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纳豆芽孢杆菌配伍发酵产中性

蛋白酶的性质研究

孙晓鸣，王 萍
* ，陈 静

(江西农业大学 动物科学技术学院，江西 南昌 330045)

摘要:为研究纳豆芽孢杆菌 SH和 B1 配伍发酵产物中中性蛋白酶的性质，通过 Folin －酚法测定中性蛋白酶的
最适作用温度、最适作用 pH 值、pH 稳定性、热稳定性和金属离子、表面活性剂、抑制剂、模拟胃肠道环境对酶
活力的影响，绘制相对酶活力变化图。结果表明:该酶的最适作用温度为 70 ℃，最适作用 pH 为 11. 0，其次是
pH为 7. 0，40 ℃时热稳定性较好，在 pH 6 ～ 7 时比较稳定，属中性蛋白酶。金属离子、抑制剂和模拟胃环境对
酶有抑制作用，而 10 g /L Tween － 80 和模拟肠道环境对酶有激活作用。
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A Study on Neutral Ptotease Characterization
of Ferments by Bacillus natto Compatibility

SUN Xiao-ming，WANG Ping* ，CHEN Jing

(College of Animal Science and Technology，JAU，Nanchang 330045，China)

Abstract:The purpose is to study the enzyme characterizations of neutral protease fermented by synergism
strains of Bacillus natto SH and B1. The optimal reaction temperature，optimal reaction pH，pH stability，ther-
mal stability，metal ions，surface － active agent，inhibiter，simulated intestinal environment on enzyme stability
were determined by Folin － phenol method，diversify graphs of residual activity were drawed. The results
showed that the optimal reaction temperature of protease was 70 ℃，the optimal pH was 11. 0，the next was 7. 0.
The thermal stability of protease was high at 40 ℃，and stable from pH 6 to 7，belonging to neutral protease.
The protease activity was inhibited by metal ions，inhibiter and simulate stomach environment，but stimulated
by 10 g /L Tween － 80 and simulate intestinal tract environment.
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纳豆芽孢杆菌是在 20 世纪中期从日本传统食品中分离出来，属细菌科，芽孢杆菌属，其原始菌株与
枯草芽孢杆菌相同，是枯草芽孢杆菌的一个亚种

［1］;1999 年被农业部列入 12 种可直接饲喂动物的饲料
及微生物添加剂。研究发现纳豆芽孢杆菌是中性蛋白酶的重要微生物来源之一，它以其无病原性、安全
和能形成抗性内生孢子———芽孢等特点，成为饲料酶添加剂的理想生产菌株。但中性蛋白酶的发酵单
位一直很低，采用多菌混合液体发酵的工艺来获得高产中性蛋白酶的协同菌株，能够达到多菌混合共生，
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保证发酵液中生物量充足营养丰富，促进产酶，本实验室已通过实验证明菌株之间的科学配伍在摇瓶发

酵中能显著提高蛋白酶的活性
［2］。

SH和 B1 是本实验室从纳豆中分离的两株产中性蛋白酶活性较高的菌株，已对其抗菌作用、芽孢
特性及菌株配伍发酵进行了研究

［2，3］，但是对其分泌的中性蛋白酶的特性还不清楚。本文着重考察酶
最适作用温度、最适作用 pH值、金属离子、表面活性剂、抑制剂、模拟胃肠道环境对酶作用条件及稳定
性的影响，希望通过此研究得到纳豆芽孢杆菌 SH和 B1 配伍发酵产物中中性蛋白酶的最佳反应条件和
酶的稳定性，为其作为饲料酶添加剂的应用奠定良好的理论基础。

1 材料与方法
1. 1 材料
1. 1. 1 菌种 纳豆芽孢杆菌(Bacillus natto) SH、B1 株(本实验室分离保存)。
1. 1. 2 培养基 种子培养基［4］:牛肉膏 0. 5 g，蛋白胨 1. 0 g，NaCl 0. 5 g，溶于 100 mL 蒸馏水，pH 7. 0
～ 7. 2，121 ℃灭菌 20 min;发酵培养基:麸皮 2 g，豆粕 1 g，Na2HPO4 0. 1 g，CaCl2 0. 1 g，溶于 100 mL蒸
馏水，pH 7. 0 ～ 7. 2，121 ℃灭菌 20 min(本实验室优化制得)。
1. 1. 3 主要试剂来源及配制 豆粕和麸皮均为江西赣达牧业有限公司商品。

