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桔青霉高产核酸酶 P1 的固态发酵条件研究 
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摘要：以本实验室从土壤中分离筛选到的一株高产核酸酶 P1 的桔青霉GX-K 为生产菌种，研究了该菌固体发酵产核酸酶 P1 的

发酵条件。结果表明其最佳产酶条件为：以麸皮作为固态发酵基料，添加 4%的蔗糖，料水比为 1:0.9，30 ℃培养 72 h。该条件下核

酸酶 P1 产量达 5783.41 U/g干基。 
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Abstract: The conditions for solid fermentation of a strain of Pecillium citrinum GX-K with high yield of nuclease P1 were studied. 

Wheat bran was US as the substrate of solid fermentation and the other optimum fermentation conditions were: 4% of sucrose, substrate-water 

ratio 1:0.9, fermentation temperature 30 ºC and fermentation time 72 h. The activity of nuclease P1 under the optimum fermentation conditions 

reached 5783.41 U/g. 
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核酸酶P1（EC 3.1.30.1）是一种磷酸二酯酶，能

水解 RNA或 DNA单链中的3’,5’-磷酸二酯键生成 5’-

核苷酸，其中的鸟苷酸（5’-GMP）有独特的美味，腺

苷酸可以进一步转化为同样具有独特美味的肌苷酸

（5’-IMP）。在食品工业中，GMP 和 IMP 有增鲜作用，

添加到其它食品中可以增加这些食品的鲜味[1]。5’-核

苷酸及其衍生物在医药、农业及科研等领域也有很好

的应用前景[2,3]。酶解法生产 5’-核苷酸具有收率比较

高，操作工艺简单，成本低廉等特点[1,3]。目前国内生

产 5’-核苷酸所用的核酸酶 P1 主要从日本进口，因此

寻找产酶能力高的生产菌株，开发发酵成本低的生产

方法，对于摆脱依赖进口的局面是很重要的。 

目前核酸酶 P1 的生产方法主要有 3 种，即固态

发酵法、深层液态发酵法和固定化液体发酵法[2]。对

液态发酵法研究得比较多，发酵过程容易控制，但产

酶都不太高，酶活大都为 700~1300 U/mL[4~6]。对固态

法的研究则较少，固态发酵的发酵基料主要是麸皮等 
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农作物废料，其生产成本较低，设备投资少，通过发

酵、浸提可以得到较高酶活的酶液[7,8]。本课题组前期

获得了 1 株高产核酸酶 P1 的桔青霉，本文利用固态

发酵法研究该菌株产生核酸酶 P1 的条件，以期探索

出一条低成本的核酸酶 P1 的生产工艺，为工业化生

产核酸酶 P1 打下理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

桔青霉（Penicillium citrinum）GX-K，由本课题组

从广西各地采集的土样中分离筛选并鉴定，保藏在本

实验室。 

1.2  材料与试剂 

甘蔗渣取自甘蔗糖厂，经干燥粉碎后备用；玉米

芯、麸皮和米糠为市售产品；木薯渣取自木薯淀粉厂

废渣。RNA（纯度 99.0%）购于湖北兴银河化工有限

公司，其他试剂为国产分析纯。 

1.3  主要培养基 

PDA平板培养基：去皮马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，

水 1000 mL，pH自然。 

固体发酵培养基：称取10 g 基料于 250 mL三角瓶
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中，加入10 mL水，pH自然，搅拌均匀后121 ℃灭菌

30 min。 

1.4  固态发酵和粗酶液的制备 

将保存的桔青霉 GX-K 孢子接种到 PDA 斜面培

养基中，置 30 ℃培养箱培养7 d，此时斜面为灰绿色，

长满孢子。取培养好的斜面，加入20 mL灭菌的0.2% 

NaCl溶液，震荡洗脱斜面孢子，将洗脱的孢子液转入

带有玻璃珠的无菌小三角瓶中，于 200 r/min、30 ℃

摇床振荡 30 min 制成孢子悬液。将孢子悬液接种到固

体发酵培养基中，每个三角瓶接种 1 mL，搅拌均匀，

30 ℃培养 24 h 后翻曲，继续培养 48 h。称取5 g湿曲

置干燥的三角瓶中，加入 50 mL pH 5.0的醋酸缓冲液，

置 200 r/min、30 ℃摇床上振荡浸提 1 h。用四层纱布

过滤，滤液于12000 r/min、4 ℃离心10 min，上清液

即为核酸酶P1 粗酶液。同时称取 5 g 湿曲置干燥的培

养皿中，放入 100 ℃烘箱中烘干至恒重。 

1.5  核酸酶 P1 活力的测定 

核酸酶 P1 活力的测定参考文献[9]。 

酶活力定义：在 68 ℃、pH 5.0 条件下，每分钟

生成的核苷酸量使得在 260 nm的 OD值为1.0 时所需

的酶量为一个酶活力单位（U）。 

1.6  固态发酵产酶条件的优化 

在 250 mL三角瓶中分别考察不同的基料、碳源、

氮源、含水量、发酵温度、发酵时间、装料量等因素

对产酶的影响。 

2  结果与分析 

2.1  培养基成分对桔青霉 GX-K产核酸酶 P1 的影响 

2.1.1  不同基料对产酶的影响 

 

