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摘要：【目的】旨在分离、筛选并鉴定具有大米蛋白降解作用的菌株及其关键蛋白酶，为高效制备大

米寡肽提供制备酶及最优制备条件。【方法】以“水解圈”为评价指标，从粮食仓库附近土壤筛选获得

具有降解大米蛋白能力的菌株；通过16S rRNA序列分析确定菌株归属；利用单因素实验获得最佳氮源

并初步分析酶学性质；利用HPLC检测寡肽得率，并对制备条件进一步优化。【结果】经鉴定具有大米

蛋白降解作用的菌株为沙雷氏菌(Serratia sp. JWG-D15)，以大米蛋白为氮源培养菌株JWG-D15，蛋白

酶SoPRO产量最高，其最适温度40 °C，最适pH 8.0；在加酶量20 U/mg，大米蛋白浓度40 mg/mL，40 °C，

4 h条件下寡肽得率最高72.38%。【结论】以大米蛋白为氮源培养菌株JWG-D15，蛋白酶SoPRO产量最

高；蛋白酶SoPRO制得的大米寡肽，其得率是目前行业最高。本研究既丰富了大米寡肽的制备用酶的

种类，又为深入大米寡肽产业化提供一定理论基础。 
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大米蛋白是公认的优质食品蛋白之一，符合

WHO/FAO 推荐的理想模式[1]。其合理的氨基酸

组成及高生物价可以和牛奶、鸡蛋相媲美[2]。同

时，大米蛋白具有低抗原性，是唯一免于过敏测

试的植物蛋白[3–4]。相比于其他植物蛋白，大米蛋

白既具备优质蛋白的特性又不含任何抗性因子、

毒性物质及酶阻物质。故大米蛋白作为添加剂广

泛应用于婴幼儿配方食品行业。 

相对于大米蛋白的低溶解度、强聚集性，大

米肽不仅保留大米蛋白本来的营养价值，而且溶

解性，乳化性、起泡性和表面疏水性等性质均得

到显著改善[5]。其中氨基酸残基数目在 10 个以内，

分子量 180–1000 Da 的大米肽，统称“大米寡肽”。

普遍具有特殊生物活性，例如寡肽 Oryzatensin 
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(GYPMYPLPR)能够引起豚鼠回肠收缩、抗吗啡

