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摘  要 

利用选择性培养基从海南地区的虾酱中筛选获得一株产蛋白酶菌株，经过形态学观察、生理生化分析和

分子生物学鉴定其为芽孢杆菌(Bacillus sp. 6#)。研究结果表明，该菌株的最适生长温度在33℃左右，最

适pH为6~8，最适盐浓度在5%~10%之间，能耐受接近20%的盐度，菌株表现出对较高环境温度和盐

度的耐受能力。菌株能产胞外酶白酶，加速蛋白水解。Bacillus sp. 6#可为工业化纯种生产模式下虾酱生

产提出一种参考。 
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Abstract 
A protease-producing strain was selected from shrimp paste in the Hainan area using a selective 
medium. After morphological observation, physiological and biochemical analysis, and molecular 
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characterization, it was identified as Bacillus sp. 6#. The research results show that the optimal 
growth temperature of the strain is about 33˚C, the optimal pH is 6~8, the optimal salt concentra-
tion is between 5% and 10%, and it can tolerate salinity close to 20%. The strain shows tolerance 
to higher ambient temperature and salinity. The strain showed a strong tolerance to high temper-
ature and high salt. The strain secret extracellular enzyme to accelerate proteolysis Bacillus sp. 6# 
can provide a feasible reference for the industrialization of shrimp paste production. 
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1. 引言 

虾酱是海南及我国沿海地区传统的发酵调味品，蛋白水解是影响虾酱感官和风味最重要的因素之一。

发酵过程中，酸、碱和蛋白酶共同推动蛋白水解进程。早期，肌肉组织的内源蛋白酶释放出来参与组织

蛋白的水解。随着发酵进行，微生物代谢产生的胞外蛋白酶和肽酶将肌肉蛋白进一步水解。水解形成的

小分子化合物促进酶促反应和非酶化学反应，形成非蛋白的含氮化合物，进而形成食物的特殊营养、香

味、pH 值和口感[1]。海南地处热带，常年气温较高，海南虾酱中盐度较高，虾酱中微生物有较好的温度

和盐度适应能力[2]。因此，从海南虾酱中分离产蛋白酶的微生物，可能获得发酵特性较好的菌株。本研

究以海南传统虾酱为实验材料。首先，应用 Gibbons 培养基对富集后的细菌分离和纯化。然后对菌株的

蛋白水解能力进行定性和定量分析。最后结合菌株的菌落和细胞形态、生理生化特征和 16S rDNA 序列

信息确定菌株的分类学地位。研究结果可为解析虾酱风味形成的分子机制和虾酱的工业化生产提供参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料和试剂 

2.1.1. 实验原料 
羊栏镇、天涯区、崖州区、乐东县、东方市、万宁市、琼海市、秀英区、澄迈县、海口市等海南沿

海地区的 15 份传统虾酱样品。 

2.1.2. 培养基 
Gibbons 培养基[3]：胰蛋白胨 5.0 g，酵母粉 10.0 g，柠檬酸钠 3.0 g，氯化钾 2.0 g，硫酸镁∙7H2O 20.0 

g，氯化钠 50.0 g，添加 1000 mL 蒸馏水，琼脂 15 g。调 pH 7.2，121℃灭菌 20 min。 
酪蛋白琼脂平板[4]：分别称取 10 g 脱脂奶粉和 3 g 琼脂，分别溶于 100 mL 蒸馏水，然后分开灭菌

两种溶液。待溶液冷却至 48℃左右，将两种溶液混合均匀倒平板。 

2.1.3. 主要试剂 
酪蛋白/胰蛋白胨、酵母粉、无水硫酸镁、柠檬酸钠、氯化钠、氯化钾、琼脂/琼脂糖、脱脂乳粉、Tris

碱、EDTA-Na∙2H2O、溶菌酶、溴酚蓝、二甲苯青、甘油、硼酸、海藻糖、抗坏血酸钠、Taq 酶(ET101-02-04，
天根生化科技(北京)有限公司)等。 
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2.1.4. 主要设备 
超净工作台(SW-CJ-1FD)：苏州安泰空气技术有限公司；恒温培养箱(SPX-150B-Z 型：博讯实业有限

