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产中性蛋白酶种曲培养基的优化及酶学特性研究 
 

王俊，苏国万，赵谋明 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：以中性蛋白酶活力为检验指标，采用响应面法对米曲霉产中性蛋白酶的种曲培养基进行优化，确定其最佳配方组成为：

面粉用量 2.24 g，花生粕用量 8.46 g，氯化钙用量 0.028 g，种曲中性蛋白酶活力高达 15559.40 U/g。经研究纯化后中性蛋白酶酶学特

性，发现中性蛋白酶的最适 pH 为 7.0，在 pH 5.0~7.0 范围内具有良好的稳定性；最适作用温度为 50 ℃，在 40~55 ℃条件下能保持

较高的酶活力；试验金属离子对蛋白酶没有显著的激活作用，Ba2+、Fe2+、Zn2+和Cu2+具有显著的抑制作用。 
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Abstract: Response surface analysis was applied to optimize the medium for production of neutral protease. The result showed that the 

optimum medium formula compositions were flour 2.24 g, peanut meal 8.46 g and calcium chloride 0.028 g, under which the neutral protease 

activity was up to 15559.40 U/g. The optimum pH and temperature for neutral protease were 7.0 and 50 ℃, respectively. The protease was 

stable at pH 5.0~7.0 and at 40~55 ℃. The tested metal ions did not significantly activate the protease, while the ions Ba2+, Fe2+, Zn2+ and Cu2+ 

strongly inhabited its activity. 
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中性蛋白酶是一类在中性 pH 条件下作用于蛋白

质肽键的蛋白酶，可将蛋白质水解成多肽或游离氨基

酸。中性蛋白酶作用条件温和，是最早发现并广泛应

用于工业化生产的蛋白酶制剂，在食品中可用于酱油、

食醋等调味品，也可用来水解各种蛋白质以获得多肽

或氨基酸[1]。中性蛋白酶既可从动植物组织中提取，

也可通过微生物进行发酵制备。但受资源缺乏和分离

提纯成本高的限制，动植物源中性蛋白酶难以实现大

规模生产。而微生物由于具有生物多样性、易于操作、

生长繁殖快、提取工艺相对简单等优点，使得微生物

源中性蛋白酶成为目前工业生产中最主要的蛋白酶，

大约占全世界酶制剂总量的 40%[2]。在目前应用的微

生物源蛋白酶中，真菌蛋白酶最多，其中米曲霉

(Aspergillus oryzae)是美国食品药物管理局（FDA）公 
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布的 40 余种安全微生物菌种之一，其蛋白酶酶系丰

富，稳定性高，广泛用于酶制剂工业中[3~4]。 

花生粕是花生榨油后的副产品，其蛋白质含量高

达 50%，是一种优质蛋白资源。但因高温压榨的榨油

工艺造成蛋白严重变性，难于直接提取或实现高效酶

解，致使花生粕仅限于制作饲料或肥料[5~6]。因此，寻

找一种可高效水解花生粕蛋白的中性蛋白酶在提高花

生粕附加值方面的应用具有重要意义。 

米曲霉所分泌的蛋白酶属于典型诱导酶[7]，根据

其产酶特点，本文利用花生粕作为固态发酵培养基外

添加氮源诱导米曲霉分泌出适合水解花生粕的中性蛋

白酶。同时，采用响应面法对米曲霉种曲培养基配方

进行优化，提高米曲霉产中性蛋白酶活力，并研究其

酶学特性，为米曲霉发酵产酶在花生粕高值化方面的

应用提供一定理论依据和指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  原料 

菌种：沪酿3.042米曲霉，由华南理工大学食品生
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物技术实验室从多个菌种中筛选出，采用豆汁培养基

保存。麸皮、花生粕、面粉，市购。 

种曲基础培养基：花生粕10 g，麸皮20 g，去离子

水30 mL，拌匀装入500 mL三角瓶，121 ℃灭菌20 min

后，趁热打散备用。 

1.1.2  试剂 

干酪素、三氯乙酸、碳酸钠、氯化钙、氯化钾、

氯化镁、氯化锰、氯化钡、氯化亚铁、氯化锌、氯化

铜等均为分析纯；福林试剂，参照SB/T 10317-1999福

林试剂配制方法。 

1.1.3  仪器 

BSD-150恒温培养箱，上海博迅实业有限公司；

UV-754紫外可见分光光度计，上海精密科学仪器有限

公司；HSG-IIB-6电热恒温水浴锅，上海仪表集团；

PHS-25数显pH计，上海精密科学仪器有限公司；

01J2003-05高温灭菌锅，上海博迅实业有限公司等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  种曲培养基水分测定 

