士比欧公司 M)N%I:)I%%$)I: > < 自控罐，装液量为 7D 0 <，转速 B== $ ; &)I，通气量为 B < ; &)I. 无特殊说

明，培养温度均采用 ,>O .
变温培养采用摇瓶方式进行，接种后先在较高的温度下（6=O或 6>O）进行菌体培养，然后分别于培

养 B (、0 (、,6 (、,- (、6= ( 后转入 ,>O摇床培养，继续培养至 B0 (.
诱导产酶是先在种子培养基中进行菌体培养，离心获得菌体并经生理盐水洗涤 6 次，取一定量菌体加

入诱导培养基，使菌体 ,->-6在 ,> H 6=，振荡培养 6 ( 测定胞外蛋白酶活力. 操作温度及所加入的培养基温

度均为 ,>O .
!# &" 测定方法

酶活测定采用改进的紫外法［8］，使用 ’@ /D > 的 >= &&N* ; < P$)+4@G* 缓冲液，反应终止液（PG5）配方

为：=D ,, &N* ; < 三氯乙酸，=D 66 &N* ; < 醋酸钠，=D 77 &N* ; < 乙酸. 稀释酶液 , &< 与 6 &< ,D 6J 酪蛋白液在

7>O反应 7= &)I 后，使用 6 &< PG5 进行终止（对照样在反应前先加 PG5），,= &)I 后经滤纸过滤，于 6/>
I& 测定滤液吸光值（.6/>）. 酶活定义为上述条件下，以酪蛋白为底物，以 , !: ; &)I 的速率催化产生酪氨酸

的酶量为一个蛋白酶活力单位（Q）.
菌体浓度以 >-6 I& 的光密度值（,->-6）表示，取培养液 , &<，以生理盐水适当稀释后于 />6 分光光度

计上 >-6 I& 测定吸光值 .>-6 . 菌体浓度（,-）表示为：,->-6 R / S .>-6，实验通过干燥法测得菌体质量浓度

计算方程为：0 R =D 76- , S ,->-6 T =D ==- 8，方程回归系数 16 R =D 888 >，式中 0 为菌体质量浓度（&: ; &<），

/ 为稀释倍数.
蛋白含量测定采用考马斯亮蓝染色法［,=］，!4氨基氮测定采用甲醛滴定法.

!# ’" 不同聚合度酪蛋白肽的制备［!!—!%］

配置 ,=J浓度酪蛋白溶液 7== &<，’@ /D >，水解温度 7>O，加入 !+ #(*(&’ 12345647 蛋白酶，加酶量为

6 === Q ; : 酪蛋白，搅拌水解，使用 ’@ 计监控反应的 ’@ 变化，滴加 ,D = &N* ; < EFA@ 溶液，使反应体系 ’@
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维持在 !" #，至水解度（!"）为 # 时，沸水煮 $% &’( 灭酶) 酪蛋白水解度（!"）按照下式进行计算：

!" * #
!·$ + $%%%，式中，# 为碱液消耗的摩尔数，&,-；! 为 ! 氨基酸的平均解离度，在具体的 ./ 值

和温度下 ! 值为定值，取近似值 $& $ 为被水解蛋白质肽键的摩尔数，&,-，由 $ * 酪蛋白质量 + 0" 1 &&,- 2 3
计算)

酪蛋白水解物经盐酸和三氯乙酸（456）选择性沉淀获得的 78、79、7: 组分，采用截留相对分子质量分

别为 ; #%%、! %%%、$1 %%% 的透析膜对 7: 透析，取得 5$、51、5; 组分，使用 7<.=>?=@ A!# 凝胶柱在中压层析

系统（BC8>&8:’8）上进一步对 51 组分进行拆分，获得 A$、A1、A; 组分)
相对分子质量分布使用高压液相凝胶色谱（47DE3=-）测定，流动相为 ./ !" % 的 %" $ &,- 2 F 磷酸盐缓冲

液，流速 %" 0 &F 2 &’(，紫外 10% (& 检测)