和提高免疫活性[6]。寡肽易被肠道吸收，其吸收

速率大于游离氨基酸，且不受氨基酸的影响，具

有不易饱和的特点。这种独特的吸收优势赋予了

大米寡肽潜在的营养价值[7]。 

目前制备大米寡肽主要有分离提取法、化学

法、酶法。其中，酶法安全性高、生产条件温和、

易控制、成本低，是制备大米寡肽的最优方法。

寡肽的酶法制备用酶以商业蛋白酶为主，如碱性

蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶和酸性蛋白酶等。

目前用于大米寡肽制备的特异性蛋白酶挖掘研

究鲜有报道，仅 Schmidt 等报道利用微生物发 

酵液制备大米寡肽，得率仅约 16%[8]。研究者曾

尝试从天然微生物中分离纯化蛋白酶制备大米

寡肽，然而得率却不尽人意，如从 Aspergillus 

melleus 分离纯化出具有大米蛋白水解活性的蛋

白酶 P，制备的寡肽得率约 24%[9]。 

本研究兼顾大米寡肽的优异营养价值以及

酶法制备大米寡肽的低成本、高可控性等优势，

旨在分离、筛选获得具有大米蛋白降解活性的菌

株及其关键蛋白水解酶，并为大米寡肽提供制备

酶及最优制备条件。 

1  材料和方法 

1.1  材料和仪器 

福林酚购于索莱宝公司；琼脂粉购于 Sigma

公司；三氯乙酸购于国药；商业蛋白酶(中性蛋白

酶、风味酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶、

酸性蛋白酶)购于博美公司；大米蛋白购于无锡金

农生物科技有限公司；1100 型高效液相色谱购于

安捷伦公司；Waters 2695 高效液相色谱仪(配

2487 紫外检测器和 Empower 工作站 GPC 软件)。 

1.2  培养基  

1.2.1  种子培养基(g/L)：MgSO4·7H2O 0.2，NaCl 

5.0，CaCl2 0.1，K2HPO4 5.0，大米蛋白粉 10.0，

pH 7.0。 

1.2.2  发酵培养基(g/L)：MgSO4·7H2O 0.2，NaCl 

5.0，CaCl2 0.1，K2HPO4 5.0，大米蛋白粉 15.0，

pH 7.0。 

1.2.3  大米蛋白筛选平板 (g/L)：MgSO4·7H2O 

0.2，NaCl 5.0，CaCl2 0.1，K2HPO4 5.0，大米蛋

白粉 10.0，琼脂粉 20.0，pH 7.0。 

1.2.4  基础培养基(g/L)：MgSO4·7H2O 0.2，NaCl 

5.0，CaCl2 0.1，K2HPO4 5.0，pH 7.0。 

1.3  产大米蛋白水解酶菌株的筛选 

在无锡市各地粮食仓库附近土壤取得 10 份

土样，经生理盐水溶解成 1 g/mL 溶液，于 30 °C、

180 r/min 培养 30 min。分别取 200 μL 的 10–4、

10–5 和 10–6 稀释液均匀涂布到大米蛋白筛选平

板，在 37 °C 培养箱培养 7 d，挑取有明显透明圈

的菌株继续在大米蛋白筛选平板上划线纯化。将

单菌落接种到种子培养基培养 24 h，取 2 mL 种子

液接入发酵培养基同样条件培养 48 h。10000 r/min

离心 5 min 获得发酵上清液，于 4 °C 保存备用。

用打孔器在大米蛋白筛选平板上打孔(孔径0.4 cm，

3 个孔/平板)，将 200 μL 上清液注入孔内，以无

菌水为空白对照[10]。培养 24 h，测量水解圈直径，

其中菌株 JWG-D15 的水解圈直径最大。 

1.4  菌株 JWG-D15 的鉴定 

参照细菌基因组抽提试剂盒提取 DNA。采用

细菌通用引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增 16S 

rRNA[11]。扩增产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳检测

后，送至苏州金维智生物科技有限公司测序。在
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NCBI 数据库 Blast 进行同源性分析，并选取同源

