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胶原酶是一种特异降解胶原螺旋区或明胶，而不作用于其它蛋白质底物的

酶类。胶原酶可用于治疗胶原异常增生；可应用于胶原结构、生物合成的研究

和胶原蛋白多肽的制备等，因此，胶原酶的研究，具有重要的理论和应用价值。

在胶原蛋白和肽的制备中，由于高压、热碱和强酸等方法，具有耗时、耗能、

产物分子量不易控制、腐蚀设备和使氨基酸的构型发生变化等缺陷，已逐渐被

淘汰。雨酶学方法制备胶原蛋白，由于生化反应条件温和、无需特殊设备、氨

基酸不破坏、无消旋作用、活性收率高，且过程清洁无污染，所以具有显著的

优势。但已有的报道多采用胰酶、胃蛋白酶或一些微生物蛋白酶，它们对胶原

的螺旋区域作用不强，因此所有采用动物皮为原料制备胶原蛋白和肽的方案中，

都必须预先对其进行热变性处理，然后再进行酶解，所得胶原蛋白多肽得活性

受到很大影响。

本论文针对以上不足，从一株对动物皮有降解能力的发光杆菌mbll5菌株

出发。研究该菌的基本生理生化性质和产酶条件，优化了其培养基组成，并研

究了该菌所产酶对胶原的降解条件，对所得胶原蛋自多肽的分子量和氨基酸进

行了分析。

对发光杆菌mbll5菌株形态观察和生理生化分析结果是：该菌短杆状，单

个或形成短链，能运动，不产生芽孢；透射电子显微镜下观察，可以看到该菌

株都有明显的鞭毛，菌长l—l-8u m，宽0．5-1 u m：菌落呈圆形、整齐光滑、半

透明；该菌可以水解淀粉，利用柠檬酸盐，但耐盐性比较差，可以利用多种糖

发酵产酸，具有很好的传代稳定性。



对发光杆菌mbll5菌株产胶原蛋白酶发酵条件的研究表明，其产胶原蛋白

酶最佳培养条件为牛肉膏2％、蔗糖2％、酵母粉O．2％、CaCl2 O．04％、

K2HP04·3H20 O．25％和NaH2P04·2H20 O．05％；最佳碳源为蔗糖，氮源为牛

肉膏，起始pH6．5，摇瓶装量10％，发酵温度37℃，接种浓度6％。

对发光杆菌mbll5发酵液中胶原酶性质的研究表明，该菌所产胶原酶的最

适反应温度为32℃、pH7．5，丝氨酸蛋白酶抑制剂PMSF几乎不影响粗酶液的

酶活，金属蛋白酶抑制剂EDTA、EGTA抑制该菌产胶原酶的活性。

本论文以鲜猪皮为原料，采用发光杆菌mbll5所产胶原蛋白酶，研究了制

备胶原蛋自多肽的反应条件。单因素正交试验确定的最佳反应条件是：pH7．5、

液比25、反应时间6h、温度35"C、酶量3％。SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳和氨基

酸分析表明，制备出的胶原蛋白多肽的分布主要在6．6kD以下，含有18种氨基

酸。
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Collagenase is one kind of enzymes that Can degrade native helical collagen

fibrils or glutin but not degrade others proteins．Collagenase carl cure exceptional

hyperplasia of collagen；is used for studies of configuration，biologic synthesize of

collagen and preparation of collagen and polypeptide．So the study of eollagenase

has important academic signification and applied value．Now the mearls ofhot alkali，

11igh pressure，and strong acid have be wash out gradually that are used for

producing collagen and polypeptide，Because these means consume time，erode

equipmem and change the configuration of amino acid．Protease have be used

abroad for producing collagen and polypeptide，but trypsin，pepsin and some

microbial protease do not incise helix region of native collagen,that the process of

producing collagen and polypeptide must have a step that materials of collagen a陀

denaturalized by hi啦temperature．In this way these protease Can incise materials of

collagen，but the bioactivity ofcollagen and polypeptide were impacted hugely．

Pseudumonas mbll 5 was studied that had ability to degrade animal skin．The

resets of form observe of Pseudumonas mbll 5 were short，bacilliform，single or

rudder chain；it carl．move and did not come into being gemma of a fungus．it had

flagellum；the long and wide ofmbll5 Was respectively l·1．8 ta m and 0．5-1 U m by

TEM．The colony Was round，orderliness velvet and translucence．The results of

physiology and biochemistry Pseudumonas mbll5 showed that mbll5 can hydrolyze

amylum and utilize citrate and some glueide，but it’S salt endurance was weakly．



The oprimal fermentation conditions for producing collagenase
from

Pseudumonas mbll5 were determined by single factor analysis and orldaogonal

analysis and the results were as follows．The compositions of fermentation medium

were：2％beef extract，2％sucrose，0．20％yeast extract，O．02％CaCl2，0．25％

K2HP04·3H20，0．05％NaH2P04·2H20，The optimal cultivation conditions

were 37℃，inoculum 6％，initiate pH 6．5，volume ofmedium in bottle 10％。Propertise

of cx3arse coUagenase from mbll 5 protease were studied．The optimal reaction

temperature and pH value of the coarse collagenase were 32"C and 7．5．the activity

ofcollagenase ofthe coarse collagenase Was restrained partially by EDTA和EGTA．

PMSF didn’t impact enzyme aetivi够

Fresh pigskin was hydrolyzed applying the coarse collagenase from mbll5．

The results showed that．Technology conditions of hydrolyzing pigskin using the

coarse collagenase from mbll5 were studied．The optimal conditions oftechnology
conditions were as follows：temperature 35℃，liquor ratio 2．5，hydrolysis time

6h,pH 7．5．mass of enzyme 3％．Character of composition of amino acid and

molecular weight ofcollagen proteins were analysed．

Key word：Pseudumonas，fermentation conditions，collagenase，collagen，
preparation



婴型奎兰堡：!兰堡垒苎 一一——
1前言

1．1胶原酶

胶原酶(coHagenase，E．C3．4．24’3)是一类在生理条件下只作用天然胶原螺

旋区或明胶而不作用于其它蛋白底物的酶类Ⅲ。胶原酶在医学上可用于治疗胶

原异常增生，如腰椎间盘突出症等疾病，也可在细胞研究中应用于分离胃肠细

胞、胰岛和上皮细胞等，还可应用于胶原结构、生物合成的研究等，具有重要

的理论研究意义和应用研究价值。它来源广泛，多种微生物、动物的许多组织

细胞(尤其在病理条件下)都可产生胶原酶跎。31。其中动物胶原酶可分为两类“’8 3：

一类是问质胶原酶类，包括成纤维细胞胶原酶(MMP．1)、中性白细胞胶原酶

(MMP．8)和胶原酶(MMP．13)：另一类是Ⅳ型胶原酶，包括72kDIV型胶原

酶和92kDⅣ型胶原酶。而微生物来源的胶原酶主要是细菌胶原酶舱’9]。

1962年，Cross等发现动物胶原酶，70年代，Vaes报道无活性鼠骨胶原酶

可被胰蛋白酶激活，从而能直测酶活性，使胶原酶研究飞速发展。一般而言，

动物在正常的生理条件下胶原酶的分泌和胶原的合成呈动态平衡，但在某些病

理条件下，胶原酶合成过多或过少，其中，有许多胶原酶以酶原的形式存在，

只在微生物蛋白酶的激活下才具有活性n““’123。动物胶原酶在组织的形态建

成、血管形成和组织修复等结缔组织生理过程，对胞外基质的控制降解具有重

要的意义，反之，在某些病理过程中如细胞凋亡、类风湿性关节炎、牙周炎、

肿瘤细胞的馒润和转移等，对组织的过度降解也十分重要‘13．14．15]。

对微生物胶原酶的研究比对动物来源胶原酶研究早，它主要是由致病细菌

产生。最早对微生物来源胶原酶研究的是溶组织梭状芽孢杆菌胶原酶[163现已

有临床应用。细菌来源胶原酶不同于动物胶原酶Ⅲ3，主要在于：(1)底物种类

不同。梭菌胶原酶除7S不能降解外，几乎能以同样的速度降解5种类型(I—

V型)的胶原且对动物胶原酶不能降解的Ⅳ、V型也能轻易降解；(2)裂解方

式不同。梭菌胶原酶可作用于胶原的多个位点，产生平均只有5个残基的小分

子短肽，而动物胶原酶作用于胶原N端3、4处Gly—Leu或Gly．Ile肽键，产生

一个3、4片段和1／4片段，分别命名为TC“和TC8；(3)获得的难易不同。因

梭菌胶原酶可分泌到胞外，通过发酵可大量获得，而动物胶原酶需组织培养和

提取，较难获得；(4)潜在的降解胶原能力不同。梭菌胶原酶具有更高的活性。

因而，微生物来源的胶原酶在应用方面具有更广的应用范围。
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近几十年来，随着对微生物胶原酶研究的不断深入，大量新来源胶原酶产

生菌及其生化遗传特性被报道[1B-22]o金敏筛选出产胶原蛋白酶的地衣芽孢杆菌

[23t，该菌产酶的最适碳源为蔗糖，氮源为明胶，起始pH为7．5，容瓶装量为

10ml，种龄是24h，接种量为6％。在此条件下，摇瓶振荡发酵后，酶活达25U／ml

发酵液，较原发酵培养基发酵后的酶活提高35％。随着生物技术的不断发展，

人们利用基因工程技术改造和克隆菌株，已提高菌株的产酶活力和胶原酶的纯

度眩4舶1。目前，商品化开发的微生物胶原酶主要是Chistolyticum和V．alginolyticus

胶原酶。

1．2产胶原酶的主要微生物及相应胶原酶的性质

微生物胶原酶来源广泛，近年来的研究表明：许多人体致病菌都是包括降

解胶原等酶类的产生菌，它们涉及的疾病均与宿主组织内胶原等大分子的水解

有关，这些致病主要发生在软组织和肌肉、口腔、皮肤、中央神经系统、羊膜

等处‘扪。另外，还有许多土壤、皮毛、海水来源的微生物都能产生胶原酶Ⅲ·27 29]。

1．2．1棱西

梭菌胶原酶最早被鉴定，并被研究的。产胶原酶的梭菌很多，如

Chistolytwum、C．perfringens、C．capito等，其中，C．histolyticum和C．perfriengens

研究较为透彻。

C．histolyticum是引起肌肉坏死的致病梭菌，它产生的胞外胶原酶是1938

年Maschmann等首先研究的阻扪，由于其重要的应有价值，有关研究日益增多

(曾被命名为chostridiopeptidaseA、collagenaseA等)。C．Histolytieum严格的厌

氧，一般而言，产胶原酶的Chistolyticum生长在Handl和Howes或Warren等

研究的条件之下F29,30)而在培养基中添加巯基乙酸钠，提供还原环境，更有

利于胶原酶的生产(3110对其产生的胶原酶的种类，由于分离纯化的纯度、可能

的自动降解及命名的不同，报道不尽相同‘弦3"。

Chiltolyticum胶原酶的生化性质己被深入研究C38-40],研究表明：它有多种

形式，分子量也各不相同，经SDS一聚丙烯酰胺电泳达同质性后，测得它们的分

子量为68kD一125KD，其中，口为68kD、13115kD、779kD、6100kD、￡110kD、

‘125KD：等电点是5．35·6．20，而胶原酶ct、T的亚种aI、Q2和Tl、72的等电点
．'．
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不同但分子量相同。不同的研究者采用不同的方法、不同底物在CI．histolyticum

