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鲅鱼副产物中产蛋白酶微生物的分离与表征 
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3. 台州学院生命科学院, 台州  318000; 4. 浙江工商大学食品与生物工程学院, 杭州  310035) 

摘  要: 目的  以鲅鱼副产物为实验材料, 定向筛选高产蛋白酶的野生菌株。方法  以脱脂牛奶培养基对鲅

鱼副产物中的产蛋白酶微生物进行初筛, 采用福林酚方法对各菌株产蛋白酶的活力进行测定, 复筛出具有高

产碱性蛋白酶和中性蛋白酶的野生菌株, 并通过分子生物学方法(16S rDNA 测序分析)对高产蛋白酶菌株进行

物种鉴定。进一步通过测定高产菌发酵过程中的菌株浓度和蛋白酶活力, 分析菌株随发酵时间的生长情况和

产酶动力学。结果  采用选择性培养基初步筛选获得 8 株具有蛋白酶活性的菌株, 进一步复筛发现两株菌 Z3

和 Z8 菌株产蛋白酶的能力较强[碱性蛋白酶活力分别为(393.87±19.69)、(358.87±17.94) U/mL; 中性蛋白酶活

力分别为(344.87±17.24)、(291.20±14.56) U/mL]。经分子生物学测序比对分析菌株 Z3 和 Z8 分别鉴定为枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。对两株菌的生产情况和产酶能力进行研究, 发现

两株菌的产酶模式均为部分生长偶联型, 枯草芽孢杆菌 Z3 菌株合成碱性蛋白酶和中性蛋白酶的能力优于蜡

样芽孢杆菌 Z8。结论  本研究从鲅鱼副产物中定向分离得到 2 株产蛋白酶的野生菌株, 在基础发酵培养基上

展现出较好的产蛋白酶的能力。 

关键词: 鲅鱼副产物; 蛋白酶活性; 产酶能力; 枯草芽孢杆菌; 蜡样芽孢杆菌 
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ABSTRACT: Objective  To screen the wild strain with high proteinase yield using the by-product of Scomberomorus 
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niphonius as experimental material. Methods  The proteinase-producing microorganisms from the by-products of 

Scomberomorus niphonius were selected by using the skim milk medium. The ability of producing proteinase for 

each strain was measured by Folinol-Ciocalteu method, and wild strains with high-yield of alkaline proteinase and 

neutral proteinase were screened. The species of high-yield abilities of producing proteinase strain was identified 

by molecular biological method (16S rDNA sequencing analysis). Further, the growth and production of 

proteinases for each strain were analyzed by measuring the concentration of bacteria and the activity of proteinase 

during the fermentation process. Results  Eight microbial strains with potential activity of proteinase were 

obtained by preliminary screening using selective medium from the by-products of Scomberomorus niphonius. 

Further, it was found that the 2 strains of Z3 and Z8 performed more excellent abilities of producing proteinase. 

The activity of alkaline proteinase from strain Z3 and Z8 was (393.87±19.69) and (358.87±17.94) U/mL 

respectively; and the activity of neutral proteinase was (344.87±17.24) and (291.20±14.56) U/mL for strain Z3 and 

Z8. Using molecular biology identification methods, it was determined that the strains of Z3 and Z8 were 

identified as Bacillus subtilis and Bacillus cereus, respectively. The production situation and enzyme production 

capacity of the 2 strains were studied. It was found that the enzyme production mode of the 2 strains was partial 

growth-related type. Bacillus subtilis Z3 had a better ability to synthesize alkaline proteinase and neutral 

proteinase than Bacillus cereus Z8. Conclusion  In this study, 2 wild strains producing proteinase are obtained by 

directional isolation from by-products of Scomberomorus niphonius and shows good abilities of producing 

proteinase on basic fermentation medium. 

KEY WORDS: by-products of Scomberomorus niphonius; proteinase activity; production capacity of proteinase; 

Bacillus subtilis; Bacillus cereus 
 
 

