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摘 要 筛选确定了枯草芽孢杆菌BEMol产弹性蛋白酶培养基的碳源和氮源分别是葡萄糖和干酪素，吐温一80

能刺激菌株生长和产酶。采用三因素三水平k(33)正交试验优化了液体培养基葡萄糖、千酪素和吐温-80的浓

度。结果表明，优化后的产酶培养基为：葡萄糖2％，干酪素2％，吐温0．01％，KHzPO。0．2％，MgSO．0．01％。

优化后的发酵条件：发酵液初始pH为7．5，装样20 mL／300 mL三角瓶，按3％接种种子液，接种龄24 h，37℃

180 r／rain振荡培养36 h，菌株产弹性蛋白酶峰值为59 U／mL，较优化前酶活提高了31％。
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弹性蛋白酶(EC3．4．4．7，Elastase)是一种以水

解弹性硬蛋白(elastin)为特征的蛋白质水解酶，它可

从动物胰脏提取或由微生物发酵制得[1]。目前，弹性

蛋白酶主要作为治疗高血脂症、防治动脉粥样硬化的

生化药物，疗效确切，安全可靠。同时，其广谱蛋白水

解活性显示其在食品工业中具有广阔的应用前景，具

有较高的商业价值[2’3]。我国该产品的生产主要从

胰脏提取，由于脏器资源利用受限制，胰弹性蛋白酶

供不应求。利用微生物生产弹性蛋白酶不仅能够提

供足够的治疗用药物酶，也能为开拓该酶其他方面的

应用提供充足的酶源，如降解环境中猪、牛产品加工

后的难降解废物，肉的嫩化和化妆品行业等，具有广

阔的应用前景。

本研究从选育出的产弹性蛋白酶枯草芽孢杆菌

紫外诱变株BEM01出发，对其培养基成分和发酵条

件进行优化，以期获得高产量的弹性蛋白酶，为开发

工业用酶提供试验依据[4]。

l 材料与方法

1．1菌株

枯草芽孢杆菌紫外诱变株BEM01，由四川农业

大学农产品加工与贮藏工程省级重点实验室提供。

1．2主要药品试剂

弹性蛋白(elastin)、地衣红一弹性蛋白(orcein—e—

lastin)(Sigma)；蛋白胨、牛肉浸膏、酵母膏、果糖、蔗

糖、胰蛋白胨、吐温一80均为生化或分析纯试剂。

1．3培养基

第一作者：博士，副教授。
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种子液体培养基(质量分数，％)：葡萄糖1．0，蛋

白胨0．5，酵母膏0．5，K2 HP0。0．2，MgS04 0．01，

pH7．0。

基础发酵培养基(质量分数，％)：葡萄糖0．5，干

酪素2．5，酵母膏0．2，K2 HP04 0．2，MgS04 0．01，

pH7．0。

培养基经湿热高压灭菌15 min，备用。

1．4 方 法

1．4．1 弹性蛋白酶活力测定

按照Sachar[53的方法进行测定。在此条件下，水

解1 mg地衣红一弹性蛋白所需的酶量定义为1个弹

性蛋白酶活力单位。

1．4．2 生物量的测定

发酵液稀释50倍后用7200型分光光度计在波

长600 nm处测定吸光度。

1．4．3优化前的摇瓶发酵曲线

种龄为24 h的种子液，按5％(v／v)接种到含有

30 mL培养液的300 mL三角瓶中，37℃，180 r／rain

振荡培养，定时检测菌体生物量和发酵液酶活力。

1．4．4发酵培养基的优化

单因素试验优化菌株BEM01产酶培养基的碳

源、氮源和生长因子，三因素三水平正交(L。33)试验

(每个处理3次重复)优化产酶培养基的组成和配比。

1．4．5发酵条件的优化

对培养基初始pH值、装液量、接种量、接种龄、

诱导因子和培养温度等条件进行研究，优化发酵条

件，测定菌株BEM01的产酶曲线。

2 结果与分析

2．1优化前的摇瓶发酵曲线

  



在基础发酵培养基中，菌株BEM01在72 h内的

发酵曲线见图1。发酵0～18 h，生物量和产酶活性

迅速上升，发酵18 h时，产酶量达到峰值45．9 U／

mL。发酵18---60 h，生物量缓慢增加，而酶活缓慢下

降。此后，生物量和产酶活性趋于稳定。pH测定表

明，在发酵6 h内，培养液pH值呈中性偏酸，随后缓

慢上升；发酵24～72 h，pH值从8．5上升到9．36。
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图1菌株BEM01优化前的产酶曲线