性较高菌株的 16S rRNA 序列构建系统进化树[12]。 

1.5  酶活力测定 

采用轻工业部颁布的标准 QB/T1803-93，

Folin-酚试剂比色法测定蛋白酶的酶活力。 

1.6  产大米蛋白水解酶 SoPRO 的摇瓶发酵优化 

挑取菌株 JWG-D15 的单菌落，接种于种子

培养基中，于 37 °C 培养 24 h。10000 r/min 离心

10 min 获得菌体，利用无菌水重悬菌体至菌液

OD600 值为 1.0。以此为菌株 JWG-D15 种子液，

并采取 1%的接种量用于后续实验中。 

1.6.1  氮源对 SoPRO 酶活的影响：分别将大米

蛋白、酵母粉、胰蛋白胨、大豆蛋白、牛肉粉和脱

脂奶粉按 1.5% (W/V)加到基础培养基中。将菌株

JWG-D15 接种于上述培养基中，于 37 °C、180 r/min

培养 48 h 取上清液测酶活并进行 SDS-PAGE 分析。 

1.6.2  发酵时间对 SoPRO 酶活的影响：将菌株

JWG-D15 接种于最适氮源的基础培养基中，于

37 °C、180 r/min 培养 84 h。每 12 h 取上清液测

酶活。 

1.7  SoPRO 酶学性质 

1.7.1  最适 pH 及稳定性：配制不同 pH 值(pH 

6.0–12.0)的缓冲液，代替 1.5 蛋白酶酶活测定方

法中的缓冲液，40 °C 测定 SoPRO 活力，考察最

适 pH。将 SoPRO 在 pH 7.0–9.0 缓冲液中 40 °C

保温 0、2、4、6、8、12、24、36、48、60、72 h，

测定 SoPRO 残留酶活。所用的缓冲体系分别为：

醋酸缓冲体系 (pH 4.0–6.0)；磷酸缓冲体系 (pH 

6.0–7.0)；Tris-HCl 缓冲体系(pH 7.0–9.0)；甘氨  

酸-NaOH 缓冲体系(pH 9.0–12.0)。 

1.7.2  最适温度及热稳定性：在 25–60 °C 温度

下，测定 SoPRO 酶活以确定其最适反应温度。为

研究 SoPRO 的热稳定性，将 SoPRO 于 40、50、

55 °C 保温，每隔一段时间取出部分酶液于冰浴

中冷却后，测定 SoPRO 残留酶活。 

1.7.3  底物特异性研究：用 1%偶氮酪蛋白、血

红蛋白、牛血清蛋白、大米蛋白、胶原蛋白和纤

维蛋白代替 1.4 中酪蛋白底物，测定 SoPRO 残留

酶活。 

1.7.4  金属离子对 SoPRO 酶活的影响：50 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲液，pH 8.0 的 SoPRO 酶液分别加入

1 mmol/L 不同的金属离子(CaCl2、CuSO4、MgCl2、

MnCl2、ZnSO4、CoCl2、NiCl2、BaCl2、KCl 和

FeCl3)，40 °C 保温 5 min 后，测定 SoPRO 酶活力。

以无金属离子的酶活为 100%。 

1.7.5  化学物质对 SoPRO 酶活的影响：50 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲液，pH 8.0 的 SoPRO 酶液中加入化

学物质(SDS、EDTA、DTT、甘油和乙醇)，40 °C

保温 5 min 后，测定 SoPRO 酶活力。以无表面活

性剂的酶活为 100%。 

1.8  SoPRO 制备大米寡肽的条件优化 

1.8.1  加酶量对寡肽得率的影响：将 50 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲液，pH 8.0 的 SoPRO 酶液，按照 2、

3、12、20、32 U/mg 的添加量加入到 40 mg/mL

大米蛋白溶液中，总反应体系 4 mL。在 40 °C、

180 r/min 水浴摇床中反应 4 h，反应结束立即取

出沸水灭活 5 min。于 8000 r/min 离心 10 min，

上清液放 4 °C 保存待测寡肽得率。 

1.8.2  大米蛋白底物浓度对寡肽得率的影响：按

最适加酶量将 SoPRO 酶液分别加入 10、20、40、

50、80 mg/mL 的大米蛋白底物中，反应总体系   

4 mL，其余操作同 1.8.1。 
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1.8.3  酶解时间对寡肽得率的影响：按 1.8.1 和