中检测到胶原蛋白酶的种类并不相同，可能数目为2～6种不同的胶原蛋白酶

【4卜4”。因此，CI．histolyticum产生的胶原蛋白酶命名也是非常混乱的，如A、B、

C，或者。、芦、7等。

Michael等人1984年以FLGPA、FALGPP和胶原为底物，采用放射性标

记的酶活检测办法，通过分子筛层析、亲和层析等步骤，对C1．histolyticum产

生的胶原蛋白酶进行了深入的研究，按照其分离顺序，获得口、卢、-y、6、∈和f

等6种不同的胶原蛋白酶。它们分子量大小不同，性质上具有相似性，即能水

解胶原、明胶和合成多肽，对明胶的活性是对胶原活性的5．10倍，对弹性蛋白、

酪素等蛋白质没有活性或者活性很低。根据它们对可溶性胶原和合成多肽

FALGPA的酶活强弱，分为2类：I型胶原蛋白酶具有较高的胶原酶活性和适

中的FALGPA水解性，II型胶原蛋白酶有较高的多肽水解性和适中的胶原酶活

性

1．2 2弧面

弧菌来源的胶原蛋白酶是另一类研究得较为深入的胶原蛋白酶。产生胶原

蛋白酶的弧菌种类也很多，包括：V．algino加icus、V．barveyi r矿B-30j、

V．parahaemotyticus、V．vuln够e“s、V．cholerae等，V．algino酊耙淞和V．barveyi的研

究相对较多。

溶藻弧菌(矿dlginoIyticus)是筛选自腐烂毛皮的革兰氏阴性需氧菌，具有

耐盐、胶原酶活性高的特点，最初被鉴定为解毒无色杆菌(Achromobacte，

iophagus)14⋯。最初的研究认为解毒无色杆菌是非致病菌，其产生胶原蛋白酶

的研究价值可能超过梭菌来源的胶原蛋白酶。后来的研究表明，溶藻弧菌可能

引起腹泻和食物中毒，是一种致泻弧菌。

溶藻孤菌胶原蛋白酶在15—35。C、O．85—10％NaCl、pH6．4．8的条件下，存

在诱导物时可以产生。溶藻孤菌胶原蛋白酶的诱导物可以是胶原、胶原分子片

段或者分子量lkD～60kD的蛋白胨。研究表明，利用纯化的溶藻弧菌胶原蛋白

酶降解蛋白胨诱导物后，能显著降低诱导物的诱导能力；而用胰蛋白酶降解蛋

白胨诱导物，则不对诱导物的诱导能力产生影响。说明在诱导过程中，起到诱

导作用的是胶原蛋白酶敏感的肽腱f47“引。
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Welton等和Keil等分别从溶藻弧菌培养物上清液中获得分子量为1 12kD

和104kD的胶原蛋白酶，可能是同一种蛋白酶。纯化的溶藻弧菌104kD胶原蛋

白酶能够发生自催化降解作用，产生至少3种不同大小、有活性的胶原蛋白酶

形式，它们都可以作用于活性胶原和合成多肽。对其中活性最高的组分研究表

明，其最适反应pH为8．5；分子量为70kD，由2个分子量为35kD的亚基组

成，单独的亚基组分没有胶原蛋白酶活性：2个亚基N末端测序结果相同。第

二种活性形式的分子量为80kD， 由2个分子量为35kD的亚基非共价结合1

个分子量为5kD的多肽组成。这两种活性形式的亚基氨基酸组成是相同的。第

三种活性形式大小与原酶接近，没有详细的研究结果【491。

Keil比较了来自溶藻弧菌、溶组织梭菌、冠状虫霉(Entomophthora coroBala，

一种真菌)和纹皮蝇(Hypodermalineatum，一种昆虫)的胶原蛋白酶，发现来

自溶藻弧菌的胶原蛋白酶活性最高【5⋯。溶藻弧菌和溶组织梭菌的胶原蛋白酶都

是zn金属蛋白酶，作用于活性胶原时，都是从胶原螺旋区的中间部分开始切

割，而不是从末端；溶藻弧菌优先作用于3304和4l一42两个位点，这与动物

胶原酶的作用于41．42位点类似，而与溶组织梭菌的胶原蛋白酶不刚5”。

Nguyen等人通过HPLC方法在溶藻弧菌分离到2种不同的胶原蛋白酶，

其中一种命名为collagenaseA与上述相同；另外一种命名为collagenaseB，分

子量为320kD，作用于胶原活性是collagenase A的2倍，不能水解合成多肽。

这2种胶原蛋白酶都被EDTA抑制，属于金属蛋白酶。免疫学反应表明，

collagenase B与动物胶原酶有免疫学关系，这是唯一的一例细菌胶原蛋白酶与

动物胶原酶有免疫学反应的报道【5“。

来自V．barveyi(VB-30)的胶原蛋白酶也有一定的研究。Merkel JR等人利用

重组胶原平板(reconstituted collagen)的方法，从海水中分离到具有胶原蛋白

酶活性的gbarveyi菌株，该菌株被认为是非致病菌株，其胶原蛋白酶的产生受

胶原类物质的诱导[53T 5“。

1．2．3类菌体

类菌体胶原蛋白酶的研究与牙周疾病相关。牙周表皮层含胶原组织的降解

通常会导致牙周袋的形成。牙周袋的含氧水平低于口腔中其他部分，容易导致

厌氧生物的生长，最终产生牙周炎，其特点就是牙龈组织胶原纤维含量降低和
-4-
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牙槽骨的破坏。临床分离了很多导致牙周炎产生的厌氧细菌，如PorphyrOl"OlqaS

