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角质酶是一种多功能酶，属丝氨酸酯酶的一种，相对分

子质量(Mr)约为22×103~30×103，是一种具有称作α/β水解酶折

叠的共同结构框架的蛋白质[1, 2]. 角质酶既可水解不溶性多聚

体角质，还可作用于长链、短链脂肪酸酯、乳化的甘油三酯

和可溶性的合成酯，参与酯化、转酯化等反应，在食品工业以

及生物催化、纺织业、化工、农药等诸多领域有着广泛的应

用前景 [3~5]. 虽然角质酶用途广泛，但其研究主要集中于重组

菌的构建、提取、纯化、酶学性质以及固定化等方面，有关发

酵条件优化国内外虽然有一些报道 [6~8]，但由于产量较低，迄

今为止并没有工业化生产的相关报道，角质酶的市场仍处于

空白. 江南大学食品科学与技术国家重点实验室保藏的重组
Bacillus subtilis表达角质酶产量较高. 通过在摇瓶水平和3 L
发酵罐上条件优化，酶产量提高显著，采用pH两阶段控制策

略生产角质酶，产量达到168.8 U/mL [9]. 此外，在前期研究中

还发现温度是影响角质酶发酵的另一个重要的环境因素. 本
实验在pH两阶段控制策略的基础上，考察了温度对角质酶发

酵的影响. 

1  材料与方法
1.1  菌 种

出发菌株为重组Bacillus subtilis WSHB06-07，由江南大

学食品科学与技术国家重点实验室保藏. 
1.2  培养基

LB培养基(ρ/g L-1)：蛋白胨10，酵母膏5，氯化钠10，琼
脂20. 

卡那霉素(kan)抗性培养基(ρ/g L-1)：蛋白胨10，酵母膏5，
氯化钠10，琼脂20，卡那霉素(kan) 50 μg/mL. 
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摘  要   为进一步提高重组Bacillus subtilis WSHB06-07发酵生产角质酶的产量和生产强度，在pH两阶段控制策略的基

础上，考察了温度(27~40 ℃)对菌体生长和产酶的影响. 研究发现，37 ℃适于菌体生长而30 ℃适于菌体产酶. 通过分析

发酵过程中菌体比生长速率及产物比合成速率的变化，确定了温度两阶段控制策略，即0~4 h时控制温度37 ℃，4 h后

将温度调至30 ℃. 通过采用这一优化策略，角质酶酶活和生产强度分别可达312.5 U/mL和13.02 kU L-1 h-1，相比恒定温

度37 ℃控制模式下分别提高了83.4%和10.9%. 图6 表2 参13   
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种子培养基(ρ/g L-1)：葡萄糖10，蛋白胨12，酵母膏24，磷

酸氢二钠12.54，磷酸二氢钾2.31，pH 7.5. 
发酵培养基(ρ/g L-1)：蔗糖 32.5，蛋白胨 37，酵母膏 24，

磷酸氢二钠 12.54，磷酸二氢钾 2.31，七水硫酸镁 4.4，pH 7.5. 
1.3  培养方法
1.3.1  种子培养    将保藏好的菌种接入种子培养基中，500 
mL三角瓶 装50 mL培养基，回转式摇床转速200 r/min、37 
℃，培养14~16 h. 
1.3.2  发酵培养  3 L全自动发酵罐KBT (KoBio Tech Co.，
Ltd.，韩国)中装液量1 L，接种量4%，搅拌转速600 r/min，通

气量1 : 1.5 (V/V)，温度37 ℃，pH采用两阶段控制策略，即0~4 
h时控制pH 7.5，4 h后将pH调至6.5. 
1.4  分析方法
1.4.1  角质酶粗酶液制备    取一定量发酵液于10 000 r/min
下离心5 min，上清液为角质酶活性测定液. 
1.4.2  角质酶活性测定[1~2]    采用分光光度法. 反应液体积为1 
mL，包括20 μL酶液和980 μL的50 mmol/L硫磺脱氧胆酸钠缓

冲液(pH 8.0，含50 mmol/L对硝基苯丁酸酯). 20 ℃下、405 nm
处、反应1 min后记录对硝基酚的生成速率. 酶活定义：20 ℃
时，每分钟催化对硝基苯丁酸酯水解生成1 μmol对硝基酚的

酶量即为一个酶活力单位. 
1.4.3  菌体干重测定[10]    采用细胞干重法. 取一定量发酵液于
10000 r/min下离心5 min，菌泥于105 ºC烘至恒重后称重. 
1.4.4 蔗糖浓度测定[11]    取稀释适当倍数的样品900 μL，加