0  引  言 

水产品在加工处理后产生大量的副产物, 约占总产

量的 30%~70%[1‒3]。目前对水产品副产物的利用率相对较

低, 仅有小部分被当作普通饲料或肥料, 大部分直接被丢

弃在环境中[4‒10]。然而水产品副产物中仍有可利用的营养

物质, 水产品的头部、皮肤和内脏等副产物中含有丰富的

蛋白质[11‒12]。另外, 像鳗骨、鳗头等废弃物中还含有磷脂

质、软骨素和维生素等[13], 这些副产物中的营养物质在自

然条件下就可以被微生物菌群利用, 因此水产品下脚料是

微生物生长的良好基质。 

以水产品为原料的发酵食品如鱼露和虾酱是通过加

盐后自然发酵而成, 在发酵过程中, 水产品原料及环境中

的微生物种类和数量逐渐增加[14], 其中一些功能微生物能

分泌大量蛋白酶, 将水产品中的蛋白质水解生成氨基酸和

小分子肽, 赋予鱼露和虾酱的主体鲜味和香味[15‒17]。研究

表明发酵水产品中的优势微生物为乳酸杆菌属、葡萄球

菌属、芽孢杆菌属、弧菌属、四联球菌属等嗜盐细菌[18‒19], 

这些细菌在蛋白质水解和虾酱风味形成中起着重要作

用 [20‒22]。因此水产品下脚料也是筛选高产蛋白酶微生物

的良好来源。目前对水产品副产物的处理大多采用商品

化的蛋白酶类 , 底物特异性相对偏低 , 而专门用于水产

品副产物综合利用的微生物资源有限, 因此为了拓宽水

产品副产物在综合利用过程中蛋白质分解的方法, 本研

究以鲅鱼副产物为实验材料原位筛选高产蛋白酶的微生

物资源。 

本研究采用选择性培养方法从鲅鱼原位副产物中筛

选出具有高产蛋白酶的微生物菌株, 通过分子生物学和形

态学方法对菌种进行鉴定, 并初步分析菌株所产蛋白酶的

发酵特性, 为水产品副产物的高值化利用(制备风味肽和

其他生物活性肽)提供高效、有特异性的微生物蛋白酶类, 

也为水产品副产物的综合利用(肥料腐熟或饲料加工)提供

良好的微生物资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲅鱼头、骨(淄博市水产品市场)。 

牛肉膏、蛋白胨、福林酚(生物试剂)、牛肉浸膏、考

马斯亮蓝 G250(分析纯)、D-无水葡萄糖(优级纯)(上海麦克

林生化科技公司); 脱脂牛奶(德国甘蒂牧场); 中性蛋白酶

(50 U/mg)、碱性蛋白酶(200 U/mg)、L-酪氨酸(优级纯)(上海

贤鼎生物科技公司); 牛血清蛋白(优级纯, 上海生工生物工

程有限公司); 干酪素(生物试剂, 阿达玛斯试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

UV-2102PCS 型紫外线分光光度计(上海美普达仪器
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有限公司); H1850R 台式高速冷冻离心机(长沙湘仪离心机

