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摘  要：从多种来源样品中分离筛选高产蛋白酶的菌株，为微生物发酵玉米蛋白粉产玉米肽，即玉米

蛋白粉的增值及综合利用提供菌株资源。采用固体筛培法和福林酚法等方法筛选降解玉米蛋白粉的菌

株，并在形态及 16S rDNA 序列分析多样性的基础上，鉴定菌株，进行目标菌株蛋白酶活性和生长特

性的研究。结果显示：获得分离菌株 405 株，其中具有蛋白分解能力的目标菌株 58 株，归属于 4 科，

5 属，17 种，2 个亚种，包括芽孢杆菌属（Bacillus）、乳酸杆菌属（Lactobacillus）、游动微菌属

（Planomicrobium）等，并以芽孢杆菌属（Bacillus）丰度最高。目标菌株均能分泌碱性、酸性和中性

蛋白酶，菌株碱性蛋白酶活性普遍较高。对 8 株代表性目标菌株进行了生长特性研究，生长最适温度

一般在 30~40 ℃、最适 pH 一般在 7~9。研究还发现蛋白酶活性及生长特性具有菌株特异性。 
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Abstract: The strains with high protease production were isolated and screened from various sources to 

provide strain resources for microbial fermentation of corn gluten meal to produce corn peptide, also to 

provide strain resources for the value-added and comprehensive utilization of corn gluten meal. The strains 

were screened by corn gluten meal medium and Folinol method, and were identified by 16S rDNA sequences. 

The activity and growth characteristics of the target strain protease were further studied. The result showed 

that 405 bacteria strains were isolated and 58 strains had transparent hydrolytic circles from corn gluten meal 

medium plates. The strains were classified into 4 families, 5 genera, 17 species and 2 subspecies, including 

members of Bacillus, Lactobacillus and Planomicrobium. And the Bacillus spp. was the most abundant. The 

target strains can secrete alkaline, acidic and neutral proteases, and most of the strains show higher alkaline 
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protease activity. Eight strains were selected and their growth characteristics were studied. The optimal 

growth temperature and pH were 30-40 ℃ and 7~9, respectively. The protease activity and growth 

characteristics showed the strain specificity. 

Key words: corn gluten meal; protease activity; corn peptide; stain screening; Bacillus 

