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Serratia sp. SYBC H发酵浮萍生产蛋白酶的研究 
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摘要：以富含蛋白质的浮萍作为有机氮源，接种一株通过自然筛选而得的新颖菌株 Serratia sp. SYBC H，进行微生物发酵生产

稀有的蛋白酶，为浮萍的高值化利用开创一条新途径。先采用单因素实验，研究影响 Serratia sp. SYBC H 发酵浮萍生产蛋白酶的发酵

时间，碳源，C/N 比，无机盐，产酶添加剂，结果发现：以小麦粉为碳源，小麦粉与浮萍比例为 1:2，NaCl，表面活性剂吐温 80，显

著促进 Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶。接着采用正交试验，研究影响 Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶的发酵培养基的主要组成及其

使用量。结果显示，在实验范围内，影响 Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶的发酵培养基组成及其最佳使用量为小麦粉 15 g/L，浮萍

30 g/L，吐温 80，0.8% (V/V)，NaCl 0.05 mol/L。接种发酵 18 h 后，蛋白酶的生产值达到最大值，发酵液中最高蛋白酶活达到 1459.94 

U/mL。 
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Abstract: The protease.was produced by microbial fermentation with a novel strain Serratia sp. SYBC H obtained by naturally screening 

and with protein-rich duckweed as organic nitrogen source, which provided a new approach for the high-valued utilization of duckweed 

resourceAt first, a single factor method was used to investigate a variety of variables affecting protease production, which contained carbon 

sources, C/N ratio, inorganic saltsand additives. The results demonstrated that wheat flour as carbon source, the ratio of wheat flour and 

duckweed as 1:2, NaCl and Tween 80 significantly improved the protease production by Serratia sp. SYBC H fermentation. Then, the 

orthogonal design was adopted to study the significant variables with levels for the protease production by Serratia sp. SYBC H fermentation. 

Within the experimental ranges, the significant factors with the optimal level for the maximum protease production by Serratia sp. SYBC H 

were wheat flour of 15 g/L, duckweek of 30 g/L, Tween 80 of 0.8 % (v/v), and NaCl of 0.05mol/L. The highest protease activity in the 

supernatant reached 1459.94 U/mL after fermentation for 18 h.  
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浮萍是一种水生植物，生长繁殖快，2~7 d 可以

繁殖一代，在温热带地区可以常年生长。浮萍含有丰

富的粗蛋白质，纤维素及灰分[1]。对于浮萍的开发利

用，许多研究工作者作过一些报道，如利用浮萍生产

燃料乙醇[2]；提取紫萍中的中药成分[3,4]；利用浮萍快

速生长繁殖的特点，除去污水中丰富的氮、磷成分，

从而达到净化除污的目的[5,6]；利用生物分离技术提取 
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浮萍中的多糖[7]；利用浮萍研究植物衰老机理，以及

开发植物反应器和除草剂等[8~12]。 
利用微生物生产代谢产物，培养基的成分及其用 

量对微生物的生长、代谢产物的积累，甚至对大规模

工业发酵生产都有很大的影响，因而，培养基成分的

选择和优化显得尤为重要。工业上，耐有机溶剂蛋白

酶的生产菌株常常来自于假单胞菌属，芽孢杆菌属以

及某些霉菌[13~16]，鲜有沙雷氏菌发酵生产蛋白酶的报

道。另外，生产蛋白酶的氮源常常是酵母提取物、牛

肉膏和鱼蛋白等昂贵氮源[17,18]，后来逐渐扩展到利用
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农副产品的下脚料如豆粕，豆皮来发酵生产[19,20]，尚

