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摘要:通过正交实验和单因素实验对巨大芽孢杆菌 ＭＳＰ０３ 产耐有机溶剂蛋白酶的培养基配方和发酵产酶条件进行优

化ꎮ 得到最佳发酵培养基配方为:糊精 ３ ｇ / Ｌꎬ豆粕粉 １ ｇ / ＬꎬＫ２ＨＰＯ４ ０􀆰 １ ｇ / Ｌꎮ 发酵条件为:装液量 ７０ ｍＬ / ２５０ ｍＬꎬ接种量

５％ꎬ初始 ｐＨ ７􀆰 ０ꎬ于 ２５℃发酵 ３６ ｈꎮ 通过优化ꎬ耐有机溶剂蛋白酶活性增加到 ２４８􀆰 ６５ Ｕ / ｍＬꎬ是优化前的 １􀆰 ７ 倍ꎬ具有潜在

的工业应用价值ꎮ
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　 　 蛋白酶(ＥＣ ３􀆰 ４􀆰 ２１－２４)是工业上常用的酶ꎬ可
催化肽键的水解ꎮ 微生物蛋白酶ꎬ特别是来自芽孢

杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)的微生物蛋白酶ꎬ已成为工业

上不可缺少的生物催化剂[１]ꎮ 蛋白酶广泛用于肽

合成、蛋白质加工、洗涤剂添加、食品加工、制药、制
革和污水处理等领域[２－４]ꎮ 近年来ꎬ人们越来越多

地关注蛋白酶在有机合成中的应用ꎬ因为蛋白酶在

合成短肽的应用中具有许多优点[５－７]ꎮ 由蛋白酶在

非水或水－有机介质中合成的短肽在食品和制药行

业中有广泛的应用ꎬ但由于合成过程中它们经常失

活或反应速率低ꎬ因此不利于大量生产[８－９]ꎮ 如果

蛋白酶在有机溶剂中天然稳定并在其中表现出高活

性ꎬ则它们对于合成反应将更有价值ꎮ
耐有机溶剂的细菌具有在有机溶剂存在下生存

的独特能力ꎮ 迄今为止ꎬ已经报道了从多种菌株中

分离出耐有机溶剂蛋白酶ꎬ可分为假单胞菌属[１０]、
芽孢杆菌属[１１]和红球菌属[１２]ꎮ 从假单胞菌属中分

离的耐有机溶剂蛋白酶已有报道[１３]ꎮ 同时ꎬ也已探

索了以许多不同的芽孢杆菌种类生产有机溶剂蛋白

酶ꎬ包括蜡状芽孢杆菌[１４]、地衣芽孢杆菌[１５]、球形

芽孢杆菌[１６]和枯草芽孢杆菌[１７]ꎮ 然而关于巨大芽

孢杆菌的细胞外蛋白酶报道很少[１８－２０]ꎮ
来自极端微生物的酶在细胞外生产率相对较

低ꎬ这极大限制了其在工业中的应用ꎮ 细胞外蛋白

酶的产生很大程度上受到培养基成分和其他因素的

影响ꎬ例如通气、接种量、温度、ｐＨ 和发酵时间ꎮ 通

常ꎬ没有确定的培养基可以最佳地生产任何代谢物ꎬ
因为不同微生物来源的遗传多样性会导致每种生物

都有其自身的产酶条件ꎬ以最大程度地代谢产

物[２１]ꎮ 因此ꎬ设计合适的培养基至关重要ꎬ培养基
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的组成、浓度、收率和容积生产率都会影响产品收

率[２２]ꎮ Ｐｒｉｙａ 等[２３] 从牛奶工业废料中分离出一种

新颖产耐有机溶剂蛋白酶的巨大芽孢杆菌 ＡＵ０２ꎬ并
采用 响 应 面 法 优 化 发 酵 培 养 基ꎬ 酶 活 性 达 到

４３􀆰 ６ Ｕ / ｍＬꎬ而在 ７ Ｌ 发酵罐中培养时酶活性提高

到 ５３ Ｕ / ｍＬꎮ Ｌｉｕ 等[１６]使用响应面法优化了球形芽

孢杆菌 ＤＳ１１ 产耐有机溶剂蛋白酶的最适发酵培养

基ꎬ结果表明菌株在甘油 １２􀆰 ４７ ｇ / Ｌ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ７３ ｇ / Ｌ 和 ｐＨ ８􀆰 ２５ 条件下蛋白酶活性从 ４６５􀆰 ０６
Ｕ / ｍＬ 增加到 １ １８２􀆰 ６８ Ｕ / ｍＬꎮ 通过响应面法实现

