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研究报告 

产胶原酶的蜡样芽胞杆菌发酵条件优化及酶的分离纯化 

李晔  张西轩  曹广秀  张真  阮海华* 

(天津商业大学生物技术与食品科学学院 天津市食品生物技术重点实验室  天津  300134) 

 
 

摘  要：【目的】优化蜡样芽胞杆菌 R75E 菌株产胶原酶的条件，并通过蛋白分离纯化技术获得

高纯度胶原酶。【方法】利用单因素及正交试验优化蜡样芽胞杆菌 R75E 产胶原酶的发酵条件及

发酵培养基，将发酵液离心除菌后得到粗酶液，对其依次通过硫酸铵分级沉淀、Butyl FF 疏水层

析及 SuperdexTM 200 凝胶过滤层析等方法对目标胶原酶进行分离纯化，利用 SDS-PAGE 电泳检

测其纯度。【结果】优化后发酵条件为培养温度 41 °C、接种量 6%、培养时间 36 h，优化后发

酵培养基为葡萄糖 10 g/L、蛋白胨 5 g/L、起始 pH 7.0，粗酶液酶活力较优化前提高了 2.9 倍；将

该粗酶液经过一系列纯化后得到纯度超过 90%的胶原酶产物，其纯化倍数和回收率分别为 18.4

和 1.1%。【结论】获得蜡样芽胞杆菌 R75E 的最佳产酶条件，并对胶原酶分离纯化的方法进行

了探索，为微生物胶原酶的开发应用奠定基础。 

关键词：蜡样芽胞杆菌，胶原酶，发酵条件优化，分离纯化 

Fermentation optimization and purification conditions for 
collagenase from Bacillus cereus 

LI Ye  ZHANG Xi-Xuan  CAO Guang-Xiu  ZHANG Zhen  RUAN Hai-Hua* 
(Tianjin Key Laboratory of Food Science and Biotechnology, College of Biotechnology and Food Science, 

Tianjin University of Commerce, Tianjin 300134, China) 

Abstract: [Objective] This paper aimed to investigate the optimal fermentation of 
collagenase-producing conditions from Bacillus cereus R75E and obtain the high purity collagenase by 
protein separation and purification techniques. [Methods] We optimized the fermentation conditions 
and fermentation mediums for maximum production of collagenase from Bacillus cereus R75E using 
single factor experiment and orthogonal test. The collagenase-containing crude enzyme was obtained 
after centrifuging from the overnight fermentation of Bacillus cereus R75E. Then, the target 
collagenase was sequentially purified by ammonium sulfate precipitation, Butyl FF hydrophobic 
chromatography and SuperdexTM 200 gel filtration chromatography. Its purity was detected by 
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SDS-PAGE electrophoresis. [Results] The optimal fermentation conditions and mediums for maximum 
production of collagenase from Bacillus cereus R75E were as follows: the fermentation temperature 
was 41 °C, the inoculation volume was 6%, the fermentation time was 36 h, the carbon source was 
10 g/L glucose, the nitrogen source was 5 g/L peptone, and the initial pH was 7.0. The total crude 
enzyme activity was increased by 2.9 times compared with that of the non-optimized control. Finally, 
the target collagenase was purified with a purity of more than 90%. The purification fold and recovery 
of the target collagenase were reached to 18.4 and 1.1%, respectively. [Conclusion] We get the 
optimum collagenase producing conditions from Bacillus cereus R75E and construct a technological 
process for collagenase purification, which lay a foundation for the development and application of 
microbial collagenase. 

Keywords: Bacillus cereus, Collagenase, Fermentation conditions optimization, Purification 

