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中国冰川 !号产适冷蛋白酶耐冷菌的分离鉴定及产酶条件

史劲松1 吴奇凡1 许正宏1，# 陶文沂1，#"

（江南大学 1 生物工程学院 # 教育部工业生物技术重点实验室 无锡 #1!$0/）

摘 要：从中国冰川 1 号样品分离获得一株产适冷蛋白酶耐冷菌株 GHI4)#40，鉴定为蜡状芽孢杆菌（ !"#$%%&’
#()(&’）。该菌生长温度范围为 $ J 0.K，最适生长温度 #"K，而最适产酶温度为 1"K。所产蛋白酶为中性金属蛋白
酶，最适催化温度为 !#K，低温催化活力较高，适宜作用 *L为 BF$ J .F"，GMG4I)N5测定的分子量为 0!F#OM。GHI4
)#40产酶条件的研究结果显示酪蛋白是较好的氮源，葡萄糖、淀粉是较好的碳源，产酶最佳 *L为 /F" J BF$，在优化
的条件下，1"K摇瓶产酶达到 0.$$PQ6R，"R发酵罐通气培养产酶达 !.$$PQ6R。
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地球自然生态系统中存在很多异常寒冷的环

境，如极地、雪山、冰海或海洋深部区域，能够在这样

的环境下正常生长的微生物称适冷微生物（T&’>4
7>7*:3> 6,?+&&+U7@,<,6<）。适冷微生物属极端微生物
（5V:+36*D,’3<）范畴，是低温生态系统的主要成员，并
是食物链中的重要构成环节之一。目前研究已初步

揭示了适冷微生物在分子水平上、能量与物质代谢

机制、细胞膜结构、蛋白质合成机制等方面与常温微

生物均有较大的差异［1 J #］。在应用研究领域，主要

集中在冷适酶类（如适冷蛋白酶、适冷淀粉酶、适冷

脂肪酶等）、特定代谢产物（如不饱和脂肪酸）及低温

环境修复等方面。由于适冷蛋白酶具有较高的低温

催化效率和低热稳定性，使其在日化产品、食品加工

等行业具有较高的开发应用价值。近年来，国内外

从极地海洋的适冷微生物中已发现一些产低温蛋白

酶菌株并开展了较为深入的研究，相对而言，陆地高

寒环境下的适冷微生物研究较少。本文报道了从新

疆“中国冰川 1号”雪山微生物样本中分离并鉴定的
一株产适冷蛋白酶菌株 !"#$%%&’ #()(&’ GHI4)#40 及
其产酶条件的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 样品和菌株：样品来源于新疆的“中国冰川 1
号”。蜡状芽孢杆菌（!"#$%%&’ #()(&’ GHI4)#40）是从

上述样品中分离并保藏的低温蛋白酶产生菌株。

!"!"# 培养基和试剂：IHN培养基：每升含蛋白栋
"U，酵母粉 1$U，葡萄糖 1$U，T7T’# $F#U，W#LIX!·

0L#X 1U，YUGX!·BL#X $F!U，-7T’ "U，*L BF#。筛选
培养基：每升含淀粉 1$U，酵母粉 "U，酪蛋白 1$U，琼
脂 #$U，*L BF$。斜面培养基：每升含蛋白胨 1$U，酵
母粉 "U，-7T’ 1$U，琼脂 #$U，*L BF$。种子培养基：每
升含葡萄糖 1$U，蛋白胨 "U，酵母粉 "U，W#LIX!·

0L#X 1U，YUGX!·BL#X $F#U，-7T’ "U，*L BF$。基础
发酵培养基：每升含葡萄糖 1$U，酵母粉 !U，酪蛋白
1$U，YUGX!·BL#X $F#U，W#LIX! 1U，*L BF$。上述培
养基配置后于 1$$ OI7灭菌 #$ 6,@。实验用酵母粉、
蛋白胨为进口分装，酪蛋白为上海化学试剂公司产

