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植物皂素提取液对枯草芽孢杆菌发酵表达

蛋白酶与果胶酶的影响

陈钰泉，刘玉婷，仇　敏，邱　杰，谢文佩，吴东美，谭　强
（广西中医大学药学院，广西南宁５３０００１）

　　摘要：通过在植物皂素液中添加不同浓度植物（川芎、旱莲草、香附、白芷、当归、黄芪）提取混合液及葡萄糖，测定
植物皂素发酵液中枯草芽孢杆菌共表达蛋白酶、果胶酶活性。直接发酵时，发酵液中蛋白酶、果胶酶活性分别在发酵

３２、２４ｈ时达到最大值，分别为３９８４、２２７Ｕ／ｍｌ；添加５％混合植物提取液后，发酵液中蛋白酶活性下降了３７．５５％，果
胶酶活性提高了３．８３倍；当皂素提取液中的植物提取液添加量提高至１０％后，发酵液中蛋白酶活性最大值下降了
６６．５９％；果胶酶活性最大值提高了４．９４倍。当以添加５％葡萄糖的皂素提取液作为发酵基质进行发酵时，发酵液中
蛋白酶、果胶酶活性分别在发酵４０、８ｈ时达到最大值，分别为２４５１、１３９０Ｕ／ｍＬ；当在添加５％葡萄糖的皂素提取液
中添加５％混合植物提取液后，发酵液中蛋白酶活性最大值降低 ６１．３２％，果胶酶活性最大值提高５．５４％；当在添加
５％葡萄糖的皂素提取液中添加１０％混合植物提取液后，发酵液中蛋白酶活性最大值降低３３．３７％，果胶酶活性最大
值提高３０．６５％。当直接在皂素提取液中添加植物提取液而不添加葡萄糖时，植物提取液添加量的提高对果胶酶活
性有促进作用，对蛋白酶活性有抑制作用；当在皂素提取液中添加５％葡萄糖时，植物提取液添加量的提高同样利于
果胶酶活性的提高。
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　　植物来源的皂苷包括三萜皂苷和甾体皂苷，因其水溶液
振摇后可产生持久性似肥皂溶液的泡沫而得名［１］。在自然

界中，三萜皂苷主要分布于无患子科、豆科、茶科、菊科、五加

科、桔梗科、远志科、伞形科、葫芦科等植物中；而甾体皂苷主

要分布在百合科、薯蓣科、玄参科、姜科、豆科等植物中。无患

子、茶饼和艾草中都含有丰富的三萜皂苷［１－４］，这类皂苷属于

一种优良的非离子表面活性剂，具有较好的去污洗涤能力及

体外抗菌杀虫、抗氧化活性，易于生物降解，在临床上主要被

应用于各类杀虫止痒以及出血症、内科、妇科等疾病的治疗。

川芎为伞形科植物川芎（ＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍｃｈｕａｎｘｉｏｎｇＨｏｒｔ）的
干燥根茎，始载于《神农本草经》，其性温，味辛、微苦，具有活

血行气、祛风止痛的功效［５］，临床上常被用于治疗胸痹心痛、

胸胁刺痛、跌扑肿痛、月经不调、头痛、风湿痹痛等疾病［６］。

旱莲草（Ｈｅｒｂａｅｃｌｉｐｔａｅ），别称墨旱莲［７］，为菊科鳢肠的干燥地

上部分，具有促使毛发生长、降低血脂、止血、免疫调节等药理

作用［８］。香附为莎草科植物莎草（ＣｙｐｅｒｕｓｒｏｔｕｎｄｕｓＬ．）的干

燥根茎，具有疏肝解郁、理气宽中、调经止痛的功效，临床上常

被用于治疗肝郁气滞、胸胁胀痛、疝气疼痛、乳房胀痛、月经不

调等疾病［９］。白芷（Ａｎｇｅｌｉｃａｄａｈｕｒｉｃａ）［１０］，为伞形科植物，具
有发散风寒、通窍止痛、燥湿止带、消肿排脓等功效［１１］。当归

为伞形科植物当归［ＡｎｇｅｌｉａＳｉｎｅｎｓｉｓ（Ｏｌｉｖ．）Ｄｉｅｌｓ］的干燥根，
具有补血活血、调经止痛、润肠通便的功效［１２］，主要被用于月

经不调、血虚头痛、肠燥便难、崩漏、跌扑损伤等疾病的治

疗［１３］。黄芪为豆科植物蒙古黄芪［Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ
（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．ｖａｒ．ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ．）Ｈｓｉａｏ］或膜荚黄芪
［Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａ－ｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．］的干燥根，归脾肺
二经，具有补中益气、健脾益肺、托毒生肌的功效［１４－１５］。