胶 原 酶 的 化 学 名 为 胶 原 蛋 白 水 解 酶

(Collagenase)，它能在生理 pH 和温度条件下特异性

地降解难以被普通蛋白酶降解的天然胶原纤维[1]。

根据来源可分为微生物胶原酶与动物胶原酶[2]。其

中，微生物胶原酶因底物范围广、酶切位点多、生

产成本低等优点而被广泛应用[2]。商品化的微生物

胶原酶主要是对Ⅰ型胶原蛋白具有特异降解能力

的胶原酶，即Ⅰ型胶原酶[3]，目前广泛应用于医学

和分子生物学等基础研究领域[4-7]。其中，溶组织梭

状芽孢杆菌(Clostridium histolyticum)所产的胶原酶

应用最广，研究背景最清楚，其有效成分为胶原酶

G (Collagenase G，Col G)[8-9]。但这些胶原酶产品多

为梭状芽孢杆菌培养物直接冻干而得的粗品，其成

分复杂、纯度普遍较低，限制了胶原酶产品的应用

范围。因此，获得高纯度的胶原酶将具有重要的理

论及工业应用价值。 

本实验室从人初乳中筛选出一株产胶原酶的

野生型蜡样芽孢杆菌 R75E (Bacillus cereus R75E)，

并克隆到该胶原酶蛋白的编码基因 colR75E 

(GenBank 登录号 KP987200)。序列分析表明，该基

因与已报道的溶组织梭状芽孢杆菌 (Clostridium 

histolyticum)胶原酶 ColG 的编码基因具有 69%的相

似性，同属于Ⅰ型胶原酶[8]。基于此，本研究旨在

提高野生型菌株胶原酶的产量，着重优化该菌株产

胶原酶的条件，并利用一系列高效的蛋白分离纯化

方法对目标蛋白进行分离，最终获得纯度高于 90%

的蜡样芽孢杆菌胶原酶。这就克服了目前商业化胶

原酶成分复杂、纯度低的缺点，为国内胶原酶的大

规模生产应用奠定理论基础，提高了胶原酶的应用

范围。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种：蜡样芽胞杆菌 R75E (Bacillus cereus 

R75E)由本实验室分离、鉴定，保藏于中国微生物

菌种保藏管理委员会普通微生物中心 ( 简称

CGMCC)，保藏编号为 CGMCC 8614。 

1.1.2  主要试剂和仪器：蛋白质 Marker，立陶宛

Fermentas (MBI)公司；牛跟腱来源的Ⅰ型胶原蛋

白，北京索莱宝生物科技有限公司(Solarbio)；丙烯

酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、十二烷基硫酸

钠(SDS)、考马斯亮蓝 R250/G250、TEMED，美国

Amresco 公司；其它试剂均为国产分析纯及常见生

化试剂。 

AKTA Purifier 10 蛋白纯化仪、HiTrapTM Butyl 

FF 疏水层析柱、SuperderTM 200 分子筛层析柱，美

国 GE Healthcare 公司；超滤管(15 mL，货号：

R9EN00493)，Millipore 公司。 

1.1.3  培养基：种子培养基与基础培养基均为 LB

液体培养基[10]。 

1.2  方法 

1.2.1  粗酶液的制备：将蜡样芽胞杆菌 R75E 活化

后接入 5 mL 种子培养基中，37 °C、150 r/min 培养

12 h，再以 2%的接种量接入 50 mL 基础培养基中，
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基础发酵条件为 37 °C、150 r/min。发酵结束后，