2．2培养基的优化

2．2．1碳源对产酶量的影响

分别以2％葡萄糖、果糖、蔗糖、可溶性淀粉和麸

皮为碳源，培养18 h后测定酶活和生物量(表1)。结

果表明，碳源为葡萄糖时，菌株BEM01的生物量居

中，但产酶量最高，然后酶活依次为果糖>蔗糖>可

溶性淀粉>麸皮，确定葡萄糖为培养基的碳源。

表1不同碳源对产酶量的影响

2．2．2 氮源对产酶量的影响

分别以2％干酪素、胰蛋白胨、酵母膏、牛肉膏、

蛋白胨和NH。NO。为氮源，培养后测定酶活和生物

量见表2。结果表明，干酪素作为氮源时，生物量和

产酶量均最高，然后依次为牛肉膏>酵母膏>蛋白胨

>胰蛋白胨>NH．NO。，确定2％干酪素为氮源。

表2不同氮源对产酶量的影响
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2．2．3吐温一80对产酶量的影响

吐温一80作为表面活性剂，可通过增强细胞通透

性的作用，提高分泌蛋白的表达量。分别加入质量分

数为O％，0．01％，0．02％，0．05％，0．1％和0．2％的

吐温一80进行摇瓶发酵。结果表明，0．02％吐温一80

时，产酶量和生物量最大，0D。。。为0．225(×50)，酶

活49．18 U／mL。

2．2．4碳源、氮源和吐温一80浓度对产酶量的影响

在基础发酵培养基中，用葡萄糖、干酪素、吐温一

80进行正交试验(L。33)，拟求得3者的适合浓度，结

果采用极差分析。发酵培养基优化结果和极差分析、

各因素水平与指标的关系、酶活与生物量的关系、酶

活与pH值的关系见表3。结果表明。以弹性蛋白酶

产酶量为发酵条件优化选择的依据，培养基成分影响

力由大到小排列顺序为：葡萄糖>干酪素>吐温一

80。该实验的最优组合是A。B：C，，即：葡萄糖2％，

干酪素2％，吐温0．01％。

裹3发酵培养基正交试验(L'(3，))结果及极差分析

编号冀磐‘警吐葛80，u斯．mL叫OD生6臻o)pH
0．280 8．45

0．298 8．64

0．268 8．57

0．237 7．96

0．256 8．03

0．237 8．11

0．233 7．24

0．245 7．23

0．239 7．11

2．3发酵条件的优化

2．3．1发酵液初始pH对产酶量的影响

按上述优化后的发酵培养基，调节初始pH6～

11，测定对产酶量的影响，结果见图2。由图2知在

此pH范围内，产酶活性波动较小。pH 7．5时，产酶

量和生物量均达到最大，酶活为50．82U／mL。

2．3．2装液量对产酶量的影响

在2．3．1的基础上，培养基pH 7．5，测定在300

mL三角瓶中以不同装量对产酶的影响，结果见图3。

由图3知装液量为20 mL时，产酶量和生物量均达

到最大，酶活为51．37 U／mL。

习||
嘶咧跏

。卫_o，o。

O

O

O

3

1

2

2

1

3

6

5

5^．

h

L

．㈣㈣㈣。。。：。。i§mⅢ忆扎札m

“钛“

蜥嘶撕。o

o。：o㈨㈨幽啪!：|∞¨一一一。。。。：。～～m|；；一∞=：；㈣。。㈣：。㈣。。m舢m札㈣曲吣

●：o

o

o

o，o

o蜀＆瞄弱一配配R

  



T
一
目
●

3
、

蜉
髓

鲁
当
、

蝗
罐

60

50

40

30

20

10

0

60

50

40

30

20

10

0

r'--"l酶活+生物量
0·3

0．25

0．2暑
x

o．15§

o．1 S

O·05

o

6 7 7．5 8 9 10 ll

初始pH值

图2初始pH对产酶量的影响

口酶活 +生物量

20 30 40 50 60 70 80

装液量／mL

寮
X

量

8

图3装液量对产酶量的影响

2．3．3接种量对产酶的影响

在2．3．2的基础上，装量20 mL／300 mL，按

1％、3％、5％和7％的接种量接种种子液，优化接种

量，见图4。结果表明，接种量为7％时生物量最大；

接种量为3％时，产酶量最高为52．46U／mL。
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图4接种量对产酶量的影响

