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两株放线菌的鉴定及产酶条件和酶学性质初探

郭　艳１，２，杨文清１，２，刀　娅１，２，胡　斌１，２，曹艳茹１，２

（１．昆明学院 生命科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４；
２．云南省高校特色生物资源开发与利用重点实验室，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：对分离到的两株放线菌ＫＣ１９８和ＫＣ２６６进行鉴定、产酶条件和粗酶性质研究．经１６ＳｒＤＮＡ系统
进化分析发现，ＫＣ１９８为 Ａｃｔｉｎｏｒｅｃｔｉｓｐｏｒａｓｐ．，ＫＣ２６６为 Ｋｉｂｄｅｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｓｐ．．同时考察了发酵培养基
和产酶时间对两株菌产蛋白酶的影响，并对两株菌的粗酶性质进行研究．试验表明，ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６
在酵母膏 －蛋白胨培养基中发酵产酶较好，且分别在发酵第７ｄ和第８ｄ酶活较高；两株菌的蛋白酶酶
活在２８℃时达最高；ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６分别在 ｐＨ值为 ８．９和 １０．０时酶活最佳．研究结果可为工业酶
制剂的生产提供菌种来源．
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　　２１世纪是基因的世界，也是酶的世界．酶通过降
低反应的活化能从而加快反应速率，与其他非生物催