本试验通过在植物皂素液中添加川芎、旱莲草、香附、白

芷、当归、黄芪等多种植物提取液，考查多种植物提取液对枯

草芽孢杆菌发酵皂素提取液共表达蛋白酶、果胶酶活性的影

响，以期为工业化发酵皂素提取液制备洗涤剂提供依据。

１　材料

１．１　试剂与仪器
福林酚、三氯乙酸、酪蛋白、果胶、牛血清白蛋白、蛋白胨、

牛肉膏、琼脂粉、一水硫酸锰购于天津市大茂化学试剂厂。

ＴＤＺＳ－ＷＳ型离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公
司）；ＨＨ－４型数显恒温水浴锅（国华电器有限公司）；７５９Ｓ
型紫外分光光度计（上海仪电分析仪器有限公司）；Ｇ４８６６１Ｆ
型移液枪（德国艾本德股份公司）；ＢＳＡ２２４Ｓ型分析天平［赛
多利斯科学仪器（北京）有限公司］；ＹＸＱ－ＬＳ－５０ＳＩＩ立式蒸
汽压力灭菌柜（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）。
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１．２　试验菌株
枯草芽孢杆菌 ＣＩＣＣ２３０８３购于商城北纳创联生物科技

有限公司。

２　方法

２．１　多种植物提取液的制备
川芎提取液的提取方法参照文献［１６］，旱莲草提取液的

提取方法参照文献［１７］，香附提取液的提取方法参照文献
［１８］，白芷提取液的提取方法参照文献［１９］，当归提取液的
提取方法参照文献［２０］，黄芪提取液的提取方法参照文献
［２１］，将各提取液浓缩至１ｇ／ｍＬ，４℃保存备用。
２．２　发酵基质的准备

按照质量比分别为 ９０％、５％、５％称取适量无患子、艾
草、茶籽粕，在６０℃条件下以１ｇ∶１８ｍＬ的固液比在 ｐＨ值
为９的水溶液中提取３ｈ。经２８１０ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液，将川芎、旱莲草、白芷、黄芪、香附、当归提取液等体积混

合后，在皂素提取液的上清液中分别添加５％、１０％该混合植
物提取液作为发酵基质，以不添加混合植物提取液的皂素提

取液为直接发酵基质。

２．３　酶液的制备
向发酵基质中接种５％枯草芽孢杆菌菌液进行发酵，每

８ｈ取发酵液在４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液，为粗酶液。
２．４　蛋白酶活性测定

在１ｍＬ酪蛋白（１％）底物中加入 １ｍＬ粗酶液，在
４０℃、ｐＨ值为７的条件下反应１０ｍｉｎ后加入２ｍＬ三氯乙酸
（０．４ｍｏｌ／Ｌ）终止反应，用紫外分光光度计在６８０ｎｍ处测定
溶液的吸光度。以１ｍｉｎ水解酪蛋白产生１μｇ酪氨酸需要的
酶量为１个活性单位［２２］。

２．５　果胶酶活性测定
在２５ｍＬ比色管中加入１ｍＬ果胶溶液（１％），５０℃预热

１０ｍｉｎ，加入２ｍＬｐＨ值为５的缓冲溶液和１ｍＬ粗酶液，在
５０℃条件下反应３０ｍｉｎ，迅速加入４ｍＬ３，５－二硝基水杨酸
（ＤＮＳ）试剂，在１００℃ 条件下水浴５ｍｉｎ，取出后迅速用流水
冷却以终止显色反应，在 ５４０ｎｍ处测定溶液吸光度。以
１ｍＬ酶液在５０℃、ｐＨ值为５．０的条件下，１ｍｉｎ分解果胶产
生１μｇＤ－半乳糖醛酸需要的酶量为１个酶活性单位［２３］。

２．６　洗涤效果测定
以２５％黄油、２５％猪油、５０％花生油配比，另加５％甘油

酯配制人工污垢，称量涂抹人工污垢前后的干净培养皿底座

的质量，用发酵液洗涤涂抹有人工污垢的培养皿底座后称质

量，以评价发酵液的洗涤性能［２４］。洗涤性能计算公式：

Ｙ＝（ｍ１－ｍ２）／（ｍ１－ｍ０）×１００％。
式中：Ｙ表示洗涤性能；ｍ０表示涂抹人工污垢前培养皿底座
的质量；ｍ１表示涂抹人工污垢后培养皿底座的质量；ｍ２表示
用发酵液洗涤涂抹有人工污垢的培养皿底座后干净培养皿底

座的质量。

３　结果与分析

３．１　枯草芽孢杆菌发酵皂素提取液共表达蛋白酶和果胶酶
活性

从图１－Ａ可以看出，以皂素提取液为发酵基质，接种枯

草芽孢杆菌发酵２４ｈ时，发酵液达到最大生物量，并在发酵
２４～４８ｈ内维持相对稳定的生物量，表明植物皂素提取液富
含可以满足枯草芽孢杆菌生长的营养物质。在发酵过程中，

