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CO2激光辐射总状毛霉发酵产蛋白酶优化条件

李 � 佳 ,刘 � 鑫, 刘克武,国锦林, 张勇侠,肖 � 舸, 黄新河

(四川大学 生命科学学院, 成都 610064)

摘要: 为了选育高产食品蛋白酶菌株并研究其最佳发酵条件, 从豆腐乳中分离出总状毛霉 MR137, 用 CO2 激

光辐射诱变。激光功率 10W, 扩束光斑直径 0. 4cm, 照射距离22cm,照射时间 40s。经初筛、复筛, 选育出高产蛋白酶

变异株( MR137� 3)。经传代培养, MR137� 3 具有稳定的高产蛋白酶活性。对 MR137� 3 的固体发酵条件进行研究发
现,培养温度 30 � ,培养时间 72h,培养基 pH6. 0, 培养基含水量 65% , 是MR137� 3 固体发酵产蛋白酶的优化培养条

件。
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Study on optimal culturing of high proteinase�producing mucor racemosus

mutated by CO2 laser

LI Jia , LIU Xin, LIU Ke�wu, GUO Jin�lin, ZHANG Yong�xia, XIAO Ge, HUANG Xin�he

( College of Life Science, Sichuan University, Chengdu 610064, China)

Abstract: Mucor racemosus 137 was isolated from fermented bean curd and brought to mutation by radiation of CO2 laser.

The duration for radiation was 40s with distance of 22cm, and the diameter of laser beam was 0. 4cm. High proteinase�producing

mutant MR137� 3 was obtained after screening cultures. The MR137� 3 was found to have stable proteinase�producing activity in

descendant cultures. The optimal culturing could be obtained at 30� , pH6. 0, culturing duration of 72h, with water content of

65% of culture medium.
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引 � 言

用于食品加工的蛋白酶有动物蛋白酶、植物蛋

白酶、微生物蛋白酶。在 3种不同来源的蛋白酶生

产过程中,动物蛋白酶原料生产周期长, 价格昂贵,

来源有限。当酶的市场需求大范围波动时, 蛋白酶

原料的生产缺乏弹性。植物蛋白酶原料的生产受土

地资源与季节限制。采用发酵工程技术, 用微生物

发酵生产蛋白酶,则不受时间、地点和季节限制
[ 1]
。

目前,我国酶制剂虽有 20 多个品系, 但糖化酶

产量占酶制剂比例过大, 许多蛋白酶短缺并依赖进

口,国产酶制剂生产的发酵水平仅达国外的一半。

为了培养高产蛋白酶菌株, 从豆腐乳中分离出总状

毛霉( mucor racemosus 137, MR137) , 并以此为亲株,

用 10W 的 CO2 激光辐射, 筛选出总状毛霉变异株

( mucor racemosus 137� 3, MR137�3) ,具有高产蛋白酶
活性,对促进我国食品蛋白酶的生产具有重要意义。

1 � 材料、仪器与方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 菌种来源 � 以本实验室从长霉豆腐坯上分

离筛选获得的总状毛霉菌株( MR137)为诱变出发菌

株。

1. 1. 2 � 培养基 � 斜面种子培养基( w 为质量分数) :

w ( 酵 母膏 ) = 0. 7%, w ( KH2PO4 ) = 0. 1%,

w ( K2HPO4) = 0. 1%, w ( MgSO4 ) = 0. 05%,

w ( CaCl2) = 0. 05% , w ( ZnSO4 ) = 0. 02%,

w (豆饼粉) = 2. 0%, w (葡萄糖) = 1. 5% , w (琼脂)

= 1. 0%, pH6. 0。

平板初筛培养基: w (酪蛋白) = 0. 4% , w (琼脂)

= 1. 5%,用 pH6. 0, 0. 1mol/ L 的磷酸缓冲液配制。

复筛培养基: 每个 250mL 三角瓶中装入麸皮
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9. 0g,豆粉饼 1. 0g,水 10. 0mL 。

液体种子培养基: w ( 酵母膏 ) = 0. 7% ,

w (KH2PO4) = 0. 1% , w ( K2HPO4 ) = 0. 1% ,

w (MgSO4) = 0. 05%, w ( CaCl2 ) = 0. 05% ,

w ( ZnSO4) = 0. 02%, w (豆饼粉) = 2. 0%, w (葡萄糖)

= 1. 5%, pH6. 0。

固体发酵培养基: w (豆粉饼) = 40% , w (玉米粉

渣) = 57. 5%, w (酵母膏) = 0. 7%, w ( KH2PO4) =

0. 1%,w ( K2HPO4) = 0. 1%, w ( MgSO4) = 0. 05% ,

w ( CaCl2) = 0. 05%, w ( ZnSO4) = 0. 02% , w (葡萄糖)

