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雅致放射毛霉蛋白酶
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摘!要!借助超声波"电泳和高压液相色谱技术对雅致放射毛霉胞外和胞内蛋白酶进行了研究)结
果表明#腐乳前期培菌时!雅致放射毛霉同时分泌胞外及胞内蛋白酶!两者酶活力变化趋势基本相
同!在培菌"$6时!达到最大酶活力$胞外和胞内蛋白酶均为蛋白酶系!相对分子质量组成相同$以
大豆蛋白为底物时!主要水解产物相同)
关键词!蛋白酶$电泳$水解产物
中图分类号!7$$/ 文献标识码!8

4.5.&$,1"%6$"0.&5.6$"*#,.*73!"#$%&’("&)*+*,-%.8+%9!!0

9:;<=’!>?:@AB’!9C:D=BE’!F:*@AB1G6<"

#H’((<E<’I;’’JFK=<BK<L*AM-=M=’B,(NBE=B<<-=BE’H6=B,8E-=KA(MA-,(:B=O<-G=MP’Q<=4=BE.###2%’H6=B,&

8750$&,0!R6=GS,S<-=BO<GM=E,M<JM6<S-’M<,G<’I!"#$%&’("&)*+*,-%.8F%)!!0T=M6M6<6<(S’I
A(M-,G’B=K’<(<KM-’S6’-<G=G,BJ6=E6S-<GGA-<(=5A=JK6-’U,M’E-,S6PM<K6B’(’EP)R6<-<GA(M
G6’T<JM6,MM6<UAK’-K’A(JS-’JAK<V’M6=BM-,K<((A(,-,BJ<WM-,1K<((A(,-S-’M<,G<)R6<M-<BJG’I
M6<,KM=O=MPK6,BE<G’M6<U’(<KA(,-T<=E6MG’,BJM6<S-’M<’(PG=GS-’JAKMG’IM6<MT’S-’M<,G<T<-<
G=U=(,-)R6<6=E6<GMS-’M<,G<,KM=O=M=<G,SS<,-<J,M"$6’IM6<KA(M=O,M=’BG)
:.3;"$*5!S-’M<,G<"<(<KM-’S6’-<G=G"S-’M<’(PG=GS-’JAKM

!!腐乳与奶酪有着极其相似的生产过程)对奶酪
的研究表明’在奶酪发酵的前期’奶酪生产菌株产
生的胞外蛋白酶#以内肽酶为主&起主要水解作用)
随着发酵的进行’菌体溶解’胞内蛋白酶释放出来’
由于胞内蛋白酶主要是肽酶和氨肽酶’因此’奶酪
风味的形成主要在发酵的后期’即菌体溶解后’也
就是胞外和胞内蛋白酶在奶酪的发酵过程中分别

发挥着不同的作用$.%)XY89 Y8*Z(鲍松林及
李理等人用不同的盐溶液对腐乳生产菌株冻土毛

霉#/("&)0$*’-+$.*[[9%.#%&$!%(布氏毛霉#+)
1)-$%$$&$%%和梨形毛霉#+!/%\%&$"%分泌蛋白酶的释

放进行了研究’结果表明这些毛霉蛋白酶主要是以
离子键松散结合在菌丝表面的胞外蛋白酶’而对毛
霉是否存在胞内蛋白酶未见研究报道)雅致放射毛
霉#!"#$%&’("&)*+*,-%.8F%)!!0&’异名匍匐放射
毛霉’是我国传统腐乳酿造中常用的优良菌种之
一’对其蛋白酶的研究主要集中在胞外蛋白酶的生
产条件$$%及特性$/%方面)为了更好的开发利用雅致
放射毛霉蛋白酶’作者借助超声波破碎(蛋白质电
泳和高压液相色谱#XD9H&等技术对雅致放射毛霉
的胞外和胞内蛋白酶进行了比较)
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<!材料与方法

<9<!材料与试剂
菌种!雅致放射毛霉 "!"#$%&’("&)*+*,-%.