玉米是全世界的主要粮食作物之一，我国播

种面积 3 亿亩左右，年产量两亿多吨[1-2]。玉米蛋

白粉是玉米淀粉加工生产过程的主要副产物，产

量巨大。但由于玉米蛋白粉的水溶性差及直接利

用的生物学价值低等原因，严重限制了其在食品

工业中的应用，大多仅被当作饲料或废弃物[1-2]。

因此开发玉米蛋白粉高效加工利用技术具有重要

应用价值。玉米肽是玉米蛋白的水解产物，其具

有易消化吸收、抗氧化等优良特性[3-5]。目前利用

玉米蛋白制备玉米肽的方法主要包括化学法、酶

解法和微生物发酵法 [2-3]，微生物发酵法产玉米

肽，较之其他产肽方法（酶法和化学法），能修饰

重组苦味基团，减少苦味，同时使玉米肽的抗氧

化性、解酒、抗疲劳、降血压、抗炎、抗癌、抗

糖尿病等功能得到更充分的发挥和应用[2,5-7]，是

一项具有广阔应用发展前景的玉米蛋白粉加工技

术。我国在生物活性肽尤其在玉米肽研究上起

步晚于欧美，但是近些年越来越受到关注和重

视 [2,5-6]。但微生物发酵玉米蛋白粉产功能肽的研

究相比酶法等还处于早期研究阶段[2,6,8]，面临适

宜发酵微生物资源及其蛋白酶认识和开发不足、

微生物种类较单一以及相应发酵工艺建立等亟待

解决的问题。其中，筛选获得降解玉米蛋白粉能

力强和具高效蛋白酶活性的菌株成为微生物发酵

生产应用的基础和关键所在。 

鉴于此，本研究从多种来源样品中，利用玉

米蛋白粉固体筛培法和福林酚法等技术，分离筛

选高蛋白酶活性的菌株；进行菌株鉴定及生长特性

的研究，评价这些菌株的蛋白分解能力和可利用

性能，为解决和提高微生物发酵玉米蛋白粉的高

效微生物资源缺乏及发展应用技术奠定了基础。 

1  材料方法 

1.1  材料 

玉米蛋白粉及分离所用传统发酵食品（酸奶、

益生菌饮料、发酵面团等）：市购；菌株基因组提

取试剂盒（TIANamp Bacteria DNA Kit）：北京天

根生化科技有限公司；酪蛋白、福林酚：北京索

莱宝科技有限公司；配制培养基的各种样品、试

剂，均为国产分析纯：国药集团。 

测定蛋白酶活的试剂：无水碳酸钠溶液、三

氯乙酸溶液、磷酸缓冲液（pH 分别为 4.5、7.2、

9.3）。 

菌株分离纯化采用 LB 培养基：酵母提取物

5.0 g、胰蛋白胨 10.0 g、NaCl 10.0 g、琼脂粉

20.0 g、蒸馏水 1.0 L、pH 7.0~7.5。 

菌株筛选采用玉米蛋白粉培养基：玉米蛋白

粉 30 g、KH2PO4 3.0 g、K2HPO4 2.0 g、NH4Cl 0.1 g、

MgSO4·7H2O 0.2 g、NaCl 5.0 g、蛋白胨 1.5 g、

牛肉膏 0.6 g、琼脂 20.0 g、蒸馏水 1.0 L、pH 

7.0~7.5。 

玉米蛋白粉粉碎过 100 目筛。以上培养基调

节 pH 值后，灭菌条件为 121℃，20 min。 

1.2  实验仪器 

pH 计 ， FE20K ： 瑞 士 梅 特 勒 – 托 利 多

（METTLER TOLEDO）公司；超净工作台，

DL-CJ-1N：河南兄弟仪器设备有限公司；振荡培

养箱，SHK-99-II：北京北方同正生物技术发展有

限公司；微型旋涡仪，V2S02S：德国艾卡（IKA）

公司；恒温水浴锅，SM-8D：南京舜玛仪器设备

有 限 公 司 ； 酶 标 仪 ， SynergvHT ，美 国 伯 腾

（ BIOTEK ）公司；台式高速冷冻离心机，

EPPENDORF 5810R，德国艾本德 （EPPENDORF）

公司；PCR 仪，C1000 Touch：美国伯乐（BIO- 

RAD）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株分离纯化 

分离采用传统平板涂布法。将样品悬液适当

的稀释，取一定量的稀释液放在无菌的 LB 琼脂

平板上，然后用无菌刮刀把稀释液均匀地涂布在

培养基表面上，30 ℃恒温培养，观察挑取单个
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菌落。 

纯化采用平板划线法。利用无菌接种环取菌

株培养物少许在平板上进行划线。经培养后，划

线上的单个细胞形成纯的单菌落。 

1.3.2  菌株初筛 

菌株纯化菌液 10~20 μL接种到玉米蛋白粉平

板筛选培养基的无菌滤纸片上或空孔中（直径均

为 0.5 cm），放入 30 ℃恒温培养箱中培养 72 h，

每隔 12 h 观察测定菌落周围透明圈的大小。 

1.3.3  菌株蛋白酶活性测定复筛 

初筛后出现水解透明圈的菌株进行复筛。接

种待测菌株于 LB 液体培养基中，在 37 ℃，

150 r/min 条件下振荡培养后，接种于玉米蛋白粉

基础发酵液培养基中，在 37 ℃，150 r/min 条件

下发酵培养 48 h 后，离心（4 000 r/min，10 min），

取上清液为待测样品，测定蛋白酶活性。按照福

林酚试剂法测定发酵液中上清液的蛋白酶活性

（GB/T 28715—2012 饲料添加剂酸性、中性蛋白

酶活力的测定，SB/T 10317—1999 蛋白酶活力测

定法）。 

1.3.4  序列分析和菌种鉴定 

将分离纯化后的细菌菌株接种到 LB 液体培

养基中，在 37 ℃，170 r/min 的条件下振荡培养

48 h，再利用细菌基因组试剂盒提取基因组 DNA。

采取试剂盒抽提得到细菌 DNA 后，通过 PCR 扩

增 16S rDNA，配置 50 μL 的反应体系，细菌 16S 

rDNA 引物为 27F 和 1492R。PCR 循环程序为：

95 ℃预变性 5 min，95 ℃ 30 s，52 ℃ 30 s，72 ℃ 

90 s，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。扩增得到的