1.8.2 中最适条件，在 40 °C、180 r/min 水浴摇床

中反应 5 h，每 1 h 取 1 次样，其余操作同 1.8.1。 

1.8.4  酶反应温度对寡肽得率的影响：选择适合

的酶与底物比和底物浓度，分别在 30、40、50、

60、70 °C、180 r/min 水浴摇床中反应 4 h，其余

操作同 1.8.1。 

1.9  蛋白酶种类对大米寡肽得率的影响 

除了 SoPRO，选取中性蛋白酶、酸性蛋白酶、

碱性蛋白酶、胰蛋白酶、风味酶、胃蛋白酶等    

6 种商业蛋白酶在相同加酶量、底物浓度、酶解

时间的条件下，分别在各自最适 pH，最适温度

下 180 r/min 水浴摇床中反应，其余操作同 1.8.1。 

1.10  大米寡肽得率的测定 

上清液和标准品过 0.22 μmol/L 滤膜，滤液

进行高效液相(HPLC)分析。 

色谱条件：色谱柱：TSKgel 2000 SWXL   

300 mm×7.8 mm，流动相：乙腈/水/三氟乙酸，

40/60/0.1 (V/V)，检测：UV 220 nm，流速：      

0.5 mL/min，柱温：30 °C。 

分子量校正曲线所用标准品：(1) 细胞色素

C (MW12384)，(2) 杆菌酶(MW1422)，(3) 乙氨

酸-乙氨酸-酪氨酸-精氨酸(MW451)，(4) 乙氨酸-

乙氨酸-乙氨酸(MW189)，(5) 抑肽酶(MW6500)。 

2  结果和分析 

2.1  产大米蛋白水解酶菌株的筛选与鉴定 

从大米蛋白筛选平板上共挑取 50 株有明显

水解圈的单菌落并继续划线纯化。上述菌株经水

解圈直径测定发现，菌株 JWG-D15 的水解圈直

径最大。菌株 JWG-D15 的 16S rDNA 序列与沙

雷氏菌属同源性大于 99%，其中与 Serratia 

marcescens ATCC 274 [AP021873.1]的相似率达

99.79%。系统进化树中，菌株 JWG-D15 与

Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC13880 

[JMPQ01000005]处于同一支，具有高同源性  

(图 1)，故菌株 JWG-D15 鉴定为 Serratia sp. 

JWG-D15。 

 

 
 

图 1.  基于 16S rRNA 系列的系统进化树 

Figure 1.  Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences. Establishment of phylogenetic tree of different gene 
sequences of strain JWG-D15 and other strains. Numbers in parentheses represent accession number of the 
sequences in GenBank. Numbers on the branches are bootstrap values based on 1000 replicates. Only the 
bootstrap values greater than 50% are shown. 
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2.2  产大米蛋白水解酶 SoPRO 的摇瓶发酵优化 

将菌株 JWG-D15 种子液接种到不同氮源的

发酵培养基中培养 48 h，结果表明以大米蛋白作

为氮源时，上清液酶活最高，477.3 U/mL (表 1)。

SDS-PAGE 分析表明，SoPRO 分子量在 50 kDa

左右，其中大米蛋白为氮源的条带较其他氮源的

更为清晰，粗大(图 2)。将其条带切割后经肽指纹

图谱鉴定，与 Serratia marcescens 来源蛋白酶的

同源性最高，即 50 kDa 处清晰条带为 SoPRO。

以大米蛋白为氮源进行发酵时间的优化，每 12 h

取样测上清液酶活(图 3)，培养 48 h 后的 SoPRO

酶活最高。 

 

表 1.  不同氮源对酶活的影响 

Table 1.  Effects of different nitrogen sources on 
enzyme activity 

Nitrogen sources Enzyme activity/(U/mL) 

Rice protein  477.3±6.1 

Tryptone  237.5±3.3 

Yeast   139.1±4.4 

Beef powder  119.8±1.3 

Non-fat milk  104.3±6.5 

Soybean protein 73.3±3.2 

 

 
 

图 2.  不同氮源进行发酵后的上清液 SDS-PAGE 凝

胶电泳分析  

Figure 2.  SDS-PAGE gel electrophoresis analysis of 
supernatant by different nitrogen sources. M: standard 
molecular weight protein; lane 1: rice protein; lane 2: 
tryptone; lane 3: yeast powder; lane 4: beef powder; 
lane 5: skim milk powder; lane 6: soy protein. 

 
 

图 3.  发酵时间对 SoPRO 酶活的影响 

Figure 3.  Effect of fermentation time on SoPRO 
activity. Each test was repeated three times in parallel, 
and the results were expressed as “mean standard 
deviation”. 

 

2.3  SoPRO 酶学性质 

2.3.1  最适 pH 及稳定性：SoPRO 在 pH 7.0–9.0

的缓冲液中酶活较接近，在 pH 8 条件下 SoPRO

酶活最高 498.6 U/mL (图 4-A)，表明 SoPRO 在中

性、弱碱性环境下酶活较高；在 pH 7.0–9.0 下的

半衰期分别是 60、58、1 h (图 4-B)，表明在 pH 7.0

和 8.0 条件下，其半衰期接近。 

2.3.2  最适温度及热稳定性：在 40–55 °C，

SoPRO 的相对酶活均能达到最大酶活的 92%以

上，说明 SoPRO 能在中温环境下很好生存。温度

超过 55 °C 时，SoPRO 酶活急剧下降(图 5)。40 °C

下保温 48 h，其 SoPRO 酶活保持在 50%以上，

具有较好的热稳定性(图 6)。50 °C 和 55 °C 条件

下，SoPRO 热稳定性较差，仅保温 20 min 后，

SoPRO 酶活为 0 U/mL。综合考虑选择 40 °C 作为

SoPRO 最适温度。 

2.3.3  底物特异性研究：以不同类型蛋白为底物

验证了 SoPRO的底物特异性，如表 2所示，SoPRO 



唐诚业等 | 微生物学报, 2021, 61(5) 1205 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 4.  SoPRO 最适 pH 和 pH 稳定性 

