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1 株传统曲霉型豆豉中高活力蛋白酶产生菌
的分离及其鉴定
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( 江西师范大学生命科学学院，江西 南昌 330022)

摘要: 豆豉是一种以大豆作为原料经过微生物发酵而形成的传统发酵食品．在发酵过程中，蛋白酶产生
菌是其优势菌株并发挥着重要作用．通过对传统曲霉型豆豉发酵过程中的微生物进行分离、初筛和复筛，
筛选获得 1 株高产蛋白酶的菌株，经测定其酶活力为 2 231 U·L －1 ．通过生理生化及 16S DNA分子鉴定
该菌株为解淀粉芽孢杆菌．获得的高活力蛋白酶产生菌将为后续制作风味良好的豆豉提供基础，同时也
为工业化生产蛋白酶提供菌种资源．
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0 引言

传统豆豉按照制曲微生物的类型不同，分为曲

霉型豆豉、细菌型豆豉、毛霉型豆豉［1］，在我国南方
由于地理和气候的原因，适合曲霉型豆豉的发酵，曲

霉型豆豉中含有很多对人体有益的营养成分［2］，具

有很高的药用价值［3-4］． 传统曲霉型豆豉一般采用
自然发酵法进行发酵，由于自然发酵中的微生物来

自于空气中，种类繁多，而且很不稳定，发酵能力良

莠不齐［5］，生产能力不稳定，导致传统曲霉型豆豉

的质量容易受到各种因素的影响，再加上产品运输

和保藏不方便，因此传统曲霉型豆豉的大规模工业

化生产和纯种发酵受到一定的限制．
在其发酵过程中，蛋白酶产生菌是发酵过程中的

优势菌株，并发挥着极其重要作用，它分泌的胞外蛋

白酶可直接作用于大豆蛋白，将蛋白质水解成小分子

肽类和游离态氨基酸，这些小分子物质不仅容易被人

体吸收，而且还有较强的生物活性．此外，这些物质在
豆豉的风味上也有很大的贡献［6］，因此使用蛋白酶产

生菌产生的胞外蛋白酶来缩短发酵周期和提高风味

被认为是最简单和行之有效的方法［7-10］．
本文通过对传统豆豉发酵过程中的微生物进行

分离纯化、初筛和复筛，获得 1 株高产蛋白酶菌株，

经测定其酶活力为 2 231 U·L －1 ．通过生理生化及
16S DNA分子鉴定［11］该菌株为解淀粉芽孢杆菌．获
得的高活力蛋白酶产生菌将为后续制作风味良好的
豆豉提供基础，同时也为工业化生产蛋白酶提供菌

种资源．

1 材料与方法

1． 1 材料和设备
1． 1． 1 实验原料 制曲阶段和发酵阶段的豆豉样
品采自南昌稻香园食品有限公司，采样后将样品用
自封袋装好放置在 4 ℃冰箱中冷冻保藏．
1． 1． 2 实验试剂 福林酚试剂，0． 4 mol·L －1的
Na2CO3溶液，0． 4 mol·L －1的三氯乙酸，pH 值为
7. 5 的磷酸缓冲液，10 g·L －1的酪素溶液，100 μg·
L －1的酪氨酸溶液．
1． 1． 3 培养基 肉汤培养基: 蛋白胨 1. 0%，牛肉
膏 0. 3%，氯化钠 0. 5%，pH值为 7. 2; 酪素筛选培养
基: 干酪素 1． 0%，牛肉浸粉 0. 3%，磷酸氢二钾
0. 2%，溴百里香酚兰 0. 005%，琼脂粉 2． 0%，pH值
为 7. 4; 发酵培养基: 干酪素 0. 5%，葡萄糖 0. 1%，
酵母浸粉 0. 1%，K2 HPO4 0. 4%，KH2 PO4 0. 05%，
MgSO4 0. 01%，pH值为 7. 4．
1． 1． 4 实验仪器 主要仪器有 pH 计、移液枪、恒



温振荡器、显微镜、分光光度计、水式恒温培养箱、不
锈钢高压蒸汽灭菌锅、恒温水浴锅、台式离心机、超
净工作台、电炉、电热鼓风干燥箱、电子天平．

1． 2 实验方法
1． 2． 1 菌种的分离和纯化 采集制曲阶段第 4 天
和发酵阶段第 4 天的豆豉各 1 g，分别定容于 10 mL
生理盐水中，漩涡振荡 30 min，采用平板稀释法，各
取菌液 200 μL涂布在酪素筛选培养基上，在 36 ℃
下培养 48 h，挑出能后产生透明圈的菌落，在平板上
重复划线 3 次以上，直到得到单菌落［12］．
1． 2． 2 菌种初筛 将纯化的单菌落用点接法点接
到酪素分离培养基中，挑选透明圈直径与菌落直径