= 1. 5%, pH6. 0。

以上培养基的灭菌条件均为 121 � , 30min。

1. 2 � 仪器

pH计( PSH�3B)。连续 CO2 激光器: 输出电压

210V,功率10W,成都红旗玻璃研究所。紫外可见分

光光度计 ( UV�752C) , 上海第三分析仪器厂。超净
工作台( SW�CJ�1F) ,苏州安泰空气技术有限公司。

1. 3 � 方法

1. 3. 1 � 菌种活化 � 取MR137菌种1环,接入新鲜培

养基斜面内, 置 30 � 培养 16h~ 18h 后, 制成1. 5  

10
3
个细胞的悬液, 取2mL 于安培管内供照射用。

1. 3. 2 � CO2 激光照射
[ 2~ 4] � 激光扩束光斑直径为

0. 4cm,照射距离为 22cm, 照射时间为40s。

1. 3. 3 � 辐照菌培养 � 将照射菌悬液用生理盐水稀

释成 10- 1~ 10- 6浓度,取 0. 2mL涂皿, 每个稀释度 3

个平皿。在 30 � 下培养 72h后, 挑出形态大小不同

的单菌落纯培养。

1. 3. 4 � 高产蛋白酶菌株筛选 � 初筛采用平板透明

圈法
[ 5]
。在直径 9cm 的无菌培养皿中, 注入 15mL

平板初筛培养基,待凝固成平板后,挑取单菌落辐照

菌接种于平板上,置 30 � 下保温 48h,测定透明圈直

径,选取透明圈直径较大的菌株进行复筛。取透明

圈较大的平板菌种一小块接入三角瓶复筛培养基

中,于 30 � 下培养72h,提取酶,测定蛋白酶活性。

1. 3. 5 � 蛋白酶活性测定 � 用 Folin 法测定, 规定在

pH7. 0、温度 37 � 条件下, 每分钟水解酪蛋白产生

1�g 酪氨酸所需的酶量为 1个蛋白酶活性单位。

1. 3. 6 � 总状毛霉固体发酵条件的优化 � 分别采用

不同发酵条件, 包括: 培养温度、培养时间、培养基

pH、培养基含水量, 研究这些因素对总状毛霉产蛋

白酶活性的影响。蛋白酶提取方法参照文献[ 6]。

2 � 结果与讨论

2. 1 � CO2激光照射对总状毛霉菌株的诱变作用

激光是一种量子流, 又称为光微粒。激光辐射

可以通过产生光、热、压力和电磁效应的综合作用,

直接或间接地影响生物有机体, 引起细胞 DNA 或

RNA改变,导致酶的激活或抑制, 进而引起细胞分

裂和细胞代谢活动的改变[ 7, 8]。

2. 1. 1 � 初筛结果 � 挑选15株 CO2激光辐照后的总

状毛霉, 以亲株(MR137)为对照, 经过平板透明圈法

初筛,其中有 4株毛霉透明圈直径在 1. 8cm以上,表

明其蛋白酶活力较高, 见表 1。

Table 1 � Result of elementary screening culture

No.
MR

137

MR

137� 2

MR

137�3

MR

137�7

MR

137�11

diameter of trans�

parent circle/ cm
1. 5 1. 9 2. 5 2. 0 2. 3

2. 1. 2 � 复筛结果 � 选取透明圈直径最大且生长速

度最快的 MR137� 3, MR137� 11进行复筛, 并以亲株

为对照。酶活力测定显示, 以MR137�3蛋白酶活力
最高(见表 2)。

Table 2� Result of repeatedly screening culture

No. MR137 MR137� 3 MR137� 11

act ivity/ ( U!g- 1) 781 1108 989

2. 1. 3 � 变异株MR137� 3产蛋白酶稳定性 � 通过固

体发酵,对变异株MR137�3产蛋白酶的能力及遗传
稳定性进行了观察(见表 3)。可见, 变异株MR137�
3在固体发酵条件下的蛋白酶活力平均可达 1106U/

g,经过 10 次传代培养, 其蛋白酶活力正负相差为

15U/g~ 17U/ g。表明 MR137� 3产蛋白酶能力具有
较好的遗传稳定性。

Table 3� Proteinase�producing ability of Mutant MR137�3 and the inhe�

ritance stabil ity

generat ion 1 2 3 4 5 6

act ivity/ ( U!g- 1) 1108 1120 1101 1094 1110 1092

generat ion 7 8 9 10 average

act ivity/ ( U!g- 1) 1089 1112 1121 1117 1106

以上结果表明,用红外 CO2 激光辐照总状毛霉,

具有引起 MR137�3 高产蛋白酶的作用。传代培养
证明:高产蛋白酶能力能稳定传代。

2. 2 � 总状毛霉固体发酵条件优化

2. 2. 1 � 培养温度对总状毛霉产蛋白酶的影响 � 在

固体培养基中接种 8% 菌液[ 9] , 分别置于 15 � ,
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20 � , 25 � , 30 � , 35 � 下培养 72h后测定酶活力, 结