品，其他生化试剂及化学试剂均为国产分析纯。

!"# 产低温蛋白酶菌株的筛选
采用 IHN培养基将上述微生物样品在 !K培养

1 周后，随机挑选单菌落并点种在酪蛋白平板上
1"K培养 0>后，挑选有透明圈的菌落经划线分离后
获得单菌落，接种于斜面培养基保存，并分别进行摇

瓶复筛。

!"$ 菌种鉴定
!"$"! 生长特性：在温度梯度仪（Y&>3’ 2-40，
)>Z7@:3?）上设置从 $ J /$K的温度梯度测定生长温
度特性；使用含 $F"[ J 1$[（\Q%）-7T’的种子培养
基培养测定 -7T’生长浓度范围。



!"#"$ 生理生化试验：按照《伯杰氏细菌鉴定手册》
（第九版）方法进行碳源利用试验、氮源利用试验、甲

基红试验（!"#$%& ’"( #")#，!’）、乙酰甲醇试验
（*+,"-./01)2+3"0，*./）、触酶试验等各项试验。
!"#"# 456 0789序列扩增和序列分析：扩增用引物
为通用引物，正向引物 /4（:;<）：=>.?9?9?@@@?9
@AA@??A@A9?.B>，反相引物 /:（4=C4’）：=>.99??9
??@?9@AA9?AA?A9.B>。/A’产物测序由上海基康
生物技术有限公司完成，所测序列进入 ?"DE+D2数
据库进行相似性分析。

!"% 摇瓶和发酵罐产酶培养方法
斜面种子活化后接入种子培养基，培养 :F$，按

:G接种量接入基础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，HI?.!型），
:=FJK三角瓶装 BFJK培养基，转速为 :FF0LJMD。发
酵罐培养采用瑞士比欧公司 EM1"D,MD""0MD, =K 自控
发酵罐，装液量为 CK，转速 CFF0LJMD，通气量CKLJMD。
无特殊说明，培养温度均采用 4=N。细胞生物量以
培养液在 =5: DJ的光密度值（!"=5:）表示。

!"& 产酶条件研究
!"&"! 适宜产酶温度：使用基础发酵培养基分别在
4=N、:FN、:=N下进行摇瓶，其他条件同 4OC。
!"&"$ 适宜初始 PH：配制初始 PH在 COF Q 4FO=范
围内的发酵培养基，按照 4OC节的方法摇瓶发酵，考
察培养过程中 PH变化，测定 :C$、CR$酶活及菌浓。
!"&"# 氮源影响试验：分别以酪蛋白、大豆粉、花生
饼粕、蛋白胨及硫酸铵作为氮源，每种氮源添加量设

4G、:G、BG、=G组，其他成分同基础发酵培养基。
!"&"% 碳源影响试验：分别以葡萄糖、可溶性淀粉、
玉米粉、蔗糖为碳源，每种碳源添加量设 4G、:G、
BG组，其他成分同基础发酵培养基。
!"’ 蛋白酶活力测定
采用改进的紫外法测定蛋白酶酶活。缓冲体系

使用 PH ;O=的 =FJJ1&LK @0M).HA&缓冲液，反应终止
液（@A9）配方：FO44J1&LK 三氯乙酸，FO::J1&LK醋酸
钠，FOBBJ1&LK乙酸。稀释酶液 4JK 与:JK 4O:G酪
蛋白液在 B=N反应 BFJMD后，使用 :JK @A9进行终
止（对照样在反应前先加 @A9），4FJMD 后经滤纸过
滤，于 :;= DJ测定滤液吸光值（9:;=）。酶活定义为
上述条件下，以酪蛋白为底物，每分钟催化产生 4",
酪氨酸的酶量为一个蛋白酶活力单位（S）。
!"( 酶分离纯化和纯度检测
!"("!粗酶提取：发酵液经 4:FFF0LJMD 冷冻离心
4FJMD，上清液加入硫酸铵至饱和度 R=G，离心收集