8F%)!!0#$由北京王致和腐乳厂提供%豆腐坯!由北
京王致和腐乳厂提供$切成!)$KU]!)$KU]!)"
KU的方块%试剂!所用R-=G$RN+N>$!1巯基乙醇$

R-=K=B<$F>F$尿素$甘油$过硫酸铵$丙稀酰胺$

*$*&1甲叉双丙稀酰胺等电泳试剂$乙腈$三氟乙酸
等色谱试剂均购于北京试剂公司%大豆分离蛋白为
日本不二制油提供)
<9=!仪器

@̂ 3!1!超声波细胞破碎机!上海新芝生物技
术研究所制造%Z91!#Q冷冻离心机!上海安亭科学
仪器厂生产%NHD%###三恒电泳仪及垂直式小型电
泳槽!北京六一仪器公司产品%8E=(<BM..##高压液
相色谱仪!?>F柱"!$#UU]")/UU#$二极管阵
列检测器$8E=(<BM公司产品)
<9>!方法

<)>)<!胞外及胞内蛋白酶的生产!将"_保存的
菌种在D>8斜面培养基上活化’培养后$加入灭菌
后的蒸馏水$震荡.U=B$制取孢子悬浮液$接在豆
腐坯表面$!$_下培养"26$凉花后$得到腐乳毛
坯$蛋白酶即附着在毛坯表面菌丝上)
<)>)=!胞外及胞内蛋白酶的提取

.#胞外蛋白酶的提取!剥取毛坯表面菌丝$加
入.#倍重量#)%U’((9的*,H(溶液$"_冰箱中
过夜提取$"_下冷冻离心".####,#$上清液即为
胞外蛋白酶粗液)
!#胞内蛋白酶的提取!将上述离心后的沉淀$
用#)%U’((9的*,H(溶液反复清洗以除去残留的
胞外酶$压滤后$加入与胞外蛋白酶制备时同样质
量的#)%U’((9的 *,H(溶液$冰浴中超声波破碎
"2##Y$.$U=B$每次"G$间隔"G#$"_冰箱中过
夜提取$"_下冷冻离心".####,#$上清液即为胞
内蛋白酶粗液)
在上述蛋白酶提取液中加入硫酸铵$收集%#"

0#‘饱和度$"_过夜沉淀部分$冷冻离心".####

,#后$用少量缓冲溶液溶解$"_下透析脱盐’聚乙
二醇浓缩$得到胞外及胞内蛋白酶)
<)>)>!胞外及胞内蛋白酶水解液的制备!以质量
分数!‘!U9的大豆分离蛋白为底物$分别用!
U9胞外蛋白酶和胞内蛋白酶水解""#_#!6$用"
U9"U’((9的三氯乙酸终止反应$静置.#U=B后
过滤$滤液即为胞外和胞内蛋白酶的水解液)空白

液为"U9"U’((9的三氯乙酸先与!U9的酶液
作用后$再加入!U9的底物溶液$其余操作相同)
所有水解液及空白液均经过#)"$#U滤膜过滤

)0*)
<)>)?!电泳!对胞外及胞内蛋白酶提取液分别进
行十二烷基磺酸钠1聚丙烯酰胺凝胶电泳"F>F1
D8ZN#和添加底物明胶的底物凝胶电泳"Z<(1
D8ZN#$分离胶质量浓度为.!)$E(J9$浓缩胶质
量浓度为%E(J9$%#U8 稳流$上样量为!##9)
Z<(1D8ZN不连续凝胶电泳在"_下进行)2*)