细菌PCR产物送至上海生工生物科技有限公司测

序，测序的长度在 1 400 bp 左右。采用 DNAMAN

软件序列图谱对测序结果进行人工校对拼接，拼

接后的序列在 NCBI 核酸序列数据库中进行同源

序列搜索比对。根据同源序列搜索结果，选取测

试菌株关系较近的模式菌株的 16S rDNA 序列区

序列，Bioedit 比对后用 MEGA X 软件采取 ML

法构建系统发育树，可靠性检验 bootstrap 法，初

始值 1 000 次。系统发育树中本研究测得的序列

号为 MW090728-MW090784，Genbank 中下载用

于比对分析做系统发育树的序列有 MH997645、

MK993455、KY129662、MN227492、MT539148、

MT039450、MK629812、MN209912、MN733170、

NR_104873、KM234223、FJ613555、 MN865799、

MK990073、MT457707、NR_042254、MH734924、

MN204064。  

1.3.5  菌株生长特性研究 

生长曲线。采用 LB 培养基，30 ℃测定菌株

生长曲线。YTSS 培养基，每隔 4 h 取样一次测

OD600 值。 

生长温度。配置 LB 培养基，2%接种量，在

温度梯度 4~70 ℃培养，测定菌株生长的温度范

围及最适生长温度。 

生长 pH。配置 LB 培养基，2%接种量，调配

培养基 pH 2~12，测定菌株生长的 pH 范围及最适

生长 pH。 

2  结果与讨论 

2.1  样品菌株分离纯化、菌株初筛及菌种鉴定 

从各种传统发酵食品（酸奶、益生菌饮料、

发酵面团等样品中共分离菌株 405 株，其中通过

玉米蛋白粉平板筛选培养基初筛出现透明水解圈

菌株 58 株，透明水解圈一般经过 48 h 培养后根

据不同菌株情况陆续出现，部分菌株透明水解圈

图片见图 1，菌株透明圈（H/C）值最大可达 4.2，

多数在 1.5~2.5 之间。提取能够产生透明水解圈菌

株的基因组 DNA，PCR 扩增 16s rDNA 序列，并

测序获得高质量序列信息，通过 NCBI BLAST 比

对确定菌株分类地位。结果显示筛选获得的细菌

归属于 4 科，5 属，17 种，2 个亚种。丰度最高

为芽孢杆菌属 Bacillus，具体见分类表 1。菌株之

间的系统发育进化树见图 2。 

目前，常见的产蛋白酶微生物包括枯草芽孢

杆菌、米曲霉、黑曲霉等[1,7,9]。微生物发酵菌种

的选择标准一般有菌种繁殖速度快而稳定、分泌

酶能力强、耐受性强等[1,2,5,7]。本研究中分离菌株

数目最多的为芽孢杆菌。芽孢杆菌既可以产生中

性蛋白酶，又可以产碱性蛋白酶[1]，并且被收录

在我国食品目录上，是比较安全可靠的菌种。枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），是常见的一种芽

孢杆菌，分布广泛，能够帮助动物免疫器官发育，  
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图 1  玉米蛋白粉固体筛选培养基菌株水解透明圈图 
Fig.1  Hydrolytic transparent circles of microbial strains of corn gluten meal screening medium 

注：a. 左为菌株 CGM1，右为菌株 CGM40；b. 左为菌株 CGM8，右为菌株 CGM4；c. 左为菌株 CGM32，右为菌株 CGM48；d. 左

为菌株 CGM6，右为菌株 CGM46. 

a. left: CGM1, right: CGM40; b. left: CGM8, right: CGM4; c. left: CGM32, right: CGM48; d. left: CGM6, right: CGM46. 

 
表 1  分离菌株筛选鉴定结果 

Table 1  NCBI blast identification of isolated strains 

分离菌号 分离物鉴定 相似性/% 

CGM1(3) Bacillus tequilensis 99 

CGM4(2) Bacillus albus 100 

CGM6(12) Bacillus amyloliquefaciens  99.8 

CGM18(5) Bacillus cereuss  99 

CGM23 Bacillus halotolerans 100 

CGM24(5) Bacillus licheniformis 99 

CGM29 Bacillus mojavensis 99 

CGM30 Bacillus proteolyticus 100 

CGM31(10) Bacillus subtilis 99.9 

CGM41 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 99 

CGM42(2) Bacillus subtilis subsp. qingdao 100 

CGM44 Bacillus thuringiensis 100 

CGM45 Bacillus tropicus 99.8 

CGM46(7) Bacillus velezensis 99 

CGM53 Enterococcus faecalis 98 

CGM54(2) Enterococcus faecium 99.8 

CGM56 Paenibacillus glucanolyticus 99.3 

CGM57 Lactobacillus plantarum 99 

CGM58 Planomicrobium chinense 99 

 