果胶酶活性随时间的变化趋势与生物量相似。在发酵２４ｈ
时，发酵液中果胶酶活性达到最大值，为２２７Ｕ／ｍＬ，此后果胶
酶活性开始下降，并在发酵３２～４８ｈ内保持稳定水平。然
而，蛋白酶活性随时间的变化趋势与果胶酶不一样。蛋白酶

活性在最初发酵的１６ｈ内较小，在发酵１６～３２ｈ范围内迅速
增大，且在发酵３２ｈ时达到最大值，为３９８４Ｕ／ｍＬ。此后，蛋
白酶 活 性 开 始 下 降，发 酵 ４０ｈ时，蛋 白 酶 活 性 为
３０６９Ｕ／ｍＬ。因此，蛋白酶活性的峰值滞后于生物量及果胶
酶活性。

在皂素提取液中添加５％混合植物提取液，接种枯草芽
孢杆菌进行发酵，考察５％混合植物提取液对枯草芽孢杆菌
发酵不添加葡萄糖的皂素液共表达蛋白酶、果胶酶活性的影

响，结果见图１－Ｂ。
从图１－Ｂ可以看出，在发酵０～３２ｈ内，发酵液的生物

量随着时间的延长而增大，发酵３２ｈ后，生物量开始逐渐降
低。蛋白酶、果胶酶活性随着生物量的增长而增大。蛋白酶、

果胶酶活性分别在发酵 ４０、３２ｈ时达到最大值，分别为
２４８８、１０９７Ｕ／ｍＬ。蛋白酶活性的最大值比果胶酶延迟８ｈ。
与直接发酵相比，添加５％混合植物提取液后，发酵液中蛋白
酶活性的最大值下降了３７．５５％，果胶酶活性的最大值提高
了３．８３倍。

在皂素提取液中添加１０％混合植物提取液，接种枯草芽
孢杆菌进行发酵，考察１０％混合植物提取液对枯草芽孢杆菌
发酵不添加葡萄糖的皂素液共表达蛋白酶、果胶酶活性的影

响，结果见图１－Ｃ。
由图１－Ｃ可知，在发酵０～３２ｈ内，皂素发酵液的生物

量随着时间的延长而增大；在发酵时间为３２～４８ｈ时，皂素
发酵液的生物量略有下降。蛋白酶、果胶酶活性最初随着生

物量的增大而提高，并在发酵 ２４ｈ后达到最大值，分别为
１３３１、１３４８Ｕ／ｍＬ。与直接发酵相比，当皂素提取液中的植
物提取液提高至１０％后，发酵液中蛋白酶活性达到最大值的
时间缩短了８ｈ，最大值下降了６６．５９％；果胶酶活性最大值
提高了４．９４倍。
３．２　枯草芽孢杆菌发酵添加５％葡萄糖的皂素提取液共表
达蛋白酶、果胶酶活性

从图２－Ｂ可以看出，在皂素提取液中添加５％葡萄糖
后，枯草芽孢杆菌生物量在发酵４８ｈ后达到最大值。与不添
加葡萄糖直接以皂素提取液进行发酵（图２－Ａ）相比，添加
５％葡萄糖后，发酵液中枯草芽孢杆菌的生物量峰值明显推迟
了。发酵液中蛋白酶活性随时间的变化趋势与直接发酵皂素

提取液类似。在发酵前１６ｈ中，蛋白酶活性处于较低的水
平，此后不断增加，并在发酵 ４０ｈ时达到最大值，为
２４５１Ｕ／ｍＬ，比直接发酵降低了３８．４８％。表明在皂素提取
液中添加５％葡萄糖可为枯草芽孢杆菌提供足够的能量物质
来维持较长时间的繁殖。然而，果胶酶活性随时间的变化趋

势与直接发酵皂素提取液不同。在添加５％葡萄糖后，果胶
酶活性的最大值为１３９０Ｕ／ｍＬ，比直接发酵皂素提取液高
５．１２倍。表明葡萄糖对果胶酶活性有较大的影响，这种可消
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化的碳水化合物可作为枯草芽孢杆菌新陈代谢的主要能量来

源，优先为枯草芽孢杆菌表达与分泌果胶酶提供能量和物质，

最终导致蛋白酶的表达相对缺乏。

　　在添加５％葡萄糖的皂素提取液中添加５％混合植物提
取液后，接种枯草芽孢杆菌进行发酵，结果如图２－Ｃ所示。

由图２－Ｃ可知，在发酵０～３２ｈ内，皂素发酵液的生物
量随着时间的延长而增大，并在发酵３２ｈ时达到最大值。蛋
白酶、果胶酶活性随着生物量的增大而提高，并在发酵３２ｈ
时达到最大值，分别为９４８、１４６７Ｕ／ｍＬ。表明与以添加５％
葡萄糖的皂素提取液作为发酵基质相比，进一步添加５％混
合植物提取液后，发酵液中果胶酶活性的最大值提高