入100 μL 2mol/L的NaOH溶液，混匀后于沸水浴中反应10 
min，然后立即用流动冷水冷却至室温，再向其中加入1 mL
间苯二酚和3 mL 10 mol/L的HCl，混匀后于沸水浴中反应8 
min，立即用流动冷水冷却至室温，然后用分光光度计测定

其500 nm处的吸光度. 
1.4.5  质粒稳定性实验[12]    在发酵过程中，每隔2 h取样，用

灭菌的生理 盐水适当稀释，分别取100 μL菌液涂布于不含
kan LB平板，置于37 ℃培养箱中培养16 h，然后挑取100个单

菌落于含kan的LB平板上，37 ℃培养16 h后，通过计算平板

上抗kan的菌落数确定质粒稳定性. 
1.4.6  菌体比生长速率、比产酶速率计算方法[13]    菌体比生长

速率用如下公式表示：
0
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，其中x为菌体量

(g/L)，t为时间(h). 用Origin绘图软件对菌体的生长数据进行

线性拟合后进行插值计算(时间步长为0.1 h)，再用Excel软件

求解得到不同时刻的rx，再经平滑处理，得到不同温度下的

比生长速率–时间关系曲线. 根据
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得角质酶的比生成速率rp(类似于rx的求法)，其中P为角质酶

产量(U/mL). 

2  结果与讨论
2.1  温度对菌体生长的影响

图1为不同温度对菌体生长的影响. 由图1可知，温度对

菌体生长影响较为显著. 27 ℃菌体生长缓慢，DCW在30 h后

达到最大值(19.7 g/L)；当温度为37 ℃时，DCW在12 h达到最

大值(24.31 g/L)；当控制温度为40 ℃时，DCW在10 h达到最大

值(31.2 g/L). 故随着温度升高，菌体生长加快，发酵周期缩短. 
用Origin和Excel软件对图1菌体生长数据进行处理，得到不同

温度对菌体比生长速率的影响(图2). 从图2可以看出，温度对

菌体比生长速率影响趋势基本一致，40 ℃培养3 h时菌体比

生长速率达到最大值(0.93 h-1)，37 ℃培养3.5 h时菌体比生长

速率达到最大值(0.81 h-1)，而30 ℃培养6 h后菌体比生长速率

才达到最大值(0.39 h-1). 

2.2  温度对菌体产酶的影响
图3为不同温 度 对菌体产酶的影响 . 由图3可知，随 着

温度(27~40 ℃)的升高，菌体有利于进入产酶期，在40 ℃虽

然菌体产酶速度较快，但最终酶活较低，8 h酶活只有98.96 
U/mL. 随着温度的降低，虽然菌体进入产酶期的时间有所延

迟，但最终的酶活较高，特别是温度30 ℃时，酶活达到243.12 
U/mL. 用Origin和Excel软件对图3菌体产酶数据进行处理，得

到不同温度对菌体比产酶速率的影响(图4). 由图4可知，随着

温度的升高，菌体比产酶速率先增加后下降，温度为30  ℃时

菌体比产酶速率达到最大(0.975 kU g-1 L-1)，所以30 ℃是菌体

产酶最适温度. 
2.3  温度对工程菌质粒稳定性的影响

对于工程菌的发酵生产来说，质粒的稳定性是一个需
要考察的重要因素. 图5为不同温度对质粒稳定性的影响. 由
图5可见，随着温度的升高，质粒稳定性逐渐下降. 40 ℃时质
粒很不稳定，发酵10 h后，质粒保存率只有60%，而在≤37 ℃
发酵时，发酵10 h后，质粒保存率还有95%以上. 

图1  不同温度对菌体生长的影响
Fig. 1   Effect of different temperatures on cell growth

图2 不同温度对菌体比生长速率的影响
Fig. 2   Effect of different temperatures on specifi c cell growth rate 
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2.4  角质酶发酵过程温度分阶段控制策略的确定和
验证