化剂不同的是，酶具有高度的专一性，只催化特定的

反应或产生特定的构型．随着科技的发展，酶这一高

效生物催化剂在工业和人们的日常生活中发挥着越

来越重要的作用．我国酶制剂工业的递增速度约为每
年１０％［１］，酶制剂现已被广泛应用到食品、医药、环

境、畜牧业、工业、能源等众多领域［２］．在众多的工业



用酶中，蛋白酶（Ｐｒｏｔｅａｓｅ）属于水解酶类，是催化蛋白
质肽键水解的一类酶的总称．它将蛋白质分解为游离
氨基酸或多肽，是一种重要的工业酶制剂，在生产生

活中占有举足轻重的地位，约占酶制剂市场的

６０％［３］，对我国经济的发展起着重要的作用．
目前，我国已应用于生产的蛋白酶品种有 ２１

种［４］，在工业、环保、医药、农业和食品等行业广泛使

用．蛋白酶种类繁多，按其发挥催化反应的最适 ｐＨ
值，分为酸性、中性和碱性蛋白酶；根据其获取的来

源，蛋白酶可以分为动物蛋白酶、植物蛋白酶以及微

生物蛋白酶［５］．从１９４５年 Ｊａｇ等人发现了微生物碱
性蛋白酶后，微生物蛋白酶在接下来的几十年中得到

了较为全面、快速地发展．据有关统计［６］，微生物蛋白

酶在全球蛋白酶的销售额中大约占了４０％的份额．
微生物蛋白酶可以分为细菌蛋白酶、真菌蛋白酶和病

毒蛋白酶．当前工业上投入使用的大部分蛋白酶主要
为中性和碱性蛋白酶，都来源于细菌．实验研究［７］表

明，目前已发现的产生胞外蛋白酶的细菌主要有枯草

杆菌、大肠杆菌、芽孢杆菌、弧菌等，其中用于蛋白酶

工业生产最主要的菌株是芽孢杆菌．随着２０世纪９０
年代后期基因工程的出现，发酵工程的发展及发酵设

备的更新，微生物已逐渐成为工业酶制剂获取的主要

渠道．由于微生物具有繁殖速度快、易于大批量生产、
种类繁多、酶品种较齐全等特点，加之其胞外酶易纯

化、大大降低了生产成本［８］等优点，因此其具有其他

蛋白酶来源无法比拟的优势．
但相对国外而言，我国的蛋白酶工业研究还有

很多需要改进的方面，如微生物资源开发力度不够、

酶的种类和品种少且单一、酶作用范围较窄、酶活力

低、价格高、酶市场供不应求、大多为粗品有待进一

步分离纯化等［９］．因此，在生产技术不断提高的基
础上，寻找和开发新型微生物蛋白酶资源，筛选和研

究新的优质产酶菌株，仍然具有重要的科研和应用

价值．在前期试验中，本研究小组从稀土矿样品中分
离获得２株产蛋白酶能力较强的放线菌，本文对这
两株菌进行鉴定，优化其发酵条件，并对其酶学性质

进行研究，可为微生物酶资源开发利用提供理论依

据，同时也为工业酶资源提供新的微生物菌种研究

资源．

１　材料与方法

１．１　菌种来源
放线菌菌株 ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６分离自稀土矿

样品．
１．２　试验方法
１．２．１　菌株鉴定

将ＫＣ１９８和ＫＣ２６６培养后获取菌体，按曹艳茹
等人［１０］的方法进行菌株１６ＳｒＲＮＡ基因的系统进化
分析及鉴定．
１．２．２　蛋白酶活初筛

鉴定蛋白酶时，在固体培养基中加入脱脂牛奶，

造成浑浊、不透明的培养基背景．将待测菌株接种
后，如有蛋白酶产生，将蛋白质分解利用，形成透明

圈．如不产生蛋白酶，则不会形成透明圈．
１．２．３　产酶条件优化

本试验主要从发酵时间和培养基类型两方面进

行产酶条件优化．培养基采用了酵母膏 －蛋白胨培
养基和脱脂奶粉培养基，通过从接种第３ｄ开始每
天取发酵液，在上述两种培养基上打孔加入发酵液，

置于在２８℃恒温培养箱中，分别记录３，４，５，６ｈ的
水解圈大小，根据产生的水解圈大小，确定较优发酵

培养基和最佳发酵时间．
１．２．４　酶活性质初探

在确定最佳产酶条件后，将ＫＣ１９８和ＫＣ２６６接
种至产酶较好的培养基即酵母膏－蛋白胨液体培养
基中，分别在ＫＣ１９８和ＫＣ２６６的最适发酵时间收集
发酵液，冻干制成粗酶粉，采用福林酚法测定酶

活力．
１）最适 ｐＨ值的测定．配制 ｐＨ为 ７．１，７．５，

８．０，８．５，８．９，９．５，１０．０，１０．３，１０．６的 ０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液，以不同 ｐＨ缓冲液配制２％酪蛋
白底物，在温度为２８℃的恒温水浴锅中测定酶液在
上述不同ｐＨ条件下的活力以确定菌株酶液的最适
反应ｐＨ．
２）反应最适温度的测定．分别以 ＫＣ１９８和

ＫＣ２６６的最适ｐＨ缓冲液配制２％酪蛋白底物，设置
恒温水浴锅水温为２０，３０，４０，５０℃，分离菌株采用
的温度为２８℃，通过分别测定酶液在不同温度下的
活力来确定该酶液的最适反应温度．

２　结果与分析

２．１　菌株鉴定结果
经１６ＳｒＲＮＡ基因的系统进化分析，菌株ＫＣ１９８

和ＫＣ２６６分别是 Ａｃｔｉｎｏｒｅｃｔｉｓｐｏｒａ属和 Ｋｉｂｄｅｌｏｓｐｏｒａｎ
ｇｉｕｍ属的两株菌，其系统发育分析如下图１和图２．

８０１ 　　　　　　　　　　　　　　昆明学院学报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１７年１２月



２．２　蛋白酶活初筛结果
经初筛，ＫＣ１９８和ＫＣ２６６在培养基上的透明圈直

径分别达到３．０ｃｍ和１．８ｃｍ（图３），且长势较好．因
此，继续对ＫＣ１９８和ＫＣ２６６的产蛋白酶条件进行优化．

２．３　产酶条件优化结果
１）对不同发酵时间和不同发酵培养基的菌液

进行蛋白酶粗酶活初步鉴定，ＫＣ１９８的产酶条件探
究结果如图４所示．

根据透明圈直径大小与酶活力高低呈正相关，

比较图４在两种培养基中的酶液所形成的透明圈大
小可知，ＫＣ１９８在酵母膏 －蛋白胨培养基中生长所
产酶活性较高；针对发酵时间，ＫＣ１９８在培养４～６ｄ
的发酵液产生的透明圈较小，蛋白酶活性较弱，在