Figure 4.  Optimal pH of SoPRO and pH stability of SoPRO. A: Optimal pH of SoPRO; B: pH stability of SoPRO. 
Each test was repeated three times in parallel, and the results were expressed as “mean standard deviation”. 
 

 
 

图 5.  SoPRO 最适温度 

Figure 5.  Optimum temperature of SoPRO. Each 
test was repeated three times in parallel, and the 
results were expressed as “mean standard deviation”. 

对多种底物均具有活性，其底物谱较广泛。

SoPRO 对酪蛋白的酶活最高，其次纤维蛋白、

血红蛋白、偶氮酪蛋白。但 SoPRO 对大米底物

的酶活较低。 

2.3.4  金属离子对 SoPRO 酶活的影响：将多种

金属离子分别加到 SoPRO 酶液中保温 5 min，考

察其 SoPRO 酶活(表 3)。其中 Co2+和 Ca2+能够提

高 SoPRO 酶活，说明 Co2+和 Ca2+能够稳定 SoPRO

的结构有助于提升酶活；Ba2+、K+、Fe3+、Mg2+、

Zn2+和 Mn2+对 SoPRO 活力无明显作用；Cu2+和

Ni2+对 SoPRO 活力有显著抑制作用。 

 

 
 

图 6.  SoPRO 温度稳定性 

Figure 6.  Temperature stability of SoPRO. A: Temperature stability at 40 °C; B: Temperature stability at 50 °C and 
55 °C. Each test was repeated three times in parallel, and the results were expressed as “mean standard deviation”. 
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表 2.  不同蛋白酶底物下 SoPRO 的酶活 

Table 2.  SoPRO activity under different protease 
substrates 

Substrates (1%) Relative enzyme activity (±SD%) 

Casein 100±0 

Collagen 0.5±0.1 

Fibrin 9.5±1.2 

BSA 0.3±0.1 

Hemoglobin 6.9±1.0 

Rice protein 0.4±0.1 

Azo casein 24.8±1.4 

 
表 3.  金属离子对 SoPRO 的影响 

Table 3.  Effect of metal ions on SoPRO 

Metal ions Relative enzyme activity (±SD%) 

Control 100±0 

Ba2+ (BaCl2)  106.8±12.3 

K+ (KCl) 100.2±12.2 

Fe3+ (FeCl3) 90.9±4.1 

Mg2+ (MgCl2) 102.1±12.4 

Ca2+ (CaCl2) 114.0±2.1 

Zn2+ (ZnCl2) 98.5±5.1 

Cu2+ (CuCl2) 23.6±1.1 

Ni2+ (NiCl2) 0.0±0 

Co2+ (CoCl2 ) 149.1±21.1 

Mn2+ (MnCl2
 ) 93.0±12.1 

 

2.3.5  化学物质对 SoPRO 酶活的影响：如表 4

所示，1 mmol/L 浓度下 DTT，EDTA 对 SoPRO

有激活作用提高了酶活。甘油对 SoPRO 酶活无显

著作用，故甘油可以作为 SoPRO 保存剂。阴离子

表面活性剂 SDS 对 SoPRO 有较强的抑制作用；

另外 5%乙醇几乎完全抑制 SoPRO 活性。 

2.4  SoPRO 制备大米寡肽的条件优化 

2.4.1  加酶量对寡肽得率的影响：SoPRO 按照 2、

3、12、20、32 U/mg 添加到 40 mg/mL 大米蛋白

溶液中，40 °C 水解 4 h 后。寡肽得率如图 7 所示。

加酶量 20 U/mg 大米蛋白时，寡肽达到最高占比

70.38%，并随加酶量增大出现减小趋势。 

表 4.  化学物质对 SoPRO 的影响 

Table 4.  Effect of chemicals on SoPRO 
Chemical materials  
(1 mmol/L) 

