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提要 从海产品虾和蟹中分离出蛋白酶产生菌共 vz株 o其中 ≠ �ssz菌株蛋白酶生产活力

较高 o为 t|wqy �r°�∀以 ≠ �ssz为出发菌株 o通过物理和化学方法复合诱变 o获得了 ≠ �sz|号

菌株 ∀对其产酶条件的研究结果表明 }它的最适产酶温度为 vx ε o最适生长 ³�为 zqso经过

t|sµr°¬±摇床培养 vy ∗ ws «o其产酶活力为 uws �r°�o比出发菌株的产酶活力提高了 uuh ∀该

菌株经发酵的粗酶液最适作用 ³�为 zqso最适作用温度是 wx ε o是一种中温型中性蛋白酶 ∀
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海产品中鱼 !虾 !贝 !藻等所含的蛋白质 !矿物质

及维生素是陆生生物所不能比拟的 ≈t 
o研究表明 o海

洋生物中含有大量对人体有益的生物活性物质 ∀甲壳

素是海洋生物中含量丰富且具有重要生物活性的一

种天然多糖 o甲壳素及其衍生物在许多领域已有极其

广泛的用途 o尤其是在医疗和药物制剂方面 ∀另外 o甲

壳素作为功能性健康食品 o具有明显的抗癌 !降血脂

和降血压的作用 ∀

目前 o甲壳素的生产主要从虾和蟹壳中提取 o其

传统生产工艺主要包括酸碱处理脱钙 ! 蛋白质和脂

肪 o漂洗干燥等 ∀由于虾蟹壳中残留较高含量的蛋白

质 kush以上l o因此 o在生产中要消耗大量的酸和

碱 ∀这样以来 o不仅虾蟹壳中残留的蛋白质没有得到

利用而浪费 o更重要的是大量酸碱及含蛋白质的生产

废液的排放严重污染周边环境及海域 o影响其他养殖

业和沿海旅游业的发展 ∀这些问题在甲壳素生产中普

遍存在 o严重制约着甲壳素产业的可持续健康发展 ∀

本研究选择具有高效蛋白酶活性的微生物为工

程菌对甲壳素生产工艺进行改进和优化 o用高效工程

菌对甲壳素进行生物处理 o以缩短生产周期 o减轻生

产废液对环境的污染 o并开发出较高附加值且具有虾

蟹风味的功能食品 o进一步为甲壳素的二代 !三代产

品的研究开发奠定良好的基础 ∀本文主要报道了蛋白

酶生产菌的选育和产酶条件的优化 ∀

t 材料和方法

tqt 样品来源

虾和蟹的下脚料购于烟台市莱山区烟台大学农

贸市场 ∀

tqu 培养基

斜面培养基k h l }蛋白胨 tqso牛肉膏 tqso�¤≤̄

sqxo琼脂 uqso³�zqs~富集培养基k h l }蛋白胨 tqso

酵母膏 sqxo牛肉膏 tqso�¤≤̄ sqxo³�zqs~种子培养基

k h l }葡萄糖 tqso蛋白胨 sqxo酵母膏 sqxo�� u°� w

sqto�ª≥� w # z� u� sqsuo�¤u≤� v tqso³�zqs~初筛培

养基k h l }干酪素 tqs o�2酪氨酸 sqssxo�¤u�°� w #

tu� u� squ{o�ª≥� w # z� u� sqsxo�¤≤̄ sqstyoƒ̈ ≥� w

sqsssu o琼脂 uqso³� zqs~发酵培养基k h l }可溶性

淀粉 wqso酵母膏 sqxo牛肉膏 tqso蛋白胨 tqxo�¤≤̄

sqxo�u�°� w # v� u� sqxvo�¤� u°� w # u� u� sqsv o

�¤u≤� v sqsxyo³�zqs∀
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³�yqx ∗ zqx范围内均有较高的产酶活力 ∀当发酵液