参照 GB 5009.3-2010。 

1.2.2  中性蛋白酶活力测定 

采用福林酚法，参照SB/T 10317-1999。酶活力的

定义：40 ℃，一定pH条件下每分钟水解酪蛋白产生1 

μg酪氨酸，定义为1个蛋白酶活力单位(U，干基)。 

1.2.3  种曲培养基营养源的优化 

根据前期实验结果，选用面粉、花生粕和氯化钙

分别作为米曲霉种曲培养基的碳源、氮源和无机盐，

进行单因素分析，再利用Design-Expert.V8.0.6响应面分

析法对培养基营养源进行优化，以确定最佳培养基配

方组成。 

试验操作：在基础培养基中添加各营养源配制成

种曲培养基，拌匀装入500 mL三角瓶，121 ℃、20 min

灭菌冷却后接入米曲霉菌种，经30 ℃恒温培养箱培养

54 h，测定种曲中性蛋白酶活力。 

1.2.4  酶学特性研究 

种曲→40 ℃去离子水浸提1 h→4 ℃离心→过滤→蛋白酶

粗提液→硫酸铵分级沉淀→4 ℃离心→透析脱盐→超滤膜分离

（收集大于10 KDa的组分）→Sephadex G-75凝胶过滤层析→收

集中性酶活力最高组分进行冷冻干燥→纯化酶粉 

设置不同的pH梯度、温度梯度、时间梯度和金属

离子对酶液进行反应，通过测定酶活力，对酶的最适

作用pH及pH稳定性、最适作用温度、酶的热稳定性和

金属离子对酶活力的影响进行研究。 

2  结果与分析 

2.1  响应面分析优化种曲培养基 

2.1.1  各营养源单因素对中性蛋白酶活力的影响 

微生物酶的合成同时受酶诱导物和酶蛋白质前体

的调控，酶诱导物一般为可利用的碳源，而酶蛋白质

的前体主要来自于氮源，因此氮源的类型和性质影响

酶的合成和分泌[8]。花生粕蛋白质含量近50%，可作为

优质氮源为米曲霉酶的合成提供酶蛋白前体，诱导米

曲霉分泌蛋白酶。氯化钙作为无机盐可显著促进米曲

霉产酶[9]。此外，基础培养基中麸皮含有50%左右碳水

化合物以及部分蛋白质，能充当碳源和氮源，还能起

到疏松曲料的作用。本文选取花生粕用量范围为0~15 

g；面粉用量范围为0~5.5 g；氯化钙用量范围为0~0.055 

g进行单因素实验，结果如图1所示。 

 

 

 

图 1 不同营养源用量对中性蛋白酶活力的影响 

Fig.1 The effect of dosage of nutrient sources on neutral 

protease activity 

由图 1 可知，当花生粕用量为 0~7.5 g，中性蛋白

酶活力随着花生粕用量的增加而升高；在 7.5~15 g，

随着花生粕用量增加，中性蛋白酶活力降低。当面粉
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用量为 0~3.5 g，中性蛋白酶活力随面粉用量的增加而