Relative enzyme activity (±SD%)

Control 100±0.1 

SDS 3.2±0.2 

EDTA 211.3±21.2 

DTT 340.3±34.1 

Glycerin 109.7±12.3 

Ethanol 0.0±0 

 

 
 

图 7.  加酶量对寡肽得率的影响 

Figure 7.  Effect of enzyme addition on yield of 
oligopeptides. Each test was repeated three times in 
parallel, and the results were expressed as “mean 
standard deviation”. 
 

2.4.2  底物浓度对寡肽得率的影响：为了研究底

物浓度对 SoPRO 水解大米蛋白得到寡肽得率的

影响，在 10–80 mg/mL 的底物中加入 SoPRO   

(20 U/mg 大米蛋白)，40 °C 水解 4 h。寡肽得率

如图 8 示。底物浓度 40 mg/mL 时，寡肽得率达

到最高 71.93%。 

2.4.3  反应时间对寡肽得率的影响：为研究反应

时间对 SoPRO 水解底物后的寡肽得率的影响，在

40 mg/mL底物中加入 SoPRO (20 U/mg大面蛋白) 

在 40 °C 分别水解 1、2、3、4、5 h。寡肽得率如

图 9 所示，水解 4 h 时寡肽得率达到最高 72.08%，

之后开始降低。 
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图 8.  底物浓度对寡肽得率的影响 

Figure 8.  Effect of substrate concentration on yield 
of oligopeptides. Each test was repeated three times in 
parallel, and the results were expressed as “mean 
standard deviation”. 

 

 
 

图 9.  反应时间对寡肽得率的影响 

Figure 9.  Effect of reaction time on yield of 
oligopeptides. Each test was repeated three times in 
parallel, and the results were expressed as “mean 
standard deviation”. 
 

2.4.4  反应温度对寡肽得率的影响：为研究反应

温度对 SoPRO 水解底物后的寡肽得率的影响，

分别在 30–70 °C，40 mg/mL 底物中加入 SoPRO  

(20 U/mg 大米蛋白) 反应 4 h。寡肽得率如图 10 所

示，反应温度为 40 °C 时，寡肽得率最高为 72.38%，

随着温度升高酶渐渐失活，寡肽得率也随之降低。 

2.4.5  SoPRO 与商业蛋白酶的比较：为了考察

商业蛋白酶与 SoPRO 对制备寡肽的情况，在    

20 U/mg 加酶量、40 mg/mL 底物、反应 4 h 条件

下各自最适温、最适 pH 水解大米蛋白，寡肽得率

如图 11 所示，SoPRO 制备的寡肽得率为 72.38%， 

 

 
 

图 10.  反应温度对寡肽得率的影响 

Figure 10.  Effect of reaction temperature on yield of 
oligopeptides. Each test was repeated three times in 
parallel, and the results were expressed as “mean 
standard deviation”. 
 

 
 

图 11.  SoPRO 与商业蛋白酶制备大米寡肽 

Figure 11.  Preparation of oligopeptide by SoPRO 
and commercial proteases. A: Flavor enzyme; B: 
Neutral protease; C: Trypsin; D: Pepsin; E: Alkaline 
protease; F: Acid protease; G: SoPRO. Each test was 
repeated three times in parallel, and the results were 
expressed as “mean standard deviation”. 
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高于中性蛋白酶(64.13%)、酸性蛋白酶(63.55%)、