图 1 不同基料对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.1 Effect of base substrate on nuclease P1 production of 

GX-K 

分别选取麸皮、米糠、玉米芯、甘蔗渣和木薯渣

作为基料，每个 250 mL三角瓶装 10 g 基料、10 mL

水，混匀、灭菌、冷却后接入1 mL孢子悬液，30 ℃

培养 72 h，测定固体曲酶活，结果见图 1。从图 1 结

果看出，以麸皮作为基质的干曲酶活最高，达到4500 

U/g，玉米芯和甘蔗渣的干曲酶活只有 1000 U/g 多，

米糠和木薯渣的干曲酶活低于 1000 U/g。从这些结果

可以看出，以不同物质作为基料所产生的酶活差异很

大，这可能与基料的主要成分不同有关。麸皮和木薯

渣含有较多的淀粉，可为桔青霉的生长和产酶提供碳

源，而米糠、玉米芯、甘蔗渣的主要成分为纤维素，

桔青霉难于利用。另外不同基质的物理特性也不一样，

这就造成氧在基质内的传递不同，木薯渣粘度较大，

氧传递较差，而麸皮较疏松，氧传递较好。在本实验

核酸酶 P1 固态发酵中，含有较多淀粉和疏松度较好

的麸皮是最好的基料。 

2.1.2  补加碳源对产酶的影响 

 

图 2 不同碳源对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.2 Effect of carbon source on nuclease P1 production of 

GX-K 

利用麸皮作为基料，试验不同碳源对桔青霉

GX-K产核酸酶P1 的影响。每个 250 mL三角瓶装 10 

g 麸皮，添加 6%的碳源（相对麸皮的重量而言）、10 mL

水，接种 1 mL孢子悬液，30 ℃培养 72 h，测定固体

曲酶活，实验结果见图 2。结果发现，添加葡萄糖、

果糖、蔗糖、麦芽糖对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 有

明显的促进作用，添加这些糖类产生的核酸酶 P1 的

酶活都高于对照 25%以上，这些糖类都是该菌的快速

利用碳源，这些快速利用碳源有利于该菌的孢子萌发

和早期的菌体的生长。其中蔗糖的促进作用最好，而

且又廉价易得，将它选为进一步实验的碳源。糊精、

可溶性淀粉和木薯粉对产酶也有促进作用，这可能与

该菌能分泌淀粉酶有关。木糖对产酶没影响，乳糖对

产酶有一定的抑制作用。 

2.1.3  不同蔗糖浓度对产酶的影响 

在培养基中分别添加 0、2、4、6、8 和 10%（相

对麸皮的重量而言）的蔗糖，考察不同蔗糖浓度对产

酶的影响，结果如图 3。在蔗糖浓度低于 4%时，随着

蔗糖浓度的增加，产酶量逐渐增加，在蔗糖浓度为4%
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时产酶量达到最大值，当蔗糖浓度超过 4%时，随着

浓度的增加产酶量逐渐下降。说明快速利用碳源与慢

速利用碳源的比例对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 有一

定的影响。该实验的结果表明蔗糖的最适浓度为 4%。 

 

图 3 不同蔗糖浓度对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.3 Effect of sucrose concentration on nuclease P1 

production of GX-K 

2.1.4  补加氮源对产酶的影响 

 

图 4 不同氮源对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.4 Effect of carbon source on nuclease P1 production of 

GX-K 

氮源对微生物产酶是一个至关重要的因素。在以

麸皮为基料，添加 4%的蔗糖（相对麸皮的重量而言）

的基础上，试验了补加 2%（相对麸皮的重量而言）

的有机氮源和无机氮源对产酶的影响，实验结果见图

4。结果发现，花生麸和牛肉膏对产酶有一定的促进作

用但效果不明显，试验的其它有机氮源对产酶无促进

作用，而试验的无机氮源对产酶有抑制作用，其中

NH4Cl的抑制作用最明显。麸皮含有 15%左右的蛋白

质和丰富的氨基酸及维生素[10]，其本身所含的氮源已

能满足桔青霉 GX-K菌体的生长和产酶的需求，因此，

麸皮是桔青霉 GX-K核酸酶P1 固态发酵的优良原料，

不需要另外添加其它的氮源。 

2.1.5  无机盐对产酶的影响 

核酸酶 P1 是一个含 Zn 的酶，培养基中的 Zn2+

对核酸酶 P1 的合成有重要的影响，Mg2+和 Ca2+是酶

分泌的良好促进剂，本实验对这三种离子对桔青霉

GX-K产核酸酶P1 的影响进行研究。选取不同浓度的

MgSO4、ZnSO4 和 CaCl2，考察它们对该菌产核酸酶

P1 的影响，实验结果见图 5。从图 5 可以看出，MgSO4

和 CaCl2 在低浓度下对产酶有促进作用，但作用不明

显。随着 MgSO4、ZnSO4 和 CaCl2 浓度的增加，这些

无机盐对该菌产酶有抑制作用。基料麸皮本身含有丰

富的无机盐离子[10]，实验结果表明，麸皮中所含的无

机盐已能满足桔青霉 GX-K生长和产酶的需求，因此

在以麸皮为基料的核酸酶 P1 固态发酵中不需要另外

添加无机盐离子。 

 