仪器有限公司); LMQ.C 立式灭菌器(山东新华医疗器械股

份有限公司); ZS-AR 全温振荡培养箱(浙江华源仪器有限

公司); FA2204 电子分析天平(精度 0.1 mg, 上海衡平仪器

仪表厂)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  培养基 

选择性培养基[23]: 脱脂牛奶 62%, 纯化水 36%, 琼脂

2%, 110℃灭菌 15 min。  

纯化培养基[24]: 蛋白胨 10 g/L, 氯化钠 5 g/L, 牛肉膏

3 g/L, 121℃灭菌 20 min。  

基本培养基[25]: D-葡萄糖 5.0 g/L, 硫酸铵 1.0 g/L, 磷

酸二氢钾 0.5 g/L, 磷酸二氢钠 1.5 g/L, 氯化钠 1.0 g/L, 七水

硫酸镁 0.2 g/L, 调节 pH 至 7.2, 121℃灭菌 20 min[26]。  

1.3.2  水产品副产物中产蛋白酶微生物的筛选分离与纯化 

预处理: 取 10 g样品于装有 90 mL液体纯化培养基中, 

放置于 37℃恒温培箱中培养 36 h, 进行富集培养。 

分离与纯化 : 取 1 mL 富集培养液进行梯度稀释

(10‒2~10‒5), 将合适稀释倍数的菌悬液分别涂布于固体选

择性培养基上, 放置于 37℃的恒温培养箱中培养 24~36 h, 

挑选具有透明圈的、且具有不同形态单菌落进一步分离与

纯化, 直至形成形态均一的单菌落。最后在光学显微镜下

用沙黄染色, 观察单菌落形态。 

复筛: 将纯化后的菌株接种至液体基础培养基中, 在

37℃、140 r/min 条件下恒温摇床培养 48 h。将培养好的菌

液进行离心(10000 r/min, 5 min), 测定上清液中蛋白酶的

酶活力。 

1.3.3  微生物蛋白酶活力测定 

采用福林酚法测定蛋白酶活力[27]。 

(1)酪氨酸标准曲线绘制 

取 1 mL 不同质量浓度 L-酪氨酸标准工作溶液(0、20、

40、60、80、100 μg/mL)于试管内, 按顺序加入 5 mL 0.4 mol/L

碳酸钠溶液和 1 mL 福林酚试剂(原液 3 倍稀释后), 放置于

40℃恒温水浴锅中, 显色反应 20 min, 取出冷却后, 以酪

氨酸浓度为 0 μg/mL 的反应液为空白对照, 使用紫外线分

光光度计测定在波长为 680 nm 下的吸光值, 绘制浓度对

应吸光值的标准曲线。 

(2)样品酶活的测定 

取试管加入酪蛋白标准溶液(100 μg/mL)各 1 mL, 

40℃水浴保温 5 min; 在试管中加入预热的菌株培养液上

清液 1 mL, 阴性对照中加入空白基础培养基, pH 分别控制

在中性和碱性条件, 40℃水浴反应 60 min 后, 加入 2 mL 三

氯乙酸溶液(4 mol/L)终止反应, 摇匀在 40℃水浴中保温

20 min; 反应液离心(10000 r/min, 5 min)取上清液 1 mL 于比

色管内, 并依次加入5 mL碳酸钠溶液(0.4 mol/L)和1 mL福林

试剂(原液 3 倍稀释后), 40℃水浴反应 20 min, 取出待冷却

至室温后,使用紫外线分光光度计在波长为 680 nm 下分别

测定吸光值, 根据标准曲线 Y=0.01X+0.0072 (r2=0.9991, X

为酪氨酸浓度, μg/mL, Y 为 680 nm 波长下福林酚显色反应

液的吸光值)进行定量。 

蛋白酶活单位: 蛋白酶活力的大小用酶活力单位表

示, 定义为: 在温度为 40℃和不同酸碱度下(中性 pH 7.00、

碱性 pH 10.20), 每分钟能催化水解酪蛋白生成 1 μg的酪氨

酸所用酶量为一个酶活力单位(U)。 

1.3.4  产蛋白酶微生物的鉴定  

用细菌基因组提取试剂盒提取产蛋白酶活力较高的

微生物菌株 Z3 和 Z8 的基因组 DNA, 以此作为 PCR 扩增

模板, 对 16S rRNA 基因进行扩增。将 16S rDNA 全长扩增

产物送至生工生物工程公司进行测序。将测序后的 16S 

rDNA 序 列 与 已 知 序 列 进 行 同 源 比 对 (https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov), 选择与比对序列相似度最高的物种作为

鉴定结果, 并制作系统进化树。 

1.3.5  产蛋白酶微生物菌株生长情况和产酶情况分析 

将产蛋白酶活力较好的菌株 Z3 和 Z8 接种到基础培养

基中, 放置于恒温振荡器内, 200 r/min、37℃振荡培养。每

隔 4 h 取样, 分别测定样品的菌液浓度(OD600)和蛋白酶活力, 

蛋白酶活力测定方法与 1.3.3 方法相同, 分析各个菌株随着

发酵时间的变化的生长情况和蛋白酶的动态变化规律。 

1.4  数据处理 

产蛋白酶微生物菌株的复筛实验以及两株优势产酶

菌株的产酶分析实验均重复 3 次, 结果以“平均值±标准偏

差”表示。采用 Excel 2013 和 SPSS 22.0 软件进行数据统计

和分析, 采用 Origin 9.3 和 Mega 10.0 进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  产蛋白酶微生物菌株的分离、纯化 

从脱脂牛奶培养基上, 根据菌落的大小、颜色以及形

态的区别 , 挑取分离后的单个菌落, 利用相同的培养基, 

通过反复纯化后得到 8 株菌株, 分别为 Z1、Z2、Z3、Z4、

Z5、Z6、Z7、Z8。菌株形态大都为在透明圈中呈乳白色, 四

周较平整, 而中心位置出现凸起并且存在环绕的呈放线状

的裂缝。部分菌株的菌落形态和显微镜下的形态如图 1 所

示, 大部分菌株均呈杆状, 呈链状排布。 

2.2  产蛋白酶微生物菌株的复筛 

为了进一步筛选出具有高产蛋白酶能力的微生物 , 

采用福林酚法测定蛋白酶活力, 从图 2 中可看到筛选出的

除了菌株 Z5 外, 其他菌株的碱性蛋白酶活力均高于中性

蛋白酶活力, 说明这些菌株发挥酶活力的最适环境均为碱

性。在 8 株菌株中碱性蛋白酶活力最高的菌株为 Z3 
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[(393.87±19.69) U/mL], 其次是菌株 Z8 和 Z1[酶活力分别