!" 实验结果

!# $" 产酶温度和产酶期

G G #& ’()(*+ 7HB6;E1 能在 % I ;0J范围内生长，最适生长温度 1#J，但最适产酶温度为 $#J，不同培养

温度下产酶期和产酶能力相差较大（表 $）) $#J培养达到稳定期需要 K% C 左右，相应的 1%J和 1#J分别

为 ;% C 和 1% C) 但对于 ;%J培养，培养液中无蛋白酶活检出，在对数生长中后期，菌体浓度不增加，其培养

基中有未被利用的酪蛋白，呈絮凝性结块，表明大分子氮源没有得到有效的降解，当小分子氮源利用完后，

氮源不足导致生长停滞)
表 $" 不同温度下产酶水平及产酶期

温度 2 J $% $# 1% 1# ;%

产酶期 2 C K% I $L% 1% I L% $1 I #% 0 I 10 2
酶活 2（M 2 &F） $ %#% 1 #0; 1 %L% $ K;% 2
菌浓（,!#L1） N" K 1$" ! 1L" 0 11" ! $L" 1

!# !" 变温培养

蛋白酶的积累与细胞生物量有关，在近于最适温度下进行细胞培养可缩短培养时间，获得较高的菌体

浓度) 鉴于产酶温度与最适温度相差较大，可以采用变温培养方式将细胞培养阶段和产酶阶段分开控制，

在 1%J或者 1#J分别预培养一段时间，再于 $#J下培养至 K0 C) 实验表明这种变温措施是有效的，1%J预

培养 $L C，或 1#J预培养 0 C，产酶水平相应达到 ; 1;% M 2 &F、1 N0% M 2 &F，比 $#J 恒温培养分别提高了

10" 1O、$0" !O（表 1）) 变温培养的关键是控制前期的培养时间，在菌体进入产酶期之前（对数生长前期）

必须降低温度，延长高温培养时间将引起产酶水平的显著下降)
表 !" 变温培养方式对产酶的影响

1%J预培养时间 2 C K 0 $1 $L 1%

最高产酶 2（M 2 &F） 1 L;% 1 !N% 1 01% ; 1;% 1 LK%
1#J预培养时间 2 C K 0 $1 $L 1%
最高产酶 2（M 2 &F） 1 0!% 1 N0% 1 K;% $ N%% $ K!%

G G G G G G G G G G G G G "恒温培养产酶（M 2 &F）；$#J对照 1 #1%，1%J对照 1 $#%，1#J对照 $ #1%)

!# %" 相对分子质量分布不同的酪蛋白肽对胞外蛋白酶的诱导

#& ’()(*+ 7HBE61E; 在种子培养基中不产酶，但是将菌体细胞置入诱导培养基中，可在 ;% &’( 后检测

到蛋白酶活力，表明蛋白酶的合成受细胞所处的外部环境影响，具有可诱导性) 实验利用培养至 ;% C 的菌

体细胞，重点考察了不同相对分子质量分布的酪蛋白肽对细胞诱导产酶的效果（表 ;）) 以未经水解的酪蛋

白为对照，从相对酶活可以看出酪蛋白限制性水解后的 7: 组分诱导效果较好，7: 组分的拆分产物 51 进一

步提高了诱导效果，而 51 的凝胶过滤拆分组分 A1、5; 的诱导产酶能力分别比对照 酪 蛋 白 提 高 了

$%K" $O、$1K" !O ) 根据氨基酸平均相对分子质量 $1; 计算，则最佳诱导的肽类链长为 ;# I ## 个氨基酸)
单一氨基酸（A-<、6-8、6>3、F=<）为氮源没有诱导作用，诱导培养基中的葡萄糖浓度超过 %" ;O 时，也

将起不到诱导作用，氨基酸和葡萄糖均表现出阻遏蛋白酶合成作用，菌体合成蛋白酶的水平同时受到代谢

阻遏和诱导作用的调控)
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表 !" 相对分子质量分布不同的酪蛋白肽对 #$%&’(&!诱导产酶比较

!" 沉淀组分 #$% 沉淀组分（&’） ($) 沉淀组分（&*） 未沉淀组分（&+）

相对分子质量分布 , -. /// 0. /// 1 -. /// 2 0. ///
相对酶活 3 4 5-6 7 0776 - 0896 -
!!" 透析组分 $0 $- $9