公司医疗设备厂；紫外可见分光光度计(T6 新世纪)：北京普析通用仪器有限责任公司；高速冷冻离心机

(Sigma-16)：Sigma；恒温震荡培养箱(HO45HYA)：上海知楚仪器有限公司；高通量组织研磨器(SCIENTZ-48)：
宁波新芝生物科技股份有限公司；电泳仪(DYY-10C 型)：北京六一；精密分析天平(AR2140)：梅特勒–

托利多仪器有限公司；PCR 仪(T100TM)：Bio-Rad；凝胶成像系统(GDS-1302)：Aplegen 等。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 具有蛋白质水解能力菌株的筛选 
1) 细菌的富集及初步筛选  
将 20.0 g 虾酱样品加入装有 180 ml 无菌生理盐水的锥形瓶中，振荡 30 min。静置，取上清液 100 ul

接种于 5.0 ml Gibbons 液体培养基中进行富集[3]。取 0.5 ml 富集培养液按 10 倍梯度稀释，选合适梯度浓

度接种于 Gibbons 固体培养基，30℃培养 24~48 h。取单菌落进行分离纯化，纯化的菌株用 15%甘油保存

备用[5]。 
2) 初筛具有蛋白水解能力菌株 
将活化的菌株点接到酪蛋白琼脂平板上，适宜温度下培养 24 h。以不接菌的平板为空白组，观察菌

落周围是否形成透明圈[6]。 
3) 定量分析菌株对蛋白质的水解能力 
参考文献制作酪氨酸标准曲线[7]。配制梯度浓度的酪氨酸溶液，反应后用紫外分光光度计在 680 nm

处测定光密度。平行测定 3 次，以酪氨酸的含量为横坐标，吸光度值为纵坐标，制作标准曲线。 
Folin-酚法定量分析菌株蛋白水解能力[8]。吸取菌液 1.00 mL 与酪蛋白溶液反应，用福林试剂进行显

色，测定显色反应后的光密度。用酪氨酸标准曲线和光密度计算酪蛋白水解后生成酪氨酸的量。在 40℃
和合适 pH 值条件下，1 min 内水解酪蛋白产生 1 μg酪氨酸所需的酶量为 1 个蛋白酶活力单位[9]。 

2.2.2. 菌株的初步鉴定 
1) 形态学观察 
记录菌落形态一致的菌株，并在光学显微镜下观察菌株被革兰氏染色的细胞形态[10]。 
2) 菌株生理生化特征分析 
(1) 最适温度 
将菌株活化后接种到 Gibbons 液体培养基中，用不接菌的 Gibbons 液体培养基做空白组，将培养基

分别放入 28℃、30℃、31℃、32℃、33℃、36℃和 37℃等温度下培养 24 h。每个温度三组平行实验，用

紫外分光光度计测定 OD600 nm下的吸光值，考察菌株对温度的适应能力[11]。 
(2) 最适盐浓度 
取菌液 100 uL 加入 10 mL 液体 Gibbons 培养基中，培养 24 h 后制成菌悬液。用低吸附枪头分别取 2 

ul 菌液，接到 0%、2%、5%、10%、15%和 20%等不同盐浓度的培养基中，每个盐浓度做三组平行实验。

在适宜温度下培养 24h 后，用紫外分光光度计测 OD600 nm下的吸光值，考察菌株的耐盐能力[12]。 
(3) 最适 pH 值 
取菌液 100 uL 加入 10 mL 液体 Gibbons 培养基中，培养 24 h 后制成菌悬液。用低吸附枪头分别取 2 

ul 菌液，接到不同 pH 值的 Gibbons 液体培养基中，每个 pH 值做三组平行实验。在适宜温度下培养 24 h
后，用紫外分光光度计测 OD600 nm下的吸光值，考察菌株的耐酸能力[13]。 
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(4) 菌株生长的生长曲线 
根据菌株的酸碱适应能力，配制合适的 Gibbons 液体培养基。用低吸附枪头分别取 2 ul 菌液，接到