升高；在 3.5~5.5 g，随面粉用量增加，中性蛋白酶活

力降低。氯化钙用量在 0~0.025 g 范围，随氯化钙用

量增加，中性蛋白酶活力升高；在 0.025~0.055 g，随

氯化钙用量增加，中性蛋白酶活力降低。在不同营养

源用量范围内，随着营养源用量的增加，酶活力均呈

先上升后下降趋势，与文献报道适量的营养物能促进

米曲霉生长，刺激其产酶，但营养过量也会对产酶造

成负面影响的结果一致。由此确定各营养源的合适用

量范围：花生粕 5~10 g，面粉 0.50~4.50 g，氯化钙

0.005~0.045 g。 

2.1.2  响应面优化培养基配方 

根据单因素试验所得结果，选取面粉用量、花生

粕用量和氯化钙用量三个因素作中心组合，以中性蛋

白酶活力为检验指标做响应面分析，试验结果如表1所

示。 

表 1 培养基营养源优化的中心组合实验设计及实验结果 

Table 1 Experimental design of nutrient source of culture 

medium and results of central composite design 

序号 A (面粉/g) B (花生粕/g) C (氯化钙/g) 
中性蛋白 

酶活力/(U/g） 

1 3.00 11.70 0.030 11893.44 

2 0.48 7.50 0.030 12497.64 

3 4.50 5.00 0.045 10282.24 

4 3.00 7.50 0.055 11208.68 

5 1.50 10.00 0.045 11490.64 

6 3.00 7.50 0.005 12497.64 

7 3.00 7.50 0.030 15438.08 

8 1.50 10.00 0.015 13403.94 

9 4.50 10.00 0.045 10544.06 

10 4.50 10.00 0.015 11168.40 

11 5.52 7.50 0.030 11238.70 

12 3.00 3.30 0.030 7502.92 

13 1.50 5.00 0.015 9597.48 

14 1.50 5.00 0.045 10201.68 

15 4.50 5.00 0.015 10251.70 

表 2 二次多项模型方差分析表 

Table 2 ANOVA for the fitted quadratic polynomial 

 平方和 自由度 均方 F值 Prob>F 

模型 1.094E+008 9 1.216E+007 85.68 <0.0001 

残差 1.419E+006 10 1.419E+005   

失拟相 1.419E+006 5 2.839E+005   

误差相 0.000 5 0.000   

总和 1.109E+008 19    

R2=0.9872；R2
Adj=0.9757 

根据实验结果建立中性蛋白酶活力的数学模型

为： 

性蛋白酶活力=-19680.75+4009.45×A+5985.29×B 

+386158×C-130.56×AB+3973.89×AC-10574.60×BC 

-562.04×A2-325.09×B2-5644030×C2  （1） 

对此模型进行方差分析，结果见表2、表3。由表2

可知，在α＝0.01水平时，模型回归极显著（P＜0.0001），

该模型R2＝0.9872，R2
Adj＝0.9757，失拟项不显著（P

＞0.05），因此该方程对实验数据进行了很好的拟合。

由表3可知，A、B、C、AB、BC、A2、B2、C2为显著

性因素，在各个影响因素中，花生粕的用量对中性蛋

白酶活力的影响最为显著（P＜0.0001），其次为面粉用

量（P＜0.0083）和氯化钙用量（P＜0.0152）。根据模

型方程（1）做响应面（图2），通过该组动态图可评价

诸因素之间对中性蛋白酶活力的交互作用，同时可确

定各因素的最佳水平及组合。 

表 3 模型方程系数显著性检验 

Table 3 ANOVA for the model equation 

项目 系数估计 自由度 标准误差 F值 Prob>F 

截距 15438.45 1 153.65   

A -334.24 1 101.94 10.75 0.0083 

B 1000.08 1 101.94 96.24 <0.0001 

C -298.07 1 101.94 8.55 0.0152 

A2 -1264.60 1 99.24 162.38 <0.0001 

B2 -2031.81 1 99.24 419.17 <0.0001 

C2 -1269.91 1 99.24 163.75 <0.0001 

AB -489.61 1 133.20 13.51 0.0043 

AC 89.41 1 133.20 0.45 0.5172 

BC -396.55 1 133.20 8.86 0.0139 

  

 

图 2 不同营养源用量对中性蛋白酶活力影响的响应面组图 

Fig.2 Response surface group for the effect of different 

nutrient source dosage on neutral protease activity 

图2(a)为氯化钙用量0.03 g时，花生粕用量和面粉

用量交互作用对中性蛋白酶活力影响的响应面。由图

可知，花生粕用量在5~10 g之间及面粉用量在1.5~4.5 g
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之间，随着用量的增加，中性蛋白酶活力都呈现先上

