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红曲霉白色突变株固态发酵生产酸性蛋白酶的研究 
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(天津科技大学生物工程学院，天津工业微生物重点试验室，天津 300457) 

摘要：红曲霉白色突变株因不产色素可扩大红曲霉的使用范围，对经紫外诱变后的红曲霉白色突变株（W1）进行固体发酵并对

其所产生的酸性蛋白酶的性质进行初步研究。研究表明此酸性蛋白酶最适反应温度为 50 ℃，在 30~40 ℃下相对稳定；最适反应 pH

为 3.0，在 pH 3.0~5.0 之间相对稳定；Mn2+、Ag+、K+对酸性蛋白酶有激活作用，Fe3+、Al3+、Mg2+、Cu2+对酸性蛋白酶有一定抑制作

用。通过 Sephadex-G75 凝胶过滤层析及 SDS-PAGE 蛋白质电泳分析此蛋白酶的相对分子量范围大约在 55000~60000 之间。 
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Abstract: The characteristics of acid protease produced by M. purpureus mutant W1 were preliminarily studied. The optimum reaction 

temperature and pH value of this acid protease were found to be 50 ℃ and 3.0, respectively. And the enzyme showed high stability within the 

temperature ranges of 30~40 ℃ and with the pH value of 3.0~5.0. It was also found that the activity of the protease could be inhibited by Fe3+, 

Al3+, Mg2+, and Cu2+, and activated by Mn2+, Ag+, and K+. The molecular weight of this protease was about 55000~60000 Da by Sephadex-G75 

gel layer analysis and SDS-PAGE protein electrophoresis analysis. 
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红曲起源于我国，主要用于红曲酿酒、发酵食品、

色素生产等方面。红曲霉在代谢中可产生蛋白酶、淀

粉酶等多种酶类，并且有不少红曲霉菌株可以产生较

高活性的蛋白酶，可用于腌渍鱼、肉、豆腐等高蛋白

食品，使食品色香味俱佳[1,2]。而红曲霉代谢中产生的

酸性蛋白酶不仅可以用于食品，还在饲料、纺织、皮

革生产等其它领域有着广泛的应用，因此对红曲霉产

酸性蛋白酶特性的研究具有一定的现实意义，然而大

部分红曲霉在培养过程中都会产生色素，这就大大限

制了红曲霉的使用范围。此外，目前国内外对采用固

态发酵的方法生产红曲蛋白酶的报道还很少。因此本

文对一株紫色红曲霉经紫外诱变后筛选得到的白色突

变株 W1 采用固态发酵的方式产生的酸性蛋白酶的性

质进行了初步研究，为红曲霉的进一步应用提供一些

依据。 

1  材料与方法 

收稿日期：2008-01-29 

1.1  材料和试剂 
1.1.1  菌种 

紫色红曲霉白色突变株（M. purpureus mutant 
W1），由天津科技大学酿造实验室通过对紫色红曲霉

进行紫外诱变所得。 
1.1.2  试剂 

碳酸钠、三氯乙酸、氢氧化钠、盐酸、乳酸（80%~ 
90%）、乳酸钠（70%）、干酪素、L-酪氨酸、所用试

剂均为国产，分析纯。Sephadex G-75，进口分装。麦

芽汁，17°Brix，市购麦芽，实验室制备。豆粕，购自

天津开发区正大集团。麸皮，由天津市宁河酒厂提供。 
1.1.3  主要仪器 

生化培养箱，广东省医疗器械厂产；721 型光栅

分光光度计，上海光谱仪器有限公司产；水浴锅，天

津市中环实验电炉有限公司产。 
1.1.4  培养基 

斜面培养基：麦芽汁琼脂培养基，取 10 °Brix 的

麦芽汁添加 2%琼脂。 
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固态发酵培养基：m 豆粕:m 麸皮=1:2.5；加入 pH 5.0
的水（乳酸调解 pH）使培养基水分含量达到 50%，

121 ℃蒸料 30 min。 
1.1.5  主要溶液 

洗脱液：0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲液，pH 7.5。 
1.2  实验方法 
1.2.1  福林法测定蛋白酶活力[3] 

1 g固体酶粉（或1 mL液体酶），在40 ℃和pH 3.0
值条件下，l min 水解酪素产生 1 μg 酪氨酸为 1 个酶

活力单位，以 U/g（或 U/mL）表示。 
1.2.2  固态发酵 

发酵条件：装料量 30 g/250 mL 三角瓶，培养温

度采用变温培养，32 ℃堆积培养 48 h，进行翻料，将

温度调至 28 ℃继续培养至 120 h。 
1.2.3  酶的提取[4] 