了枯草芽孢杆菌 ＤＭ－０４ 在深层发酵中最佳可产

５１８ Ｕ / ｍＬ 蛋白酶[１７]ꎮ 以上研究均表明ꎬ培养基和

发酵条件的优化对于菌株产酶量有着巨大影响ꎮ 然

而ꎬ用于培养基优化的常规实验方法非常耗时ꎬ需要

大量实验来研究培养基的每个因素对产酶的影响ꎮ
正交实验可以考虑变量之间的相互作用ꎬ是优化培

养基最广泛使用的统计技术ꎮ 本文介绍了从巨大芽

孢杆菌 ＭＳＰ０３ 中获得耐有机溶剂蛋白酶ꎬ涉及菌株

ＭＳＰ０３ 发酵培养基和产酶条件的优化ꎬ以提高耐有

机溶剂蛋白酶的产酶量ꎬ促进该酶的应用ꎬ并为进一

步研究耐有机溶剂酶的耐受机制奠定基础ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 材料、试剂及仪器

菌株巨大芽孢杆菌 ＭＳＰ０３ꎬ由本实验室前期筛

选所得ꎮ
糊精、葡萄糖、乳糖、果糖、酪蛋白ꎬ国药集团化

学试剂有限公司ꎻ豆粕ꎬ福州元柏贸易有限公司ꎻ福
林酚ꎬ日本 Ｔａｋａｒａ 生物公司ꎻＫ２ＨＰＯ４ꎬ上海三爱思

试剂有限公司ꎻ其他生化试剂均为分析纯ꎬ由上海生

工生物工程技术服务有限公司提供ꎮ
ＳＷ－ＣＪ－ＩＣＵ 超净工作台ꎬ苏州安泰空气技术有

限公司ꎻＢＬ－５０Ａ 立式压力蒸汽灭菌锅ꎬ上海博讯实

业有限公司ꎻＤＫ－Ｓ２４ 电热恒温水浴锅、电热恒温鼓

风干燥箱ꎬ上海精宏实验设备有限公司ꎻＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
５４１８ 小型高速离心机ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻＨＺＱ－
Ｘ１００ 振荡培养箱ꎬ哈尔滨东联电子技术开发有限公

司ꎻＹＰ２００１Ｎ 电子天平ꎬ上海精密科学仪器有限

公司ꎮ
１􀆰 ２　 培养基配制

１􀆰 ２􀆰 １　 筛选培养基

琼脂 １０ ｇ / Ｌꎬ脱脂奶粉 ２ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水 ５００ ｍＬꎬ
ｐＨ 自然ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２　 初始培养基

２２１６Ｅ:蛋白胨 ５ ｇ / Ｌꎬ酵母粉 １ ｇ / Ｌꎬ磷酸高铁

０􀆰 ０１ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７􀆰 ６~７􀆰 ８ꎮ
ＮＡ:蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏 ３ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １０ ｇ / Ｌꎬ

蒸馏水 １００ ０ ｍＬꎬｐＨ 自然ꎮ
ＹＰＡＤ:酵母粉膏 １０ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 ２０ ｇ / Ｌꎬ葡萄

糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７􀆰 ０ꎮ
ＮＹＤＡ:葡萄糖 １０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏 ８ ｇ / Ｌꎬ酵母粉

５ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７􀆰 ０ꎮ
ＬＢ:蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母粉 ５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １０ ｇ / Ｌꎬ

蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎮ
ＰＤＢ:马铃薯 ２００ ｇ / Ｌꎬ葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水

１ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７􀆰 ０
ＢＰＹ:葡萄糖 ５ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏

５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ ５ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７􀆰 ０ꎮ
ＮＢ:牛 肉 膏 ３ ｇ / Ｌꎬ 酵 母 粉 ５ ｇ / Ｌꎬ 葡 萄 糖

２􀆰 ５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ ３ ｇ / Ｌꎬ ＭｎＳＯ４ ０􀆰 ００５ ｇ / Ｌꎬ 蒸 馏 水

１ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７􀆰 ０ꎮ
ＢＰＤＢ:马铃薯 ２００ ｇ / Ｌꎬ葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ牛肉膏

２０ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １􀆰 ５ ｇ / Ｌꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ 自然ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 种子液制备

吸取 １００ μＬ 菌株至筛选培养基中ꎬ于 ３７℃、
１８０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 ２４ ｈ 至生长对数期作为种

子液ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 初始培养基的筛选

选择 ９ 种常见的培养基ꎬ将菌株 ＭＳＰ０３ 种子液

以 １％ 接种量分别接种至初始培养基ꎬ于 ３７℃、
１８０ ｒ / ｍｉｎ 发酵 ４８ ｈ 后ꎬ测定不同培养基种的蛋白

酶活性ꎬ重复 ３ 次实验ꎮ 选取酶活性较高的 ＬＢ 培

养基作为基础培养基ꎬ进行后续实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 单因素培养基优化

初始发酵条件:初始 ｐＨ ７􀆰 ０ꎬ接种量 １％ꎬ装液

量 １００ ｍＬ / ２５０ ｍＬꎬ温度 ３７℃ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 发酵 ４８ ｈꎮ
碳源的确定:分别添加 ５ ｇ / Ｌ 的酵母粉、可溶性

淀粉、无水葡萄糖、糊精、蔗糖、乳糖、果糖ꎬ以酵母粉

为对照ꎮ
氮源的确定:分别添加 １０ ｇ / Ｌ 的蛋白胨、豆粕、

玉米浆、尿素、牛肉膏、脱脂奶粉ꎬ以蛋白胨为对照ꎮ
无机盐的确定: 分别添加 １０ ｇ / Ｌ 的 ＮａＣｌ、

Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４、ＣａＣｌ２ꎬ以 ＮａＣｌ 为对照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 正交实验

在单因素实验的基础上ꎬ以培养基成分(糊精、
豆粕和 Ｋ２ＨＰＯ４ ) 为基础按 ３ 因素 ３ 水平设计

􀅰０９２􀅰



２０２１ 年 １０ 月 陈健等:耐有机溶剂蛋白酶产生菌 ＭＳＰ０３ 的产酶条件优化

Ｌ９(３３)正交实验ꎮ 于 ３７℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 发酵 ４８ ｈ 后ꎬ
测定蛋白酶活性ꎬ确定最佳培养基配方ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 发酵条件优化

初始发酵条件:初始 ｐＨ ７􀆰 ０ꎬ接种量 １％ꎬ装液

量 １００ ｍＬ / ２５０ ｍＬꎬ温度 ３７℃ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 发酵 ４８ ｈꎮ
根据以下方法设置培养条件ꎬ并测定蛋白酶活

性ꎮ 发酵温度:２０、２５、３０、３５、３７℃ꎻ发酵时间:１２、
２４、３６、４８、６０、７２ ｈꎻ接种量:１％、３％、５％、８％、１０％、
１５％ꎻ初始 ｐＨ:５􀆰 ０、６􀆰 ０、７􀆰 ０、８􀆰 ０、９􀆰 ０、１０􀆰 ０ꎻ装液

量:３０、５０、７０、９０、１１０ ｍＬ / ２５０ ｍＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 酶活测定方法

采用福林酚法测定耐有机溶剂蛋白酶活性[２４]ꎮ
具体步骤如下:菌株发酵液于 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４℃ 离