以上实验数据表明，当温度为30 ℃时，菌体生长和产酶

的延滞期较长，总体来说不利于提高发酵生产强度，但最终

的酶活较高，说明30 ℃有利于菌体产酶不利于菌体生长. 在
较高温度(≥37 ℃)下虽然菌体生长和进入产酶期较快，有利

于提高发酵的生产强度，但最终的酶活较低. 由于40 ℃时菌

体质粒丢失率很严重，所以选择37 ℃作为菌体生长的适宜温

度. 结合菌体生长和产酶结果，本研究可采用两阶段温度控

制策略，即将菌体控制在37 ℃生长再控制在30 ℃产酶. 考虑

到30 ℃时0~4 h属于产酶滞后期，4 h以后菌体一直可维持较

高的比产酶速率，而37 ℃前4 h内菌体可保持较高的生长速

率，故以4 h为控制温度的转折点. 即温度两阶段发酵的具体

策略为：选择0~4 h控制温度37 ℃，使菌体快速生长，缩短发

酵延滞期；4 h以后控制温度30 ℃，利于菌体产酶. 
对上述提出的优化策略的实验验 证结果见图6，表1为

不同温度下角质酶分批发酵过程参数比较. 实验结果表明，

采用这一温度两阶段控制策略，角质酶酶活最终达到312.5 
U/mL ，生产强度13.02 kU L-1 h-1，相对于恒定37 ℃下分别提

高了83.4%和10.9%. 对两阶段温度控制策略重复性实验结果
(表2)表明，此策略对角质酶发酵重复性强. 

综上所述，根据不同温度下发酵动力学参数所包含的

信息而提出的温度分阶段控制策略，可以有效地运用于角质
图3  不同温度对菌体产酶的影响

Fig. 3   Effect of different temperatures on cutinase formation 

图4  不同温度对角质酶比产酶速率的影响
Fig. 4   Effect of different temperatures on specifi c 

cutinase formation rate 

图5  不同温度对质粒稳定性的影响
Fig. 5   Effect of different temperatures on plasmid stability 

图6  采用分阶段控制温度的发酵过程曲线
Fig. 6   Time courses of cutinase fermentation with two-staged temperature 

strategy

表1  不同温度下角质酶分批发酵过程参数比较
Table 1   Comparison of fermentation parameters among batches at different temperatures

θ/℃
rx/
h-1

px/
g L-1 h-1

qP/
kU L-1 h-1

ρ(DCW)max/
g L-1

ppmax/
 kU L-1

YP X/
kU g-1

YX S/
g g-1

YP S/
kU g-1

27 0.24 0.64 4.25 19.90 131.69 6.62 0.61 4.05
30 0.39 0.79 9.35 20.45 243.12 11.89 0.66 7.84
33 0.74 1.07 8.35 25.59 200.42 7.83 0.80 6.26
37 0.81 1.35 11.74 24.31 168.8 6.99 0.74 5.15
40 0.93 2.23 7.0691 31.19 98.96 3.17 1.01 3.19

温度分段控制
Two-staged temperature1) 0.78 1.04 13.02 24.98 312.47 12.51 0.78 9.76

1) 0~4 h pH 7.5, 37 ℃; 4~24 h, pH 7.5, 30 ℃.
rx, 比生长速率; px, 菌体生产强度; qP, 酶生产强度; ρ(DCW) max, 最大菌体干重; ppmax, 最大角质酶产量; YP X, 酶比菌体产率; YX S, 菌体比基质产率；YP S, 酶比基质产率
rx, Specifi c cell grow rate; px, Productivity of cell; qP, Productivity of cutinase; ρ(DCW) max, Maximum amount of DCW; ppmax, Maximum amount of cutinase; YP X, 
Yield of cutinase on cell; YX S, Yield of DCW on substrate；YP S, Yield of cutinase on substrate
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酶的分批发酵过程中，对于细胞生长特别是对角质酶的合成

促进作用是非常明显的. 温度分阶段控制策略的成功实施，

不但对角质酶的发酵生产具有积极的效果，而且对于其它类

似发酵产品的生产同样具有借鉴意义. 

3  结 论
较高的发酵温 度(37 ℃)有利于细胞的生长，缩短 延 迟

期，可使菌体提前进入产酶期；而较低的温度(30 ℃)则有利

于角质酶的合成. 
提出重组Bucillis subtilis分批发酵生产角质酶的两阶段

温度控制策略，即0∼4 h时发酵温度为37 ℃，4 h后将温度调

制30 ℃. 采用这一最优温度两阶段控制策略，最高酶活和生

产强度比37 ℃恒温培养分别提高了83.4%和10.9%. 
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表2   两阶段温度控制策略稳定性实验
Table 2   Stability of two-stages temperature strategy

批次
Batch

角质酶酶活最大值
Maximum of cutinase activity 

 (Λ/U mL-1)

角质酶生产强度最大值
Maximum of productivity  

(qP/kU L-1 h-1)
1 312.5 13.02
2 322.5 12.45
3 317.9 13.76