７ｄ透明圈最大，酶活达到最高，在培养８～９ｄ后，
仍然有较高蛋白酶活性，但已逐渐减弱，据此确定最

佳的培养时间为７ｄ．

９０１第６期　　　　　　　　郭　艳，杨文清，刀　娅，等：两株放线菌的鉴定及产酶条件和酶学性质初探



２）对不同发酵时间和不同发酵培养基的菌液
进行蛋白酶粗酶活初步鉴定，ＫＣ２６６的产酶条件探
究结果如图５所示．

菌株 ＫＣ２６６在酵母膏 －蛋白胨培养基中生长
所产酶活性较高；对于发酵时间，ＫＣ２６６在培养４～
７ｄ的发酵液产生的透明圈较小，蛋白酶活性较弱，
在８ｄ透明圈最大，酶活达到最高，在培养９ｄ后，蛋
白酶活性减弱，据此确定最佳的发酵时间为８ｄ．

在确定了最佳发酵时间和产酶较高的发酵培养

基的基础上，获取发酵液，制备成粗酶粉，供酶活性

质测定使用．
２．４　酶活性质测定结果
２．４．１　酶活最适ｐＨ测定结果

在其他因素不变的条件下，将蛋白酶粗酶与不

同ＰＨ下的底物反应１０ｍｉｎ，检测酶活性．根据 ＯＤ
值作出ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６的酶活最适 ｐＨ曲线，如图
６和图７．

由上图 ６可以看出，菌株 ＫＣ１９８在 ｐＨ７．１～
８．５时，随 ｐＨ的增大，蛋白酶的活力不断提高；当
ｐＨ达８．９时酶活也达最高；之后随着 ｐＨ增大，蛋
白酶的活力显著降低．说明 ＫＣ１９８酶活最适反应
ｐＨ值为８．９，该菌株蛋白酶粗酶属于碱性蛋白酶．

由图７可以看出，菌株 ＫＣ２６６在 ｐＨ７．１～１０．０

时，随ｐＨ的增大，蛋白酶的活力不断提高；当ｐＨ达
１０．０时酶活也达最高；之后随着ｐＨ增大，蛋白酶的
活力显著降低．说明 ＫＣ２６６酶活最适反应 ｐＨ值为
１０．０，该菌株的蛋白酶粗酶属于碱性蛋白酶．

２．４．２　蛋白酶活最适温度测定结果
在其他各参数不变的情况下，分别在不同的温

度下让蛋白酶粗酶和底物反应１０ｍｉｎ，检测蛋白酶
活性大小，根据ＯＤ值作出ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６的酶活
最适温度曲线如图８．

由图８可知，ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６的蛋白酶最适催
化反应温度均为２８℃，此时ＯＤ值最大，即酶的催化
反应活性最高；两株菌在３０℃及以上时酶的活性受
高温的抑制而下降．

３　结论与讨论

本试验主要对两株产蛋白酶的菌株进行了基于

１６ＳｒＲＮＡ基因的系统发育分析鉴定，确立了两株菌
分属于Ａｃｔｉｎｏｒｅｃｔｉｓｐｏｒａ和 Ｋｉｂｄｅｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ属．蛋白
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酶初筛结果表明，菌株ＫＣ１９８和ＫＣ２６６都有较好的
蛋白酶活性．在此基础上，对 ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６进行
产酶条件的优化，主要对发酵培养基和发酵时间进

行探究，结果表明，ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６两株菌分别在
发酵第７ｄ和第８ｄ酶活较高，且适合在酵母膏－蛋
白胨培养基中发酵产酶．在最适产酶条件下获得粗
酶液，并对其进行酶学性质探究，探究方法是采用紫

外分光光度法在６８０ｎｍ波长处测定不同质量浓度
的酪氨酸溶液的 ＯＤ值并绘制标准曲线，然后利用
福林酚法测定该酶活性，最后以酪蛋白为底物对所

产蛋白酶粗酶进行了酶学性质探究，主要探究酶活

最适ｐＨ值及最适温度．结果显示，ＫＣ１９８的酶活最
适ｐＨ为 ８．９，为碱性蛋白酶，而该酶最适温度为
２８℃．ＫＣ２６６的酶活最适ｐＨ为１０．０，仍为碱性蛋白
酶，且该酶最适温度也为２８℃．

目前我国酶资源短缺，本研究可为工业生产蛋

白酶酶制剂提供宝贵的菌种资源，同时对微生物资

源的开发利用具有科研和现实意义．此外，对两株菌
最佳产酶条件和蛋白酶粗酶酶学性质的初探，可为

分离纯化得到 ＫＣ１９８和 ＫＣ２６６两株菌的蛋白酶纯
酶提供参考数据，也可为其在实际生产中的研发与

应用提供理论依据．
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