未见来自于浮萍的生产报道。据估计，常规的发酵培

养基成本占整个生产成本的 30%左右[21]。 
从无锡太湖腐败的蓝藻中分离筛选出一株蛋白酶

生产菌株，根据其形态学特征，生理生化特性，16S 
rRNA 基因序列分析，以及脂肪酸含量测定，认为该

菌株为粘质沙雷氏菌(Serratia marcescens)，命名为

Serratia sp. SYBC H。拟采用单因素实验和正交试验研

究 Serratia sp. SYBC H 摇瓶发酵浮萍生产稀有的蛋白

酶的培养基优化工作。先采用单因素实验对Serratia sp. 
SYBC H 生产蛋白酶的发酵时间，碳源、碳氮比、无

机盐和产酶添加剂等因素进行筛选，接着采用正交实

验研究影响 Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶的发酵培

养基的组成及其用量范围。通过培养基优化，提高

Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶的产率。利用 Serratia 
sp. SYBC H 发酵浮萍生产蛋白酶，既提升浮萍资源的

利用，又降低蛋白酶的生产成本，增强市场竞争力，

获得经济效益与环境净化的双赢。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  浮萍与菌株 
浮萍取自于无锡太湖，晒干，筛选，除异物，粉

碎，过 200 目筛。 
菌株 Serratia sp. SYBC H 分离于无锡太湖的蓝藻

中，保藏于 4 ℃的 LB 斜面培养基及-20 ℃的甘油中。 
1.1.2  培养基 

种子培养基(g/L)：酵母提取物 5，胰蛋白胨 10，
氯化钠 5，pH 7~7.2。 

斜面培养基：在种子培养基的组成上再加上 2%
的琼脂。 

基本发酵培养基(g/L)：可溶性淀粉 10，浮萍 20，
pH 7~7.2。 

1.2  测定方法 

采用 Bhosale 的方法[22]，略加改动。抽取发酵液

5 mL，8000 r/min 离心 10 min，取离心上清液 0.1 mL
作为粗酶，加入 0.5 mL 预热后的 1%(m/V)偶联酪蛋白

溶液，混匀，于 37 ℃的水浴中反应 10 min，加入 1.9 
mL 的 10%三氯乙酸终止酶促反应。接着，将反应混

合液离心分离（6000 r/min，10 min)，小心吸取离心

上清液，加入 2 mL 10% (m/V) NaOH 溶液进行显色反

应。在波长 440 nm 下测定吸光值，平行测定三次。

空白对照以失活的蛋白酶进行相同方法处理。一个酶

活单位(U)定义为在此条件下每分钟释放 1 µg 酪氨酸

所需要的蛋白酶量。 

1.3  试验方法 

1.3.1  种子液与蛋白酶制备的培养方法 
将活化后的斜面菌种划 1~2 环接入灭菌的种子培

养基，于 30 ℃，200 r/min 条件下摇瓶培养 10 h。接

着，将生长旺盛的种子液按 5%的接种比例转入基本

发酵培养基，于 30 ℃，200 r/min 条件下继续培养。 
1.3.2  蛋白酶生产时间曲线 

以 5%的接种比，将生长旺盛的菌种转入已灭菌

的基本发酵培养基，于 30 ℃，200 r/min 条件下摇瓶

培养，每隔 3 h 取样，离心分离（8000 r/min，10 min），
取离心上清液作为粗酶，测其蛋白酶活力。平行重复

三次试验。 
1.3.3  各种碳源对蛋白酶生产的影响 

取葡萄糖、蔗糖、麦芽粉、玉米粉、马铃薯粉和

小麦粉等各以10 g/L的浓度取代基本发酵培养基里的

可溶性淀粉，其它成分及浓度保持不变，于 30 ℃，200 
r/min 条件下摇瓶培养 18 h。取发酵液，离心分离（8000 
r/min，10 min），取离心上清液，测其蛋白酶活力。平