将发酵液于 4 °C 条件下 12 000 r/min 离心 20 min，

所得上清即为蜡样芽胞杆菌 R75E 所产胶原酶的粗

酶液。 

1.2.2  酶活力测定：胶原酶活性测定采用目前通用

的 Mandl 法[11]，其酶活力单位(U)定义为：在 37 °C、

pH 7.5 及存在 0.36 mmol/L Ca2+的条件下，每分钟

分解Ⅰ型胶原蛋白(牛筋腱来源)释放 1 μmoL 游离

氨基酸所需的酶量为一个酶活力单位(1 U)。每个酶

活力数值重复测定 3 次，取平均值。 

1.2.3  产酶条件优化：将菌株接种到液体培养基

中，于 150 r/min 条件下摇床培养，测定粗酶液中胶

原酶活力。以提高胶原酶产量为目的，首先考察温

度、接种量和时间 3 个因素对菌株产酶的影响，优

化发酵条件；其次分析碳源、氮源及起始 pH 值

3 个因素对菌株产酶的影响，优化发酵培养基。 

所有指标均设置 3 个平行实验，结果以平均

值±标准差表示；单因素及正交试验的结果均采用

SPSS 软件进行统计分析。 

1.2.4  蛋白浓度的测定：蛋白浓度测定采用考马斯

亮蓝法[12]，以牛血清白蛋白为标准品。 

1.2.5  聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE 电泳)：按

照文献[13]的方法进行电泳，其分离胶浓度为 10%，

上样量为 20 μL。 

1.2.6  胶原酶谱法：基于明胶酶谱法[14]，将凝胶中

的明胶替换为终浓度为 0.1%的Ⅰ型胶原蛋白。 

1.2.7  蜡样芽孢杆菌胶原酶的分离纯化：(1) 硫酸

铵分级沉淀：在最佳产酶条件下发酵、制备粗酶液，

依次向 5 等份粗酶液中加入硫酸铵粉末，使其盐最

终饱和度分别达到 0、20%、40%、60%、80%。在

0 °C 条件下过夜沉淀蛋白，12 000 r/min 离心 20 min

后取上清；进而继续向对应的 5 份上清中依次加入

硫酸铵粉末，使其盐饱和度依次提高至 20%、40%、

60%、80%、100%，相同条件下沉淀过夜后离心，

弃上清、留沉淀；最终，所得沉淀即依次为在盐饱

和度区间为 0−20% 、 20%−40% 、 40%−60% 、

60%−80%、80−100%条件下沉淀所得的蛋白。用

0.2 mol/L 的 PBS (Na2HPO3-NaH2PO3，pH 7.4)缓冲

液分别复溶，用胶原酶谱法检测后确定活力最高的

组分，依此选择最佳的蛋白沉淀条件。 

(2) Butyl FF 疏水层析：用 10 倍柱体积内含

1 mol/L 硫酸铵的 PBS 缓冲液(pH 7.4，0.02 mol/L)

平衡 HiTrapTM Butyl FF 疏水层析柱，同时向活力最

高的沉淀组分复溶液中补加硫酸铵，调整其电导率

值至 170 mS/cm 即可上样。上样结束后，利用

10 倍柱体积柱平衡所用的 PBS 缓冲液润洗柱子。

以 PBS 缓冲液(pH 7.4，0.02 mol/L)进行线性梯度洗

脱，设定40 min内电导率由170 mS/cm降至0 mS/cm，

收集单位为 1 mL/管。该纯化过程中流速恒定为

1.0 mL/min，用 SDS-PAGE 电泳检测洗脱产物。将

含有目标胶原酶的洗脱液合并，并用 15 mL 的超滤

管(最小截留分子量为 10 kD)进行超滤浓缩。 

(3) SuperdexTM 200 凝胶过滤层析：将疏水层析

后获得的胶原酶超滤浓缩液上样至 SuperderxTM 

200 分子筛层析柱，洗脱缓冲为 PBS 缓冲液(pH 

7.4、0.02 mol/L)，同时按照 1 mL/管的体积单位收

集蛋白峰，该纯化过程的流速均设为 0.5 mL/min。

洗脱结束后用 SDS-PAGE 电泳检测蛋白洗脱情况，

将含有目标胶原酶的洗脱液合并，并用 15 mL 的超

滤进行超滤浓缩。最后用 Quantity One-4.6.2 (Basic)

软件对所得胶原酶的电泳结果进行扫描分析，鉴定

所得胶原酶蛋白的纯度。 

2  结果与分析 

2.1  蜡样芽孢杆菌 R75E 产酶条件的优化 

产酶条件的优化包括优化发酵条件及发酵培

养基两大部分，采取先单因素后正交的试验模式，

以粗酶液的活力值作为衡量指标，逐步优化并提高

蜡样芽孢杆菌 R75E 的胶原酶产量。 

2.1.1  优化发酵条件的单因素试验：选取发酵温

度、发酵时间、接种量 3 个因素分别研究其对于蜡

样芽孢杆菌 R75E 产胶原酶的影响。 

(1) 发酵温度：如图 1A 所示，随着发酵温度的
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逐渐升高，所得粗酶液的活力值也随之平缓升高，

