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合成角质酶的发酵条件
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摘! 要：以放线菌 !"#$%&’()(*+ ),-.+ 6,7$12// 一高产角质酶突变株为出发菌株，在摇瓶中考察了

碳、氮源等条件以及接种量、装液量和初始 .7 值等环境条件对突变株细胞生长和产角质酶的影

响。通过优化发酵条件，突变菌株的角质酶酶活达 /$8 / 9 : ;<，提高了 /#=。在此基础上，在# <
发酵罐中进一步研究了碳源流加对突变株发酵产酶的影响，结果发现，分别在 $、"4、43 > 添加 /=
乙醇，角质酶酶活达到 /%8 4 9 : ;<，细胞干重（?@6）达到 18 0 A : <，而且发酵时间也由 //$ > 缩短到

#$ >。
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! ! 角质酶（MFRGIHV-）是一种可降解植物角质的酶，

属丝氨酸酯酶的一种，相对分子质量约为"" $$$ _
"# $$$，是一种具有称作 ! / " 水解酶折叠的共同结

构框架的蛋白质［/ ‘ "］。角质酶既可催化水解不溶性

多聚体角质的酯键，也可以作用于其它长链、短链

脂肪酸酯、乳化的甘油三酯等。除了水解反应外，
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角质酶还能参与酸与醇的酯化、一些脂肪酸盐与醇

的转酯化［!］。角质酶作为一种通用裂解酶，在纺织

工业、食品工业以及化工工业等诸多领域都有着广

泛的应用。由角质酶催化的水解和合成反应可水

解牛奶脂肪，合成家用清洁剂、油化学（ "#$"%&$’()
%*#）工业、甘油三酸酯聚体和表面活性剂，个人护肤

产品成分的合成以及包含一个或几个手性中心的

医药和农药产品的合成［+］。用于纺织工业是近年

来角质酶的新的应用方向［, - .］，与传统的处理工艺

相比，角质酶用于棉纤维角质层生物煮练，既可显

著提高原棉的润湿性，改善棉纤维、涤纶等纺织品

表面的亲水性，又可节约能源、碱液和水源，防止用

大量的水冲洗以处理污染环境。

发现最早、研究最为广泛的角质酶产生菌为茄

病镰刀菌 !"#$%&"’ #()$*& 等植物病原真菌，后来研

究者筛选到了产角质酶的细菌 +#,"-(’(*$# ."/&-$
和放线菌 01,%’(2&3&-$ 3"#4$、01,%’($4/&*(’54,# 6")7
8$%&#、9/%,./(’54,# $4&-&#4$2&,# 等［/ - +0］，并从花粉中