沉淀，以 B Q =倍 PH ;O:的 =FJJ1&LK @0M).HA&缓冲液
复溶，离心弃去不溶物，透析并浓缩，冻干获得粗酶。

!"("$ 离子交换层析：阴离子树脂为 7T9T 6"P$+("-
<+)#U&1V，缓冲体系为 PH WOF 的 BF JJ1&LK @0M).HA&。
采用 F Q 4 J1&LK 8+A&梯度洗脱（:JKLJMD），收集酶峰
组份。

!"("# 凝胶层析：使用 /$+0J+XM+ 的 9Y@9 T-P&10"0
蛋白质纯化系统，凝胶介质为 63P"0("- ?.;=，缓冲体
系为 PH ;O:的 =F JJ1&LK @0M).HA& ，上样量为 : JK，
蛋白质浓度 4= J,LJK。洗脱 4OB倍柱体积，收集酶
峰组份并冻干保存。上述分离纯化操作在 CN低温
室进行。

!"("% 酶纯度检测：采用 676./9?T（!MDM /01#"+D，
EZ[.’97）进行分析，分离胶浓度 4:G，浓缩胶浓度
=G，考马斯亮蓝（’:=F）染色，根据低分子量标准相
对迁移率计算出酶蛋白分子量。

!") 酶学性质研究
!")"! 酶最适温度测定：按照 4O5 酶活测定方法，
在 F Q ;=N范围内每隔 =N测定不同温度下酶表征
活力，以相对酶活绘制酶催化温度曲线。

!")"$ 酶适宜 PH测定：分别以不同 PH的=FJJ1&LK
@0M).HA& 缓冲液配置 4O:G酪蛋白溶液，作为测定酶
活力的底物，按照 4O5方法测定酶活，以相对酶活绘
制酶催化的 PH曲线。
!")"# 金属离子对酶活力影响：分别配制含
4JJ1&LK金属离子的 4O:G酪蛋白溶液作为底物溶
液，按照 4O5方法测定各种离子体系下的酶活，以不
加金属离子的为对照，计算相对酶活。

!")"% 抑制剂对酶活的影响：在底物酪蛋白溶液中
分别加入蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（/!6<）和金
属离子络合剂乙二胺四乙酸（T7@9）二钠，测定
FO4 Q 4JJ1&LK浓度范围内的抑制情况。上述实验使
用的酶液均为分离纯化获得的纯酶。

$ 结果

$"! 产蛋白酶耐冷菌株的筛选
通过透明圈筛选和摇瓶复筛，获得一株在低温

培养条件下能够产生胞外蛋白酶的菌株，纯化分离

后命名为 6I/.9:.B。
$"$ *+,-.$-#形态和生理生化特性

6I/.9:.B为革兰氏阳性杆菌，两端平圆，成对
或者短链状排列，大小为（FOR Q 4OF）"J \（:O= Q
BO=）"J，无鞭毛（图 4）。在产芽孢培养基上生长 BF$
可观察到芽孢形成，呈卵圆形，中生或近中生。该菌

W=:: 期 史劲松等：中国冰川 4号产适冷蛋白酶耐冷菌的分离鉴定及产酶条件



好氧或兼性厌氧，生长温度范围为 ! " #$%，最适生
长温度 &’%。适宜生长 ()范围 ’*’ " +*’，耐 ,-./
浓度为 $0，在 10 " &0,-./ 浓度下生长较好。该
菌可较好利用葡萄糖、果糖、木糖、阿拉伯糖、麦芽

糖、蔗糖、棉子糖、淀粉等碳源，能够利用硫酸铵、蛋

白胨。234试验、56试验、触酶试验、明胶液化试验
呈阳性，吲哚试验及硫化氢产生试验呈阴性。

该菌 178 9:,; 全长序列为 1<=+ >(，与 ;?..
1<’=+相似度为 ++0，结合形态特征和生理生化特
性，将其鉴定为蜡状芽孢杆菌（!"#$%%&’ #()()&’）。