相对分子质量分布 2 9 .// 9 .// 1 8 /// 8 /// 1 0- ///
相对酶活 3 4 00:6 8 05.6 8 0:56 /

!!!" 凝胶过滤组分 ;0 ;- ;9
相对分子质量分布 9 .// 1 7 .// 7 .// 1 . .// . .// 1 8 ///

相对酶活 3 4 07:6 0 -/76 0 --76 8

() *" 补加氮源对摇瓶发酵产酶的影响

在摇瓶发酵 7/ < 和 75 <，添加了诱导实验中使用的 $- 组分的酪蛋白肽，来考察对产酶水平的影响，表

7 产酶水平为发酵 .- < 测定的酶活，结果表明在 7/ < 和 75 < 补加 $- 组分的酪蛋白肽均具有一定的产酶

促进作用，在 7/ < 补加 /6 -. = 3 > 酪蛋白肽后，产酶水平提高了 --6 74；对于 75 <，添加了 /6 . = 3 > 酪蛋白

肽，能够提高产酶 096 94 " 增加添加量并不会进一步提高产酶水平，其原因可能是小分子肽或氨基酸的量

也同时得到增加，形成了对产酶的阻遏" 由于 $- 组分酪蛋白肽制备步骤较为复杂，因而在批量发酵上直接

使用酪蛋白，其降解产物中含有小分子肽类物质"
表 *" 补加 +( 组分对产酶水平的影响

补加浓度 3（= 3 >） 对照 /6 0-. /6 -. /6 . 06 / -6 /

7/ < 补加 3（? 3 @>） - 5./ 9 77A 9 755 9 7:. 9 77: 9 959
75 < 补加 3（? 3 @>） - 5./ - A:5 9 -0: 9 -9/ 9 --A 9 057

() ," 小罐发酵的变温培养和氮源补加

在 . > 发酵罐中，综合运用变温培养

和氮源补加策略进行优化发酵，主要包括：

（0）-/B 预培养 5 < 后以 C 06 -.B 3 < 降温

至 0.B；（-）在 9: 1 75 < 流加 0/4 的酪蛋

白液，流加速度 0-6 . @> 3 <" 实验结果见图

0，产酶高峰在 7. <，最高酶活达到 7 57/ ? 3
@>" 与对照相比，产酶高峰提前了 5 <，酶活

提高了 0 0// ? 3 @>"
() -" 发酵过程中氮源水平变化

实验在 . > 发酵罐中考察了氮源在发

酵过程中的变化（图 -），在培养 -7 < 后，发

酵液中蛋白质含量已由初始的 0- = 3 > 降到

9 = 3 >，此时细胞处于对数增长前期" !D氨基氮水平可以衡量发酵液中低分子氮源指标，产酶期的 !D氨基氮

水平在 09/ 1 05/ @= 3 >，在菌体大量增殖的对数期间略高，原因是蛋白酶的大量分泌使培养基中的蛋白质

的水解速率和水解程度得到加强，!D氨基氮的增加也是菌体大量增值的动力" 在发酵后期，!D氨基氮和蛋

白质含量均处于较低的水平，营养耗竭使菌体大量形成芽孢进入休眠期，此时发酵液中的酶量也处于下降

阶段，细胞合成蛋白酶受到限制"
() ." 产酶期与芽孢形成的关联性

蛋白酶的合成与芽孢形成在时间上几乎是同时启动于对数生长前期，蛋白酶开始表达的同时，镜检可

发现少量细胞开始孕育芽孢，当菌体大量形成芽孢时，培养液中酶活也达到高峰，当芽孢成熟脱落时，酶活

也开始下降（图 -）" 营养菌体形成芽孢的原因源于环境条件的恶化，在发酵过程中，营养耗竭将导致芽孢

的迅速形成，此外，温度、E# 等因素也对芽孢形成有较大的影响，较高培养温度下芽孢形成周期短，相应的

产酶周期也缩短"
() /" 粗料氮源预水解处理与发酵产酶

对豆粕、大豆粉、米蛋白、玉米浆粉进行预处理均能提高产酶水平，其中玉米浆粉提高了 0.96 :4，大

—/5—
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豆粉提高了 !"# $%，米蛋白提高了 "$# &%，豆粕提高了 ’’# $%（表 "）( 在实验条件下，处理后的玉米浆粉、