2．3．4接种龄对产酶的影响

在2．3．2的基础上，按3％的接种量接种，分别

接入12 h，16 h和24 h种龄的种子液，优化接种龄，

见图5。结果表明，种子液接种龄为24 h时，产酶量

和生物量均达到最大，酶活为52．46 U／mL。

2．3．5 温度对产酶的影响

在2．3．4的基础上，接种种龄为24 h的种子液，

分别在25、30、37和45℃培养，优化培养温度，见图

6。结果表明，3722时，产酶量和生物量均达到最大，

酶活为52．46 U／mL。

2．3．6发酵条件优化后茵株发酵过程的测定

优化培养基和发酵条件后的产酶曲线见图7。
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图5接种龄对产酶量的影响
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图6温度对产酶量的影响

发酵0～18 h，生物量上升迅速；发酵18～54 h，菌体

比优化前此阶段生长速率略大，生物量持续增加；发

酵54～72 h，生物量增加缓慢。发酵36 h时，产酶量

达到峰值59 U／mL，比优化前推迟18 h，酶活提高了

31 oA。pH测定表明，在发酵6 h内pH值呈中性偏

酸；发酵6～10 h，发酵液pH呈中性；发酵24～72 h，

pH值从8．11上升到9．01，比优化前有所降低。
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图7菌株BEM01优化后的产酶曲线
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国外关于微生物弹性蛋白酶的研究较早，其中以

Janda等人[61分离到的V．cholerae non—01弹性蛋

白酶产酶能力最高，酶活高达1 000 U／mL。国内．

1990年代初颜子颖等‘23报道产弹性蛋白酶芳香黄杆

菌之后，迄今已有多株弹性蛋白酶微生物产生菌的报

道[7～10]，并通过优化培养基和发酵条件提高菌株产

酶能力1"9’16]。本文优化后的产酶量为59 U／mL，处

于中等水平。这种差距，除由不同菌种产酶能力的差
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异以及摇瓶发酵与发酵罐发酵的差异引起外，对弹性

蛋白酶的活力单位定义、酶活测定条件，特别是底物

偶联染料的不同，均对酶活测定值有一定影响。

本研究通过优化试验确定了弹性蛋白酶产生菌

株BEM01的发酵培养基组成为：碳源2％葡萄糖，氮

源2％干酪素，表面活性剂0．01％吐温一80，0．2％的

K：HPO。和0．01％的MgSO。。优化后的发酵条件

为：初始pH7．5，装液量为20 mL／300 mL三角瓶，接

种量3％，接种龄24 h，培养温度37℃。在此条件下，

培养36 h，发酵液产酶活力从初始的45．9 U／mL增

加到59 U／mL，提高了31％。在此基础上，本课题组

已对该菌株的弹性蛋白酶进行了分离纯化和酶学性

质研究。结果显示，该菌株胞外分泌蛋白较单一，经

过(NH。)：SO。和葡聚糖凝胶G一100纯化后，即可

得到电泳纯的酶蛋白(另文报道)。此外，该菌株在液

体培养条件下产酶迅速，培养周期短，拟进行的高密

度上罐发酵研究可望进一步提高产酶量。因此，枯草

芽孢杆菌BEM01具有较好的应用开发前景。
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Study on Fermentation Conditions for Elastase Produced by Bacillus subtilis

Wu Qil，Liu Shulian92，Zhang Juan2

1(College of Life Science，Sichuan Agricultural University，Ya'an 625014，China)

2(College of Information&Engineering Technology，Sichuan Agricultural University．Ya'an 625014。China)

ABSTRACT The fermentation conditions were optimized in order to improve elastase production of Bacillus

subtilis strain BEM0 1．The S’Ritable carbon source and nitrogen source were sugar and casein，respectively，

and tuween-80 was helpful to increase biomass and enzyme activity．Three-factor three-level orthogonal ex—

periment was used to optimize the concentration of sugar，casein and tuween一80．The optimal liquid medium

consisted of 2％sugar，2％casein，0．01 0A tuween一80，0．2％KH2PO．and 0．01％MgS04．The optimum

culture conditions were：initial pH 7．5，medium volume 20 mL in 300 mL flask，inoculation volume 3％，

seed age 24 h and agitation speed 180 r／min．After incubation at 37℃for 36 h．the elastase activity reached

a maximum of 59 U／mL。which is 31 0A higher than before．

Key words Bacillus subtilis，elastase，medium，fermentation condition

舛I 2～008 V01．54 No—．11(Total 251)
  