图 ! "#$%&’%(透射电镜照片（’)))) *）
@ABC 1 4DEFEB9-(D EG 8H43;&3# >I ?J5（&!!!! K）

’+( "#$%&’%(的蛋白酶特性
采用离子交换层析和凝胶层析可实现 8H43;&3

#胞外蛋白酶的纯化，8:834;LJ获得单一条带（图
&），根据标准蛋白条带的相对迁移率，计算该酶分子
量为 #<*& M:。酶学性质初步研究表明，其适宜作用
()范围为 =*! " $*’，最适温度为 <&%。该蛋白酶
在 !%仍具有催化能力，&’%时酶活力相当于最高
酶活的 7!0，其低温催化活力较大，具有适冷酶的
特征。金属离子 5N& O对该酶有激活作用，而 .P& O、
)B& O、.E& O对其活性有一定的抑制作用。该酶活性
基本不受丝氨酸蛋白酶抑制剂 458@的抑制，但受
J:?;强烈抑制（表 1），初步认为该酶属中性金属蛋
白酶。

图 ’ 纯化获得的 "#$%&’%(胞外蛋白酶电泳图谱
@ABC & 8:834;LJ EG FDQ (P9AGAQR QSF9-TQ//P/-9 (9EFQ-UQ (9ERPTQR >I 8H43;&3#

5C5-9MQ9；1 C 8H43;&3# C

表 ! 金属离子和抑制剂对蛋白酶活力的影响
?->/Q 1 5QF-/ AENU -NR ANDA>AFE9U QGGQTFU EN FDQ -TFAVAFI EG FDQ (9EFQ-UQ

WEN E9 ANDA>AFE9
X1YYE/XZ

6Q/-FAVQ
-TFAVAFI X0

WEN E9 ANDA>AFE9
XYYE/XZ

6Q/-FAVQ
-TFAVAFIX0

;/# O +&*7 5B& O 1 ++*<

[-& O 1!&*’ 4>& O 1 +<*#

.-& O 1!<*# \N& O 1 1!!*$

.P& O $&*< 458@ !*1 +<*#

.E& O $$*+ 458@ !*’ +&*7

@Q& O +=*+ 458@ 1 $$*$

@Q# O +&*# J:?; !*1 1$*+

)B& O $=*+ J:?; !*# 11*<

5N& O 11!*! J:?; !*’ ’*7

’+, 温度和 -.对 "#$%&’%(生长和产酶的影响
以基础发酵培养基进行摇瓶产酶实验，研究

8H43;&3# 在 1’%、&!%、&’%的产酶情况。结果表
明，低温培养能够获得较高的酶量，1’%摇瓶在 7!D
产酶达到 &’!!]XYZ。较高的培养温度有利于菌体
生长，也使产酶高峰提前，&!%和 &’%条件下培养
时产酶高峰期分别为 <’D和 #!D，但产酶水平则显著
低于 1’%（&!%为 &!!!]XYZ、&’%为 1’!!]XYZ）（图
#3;）。当培养温度为 #!%时无蛋白酶活检出。
培养基初始 ()在 7*’ " $*’ 范围内，8H43;&3#

都能够较好地生长并产酶（图 #3[）。培养过程中，
菌体生长对培养体系的 ()表现出调节作用，反映
在对数生长阶段，体系 ()基本维持在 7*# " 7*$，初
始 ()值高的呈现下降，初始 ()低的表现为上升，
其原因是氮源中蛋白质分子被降解释放出具有缓冲

作用较强的氨基酸或小分子肽类。进入发酵后期，

随着氮源物质逐渐被利用、蛋白酶开始大量合成，体

系 ()逐渐上升，发酵结束时达到 $*! " $*’，且 ()
值大小与产酶水平呈现出正相关性。由于对数生长

图 ( 温度和初始 -.对 "#$%&’%(产酶的影响
@ABC # JGGQTF EG FDQ FQY(Q9-FP9Q -NR ANAFA-/ () EN FDQ TQ// B9E^FD -NR