F>F1D8ZN电泳为考马斯亮兰[1!$#染色$体
积分数%#‘甲醇脱色%Z<(1D8ZN电泳结束后$用
含R-=M’Ba1.##"$‘#$SX0)$的磷酸缓冲液漂洗
后放入SX0)$磷酸缓冲液中$在%0_下过夜反应
后$再氨基黑染色’蒸馏水脱色)
<)>)@!蛋白酶水解产物的高压液相色谱分析!进
样量!.##9%检测波长!!."BU%洗脱液!溶剂 8为
水"含体积分数#).‘的三氟乙酸#%溶剂Q为体积
分数"#‘的乙腈水溶液"含体积分数#)#2‘的三氟
乙酸#%洗脱条件!梯度洗脱)溶剂Q体积分数从.#
""#‘$体积流量为#)0U9(U=B$."U=B%从体积分
数"#"/#‘$体积流量#)$U9(U=B$"#U=B%从体
积分数 /#"3#‘$体积流量 #)0 U9(U=B$.#
U=B)3*)

=!结果与讨论

=9<!培菌时胞外及胞内蛋白酶活力的变化
前期培菌时$毛霉胞外及胞内蛋白酶"粗酶液

中#活力的变化见图.)

图<!毛霉胞外及胞内蛋白酶活力的变化

)-29<!8,0-A-03,1&%2.5"(01.-%0$&,.’’#’&$&%*.B0$&,.’C

’#’&$
!!注!培菌前%#6时$毛霉处于快速生长期$无菌丝或量很少$而

蛋白酶的产生略滞后于菌丝的生长$故从培菌%#6开始考察蛋白酶

活力的变化)

图.表明$前期培菌时$毛酶产生的胞外及胞
内蛋白酶活力变化趋势基本相同)在培菌"$6以内
时$毛霉分泌蛋白酶$水解基质中的蛋白质$作为毛
霉生长的氮源$此时$胞外及胞内蛋白酶活力变化
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较稳定!培菌"$6时"开始凉花"毛霉大量分泌蛋白
酶"并达到最大酶活"这与生产实践经验是相吻合
的!凉花后"可能由于毛霉停止生长"并不再分泌蛋
白酶"但蛋白酶向豆腐坯体的渗透还在进行"因此"
菌丝附着的蛋白酶活力显著降低)
=9=!胞外及胞内蛋白酶+D+C68EF电泳分析
电泳技术是鉴定蛋白质并分析其纯度的基本

工具)!#世纪/#年代F6,S=-’建立了F>F1D8ZN
方法之后"Y<V<-#Z(’GG1U,BB和 >’AE(,G等人对
其进行了多次改进"使F>F1D8ZN方法在分离#鉴
定和纯化蛋白质方面显示出了优越性$.#%)胞外及胞
内蛋白酶F>F1D8ZN电泳图谱见图!)

图=!胞内与胞外蛋白酶提取液的+D+C68EF图谱

)-29=!G1.+D+C68EF"(01..B0$&*.*-%0$&C&%*.B0$&C

,.’’#’&$H$"0.&5.
注&泳道."!"%为胞外蛋白酶提取液!""$"/为胞内蛋白酶提取液

图!表明&胞外及胞内蛋白酶中均含有若干种
蛋白质组分"其中"胞内蛋白质组分显现的谱带略
多于胞外蛋白质!同时"胞外和胞内蛋白酶提取液
中含有相同位置的谱带"如谱带,#V和<"说明两者
中含有相同的蛋白质组分或亚基"也含有不同位置
的谱带"如谱带K和J"说明两者中也含有不同的蛋
白质组分或亚基)
=9>!胞外及胞内蛋白酶E.’C68EF活性电泳分析
在!b.结论的基础上"实验对胞外及胞内蛋白

酶进行了Z<(1D8ZN活性电泳分析"图谱见图%)

图>!胞外及胞内蛋白酶提取液的E.’C68EF电泳图谱

)-29>!G1.E.’C68EF"(01..B0$&,0.*-%0$&C&%*.B0$&C

,.’’#’&$H$"0.&5.
注&泳道."!"%为胞外蛋白酶!""$"/为胞内蛋白酶

图%表明&胞外和胞内蛋白酶都是由几种蛋白
酶组成的蛋白酶系"这与人们从生产实践中获得的
信息相吻合$..%)以明胶为底物时"二者表现出的活
性谱带基本相同"说明胞外及胞内蛋白酶系的相对
分子质量组成基本相同)
=9?!胞外及胞内蛋白酶的水解特性
腐乳生产中"豆腐白坯除约质量分数0#‘的水