asaccharolytica、P．gingivalis、P．endodontal&、Prevotella intermedia和

P。Pla珂inogenha等，胶原酶活性测定表明这些菌株都能产生具有胶原蛋白酶活

性的蛋白酣551。P．gingivalis是其中最常见的菌株，可以产生具有多种底物活性
的蛋白酶，因而受到人们的关注。

1．3胶原酶的应用

1．3．1腰椎间盘突出症的治疗

1973年，美国仪器和药物管理局考虑允许胶原酶在Knoll医务公司及其加

拿大子公司投产，国内上海医药工业研究院由溶组织梭状芽孢杆菌中制各胶原

酶的冻干制品，已用于临床。

至今，胶原酶治疗腰间盘突出症己广泛用于临床口”引。它利用胶原酶对胶

原有特异的降解作用，使它溶解髓核中的胶原蛋白。将胶原酶注入硬膜外前间

隙，敷于突出的核髓表面(目的是有利于吸收)，破坏胶原蛋白的螺旋结构，作

用于三条．肽链距C端1／4处，将其水解成两个片段，成为变形胶原而被水解吸

收，最终使髓核变软、变小，使受压的神经根得以松懈。胶原酶旁路注射手术

费用便宜，操作简便，疗效满意，是治疗腰间盘突出症的最佳方法之一。

1．3．2预防和治疗瘢痕疙瘩”“州

瘢痕的形成机制目前尚不完全清楚，一般认为它的形成是由于机体炎症反

应、胶原的合成与降解不平衡、异常粘多糖的出现及肌成纤维细胞的增生所制。

胶原酶可促进烧伤等各种伤口愈合，有效预防和治疗瘢痕疙瘩。瘢痕组织

在病理学上是一种血液循环不良、结构异常、神经分布错乱的不健全组织，其

基质为增后的结缔组织，主要是胶原纤维、弹力纤维，表层为菲薄的上皮结构，

仅由几层上皮细胞组成，称为瘢痕上皮，无毛囊、腺体等皮肤附属结构和真皮

乳头。

1．3．3治疗杜普伊特伦病⋯1

杜普伊特伦病是一种手指向手掌的手畸形，往往导致手的功能性残废。通

过对22例病情严重的需要进行外科手术的杜普伊特伦病患者注射胶原酶后，在
-5-



短期随访中，85％的受治手指有肯定疗效，且比传统的手术疗法更安全更有效，

目前，其一期临床正在研究之中。

1．3．4在细胞分离上的应用

来源于溶组织梭菌的胶原蛋白酶已经作为一个常用的细胞学研究的工具，

在细胞分离和器官分离中特别是胰岛的分离中广泛应用。利用胶原蛋白酶作为

细胞分散剂处理含有大量胶原成分的器官时，获得的各种类型的细胞不仅保存

完整的功能和形状，而且细胞存活率高。Stefanov等人研究了细菌胶原蛋白酶

分离不同来源的滋养层细胞的效果陌21；Klock等人将商业化溶组织梭菌胶原蛋

白酶的粗酶纯化后，成功分离了用于糖尿病研究的猪的胰岛岬i；利用细菌胶原

蛋白酶分离人的胰岛也有研究报道岬’651 0

1．3．5在食品工艺中的应用

细菌胶原蛋白酶降解胶原的能力可能应用于食品工艺。Rodrigues—Szulc等

用细菌胶原蛋白酶处理牛肉的结缔组织，快速有效地去除了牢固附着在牛肉上

的细菌；用胶原蛋白酶处理肉制品可以使其嫩化，在食品工艺中可能具有重要

的应用价值I匍。

1．4胶原蛋白的制备研究进展

近年来，天然类蛋白质和肽的研究进展迅速，以及人们自身对纯天然产物

需求的不断增加，纯天然性已经成了人们追求的时尚，各种以纯天然动植物为

原料的产品也应运而生。

动物皮中的胶原作为一大类蛋白质，在生物体内起着重要作用。人们在探

讨胶原的化学、物理、生物学特性的过程中逐渐认识和开辟着胶原广泛应用的

新领域，以求开发具有高附加值的胶原新产品，尤其当人们认识到天然活性胶

原蛋白和肽具有其它高分子材料无可比拟的高的生物相容性和强的生物降解性

时，更加意识到天然活性胶原蛋白和肽作为生物材料在医药、食品和美容护肤

品等工业中的重要性。

用生物化学的方法来处理含胶原的原料是美国和日本工作者首先发展起来

的【6“681 o国外较详细的研究酶法制胶始于1962年，以追求胶原在酶作用下易
．6．



于溶解且有较高的回收率为目标，他们研究的对象主要是牛皮，且所使用的酶

大多是胃蛋白酶，胰蛋白酶、无花果蛋白酶、菠萝蛋白酶以及通常筛选菌种获

得的对胶原蛋白具有高活力的酸性微生物蛋白酶等。

国内关于酶解制胶的研究起步较晚，虽然在这方面的研究也取得了一些进

展，但仍末实现工业化，这主要与原料的预处理及生产过程的控制有关。另外，

使用动物性蛋白酶，使得产品的成本提高也是一大障碍。

国内外有关胶原蛋白的提取从原料上划分主要有3种：

(1)以动物的骨、腱、尾等组织为原料： 余海等【69】报道了用0．5M乙酸

400ml，在4"C下提取4天，从小鼠尾肌腱提取胶原的方法。 李斯明【『701等采取

酸性条件下的胃蛋白酶酶解方法，从新鲜猪关节软骨制备出高纯度的II型胶原。

这些方法[71-73]都可以获得比较高纯度的胶原，但原料有限，成本高，主要用于

科学研究。

(2)以制革工业中的皮边角料为原料：我国是制革大国，制革废弃物产量巨

大，利用皮边脚废料制取胶原蛋白可解决制革业的污染，浪费问题，又将废弃

物转化利用[74-77l。制革中的废料大多经过酸碱的长时间浸泡，少量的经过鞣制，

所以皮中胶原蛋白的结构已发生不可逆的改变，大大影响了胶原蛋白的品质。

(3)以资源丰富的动物鲜皮为原料：以我国资源丰富的猪皮，羊皮，牛

皮为原料，提取胶原蛋白。赵胜年口8】报导了以新鲜猪皮为原料，用国产胰酶进

行酶水解反应，提取水解胶原蛋白的工艺技术。李开雄等【79】报道了胶原蛋白的

制备采用酸提和盐提方法。德国人Meyer等将峭0】干牛皮经碾磨后，在一定的湿

度和温度下，经搅拌制备出胶原蛋白。因为以动物的鲜皮为原料，只要采取适

当的提取工艺，可以最大限度的保持胶原蛋白的天然结构，且可以实现大规模

生产。

在制备方法上，现在已经逐渐淘汰采用高压[75】、热碱㈣、强酸川的方法，

因为这些方法耗时、耗能、产物分子量不易控制，腐蚀设备，使氨基酸的构型

发生变化。酶法提取胶原蛋白可以弥补上述方法的缺点，酶水解条件温和，无

需特殊设备，氨基酸不破坏，无消旋作用，收率高，清洁无污染。现在的报道

多采用胰酶、胃蛋白酶182】或其它单一酶制剂㈣。使的胶原蛋自产物结构受到限

制，且由于胶原特殊的空间结构，一般酶作用专一性不强。
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1．5本论文研究主要研究内容
胶原酶(collagenase，E C3．4．24．3)是一类在生理条件下只作用天然胶原螺

旋区或明胶而不作用于其它蛋白质底物的酶类。胶原酶在医学上可用于治疗胶

原异常增生，如腰椎间盘突出症等疾病，也可在细胞研究中应用于分离胃肠细

胞、胰岛和上皮细胞等，还可应用于胶原结构、生物合成的研究等，具有重要

的理论研究意义和应用研究价值。

在胶原蛋白和肽的制备中，由于高压、热碱和强酸等方法，具有耗时、耗

能、产物分子量不易控制、腐蚀设备和使氨基酸的构型发生变化等缺陷，已逐

渐被淘汰。而酶学方法制各胶原蛋白，由于生化反应条件温和、无需特殊设备、

氨基酸不破坏、无消旋作用、活性收率高，且过程清洁无污染，所以具有显著

的优势。但已有的报道多采用胰酶、胃蛋白酶或一些微生物蛋自酶，它们对胶

原的螺旋区域作用不强，因此所有采用动物皮为原料制备胶原蛋白和肽的方案

中，都必须预先对其进行热变性处理，然后再进行酶解，所得胶原蛋白多肽得

活性受到很大影响。

因为胶原蛋白酶是专一降解胶原的蛋自酶，不需要对胶原进行变性，就可

以在温和的条件下降解胶原，且可以保持胶原蛋白和肽的天然结构。本论文从

一株对动物皮有降解能力的发光杆菌mbll5菌株出发，研究该菌的基本生理生

化性质和产酶条件，优化其培养基组成，并研究其酶对胶原的降解条件，对所

得胶原蛋白多肽的分子量和氨基酸进行了分析。

-S．
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2胶原酶产生菌株生理生化’J_生质的研究

2．1引言

胶原酶(collagertase)作为一种内肽酶它在一定pH和温度等条件下能切开

天然胶原的三股螺旋结构，⋯进一步的研究证实，胶原酶能够水解含一Pro～X

—G1y—Pro氨基酸序列的多肽和蛋白质，它的作用位点在Gly残基的N端，

产生一Pro—x和G1y～Pro一(Pro和Gly分别代表脯氨酸和甘氨酸，X代表各

种氨基酸)。

胶原酶来源广泛，多种微生物、动物的许多组织细胞(尤其在病理条件下)

都可产生胶原酶眈。31。其中动物胶原酶可分为两类‘4-8]一类是间质胶原酶类，

包括成纤维细胞胶原酶(MMP-1)、中性白细胞胶原酶(MMP．8)和胶原酶

(MMP．13)；另一类是Ⅳ型胶原酶，包括72kDIV型胶原酶和92kDlV型胶原酶。

而微生物来源的胶原酶主要是细菌胶原酶眩‘91。

对微生物胶原酶的研究比对动物来源胶原酶研究早，它主要是由致病细菌

产生。最早对微生物来源胶原酶研究的是溶组织梭状芽孢杆菌胶原酶¨”，现已

有临床应用。细菌来源胶原酶不同于动物胶原酶¨72，主要在于：(1)底物种类

不同。梭菌胶原酶除7s不能降解外，几乎能以同样的速度降解5种类型(I．

V型)的胶原且对动物胶原酶不能降解的Ⅳ、V型也能轻易降解；(2)裂解方

式不同。梭菌胶原酶可作用于胶原的多个位点，产生平均只有5个残基的小分

子短肽，而动物胶原酶作用于胶原N端3、4处Gly—Leu或Gly—Ile肽键，产生

一个3、4片段和1／4片段，分别命名为TC“和TC8；(3)获得的难易不同。因

梭菌胶原酶可分泌到胞外，通过发酵可大量获得，而动物胶原酶需组织培养和

提取，较难获得；(4)潜在的降解胶原能力不同。梭菌胶原酶具有更高的活性。

因而，微生物来源的胶原酶在应用方面具有更广的应用范围。

本文从一株对皮胶原有降解作用的发光杆菌菌株mb[15出发，研究了该菌

的菌落特征，生理生化特征等。



些型查堂堡主兰堡堡苎——
2．2材料和方法

2，2 1菌株

发光杆菌mbll5(Photobacterium)I蛋)11大学分子生物学与生物技术重点

实验室提供。

2．2．2主要仪器和试剂

胰蛋白胨(Tryptone)，酵母膏(Yeast Extract)Oxoid原装

I型胶原(insoluble)来自牛跟腱 Sigma公司

其它试剂均为国产试齐¨

HZQ—X100振荡培养箱 哈尔滨东联电子技术开发有限公司

HPS．160生化培养箱 同上

UV．265型全自动可见紫外分光光度计 日本岛滓公司

光学显微镜 日本奥林巴斯

}nTACHI--450扫描电镜 日本HITACHI

2．2．3培养基m3

牛肉膏0．3％，NaCl O．5％， 蛋白胨1％pH7，0～7．2

2．2．4酶活测定方法o。“。⋯

以I型胶原为底物，反应体系为：lmg I型胶原，0．1mo]／L，pH7．5 Tris·HCI

(含10retool CaCh)O．5ml，离心后发酵液0．1m1，37℃反应20rain，加入等体

积10％=-氯乙酸终止反应。茚三酮显色法测定反应所释放的水溶性氨基酸、短

肽，以甘氨酸显色制定标准曲线。酶活力单位定义为：在37。C，pH7．5条件下，

每分钟水解胶原产生相当于l u g甘氨酸的酶量为1个酶活力单位(U)。

2 2．5甘氨酸标准曲线的建立

试剂：O，3retool甘氨酸溶液

还原茚三酮：1．取59水合茚三酮，用125ml 100℃蒸馏水溶解，形成黄

色溶液。2．将59抗坏血酸用250ml蒸馏水溶解，在电磁搅

拌下将抗坏血酸溶液加到茚三酮溶液中，不断有沉淀出现，
．10．
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3．滴加完后在室温下继续搅拌15分钟，冰箱内冷却，过滤，

沉淀用冷水洗涤3次，真空干燥。

茚三酮显色液：取85mg水合茚三酮和l 5mg还原茚三酮用10ml乙二

醇甲醚溶解。

2mol／L pH5．4的乙酸缓冲溶液：86mL 2mol／L乙酸铺加入14ml 2mol／L

乙酸，混匀。

方法；取14只试管分成两组，分别加入0、0．1、0．2、0．4、0．6、0．8、1．0ml O．3mmol／L

标准甘氨酸溶液，用水补足到lml。tmt含O．03～0．3 p mol／L的甘氨酸

溶液与lml 2mol／L pH5．4的乙酸缓冲液充分混合，然后加入lml茚三酮

显色液，充分混合，用试管盖盖住，在100。C水浴中加热15min，用自

来水冷却，放置5-10rain，加入3ml 60％乙醇稀释，于570rim出比色。

以lml水代替甘氨酸作空白。

2．2．6发光杆菌mb|1 5生理生化性质测定o”

2．2．6．1革兰氏染色

试剂：结晶紫液(赫克尔Hucker的配方)