(9EFQ-UQ (9ERPTFAEN >I 8H43;&3#
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阶段 !"的自我调节作用是有一定限度的，并考虑
到高 !"下酶稳定性降低的特点，为避免发酵后期
上升太高，初始 !"适宜控制在 #$% & ’$(。

!"# 氮源和碳源对 $%&’(!’)产酶的影响
实验研究了酪蛋白、蛋白栋、豆粕、花生饼粉及

硫酸铵对发酵产酶的影响（图 )*+）。以 ,-酪蛋白
为氮源产酶最高，其次是 .-的硫酸铵和蛋白胨。
豆粕、花生饼粉等植物性蛋白原料廉价易得，是工业

化生产蛋白酶常用原料，但并不适合 /01*+,*2低温
蛋白酶的合成。

/01*+,*2能够较好地利用葡萄糖、果糖和可溶
性淀粉发酵产酶，对二糖（蔗糖、麦芽糖）的利用效果

不佳，图 )*3为发酵培养 )4 5时的产酶情况，.-的
碳源添加量均优于 ,-和 2-的添加量。

图 * 氮源（(）和碳源（+）对 $%&’(!’)菌摇瓶产酶的影响
6789 ) :5; ;<<;=> ?< @7<<;A;B> B7>A?8;B C?DA=;（+）EB@ @7<<;A;B> =EAF?B

C?DA=;（3）?B >5; !A?>;EC; !A?@D=>7?B FG /01*+,*2

E：HEC;7B（/5EB85E7）；F：3;EB <I?DA；=：1;EBD> <I?DA；@：1?IG!;!>?B;

（JE!EB）；;：+KK?B7DK CDI!5E>;；<：/D=A?C;；8：LEI>?C;；5：6AD=>?C;；7：

MID=?C;；N：/>EA=59

!", 发酵罐产酶研究
根据上述研究结果，对基础发酵培养基进行改

进，通过摇瓶发酵进行验证，获得较为优化的发酵培

养基配方：每升含葡萄糖 .(8，酵母粉 28，酪蛋白
,(8，L8/O) ($,8，P,"1O) 28，QE",1O) 28，HEHI, ($%8，

!" ’$, 。利用该培养基 .%R摇瓶培养 #(5 产酶达
到 24(( STKU，同时使用上述培养基，在 %U自控发酵
罐进行放大实验，图 %显示产酶曲线、菌体生长曲线

及体系 !"变化情况。菌体生长在 ,)5左右到达平
衡期，较摇瓶实验提前了约 #5，同时细胞浓度也高
于摇瓶发酵。蛋白酶的合成在 #(5达到 )4((STKU，
与摇瓶发酵相比，产酶周期基本一致，但产酶水平明

显高于摇瓶发酵实验。分析该菌的菌体生长及产酶

情况发现，其蛋白酶的合成属于!型发酵模式，即部
分生长耦联型。

图 # $%&’(!’)在 # -罐上发酵过程曲线
6789 % :5; !A?8A;CC ?< /01*+,*2 <;AK;B>E>7?B 7B % U C>7AA;@ NEA

) 讨论

实验从中国冰川 .号雪山微生物样本中分离获
得一株产适冷蛋白酶菌株（/01*+,*2），并鉴定为蜡
状芽孢杆菌（!"#$%%&’ #()(&’）。根据 L?A7>E［)］对嗜冷
菌（1CG=5A?!57I;）和耐冷菌（1CG=5A?>A?!5C）的定义，

/01*+,*2能够在 ( & %R下缓慢生长，在 .% & ,(R下
快速生长，并大量合成胞外蛋白酶，表明它是一株来

源于陆地高寒生态环境下的产蛋白酶耐冷菌。

!"#$%%&’ #()(&’ 变种较多，V?A?C5;BW?［%］对 %() 株 ! 9
#()(&’ 菌株进行了细致研究，发现在生长特征和胞
外蛋白酶合成方面差别很大，/01*+,*2 与模式菌
株［2］的差异主要表现在生长和产酶特性方面，这是