5 g /L SDS溶液的配制:称取 0. 5 g C12H25NaO4S，加 pH为 7. 0 的磷酸缓冲液溶解定容至 100 mL。
1 mmol /L EDTA溶液的配制:精确称取 0. 372 g C10H14N2Na2O8，加 pH为 7. 0 的磷酸缓冲液溶解定
容至 100 mL，配成 10 mmol /L的溶液，使用前 10 倍稀释。

1 mmol /L PMSF溶液的配制:精确称取 0. 174 g C7H7PO2S，加 pH为 7. 0 的磷酸缓冲液溶解定容至
100 mL，配成 10 mmol /L的溶液，使用前 10 倍稀释。
体外模拟胃环境

［5］:用 pH为 2. 0 的 HCl溶液配制成质量浓度为 1 mg /mL胃蛋白酶溶液，作为模拟
胃液。
体外模拟肠道环境

［5］:用 pH为 7. 0 的磷酸缓冲浓液配制成质量浓度为 1. 0 mg /mL 的胰蛋白酶溶
液，再加入 2 mg /g的胆盐(m胆酸钠 ∶ m脱氧胆酸钠 = 1∶ 1)，作为模拟肠液。
1. 2 方法
1. 2. 1 培养方法 将斜面保存的纳豆芽孢杆菌 SH、B1 株用接种环接种到装有 20 mL 种子培养基的
50 mL三角锥瓶中，置 37 ℃振荡培养 12 h 进行活化。取种龄 5 h 的种子液，按 5. 75%接种量(试验证
明，两菌种等比例混合后产酶活力最高，文中均为两菌种等比例混合)接入到装有 15 mL 起始 pH 值为
6. 0 的发酵培养基中，32 ℃ 200 r /min振荡培养 42 h取发酵液，测定蛋白酶活性。
1. 2. 2 粗酶液的制备 将培养至 42 h时的发酵液于 8 000 r /min离心 10 min，提取上清，即为粗酶液。
1. 2. 3 蛋白酶活性测定方法 采用 Folin － 酚法［6］。先将 2%酪蛋白放入 40 ℃恒温水浴中，预热
5 min。取 1 mL粗酶液，加预热后的酪蛋白 1. 0 mL，摇匀，并在 40 ℃下保温 10 min。再加 0. 4 mol /L
三氯乙酸 2. 0 mL，摇匀后静止放置 10 min，4 000 r /min离心 20 min，取上清 1. 0 mL，于 40 ℃下加 0. 4 mol /L
碳酸钠溶液 5. 0 mL和 1. 0 mL福林酚试剂，保温 20 min。在 680 nm 波长下比色，测其吸光度(测定空
白时，加酪蛋白与三氯乙酸的顺序相反)。
蛋白酶活力计算方法为:

酶活力(U /mL) =△OD680 × K × 4 /10 × N (1)
(1)式中，△OD680:样品测定与空白试验光密度值之差;K:吸光常数;即 OD值为 1. 0 时每毫升酪氨

酸的含量(μg /L)，本实验中 K =103. 75;4:反应试剂总体积(mL);10:反应时间(min);N:粗酶液的稀释倍数。
酶活力单位的定义:1 mL酶液在 40 ℃，pH 7. 0 的条件下，每分钟水解酪素产生 1 μg 酪氨酸所需

的酶量定义为一个活力单位，表示为 U /mL。
1. 2. 4 酶学性质研究 (1)酶最适作用温度的研究。用 pH 7. 0 的磷酸缓冲液稀释粗酶液并配制 pH
7. 0 的 20 g /L酪蛋白溶液，将 1 mL适当稀释的粗酶液与 1 mL 的 20 g /L 酪蛋白溶液混合，分别于 30，
40，50，60，70，80 ℃下反应 10 min，测定酶在各选定温度下的酶活力。以温度为横坐标，相对酶活力为
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图 1 酶最适作用温度
Fig. 1 The optimal acting temperature of the protease