比值较大的菌落［13］．
1． 2． 3 菌种复筛 将初筛所获得的菌株接种到肉
汤培养基中，在 36 ℃、170 r·min －1下摇床培养
24 h，将培养好的菌液吸取 1 mL放到含 50 mL的酪
素发酵培养基的 250 mL三角瓶中，菌液的装液量为
50 mL，在 36 ℃下振荡培养 48 h［14］，于转速10 000 r·
min －1下离心 10 min，取上清液，采用福林酚法［15］测
定该菌株蛋白酶的活力．

1． 3 形态学观察和生理生化实验

将获得的菌株进行革兰氏染色和芽孢染色，用

显微镜观察菌株的形态［16］，并且对该菌株进行生理

生化的鉴定．以枯草芽孢杆菌作为参照，对菌种经行
部分生理生化特征的测定，包括明胶液化、糖发酵、
吲哚试验、V-P试验、硝酸盐还原、丙二酸盐的利用、
柠檬酸盐的利用、甘露醇试验、过氧化氢酶试验、甲
基红试验、FeSO4试验、软磷脂酶试验、淀粉水解等试
验．具体培养基配制和鉴定参见文献［17-21］．

1． 4 菌株分子鉴定
1． 4． 1 总 DNA的提取 按照 OMEGA 公司的细菌
基因组 DNA提取试剂盒说明书上的方法来提取总
DNA，对细菌进行基因 DNA 的提取纯化及后续 16S
rDNA序列分析．
1． 4． 2 PCＲ扩增 16S rDNA及序列鉴定 依据细菌
16S rDNA中最保守的序列设计引物，其中正向引物
为 27F: 5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'，反向引
物为 1492Ｒ: 5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3'． PCＲ
反应体系 50 μL，采用宝生物的 EX-taq 酶进行 PCＲ
扩增．热循环参数 95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性
30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，循环 30 次，
72 ℃延伸 10 min．反应结束后取 3 μL PCＲ 产物在
1． 0%琼脂糖凝胶上进行电泳，然后再将产物送至上
海生工进行测序．
1． 4． 3 系统发育树的构建 将细菌测序的 16S rD-

NA 核苷酸序列同 GenBank 数据库中的 Bacillus
myloliquefaciens( JX907998． 11) 、Bacillus nemarorocia-
ta( AY820954) 、Bacillus vallismortis ( 41172514 ) 、Ba-
cillus arrophaeus ( AB363731． 1 ) 、Bacillus pumilus
( KC953599． 1 ) 、Bacillus acidicola ( AF547209． 1 ) 、
Bacillus mrisflavi( JX009137． 1) 、Bacillus merhanolicus
( AB112727． 1) 、Bacillus thaonohiensis ( JQ796719． 1 )
这 10 个细菌的 16S rDNA 苷酸序列进行比较，采用
MEGA6 软件对菌株的序列进行了系统发育分析，采
用 Nerghbour-joining 方法构建系统发育树，并进行
Bootstrap分析，重复次数为 1 000 次．

2 结果与分析

2． 1 菌株的分离纯化

用梯度稀释法在酪素筛选培养基上找到了 10
株产生水解透明圈的菌落，将其在肉汤固体培养基
中进行划线分离纯化，酪素筛选培养基上产生透明
圈的菌落见图 1，分离纯化后的菌落见图 2．

图 1 产生透明圈的菌落

图 2 分离纯化后的菌落

由图 1 可知，产生透明圈的菌落为目的菌落，共
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分离出 21 株产透明圈的菌株，该菌落分离纯化后如
图 2 所示，其菌落形态与枯草芽孢杆菌的菌落特征
类似．

2． 2 菌种的初筛

将分离纯化后的 21 株产透明圈的菌株进行初
筛，比较菌落的 HC ( D /d) 值，细菌 HC 值的比较见
表 1．由表 1 可知，编号为 2、4、5、6、15、21 号的这 6
株菌株的菌落 HC值较大，将这 6 株菌株进行复筛．

表 1 产生透明圈的细菌的 HC值比较

编号 HC值 编号 HC值
1 4． 40 12 4． 25
2 5． 97 13 4． 83
3 4． 35 14 4． 43
4 4． 92 15 5． 73
5 5． 06 16 4． 22
6 5． 45 17 4． 63
7 4． 46 18 4． 92
8 4． 88 19 3． 01
9 4． 66 20 3． 02
10 4． 61 21 5． 15
11 4． 76