提升抗体和免疫球蛋白的水平，增强免疫力，还

能够合成多种维生素类，并能合成脂肪酶、纤维

素酶、α-淀粉酶、蛋白酶等酶类[1,5,7,10]。 

研究中还发现了地衣芽孢杆菌（Baci l lus 

licheniformis），该菌亦属于芽孢杆菌属。应用价

值广泛，能够净化水质、降解毒害物质，调整肠

道菌群及肠道功能，也能够提高生物体免疫力，

拮抗病原菌等，并具有较强的蛋白酶、脂肪酶、

纤维酶活性 [ 11 - 12 ]。贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus 

velezensis）在农业上有促进植物生长和抵御病原

微生物作用，具有广谱抗菌活性，并且用于开发

生物药剂潜力巨大[13]。乳酸菌广泛用于乳制品、 

肉制品、水产品和果蔬产品等发酵，还可产生抑

菌活性的代谢产物，作为生物保护菌[14]，本研究

也有分离到。 

值得注意的是中华游动微菌（Planomicrobium 

chinense）最早分离自我国海岸沉积物[15]，本研

究分离自发酵海产品，而建立该属的模式种韩国

游动微菌（Planomicrobium koreense），也是分离

自韩国传统发酵海产品[16]，也有该属种分离自章

鱼肠道并报道具有蛋白酶活性[17]。 

2.2  菌株蛋白酶活性测定复筛 

筛选得到的 58 株菌株的碱性、中性、酸性蛋

白酶活性测定结果见表 2。从研究结果可看出筛

选获得的菌株中性蛋白酶活性和碱性蛋白酶活性普

遍高于酸性蛋白酶活性，并且碱性蛋白酶活性普遍较

高，一般大于 60 U/mL，大于 90 U/mL 的有 8 株，

分离到的芽孢杆菌、乳酸菌、游动微菌等都表现

出较高的蛋白酶活性，显示出巨大的碱性蛋白酶

资源潜力。 

2.3  菌株生长特性研究 

通过前面的菌株分离纯化、初筛和蛋白酶活

测定复筛，综合透明圈大小、酶活高低、菌株种

类等因素，选出 8 株菌株进行了生长特性研究。8

株菌的生长曲线见图 3，生长温度曲线见图 4，生

长 pH 曲线见图 5。生长曲线中（图 3），菌株的

生长可分为两大类，一类菌株 CGM54、CGM40、

CGM47、CGM48、CGM8 在生长 48 h 左右达到

峰值，另一类菌株 CGM58、CGM56、CGM34 在

生长 80 h 左右达到峰值。生长最适温度一般在

30~40 ℃（图 4）。生长最适 pH 一般在 7~9（图 5）。 
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图 2  菌株 16S rDNA 序列构建的系统发育树 

Fig.2  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence of microbial strains 
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表 2  菌株蛋白酶活性测定表 