纵坐标作图。
(2)酶最适作用 pH的研究。用浓度为 0. 1 mol /L的不同 pH缓冲液(pH 3 ～ 11)稀释粗酶液，再分

别与相应 pH缓冲液配制的 1 mL的 20 g /L酪蛋白底物混合，40 ℃下反应 10 min，测定蛋白酶活力，以
pH值为横坐标，相对酶活力为纵坐标作图。(其中 pH值3. 0 ～ 5. 0 的溶液由柠檬酸—柠檬酸钠缓冲液
配制，pH值 6. 0 ～ 8. 0 的溶液由 NaH2PO4 － Na2HPO4 缓冲液配制，pH 9. 0 ～ 11. 0 的溶液由甘氨酸 －
NaOH缓冲液配制)。
(3)酶的 pH稳定性研究。将不同 pH缓冲液稀释的粗酶液与酪蛋白混合，在 40 ℃保温 1 h 后，用

磷酸缓冲液稀释使 pH值达到 7. 0，测定不同 pH值下的残存蛋白酶活力。以 pH值为横坐标，相对酶活
力为纵坐标作图。
(4)酶热稳定性的研究。将粗酶液用 pH 7. 0 的磷酸缓冲液适当稀释后，分别放在 40，50，60，70，

80 ℃水浴中保温 10，20，30，40，50，60 min 后，立即置于冰水中冷却，然后在 40 ℃下测定其残存酶活
力，以不经保温的粗酶液作为对照。以保温时间为横坐标，相对酶活力为纵坐标作图。
(5)金属离子与酶稳定性的关系。将用 pH 7. 0 的磷酸缓冲液配制的 10 mmol /L 的不同金属离子

溶液与粗酶液等量混合，形成 5 mmol /L的金属离子溶液，在 40 ℃保温 30 min后，测定残余蛋白酶活力
以不加金属离子作对照(CK)。以金属离子为横坐标，相对蛋白酶活力为纵坐标作图。
(6)表面活性剂与酶活性的关系。将用 pH 7. 0 的磷酸缓冲液配制的不同浓度的 Tween － 80 表面

活性剂溶液(2，4，6，8，10 g /L)与粗酶液等量混合，形成浓度为 1，2，3，4，5 g /L的表面活性剂溶液，立即
测定蛋白酶活力。以不加表面活性剂作对照(CK)。以 Tween － 80 浓度为横坐标，相对酶活力为纵坐标
作图。
(7)抑制剂与酶活性的关系。用 pH 7. 0 的磷酸缓冲液配制的 5 g /L SDS，1 mmol /L EDTA，1 mmol /L

PMSF分别稀释粗酶液，于 40 ℃保温 10 min，测定残余蛋白酶活力。以不加抑制剂作对照(CK)。以不
同抑制剂为横坐标，相对酶活力为纵坐标作图。
(8)模拟胃肠道环境对酶活性的影响测定。①将模拟胃液、模拟肠液分别与粗酶液等量混合，于

40 ℃保温 10，30 min，然后用 0. 1 mol /L HCl 和 0. 1 mol /L NaOH 校正 pH 达到 7. 0，测定残余蛋白酶活
力。②先将模拟胃液与粗酶液混合分别作用 10 min和 30 min后，再加入模拟肠液，然后用 0. 1 mol /L HCl
和 0. 1 mol /L NaOH校正 pH达到 7. 0，测定残余蛋白酶活力。
以不加模拟胃液和模拟肠液作对照(CK)，以模拟胃肠液为横坐标，相对酶活力为纵坐标作图。

2 结果与分析
2. 1 酶最适作用温度
温度是影响酶活性的主要因素之一，通常情况下，在最适温度下酶的活力最高。不同温度对酶活力

的影响如图 1 所示。70 ℃下酶活最高，30 ℃下酶活为最高酶活的 15. 09%，60 ℃下酶活为最高酶活的
87. 52%，80 ℃下降至 61. 03%。可见该酶
在 60 ～ 80 ℃均具有较高稳定性，酶的最
适作用温度为 70 ℃。高温使酶活下降的
主要原因是由于高温破坏了酶蛋白的天然