的初始 ³�超过 {qx时 o菌体的生物量和产酶活力都

明显降低 ∀

uqwqu 培养温度对产酶活力的影响 选用

³�zqs的发酵培养基 o分别在 ux !vs !vx !ws !wx ε 和

t|sµr°¬±的条件下培养 w{ «o测得发酵液的酶活见表

u∀由表 u可以看出 o≠ �sz|菌株产酶的最适培养温度

为 vx ε o在 vs ε 发酵培养时 o产酶活力也较高 o超过

ws ε 时 o产酶活力明显下降 ∀

uqwqv 培养时间对产酶活力的影响 将活化的

种子培养基接入 ³�zqs的发酵培养基中 ovx ε 和 t|s

µr°¬±的摇床条件下培养 ys «o在不同发酵时间k每隔

tqv 培养条件

tqvqt 菌种分离 取一定量的样品在富集培

养基中振荡培养 vy «o将富集培养液用生理盐水稀

释 o涂布于酪素琼脂培养基平板上 ovz ε 培养 w{ «o

观察并记录水解圈和菌落直径的大小 ∀将目的菌的菌

落挑起 o接斜面培养基 ovz ε 培养 uw «后 o置 w ε 冰

箱保存 ∀

tqvqu 发酵培养 取斜面菌种 u2w环接入种子

培养基 ovz ε 振荡培养 uw «o以 ush的接种量转接于

发酵培养基 ovz ε 摇床培养 w{ «o测发酵液的酶活 ∀

tqw 蛋白酶活力测定

采用 ƒ²̄¬±酚法 ≈u ∀以 t °�酶液在 vz ε ³�zqs

的条件下 o水解酪蛋白每 °¬±产生 t Λª酪氨酸所需

的酶量定义为一个酶活力单位k�l ∀

tqx 诱变育种

采用紫外线和硫酸二乙酯k⁄∞≥l复合诱变法≈v ∀

tqy 初筛

将待测菌株用灭菌的牙签点接到酪素琼脂平板

上 ovz ε 培养 uw «o测量其水解圈和菌落直径 ∀

u 结果与讨论

uqt 蛋白酶菌株的分离与筛选

在酪素琼脂培养基平板上共有 vz株菌产生透

明的水解圈 o表明这些微生物都是分泌胞外蛋白酶的

生产菌 ∀经测定 o水解圈的直径在 sqyx ∗ tqz ¦°之

间 o菌落大小在 t ∗ tqux °°之间 ∀通过计算酪蛋白水

解圈直径与菌落直径的比值 o挑选比值较大的菌落

us株进行分离纯化 o保藏于斜面培养基上 ∀纯化后的

us株菌经初筛 o获得了 v株产酶活力较高的菌株 o分

别编号为 ≠ �ssz !≠ �stw和 ≠ �st{∀在油镜下这 v株

细菌细胞均呈杆状 o单个排列 o菌落为乳白色 o表面粗

糙 o有皱褶 ∀革兰氏染色结果为阳性细菌 ∀

uqu 复筛

将初步筛选获得的 v株产酶活力较高的细菌经

活化后接入摇瓶发酵培养基中 ovz ε t|sµr °¬±培养

w{ «o其发酵液经 ts sssµr°¬±离心 tx °¬±o测上清液

的蛋白酶活力 ∀结果如图 t所示 o≠ �ssz的产酶活力

最高 o为 t|wqy �r °�o ≠ �stw的产酶活力最低 o为

|tqs �r°�o≠ �st{居中 o是 tvzqv �r°�∀根据上述复

筛结果 o选择 ≠ �ssz为出发菌株进行诱变育种 ∀

uqv 诱变育种

采用 �∂ 和 ⁄∞≥复合诱变 ≠ �ssz号菌株 o得到

了 xz株突变体 ∀经过初筛 !复筛 o选出了一株产酶活

力较高的菌株 o编号为 ≠ �sz| o产酶活力为 uvyq|

�r°�o比原始出发菌株的产酶活力提高了 uuh ∀

uqw 菌株摇瓶发酵培养条件的研究

uqwqt 发酵液初始 ³�对产酶活力的影响 分

别配制不同 ³�的培养基 o在 vz ε 和 t|sµr °¬±的条

件下培养 w{ «o测定发酵液的酶活 o结果见表 t∀从表

t可看到 o ≠ �sz|号菌株的最适产酶 ³�为 zqso 在

图 t v株菌的蛋白酶活力

ƒ¬ªqt ×«̈ ³µ²·̈¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ¬̈¦µ̈·̈§¥¼·«̈ v

¥¤¦·̈µ¬¤¶·µ¤¬±¶

表 1  πΗ对 ΨΜ079 号菌株产酶活力的影响

Ταβ .1  Εφφεχτ οφ τηε πΗ ον τηε προτεασε αχτιϖιτψεξχρετεδ βψτηε ΨΜ079 στραιν

³� x qx y qs y qx z qs z qx { qs { qx

酶活力k�r°�l tts qu tsx q{ utz qw uv| qz usy qz tv| qx zt qu

研究报告 � ∞°� � × ≥

海洋科学russv年r第 uz卷r第 |期



wv

图 u 培养时间对 ≠ �sz|号菌株产酶活力的影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·²©·«̈ ¦∏̄·∏µ̈ ·¬°̈ ²±·«̈ ³µ²·̈¤¶̈

¤¦·¬√¬·¼ ²© ≠ �sz|¶·µ¤¬±

uqx 粗酶液的性质

uqxqt 最适作用 ³�值 用不同 ³�的 ×µ¬¶2硼

酸缓冲液配制酪蛋白溶液 o在 vz ε 水浴中进行酶反

应 ∀结果表明 o该菌株产生的蛋白酶的最适作用 ³�为

zqso在 ³� yqx ∗ zqx范围内均有较高的酶活力 ∀

uqxqu 最适作用温度 选用 ³� zqs的酪蛋白

溶液 o分别在 vs !vx !ws !wx !xs !xx ε 条件下进行酶反

应 o结果表明 o ≠ �sz|菌株产生的蛋白酶的最适作用

温度为 wx ε o属于中温型蛋白酶 ∀虾蟹壳是海产品加

工后的下脚料 o含有较高的蛋白质 ∀开发利用这些低

值的海洋资源 o提高其附加值 o是海洋生物技术领域

的重要研究内容 ∀利用微生物发酵工程和酶工程 o对

虾蟹壳综合开发和利用 o降低环境污染 o使其中的蛋

白质变废为宝 o生产出易于消化吸收的氨基酸 !肽类

和其它生物活性物质 o是水产品综合开发利用的一条

可行的思路 ∀
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y «l测定发酵液的酶活 o结果如图 u∀从图 u可以看出 o

培养时间在 vy ∗ wu «之间酶活最高 ∀

表 2  培养温度对 ΨΜ079 号菌株产酶活力的影响

Ταβ .2  Εφφεχτ οφτηετεµ περατυρε ον τηε προτεασεαχτιϖιτψεξ2

χρετεδ βψτηε ΨΜ079 στραιν

温度k ε l ux vs vx ws wx

酶活力k�r°�l tyv qw uts qv uvu qx tsv qx vy qu
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