大豆粉、豆粕均达到超过了酪蛋白对照组( 粗料氮源作为产酶培养基能够降低发酵成本，但未经预处理产

酶能力较低，其原因是粗料中蛋白质与淀粉、纤维素等包裹在一起，结构较为严实，在发酵过程中，很难被

水解利用，培养过程中 !)氨基氮水平一直很低（*" + &, -. / 0），粗料氮源预水解后，产生了部分可快速利

用的小分子氮（!)氨基氮水平在 12, + 1!, -. / 0），从而有利于菌体的初期生长，当菌体蛋白酶开始合成

后，能进一步对培养基中氮源进行水解，提供产酶期间的氮的需求，而且由于粗料氮源水解速率比较慢，能

够使培养体系中低分子氮维持在低水平释放状态，避免快速释引起来的阻遏作用，并起到持续诱导的效

果( 预水解处理还使发酵周期大为缩短，豆粕、米蛋白和大豆粉均呈现产酶高峰提前现象(
表 !" 粗料预水解发酵产酶情况

氮源
23 4 产酶情况 /（5 / -0） 3! 4 产酶情况 /（5 / -0） &, 4 产酶情况 /（5 / -0）

未处理 预水解 未处理 预水解 未处理 预水解

豆粕 12, "13 "3, 2 2&* 1 13, 1 22"
米蛋白 2*$ &*! 1 ,3’ 1 ’3& 1 ,$3 3&,
大豆粉 2&* 3’$ 1"$& 2$&’ "’* &!1

玉米浆粉 !2 1,1 1 ,"& 2 ,2* 1 *$3 * "*"

#" 讨论

长期的低温环境压迫使冷适应菌 678)92)* 生理机制发生了变化，尽管在较高的培养温度下仍能够快

速生长，但蛋白 酶 分 泌 能 力 弱 化 或 丧 失 了，这 种 行 为 也 出 现 在 !" #$%$&’ :;<;*&’&［13］、(" )*&+%$’#$,’
061,’=2［1"］等冷适应菌身上( 低温有利于酶的合成，但适度提高培养温度能实现生物量的快速积累，因而

变温培养是对菌体培养和产酶行为的一种优化控制，不仅能够获得产酶水平的提升，而且能够使产酶期提

前(
678)92)* 的胞外蛋白酶属诱导型酶，其产生和积累受底物诱导和代谢阻遏双向调节，当胞外存在合

适的诱导物时，细胞合成蛋白酶并向胞外分泌，使胞外大分子氮源得到降解和利用，但氮源代谢的终末端

产物如氨基酸、小分子肽类可阻遏蛋白酶的合成［1&］( 大分子蛋白质由于空间位阻原因，作为诱导信号物质

存在明显的缺陷，但其不完全降解产物可能是直接的诱导底物( 实验利用不同相对分子质量的肽类物质作

为诱导物，尽可能地排除了发酵产酶过程中氮源对菌体生长的干扰，初步明确了不同聚合度的肽类所提供

的诱导信号存在强弱之分( 相对而言，聚合度较小的肽诱导的酶量较大，但当聚合度进一步减少，由于受到

—1!—
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阻遏机制的调控，细胞分泌的酶量也受到限制!
在蜡状芽孢杆菌中，目前研究认为蛋白酶在芽孢形成后期的细胞蛋白更新中发挥特定作用，并受芽孢

形成过程调节［"#，"$］，对本实验的适冷蜡状芽孢杆菌，从芽孢形成和产酶的时间上看，这两个细胞事件几乎

是同步的，芽孢从孕育到脱落的时间受培养温度及营养状况影响，低分子氮水平既调节芽孢形成的速率，

也通过诱导和阻遏效应调节酶的合成和积累! 因而通过控制低分子氮的释放速度，使培养体系维持在一种

亚适量状态，或者在发酵产酶后期，补加少量的营养物质来延长芽孢形成过程，都可望获得蛋白酶的较多

积累，需要在发酵优化实践中开展相关的研究!
总之，以对数生长前期为分界点，将发酵过程分为菌体培养期和诱导产酶期，优化控制要根据两个阶

段的特点采取措施，前期必须快速获得大量的菌体，可适当采取提高培养温度、增加速效氮源等方法实现，

后期需要创造一个良好的产酶环境，在营养供应方面，应保持相对分子质量较低的氮的低速释放，使底物

诱导和代谢阻遏的关系得到较好的协调，同时还应控制好 %&、温度等环境因素，使菌体处于良好的生理状

态，延长芽孢形成过程，使蛋白酶得到较多的积累!
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