直至 41 °C 时达到最高值。然而，当发酵温度超过

41 °C 后，粗酶液的活力值急剧下降，49 °C 时粗酶

液的活力值仅为最高值的 35.3%。由此表明：蜡样

芽孢杆菌 R75E 产胶原酶的最佳发酵温度应为 41 °C。 

(2) 发酵时间：如图 1B 所示，使培养温度保持

在 41 °C，分析不同发酵时间对蜡样芽孢杆菌 R75E

产胶原酶的影响。当发酵时间介于 12−24 h 时，所

得粗酶液的活力值总体趋于稳定，于发酵 24 h 时达

到最大值。此后，随着培养时间的延长，胶原酶活

力开始逐渐下降，超过 42 h 后活力值会显著降低。

由此表明：蜡样芽孢杆菌 R75E 产胶原酶的最佳发

酵时间应为 24 h。 

(3) 发酵接种量：将蜡样芽孢杆菌 R75E 以不

同的接种量在 41 °C 下培养 24 h，由此分析不同接

种量对蜡样芽孢杆菌 R75E 产胶原酶的影响。如图

1C 所示，随着接种量提高所得粗酶液的活力值呈现

先增后减的总体趋势，当接种量为 4%时其活力值

最大，即为最佳发酵接种量。 

2.1.2  发酵条件的正交试验：采用 L9(3
4)正交试验

研究发酵条件对蜡样芽孢杆菌 R75E 菌株产胶原酶

的影响，具体试验设计及结果见表 1。 

由表 1 可知，各因素影响蜡样芽孢杆菌 R75E

菌株产酶的主次顺序为：A>B>C。蜡样芽孢杆菌

R75E 产胶原酶的最佳发酵条件为 A2B3C3，即发酵

温度为 41 °C、发酵接种量 6%、发酵时间 36 h，按

该条件重复发酵后所得粗酶液的活力值提高至

13.21×10−3 U/mL，优化效果显著。 

2.1.3  发酵培养基的单因素试验：按 2.1.2 中所得

的最佳发酵条件，分析碳源、氮源及起始 pH 值 3 个

因素分别对蜡样芽孢杆菌 R75E 菌株产酶的影响，

优化发酵培养基。 

(1) 碳源：向基础培养基中分别加入含量为 1% 

(质量体积比)的 3 种碳源，结果如表 2 所示，以葡

萄糖作为碳源效果最佳，所得粗酶液的活力值最

高；其次为可溶性淀粉；而蔗糖作为碳源时，活力

值最低。 

 

 

 
图 1  发酵温度(A)、时间(B)及接种量(C)对酶活力的

影响 

Figure 1  Effects of temperature (A), time (B) and 

inoculation size (C) on collagenase production from Bacillus 

cereus R75E 

 
(2) 氮源：用含量为 1% (质量体积比)的牛肉提

取物、蛋白胨和明胶作为氮源，研究 3 种氮源对蜡

样芽孢杆菌 R75E 产酶的影响。结果如表 3 所示，

依据所得粗酶液的活力值大小，可知蛋白胨作为氮

源效果最佳。 
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表 1  L9( 3
4 )优化 R75E 菌株产胶原酶发酵条件的试验结果 

Table 1  L9(3
4) orthogonal test of fermentation conditions for collagenase production from Bacillus cereus R75E 

试验号 

Number 

A 发酵温度 

A Temperature  
(°C) 

B 发酵接种量 

B Inoculation size  
(%) 

C 发酵时间 

C Time  
(h) 

D 空列 

D Vacant column 

酶活力 

Enzyme activity 
(×10−3 U/mL) 

1 1(37) 1(2.0) 1(12) 1 6.15 

2 1 2(4.0) 2(24) 2 6.58 

3 1 3(6.0) 3(36) 3 9.19 

4 2(41) 1 2 3 8.50 

5 2 2 3 1 12.80 

6 2 3 1 2 8.71 

7 3(45) 1 3 2 3.82 

8 3 2 1 3 3.24 

9 3 3 2 1 9.29 

K1 7.31 6.16 6.03 9.41  

K2 10.00 7.54 8.12 6.37 

K3 5.42 9.06 8.60 6.98 
T=91.00 

R 4.58 2.90 2.57 3.04  

 

表 2  不同碳源对酶活的影响 
Table 2  Effects of various carbon sources on collagenase 

production from Bacillus cereus R75E 

碳源 

Carbon source (1%) 

酶活 

Enzyme activity (×10−3 U/mL) 

可溶性淀粉 

Soluble starch 
9.00±0.14 

葡萄糖 

Glucose 
14.11±0.16 

蔗糖 

Sucrose 
2.13±0.04 

 

表 3  不同氮源对酶活的影响 
Table 3  Effects of various nitrogen sources on 

collagenase production from Bacillus cereus R75E 

氮源 

Nitrogen source (1%) 

酶活 

Enzyme activity (×10−3 U/mL) 