升后下降的趋势。但当花生粕用量较大时，面粉对中

性蛋白酶活力的影响较大，这是因为花生粕除含有大

量的蛋白质外，还含有一定量的纤维多糖，在种曲培

养基中，花生粕主要作为氮源为米曲霉生长提供营养，

但当培养基中的碳源（面粉）不足时，花生粕中的纤

维多糖可充当部分的碳源。此外，对菌株产蛋白酶来

说，不同碳氮比也会产生不同的结果。Ishida[10]研究发

现氮源在一定范围碳氮培养基中占的比例越大菌株产

生的蛋白酶相对越多，但氮源所占比例太大时菌株产

生的蛋白酶就有所下降。因此，花生粕与面粉之间具

有较强的交互作用。 

图 2(b)为花生粕用量7.50 g 时，氯化钙用量及面

粉用量交互作用对中性蛋白酶活力影响的响应面。由

图可知，当花生粕用量为 7.50 g 时，氯化钙用量及面

粉用量只单独对中性蛋白酶活力产生影响，两者之间

无明显的交互作用，与表 3 模型方程系数显著性检验

结果相一致。 

图2(c)为面粉用量3.00 g时，花生粕用量和氯化钙

用量交互作用对中性蛋白酶活力影响的响应面。由图

可知，当面粉用量为3.00 g时，花生粕与氯化钙有明显

的交互作用。主要是因为花生粕中含有多种微量元素，

其中钙含量约为837.29 µg/g[11]，还有其他金属离子，也

会对中性蛋白酶活力产生影响。 

设定三因素的取值范围：花生粕用量5~10 g，面粉

用量1.50~4.50 g，氯化钙用量0.005~0.045 g，将中性蛋

白酶活力设定为最大值，软件给出的最优配方为面粉

用量2.24 g，花生粕用量8.46 g，氯化钙用量0.028 g，其

理论中性蛋白酶活力为15559.40 U/g。考虑实际操作简

化工艺，将培养基营养源配方修正为：面粉用量2.50 g，

花生粕用量8.00 g，氯化钙用量0.028 g，以该配方进行

实际发酵试验，结果得中性蛋白酶活力为15478.00 

U/g。理论值与实际值无显著差异，表明培养基优化结

果实际可行。 

2.2  中性蛋白酶的酶学特性 

由于米曲霉分泌的蛋白酶是一种复杂的酶系粗

品，本文以制备中性蛋白酶为目的，因此按1.2.4采用

硫酸铵分级沉淀、超滤膜分离及凝胶过滤层析对中性

蛋白酶进行分离纯化，再对纯化后的中性蛋白酶进行

酶学特性研究。 

2.2.1  酶的最适作用 pH及 pH稳定性 

取适量纯化酶粉分别溶于 pH 5.0、6.0、7.0、8.0、

9.0 和 10.0 的缓冲液，配成一定浓度酶液，4 ℃保存

备用。分别取 pH 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和 10.0的酶

液 1 mL，加入用相应 pH缓冲液配制的酪蛋白溶液 1 

mL，40 ℃下反应 10 min 后，测定酶活力。另分别取

不同 pH 酶液 1 mL 在 40 ℃恒温水浴中保温 30 min

后，测定酶活力，结果如图3 所示。 

 

图 3 蛋白酶的最适 pH 值及 pH 稳定性 

Fig.3 Optimum pH and pH stabilities of protease secreted by 

Aspergillus oryzae 

由图 3 可知，蛋白酶在 pH 5.0~8.0范围内具有较

高的活力，pH 为 7.0 时，蛋白酶活力最高，当 pH 值

高于 8.0 时，蛋白酶活力明显降低。因此该蛋白酶的

最适作用 pH 为 7.0。而不同 pH 酶液在 40 ℃恒温水

浴中保温 30 min 后，在pH 5.0~7.0 范围内，蛋白酶仍

保持较高活力，但在 pH 7.0~10.0 范围内，随着 pH的

升高，酶活力降低的程度越来越大。因此该蛋白酶在

pH 5.0~7.0 范围内具有良好的稳定性，以液态形式保

存时，最好使用 pH 5.0~7.0 的缓冲液。 

2.2.2  酶的最适反应温度 

分别取 1 mL pH 7.0 的酶液于 30 ℃、40 ℃、

45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃和 70 ℃下反应 10 min

后测定酶活力，并绘制酶活力随温度变化曲线，结果

如图 4 所示。 

 
图 4 蛋白酶的最适作用温度 

Fig.4 Optimum temperature of protease secreted by 

Aspergillus oryzae 

温度是影响酶促反应的重要因素，温度升高可以

促进蛋白酶的反应速率，但当升高到一定温度时，酶

蛋白发生变性，导致酶活损失。由图 4 可知，温度在

30~50 ℃范围内，该蛋白酶活力随温度升高而升高，
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且在 50 ℃时达到最高。温度在40~55 ℃范围内蛋白