行重复三次试验。 
1.3.4  小麦粉与浮萍的比例对产酶的影响 

以小麦粉取代基本发酵培养基里的可溶性淀粉，

以不同的小麦粉与浮萍比例，于 30 ℃，200 r/min 条

件下培养 18 h。提取发酵液，离心分离(8000 r/min，
10 min)，取离心上清液，测其蛋白酶活力。平行重复

三次试验。 
1.3.5  各种无机盐对产酶的影响 

分别向基本发酵培养基加入不同的无机盐，其它

组分及其浓度保持不变，于 30 ℃，200 r/min 条件下

摇瓶培养 18 h。取发酵液，离心分离(8000 r/min，10 
min)，取离心上清液，测其蛋白酶活力。以不加任何

无机盐的试验作为空白对照，设空白对照的酶活为相

对酶活 100%。平行重复三次试验。 
1.3.6  各种产酶添加剂对产酶的影响 

分别向基本发酵培养基加入不同的添加剂，其它

成分及浓度保持不变，于 30 ℃，200 r/min 条件下摇

瓶培养 18 h。取发酵液，离心分离(8000 r/min，10 min)，
取离心上清液，测其蛋白酶活力。以不加任何添加剂

的试验作为空白对照，设空白对照的酶活为相对酶活

100%。平行重复三次试验。 
1.3.7  正交试验 

在单因素实验的基础上，设计六因素三水平正交

试验，研究各因素各水平对蛋白酶生产的影响，设酶
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活值作为实验结果，以极差 R 值作为评判依据。每一

组实验设计三个平行样，于 30 ℃，200 r/min 条件下

培养 18 h。发酵结束后，提取发酵液，离心分离(8000 
r/min，10 min)，取离心上清液，测其蛋白酶活力，平

行重复测定三次。筛选的因素及其水平如表 1。 
表1 六因素三水平正交试验表 

Table 1 6 factors -3 levels of orthogonal experiment design  

因素 
水平 

1 2 3 

小麦粉/(g/L) 5.0 10.0 15.0 

浮萍/(g/L) 10.0 20.0 30.0 

NaCl/(mol/L) 0.05 0.08 0.11 

吐温 80/% 0.2 0.5 0.8 

接种比/% 5 7 9 
pH 5 7 9 
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1.3.8  蛋白酶纯度鉴定 