牛肉提取物 

Beef extract 
11.71±0.14 

蛋白胨 

Peptone 
15.05±0.13 

明胶 

Gelatin 
8.03±0.12 

 

(3) 起始 pH 值：以 1%葡萄糖为碳源、1%蛋白

胨为氮源，研究不同起始 pH 值对蜡样芽孢杆菌

R75E 产酶的影响。结果如表 4 所示，随着起始 pH

值的升高，所得粗酶液的活力值呈现先缓增后骤减

的趋势，其中起始 pH 值 7.0 时活力值最高，且高

于 8.0 的起始 pH 值不适于蜡样芽孢杆菌 R75E 的

发酵。 

2.1.4  发酵培养基的正交试验：采用 L9(3
4)正交试

验研究发酵培养基对蜡样芽孢杆菌 R75E 菌株产胶

原酶的影响，具体试验设计及结果见表 5，方差分

析见表 6。 

由表 5 可知，各因素影响 R75E 菌株发酵产酶

的主次顺序为：A>C>B，即由大到小依次为碳源含

量、起始 pH 值、氮源含量。由表 6 可知，因素 A

和 C 的各水平间存在显著差异(P<0.05)，说明因素

A和因素B值对蜡样芽孢杆菌R75E产酶影响较大，

因此只能选择在正交试验中有最大 K 值的水平。因

素 B 没有显著差异，说明氮源含量在正交设计的

3 水平内对产酶无显著影响。因此，最后确定蜡样 
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表 4  不同起始 pH 对酶活的影响 
Table 4  Effects of various original pH on collagenase 

production from Bacillus cereus R75E 

起始 pH 

Original pH 

酶活 

Enzyme activity (×10−3 U/mL) 

6.0 7.50±0.08 

6.5 11.33±0.11 

7.0 15.38±0.12 

7.5 14.93±0.13 

8.0 12.21±0.08 

8.5 1.70±0.03 

 
芽孢杆菌 R75E 菌株产胶原酶的最佳发酵培养基组

成为 A2B1C2，即葡萄糖 10 g/L、蛋白胨 5 g/L、起

始 pH 值为 7.0，按该条件重复发酵后所得粗酶液的

活力值提高至 22.38×10−3 U/mL，优化效果显著。 

综上所述，蜡样芽孢杆菌 R75E 产酶的最佳条

件包括：发酵温度为 41 °C、发酵接种量为 6%与

发酵时间 36 h 构成的发酵条件，以及碳源为葡

萄糖(10 g/L)、氮源为蛋白胨(5 g/L)且起始 pH 值为

7. 0 的发酵培养基。 

2.2  胶原酶分离纯化 

2.2.1  硫酸铵分级沉淀：按照 1.2.7 所述方法，对

最佳产酶条件下获得的粗酶液进行硫酸铵分级沉

淀，获得了在 0−20%、20%−40%、40%−60%、

60%−80%、80%−100%共 5 个盐饱和度区间对应的

蛋白沉淀组分。对上述沉淀复溶后进行胶原酶谱检

测及 SDS-PAGE 电泳检测。其中，胶原酶谱检测结

果如图 2A所示，在 40%−60%的硫酸铵沉淀组分中，

可以在 110 kD 处观察到最明显的负染条带，表明在

该盐饱和度区间绝大多数目标胶原酶可被沉淀下

来；其对应的 SDS-PAGE 电泳检测结果如图 2B 所

示，在相应的 110 kD 的位置能明显观察到目标胶原

酶条带。综上所述，硫酸铵分级沉淀可以显著浓

缩目标胶原酶蛋白，为下游的分离纯化奠定了良

好的开端。 

2.2.2  Butyl FF 疏水层析：HiTrapTM Butyl FF 疏水

层析柱洗脱曲线如图 3A 显示，电导率值降低过程

中分别在其降到 100 mS/cm 及 40 mS/cm 时先后出

现了洗脱峰 a 及洗脱峰 b。将洗脱峰 a 和洗脱峰 b

相应的洗脱液进行 SDS-PAGE 电泳检测，结果如图

3B 显示，在泳道 3−5 中出现 110 kD 的目标胶原酶，

表明目标胶原酶蛋白在峰 b 对应的洗脱液中，而洗

脱峰 a 中对应大量的杂蛋白。综上，通过疏水层析 

 