构象从而导致酶蛋白的失活。
2. 2 酶最适作用 pH值
酶的活性受到 pH 环境的影响，在某

一 pH值下，酶活最高，高于或低于这一
pH值，酶活降低，通常把表现出最大酶活
的 pH值称为该酶的最适 pH。不同 pH值
对酶活力的影响由图 2 所示，该酶的最适作用 pH为 11. 0，其次为 7. 0，在 6. 0 ～ 7. 0 的范围内均具有较
高活力。由此推断该粗酶液中酶的种类可能不是单一的。
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图 2 酶最适作用 pH值
Fig. 2 The optimal acting pH of the protease

图 3 pH值对酶热稳定性的影响
Fig. 3 The effect of pH on protease stability

图 4 酶的热稳定性
Fig. 4 Therostability of the protease

图 5 金属离子对酶稳定性的影响
Fig. 5 The effect of metal ions on enzyme stability

2. 3 pH对酶稳定性的影响
将不同 pH缓冲液稀释的粗酶液与酪蛋白混合，在40 ℃保温1 h后，剩余酶活力结果见图3。在40 ℃

条件下，酶在 pH 6 ～ 7 比较稳定，保温 1 h仍能保持 80%以上活力。pH值低于 5 或高于 9 时酶不够稳
定，活力迅速降低。说明该酶对酸碱的耐受性较低。

pH影响酶活力的原因可能为过酸或过碱可以使酶的空间结构破坏，引起酶构象的改变，酶活性丧
失。当改变不很剧烈时，酶虽未变性，但活力受到影响。pH 能够影响维持酶分子空间结构的有关基团
解离，从而影响了酶活性部位的

构象，进而影响酶的活性。
2. 4 酶的热稳定性
将粗酶液于不同温度保温不

同时间后，测定其残余酶活力，如

图 4 所示。40 ℃保温 50 min，活
力未见明显下降，保温 60 min 仍
保留 70%以上的活力;在 50 ℃
保温 60 min 后，其酶活力降至
54. 86% ;60 ℃保温 20 min 酶活
力仅剩余 21. 94%，保温 50 min，
剩余酶活力仅为 10. 61% ;而在
70 ℃和 80 ℃保温 10 min 酶活
力几乎丧失。
结合图 3 可见，虽然此酶的

最适反应温度较高，但是温度稳

定性并不好。究其原因，除了温
度升高对酶结构本身造成的影响

以外，蛋白酶自身的降解对酶的

稳定性造成了很大的影响。结果
表明，中性蛋白酶随温度升高，其

活性也丧失很多，热稳定性差，在

40 ℃左右稳定性较好，50 ℃时的半衰期为 60 min。其他学者的研究也是如此，如米曲霉中性蛋白酶［7］

在 40 ℃下处理 150 min后，酶活力保持 67. 5%。但 50 ℃处理 30 min 后，酶活力迅速失活，只保持了
23. 7%的活力。
2. 5 金属离子对酶稳定性的影响
从图 5 可以看出，Ca2 +

对酶有轻微的抑制作用，这与肖怀秋
［8］
等研究的芽孢杆菌 N19 中性蛋白酶

Ca2 +
对酶的有关报道一致。而 Mg2 +，Mn2 +，Cu2 +，Zn2 +，K +，Fe3 +，Al3 +，Pb2 +

等金属离子对酶抑制作用
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图 6 表面活性剂对酶稳定性的影响
Fig. 6 The effect of surface － active agent on enzyme stability

图 7 抑制剂对酶活力的影响
Fig. 7 The effect of inhibiter on enzyme stability

图 8 模拟胃肠道环境对酶活力的影响
Fig. 8 The effect of simulated intestinal environment on enzyme stability