甲液：结晶紫29， 乙醇(95％)20ml；

乙液：草酸铵0．89，蒸馏水80ml

将甲、乙两液相混合，静置48h后使用。

卢哥尔(Lu901)碘液

碘片 19，砌 29，蒸馏水 300ml

O．5％蕃红水溶液

蕃红O，5，乙醇液(2．5％)20ml， 蒸馏水80ml

挑少许经18～24h培养的菌株，待测菌株和枯草杆菌分别涂在玻片上的左

中右三小滴水中，火焰固定，滴加结晶紫初染l～1．5min，加卢哥氏染液1～

2rain，水洗，95％Z。醇脱色20see，加蕃红液复染1min，水洗，吸干。菌体红

色为革兰氏染色阴性，蓝紫色为革兰氏染色阳性。

2．2．6．2鞭毛染色(银染法)

a．染液
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甲液：丹宁酸 59 FeCl3 1．59

甲醛(15％) 2．0ml NaOH(I％) 1．0ml

蒸馏水 100ml

乙液：AgN03 29 蒸馏水 100ml

将AgN03溶解后，取出10ml备用，向其余的90ml AgN03液中慢慢滴入

浓氢氧化铵，则形成很浓厚的沉淀，再继续滴加氢氧化铵并不断振摇溶液到刚

刚溶解沉淀成为澄清溶液为止。再将备用的AgN03慢慢回滴，则出现薄雾，但

轻轻摇动后，薄雾状的沉淀又消失，再继续滴入AgN03，直至摇动后仍呈现轻

微而稳定的薄雾状沉淀为止。如雾重，则银盐沉淀出，不宜使用。

b．载玻片的准备

将新的玻片插在专用金属架上，浸入洗液中3～5d。使用前取出玻片，用

水冲去洗液，再用蒸馏水洗。放入95％7,醇中脱水。取出玻片，在火焰上燃烧

掉酒精，立即使用。

C．菌液制各及涂片

用于鞭毛染色的菌种应预先连续在新制备的斜面接种2～3代后再使用。将

待测定的菌株接种在普通肉汤培养基斜面上于37"C培养12～15h，用接种环挑

取斜面上少许菌苔，在载玻片的水滴中轻沾几下，将玻片稍倾斜，使菌液随水

滴缓慢流到另一端，然后平放在空气中干燥。

d．染色

滴加甲液染3～5min，用蒸馏水冲洗。将乙液冲去残水后，加乙液染30～

60sec，并在小火稍加热，使其冒蒸汽而染液不干，然后用蒸馏水冲洗。风干，

镜检。

2．2．6~3芽孢染色

将新鲜培养的菌体按常规方法制片后，滴加饱和的孔雀绿水溶液(约为

7．6％)，用微火加热至染料冒蒸汽并维持5min。加热过程中随时添加染色液。

用自来水冲洗，在以O．5％沙黄液复染1min，水洗、吸干、镜检。芽孢呈绿色，

菌体和芽孢囊呈微红色。

2．2．6．4荚膜染色(湿墨汁法)
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加一滴墨汁于干净的载玻片上，并挑少量菌与其充分混匀。放一清洁盖玻

片于混合液上，然后在盖玻片上放一张滤纸，向下轻压吸收多余菌液。显微镜

下可见：背景灰色，菌体较暗，在其周围呈现一明亮的透明圈，即是荚膜。

2．2．6．5过氧化氢酶的测定

从普通牛肉膏培养基下面上挑一环菌，涂在干净的载玻片上，滴加10％的

过氧化氢，有气泡产生者为阳性。

2．2．6．6甲基乙酰甲醇试验(VP试验)

培养基(1000mL)：蛋白胨59，葡萄糖59

NaCl 59，pH7．0—7．2

分装试管，每管约4～5ml

将带测菌株接种于上述培养基中，3TC培养4～6d。取培养液约2ml和等

量的40％NaOH(或KOH)相混合，加入少量(约0．5～1．0mg)肌酸，充分震

荡2～5min后，如培养液出现红色，即为V P阳性。培养7d后，测定培养液

的pH值，填入V P中的pH项内。

2．2．6．7淀粉水解

培养基：普通肉汤培养基+O．2％可溶性淀粉

将培养基制成平板，菌体点种在平板上，37℃培养2～4d，形成菌落后，

在平板上滴加卢哥尔氏碘液，以铺满菌落周围为适，平板呈蓝色，而菌落周围

如有无色透明圈出现，说明淀粉被水解，透明圈的大小，说明水解淀粉能力的
大小。

2．2．6．8酪素水解

牛奶平板的制备：取59脱脂奶粉加入50ml蒸馏水中，另称1．59琼脂溶于

50ml蒸馏水中，将两液分开灭菌，待冷至45～50"C ，将两液混匀倒平板，
即成。

将菌种点种于牛奶平板上，37。C培养，观察有无透明圈产生。
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2．2．6．9硝酸盐还原试验

培养基：普通肉汤培养液+0 l％KN03

试剂：格里斯氏(Griess)试剂

A液：对氨基苯磺酸O．59 稀醋酸00％) 150ml

B液：Ⅱ．萘胺 O．19 稀醋酸(10％) 150ml

蒸馏水 20ml

二苯胺试剂：O．59二苯胺溶于100ml浓硫酸中，用20ml蒸馏水稀释。

将带测菌种接种于硝酸盐液体培养基中(需做不接种的对照管)，37℃培养

1、3、5d。取2支干净的试管倒入少许培养液，然后在其中分别各加1滴试剂

A液和B液，在对照管中同样加试剂，当培养液变为粉红色、玫瑰红色、橙色

或棕色等时，表示有亚硝酸盐存在，为硝酸盐还原阳性。如无红色出现，则可

加1～2滴二苯胺试剂，此时培养液如呈蓝色，，则表示仍有硝酸盐存在。

2．2．6．10柠檬酸盐或丙酸盐的利用

培养基(1 000m1)

柠檬酸钠(或丙酸钠) 29 NaCl 59

MgS04·7H20 O．29 斛lq4)2HP04 lg

1％溴百里酚蓝水溶液(指示剂) 10ml

K2HP04·3H20 Ig 琼脂 209

以上成分除指示剂外加热溶解，调节pH6．8．6．9，再加入指示剂。培养基分

装试管，灭菌后摆成斜面备用。

取幼龄菌种接种于斜面上，37 9C培养3～7d，培养基呈蓝色者为阳性反应，

不变者则为阴性。

2．2．6 1 1对溶茵酶抗性的测定

在lOOm!的三角瓶中，放入60～65mi无菌的0．01mol／L HCl，在其中加入

0 lg溶菌酶，瓶上塞无菌棉花，在小火上煮沸20min后，冷至室温，加无菌的

O．01mol／L HCI补足到100ml。取lml溶菌酶溶液与99ml无菌的肉汤培养液混

合，分装无菌试管，每管2．5ml，在含有O．OOl％溶菌酶肉汤管子及无溶菌酶的

营养肉汤对照管中，各接种1环菌液，37"C培养5～7d，观察其生长情况。

．14．
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2．2．6．12在pH5．7营养内汤上的生长

培养基(1000m1)：蛋白胨 109 葡萄糖 209

pH 5．7 分装试管，灭菌

取菌液一环，接种于上述培养基中，同时接种普通肉汤培养基(pH7．2)

做对照，37。C培养l～3d后观察生长情况。

2．2．6．13糖或醇类发酵试验

培养基(1000m1)

(NH4)2HP04 lg 酵母膏 0．29

MgS04。7H20 O．29 糖或醇类 109

KCl 59 琼脂 5～69

0．4％溴甲酚紫乙醇液(指示荆1 2ml

在加入指示剂前调节pH6．8-7．0，然后加入指示剂，分装试管，培养基高

度约为4～5cm，灭菌。

测定糖或醇类包括葡萄糖、阿拉伯糖、木糖、蔗糖、乳糖、甘露醇。

用18～24h幼龄的菌种，用针穿刺接种于培养基中，37"C培养1、2、4、

7d甚至14d，观察结果。指示剂由紫色变黄，表示糖类发酵产酸。

2．4结果

2．4．1甘氨酸标准曲线绘制

以吸光度值为纵坐标，甘氨酸浓度为横坐标，作标准曲线，并求出其回归
方程。

甘氨酸浓度的回归方程为：y=2．0652x+0．00989

其中：x表示甘氨酸浓度，Y表示吸光度，R=0．99934
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氨基酸含量(啪o J／L)
图2．I吸光度与甘氨酸浓度的关系

Fi92．1 Relation ofabsorbance and concentration ofglyein

2．4．2发光杆菌mbll5个体特征

光学显微镜下观察，mbll5菌体短杆状，单个或形成短链，能运动，不产

生芽孢。透射电子显微镜下观察(图2．2)，可以看到该菌株都有明显的鞭毛，

mbll5菌长1．1．8um，宽0．5．1 um。

mbll5菌(放大2．9x104倍)

图2．2 mbll5菌株的电镜结果
Fi92．1 Observation results ofmbll5’S electron microscope

2．4．3菌落特征

观察了mbll5菌株在液体和固体培养基条件下的培养特征，生长时间均为

48小时。结果见表2．1。



四川大学硕士学位论文

表2．1发光杆菌mbll5的培养特征
1Iab2．1 Cultul7e characters ofmbll5

特征 菌株mbll5

液体培养特征

菌膜 一

混浊 +

沉淀 一

颜色 正常

固体培养特征

大小(直径) 1mm

形状 圆

轮廓 整齐

表面 光滑、微凸

光学特征 半透明

质度 正常

培养基颜色 正常

2．4．4生理生化特征

对mbll5的部分生理生化特征进行了实验观察，结果见表2．2。表明mbll5

菌株，可以水解淀粉，利用柠檬酸盐，但耐盐性比较差，可以利用多种糖发酵

产酸。
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表2．发光杆菌mbll5的生理生化特征
Tab2．2 Characters ofphysiology and biochemistry of rnbll5

特征 菌株mbll 5 枯草杆菌(对照)

革兰氏反应 一 __

淀粉水解 + +

柠檬酸盐利用 + +

pH 5 7培养基生民 + ；

过氧化氢酶 + ^

V,P反应 + L

VP反应的pH值 5．5．6 0 6．0—6 4

耐盐性

5％NaCl ～ 1

7％NaCI 一 -L

10％NaCl 一 一

碳源利用产酸

果糖 + L

葡萄糖 + J_

木糖 + ^

乳糖 牟 一

蔗糖 + ．L

甘露醇 一 ．L

—————————————————————————————————一一

2．4．5菌株传代稳定性

将mbll5菌株在牛肉膏蛋白胨斜面培养基上传代5次，每次检测牛皮降解

情况和测定胶原酶酶活，结果图2．3表明mbll5菌株均具有很好的传代稳定性。

图2-4是对牛皮的水解实验，带有毛发的牛皮被mbll5菌液降解后只剩下毛发，

说明菌液中含有胶原蛋白酶，但没有对毛发有降解能力的角蛋白酶。
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传代次数