心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ上清液用于测酶活性ꎮ 取 １ ｍＬ １％酪

蛋白底物、２ ｍＬ 酶液混匀ꎬ于 ３０℃水浴孵育 １􀆰 ５ ｈꎬ
加入 ２ ｍＬ 三氯乙酸离心(条件同上)ꎮ 取 １ ｍＬ 上

清液加 ５ ｍＬ ＮａＣＯ３、１ ｍＬ 福林酚试剂混匀ꎬ于 ４０℃
水浴孵育 ２０ ｍｉｎꎬ测定 Ａ６８０ꎮ 空白样是在同等条件

下通过不孵育而阻断底物与酶的反应ꎮ 以组内最高

酶活为 １００％、与最高酶活的比值为相对酶活值ꎮ
以上条件下ꎬ每分钟水解酪蛋白产生 １ μｇ 酪氨酸所

需的酶量定义为一个酶活单位ꎬＵ / ｍＬꎮ 酶活计算公

式如式(１):
Ｘ ＝ (Ａ６８０ × Ｋ × ４) / (Ｔ × ｎ) (１)

式中:Ｘ 为酶活力ꎬＵ / ｍＬꎻＫ 为吸光度常数ꎻ４ 为反应

体系的体积ꎬｍＬꎻＴ 为酶促反应时间ꎬｍｉｎꎻｎ 为稀释

倍数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 数据处理与分析

每组重复 ３ 次实验ꎬ结果采用平均值±标准方

差(ｎ＝ ３)表示ꎮ 正交实验采用正交实验助手设计

并用 ＳＰＳＳ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２３ 分析ꎬ实验结果采用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０１８ 作图ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 培养基优化

２􀆰 １􀆰 １　 培养基筛选结果

通过比较菌株 ＭＳＰ０３ 在 ９ 种不同培养基中的

酶活大小ꎬ确定该菌产耐有机蛋白酶的最适初始培

养基ꎮ 结果表明ꎬ菌株 ＭＳＰ０３ 在 ＢＰＤＢ 培养基中的

酶活最高ꎬ为 １７７􀆰 １２５ Ｕ / ｍＬꎬ在 ＬＢ 培养基中的酶活

次之ꎬ为 １５４􀆰 ３７５ Ｕ / ｍＬ(表 １)ꎮ 考虑到经济因素和

配制的难易度ꎬ选择 ＬＢ 培养基为初始培养基ꎬ并进

行后续实验ꎮ

表 １　 不同培养基对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

培养基种类 ２２１６Ｅ ＮＡ ＹＰＡＤ ＢＰＤＢ ＮＢ

相对酶活 / ％ ５３􀆰 ８ ６７􀆰 ３ ４４􀆰 ２ １００􀆰 ０ ６０􀆰 ６

培养基种类 ＰＤＢ ＬＢ ＢＹＰ ＮＹＤＡ

相对酶活 / ％ ５２􀆰 ９ ８６􀆰 ５ ８２􀆰 ７ ４５􀆰 ２

２􀆰 １􀆰 ２　 碳源对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择可溶性淀粉、糊精、蔗糖等 ６ 种常见碳源替

代 ＬＢ 培养基中碳源ꎬ研究不同碳源对菌株 ＭＳＰ０３
发酵产酶的影响ꎬ结果见表 ２ꎮ 糊精作为碳源时发

酵液酶活最高ꎬ为 １３１􀆰 １２５ Ｕ / ｍＬꎮ
表 ２　 碳源对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

碳源种类
可溶性

淀粉
糊精 蔗糖 乳糖 果糖

无水

葡萄糖

相对酶活 / ％ ７２􀆰 ５ １００􀆰 ０ ７４􀆰 ５ ７８􀆰 ４ ７２􀆰 ５ ７８􀆰 ０

２􀆰 １􀆰 ３　 氮源对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择豆粕粉、玉米浆、尿素等 ５ 种常见氮源替代