为(358.87±17.94) U/mL 和(349.53±17.47) U/mL]。对菌株产

中性蛋白酶的情况考察发现菌株 Z3 的中性蛋白酶活力最

高[(344.87±17.24) U/mL], 其次是菌株 Z5、Z8 和 Z1, 中性

蛋 白 酶 活 力 分 别 为 (298.20±14.91) 、 (291.20±14.56) 和

(272.53±13.62) U/mL。综合分析各菌株产两种蛋白酶的能

力发现 Z3 和 Z8 为产蛋白酶的优势菌株。 

 

 
 

图 1  部分产蛋白酶微生物固体培养基上菌落形态和 

显微镜下形态(10×100 倍) 

Fig.1  Colony morphology in solid medium and microscopic 
morphology of some protease producing microorganisms (10×100) 

 
 

 
 

注: 不同小写字母代表差异显著(P<0.05)。 

图 2  各菌株在碱性条件和中性条件下的蛋白酶活力情况 

Fig.2  Activities of alkaline and neutral proteinase in  
different strains 

 

2.3  产蛋白酶微生物菌株的分子生物学鉴定结果 

为了确定菌株 Z3 和 Z8 的分类学所在种属, 通过

DNA 提取和 16S rDNA 扩增获得菌株 Z3 与 Z8 的基因组

DNA 和 16S rDNA 产物, 片段大小符合目的片段(图 3a)。

16S rDNA 测序后的序列在 NCBI 同源比对分析, 从图 3b

中可以看到产蛋白酶菌株 Z3 与枯草芽孢杆菌 BS14 

(Bacillus subtilis BS14)同源性最高, 相似度为 99.86%, 菌

株 Z3 鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。与产蛋白酶

菌株 Z8 16S rDNA 序列同源性最高的是蜡样芽孢杆菌 

pHB_PTK_1 (Bacillus cereus pHB_PTK_1)(97.88%), 因

此菌株 Z8 可初步鉴定为蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。

目前芽孢杆菌属是工业上用于产蛋白酶的优势微生物。

中性蛋白酶高产菌集中在曲霉属和芽孢杆菌属 , 曲霉

属以米曲霉为主 [28], 而芽孢杆菌属菌株包括枯草芽孢

杆 菌 (Bacillus subtilis) 、 耐 热 解 蛋 白 芽 孢 杆 菌 (B. 

sporothermodurans)、蜡样芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)[29‒31]。工业上采用 B. subtilis 

AS1.398 生产中性蛋白酶已有多年历史[32]。工业化生产碱

性蛋白酶的菌株主要集中在链霉菌属和芽孢杆菌属, 如地

衣芽孢杆菌(B. licheniformis)、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus 

amyloliquefaciens)、短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)和嗜碱

芽孢杆菌(Bacillus alcalophilus)[32]。我国最早用于碱性蛋白

酶工业化生产的微生物是 Bacillus licheniformis C1213, 

Bacillus pumilus 289 和 Bacillus pumilus 209 也相继应用于

工业化生产碱性蛋白酶[13]。 

 

 

 
 

 
注: (a)为菌株基因组和 16S rDNA 电泳图; (b)为基于 16S rDNA 

序列产蛋白酶菌株系统进化树分析图。 

图 3  菌株 Z3 和 Z8 分子生物学鉴定 

Fig.3  Molecular biological identification of strain Z3 and Z8  
based on 16S rDNA sequences 
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2.4  枯草芽孢杆菌 Z3 发酵过程中的生长情况和产