图2．3传代次数对酶活得影响

Fi92．3 Effects Oil collagenase activity with transfer ofculture

左边培养皿：降解前带有毛发的牛皮

右边培养皿：降解后只剩下毛发

图2．4牛皮消化实验

Fi92．4 Experiments ofdigesting cowhide

-l 9．



2．5讨论

2．5．1胶原酶产生菌

虽然对于发光杆菌属研究较少，但研究表明，弧菌科弧菌属的多个菌株产

生胶原蛋白酶。其中溶藻弧菌(V．alginolyticus)研究最多，它可引起腹泻和食

物中毒，是～种致泻弧菌，Keil比较了来自溶藻弧菌、溶组织梭菌、冠状虫霉

(Entomophthora coronata，一种真菌)和纹皮蝇(Hypoderma lineatum，一种

昆虫)的胶原蛋白酶，发现来自溶藻弧菌的胶原蛋白酶活性最高。溶藻弧菌和

溶组织梭菌的胶原蛋白酶都是zn金属蛋白酶，作用于活性胶原时，都是从胶

原螺旋区的中间部分开始切割，而不是从末端；溶藻弧菌优先作用于33-34和

41．42两个位点，这与动物胶原酶的作用于41-42位点类似，而与溶组织梭菌的

胶原蛋白酶不同。其所产胶原蛋白酶无毒理作用、培养基简单、无需厌氧设备、

活性较高，其胶原蛋白酶基因序列已经测定【85I；副溶血弧菌(Eparahaemolyticus

04)[881、创伤弧菌(V．vulnificus)[891、霍乱弧菌(Echolera)1901和I Ebarveyi(矿

B一30)【9IJ等都有一定程度的研究，多个胶原蛋白酶已经进行了纯化研究，相应

基因已经克隆测序。这些菌产生的胶原蛋白酶都属于金属蛋白酶，但基因同源

性较小，编码氨基酸序列保守性差。

发光杆菌属与弧菌属都属于弧菌科，亲缘关系较近，可能具有产生胶原蛋

白酶的能力，四川大学分子生物学实验室的杨光轰博士和华南农大的谢君教授

已经发现其具有产胶原酶的能力1108】，通过本实验也证明了这一点。

2．5．2胶原酶活力的检测

在国外，对于胶原酶活性的测定已报道众多的方法，如粘度法、同位素法、

荧光法、酶联法以及考马氏亮兰法等[92．97】。然而这些方法有的灵敏度不高，有

的虽有高灵敏度，但受条件限制在国内难做到，这也可能是国内开展这方面研

究少的原因。在诸多的方法中，因C14标记的可溶性胶原为底物的同位素测定

方法灵敏度高而应用较广泛。但由于该方法需要严格的操作环境(C14的半衰期

为1452年)，标记底物购买困难且价格又相当昂贵，一般研究难以承受。国内

的王一等通过修改的Terato K法，使用氨基酸分析仪测定羟脯氨酸浓度，在进

行茚三酮反应比色测定胶原酶活性，获得较稳定的结果，但此方法对仪器的要

求也较高。
．20．
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本论文结合本实验室条件，采用经过mbll5胶原酶作用胶原后生成的氨基

酸和多肽与茚三酮反应，茚三酮在弱酸性溶液中与a．氨基酸共热，引起氨基酸

氧化脱氧、脱羧反应，最后茚三酮与反应产物——氨和还原茚三酮发生作用，

O

水合茚

R

l
+ H2N—_eH——C00H——。-

0

还原茚三酮

。。NHt

O

+F}一CHO+NH3 4-C02

．4-2 NH，+

——N===

紫色物质

0

o

4- 3H20

图2．4茚三酮与氨基酸反应

Fi92．4 Action of hydrindantin and amino

生成紫色物质，其反应原理[981如图2,4，通过比色可测定出氨基酸和短肽的总

量。该方法简便，仪器要求低，重复性好。
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3胶原酶产生菌发酵条件及酶学性质的初步研究

3。1引言

近几十年来，随着对微生物胶原酶研究的不断深入，大量新来源胶原酶产

生菌及其生化遗传特性被报道[3-7]o国内金敏筛选出产胶原蛋白酶的地衣芽孢

杆菌【81，该菌产酶的最适碳源为蔗糖，氮源为明胶，起始口H为7．5，容瓶装量

为10ml，种龄是24h，接种量为6％．在此条件下，摇瓶振荡发酵后，酶活达25U／ml

发酵液，较原发酵培养基发酵后的酶活提高35％。随着生物技术的不断发展，

人们利用基因工程技术改造和克隆菌株，已提高菌株的产酶活力和胶原酶的纯

度哼’1”。目前，商品化开发的微生物胶原酶主要是Chistolyticum和V．alginolytic描

胶原酶。

本研究报道了发光杆菌mbll5菌株产胶原酶的最佳发酵条件和该酶酶学

性质的初步研究结果。

3．2材料和方法

3．2．1菌种

同2．2．1

3．2．2培养基m

种子培养基(％)： 牛肉膏O．3，NaCl 0．5，

胰蛋白胨1，pH7．2．7．4

发酵培养基(％)： 蔗糖2，胰蛋白胨O．7， 酵母膏O．15，CaCl20．005

K2HP04。3H20 0．25，NaH2P04·2H20 O．05，

pH 7．2—7．5

3．2．3主要仪器和试剂

I型胶原(insoluble)来自牛跟腱

蛋白质分子量marker

酵母膏，蛋白胨

四甲基乙二胺(TEMED)

Sigma公司

成都天泰试剂公司

Oxodi公司

Sigma公司
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苯甲基璜酰氟(PMSF) 7,--胺四乙酸(EDTA)

乙二醇二四乙酸(EGTA)考马斯亮蓝R--250 AMRESCO公司

十二烷基璜酸钠(SDS) CNI公司

丙烯酰胺甲叉双丙烯酰胺 Sigma公司

其它试剂均为国产分析纯

DYY．III．5型温压稳流电泳仪

DYY．11121电泳槽

其它仪器同2．2．2

3．2．4胶原酶活力测定方法

同2．2．4

北京六一仪器厂

北京六一仪器厂

3．2．5 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS--PAGE)⋯3

3．2．5．1试剂

(1) 30％丙烯酰胺母液

含29％丙烯酰胺(w／v)， 1％甲叉双丙稀酰胺(w／v)。

(2)4×"Iris·Hcl／SDS(pH 8．8)

在300 ml去离子H20中溶解919 Tris碱(1．Smol／L)，用lmol／L HCl调节

pH值至8．8，补加去离子H20至整体积达到500ml。再加入29 SDS，于

4"C可以保存1个月。

(3)4×Tris‘HCl，SDS 0H 6．8)

在40ml去离子H20中溶解6．059 Tris碱(O．5tool／L)，用lmol／L HCl调节

pH值至6．8，补加去离子H20至整体积达到100ml。再加入O．49 SDS，于

4。C可以保存1个月。

(4)SDS电泳缓冲液(5×)

Tris碱fO．125mot／L)

甘氨酸(O．96mol／L)

SDS

溶于1000ml去离子水中。

(5)SDS样品缓冲液(2×)

15，19

72．Og

5．Og

在使用前稀释至1 X SDS电泳缓冲液。
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4×Tris。HCl／SDS，pH6．8 25ml

甘油[20％(w／v)】 20ml

二硫代苏糖醇(DTT) 3．19

溴酚蓝lmg

加去离子蒸馏水至100ml并混匀。等量分装成lml并于．20"C贮存。

(6)考马斯亮蓝R一250染色液(100m1)

甲醇 50ml

考马斯亮蓝R-250 O．05％

乙酸 10ml

H20 40ml

(7)考马斯亮蓝脱色液(1 00m1)

乙酸 5ml

甲醇 16．5m!

H20 78．5ml

3．2．5．2操作步骤

(1)用2块干净的玻璃平板和垫片组装电泳装置中的玻璃平板夹层，并固定在
灌胶支架上。

(2)在25ml量杯中，先后加入5．25ml H20；3．75ml 4xTfis·HCI／SDS，pH8．8：
6．00ml聚丙烯酰胺母液，混匀后加入0．05ml 10％过硫酸铵和O．01IIll

TEMED-将配好的分离胶溶液沿夹层中一片垫片的边缘加入于玻璃夹层
中。

(3)分别从两边垫片往夹层中缓慢加入一层重蒸去离子水。让凝胶在室温下聚
合30--60min。

(4)倾去顶层的水，并以1 XTfis·HCI／SDS，pH8．8缓冲液冲洗凝胶的顶部表
面。

(5)在25mi量杯中，混匀3．05ml H20；1．25ml 4XTris"HCI／SDS，pH6．8：0．65m1
聚丙烯酰胺母液，混合后加入0．025ml 10％过硫酸铵和0．005m1 TEMED。

将配好的积层胶溶液沿夹层中一片垫片的边缘加入于玻璃夹层中，直至离
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f61将梳子插入夹层的积层胶液体中，必要时，再补加积层胶溶液充盈剩余空

间。让积层胶在室温下聚合30--45rain。

(7)在具螺口盖的微量离心管中，用2×SDS样品缓冲液按1：l(v／v)稀释待测

蛋白质样品，于100 4C煮沸3’5min。同祥缓冲液溶解蛋白质分子量标准混

合物。

(8)小心地拔出梳子，避免撕裂聚丙烯酰胺凝胶的加样孔。

(9)将玻璃平板安装在电泳装置上，倒入1×SDS电泳电极缓冲液，使之淹没

凝胶的加样孔。

(10)微量注射器将同样浓度的蛋白质样品等体积加入到样品孔中，对照孔中加

入蛋白质分子量标准样品，若有空置的加样孔，须加等体积的空白1x SDS

样品缓冲液，以防相邻泳道样品的扩散。

(11)连接电源，先在10mA恒流下电泳至溴酚蓝染料从积层胶进入分离胶，再

将电流调至15mA至溴酚蓝到达凝胶底部为止。

(11)关闭电源并撤去导线，弃去电极缓冲液。

(12)在不损坏凝胶的基础上，将凝胶剥离出来并切去凝胶的一角做上标记。接

着就可以进行蛋白质的检测。

3．2，5_3 SDS聚丙烯酰胺凝胶的染色⋯一考马斯亮蓝染色

(1)将聚丙烯酰胺凝胶放在塑料容器中并以3～5倍体积的固定液覆盖，在旋转

摇床上缓1臣摇动1h。

(2)倾去固定液，以考马斯亮蓝染色液覆盖凝胶，并缓慢摇动4h。

(3)倾去染色液，用约50ml固定液冲洗凝胶。

(4)倾去固定液，以脱色液覆盖凝胶，缓慢摇动2h，倾去脱色液，在加入新脱

色液同时至获得蓝色条带及干净的背景。凝胶可放于7％乙酸或水中保存。

3．2．6明胶活性聚丙烯酰胺凝胶电泳””