Gibbons 液体培养基中，合适温度下分别培养 2、4、6、8、10、12、16 和 24 小时。以不接菌的培养基

做空白组，用紫外分光光度计测不同培养时间菌液 OD600 nm下的吸光值，考察菌株的生长特性[14]。 
3) 分子鉴定 
(1) DNA 提取 
菌株 DNA 提取参考文献进行，−20℃保存 DNA 样品[15]。 
(2) PCR 扩增 
采用细菌扩增通用引物 27F和 1492R进行 PCR扩增[16]。PCR扩增反应体系参考试剂盒(ET101-02-04，

天根生化科技有限公司)：引物 1 uL，DNA 模板 1.0 uL，Taq PCR Master mix 0.2 uL，ddH2O 14.8 uL。PCR 
扩增反应程序：95℃ 5 min，95℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 90 s，30 次循环，72℃ 10 min，4℃保温[17]。 

PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后送公司测序(上海生工)。 
(3) 测序和系统发育树构建 
将测得序列在 NCBI 中进行同源性比较，然后用 Mega7.0.14 软件构建系统发育进化树[18]。根据系

统发育树，结合菌株的形态和生理生化特征初步确定菌株的分类学地位。 

3. 结果与分析 

3.1. 筛选蛋白水解能力的菌株 

按照 2.2.1.1 的方法，将 15 份虾酱进行涂布培养，共获得 124 个菌株纯化菌株。其中 6#菌株的菌落

形态呈淡米黄色，不透明，边缘光滑，湿润且扁平(图 1(A))。按照 1.2.1.2 的方法,用酪蛋白琼脂平板定性

检测菌株的蛋白水解能力，菌株培养 24 小时后，菌株能显著水解蛋白，在平板上形成透明圈(图 1(B))。
按照 2.2.2.1 的方法，对 6#菌株进行革兰氏染色观察，菌株为革兰氏阳性芽孢杆菌(图 1(C))。 
 

 
备注：(A) 6#菌株菌落形态；(B) 定性分析 6#菌株的蛋白水解能力；(C) 6#菌株的革兰氏染色。 

Figure 1. Screening and analysis of Protease Producing Strains 
图 1. 产蛋白酶菌株的初步筛选和分析 

3.2. 菌株的生理生化特性分析 

3.2.1. 定量分析 6#菌株的蛋白水解能力 
根据 2.2.1.3 所述的方法制作标准曲线(图 2(a))。以酪氨酸浓度为横坐标，以吸光值为纵坐标，标准

曲线回归方程为 y = 0.0125x + 0.0098，相关系数 R2 = 0.9990，吸光值与酪氨酸浓度之间的线性关系显著。

根据标准曲线及回归方程，可算出当吸光值为 1 时酪氨酸的含量 96.2 ug/mL,吸光常数值 K = 96.2。 
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利用标准曲线，采用 Folin 试剂法定量测得 6#菌株的粗酶液活力为 111 ± 0.03U (图 2(b))。结合图 1(B)
和图 2(b)可知，6#菌株可产生胞外蛋白酶，将蛋白水解成酪氨酸等氨基酸，供给菌株新陈代谢所需要的

营养。已有研究表明，菌株蛋白水解能力与菌株的酶系相关，包括胞外酶、转运系统和多种胞内酶[19]。
同时，菌株的蛋白质水解会生成的氨基酸及多肽等小分子物质可能影响虾酱的风味。 

 