经分离纯化后的蛋白酶，采用 SDS-PAGE 检测，

按照试剂盒说明书进行配胶和操作。以发酵上清液作

为对照。 
1.3.9  数据统计分析 

采用 DPS v7.05 软件进行正交试验设计和 R 值分

析，用 origin 8.0 作图。 

2  结果与分析 

2.1  发酵时间对产酶的影响 

 
图1 发酵时间与蛋白酶生产的关系 

Fig.1 The relationship between fermentation time and protease 

production 

按 5%的接种比，将生长旺盛的菌种接入基本发

酵培养基，30 ℃，200 r/min 条件下培养，每间隔 3 h
取样，按照蛋白酶的检测方法(1.2)，测定样品中的蛋

白酶活力。平行重复三次试验。结果如图 1 发酵培养

基接入菌种后，随着发酵时间的增加，蛋白酶的产值

也逐渐增加，发酵 18 h 时，蛋白酶的产值达到最大值；

随后，随着发酵时间的延长，蛋白酶的产值逐渐下降。

这种现象经常发生在微生物发酵产酶过程中。根据实

验结果，发酵 18 h 左右，适宜终止蛋白酶生产。利用

Serratia sp. SYBC H 发酵浮萍生产蛋白酶，发酵周期

短，这是 Serratia sp. SYBC H 有别于其它蛋白酶生产

菌株的特征之一。如常见的蛋白酶生产菌株枯草芽孢

杆菌，其蛋白酶的发酵生产时间一般都在 40 h 左右
[23]，有的高达 72 h[24]，Psedomonas sp.菌株生产蛋白

酶的时间一般在 48 h 以上[25]，有的菌株生产蛋白酶需

要 120 h[26]。利用 Serratia sp. SYBC H 发酵浮萍，周

期短，不仅可加速对浮萍的高值化处理，还可以高产

蛋白酶，获得双重收获。 

2.2  各种碳源对蛋白酶生产的影响 

 
图2 碳源对Serratia sp. SYBC H蛋白酶生产的影响 

Fig.2 Effect of carbon source on Serratia sp. SYBC H protease 

production 

微生物生长与产酶都需要碳源。不同的菌种，以

及生产不同的酶，需要不同的碳源。通过对碳源的优

化，结果（图 2）发现：Serratia sp. SYBC H 发酵浮萍

生产蛋白酶的最佳碳源是小麦粉，其次是玉米粉。简

单易利用的碳源如果糖﹑葡萄糖、蔗糖，其蛋白酶的

产率却较低。发生这种现象的原因是由于简单易利用

的碳源如葡萄糖对蛋白酶的生产易形成分解代谢物阻

遏作用[27]，降低蛋白酶的生产。因此，为了提高蛋白

酶的生产，应该避免使用大量可迅速利用的碳源如葡

萄糖等。 

2.3  小麦粉与浮萍比例对产酶的影响 

发酵培养基的 C/N 比对产酶有重要影响。因此，

我们采用试验结果中的最佳碳源-小麦粉取代基本发

酵培养基里的可溶性淀粉，研究不同的小麦粉/浮萍之

比对蛋白酶生产的影响，结果如图 3。浮萍：小麦粉

为 2:1 时，蛋白酶的生产达到最大值（1378.30 U/mL），
表明 Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶，可以通过控制

培养基里的小麦粉/浮萍之比来控制 C/N 之比，从而提

高蛋白酶的产率。在以前的文献报道中，有科研工作



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.1 

者也发现以小麦粉作碳源可以提高蛋白酶的发酵生产
[28]。 

 
图3 浮萍与小麦粉之比对Serratia sp. SYBC H蛋白酶生产的

影响 

Fig.3 Effect of duckweed /wheat flour ratio on Serratia sp. 

SYBC H protease production 

2.4  各种无机盐对产酶的影响 

对于微生物的生长与代谢，需要各种无机盐参与

复杂的生化反应。通过向基本发酵培养基添加不同的

无机盐，蛋白酶的生产见表 2。NaCl 显著刺激蛋白酶

的生产，CaCl2 不影响蛋白酶的生产，重金属盐除了

MnCl2不抑制蛋白酶生产外，其它的无机盐，如 FeCl2、
ZnCl2和CoCl2均不同程度地抑制Serratia sp. SYBC生

产蛋白酶。类似以 NaCl 作无机盐提高蛋白酶的发酵

生产还有 Serratia rubidaea 菌株[29]。 

表2 无机盐对Serratia sp. SYBC H蛋白酶生产的影响 

Table 2 Effects of inorganic salts on Serratia sp. SYBC H 

protease production 

无机盐 
浓度

/(mmo/L) 

蛋白酶活

/(U/mL) 
相对酶活/% 

对照 - 287.41±6.60 100 

KCl 25 240.93±6.32 83.83±2.11 

MgCl2 25 261.91±8.54 91.13±2.85 

CaCl2 25 287.94±7.71 100.18±2.57 

NaCl 25 370.15±8.72 128.79±2.91 

FeCl2 25 236.17±6.13 82.17±2.04 

ZnCl2 25 160.42±4.90 55.82±1.63 

MnCl2 25 288.83±7.41 100.49±2.47 
CoCl2 25 228.25±5.83 79.42±1.94 
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2.5  各种添加剂对Serratia sp. SYBC H 生产蛋