冰川高寒环境对其长期选择进化的结果，关于 ! 9
#()(&’ 的冷适应性目前尚没有相关报道，而对于 ! 9
#()(&’ 的所产的蛋白酶报道则主要集中在中温蛋白
酶方面［# & 4］。/01*+,*2 与源于海洋的 ! 9 #()(&’
PH:H2#’#［X，.(］相比，其最适生长温度和最适产酶温
度均较低，QEHI的耐受浓度（4-）也低于海洋细菌，
所合成的胞外金属蛋白酶在低温下也具有较高的催

化能力。进一步比较来源于海洋和源于陆地高寒地

带的 ! 9 #()(&’ 在蛋白酶的合成机制以及构效关系
上的区别，对揭示耐冷机制和进化历程有重要意义。

影响 /01*+,*2产酶水平的主要因素是温度和
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氮源。尽管 !"#$%&$’适宜生长温度在 &()左右，但
适宜产酶温度是 *()，其原因是适冷酶的热不稳定
性。细胞向环境分泌酶的同时，体系中的酶也在不

断的失去活性，因而产酶过程是一个动态的积累，较

高的培养温度将导致失活速度的加快，从提高产酶

水平角度，应该选择低温培养。但低温培养也将带

来发酵周期的延长。此外，温度可能起到调控蛋白

酶合 成 的 作 用，!+, 等［-］ 发 现 !"#$%%&’ #()(&’
./0/’121在较高温度培养（’2 )）和低温培养（&3
)）时，菌体所合成的是结构和功能上有差异的不同
蛋白酶。通过蛋白酶活性电泳（4+5678 #%9:）对

!"#$%&$’ 培养过程进行检测，尚没有发现该现象。
氮源既是菌体生长的营养物质，又作为酶诱导表达

的前体物质，是发酵产酶的一个重要优化条件。有

机氮源和无机氮源对产酶水平有较大的影响，而且

不同来源的有机氮，以及在供给浓度上的差异，都会

直接影响发酵过程。初始培养基中低分子量氮（如

无机氮源、氨基酸、寡肽等）和高分子量的氮（蛋白

质、多肽等）二者的比例是一个关键性指标，前者是

速效氮，可使菌体得到快速生长，后者的代谢起到维

系生长和诱导产酶作用。发酵培养基中的酵母粉能

提供部分速效氮源，也同时提供生物素和微量元素

等复杂营养。在利用粗料氮源时，适当增加酵母粉

可提高产酶量，对豆粕进行适度水解处理也能够提

高其利用效果，增加产酶量，这为粗料发酵提供一个

优化的思路。碳源的添加量主要影响产酶周期，碳

源浓度的提高将使菌体前期生长表现出一定的抑

制，产酶时间滞后。菌体生长过程中对底物氮源的

降解以及代谢产物的生成均对培养体系的 ;<起到
一定的调节作用，因而初始 ;<只要控制在适宜的
范围内，都对发酵产酶不造成太大的影响，但考虑到

该蛋白酶在高 ;<环境下半衰期短的特点，应避免
发酵后期的 ;<上升太大。在摇瓶发酵中，通过增
加磷酸盐含量提高体系的缓冲能力来避免发酵后期

;<的快速上升，在发酵罐上，可通过酸液的流加进
行 ;<控制，但在流加方式和控制策略上需作进一
步研究。

冷适蛋白酶因其在食品、环保及日化行业中的

所具有的潜在应用前景开始受到人们的广泛关注，

我国一些研究机构也积极开展冷适蛋白酶生产菌株

的筛选工作［**，*&］。本文报道的 !"#$%&$’ 菌在初步
优化的条件下，酶活达到了 =>33 ?@,A，作为一株未
经诱变改良的野生菌，其产酶水平相对较高，下一步

优化工作将集中在氮源的供给模式、碳氮比以及 ;<
控制策略等方面，并深入探讨 ! B #()(&’ !"#$%&$’的
产酶机制。
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