每 10 g 发酵原料，加入 100 mL pH 3.0 乳酸缓冲

溶液，40 ℃120 r/min 浸提 1 h，用纱布过滤，收集滤

液，测定酶活。在滤液中加入固体硫酸铵边加边搅拌，

硫酸铵加完后继续搅拌 1 h，直至硫酸铵全部溶解后，

过夜，全部过程在 4 ℃下进行，收集 400 g/L 硫酸铵

饱和度沉淀，在 4 ℃ 10000 r/min 离心 20 min，收集

沉淀，将收集的沉淀以最小体积的缓冲溶液悬浮，4 ℃
下分别用预冷蒸馏水透析过夜，其间每 6 h 换液 1 次，

透析完毕，测定酶活。将透析液进行冷冻干燥，制成

酶粉，测定其酸性蛋白酶的酶活力。 
1.2.4  酶性质的测定[5,6] 

将一定量冷冻干燥后的酶粉溶于pH 3.0乳酸缓冲

溶液中，制成酶溶液用于性质测定。 
1.2.4.1  酶最适反应温度 

取 lmL酸性蛋白酶液，在不同温度（30 ℃、35 ℃、

40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃、70 ℃）下反

应 10 min，用福林法测定其水解酪蛋白的能力（即酶

活）。 
1.2.4.2  酶的热稳定性 

分别取酸性蛋白酶液 20mL 于 30 ℃、40 ℃、

50 ℃、60 ℃下恒温水浴中保温，每隔 30 min 吸取酶

液各 l mL，立即于冰水中冷却，然后采用福林法测定

酶活力。 
1.2.4.3  酶最适反应 pH 

分别取 0.05 g 酶粉，在 10 mL pH 1.0、2.0、3.0、
4.0、5.0、6.0 的缓冲液中溶解，40 ℃下保温 10 min，
测定酶活力。 
1.2.4.4  酶的 pH 稳定性 

确定该酶的 pH 稳定性范围时，分别取 0.05 g 酶

粉分别置于 10 mL pH 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 的

缓冲液中溶解，4 ℃下放置 24 h。用 pH 3.0 的乳酸-
乳酸钠缓冲液稀释一定的倍数，40 ℃下保温 10 min，
测定剩余酶活力。 
1.2.4.5  某些金属离子、NH4

+对酶活性的影响 
在各组酸性蛋白酶液中分别添加金属离子盐类母

液（添加种类见表 2），使其终浓度为 0.01 mol/L，室

温下静置 30 min，测定酶活。设定未添加金属离子酶

液的酶活力为 100%，测定各组的相对酶活力。 
1.2.5  凝胶过滤层析确定酶的相对分子量范围[4] 

采用凝胶过滤层析柱 Sephadex-75，缓冲液为 0.05 
M Tris-HCl pH 7.5，分别取牛血清蛋白（相对分子量

68600）、卵血清蛋白（相对分子量 40000）、溶菌酶（相

对分子量 14000）标准品各 10 mg，用去离子水定容

到 5 mL，分别进行凝胶过滤层析，上样量为 1 mL，
流速为 0.4 mL/min，以 4 mL 为一管分别收集各组分，

采用分光光度计，在 280 nm 下测定 OD 值，绘制标准

曲线。 
取 1 mL 透析液，进行凝胶过滤层析，上样量为 1 

mL，流速为 0.4 mL/min，以 4 mL 为一管分别收集各

组分，采用分光光度计测定 OD 值，绘制曲线。 
收集峰值的组分，进行蛋白酶酶活力的测定。 

1.2.6  透析液的中各种组分的相对分子量范围的确定 
SDS-PAGE 电泳。 

2  实验结果 

2.1  酸性蛋白酶的提取 
紫色红曲霉突变株 W1 在豆粕麸皮培养基中按照

方法 1.2.2培养至 120 h，收集发酵原料，按照方法 1.2.3
中的方法对发酵原料中的酸性蛋白酶进行提取，并测

定提取过程中酸性蛋白酶的酶活力。 
表1 酸性蛋白酶纯化过程中蛋白酶活力 

Table 1 The activity of acid protease in the process of 

purification 

试样 
蛋白酶活力

/(U/mL, U/g) 

总活力

/U 

损失率

/% 

滤液(1000 mL) 91.7 91700 0 

透析液(150 mL) 480 72000 21.5 

酶粉(6.88 g) 9371 64472 29.7 

2.2  酸性蛋白酶性质的测定 
2.2.1  酶最适反应温度 

从图 1 可看出，该蛋白酶的最适反应温度为

50 ℃，此时酶催化反应活性最高。30 ℃以下时酶活
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性受低温抑制，不能充分发挥酶的活性；60 ℃及以上