白酶的影响 

利用微生物发酵生产酶制剂，经常需要添加各种

添加剂刺激酶的生产。分别向基本发酵培养基加入不

同的添加剂，以不加任何添加剂的试验作为空白对照，

试验结果如表 3。吐温 80 显著促进蛋白酶生产，曲拉

通 X-100，聚乙烯醇对蛋白酶生产的促进作用不明显；

一些油脂(酯)类如橄榄油、大豆油、杂油脂和油酸等

明显抑制 Serratia sp. SYBC H 生产蛋白酶，其产酶值

基本为空白对照的 50%左右。 
吐温 80 是微生物产酶常用的非离子表面活性剂。

它可以增强微生物细胞膜的通透性，促进微生物对营

养基质的吸收以及胞外酶的分泌释放；它还可以增大

发酵液的气液比表面积，增大溶解氧的传质系数，有

利于好氧菌对溶解氧的吸收利用[30,31]；另外，它还可

以保护酶的活性。 
表3 各种添加剂对Serratia sp. SYBC H 蛋白酶生产的影响 

Table 3 Effects of additives on Serratia sp. SYBC H protease 

production 

添加剂 添加剂浓度/% 蛋白酶活
/(U/mL) 相对酶活/%

对照 - 272.32±6.21 100 

聚乙二醇

（10000） 
0.3(m/V) 266.54±8.51 97.88±2.84

山梨醇 0.5/(mmol/L) 251.23±6.50 92.26±2.17

聚乙烯醇 0.5/(mmol/L) 282.42±8.21 103.71±2.74

异丙醇 0.3 263.15±7.42 96.63±2.47

油酸 0.3 124.46±3.03 45.70±1.01

大豆油 0.3 147.22±3.51 54.06±1.17

橄榄油 0.3 128.34±3.24 47.13±1.08

杂油酯 0.3 142.11±3.82 52.18±1.27

乙酸乙酯 0.3 214.43±5.14 78.74±1.71

吐温 80 0.3 360.28±9.56 132.30±3.19

曲拉通 X-100 0.3 285.61±6.41 104.88±2.14
十二烷基磺酸

钠 
0.2(m/V) 253.83±6.60 93.21±2.20

2.6  正交试验 

正交试验的产酶结果如表 4。根据极差 R 值分析，

对影响蛋白酶生产的因素进行排序。结果发现，小麦

粉为第一主要因素，其次是浮萍，小麦粉和浮萍分别

作为产酶的碳源和氮源，它们是影响蛋白酶生产的主

要因素。排在第三位的是吐温 80，吐温 80 影响蛋白

酶的分泌释放，增强细胞膜对营养物及溶解氧的吸收。

正交实验的最高产酶值为 1459.94 U/mL(第 9 组)。根

据极差 R 值分析，pH 和接种量不是影响 Serratia sp. 
SYBC H 生产蛋白酶的主要因素。 

同一株菌，Serratia sp. SYBC H 发酵蓝藻生产蛋

白酶的最高产酶值为 941 U/mL[32]；发酵浮萍生产蛋白

酶的产酶值为 1459.94 U/mL，是发酵蓝藻产酶值的
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1.55 倍。 
表明浮萍作为有机氮源，比蓝藻更适合Serratia sp. 

SYBC H 生产蛋白酶。同一株菌发酵，造成蛋白酶产

值这么悬殊的原因可能是蓝藻浆里含有抗营养因子和

抑菌剂[32]，阻碍 Serratia sp. SYBC H 的生长，要除去

蓝藻浆里的抑菌剂和抗营养因子，需要复杂的操作，

进一步增加生产成本的投入。另一方面，用蓝藻发酵

生产蛋白酶，所配用的是简单碳源蔗糖，对蛋白酶的

生产易形成分解代谢物阻遏作用，从而降低蛋白酶的

生产[27]。而浮萍，易于打捞，风晒，筛选，粉碎。风

干的浮萍未曾有抑菌剂的报道，所配用的碳源是复杂

碳源小麦粉，在极大程度上降低了分解代谢物阻遏作

用，这些优势是蓝藻浆发酵生产蛋白酶所不可比拟的。 

表4 正交试验设计及其试验蛋白酶活值 

Table 4 Orthogonal experiment design and protease activity 

实验编号 A 小麦粉/(g/L) B 浮萍粉/(g/L) C NaCl/(mol/L) D 吐温 80/% E pH H 接种量/% 蛋白酶活/(U/mL)