碱性蛋白酶(63.05%)、胰蛋白酶(50.2%)、风味酶

(47.13%)和胃蛋白酶(2.41%)。经分子量分布检测

发现，SoPRO 和商业蛋白酶制得的寡肽分子量分

布并无显著差异，即 180–500 Da 的寡肽得率均高

于 500–1000 Da 部分。 

3  讨论 

沙雷氏菌属广泛存在于土壤、水体和植物体

内，李志琳获得的 1 株具有柴油降解活性的

Serratia sp. J-3，对柴油降解率可达到 62.0%[13]。

Manas 等发酵 Serratia nematodiphila 获得大量色

素，将其用于染料敏化太阳能电池[14]。随后陆续

发现 Serratia sp.具有丰富的酶系，如几丁质酶、

胶原蛋白酶等。目前，也有报道将野生型菌株

Serratia marcescens 作为生产菌株，大规模工业

化生产医药行业广泛应用的灵菌红素[15]。正常情

况下，沙雷氏菌不具有致病性，其与大肠杆菌类

似。本研究首次报道了 Serratia sp.具有高效降解

大米蛋白的活性。大米蛋白作为氮源培养 Serratia 

sp. JWG-D15，其 SoPRO 产量及酶活明显高于胰

蛋白胨、酵母粉、牛肉粉、脱脂奶粉和大豆蛋白

培养基。可见，大米蛋白能够促进 Serratia sp. 

JWG-D15 高效分泌 SoPRO，是最适氮源。 

Serratia sp. JWG-D15 来源的 SoPRO 与其他

文献报道的 Serratia sp.蛋白酶有相近的最适温

度，最适 pH，在 40 °C 保温 40 h，残留酶活均在

50%以上，且 pH 通过改变酶的空间结构，影响

酶分子活性中心基团的解离来调节酶活性。Co2+

和 Ca2+能提高 SoPRO 的酶活，与 Nadeem 等[16]

的研究结果一致(Ca2+能够增加碱性蛋白酶的稳

定性)。Cu2+和 Ni2+抑制 SoPRO 活性，可能的原

因是 Cu2+和 Ni2+属于重金属能够使蛋白变性，从

而导致酶变性失活。EDTA 和 DTT 能够提升

SoPRO 活性，其核心在于两者都属于还原剂，通

过防止 SoPRO 的活性中心-SH 键之间的交联，促

使其活性中心处于激活状态。 

目前市面常见的大米寡肽制品多用胰蛋白

酶，碱性蛋白酶等商业蛋白酶制剂，但寡肽得率

普遍偏低。如徐敏等利用胰蛋白酶水解米渣制备

的寡肽，其得率为 60.7%[17]；吕志佳通过双酶分

步法制得的寡肽得率为 48.8%[18]；玄国东利用胰蛋

白酶水解米渣蛋白得到的寡肽得率为 50.9%[19]。本

文筛选获得 1 株高效水解大米蛋白，且高产

SoPRO 的菌株 Serratia sp. JWG-D15，优化 SoPRO

制备寡肽的条件，其得率 72.38%远高于目前报

道的商业酶制备大米寡肽得率。综合 Serratia sp. 

JWG-D15 来源的 SoPRO 在制备大米寡肽上拥

有的众多优势，能够更好地应用到其他蛋白肽

工业生产中，为今后蛋白肽工业化生产提供了

理论依据。 
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Screening of rice proteolytic protease-producing strain for 
preparing rice oligopeptides 
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Province, China 

Abstract: [Objective] To isolate, screen and identify strains with rice protein degradation activity and their key 

proteases, so as to provide ideal enzymes for the preparation of rice oligopeptides. [Methods] Strains with the 

ability to degrade rice protein were screened from the soil near grain warehouse by “hydrolysis circle”, and 

identified by 16S rRNA analysis. Single factor experiment was done to obtain optimal nitrogen source. Enzymes 

were then characterized. The yield of rice oligopeptides was detected by HPLC, and the preparation conditions 

were further optimized. [Results] The best strain was identified as Serratia sp. JWG-D15. The highest protease 

SoPRO production was achieved by using rice protein as nitrogen source with optimal temperature at 40 °C and 

optimal pH of 8.0. The highest yield of rice oligopeptides was 72.38%, with 20 U/mg protease SoPRO, and      

40 mg/mL rice protein at 40 °C for 4 hours. [Conclusion] Strain JWG-D15 had highest protease SoPRO production 

by using rice protein as nitrogen source, and the yield of rice oligopeptides was the highest. This study enriched 

enzyme sources for the preparation of rice oligopeptide. 

Keywords: rice protein, oligopeptide, protease, Serratia sp. 
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