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超高压对枯草杆菌胞外蛋白酶的影响
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2.安徽大学生命科学学院,安徽合肥 230039)

  摘要:以枯草杆菌为研究对象,采用Box-Behnken响应曲面设计,研究了超高压处理对枯

草杆菌胞外蛋白酶的影响以及菌体致死与胞外酶的关系。结果表明,超高压能显著抑制枯草

杆菌胞外蛋白酶的活性,处理过程中压力和温度是酶失活的主要因素,并且两者之间存在交互

作用,超高压处理时温度协同有效。利用DesignExpert软件建立了胞外蛋白酶超高压钝化

模型,决定系数R2=0.9747,调整决定系数R2,adj=0.9421。方差分析表明,模型显著,可应用

于钝化效果分析与预测。实验结果还表明,超高压处理后枯草杆菌的致死率与胞外蛋白酶活

的变化相关性达到极显著水平(R=0.9330),胞外酶可作为超高压处理对微生物影响的一个

评价指标。
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1 引 言

  高压生物科学是近年来新兴的边缘学科[1-2],超高压作为独立的热力学因素,同热处理一样,可造成

微生物的损伤或致死,以及引起生物大分子的变性、蛋白酶类失活等。利用这一原理,超高压被普遍用

于杀菌、消毒、酶类钝化、疫苗生产,以及蛋白质折叠等生物学多个领域的研究,高压生物科学与技术具

有广阔的发展前景[3-5]。

枯草杆菌是革兰氏阳性细菌,广泛分布于土壤、空气、水、草类及腐败物中,与人类关系密切。由于

可产生芽孢,枯草杆菌对周围环境有较强的适应能力和耐受能力,能抗拒热、辐射、静水压、渗透和化学

药物等不利因素,这给食品安全和消毒工作带来了隐患。为拓宽微生物的杀灭手段,近年来,科学工作

者采用了超高压处理办法,取得了一批成果[8-12],但在超高压对微生物影响机理方面的研究薄弱。本工

作以枯草杆菌为对象,研究在超高压条件下胞外蛋白酶活的变化以及菌体存活情况,旨在为从生化和代

谢方面探索压力对微生物作用机理提供实验依据。

2 材料与方法

2.1 实验菌种

  枯草杆菌[CMCC(B)63530],由安徽进出口检验检疫局生物技术中心提供。营养琼脂(粉剂,北京

陆桥技术有限公司;其组分为:蛋白胨10g,牛肉膏3g,氯化钠5g,琼脂15g),37℃培养至对数期,将菌

体洗脱至无菌生理盐水中,实验时菌液浓度为1.5×108cfu·mL-1。
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2.2 实验设计

  实验采用响应曲面法的Box-Behnken设计[7],实验因素水平及编码见表1,以超高压处理后枯草杆

菌胞外蛋白酶的活性(U)为响应值,假设由最小二乘法拟合的二次多项式方程为

Y=B0+B1x1+B2x2+B3x3+B11x21+B22x22+B33x23+B12x1x2+B13x1x3+B23x2x3 (1)
式中:Y 代表枯草杆菌胞外蛋白酶的活性;B0 为常数项,B1、B2、B3 分别为线性系数,B12、B13、B23为交互

项系数,B11、B22、B33为二次项系数。

表1 实验因素水平及编码代码

Table1 Codesandlevelsoffactorschosenforthetrials

Parameter Coded(1) Actual
Level

-1 0 +1

Pressure/(MPa) x1 X1 100 300 500

Temperature/(℃) x2 X2 20 40 60

Pressureholdingtime/(min) x3 X3 10 15 20

   Note:(1)x1=(X1-300)/200;x2=(X2-40)/20;x3=(X3-15)/5.