表 5  L9(3
4)优化 R75E 菌株产胶原酶发酵培养基组成的试验结果 

Table 5  L9(3
4) orthogonal test of medium composition for collagenase production from Bacillus cereus R75E 

试验号 

Number 

A 葡萄糖 

A Glucose (g/L) 

B 蛋白胨 

B Peptone (g/L) 

C 起始 pH 

C Original pH 

D 空列 

D Vacant column 

酶活力 

Enzyme activity (×10−3 U/mL)

1 1(5) 1(5) 1(6.5) 1 12.5 

2 1 2(10) 2(7.0) 2 13.8 

3 1 3(15) 3(7.5) 3 10.3 

4 2(10) 1 2 3 22.5 

5 2 2 3 1 16.0 

6 2 3 1 2 19.3 

7 3(15) 1 3 2 14.7 

8 3 2 1 3 17.3 

9 3 3 2 1 19.6 

K1 12.20 16.57 16.37 16.03  

K2 19.27 15.70 18.63 15.93 

K3 17.20 16.40 13.67 16.70 
T=194.67 

R 7.07 0.87 4.96 0.77  
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表 6  方差分析结果 
Table 6  Variance analysis results 

变异源 

Source of variation (SV) 

平方和 

Sum of squares (SS) 

自由度 

df 

均方 

Mean square (MS) 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

A 79.208 9 2 39.604 44 76.000 00 0.012 99 

B 1.268 9 2 0.634 44 1.217 48 0.450 96 

C 37.095 6 2 18.547 78 35.592 75 0.027 33 

D 1.042 2 2 0.521 11   

误差 Error 1.042 2 2 0.521 11   

总和 Sum 118.615 6     

 
将大量的杂蛋白与目标胶原酶分开，对后续的纯化

非常有利。进一步将含有目标胶原酶的洗脱液合并

进行超滤浓缩，检测结果如图 3C 所示：超滤后胶

原酶蛋白的浓度显著提高，且杂蛋白的分子量都分

布在 70 kD 以下，目标蛋白与杂蛋白分子量差异 

 

 
 

图 2  硫酸铵分级沉淀的胶原酶谱以及 SDS-PAGE 电泳

检测结果 
Figure 2  Zymography and SDS-PAGE analysis of the 
purified collagenase protein by ammonium sulfate 
precipitation 
注：A：胶原酶谱法检测硫酸铵分级沉淀所得蛋白；B：

SDS-PAGE 电泳检测 40%−60%饱和度硫酸铵沉淀后所得蛋白. 

M：标准蛋白 Marker；1−5：均为硫酸铵分级沉淀所得蛋白，

其硫酸铵浓度分别为 0−20%，20%−40%，40%−60%，60%−80%，
80%−100%. 
Note: A: Zymography analysis of samples by ammonium sulfate 
precipitation; B: SDS-PAGE analysis of 40%−60% ammonium 
sulfate precipitated protein. M: Marker; 1−5: Precipitated proteins 
by ammonium sulfate, the concentration of ammonium sulfate is 
0−20%, 20%−40%, 40%−60%, 60%−80%, 80%−100%, 
respectively. 