５．５４％，蛋白酶活性的最大值降低６１．３２％。
在添加５％葡萄糖的皂素提取液中添加１０％混合植物提

取液后，接种枯草芽孢杆菌进行发酵，结果如图２－Ｄ所示。
由图２－Ｄ可知，在发酵０～３２ｈ内，皂素发酵液的生物

量随着时间的延长而增大；在发酵时间为３２～４８ｈ时，皂素
发酵液的生物量略有下降。果胶酶、蛋白酶活性在一定范围

内随着生物量的增大而提高，并在发酵１６ｈ时，果胶酶活性

达到最大值，为１８１６Ｕ／ｍＬ；发酵３２ｈ时，蛋白酶活性达到最
大值，为１６３３Ｕ／ｍＬ。结果表明，与以添加５％葡萄糖的皂素
提取液作为发酵基质相比，进一步添加１０％混合植物提取液
后，发酵液中蛋白酶活性最大值降低３３．３７％，果胶酶活性最
大值提高３０．６５％。
３．３　洗涤效果

由图３可知，直接以皂素提取液为发酵基质，用枯草芽孢
杆菌进行发酵１６ｈ后，皂素发酵液的洗涤效果没有明显增
加，这可能与果胶酶活性较低（≤１７０Ｕ／ｍＬ）和蛋白酶活性很
低有关。然而，在发酵２４ｈ时，发酵液中蛋白酶活性急剧增
大，达到３４４６Ｕ／ｍＬ，果胶酶活性达到最大值（２２７Ｕ／ｍＬ），此
时，皂素发酵液的洗涤效果得到明显提高。与发酵前皂素提

取液的洗涤效果相比，经枯草芽孢杆菌发酵３２ｈ后的皂素提
取液洗涤效果提升了８．１８百分点，此时，蛋白酶活性达到最
大值，为３９８４Ｕ／ｍＬ，同时果胶酶表现出相对较高的活性。
　　在皂素提取液中添加５％葡萄糖后，以枯草芽孢杆菌进
行发酵，结合图３与图２－Ｂ可以看出，发酵８ｈ后发酵液中
果胶酶活性达到最大值（１３９０Ｕ／ｍＬ），发酵液中的蛋白酶活
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性在发酵２４ｈ后也明显增大（１００４Ｕ／ｍＬ）。然而，当发酵至
３２ｈ时，果胶酶活性开始明显减小（１１４６Ｕ／ｍＬ），同时洗涤
效果也开始明显下降。从这些结果可以推论出，提高蛋白酶、

果胶酶活性可以在一定程度上提高皂素提取液的洗涤效果。

同时提示，将蛋白酶和果胶酶应用于纯植物皂素洗涤剂中可

以避免化学洗涤剂带来的环境污染问题。

从图３可以看出，无论是直接以皂素提取液为发酵基质，
还是以添加５％葡萄糖的皂素提取液作为发酵培养液，经枯
草芽孢杆菌发酵后，发酵液中的皂素浓度都没有明显变化。

表明枯草芽孢杆菌和发酵条件对皂素提取液中的皂素浓度没

有明显影响。

４　结论

多种植物皂素提取液中富含果胶，这些果胶与溶液中的

蛋白类物质结合后容易发生絮凝沉淀，从而导致皂素提取液

性能极不稳定。因此，本研究以共表达蛋白酶和果胶酶的枯

草芽孢杆菌ＣＩＣＣ２３０８３为发酵菌株，对多种植物皂素提取液
进行发酵，考察川芎、旱莲草、香附、白芷、当归、黄芪等多种植

物提取液对枯草芽孢杆菌发酵产酶的影响。结果表明，当直

接在皂素提取液中添加植物提取液而不添加葡萄糖时，植物

提取液添加量的提高对蛋白酶活性有抑制作用，对果胶酶活

性有促进作用，这可能表明，蛋白酶作为枯草芽孢杆菌的内源

性酶，当培养液中富含足够供枯草芽孢杆菌生长繁殖的营养

物质时，枯草芽孢杆菌优先利用这些营养物质合成自身生长

繁殖需要的菌体蛋白，导致枯草芽孢杆菌优先分泌果胶酶，而

不是内源性蛋白酶；当在皂素提取液中添加５％葡萄糖时，植
物提取液添加量的提高不利于蛋白酶活性的提高，同时利于

果胶酶活性的提高。

本研究明确了枯草芽孢杆菌对添加不同量混合植物提取

液的皂素提取液发酵效果，为以混合植物为原料的生物发酵

技术和纯中药发酵产品开发奠定了理论基础。
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