ＬＢ 培养基中氮源ꎬ研究不同氮源对菌株 ＭＳＰ０３ 发

酵产酶的影响ꎬ结果见表 ３ꎮ 豆粕粉作为氮源时发

酵液酶活最高ꎬ为 １２７􀆰 ８７５ Ｕ / ｍＬꎬ而牛肉膏的酶活

最低ꎬ为 １６􀆰 ８７５ Ｕ / ｍＬꎮ 推测豆粕粉中含有丰富的

蛋白质、氨基酸及其他多种营养组分ꎬ更有利于菌株

生长ꎮ 而牛肉膏中的蛋白质可能发生了某种程度的

降解ꎬ无法提供菌株生长所需的氮源ꎮ 因此ꎬ选择廉

价的豆粕粉作为最佳氮源ꎮ
表 ３　 氮源对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

氮源种类 豆粕粉 玉米浆 尿素 脱脂奶粉 牛肉膏

相对酶活 / ％ １００􀆰 ０ ６８􀆰 ３ ６５􀆰 ４ ９６􀆰 ２ １３􀆰 ５

２􀆰 １􀆰 ４　 无机盐对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择 Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４、ＣａＣｌ２ 等 ８ 种常见无机盐

添加至 ＬＢ 培养基ꎬ 研究不同金属离子对菌株

ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响ꎬ结果见表 ４ꎮ 无机盐为

Ｋ２ＨＰＯ４ 时发酵液酶活最高ꎬ为 １３５ Ｕ / ｍＬꎮ
表 ４　 无机盐对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

无机盐种类 Ｋ２ＨＰＯ４ ＭｇＳＯ４ ＣａＣｌ２ Ｎａ２ＨＰＯ４

相对酶活 / ％ １００􀆰 ０ ５２􀆰 ９ ６９􀆰 ２ ６３􀆰 ５

无机盐种类 ＣｕＳＯ４ ＢａＣｌ２ ＭｎＳＯ４ ＺｎＳＯ４

相对酶活 / ％ ５８􀆰 ７ ７０􀆰 ２ ６２􀆰 ５ ７５􀆰 ０

２􀆰 １􀆰 ５　 正交实验优化

根据单因素实验结果选择糊精、 豆粕粉和

Ｋ２ＨＰＯ４ 为正交实验的 ３ 个因素ꎬ设计 ３ 因素 ３ 水平
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Ｌ９(３３)正交实验ꎬ结果见表 ５ꎮ 对比单因素实验结

果ꎬ通过 Ｒ 值的计算ꎬ比较 ３ 个因素对菌株 ＭＳＰ０３
发酵产酶的影响ꎮ 糊精和豆粕粉的 Ｒ 值较大ꎬ
Ｋ２ＨＰＯ４ 的 Ｒ 值较小ꎮ 通过各个因素及交互对比ꎬ
不同因素对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响力依次为:
糊精>豆粕粉 >Ｋ２ＨＰＯ４ꎮ 得到的最优培养基配方

为:糊精 ３ ｇ / Ｌꎬ豆粕粉 １ ｇ / ＬꎬＫ２ＨＰＯ４ ０􀆰 １ ｇ / Ｌꎮ 在

该条件下发酵ꎬ菌株 ＭＳＰ０３ 所产耐有机溶剂蛋白酶

酶活为 ２４８􀆰 ６５ Ｕ / ｍＬꎬ为初始酶活的 １􀆰 ７１ 倍ꎮ
表 ５　 Ｌ９(３３)正交实验设计及结果分析

序号
糊精 /

(ｇ􀅰Ｌ－１)

豆粕粉 /

(ｇ􀅰Ｌ－１)

ＫＨ２ＰＯ４ /

(ｇ􀅰Ｌ－１)

酶活 /

(Ｕ􀅰ｍＬ－１)

１ １ １ ０􀆰 １ １７２􀆰 ５

２ １ ２ ０􀆰 ２ ３２􀆰 ２５

３ １ ３ ０􀆰 ３ ６０􀆰 ７５

４ ２ １ ０􀆰 ２ ６９

５ ２ ２ ０􀆰 ３ ３０􀆰 ７５

６ ２ ３ ０􀆰 １ ７􀆰 ７８５

７ ３ １ ０􀆰 ３ １１５􀆰 ８７５

８ ３ ２ ０􀆰 １ ９７􀆰 ８７５

９ ３ ３ ０􀆰 ２ １６７􀆰 ２５
ｋ１ ２６５􀆰 ５ ３５７􀆰 ３７５ ２７８􀆰 １６ 　
ｋ２ １０７􀆰 ５３５ １６０􀆰 ８７５ ２６８􀆰 ５ 　
ｋ３ ３８１ ２３５􀆰 ７８５ ２０７􀆰 ３７５ 　