显著。 

2.2.3  SuperdexTM 200 凝胶过滤层析：基于疏水层

析所得产物中目标胶原酶与杂蛋白的分子量差异

较大，因此进一步利用 SuperderxTM 200 分子筛进行

分离。如图 4A 所示，分子筛分离的全过程中共出

现8个蛋白峰(a−h)。利用SDS-PAGE电泳逐峰检测，

其主要结果如图 4B 所示，可知目标胶原酶主要分

布于蛋白峰 d 中。此外，目标胶原酶所在的泳道中

无明显可见的杂蛋白。进一步将蛋白峰 d 对应的收

集液进行超滤浓缩并用SDS-PAGE电泳检测其浓缩

产物，结果如图 4C 所示，利用 Quantity One-4.6.2 

(Basic)软件对中胶原酶蛋白所在泳道进行灰度分

析，结果表明胶原酶蛋白的纯度为 91.3%，即目标

胶原蛋白酶被成功分离纯化。 

结合上述结果，对每一步纯化所得的产物进

行活力测定，结果如表 7 所示：数据表明经过一

系列分离纯化的步骤，最终获得了纯度高于 90%

的胶原酶，其比活力达到 8.289 U/mg，纯化倍数

达到 18.4 倍。 

3  讨论 

近年来，在高纯度生物酶的分离纯化工艺中，

层析是一项最关键的技术，与其它分离技术相比，

它具有分离效率高、适用性广、过程易于放大和易

于自动化等特点，因而得到了广泛的应用[15]。但迄

今为止，层析技术应用于微生物胶原酶纯化的报道

及产品甚少，主要原因是野生型微生物的胶原酶产 
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图 3  疏水层析洗脱曲线及洗脱蛋白的 SDS-PAGE 电泳图 
Figure 3  Elution curve of butyl FF hydrophobic 
chromatography and SDS-PAGE detection of eluted 
proteins 
注：A：疏水层析洗脱峰图；B：疏水层析洗脱蛋白的 SDS-PAGE

电泳图；C：疏水层析所得蛋白超滤前后的 SDS-PAGE 电泳图. 

M：标准蛋白 Marker；1−2：洗脱峰 a 对应的洗脱液；3−5：洗

脱峰 b 对应的洗脱液；6：超滤前的洗脱液；7：超滤后的洗脱液. 

Note: A: Elution profile of butyl FF hydrophobic chromatography; 
B: SDS-PAGE analysis of elutions by butyl FF hydrophobic 
chromatography; C: Comparison of eluted protein before and after 
ultrafiltration by SDS-PAGE. M: Marker; 1−2: Eluted proteins 
correlated to peak a; 3−5: Eluted proteins correlated to peak b; 6: 
Combined 3−5 eluted proteins before ultrafiltration; 7: The 
concentrated protein after ultrafiltration. 

 
 
图 4  分子筛层析监测曲线及 SDS-PAGE 电泳图 
Figure 4  Curve of protein by SuperdexTM 200 gel 

filtration and SDS-PAGE detection of eluted proteins 

注：A：凝胶过滤层析蛋白检测峰图；B：蛋白 SDS-PAGE 电

泳图；C：目标胶原酶超滤浓缩后的 SDS-PAGE 电泳图. M：标

准蛋白 Marker；1：过柱前的蛋白样品；2−4：峰 c 对应的收集

液；5−7：峰 d 对应的收集液；8：超滤浓缩后的目标胶原酶

样品. 

Note: A: Elution curve of protein by SuperdexTM 200 gel filtration; 
B: SDS-PAGE analysis of protein from both of curve c and curve d; 
C: SDS-PAGE analysis of concentrated collagenase from curve d. 
M: Marker; 1: The sample before SuperdexTM 200 gel filtration; 
2−4: Protein correlated to curve c; 5−7: Proteins correlated to peak 
d; 8: Concentrated collagenase by ultrafiltration from curve d. 

 

表 7  蜡样芽孢杆菌胶原酶分离纯化 
Table 7  Purification of collagenase by Bacillus cereus R75E  

纯化步骤 

Purification step 

体积 

Volume (mL) 

总蛋白 

Protein (mg)

比活力 

Specific activity (U/mg)

总活力 

Proteolytic activity (U) 

纯化倍数 

Fold 

回收率 

Recovery (%)
粗酶液 

Crude enzyme 
667 33.10 0.451 14.93 1.0 100 

40%−60%硫酸铵沉淀 

40%−60% ammonium sulfate 
precipitation 

10  6.56 0.631 4.14 1.4 27.7 

疏水层析 

Butyl FF hydrophobic 
chromatography 

3  0.67 2.164 1.45 4.8 9.7 

超滤浓缩 

Ultrafiltration 
1  0.35 3.065 1.07 6.8 7.2 

凝胶过滤层析 

SuperdexTM 200 gel filtration 
5  0.03 6.671 0.21 14.8 1.4 

超滤浓缩 

Ultrafiltration 
1.5  0.02 8.289 0.17 18.4 1.1 
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量较低，且所得发酵液成分复杂。本研究在胶原酶