分外几乎全是由大豆蛋白质组成的$..%)将胞外和胞
内蛋白酶分别作用于大豆分离蛋白’FDC("水解产
物的 XD9H图谱见图""0)

图?!胞内蛋白酶水解+6I!空白"产物图谱

)-29?!+6I,1$"J&0"2$&JH$"0."’35.*73-%0$&,.’’#’&$

H$"0.&5.!,"%0$"’"

图@!胞内蛋白酶水解+6I产物图谱

)-29@!+6I,1$"J&0"2$&JH$"0."’35.*73-%0$&,.’’#’&$

H$"0.&5.

图K!胞外蛋白酶水解+6I!空白"产物图谱

)-29K!+6I,1$"J&0"2$&JH$"0."’35.*73-%0$&,.’’#’&$

H$"0.&5.!,"%0$"’"
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图L!胞外蛋白酶水解+6I产物图谱

)-29L!+6I,1$"J&0"2$&JH$"0."’35.*73-%0$&,.’’#’&$

H$"0.&5.

!!图""0表明!在以大豆分离蛋白为底物时"雅
致放射毛霉胞外及胞内蛋白酶的主要水解产物有%
种"在胞外和胞内蛋白酶总水解产物中分别占到质
量分数2%)$#‘和/3)%3‘#%种水解产物在色谱图
中均表现为保留时间在.#)$U=B$,%".$)%U=B$V%
和!#)3U=B$K%的%个峰"即胞外和胞内蛋白酶的
主要水解产物是相同的"这与!)!中胞外和胞内主

要组成蛋白酶是相同的结论相吻合#除%种主要水
解产物外"胞外和胞内蛋白酶的其它水解产物出峰
的保留时间也相同"仅含量上有差异)

>!结!论

腐乳生产前期培菌时"雅致放射毛霉同时分泌
胞外及胞内蛋白酶"两者酶活力变化趋势基本相
同"在培菌"$6时"达到最大酶活力#胞外和胞内蛋
白酶均为蛋白酶系"相对分子质量组成相同"以大
豆蛋白为底物时"主要水解产物相同&含量不同)腐
乳的风味是在漫长的后酵过程中缓慢形成的)随着
后酵的进行"毛霉菌丝体溶解"胞内蛋白酶释放出
来"不仅增强了对蛋白质的水解作用"而且使各水
解产物在量上达到新的平衡"对腐乳的后熟和圆润
风味的形成有一定的促进作用)对毛霉蛋白酶的分
离纯化及蛋白酶的进一步定性$如内肽酶&外肽
酶%"对揭示腐乳的酿造机理有着重要意义"有待于
今后深入研究)
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"会 讯"

中国发酵工业协会关于召开全国淀粉糖及

其衍生物生产应用技术交流会的通知

近几年来淀粉糖行业发展迅猛"随着淀粉糖的发展"其深加工也应运而生"淀粉糖的衍生物已达数十种)
为了促其向着科技含量高&经济效益好&资源消耗低&环境污染少的目标健康发展"经研究决定!!##$年第三
季度召开全国淀粉糖及其衍生物生产应用技术交流会)为使会议开得更有成效"会议将出版*全国淀粉糖及
其衍生物生产应用+论文集)请中国发酵工业协会会员单位&国内外专家积极提供资料"稿件请用电子邮件
于/月%#日前发到中国发酵工业协会$北京阜外大街乙!!号%余淑敏信箱$N\U,=(!PA/2%3$M’U)K’U%"
电话!$#.#%/2%3/$!$"传真!$#.#%/2%3/$0")
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