比 Ca2 +
更明显，分析可能与其浓

度有关系，随着浓度的降低可能

会对酶活力表现出的一定影响
［9］。

2. 6 表面活性剂对酶稳定性的
影响

表面活性剂具有双基团即亲

水基团与疏水基团，添加一定浓

度的表面活性剂有利于提高酶的

催化能力。从图 6 可以看出，随
着 Tween － 80 浓度的上升酶催化
能力也有所上升，当浓度为 10 g /L
时，酶活力比对照(CK) 提高了
23%。
2. 7 抑制剂对酶活力的影响
不同抑制剂对酶活力的影响

如图 7 所 示。经 SDS 处 理
10 min 后仍可保留 80%以上的
酶活力，表明该酶抗去垢剂。
EDTA能够抑制酶活性，表明金
属离子(如 Ca2 + )对酶活性或稳

定性具有重要影响;向 EDTA 处
理过 的 酶 液 中 补 加 过 量 的

CaCl2，酶活力依旧丧失 5%，表明
EDTA对酶活的抑制作用是不可
逆的。该酶对 PMSF 敏感，表明
部分酶活性中心可能含有丝氨酸

残基。EDTA 和 PMSF 都只能抑
制部分酶活，当它们同时作用时，

酶活力几乎被完全抑制。
2. 8 模拟胃肠道环境对酶活力
的影响

粗酶液在模拟胃环境中作用

10 min 酶活力仅剩 15. 54%，作
用 30 min后几乎全部丧失;在模
拟肠道环境中作用 10 min，相对
酶活力达 153. 83%，作用 30 min后相对酶活力更高达 161. 49% ;当将粗酶液先与模拟胃液作用，再加
入模拟肠液，相对酶活力仍有所提高，且经胃液作用 30 min后相对酶活力仍有 136. 04%，其具体作用机
制有待进一步研究。

3 讨 论
通常情况下，在最适温度酶的活力最高，本实验中虽然此酶的最适反应温度较高，但是温度稳定性

并不好，在最适温度 70 ℃下保温 10 min酶活力几乎丧失。究其原因，除了温度升高对酶结构本身造成
的影响以外，蛋白酶自身的降解对酶的稳定性造成了很大的影响。而在 40 ℃稳定性较好，保温 60 min
仍保留 70%以上的活力，50 ℃时的半衰期为 60 min。由该酶的最适作用 pH 为 11. 0，次适 pH 为 7. 0，
推断该粗酶液中酶的种类可能不是单一的，在 40 ℃ pH 6. 0 ～ 7. 0 酶活力比较稳定，保温 1 h 仍能保持
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80%以上活力。pH 值低于 5 或高于 9 时不够稳定，酶活力迅速降低，说明该酶对酸碱的耐受性较低。
金属离子中只有 Ca2 +

对酶有轻微的抑制作用，Mg2 +，Mn2 +，Cu2 +，Zn2 +，K +，Fe3 +，Al3 +，Pb2 +
等对酶的抑

制作用更明显，经分析可能与其浓度有关系，随着浓度的降低可能会对酶活力表现出的一定影响。
10 g /L Tween － 80 能使酶活力提高 23%。经 SDS处理 10 min后仍可保留 80%以上的酶活力，EDTA能
够抑制酶活性，且对酶活的抑制作用是不可逆的，对 PMSF 敏感，但 EDTA 和 PMSF 都只能抑制部分酶
活，当它们同时作用时，酶活才几乎被完全抑制。在模拟胃环境中作用 30 min酶活力几乎全部丧失;在
模拟肠道环境中作用 30 min后相对酶活力高达 161. 49%。
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·简讯·

我校刘木华教授获“新世纪优秀人才支持计划”项目资助

近日从教育部获悉:刘木华教授主持申报的“农畜产品品质光学检测技术”课题获教育部 2009 年
度“新世纪优秀人才支持计划”项目资助(教技函［2010］14 号)。
“新世纪优秀人才支持计划”是教育部设立的专项人才支持计划，该计划着眼于培养、支持一批学
术基础扎实，具有创新能力和突出发展潜力的优秀青年学术带头人开展教学改革，围绕国家重大科技和

工程问题、哲学社会科学问题和国际科学与技术前沿进行创新研究。

·学报编辑部·
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