产生菌蜡样芽孢杆菌 R75E 最佳产酶条件下，利用

硫酸铵分级沉淀及两步柱层析法实现了胶原酶的

分离纯化，最终得到纯度为 91.3%的胶原酶。在该

酶的分离纯化过程中，根据胶原酶的理化性质、分

子量及酶活特性[16]，选择合适的酶活检测方法(胶

原酶谱)和符合理化性质的层析柱，将极大地提高酶

纯化的效率。在 Nagano 等[17] 2000 年建立的枯草芽

孢杆菌 FS-2 (Bacillus subtilis FS-2)胶原酶的纯化方

法中，采用了四步柱层析：DEAE Sepharose-CL6B、

CM-cellulose 、 Butyl-Toyopearl 650M 、

Sephadex-G75。与之相比，本研究所涉及的纯化方

法有以下优势： 

(1) 通过目标胶原酶的结构预测确定层析步骤

的顺序。在层析方法的选择上，本研究除了参考胶

原酶的理化性质外，更结合了胶原酶的结构预测结

果。首先由 ProtParam 在线分析平台预测胶原酶理

化性质，结果显示其等电点 pI 为 5.30，总平均疏水

指数(GRAVY)为−0.692，表明该蛋白为稳定的亲水

性蛋白。由以上理化性质可初步判断柱层析的第一

步应为疏水层析或用阴离子交换层析。但 Phyre2 在

线分析平台预测目标胶原酶与胶原酶 Col G 结构相

似(相似性 69%)[8]，均为以一个 Zn2+为活性中心的

金属蛋白酶[8,18-19]。因此为了最大程度保留胶原酶

的活力，防止活性中心的金属离子的丧失，柱层析

的第 1 步应选用疏水层析，而不是阴离子交换层析。 

(2) 提高层析效率，减少柱层析步骤。根据疏

水层析洗脱液的电泳结果，由于目标胶原酶与杂蛋

白之间分子量差距在 40 kD 以上，所以选择凝胶过

滤层析。凝胶过滤层析所需的设备简单、操作方便、

分离迅速且不影响分子的生物学活性[20]。通过两步

柱层析成功实现了目标胶原酶的分离。由于柱层析

相应配套的层析设备和装置复杂而又昂贵[15]，所以

与 Nagano 等[17]的四步柱层析纯化胶原酶的方法相

比，本研究的纯化方法既更多地保留了胶原酶活

力，又大大降低了纯化的成本。 

从胶原酶的比活力角度而言，本研究中纯化得

到的胶原酶比活力为 8.289 U/mg，与现在市场上商

品化梭状芽胞杆菌所产Ⅰ型胶原酶标准品(Sigma

公司，货号：c0130)的 0.417 U/mg 的比活力值相比，

高近 19.9 倍。 

目前，我国在微生物胶原酶的应用还处于刚起

步阶段，由于高纯度胶原酶的提取工艺复杂、生产

成本高，国内市场依赖大量高价进口胶原酶产品，

限制了微生物胶原酶的应用。因此，基于微生物胶

原酶的最佳产酶条件建立分离纯化手段具有广泛

的工业应用前景。 
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科技信息摘录 

研究发现肠道菌群影响肥胖机制 

一项新研究显示，面对高脂饮食时，肠道菌群会产生乙酸，从而影响肥胖、胰岛素抵抗和代谢综合征。

这项在啮齿动物中进行的研究显示，乙酸短链脂肪酸有着激活副交感神经系统的能力。无论是乙酸生成增

加，还是接下来的副交感神经系统激活，都可能为肥胖治疗提供新途径。 

过往研究显示，肠道菌群的变化与肥胖、胰岛素抵抗和代谢综合征有关，但肠道菌群是如何导致这些

症状的却一直不清楚。 

美国耶鲁大学医学院 Gerald Shulman 研究团队显示，与喂食了正常饮食的啮齿类动物相比，被喂食了

高脂饮食的啮齿类动物会产生更多的乙酸。研究显示，乙酸生成的增加是肠道菌群导致的，并且它们会激

活副交感神经系统增加饥饿激素，并且增加由葡萄糖刺激的胰岛素分泌。在这篇近日发表于《自然》的研

究中，研究人员发现，这会形成一个正反馈循环，导致食欲增强、食物摄入增加、体重增加、脂肪肝疾病

以及胰岛素抵抗。 

在同期发表的新闻观点文章中，瑞士日内瓦大学 Mirko Trajkovski 和 Claes Wollheim 写道：“这项研究

突出了之前不为人知的肠道菌群通过向大脑发送信号，促进胰岛素分泌的作用。”此外，研究显示这些微生

物会影响食欲，给研究肠道菌群如何引发肥胖提供了一个线索。 

 
——摘自《科学网》2016-06-21 

http://paper.sciencenet.cn/htmlpaper/201662122554289439780.shtm 
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