酶具有较高的活力。当温度在 60 ℃时，该蛋白酶活

力急剧下降，温度升至 70 ℃后，酶活力基本无变化，

说明蛋白酶在 60 ℃时已经发生变性。因此，该蛋白

酶的最适作用温度为 50 ℃。 

2.2.3  酶的热稳定性 

分别取pH 7.0 酶液 30 mL于 30 ℃、40 ℃、50 ℃

和 60 ℃恒温水浴中保温，每隔 30 min 吸取酶液各 1 

mL，立即冰水浴冷却，然后采用福林酚法测定酶活力，

并绘制不同温度下酶活随保温时间变化曲线，结果如

图 5 所示。 

 

图 5 蛋白酶的热稳定性 

Fig.5 Thermal stability of protease secreted by Aspergillus 

oryza 

如图 5，蛋白酶在 30 ℃和40 ℃下保温 150 min

后，酶活基本无变化，是因为温度相对较低，对蛋白

酶活力影响不大。而在酶最适作用温度 50 ℃下，前

120 min 酶活力变化不大，120 min 后，酶活开始明显

降低，可能发生自溶。在60 ℃下，前 30 min 内酶活

急剧下降，90 min 后保持稳定水平，这是因为 60 ℃

下蛋白酶已经开始发生变性，活力下降，保温 90 min

已使大部分蛋白酶失活，所以延长保温时间酶活变化

不显著。因此在 30~50 ℃下蛋白酶具有较好的热稳定

性。 

2.2.4  金属离子对酶活力的影响 

本实验使用米曲霉进行发酵产蛋白酶，而真菌蛋

白酶一般都是金属蛋白酶，其活性受到金属螯合物的

影响。因此，分别在 20 mL pH 7.0 的酶液中加入 K+、

Mg2+、Ca2+、Ba2+、Fe2+、Mn2+、Zn2+和 Cu2+，使其浓

度为 10 mmol/L，40 ℃保温30 min 后，分别测定中

性蛋白酶活力，结果如图 6 所示。 

如图 6，金属离子 K+、Mg2+、Ca2+和 Mn2+对蛋白

酶稍有激活作用（P＞0.05）。而金属离子 Ba2+、Fe2+、

Zn2+和 Cu2+对蛋白酶有显著的抑制作用（P＜0.05），

尤其是 Cu2+，对酶的抑制达到 65%左右，这可能是

Cu2+对酶活性中心金属离子的置换作用所致。以上结

果表明实验金属离子对蛋白酶活力没有显著的激活作

用，与文献报道存在差异，可能是由于金属离子对不

同的蛋白酶的效应是多样而复杂的，导致相同的金属

离子对不同蛋白酶产生不同的影响。 

 
图 6 不同金属离子对蛋白酶活力的影响 

Fig.6 Effect of different metal ions on protease secreted by 

Aspergillus oryzae 

3  结论 

3.1  本文采用 Design-Expert.V8.0.6 响应面分析法，通

过选取面粉用量、花生粕用量和氯化钙用量三个因素

作中心组合，以中性蛋白酶活力为检验指标优化种曲

培养基。确定最佳培养基配方为面粉用量 2.24 g，花

生粕用量 8.46 g，氯化钙用量0.028 g，此方案下，中

性蛋白酶活力可达 15559.40 U/g。考虑实际操作简化

工艺，将培养基营养源配方修正为：面粉用量 2.50 g，

花生粕用量 8.00 g，氯化钙用量 0.028 g，以该配方进

行实际发酵试验，结果得中性蛋白酶活力为 15478.00 

U/g。理论值与实际值无显著差异，表明培养基优化结

果实际可行。 

3.2  酶学特性实验结果表明，中性蛋白酶的最适 pH

值为 7.0，且在 pH 5.0~7.0 范围内具有良好的稳定性。

酶最适作用温度为 50 ℃，在 40~55 ℃条件下蛋白酶

能保持较高的活力，且在 30~50 ℃范围内具有较好的

热稳定性，60 ℃下酶变性失活。实验金属离子对该蛋

白酶没有显著的激活作用，Ba2+、Fe2+、Zn2+和 Cu2+

具有显著的抑制作用。 
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