与SDS—PAGE相似，在分离胶中加入O．6％明胶，加样缓冲液中不加琉基乙

醇，还原条件下电泳。电泳结束后，2．5％Triton浸泡1h复性oo．05mol／LTris—HCI

(pH 7．5)、O．02mol／L CaClz反应2h后，考马斯亮兰染色2h，脱色，观察水解带

的出现。

·25-
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3．3结果

3 3 1 mbll5菌株发酵条件研究

3．3．1．1碳源对产酶的影响

在发酵培养基中，分别加入2％的不同碳源，其它成分不变。摇瓶发酵培

养48h后测定酶活力，结果见表3．1。结果显示，该菌可利用多种碳源产酶，不

同碳源对产酶影响很大，其中葡萄糖为碳源时酶活力最高，蔗糖次之。，

表3．1碳源对产酶的影响
Tab．3．1 Effects On collagenase activity with carbon sources

碳源 酶活(U／m1) 碳源 酶活(U／m1)

半乳糖 3．14 葡萄糖 12．16

可溶性淀粉 7．15 纤维素 4，98

果糖 2．56 乳糖 3．78

糊精 2．49 蔗糖 11．46

木糖 3,42 麦芽糖8．61

红薯 6．75

3．3．1．2氮源对产酶的影响

在发酵培养基中，分别加入1％的不同氮源，其它成分不变。摇瓶发酵培

养48h后测定酶活力，结果见表3．2，牛肉膏为氮源时酶活力大大高于其他氮源，

而无机氮源很难被利用。
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硫酸铵 未测出 鱼粉 10．17

硝酸铵 未测出 牛肉膏 15．82

尿素 3．39 胰蛋白胨 5．65

明胶 2．83 大豆蛋白胨 5．65

氯化铵 未测出 酪蛋白 3．67

3．3．1．3金属离子对产胶原蛋白酶的影响

在发酵培养基中分别添加不同的无机盐，结果表明(表3．3)：ca2+对产酶

有明显的促进作用，这可能是由于胶原酶属于金属蛋白酶，caz+能结合其活性

中心，增加其活性。’

表3．3金属离子对产酶的影响
Tab3．3 Effects On collagenase activity with metallic ions

盐 酶活(U／m1) 盐 酶活(U／m1)

硫酸镁4．52 硫酸亚铁 2．64

硫酸铝 6,51 硫酸铜 5．21

氯化锌 5．21 氯化钙 10．23

3．3．1．4接种浓度对产酶的影响

将24h种龄的种子培养基以不同浓度接入发酵培养基，250mi摇瓶振荡培

养48h后，测定其中胶原酶活力，结果见图3．I。其中，6％的接种浓度最好。
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图3．1接种浓度对酶活的影响
Fi93．1 Effects on collagenase activity with inoculum

3．3．1．5培养基起始pH对产酶的影响

将发酵培养基用NaOH或HCI调节成不同的pH值，接种6％种子培养基发

酵48h，测定胶原酶活力，见图3．2。结果表明，培养基起始pH对产酶影响较

大，pH6．5时最佳。

100

芝80

嚣60
茛40

翼20

0

pH

图3．2起始pH对酶活的影响
Fi93．2 Effects on collagenase activity with initiate pH

3．3．1．6瓶装体积对产胶原酶的影响

在250ml三角瓶中装入不同量的发酵培养基，在其它条件一致的情况下发

酵48小时，测定酶活。结果表明，摇瓶装量5％体积时产酶活性最高，表明通
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氧量的增加促进了细菌的生长，见图3|3。

O tO 20 30 40 50 60 70 80

250ml摇瓶装置／％

图3．3摇瓶装量对产酶的影响
Fi93．3 Effects On collagenase activity with different volume ofmedium in bottle

3．3．1．7发酵温度对产酶的影响

将发酵培养蓦pH调至6．5，分别在25、28、32、37、41、45℃温度下发

酵48小时测胶原酶酶活，结果见图3．4，结果表明，37℃发酵对产酶更为有利。
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图3．4发酵温度对产酶的影响

Fi93·4 Effects On collagenase’s activities with differem ferment temperatures
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3．3．2 mbll5菌株产胶原酶的粗酶性质

3．3．2．1胶原蛋白酶最适反应温度和最适反应pH

球

烬
髓
靛
霉
1斟
20

O

／＼
．，、‘’、’

．

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

反应温度／'C

(注：图中温度依次为25、28、32、37、42、45、50、55、65℃)

图3．5f反应温度对产酶活性的影响

Fig 3．5 Effects on collagenase’s activities with different temperatures

lOO

《80

蘧60
靛40

要20

0

5 6 7 8 9 10 ll

DH

图3．6 pH对产酶活性的影响
Fig 3．6 Effects On collagenase activity with pHs

由图3．5和图3．6上可知，mbll5菌株的胶原蛋白酶最适反应温度为32。C

．30．
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由于天然胶原变性温度临界点为60～65。C，因此在此温度以上测定的活性不能

认为是胶原酶活。mbll5菌株胶原蛋白酶最适反应pH为7．5。

3．3．2．2 mbll5菌株产生胶原蛋白酶热稳定性

将mbll5菌株产生的胶原蛋白酶酶液置于406C、50。C、60。C、70。C条件下

于不同时间取样测定胶原酶的剩余活力，结果见图3．7。

100％

蜒

譬 5。％

靶

0％

反应时间／min

图3。7 mbll5产生胶原蛋白酶热稳定性
Fig 3．7 Thermal stability ofmbll5 collagenase
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-'-X--'-60

——t}一70

3．3．2．3抑制剂对mbll5菌株产生胶原蛋白酶的作用

分别用O．1mmol／L PMSF、tOmmol／L EDTA、lOmmol／L EGTA在4℃处理

胶原酶30min，然后测定剩余胶原酶酶活，结果见图3．8。结果表明，丝氨酸蛋

白酶抑制剂PMSF凡乎不影响粗酶液酶活，金属蛋白酶抑制剂EDTA、EGTA

可以抑制大部分胶原酶酶活。

100

萎80
避60
靛

罂40
《
藻20

0

I

露 1． 霜 ．圈 圈f
}

对照PMSF EGTA EDTA

图3．8抑制剂对胶原酶酶活的影响

Fig 3．8 Effects 013．collagenase activity with different jnhibitOrS
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3．3．2．4 mbll5菌株明胶酶的分析

明胶活性SDS．PAGE显示，发光杆菌mbll5只产生分子量分别约为30kD

和40kD的2种胞外明胶酶。在明胶活性SDS—PAGE电泳后，反应时加入抑制

剂EDTA，结果显示EDTA对30kD明胶酶有抑制作用，而PMSF对40kD明胶

酶有部分抑制作用(图3．9)

1道为未加入抑制剂：2、3道分别为：1 mmol／L和
10mmol／L EDTA；4、5道分别为O．1mmol／L和】mmol／L PMSF

图3．9 mbll5菌株胞外明胶酶的分析
Fi妒．9 Analysis ofgelatinase ofmbll5

3．3．3正交试验优化培养基组成

表3．4因素水平表

——． !塑：!：：∑!!!!竺堕

因 子 水 平

A 牛肉膏(％) l 2 4

B 酵母粉(％) 0．1 0，15 0．2

C 蔗糖(％) 1 2 4

D CaClz(％) 0．01 0．02 0．04

-32-
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Tab3．5 Orthogonal experiment

牛肉膏(％) 酵母粉(％) 蔗糖(％) CaCl2(％) 酶活(U／m1)

1．00

1．00

1．00

2．00

2．00

2．00

4．00

4．00

4．00

0．10

0．15

0．20

0．10

0．1 5

0．20

0．10

0．15

0．20

1．00

2．00

4．00

1．00

2．00

4．00

1．OO

2．00

4．00

0．01

0．02

O．04

0．04

0．01

0 02

0．02

0．04

0．0l

5．56

9．45

6．21

10．45

7．46

8 13

6．54

9．81

12．58

Kl

K2

I(3

极差R

7．100

9．643

8．680

2．543

7．543

8．907

8．973

1．430

7．860

10，827

6．737

4．090

8．560

8．040

8．823

0．783

通过对单因素试验，最佳碳源为葡萄糖，氮源为牛肉膏，起始pH6．5。摇

瓶装量5％，发酵温度37℃，接种浓度6％。但考虑到成本因素，选用蔗糖作

为碳源且5％的摇瓶装量太少，选用10％的摇瓶装量。将培养基成分蔗糖、牛

肉膏、酵母粉和CaCl2 4个因素作3个不同浓度水平正交试验，列表L9(34)，经

极差分析(表5)，表明： Rc>R^>RB>RD，各因素对酶活影响的主次顺序为

c．A—B-D，最优方案是A2、133、C2、D3。即蔗糖最重要，其次是牛肉膏、酵母

膏、CaCl2。其产胶原蛋白酶最佳培养基为牛肉膏2％、蔗糖2％、酵母粉O．2％、

CaCl，0．04％。

．33-
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3．4讨论

3．4，1mbll5菌株发酵条件

利用微生物发酵生产目的产物，除了受其菌株本身的影响以外，发酵培养

基条件以及发酵工艺也是十分重要的影响因素。本实验选用的mbll5菌株产生

胶原蛋白酶对发酵条件都有较强的依赖性。实验结果表明，在以蔗糖作为碳源、

牛肉膏作为主要氮源的培养基中，瓶装体积小发酵条件下，mbll5菌株产生胶

原蛋白酶量较大，这可能是因为该菌为严格好氧菌，在通氧量高的条件下，生

长代谢迅速；mbll5菌株菌生长条件要求比较简单，不需要特殊的生长素，在

一个简单的有机化合物作为唯一碳源和能源的培养基中就可以生长，培养基中

CaCh的存在，可能作为一种底物诱导作用。

据文献报道与发光杆菌同属的溶藻弧菌(V．alginolyticus)是筛选自腐烂毛

皮的革兰氏阴性需氧菌，具有耐盐、胶原酶活性高的特点，最初被鉴定为解毒

无色杆菌(Achromobacter iophagus)[46】。最初的研究认为解毒无色杆菌是非致

病菌，其产生胶原蛋白酶的研究价值可能超过梭菌来源的胶原蛋白酶。后来的

研究表明，溶藻弧菌可能引起腹泻和食物中毒，是一种致泻弧菌。溶藻弧菌胶

原蛋白酶在15—35℃、O．85一10％NaCl、pH6．4．8的条件下，存在诱导物时可以

产生。溶藻弧菌胶原蛋白酶的诱导物可以是胶原、胶原分子片段或者分子量

lkD～60kD的蛋白胨【47 4引。本试验结果未发现胶原或明胶对产酶活性有所提

高，说明这两种菌的诱导机制有所不同。

3．4，2 mbil5菌株发酵酶液性质

通过实验得出mbll5菌株胶原酶的最适反应温度32"(2，pH7．5， 丝氨酸

蛋白酶抑制剂PMSF几乎不影响粗酶液酶活，金属蛋白酶抑制剂EDTA、EGTA

可以抑制大部分胶原酶酶活。

＼
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表3．6部分胶原酶性质

Tab3．6 Character ofpart collagenase

菌种 蛋白酶 分子量 最适 最适温度

类型 (kD) 口H (℃)