提取到了角质酶［1］。目前，国外对角质酶进行了大

量的研究，其中以角质酶产生菌的构建、酶工程手

段对角质酶进行改造修饰以及角质酶在纺织、食

品、洗涤化工等的应用为主，而国内用产角质酶菌

株进行发酵生产角质酶还未见报道。

作者以放线菌 01,%’(2&3&-$ 3"#4$ 2340!)++ 为

出发菌株，以对硝基苯丁酸酯为筛子，通过硫酸二

乙酯诱变，获得一株高产角质酶的突变株，并对其

发酵条件进行了初步研究。

!" 材料与方法

!# !" 菌种

出发菌株为放线菌 01,%’(2&3&-$ 3"#4$ 2340!)
++ 的突变株，由江南大学生物工程学院环境生物技

术研究室选育保存。

!# $" 培养基

斜面培养基（组分 5 6 7）：可溶性淀粉 +，蛋白胨

.，酵母膏 .，氯化钠 .，琼脂 80；94 :; 0，+8+ <灭菌

+. ’(=。

种子培养基（ 组分 5 6 7）：可溶性淀粉 80，牛肉

膏 +0，酵母膏 .，磷酸氢二钾 8，氯化钠 .；94 :; 0，

+8+ <灭菌 +. ’(=。

基本发酵培养基（组分 5 6 7）：蛋白胨 .，酵母膏

.，磷酸氢二钾 8，氯化钠 .，角质 +，94 :; 0，+8+ <
灭菌 +. ’(=。以 +0>乙醇为发酵碳源，考虑到乙醇

的挥发，在灭菌后接种时加入。

!# %" 角质的制备

将西红柿先放在沸腾的蒸馏水中煮 . ’(=，水

冷却后剥下皮，用蒸馏水洗，再在草酸缓冲液（ 每升

中含草酸 , 5、草酸铵 +1 5）中煮沸 + &，洗净后于

+0. <烘箱中烘干后磨碎［++］。

!# &" 菌种培养方法

!# &# !" 斜面活化和种子培养" 将冰箱中保藏的斜

面菌种接种到活化斜面上，.0 <静置培养 +0 &；将

活化后的斜面菌种接入种子培养基，.0 <下 800 ? 6
’(= 转速振荡培养 !. @ ,0 &。

!# &# $" 发酵培养" 取种子培养液，以 1> 接种量接

入发酵培养基，.0 <下 800 ? 6 ’(= 振荡培养 ++0 &。

每个样品做 ! 个平行样。

!# ’" 细胞干重（()*）测定

取 80 ’7 发酵液于 .0 ’7 离心管中，以 ! 000
? 6 ’(= 转速离心 +. ’(=，倾去上清液，于 +0. <烘干

. &，至恒重后称重。

!# +" 角质酶活测定

发酵液经+0 000 ? 6 ’(= 离心 +0 ’(=，上清液即

为粗酶液。酶活测定用分光光度法在 80 < 下进

行。反应体积为 + ’7，包括 80 !7 酶液、80 !7 .0
’’"# 6 7 对硝基苯丁酸酯和 A10 !7 .0 ’’"# 6 7 硫磺

脱氧胆酸钠缓冲液（94 :; 0），在 ,0. =’ 处记录对

硝基酚的生成速率。酶活定义为：80 <时每分钟催

化对硝基苯丁酸酯水解生成 + !’"# 对硝基酚的酶

量即为一个酶活力单位［+8 - +!］。

$" 结果与讨论

$# !" 碳源对 !"#$%&’()(*+ ),-.+ *,-.%/!! 突变株

角质酶发酵的影响

$# !# !" 不同碳源对角质酶发酵的影响" 维持发酵

基本培养基其它成分不变，考察培养基中碳质量浓

度为 +; 8 5 6 7 时 不 同 碳 源 对 01,%’(2&3&-$ 3"#4$
2340!)++ 突变株发酵生产角质酶的影响，结果见

图 +。结果表明，以乙醇为碳源时有利于产角质酶

的合成，其酶活达到 :; 8 B 6 ’7，且细胞干重也最大；

而以葡萄糖为碳源时，菌体生长和酶活均较低，说

明以葡萄糖作为发酵碳源对突变株发酵产酶有抑

制作用，这与 C$DD［:］等研究的一致。

$# !# $" 乙醇体积分数对角质酶发酵的影响" 培养

基中乙醇浓度对发酵生产角质酶的影响见图 8。乙

醇体积分数为 +; 0>时，角质酶酶活最高，达 :; . B 6
’7，进一步提高乙醇浓度则会对菌体生长和角质酶

活积累产生一定的抑制作用。
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图 !" 不同碳源对角质酶发酵的影响