果见表4。可见, 发酵温度对毛霉产蛋白酶有较大

影响,温度过低则蛋白酶合成滞后,而温度过高则菌

体生长受到影响, 蛋白酶合成也受到相应的影响。

因此,MR137� 3最适培养温度为 30 � 。
Table 4� The effect of temperature on proteinase�producing act ivity

temperature/ � 15 20 25 30 35

relat ive activity/ % 64. 3 75. 2 89. 9 100. 0 59. 8

2. 2. 2 � 培养时间与产酶活性的关系 � 在固体培养

基中接种质量分数为 8%的菌液, 30 � 恒温培养, 每

间隔 12h取样测酶活力, 结果见表 5。可见, MR137�
3发酵 48h 相对酶活力就可达 72. 6% , 发酵 72h 酶

活达最高峰,发酵 72h后,酶活性有所降低。

Table 5� The effect of culturing duration on proteinase�producing act ivity

culturing durat ion/ h 24 36 48 60 72 84

relat ive activity/ % 26. 4 59. 8 72. 6 86. 5 100. 0 81. 2

2. 2. 3 � 培养基 pH 对产酶活性的影响 � 用0. 1mol/ L

HCl溶液和 0. 1mol/ L NaOH 溶液分别调节固体发酵

培养基的 pH 值,接种 MR137� 3液体菌 8%, 30 � 培

养72h,测定酶活性,结果见表 6。可见, MR137� 3产
蛋白酶的适宜 pH 为 5. 5~ 6. 5范围。

Table 6 � The effect of pH on proteinase�producing activity

pH 4. 5 5. 0 5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5

relative

activity/ %
82. 3 90. 7 97. 6 100. 0 95. 8 87. 6 71. 1

2. 2. 4 � 培养基含水量对产酶活性的影响 � 称取 10g

麸皮,分别按表 7配制成不同含水量的培养基, 平铺

于 250mL 三角瓶中, 灭菌后接种 MR137�3 液体菌
8%, 30 � 培养 72h,测定酶活性, 结果显示,培养基含

水量为 65%左右产酶活性最高。

Table 7� The effect of water content of culture medium on proteinase�produc�

ing activity

water

content/ %
40 45 50 55 60 65 70

relative

act ivity/ %
39. 8 43. 6 64. 7 86. 3 88. 5 100. 0 82. 9

3 � 结 � 论

综上所述,用 CO2激光辐射MR137筛选的变异

株MR137�3, 经过 10次传代培养, 表现出稳定的高

产蛋白酶活性。说明用红外 CO2 激光辐照总状毛

霉,具有引起MR137�3高产蛋白酶的作用。MR137�
3固体发酵产蛋白酶的优化培养条件是培养温度

30 � ,培养时间 72h, 培养基 pH6. 0, 培养基含水量

65%。
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!简 � � 讯!

菲涅耳光纤引导光深入中央气孔

悉尼大学的研究人员开发了一种有孔光纤,可以沿着中央气通道传导光,不过这种方法并不等同于光子

晶体( PC)光纤理论。PC光纤可用于产生布喇格反射的孔周期列阵,从而将光限制在中央充气通道或实心通

道,悉尼大学设计的光纤有沿有效菲涅耳区域分布的气孔, 比如在直径为 125�m 的光纤处。来自气孔表面

的光散射干涉, 在光纤的中心形成了一个强度峰值的分布。这种光纤的生产没有 PC 光纤那么严格。被分

开为 8�m~ 12�m 的气孔置于菲涅耳区域, 用于产生 30�m 直径的场模。做为试验用的菲涅耳光纤的孔大小

随着所选用样品的不同而不同。633nm, 1052nm, 1550nm的光引导至 20cm 长的光纤中,在 633nm光时,气孔

之间有许多光漏出; 1052nm 处, 这种情况就好多了 (由于偏移中央光纤孔, 有一个偏移中央峰值) ; 而在

1550nm 处,模式分布集中在中心孔处。

(蒋 � 锐 � 曹三松 � � 供稿)
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