从表3．6中可以看出，胶原酶的性质差别较大，保守性差。可能原因在于

胶原本身种类较多，结构复杂，已经发现至少25种胶原基因，19种胶原f1011：

微生物胶原蛋白酶与动物胶原酶不同，已经研究的微生物胶原酶并不具有相似

的胶原结合区域(collagen—binding domain)E1021：大多数微生物作用于不同胶原底

物位点并不专一，既可能作用于胶原螺旋区也可能作用胶原非螺旋区。
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4．发光杆菌mb l 1 5胶原蛋白酶降解鲜猪皮的研究

4．1引言

胶原的科学定义是：“细胞外基质(ECM)的结构蛋白质，分子中至少应

有一个结构域具有链组成的三股螺旋构象(即胶原域)”。胶原是一种长约

300rim、由3条平行多肽链构成的杆状分子，每条链呈左旋结构，3股螺旋盘

绕同轴形成右旋。在三链螺旋区常见Gly—X—Y的序列，Gly是甘氨酸，x和Y

常为脯氨酸和羟脯氨酸，该三链螺旋以链间氢键和分子间及分子内的交联丽呈

稳定状态。胶原是皮肤、肌腱和软骨的主要成分，组成哺乳动物总蛋白的25～

33％，在几乎所有器官的结缔组织中都有分布。它以不溶性纤维存在于细胞外

间质的粘多糖和蛋白内，赋予组织的结构形态和强度，因此导致这类蛋白降解

或丢失的任何过程与健康都有重要的关系【103】。

胶原蛋白属生物高分子材料，经过适当提取处理的胶原具有良好的生物相

容性和生物降解性，可进一步加工成营养保健品、高级化妆品、食品、生物农

药、生物肥料等。其应用领域涉及多个分支，据报道用途最多的领域是医药、

化妆品、食品11041。

动物皮是胶原最丰富的资源，胶原分子的天然独特骨架，使得动物皮大量

用于制革，而制革工业中只有25％左右的原料皮变成革，其余的都在制革过程

中作为片、削、磨和修边屑等固体废物扔掉。而我国是制革大国，年投产1．7

亿张动物皮，将有140万吨废弃物产生H05l，丢弃数量如此巨大的废弃物，不仅

造成严重环境污染，而且是资源的极大浪费。皮革废屑的主要成份是胶原蛋白，

是丰富的蛋白质资源。园而，将其高值转化，变废为宝，具有十分重要的经济

价值。

本文研究了发光杆菌mbll5胶原蛋白酶的粗纯，及对鲜猪皮的降解作用，

并对其产物进行了分析。

4。2材料和方法

4．2．1发光杆菌mb¨5发酵液

按照本实验室得到的发光杆菌mbll5最佳发酵条件，培养基组成：牛肉膏

2％、蔗糖2％、酵母粉0．15％、CaCl20．02％、K2HP04"3H20 0．25％、NaH2PO。"2H20

-36-
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0．05％，起始pH6．5，摇瓶装量5％，发酵温度37"(2，接种浓度6％培养48h

37 4C通气培养48h。

4．2．2仪器与试剂

蛋白质电泳试剂购自成都天泰试剂公司
其它试剂均为国产分析纯

数控恒温水浴锅

电动搅拌器

氨基酸分析仪

电热套

DYY—IⅡ一5型温压稳流电泳仪

SPM一10酸度计

DYY一11121电泳槽

上海实验仪器总厂

深圳国华仪器厂

美国惠普公司

深圳国华仪器厂

北京六一仪器厂

浙江肖山仪器厂

北京六一仪器厂

4．2．3发光杆菌mb|15胶原酶的硫酸铵沉淀

在发酵液中缓慢加入硫酸铵，直至终浓度达到30％。4℃静置过夜后，
1 0000rpm离心30min，收集上清液，弃去沉淀。

在得到的上清液中继续缓慢的加入硫酸铵，直至终浓度达到100％。4℃静

置过夜，10000rpm离心30min，弃去上清液，小心收集沉淀。

4．2．4 mb|15粗酶液的制备

硫酸铵沉淀产物加入蒸馏水溶解。4000rpm离心30min，10000rpm离心

30min，除去其中的不溶成分。

将得到的上清液放入透析袋。多次反复更换透析液，直至透析袋中溶液电
导低于500“S。

10，000rpm离心30 rain，收集上清液，用0．8／．tm的滤膜进行真空抽滤，

完全除去其中的不溶性杂质，冷冻干燥。

4．2．5脂肪含量

按食品中脂肪的测定方法OB 5009．6．85，索氏抽提法。
-37．
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称取5．O～10．Og样品，置于蒸发皿中，加入海砂约209于沸水浴上，蒸干

后，再于95～105。C干燥，研细，全部移入滤纸筒内。蒸发皿及附有样品的玻

棒，均用沾有乙醚的脱脂棉擦净，并将棉花放入滤纸筒内。

将滤纸筒放入索氏抽提器的抽提筒内，连接己干燥至恒量的接收瓶，由抽

提器冷凝管上端加入无水乙醚或石油醚至瓶内容积的2／3处，于水浴上加热，

使乙醚或石油醚不断回流提取，抽取6～12h。

取下接收瓶，回收乙醚或石油醚，待接收瓶内乙醚剩l～2ml时在水浴上

蒸干，再于，95～105℃干燥2h，放干燥器内冷却0．5h后称量。

脂肪含量计算公式：

X= !!二．．竺!×100％
m2

式中，)L样品中脂肪的含量，％
mI——接收瓶和脂肪的质量g

m。'一接收瓶的质量g
m2——样品的质量g

(4—1)

4．2．6灰分

灰分按食品中灰分的测定方法GB5009．4--85测定，即将一定质量样品放

入瓷坩锅，至于高温炉中灼烧后所残留的无机物质含量。

结果计算：

w 3 2 竺!二! ×100％
m2——m

式中，“3——样品中灰分百分含量，％

m——坩锅质量g

mI——坩锅和水分质量g

m2——坩锅和样品质量g
·38一
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4．2 7胶原蛋白和肽的氨基酸组成分析

由四川农业大学动物营养研究所测定。

色谱条件：色谱柱采用HP阳离子交换树脂作为柱填料，内径中2．6mm，

长150mm：洗脱方式为4段梯度洗脱，由计算机控制；柠檬酸缓冲液为洗脱液，

流速0．225ml／min，泵压2-3×106Pa；色谱柱温度51℃，反映浴温度98℃，反

应圈内径O．25ram，长2．Om；进样体积50ul。以570mn和440rim同时检出。

实验操作：

1．样品预处理，取10～15ml胶原蛋白溶液，用含苯酚的6molfL HCl在IIO。C

水解24h，过滤、蒸干，再溶解、定容至50ml，作为测定氨基酸组成的分

析样品。

2．取上述待测分析样品50ml，用HPlIOOLC型氨基酸分析仪测定水解产物中

各种氨基酸组成。

4．2．8聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)测定胶原蛋白分子量
同3．2．5

4．2．9蛋白质含量测定

参照食品中蛋白质的测定方法GB5009．5--85，即用凯氏定氮法测出样品中

的总氮量，再换算成蛋白质含量。

4．2．9，1试剂和溶液

盐酸：0．1mol／L标准溶液。

氢氧化钠：饱和溶液。

硼酸：2％溶液。

混合摧化剂：无水硫酸钾或硫酸钠、硫酸铜、硒按100：10：2的重量比配制而

成。

混合指示液：以O．2％甲基红与0．1％次甲基蓝相等体积混合配成

4．2．9 2仪器和设备

凯氏烧瓶：250ml



半微量凯氏定氮仪

4．2．9-3操作

a．在干净的凯氏烧瓶里，加入约29催化剂和被测样品，称重后直接注入凯氏烧

瓶底部，再沿瓶壁徐徐加入15～20ml浓硫酸，并轻轻摇荡，使样品全部被

硫酸脱水炭化。

b．将加好试剂的凯氏烧瓶放入通风橱内的可调电炉上，先小火加热，至冒出白

烟。

后加大火力，直至瓶内溶液变成透明蓝色后，再继续加热约20～30min即可。

c，耀已冷却的溶液移入100ml容量瓶内，并用蒸馏水重复冲洗觊氏烧瓶5～6

次，全部冲洗液倒入容量瓶中，最后在液温20℃时定容至100ml刻度线处。

d．蒸馏：吸取容量瓶内样品10ml放入半微量凯氏定氮仪的反应室内， 加入约

4ml饱和氢氧化钠，放开蒸汽管夹，在通入的热蒸汽作用下，样品与饱和氢

氧化钠反应，放出NH3，经冷却管冷却后流入盛有2％的硼酸溶液接受杯中，

成为NH4HB407，使原来淡紫红色的硼酸溶液(内加有适量的混合指示剂)变为

淡苹果绿色，直至硼酸接受杯中溶液增加至约30ml时取下接受杯，同时用

蒸馏水少许将冷却管末端(浸入接受杯部分)残余液滴冲洗入接受杯内。

e．滴定：将接受杯内液体用0．1mol／L盐酸标准溶液滴定，至出现淡紫红色时为止，

读出所消耗的盐酸毫升数。

4．2．9，4结果与计算

NXVx0．014x6．25

CP(％)=

W

式中：CP——蛋白质含量，％：

N——盐酸浓度：

V——滴定消耗的盐酸标准溶液的体积，ml；

0．014一1．0m!的盐酸标准溶液相当于O．0149氮
w——样品重，g。
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4．2．10．胶原蛋白制备的反应条件

将鲜猪皮迸行筛选分类，并用低浓度的碱水清洗，进行手工的仔细去脂，

清洗，切成小块。实验采用脱脂酶和碱进行鲜猪皮的脱脂。加入发光杆菌mbll5

菌株胶原蛋白酶进行酶解，酶解反应后90"C5rain酶灭活，10000rpm离心10min，

微孔滤膜过滤，冰箱保存。

4．3结果与讨论

4．3．1猪皮中主要成分的分析

表4．1猪皮主要成分分析
Tab4．1 Analysis o审rimary component ofpig skin

成分 含量惭)

水分

脂肪

蛋白质

灰份

62．3

1．03

34．3

0t32

4．3．2发光杆菌抽115胶原蛋白粗酶的制备

4．3．2．1硫酸铵沉淀

25nll容量瓶中分别加入不同量的固体硫酸铵，并添加发酵液至刻度线，达

到不同的饱和度，4"C静置过夜，10，0009离心20min后，测定上清液的胶原

蛋白酶活性。由图4．1可知：当硫酸铵饱和度低于30％时，大部分胶原蛋白酶

存在于上清液中，当硫酸铵饱和度达到65％左右时，几乎全部的胶原蛋白酶已

经沉淀。因此，选择30％～65％的硫酸铵饱和度进行梯度沉淀。

4．3．2．2 mbll5固体酶

发光杆菌mbll5发酵液经过硫酸铵沉淀，将得到的上清液放入透析袋，多

次反复更换透析液，直至透析袋中溶液电导低于500 S。10，000rpm离心30
．41．
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rain，收集上清液，用O．8j_lrn的滤膜进行真空抽滤，完全除去其中的不溶性杂