# $%& !" ’(()*+ ,( *-./,0 1,2.*)1 ,0 *2+$0-1) ().3)0+-+$,0

图 4" 乙醇体积分数对角质酶发酵的影响

#$%& 4" ’(()*+ ,( -5*,6,5 *,0*)0+.-+$,0 ,0 *2+$0-1) ().7
3)0+-+$,0

48 4" 氮源对 !"#$%&’()(*+ ),-.+ 9:;<=7!! 突变株

角质酶发酵的影响

4! 4! !" 不同氮源对角质酶发酵的影响" 维持发酵

基本培养基其它成分不变，考察培养基中氮源质量

浓度 为 " # $ % 时，不 同 氮 源 对 !"#$%&’()(*+ ),-.+
&’()*+"" 突变株发酵生产角质酶的影响，结果见

图 *。以蛋白胨、酵母膏为氮源时有利于产角质酶，

其酶活分别达到 ,- , . $ /% 和 0- 1 . $ /%。

图 =" 不同氮源对角质酶发酵的影响

# $%& =" ’(()*+ ,( 0$+.,%)0 1,2.*)1 ,0 *2+$0-1) ().3)0+-+$,0

48 48 4" 复合氮源对发酵产角质酶的影响" !"#$%&/
’()(*+ ),-.+ &’()*+"" 突变株以蛋白胨、酵母膏为单

一氮源时角质酶酶活与细胞干重（23&）都较高。

为了考察复合氮源是否能够进一步提高角质酶产

量，其余条件不变，以蛋白胨、酵母膏为研究对象，

研究不同氮源配比对产角质酶的影响，结果见表 "。

表 !" >?（4=）正交实验结果

@-/& !" A)125+1 ,( ,.+6,%,0-5 )BC).$3)0+

编号
实验因素

蛋白胨 酵母膏

角质酶活 $
（. $ /%）

" "（4 # $ %） "（4 # $ %） 0- 0

4 "（4 # $ %） 4（5 # $ %） ,- 5

* "（4 # $ %） *（") # $ %） ,- 6

6 4（5 # $ %） "（4 # $ %） 1- 6

5 4（5 # $ %） 4（5 # $ %） 1- 7

0 4（5 # $ %） *（") # $ %） 1- 0

, *（") # $ %） "（4 # $ %） 1- 1

1 *（") # $ %） 4（5 # $ %） 1- )

7 *（") # $ %） *（") # $ %） ,- ,

0" 4"- 5 4*- 1

04 45- 7 46- 6

0* 46- 5 4*- ,

极差 1 6- 6 )- ,

8 8 根据表 "，比较各因素极差 1 值大小，可以看

出，各因素对 !"#$%&’()(*+ ),-.+ &’()*+"" 突变株

产生角质酶的影响主次顺序为 ：蛋白胨 9 酵母膏，

蛋白胨、酵母膏的最优化水平组合为 44，即在实验

的质量浓度范围内，蛋白胨 5 # $ %，酵母膏 5 # $ % 为

最佳氮源配比，在此氮源配比条件下，其它条件不

变，角质酶产量可达 1- 7 . $ /%，比单一氮源时（ 图

*）的最高酶活提高了 "0:。

48 =" 环境条件对角质酶发酵的影响

48 =8 !" 初始 ;( 值对角质酶发酵的影响" 初始 ;(
值对菌体生长和角质酶合成的影响见图 6。在 ;(
1- ) 时角质酶酶活与细胞干重分别达到 7- 4 . $ /%
和 4- 6 # $ %，故初始 ;( 值选择为 1- )。

48 =8 4" 装液量对角质酶发酵的影响" 发酵摇瓶的

不同装液量在一定程度上影响发酵过程的溶氧水

平。作者考察了 45) /% 三角瓶中不同装液量对菌

体生长与角质酶合成的影响。考虑到环境温度为

5) <，故选择了 6)、5)、0)、,) /% 不同装液量对角

质酶发酵的影响。由图 5 可知，装液量为 5) /% 时，

角质酶活和细胞干重都达到最高，分别为 7- 1 . $ /%
和 4- 4 # $ %。
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图 !" 不同初始 #$ 值对角质酶发酵的影响