蛋白酶规律研究 

枯草芽孢杆菌 Z3 在发酵过程中的生长情况如图 4 所

示, 菌株 Z3 在前 8 h 处于生长迟缓期, 8 h 后逐渐适应环境

进入生长对数期(12~24 h), 该阶段枯草芽孢杆菌 Z3 的生

物量急剧上升; 24 h 后枯草芽孢杆菌 Z3 的生长速率变缓, 

逐渐进入稳定期(24~40 h), 40 h 后菌株进入衰退期, 生物

量缓慢下降。 

伴随着枯草芽孢杆菌 Z3 的生长, 碱性蛋白酶和中性

蛋白酶的酶活力菌呈逐渐上升的趋势(图 4)。两种蛋白酶

的酶活力在枯草芽孢杆菌 Z3 进入对数期后开始升高 , 

随着枯草芽孢杆菌 Z3 进入稳定期后两种蛋白酶酶活力

继续上升, 其中碱性蛋白酶的合成量一直高于中性蛋白

酶, 当枯草芽孢杆菌 Z3 进入衰退期后两种蛋白酶的活

力仍然在升高, 并且碱性蛋白酶的合成速率高于菌株处

于稳定期的合成速率, 这说明两种蛋白酶的合成与枯草

芽孢杆菌 Z3 的生长关系均为部分生长偶联型, 菌株 Z3

在进入稳定期和衰退期后中性蛋白酶和碱性蛋白酶的

合成基因仍能够正常进行表达和翻译, 延续两种蛋白酶

的合成。当枯草芽孢杆菌 Z3 发酵结束时, 合成的碱性蛋

白酶的活力为(394.08±19.70) U/mL, 中性蛋白酶活力为

(276.32±13.82) U/mL。 
 

 

 
 

图 4  枯草芽孢杆菌 Z3 生长曲线和产蛋白酶的动态变化 

Fig.4  Growth curve and dynamics of proteinase for the strain  
of Bacillus subtilis Z3 

 

2.5  蜡样芽孢杆菌 Z8 在发酵过程中的生长情况和

产蛋白酶规律研究 

蜡样芽孢杆菌 Z8 在发酵过程中的生长情况如图 5 所

示, 在前 4 h 处于生长迟缓期, 4 h 蜡样芽孢杆菌 Z8 逐渐适

应环境进入生长对数期, 8~12 h 蜡样芽孢杆菌 Z8 的生物

量急剧上升; 12 h 后蜡样芽孢杆菌 Z8 的生长速率变缓, 逐

渐进入稳定期(16~44 h), 44 h 后菌株 Z8 生物量明显下降, 

逐渐进入衰退期。伴随着蜡样芽孢杆菌 Z8 的生长, 碱性蛋

白酶和中性蛋白酶的酶活力呈现逐渐上升趋势(图 5)。中性

蛋白酶和碱性蛋白酶活力在蜡样芽孢杆菌 Z8 进入对数期

后迅速升高, 当菌株进入稳定期后两种蛋白酶酶活力随着

微生物的生长继续上升, 其中碱性蛋白酶的产生量要高于

中性蛋白酶, 当蜡样芽孢杆菌 Z8 进入衰退期后两种蛋白

酶的活力仍然在升高, 并且碱性蛋白酶的合成速率高于菌

株处于稳定期的合成速率, 这说明碱性蛋白酶和中性蛋白

酶的合成与蜡样芽孢杆菌 Z8 的生长关系均为部分生长偶

联型, 蜡样芽孢杆菌 Z8 在进入稳定期和衰退期后中性蛋

白酶和碱性蛋白酶的合成基因仍能够正常进行表达和翻译, 

延续两种蛋白酶的合成。当蜡样芽孢杆菌 Z8 发酵结束时, 

合成的碱性蛋白酶的活力为(358.40±17.92) U/mL, 中性蛋

白酶活力为(252.72±12.63) U/mL。 

 

 
 

图 5  蜡样芽孢杆菌 Z8 生长曲线和产蛋白酶的动态变化 

Fig.5  Growth curve and dynamics of proteinase for the strain  
of Bacillus cereus Z8 

 

3  讨论与结论 

本研究从鲅鱼副产物中分离出 8 株菌落形态各不同

的产蛋白酶菌株, 测定 8 株菌株的蛋白酶活力, 发现菌株

Z3 和 Z8 具有较强的蛋白酶活力, 在碱性条件下酶活分别

为(393.87±19.69)、(358.87±17.94) U/mL, 中性条件下酶活

分别为(344.87±17.24)、(291.20±14.56) U/mL。经 16S rDNA

测序分析鉴定 , 菌株 Z3 和 Z8 分别鉴定为 Bacillus 

subtilis(枯草芽孢杆菌)和 Bacillus cereus(蜡样芽孢杆菌)。

综合分析枯草芽孢杆菌 Z3 和蜡样芽孢杆菌 Z8 两株菌的

种生长情况和产酶情况, 两株菌的产酶模式均为部分生

长偶联型, 枯草芽孢杆菌 Z3 菌株合成碱性蛋白酶和中性

蛋白酶的能力优于蜡样芽孢杆菌 Z8 菌株。两株产蛋白酶

微生物是从水产品副产物中分离得到的野生菌株, 在基

础发酵培养基上已经展现出较好的产蛋白酶的能力。在

今后的工作中将以水产品或其副产物作为底物进行驯化

培养, 定向筛选出能高效并特异性水解水产品中蛋白质

的优势微生物, 为水产品下脚料的综合利用、提高其附加

值提供有效的微生物资源。 
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