Table 2  Protease activity of microbial strains                            U/mL 

分离菌号 酸性蛋白酶活性 中性蛋白酶活性 碱性蛋白酶活性 分离菌号 酸性蛋白酶活性 中性蛋白酶活性 碱性蛋白酶活性

CGM1 17.62 48.35 66.62 CGM30 22.96 47.45 62.14 

CGM2 17.31 46.36 74.69 CGM31 17.12 42.33 69.34 

CGM3 13.87 29.84 87.35 CGM32 16.48 41.35 70.40 

CGM4 20.92 44.66 68.57 CGM33 16.83 75.27 61.92 

CGM5 16.31 49.70 76.66 CGM34 11.35 48.23 94.92 

CGM6 13.83 44.31 80.00 CGM35 16.01 48.35 78.62 

CGM7 15.62 48.11 76.88 CGM36 19.74 50.09 64.57 

CGM8 17.79 66.98 99.62 CGM37 42.23 56.14 57.79 

CGM9 12.25 47.12 69.56 CGM38 15.57 49.79 55.53 

CGM10 17.27 40.61 66.57 CGM39 16.05 45.27 74.83 

CGM11 15.21 42.58 67.88 CGM40 18.88 56.36 123.62 

CGM12 15.13 44.66 67.96 CGM41 20.27 43.18 79.27 

CGM13 16.45 45.87 63.45 CGM42 14.09 44.13 71.75 

CGM14 12.83 53.49 62.27 CGM43 16.32 45.27 88.18 

CGM15 13.67 51.35 61.68 CGM44 17.44 42.08 53.83 

CGM16 14.80 48.98 59.86 CGM45 14.14 53.44 80.88 

CGM17 15.11 49.22 64.02 CGM46 19.26 44.09 71.31 

CGM18 12.36 52.05 64.96 CGM47 15.83 42.87 107.22 

CGM19 16.62 56.96 63.35 CGM48 18.53 42.92 98.71 

CGM20 17.40 46.71 62.44 CGM49 16.48 23.66 78.01 

CGM21 15.79 44.66 58.83 CGM50 15.18 53.00 83.70 

CGM22 17.97 40.61 76.22 CGM51 18.70 52.86 85.34 

CGM23 13.70 50.67 80.40 CGM52 16.26 44.31 70.87 

CGM24 15.27 47.31 88.10 CGM53 20.18 45.27 85.12 

CGM25 26.96 46.25 75.35 CGM54 41.35 53.83 97.92 

CGM26 18.15 46.33 76.55 CGM55 39.13 47.32 78.34 

CGM27 14.18 35.75 62.88 CGM56 22.61 39.92 98.70 

CGM28 15.11 37.23 65.88 CGM57 23.15 38.45 74.25 

CGM29 18.27 85.09 70.88 CGM58 18.36 46.00 90.44 

 

 
 

图 3  菌株生长曲线图 

Fig.3  Growth curves of microbial strains 

注：a. CGM58; b.CGM54; c.CGM40; d.CGM48; e.CGM47; f.CGM56; g.CGM8; h.CGM34. 
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图 4  菌株生长温度图 

Fig.4  Growth temperature curves of microbial strains  
注：a. CGM58; b. CGM54; c. CGM40; d. CGM48; e. CGM47; f. CGM56; g. CGM8; h. CGM34. 

 
 

 
 

图 5  菌株生长 pH 图 

Fig.5  Growth pH curves of microbial strains 

注：a. CGM58; b. CGM54; c. CGM40; d. CGM48; e. CGM47; f. CGM56; g. CGM8; h. CGM34. 
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本研究中生长特性也表现出菌株特异性，不

同菌株间存在显著差异。细菌的生长繁殖一般包

括四个阶段，迟缓期、对数期、稳定期和衰亡期。

大部分筛选菌株在接种后几个小时内可进入快速

的指数生长期，少数菌株则有缓慢适应生长阶段

后，再进入指数生长期；培养菌株的指数生长期

的持续时间也存在不同。例如 CGM34 和 CGM40，

16S rDNA 序列比对都鉴定为枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis），但其生长曲线存在较大差异。生

长温度、生长最适温度、生长 pH 及生长最适 pH

等和已报道的同类别菌株基本一致[1,13,15,16]，如中

华游动微菌（Planomicrobium chinense）被报道在

10~45 ℃生长，最适生长温度为 30~35 ℃，生长

pH 5~10，生长最适 pH 6~7[15]。菌株的生长特性

研究十分重要，生长特性条件将为后续微生物发

酵工艺的优化和生产利用等提供参考和基础。 

3  结论 

筛选高效降解玉米蛋白粉的微生物菌株，是

目前的重要研究领域。本研究分离筛选了高产蛋

白酶菌株，从各种样品中共分离菌株 405 株，其 

中通过玉米蛋白粉平板筛选培养基初筛出现透明

水解圈菌株 58 株，确定了菌株的系统分类地位；

并结合菌株分离纯化、初筛和蛋白酶活测定复筛，

综合透明圈大小、酶活高低、菌株种类等因素，

选出 8 株菌株进行了生长特性研究，菌株一般生

长最适温度一般在 30~40 ℃，生长最适 pH 一般

在 7~9。蛋白酶活及生长特性等具有菌株特异性。

本研究扩展丰富了后续微生物发酵玉米蛋白粉得

到玉米肽的微生物菌株资源及微生物蛋白酶源，

增加了微生物种类。后续将利用筛选菌株进行玉

米蛋白粉微生物发酵产玉米肽的研究和优化发酵

工艺的探索，为玉米蛋白粉的增值和综合利用提

供理论和技术基础。 
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