2． 3 菌种的复筛

将编号为 2、4、5、6、15、21 的这 6 株菌用福林酚
法测其蛋白酶的活性，结果如图 3 和表 2 所示．
由表 2 可知编号为 2 的菌株蛋白酶酶活力较

高，酶活力达到 2 231 U·L －1 ．将 2 号菌株进行形态
学观察和生理生化实验．

2． 4 菌种的形态学观察和生理生化实验
2． 4． 1 菌种形态学观察 2 号细菌菌落特征为: 菌
落直径 8 ～ 12 mm．呈白色不透明菌落，表面粗糙，菌
落边缘不规则，在多种培养基上均不产色素．该细菌
显微形态特征为: 菌体呈短杆状，染色均匀，具运动
性，兼性厌氧，可形成内生芽孢，芽孢囊膨大，呈椭圆
形，游离芽孢表面着色弱，革兰氏染色阳性，用番红
和孔雀绿染色后在 100 倍显微镜下观察到的芽孢形
态和革兰氏染色后再 400 倍显微镜下观察到的菌体
形态见图 4 和图 5．

图 3 细菌蛋白酶活力比较

图 4 菌株芽孢染色

图 5 菌株革兰氏染色

2． 4． 2 菌种生理生化实验 对照《常见细菌鉴定
手册》中对芽孢杆菌的特征描述，以及按照文献中
提供地鉴定依据，初步鉴定 2 号菌株为芽孢杆菌科
芽孢杆菌属．综合以上试验结果，选择 2 号进行分子
生物学鉴定．

表 2 菌株生理生化实验

特性 结果 特性 结果

产 H2S －
V． P试验 +
吲哚试验 －
甲基红试验 +
硝酸盐还原 +
过氧化氢酶试验 +
明胶水解试验 +
淀粉水解试验 +

酪素水解试验 +
D-葡萄糖水解试验 +
甘露醇水解试验 +
乳糖水解试验 －
蔗糖水解试验 +
木糖水解试验 +
柠檬酸的利用 +
丙酸盐的利用 +

注:表中“+”表示反应为阳性;“－”表示反应为阴性．

2． 5 分子生物学鉴定
2． 5． 1 PCＲ扩增片段结果 对 2 号芽孢杆菌进行
16S rDNA 序列测定，重命名为 Jxnuwy-1，PCＲ 图谱
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见图 6．

图 6 PCＲ产物电泳图

由图 6 可知，约在 1 500 bp处出现 PCＲ扩增产
物条带，并送样测序．
2． 5． 2 测序及系统发育树的构建 基因序列分析
显示，芽孢杆菌 Jxnuwy-1 的序列长度为 1 457 bp，芽
孢杆菌 Jxnuwy-1 的基因登陆号为 KP419723．将序列
于 GenBank中的相关菌株的对应序列进行比较，建
立的系统发育树如图 7．

图 7 采用 Nerghbour-joining方法构建的系统发育树

由图 7 可知芽孢杆菌 Jxnuwy-1 的 16S rDNA 核
苷酸序列与 Bacillus amyloliquefaciens ( 登记号为
JX907998． 1) 的 16S rDNA 核苷酸序列同源性最高，
最大相似性( max ident) 达到 98%，证明此菌株为解
淀粉芽孢杆菌．

3 结论

本实验以传统曲霉型豆豉作为样品，经过分离
纯化得到 1 株产蛋白酶优势菌株，再以蛋白酶酶活

力为指标，筛选出酶活力较高的菌株．对这株菌株进
行形态学、生理生化实验和分子生物学鉴定，综合菌
株的形态学特征、生理生化特征及同源性和系统发
育分析，将该菌株鉴定为芽孢杆菌属的亚种解淀粉
芽孢杆菌( Bacillus amyloliquefaciens) ．
本实验筛选的蛋白酶产生菌在豆豉发酵过程中

起着非常重要的作用，如果能对蛋白酶产生菌产酶
和生长条件等进行进一步了解，就有可能缩短发酵
时间，调高豆豉的品质，这对于传统豆豉发酵迈向纯
种发酵具有重大意义．因此，将进一步对该菌株最适
生长条件、对所产蛋白酶进行分离纯化、氨基酸组成
以及该菌株在豆豉中的复配实验进行研究，为改善
传统豆豉的风味和对其更多的开发利用提供更多科
学理论依据．
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A Strain of High Activity of Protease Producing Bacteria Isolation
and Identification in the Traditional Type Aspergillus Tempeh

YANG Lin，WANG Xiaolan* ，YANG Huilin，ZHANG Ju，XIE Yawen
( College of Life Sciences，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: Lobster sauce is a kind of soybean as raw material by microorganism fermentation and made of traditional
fermented food． The proteinase strain is adominant bacteria and play an important role in the process of the fermen-
tation． This article screen an strain of high yield protease through the process of separation，the first screening and
the second screening in traditional fermented soybean fermentation microorganisms． Through determination，the en-
zyme activity 2 231 U·L －1 ． Through the physiological and biochemical and 16S rDNA molecular identification，the
strain is Bacillus amyloliquefaciens． The high-yield alkaline protease producing strain that this study obtained will
provide foundation for subsequent production good flavor fermented soya beans，at the same time provide species re-
sources for industrial production of protease．
Key words: type aspergillus tempeh screening; identification; Bacillus amyloliquefaciens
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