温度时，由于温度过高使酶变性失活造成酶活性下降。 

 
图1 酶最适反应温度 

Fig.1 The optimum reaction temperature of protease 

2.2.2  酶的热稳定性 
酶的热稳定性试验结果如图 2 所示，该蛋白酶在

30~40 ℃下相对稳定。30 ℃、40 ℃处理 150 min 后，

相对酶活力保持在 50%左右。50 ℃处理 60 min 后，

酶迅速失活，只保持了 22%的活力。60 ℃处理 30 min
后，只保持了 20.6%的活力。 

 
图2 酶的热稳定性 

Fig.2 The heat stability of protease 

2.2.3  酶最适反应 pH 
如图 3 所示，酸性蛋白酶的酶活力在 pH 3.0 时达

到最高，为 100%。因此，酶最适反应 pH 为 3.0。 

 

图3 酶的最适反应pH 

Fig.3 The optimum reaction pH of protease 

2.2.4  酶的 pH 稳定性 
酶的 pH 稳定性试验结果见图 4，该酸性蛋白酶在

pH 3~5 之间相对稳定。 

 
图4 酶的pH稳定性 

Fig.4 The pH stability of protease 

2.2.5  某些金属离子、NH4
+对酶活性的影响 

某些金属离子、NH4
+对酶活性影响见表 2，Mn2+、

Ag+、K+的添加使酸性蛋白酶的相对酶活力有明显增

加，所以 Mn2+、Ag+、K+对酸性蛋白酶有激活作用，

Fe3+、Al3+、Mg2+、Cu2+添加使酶活有一定程度降低，

相对酶活力分别降低至 57.2%、78.8%、57.2%和

71.2%，因此 Fe3+、Al3+、Mg2+、Cu2+对酸性蛋白酶有

一定抑制作用。Ca2+、NH4
+对酶活没有十分明显影响。 

表2 金属离子对酸性蛋白酶的影响 

Table 2 The effect of metal on the protease activity  

金属离子 相对酶活/% 金属离子 相对酶活/%

FeSO4 57.2 MnSO4 165.4 

CaCl2 84.6 MgSO4 57.7 

NH4Cl 96.2 CuSO4 71.2 

Al2(SO4)3 78.8 AgNO3 128.8 

KCl 137.6   

2.3  酸性蛋白酶的相对分子量 
采用凝胶过滤层析确定该酸性蛋白酶的相对分子

量。用 pH 7.5，0.05 M Tris-HCl 缓冲液对标准品及备

用样品进行洗脱，流速为 0.4 mL/min，每管收集 4 mL，
280 nm 下，测定 OD 值，绘制工作曲线。 

 
图5 标准品的相对分子量 

Fig.5 Verifing molecular weight of standard product by 

Sephadex-75 

从图 5 可以看出，峰 1 为牛血清蛋白，相对分子
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量 60680；峰 2 为卵血清蛋白，相对分子量 40000；峰

3 为溶菌酶，相对分子量 14000。 

 

图6 透析液的相对分子量 

Fig.6 Analyzing molecular weight of dialysis liquid by 

Sephadex-75 

 

图7 SDS-PAGE电泳确定透析液中的各种组分的相对分子量 

Fig.7 Analyzing molecular weight of dialysis liquid by 

SDS-PAGE 

注：M 为标品，1’，2’为平行样 

Note: M is maker，1’，2’are Appearances of equal rank 

由图 6 可以看出，酸性蛋白酶的提取液中主要包

含 2 种组分，组分 1 的相对分子量在 60000 左右，组

分 2 的相对分子量为 14000 以下，检测酸性蛋白酶的

活力，结果发现，组分 1 具有一定的蛋白酶活性，即

为酸性蛋白酶的活性物质；组分 2 无蛋白酶活性。由

此可知，酸性蛋白酶的相对分子量约 60000 左右。 
2.4  酸性蛋白酶提取液中各组分的相对分子量范围 
用SDS-PAGE电泳确定酸性蛋白酶提取液中各种组

分的相对分子量范围。通过图 7 可以看出，第一条带

比较清晰，其相对分子量大约为 55000~60000 之间，

与凝胶过滤层析分析得到的组分 1 的相对分子量范围

基本一致；第二条带比较模糊，相对分子量范围在

18000 以下，与凝胶层析分析得到的组分 2 的相对分

子量范围相符。 

3  结论 

由紫色红曲霉经过紫外诱变得到的白色突变株

W1 经固态发酵产生酸性蛋白酶，经硫酸铵沉淀、透

析及冷冻干燥得到酶粉，其蛋白酶活力为 9371 U/g。
该酸性蛋白酶的最适反应温度为 50 ℃，最适反应 pH
为 3.0；该蛋白酶在 30~40 ℃，pH 3~5 之间相对稳定。

与出发菌株相比，该蛋白酶具有更强的耐酸性。通过

凝胶过滤层析及 SDS-PAGE 蛋白质电泳确定此酸性

蛋白酶的相对分子量分布范围在 55000~60000 左右。 
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