%&’( !" )**+,- .* &/&-&01 #$ ./ ,2-&/03+ *+45+/-0-&./

图 6" 不同装液量对角质酶发酵的影响

%&’( 6" )**+,- .* 5+7&25 8.125+ ./ ,2-&/03+ *+45+/-0-&./

9: ;: ;" 接种量对角质酶发酵的影响" 在 !" #$ % 的

发酵培养基中，以体积分数 &’、#’、(%’、()’ 接

入种子培养液，考察不同接种量对角质酶发酵的影

响，结果见图 &。以 #’ 的接种体积分数时，角质酶

酶活达到最高，为 (%$ ( * + ,-，故接种体积分数以

#’较适宜。

图 <" 不同接种量对角质酶发酵的影响

%&’( <" )**+,- .* &/.,2125 3&=+ ./ ,2-&/03+ *+45+/-0-&./

9: !" 6 > 罐中乙醇流加对角质酶发酵的影响

由于 !"#$%&’()(*+ ),-.+ ./"%01(( 突变株产角

质酶的环境温度为 2% 3，发酵时间为 ((% 4，考虑到

乙醇的挥发，故有必要考察补加碳源 5 乙醇对突变

株发酵产酶的影响。分别考察了在 ()、)6、0&、6#、

&% 4 添加 (’乙醇对突变株发酵的影响，结果见表

)。

表 9" 不同时间添加乙醇对角质酶发酵的影响

?0@( 9 " )**+,- .* -A+ -&5+ .* 01,.A.1 *++7&/’ ./ ,2-&/03+
*+45+/-0-&./

时间 + 4 酶活 +（* + ,-） 78.+（9 + -）

对照 (($ & ($ #

() :$ # ($ 0

)6 (2$ # 0$ )

0& (0$ ) )$ 6

6# ()$ ( ($ ;

&% (($ : ($ #

< < 从表 ) 可以看出，在 )6、0&、6# 4 添加乙醇有利

于角质酶的发酵，而在 () 4 添加乙醇反而不利于角

质酶发酵，角质酶酶活为 :$ # * + ,-；而在 &% 4 添加

(’乙醇对突变株角质酶发酵影响不大，角质酶酶

活为 (($ : * + ,-，与对照酶活 (($ & * + ,- 基本一

样。在此基础上，还考察了分次添加乙醇对发酵产

酶的影响，结果发现，在 %、)6、6# 4 添加 (’ 乙醇有

利于突变株发酵生产角质酶。

根据以上实验，初步确定的角质酶发酵较优的

营养及环境条件，以乙醇为碳源（分别在 %、)6、6# 4
加入 (’ 乙醇），2 9 + - 蛋白胨，2 9 + - 酵母膏，) 9 + -
=)">?6和 2 9 + - 氯化钠为较优的培养基组成，初始

!" #$ %，2 - 罐的装液量为 0 2%% ,-，接种量为 #’，

搅拌转速为 0%% @ + ,AB，通气体积分数为 (C (，培养

温度为 2% 3，考察 !"#$%&’()(*+ ),-.+ ./"%01(( 突

变株产角质酶的过程，结果见图 ;。

图 B" 角质酶发酵过程曲线

%&’( B" ?&5+ ,.243+3 .* ,2-&/03+ *+45+/-0-&./

< < 在 !"#$%&’()(*+ ),-.+ ./"%01(( 突变株的发酵

过程中，角质酶的合成和菌体生长时部分偶联，发

酵至 2% 4，角质酶活和菌体干重达到最大，分别为

(&$ 6 * + ,- 和 0$ ;9 + -。另外，培养基和环境条件优

化后，发酵时间由 ((% 4 减少至 2% 4，大大缩短了发

酵周期。
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!" 结" 论

!）以前期研究中对 !"#$%&’()(*+ ),-.+ "#$%&’
!! 诱变选育到一株高产角质酶菌为出发菌株，通过

摇瓶实验优化了突变株产角质酶的营养条件和环

境条件，最终角质酶酶活由 () * + , -. 达到 !%) ! + ,

-.，提高了 !/0。

1）在 / . 发酵罐上考察了流加乙醇对 !"#$%&’/
()(*+ ),-.+ "#$%&’!! 突变株合成角质酶的影响，结

果发现，分别在 %，12，2( 3 添加 !0 乙醇，角质酶酶

活达到 !4) 2 + , -.，细胞干重（56"）达到 &) * 7 , .，

而且发酵时间也由 !!% 3 减少到 /% 3。
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