Ｒ ２７３􀆰 ４６５ １９６􀆰 ５ ７０􀆰 ７８５ 　

２􀆰 ２　 发酵条件优化

２􀆰 ２􀆰 １　 温度对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择不同温度(２０、２５、３０、３５、３７℃)下测定发

酵液酶活性ꎬ研究温度对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影

响ꎬ结果见图 １ꎮ 酶活性随温度的升高先增加后降

低ꎬ表明温度过高或过低都不利于菌株 ＭＳＰ０３ 产

酶ꎬ２５℃时酶活最高ꎬ为 １９２􀆰 ５ Ｕ / ｍＬꎮ

图 １　 温度对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 发酵时间对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择不同时间(１２、２４、３６、４８、６０、７２ ｈ)下测定

发酵液酶活性ꎬ研究时间对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的

影响ꎬ结果见图 ２ꎮ 酶活在 １２ ~ ３６ ｈ 时升高ꎬ并在

３６~７２ ｈ 时降低ꎬ发酵 ３６ ｈ 时酶活最高ꎬ为 １６６􀆰 １２５
Ｕ / ｍＬꎮ

图 ２　 时间对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 初始 ｐＨ 对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择不同 ｐＨ(５􀆰 ０ ~ １０􀆰 ０)下测定发酵液酶活

性ꎬ研究初始 ｐＨ 对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响ꎬ结
果见图 ３ꎮ 酶活在 ｐＨ ５􀆰 ０ ~ ７􀆰 ０ 时急剧升高ꎬ而在

ｐＨ ７􀆰 ０~ １０􀆰 ０ 时缓慢降低ꎬ初始 ｐＨ ７􀆰 ０ 时酶活最

高ꎬ为 １９７􀆰 ２５ Ｕ / ｍＬꎮ

图 ３　 初始 ｐＨ 对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

２􀆰 ２􀆰 ４　 接种量对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择不同接种量(１％、３％、５％、８％、１０％、１５％)
下测定发酵液酶活性ꎬ研究接种量对菌株 ＭＳＰ０３ 发

酵产酶的影响ꎬ结果见图 ４ꎮ 接种量为 １％~５％时酶

活升高ꎬ而在 ５％~１５％时酶活降低ꎬ接种量为 ５％时

酶活最高ꎬ为 １６５􀆰 ３７５ Ｕ / ｍＬꎮ

图 ４　 接种量对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

２􀆰 ２􀆰 ５　 装液量对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

选择不同装液量(３０ ~ １１０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ)下测定

发酵液酶活性ꎬ研究接种量对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶

的影响ꎬ结果见图 ５ꎮ 装液量为 ３０ ~ ７０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ
时酶活缓慢升高ꎬ而在 ７０ ~ １１０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ 时酶活
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急剧降低ꎬ装液量 ７０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ 时酶活最高ꎬ为
１７４􀆰 ３７５ Ｕ / ｍＬꎮ

图 ５　 装液量对菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶的影响

３　 结论

本研究利用正交实验优化了巨大芽孢杆菌

ＭＳＰ０３ 的发酵培养基配方ꎬ得到最佳配方为:糊精

３ ｇ / Ｌꎬ豆粕粉 １ ｇ / ＬꎬＫ２ＨＰＯ４ ０􀆰 １ ｇ / Ｌꎮ 通过单因素

实验优化了菌株 ＭＳＰ０３ 发酵产酶条件ꎬ结果表明ꎬ
菌株 ＭＳＰ０３ 在装液量 ７０ ｍＬ / ２５０ ｍＬ、接种量 ５％、
初始 ｐＨ ７􀆰 ０、于 ２５℃发酵 ３６ ｈ 时产酶量最大ꎮ 通

过优化ꎬ耐有机溶剂蛋白酶酶活增加到 ２４８􀆰 ６５
Ｕ / ｍＬꎬ是优化前的 １􀆰 ７ 倍ꎮ
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