图 5 不同无机盐对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.5 Effect of inorganic salt on nuclease P1 production of 

GX-K 

2.1.6  含水量对产酶的影响 

 
图 6 不同含水量对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.6 Effect of the water content on nuclease P1 production of 

GX-K 

培养基的含水量是决定固态发酵成功与否的关键

因素之一，本研究试验了培养基的含水量对 GX-K菌

株产核酸酶的影响。每 10 g麸皮分别加入 5、6、7、9、

11 和 13 mL水，30 ℃培养72 h，测定固体曲酶活，

实验结果见图 6。从结果可知，含水量低或高都不利

于产酶的积累，这是由于培养基的含水量高会导致基

质多孔性降低，减少了基质内气体交换，难以通风降

温，使基质内部菌体生长不良，因此产酶不高。在含

水量太低的条件下，基质膨胀程度低，菌体不能很好
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的利用营养物质，长势不好。本实验当培养基的料水

比为 1:0.9 时最有利于桔青霉 GX-K积累核酸酶 P1。 

2.2  发酵条件对桔青霉 GX-K产核酸酶P1 的影响 

2.2.1  发酵时间对产酶的影响 

 

图 7 发酵时间对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.7 Effect of fermentation time on nuclease P1 production of 

GX-K 

发酵时间选择 2、3、4、5、6 和 7 d，实验结果见

图 7。从图 7 可知，发酵初期，随着发酵时间的延长，

酶活逐渐增高，当发酵时间为 3 d时酶活达到最高值。

发酵时间超过 3 d 时，随着发酵时间的延长酶活快速

下降，到第 5 d时干曲酶活只有 1000 U/g。发酵初期

酶活升高得很快可能与培养基的营养成分充足和菌体

的快速增长有关，发酵后期随着营养物质的消耗和菌

体的增多，营养物质不能满足生长和代谢的需求，核

酸酶P1会被降解，从而导致酶活迅速降低。因此GX-K

产核酸酶 P1 的最佳培养时间为3 d。 

2.2.2  发酵温度对产酶的影响 

 

图 8 发酵温度对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.8 Effect of fermentation temperature on nuclease P1 

production of GX-K 

发酵温度选择 26 ℃、28 ℃、30 ℃、32 ℃、34 ℃

和 36 ℃，实验结果见图 8。从图 8 可以看出，GX-K

菌株的最适发酵温度在 28 ℃~32℃之间，其中 30 ℃

时发酵的酶活最高。当发酵温度低于 28 ℃时，菌体

生长缓慢，不利于产酶，而高于 32℃时虽然菌体生长

很快，但温度过高菌体容易衰老，水分蒸发也大，培

养基含水量下降，不利于酶的积累。该菌体较适合的

培养条件为 28~32 ℃。 

2.2.3  装量对产酶的影响 

 

图 9 装量对桔青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的影响 

Fig.9 Effect of loading content on nuclease P1 production of 

GX-K 

250 mL三角瓶装量从 7.5 g 到 35 g，间隔2.5 g，

实验结果见图 9。装瓶量越少所得的干曲酶活产量越

高，随着装瓶量的增加产酶逐渐下降。当装量为 7.5 g

时干曲的酶活达到 6000 U/g，装量为 35 g 时干曲的酶

活只有 4200 U/g。产酶随着装量的增加而降低，这和

固态发酵获取氧气的方式有关，固态发酵主要从空气

获取氧气。随着装瓶量的增加，曲料的厚度增加，微

生物获取氧气的比例减少，微生物得不到充足的氧气，

而不利于产酶的积累。装量少时，菌体获取氧气多，

产酶高。从产酶情况和发酵成本综合考虑，本实验选

择 250 mL三角瓶装量为 18 g。 

2.3  优化条件验证 

250 mL三角瓶装麸皮 18 g，蔗糖 0.72 g、水 16.2 

mL，接种1.8 mL孢子悬液，30 ℃培养 72 h，进行桔

青霉 GX-K 产核酸酶 P1 的固态发酵，得到的干曲核

酸酶 P1 酶活为 5783.41 U/g。 

3  结论 

从本实验结果可知麸皮是桔青霉 GX-K产核酸酶

P1 很好的固态发酵基料，麸皮的营养成分基本能够满

足要求，不需要补加氮源和无机盐离子，只需补加少

量的快速利用碳源就能得到较高的酶量。桔青霉

GX-K 菌的最佳培养条件为：以麸皮作为固态发酵基

料，添加 4%的蔗糖（相对麸皮的重量而言），料水比

为1:0.9，30 ℃培养72 h，核酸酶P1产量达5783.41 U/g

干基。本实验得到数据为桔青霉 GX-K工业化生产核

酸酶 P1 奠定了一定的基础。 
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