 
注：(a) 酪氨酸标准曲线；(b) 6#菌株发酵液酶活；(c) 菌株温度适应性；(d) 菌株的耐盐能力；(e) 菌株的耐酸能力；(f) 菌株的生

长曲线；OD680和 OD600分别表示紫外分光光度计在 680 nm 和 600 nm 的吸光值。 

Figure 2. Physiological and biochemical characteristics of strains 
图 2. 菌株的生理生化特性 

3.2.2. 菌株的基本生理生化特性 
按 2.2.2.2 所述方法，测得菌株生长的温度适应能力(图 2(c))。由图可知，菌株的最适温度在 33℃左

右，菌株有较好的温度适应能力，能适应海南当地的较高的环境环境温度。温度高过 33℃后，菌株生长

受到一定的抑制，但仍表现出较高的紫外吸收光。在虾酱发酵的过程，可利用菌株对温度适应的特性，

优化发酵温度，缩短发酵时间。 
按 2.2.2.2 所述方法，测得菌株生长的最适盐浓度(图 2(d))。由图可知，菌株生长的最适盐浓度在 5%~10%

之间。在 15%的盐浓度下，菌株仍有较好的生长能力。在 20%的盐浓度条件下，菌株受到明显的抑制，

但培养 24 小时后，仍可测出一定的微生物。总体看来，菌株有较好的盐度适应能力。 
按 2.2.2.2 所述的方法，测得菌株在不同 pH 条件下的生长情况(图 2(e))。由图可知，菌株在 pH 为 2

到 4 之间的生长缓慢，在 pH 为 4 到 7.5 之间的生长速度加快。pH 值为 6~8 是菌株最合适的生长酸碱度，

在 pH 值为 7.5~10 时，菌株的生长能力受到抑制。 
按 2.2.2.2 所述方法，测得菌株的生长曲线(图 2(f))。由图可知，菌株的生长迟缓期约在 2~6 h，10 h

左右为对数生长期，约 15 h 左右后进入生长稳定期。稳定期曲线呈略为上扬，可能后期代谢废物影响了

吸光度的测量，但两点间在统计学上没有显著差异。 
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3.3. 菌株的分子鉴定 

按照 2.2.2.3 所述方法，以 6#菌株的 DNA 为做模板，以 27F 和 1492R 为引物进行 PCR 扩增和电泳检

测(图 3(a))，PCR 产物送上海生工测序。将测序结果与 NCBI 数据库中已知序列进行同源性比对，获得近

缘物种的 16S rDNA 序列，并用 Mega7.0.14 构建 6#菌株的系统发育树(图 3(b))。6#菌株与弯曲芽孢杆菌

Bacillus flexus H4 的相似度为 99.85%，结合菌株的形态和生理生化特性，6#暂命名为 Bacillus sp. 6#。参

考 98.5%的分类标准[20]，99.85% > 98.5%，6#菌株可能为弯曲芽孢杆菌。 
 

 
(a)                                                     (b) 

注：(a) PCR 扩增和电泳检测 6#菌株的 16S rDNA；(b) 6#菌株的系统发育树 

Figure 3. Analysis of 16S rDNA of strain 6 by sequencing 
图 3. 测序分析 6#菌株的 16S rDNA 

4. 讨论和结论 

本研究从海南地区的传统虾酱中筛选获得了一株产蛋白酶菌株，经过形态学观察、生理生化分析和

分子生物学鉴定其为芽孢杆菌，菌株可能为弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus)，暂命名为 Bacillus sp. 6#。本研

究发现，该菌株的最适生长温度在 33℃左右，最适合盐浓度在 10%左右，能耐受接近 20%的盐度，菌株

有较好的温度和盐度适应能力。菌株能产胞外酶白酶，加速蛋白水解，影响虾酱的感官和品质。已有研

究表明，弯曲芽孢杆菌具有分解胆固醇[21]、抗氧化[22]和抗菌[23]等益生特性。因此，Bacillus sp. 6#可

为工业化纯种生产模式下虾酱生产提供一种可行的参考。 
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