质，冷冻干燥，得到固体酶。原始发酵液中酶活为14．61，／mI．，换算成19．2 U／mg，

经过硫酸铵沉淀，透析，滤膜过滤，冷冻干燥后，酶活可达65．3 U／mg。

lOO

术 80

鎏60
舞40
罂
20

O

0 10 20 30 40 50 60 70 80

硫酸铵饱和度／％

图4．1 mbl 15发酵液中胶原蛋白酶的盐析曲线

Fi94·I Saltingout curve ofcollagenase offermentation liquor ofmbll5

4．3．3胶原蛋白制备的单因素实验

将经过预处理的鲜猪皮放入反应器中，pH7．5，酶量1％(酶／猪皮)，反应

时间6h，温度32。C，液比2。保持五个因素中的4个不变，考察其中某个因素对

胶原蛋白提取率的影响。得率以胶原蛋白水解液中蛋白质含量占鲜猪皮蛋白质

含量的百分数表示。结果如以下几个图：
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图4．2温度对得率的影响

Fi94．2 Effects on collagen yield with temperature
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图4．3液比对得率的影响

Fi94．4 Effects Oil collagen yield with liquor ratio
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图4．4 pH对得率的影响

Fi94．5 Effects oll collagen yield with pH
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图4．5时间对得率的影响

Fi94．5 Effects on collagen yield with time
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由单因素对得率的影响可知，温度升高，得率提高，但温度超过～定程度

后，得率很低，因为生物蛋白酶在高温稳定性降低，酶的活性区域的蛋白受到

温度的影响而变性，从而酶的活力降低。随着时间增加，得率提高，到达一定

时间后，得率保持不变，说明发应时间延长，酶活力也逐渐降低，得率达到一

个终点，也可能存在产物对酶的抑制作用。液比对得率的影响也是随着液比的

增大，得率由大变小，说明酶浓度太低对猪皮的降解能力变小。通过不同酶量

的试验表明，随着酶量的增加，得率不断增加，根据酶动力学的米氏方程可知

p”，在酶促反应中，如果底物浓度足够大，足以使酶饱和，则反应速度与酶浓

度成正比。在本试验中，当酶的量增加时，底物不足以使酶饱和，所以酶的反

应速度也不断的增加，得率也随着增大。pH对得率的影响也很大，过低或过高

的pH可使酶变性，活力下降。

4．3．3胶原蛋白提取的正交试验

根据单因素试验结果，拟定正交试验，以酶的用量、反应时间、温度、液

}B和pH五个因素作为考察对象，设计了5因素4水平的正交试验，以胶原蛋

白的得率为考察指标，讨论5个因素的影响。

表4．1因素水平表

Tab4．1 Levels offactors

A 温度(℃) 30 35 40 45

B 酶量(％) 1 2 3 4

C 时间(h)4 6 8 10

D pH 6 7 7．5 8

E 液比 2 2．5 3 4
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1 1 l 1 l l 23，4

2 1 2 2 2 2 62．4

3 1 3 3 3 3 75．5

4 1 4 4 4 4 31．4

5 2 1 2 3 4 72．3

6 2 2 1 4 3 56，1

7 2 3 4 1 2 42．5

8 2 4 3 2 1 33．5

9 3 1 3 4 2 45．1

10 3 2 4 3 1 30．7

11 3 3 1 2 4 43，2

12 3 4 2 1 3 36．8

13 4 I 4 2 3 32．0

14 4 2 3 1 4 26．8

”4 3 2 4 1 27．4

16 4 4 1 3 2 58．6

表4．3正交试验极差分析

Table4．3 range arialysis oforthogonal experiments

K1 48．175 43．200 29．325 32．375 28．750

K2 51．100 44．000 35．725 42．775 52，150

t(3 38．950 47．150 45．225 59．275 50．100

K4 36．200 40．075 45．050 40，000 43．425

极差R 14．900 7．075 15．575 26．900 23．400

由正交试验的极差分析结果可知：RD>RE>P,c>RA>RB，最优方案是

·46-
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A2、B3、C3、D3、E2。从表4．3可知，pH是影响水解产率的最主要因素，说

明该酶在降解猪皮胶原的过程中对pH值的依赖很强，对pH值的变化很敏感。

其次是液比、时间、温度和酶量。

由以上分析可得，胶原蛋白提取的最佳条件是：pH7．5、液比2．5、反应时

间8h、温度35"(2、酶量3％。

4．3．4胶原蛋白分子量及氨基酸分析

4．3．4．1 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)测定分子量分布

1．空白样：2．发酵酶液；3．蛋白质分子量Marker：4-7不同水解时间2、4、6和8h。

图4．7不同时闻酶解所得胶原蛋白分子量对比

F培4．7compare ofmolecular weight ofcollagen from different hydrolysis time

胶原蛋白多肽SDS-PAGE分析，发现其多肽并不是连续的，说明发酵液

中胶原蛋白酶对猪皮的消化是特异的，具有特定的酶切位点，随着水解时间延

-47·
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长，胶原蛋白多肽的分布也越来越宽的。66kD、47kD、29kD的蛋白质电泳带

都比较明显。而14 kD以下的小分子多肽也存在。

4．3．4．1氨基酸分析

圈4．9水解胶原蛋白的氨基酸组成
Fi94．9Composition ofamino acids in collagen proteins ofhydrolysis

迄今为止，文献中已报道胶原家族多达19之多【103】。新类型的胶原还在不

断发现之中，它们在组织内的分布具有一定的组织特异性，如肌腱，皮肤中主

要含有I型胶原；软骨中主要含有II型胶原；而血管壁、皮肤和各种软组织或

器官的间质中却同时含有I型和Ⅲ型胶原，只是在不同的器官中，这两种胶原

含量的比例不同。m型胶原常被看作是纤维性胶原的胚胎形式，而且相当大一

部分是在胚胎时期和新生时期合成的。随着成熟的到来，IⅡ型胶原逐渐被I型

和具有更成熟交联结构的胶原代替；Ⅳ型胶原只存在于基膜中；V型胶原仅分

布在细胞的外周。

猪皮水解胶原蛋白氪基酸组成分析结果见图4．9和表4．4。比较牛皮胶原蛋

白““”q和本实验所得胶原蛋白的氨基酸组成可以看出，二者氨基酸组成、含量

非常相似。此结果表明，本实验制备胶原蛋白多肽的方案不会破坏胶原的氨基

酸组成。所得胶原蛋白多肽含有18种氨基酸，包括20种组成蛋白质基本氨基

酸中的16种(不含有半胱氨酸(cy吕)，色氨酸(Trp)天冬酰氨(Asn)，谷氨酰

48．
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氨(Gln)和两种胶原蛋白特有氨基酸羟赖氨酸(}Iyl)，羟脯氨酸(H卯)。

表4．4胶原蛋自氨基酸组成(残基个数／loog个残基)

Tab4．4 Composition ofamino
acids in collagen proteins

一一—————————————————————_———————一
氨基酸 胶原(牛皮) 胶原蛋白液

甘氨酸(Gly) 33．4 32·24

苏氨酸(Thr)

精氨酸(AqD

丙氮酸(AIa)

酪氮酸(Tyr)

亮氨酸(Lea)

赖氨酸Oys)

脯氨酸(Pro)

谷氮酸(Glu)

丝氨酸(Se0

组氮酸(His)

缬氨酸(Val)

异亮氨酸(Ile)

天冬氨酸(Asp)

甲硫氨酸(Met)

苯丙氨酸口he)

羟赖氨酸(HyD

羟脯氨酸(Hyp)

半胱氨i骏(Cys)

色氪酸(Trp)

天冬酰氨(Ash)

谷氨酰氨(Gln)

1．7

4．8

10．5

0．47

2．5

2．5

12．9

7．2

3．8

0．46

1．9

1．1

4．8

0．66

1．3

0．68

9．2

——

——

一

1．65

5-31

10．12

0-35

2．70

2．10

12．20

7．40

2．9

0．38

2．15

1．37

4．7D

0．75

1．4l

0．55

8．24
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4．4小结：

4．4．1本文研究了以鲜猪皮为原料，使用自制发光杆菌mbll5胶原蛋白酶，制

各胶原蛋白多肽的工艺条件。通过单因素和正交试验确定的最佳工艺条件是：

pn7．5、液比2．5、反应时间8h、温度35℃、酶量3％。

4．4．2通过SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳和氨基酸分析表明制备出的胶原蛋白多肽

的分布主要在66kD以下，含有18种氨基酸。



四川大学硕士学位论文

5结论

1．本论文对发光杆菌mbll5菌株形态观察和生理生化分析结果：该菌短杆状，

单个或形成短链，能运动，不产生芽孢；透射电子显微镜下观察，可以看到

该菌株都有明显的鞭毛，菌长1．1．8 p n'l，宽0．5．1 u m；菌落呈圆形、整齐光

滑、半透明：该菌可以水解淀粉，利用柠檬酸盐，但耐盐性比较差，可以利

用多种糖发酵产酸，具有很好的传代稳定性。

2．本论文对发光杆菌mbll5菌株产胶原蛋白酶发酵条件的研究表明，其产胶原

蛋白酶最佳培养条件为牛肉膏2％、蔗糖2％、酵母粉O．2％、CaCl2 O．04％、

K2HP04·3I-120 0．25％和NaH2P04·2H20 0．05％；最佳碳源为蔗糖，氮源为

牛肉膏，起始pH6．5，摇瓶装量10％，发酵温度3TC，接神浓度6％。对发

光杆菌mbll5发酵液中胶原酶性质的研究表明，该菌所产胶原酶的最适反应

温度为32"C、pn7．5，丝氨酸蛋白酶抑制剂PMSF几乎不影响粗酶液的酶活，

金属蛋白酶抑制剂EDTA、EGTA抑制该菌产胶原酶的活性。

3，本论文以鲜猪皮为原料，采用发光杆菌mbll5所产胶原蛋白酶，研究了制备

胶原蛋白多肽的反应条件。单因素正交试验确定的最佳反应条件是：pH7．5、

液比2．5、反应时间8h、温度35"C、酶量3％。sDs聚丙烯酰胺凝胶电泳和氨

基酸分析表明，制备出的胶原蛋白多肽的分布主要在66kD以下，含有18种

氨基酸。
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