1 5.0 10.0 0.05 0.2 5 5 365.52±3.61 

2 5.0 20.0 0.08 0.5 7 7 591.63±6.20 

3 5.0 30.0 0.11 0.8 9 9 801.81±8.21 

4 10.0 10.0 0.05 0.5 7 9 931.73±10.21 

5 10.0 20.0 0.08 0.8 9 5 1148.31±14.20 

6 10.0 30.0 0.11 0.2 5 7 982.32±11.71 

7 15.0 10.0 0.08 0.2 9 9 885.41.±10.60 

8 15.0 20.0 0.11 0.5 5 5 977.33±14.21 

9 15.0 30.0 0.05 0.8 7 7 1459.94±18.22 

10 5.0 10.0 0.11 0.8 7 5 622.06±7.22 

11 5.0 20.0 0.05 0.2 9 7 979.23±11.61 

12 5.0 30.0 0.08 0.5 5 9 1013.92±12.41 

13 10.0 10.0 0.08 0.8 5 7 1176.86±14.62 

14 10.0 20.0 0.11 0.2 7 9 716.34.±7.82 

15 10.0 30.0 0.05 0.5 9 5 1307.25.±16.12 

16 15.0 10.0 0.11 0.5 9 7 844.36±9.02 

17 15.0 20.0 0.05 0.8 5 9 1374.43±16.91 

18 15.0 30.0 0.08 0.2 7 5 1134.37.±13.62 

K1 4374.17±49.29 4825.94±55.28 6418.10±76.68 5063.19±58.97 5890.38±73.47 5554.84±68.98  

K2 6262.81±74.68 5787.27±70.95 5950.50±71.65 5666.22±68.17 5456.07±63.29 6034.34±71.38  

K3 6675.84±82.58 6699.61±80.29 4944.22±58.19 6583.41±79.38 5966.37±69.76 5723.64±66.16  

R 2301.67±131.87 1873.67±135.57 1473.88±134.87 1520.22±138.35 510.30±133.05 479.50±140.36  

因素主次：小麦粉>浮萍>吐温 80>NaCl>pH>接种量 

最优组合 A3B3D3C1E3H2 

注：M 表示蛋白 Markers；1 表示纯酶；2 表示粗酶(发酵

上清液)。 
2.7  蛋白酶纯度鉴定 

由图4可知，由浮萍发酵生产的Serratia sp. SYBC 
H 蛋白酶经盐析，透析，离子交换层析，凝胶层析等

一系列分离纯化操作，得到电泳纯的蛋白酶，其分子

量在 58 ku 左右。经分离纯化后的沙雷氏菌蛋白酶，

脱除了可能残留于蛋白酶中的沙雷氏菌细胞，解除了

可能存在的安全隐患。另外，整个发酵过程是安全的，

无 Serratia sp. SYBC H 逃逸；发酵结束后，提取粗酶

后的发酵渣及发酵液体经过灭菌后才排放，故利用

Serratia sp. SYBC H 发酵生产蛋白酶是安全可行的。 

 
图4 SDS-PAG分析 Serratia sp. SYBC H蛋白酶 

Fig.4 SDS-PAGE images of Serratia sp. SYBC H protease 
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3  结论 

以酶活为考察指标，采用单因素试验和正交试验

研究了影响 Serratia sp. SYBC H 发酵浮萍生产蛋白酶

的培养基组成及其用量范围。Serratia sp. SYBC H 发

酵浮萍生产蛋白酶的培养基组成及其最佳水平分别为

小麦粉 15 g/L，浮萍 30 g/L，吐温 80 0.8% (V/V)，NaCl 
0.05 mol/L；在试验范围内，最高产酶值可达 1459.94 
U/mL，发酵周期为 18 h。 
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