2.3 压力处理

  超高压设备由本研究中心自行设计研制,容量1L,压力范围为0~600MPa,工作温度0~60℃,传
压介质为蓖麻油。

2.4 蛋白酶活性测定

  将压力处理过的菌体5000r/min冷冻离心,取上清液作为粗酶,酶活测定采用福林-酚法,定义

1mL酶液A660nm变化0.01为一个单位(U)。

2.5 微生物计数

  按《食品微生物检验国家标准》(GB4789-2003),采用菌落计数琼脂片(美国 MMM 公司生产),

37℃培养48h,进行菌数计数。

2.6 数据处理工具

  DesignExpert(Version6.0.11)和SPSS12.0。

3 结果与分析

3.1 超高压对枯草杆菌胞外蛋白酶影响的响应曲面分析

3.1.1 回归方程的建立

  根据Box-Behnken响应曲面设计要求,本实验开展了17组枯草杆菌超高压处理实验,枯草杆菌胞

外蛋白酶活性的测定值和预测值见表2,利用DesignExpert进行回归分析,得到多元二次回归方程(模
型),见方程2。

Y=51.43-28.82x1-23.63x2+2.23x3-7.02x21-5.93x22+4.86x23+
12.92x1x2+5.22x1x3+1.29x2x3 (2)

  对模型进行方差分析和显著性检验,结果见表3。由表3可以看出:模型Fmodel=29.92>
[F0.01(9,4)=14.66],模型Pmodel<0.0001,表明模型极显著,不同处理会引起不同响应。失拟Flose=
3.46<[F0.05(9,3)=8.81],失拟项Plose=0.1309>0.05,模型失拟度不显著。模型决定系数R2=
0.9747,调整决定系数R2,adj=0.9421,表明模型可以解释97.21%的响应值的变化,模型的拟合度高,
实验误差小,因此,应用该模型可以对超高压处理枯草杆菌胞外蛋白酶活性进行分析和预测。

从系数项的P 值来分析,x1、x2、x1x2 达到极显著水平(P<0.01),提示压力和温度因素及两者交

互作用对枯草杆菌胞外蛋白酶活产生极显著影响。
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表2 实验设计与响应

Table2 Experimentaldesignsandresponses

TrialNo. x1 x2 x3
Y/(U)

Experimental Predicted

1 0 -1 -1 78.66 73.05

2 0 0 0 50.67 51.43

3 -1 1 0 32.89 30.75

4 -1 0 -1 82.65 81.07

5 1 0 1 26.32 27.90

6 1 1 0 6.14 1.05

7 0 -1 1 78.64 74.92

8 1 -1 0 18.23 20.37

9 -1 0 1 78.57 75.10

10 0 0 0 58.44 51.43

11 0 0 0 48.27 51.43

12 0 0 0 46.34 51.43

13 -1 -1 0 96.66 103.85

14 0 1 -1 19.48 23.20

15 0 1 1 24.63 30.24

16 1 0 -1 9.53 13.00

17 0 0 0 53.42 51.43

表3 回归模型方差分析表

Table3 Analysisofvarianceforregressiveequation

Source Sumofsquares DF Meansquare FValue PValue

Model 12382.10 9 1375.79 29.92 <0.0001**

x1 6644.16 1 6644.16 144.48 <0.0001**

x2 4467.49 1 4467.49 97.15 <0.0001**

x3 39.78 1 39.78 0.87 0.3833

x21 212.08 1 212.08 4.61 0.0689

x22 136.02 1 136.02 2.96 0.1291

x23 99.29 1 99.29 2.16 0.1852

x1x2 667.71 1 667.71 14.52 0.0066**

x1x3 108.89 1 108.89 2.37 0.1677

x2x3 6.68 1 6.68 0.15 0.7144

Residual 321.90 7 45.99

Lackoffit 232.33 3 77.44 3.46 0.1309

Pureerror 89.57 4 22.39

Cortotal 12704.00 16

   Note:DeterminationcoefficientR2=0.9747;AdjusteddeterminationcoefficientR2,adj=0.9421.
(**)indicatessignificanceat0.01level.
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3.1.2 压力与温度的影响

  图1为x3=0,即在固定时间为15min的条件下,压力与温度因素的响应曲面和等高线,该图反映

压力和温度因素,以及两者的交互作用对蛋白酶活性变化产生了显著影响。由图1可知,在同一温度条

件下,随着压力的增加,酶活降低,处理时每增加40~60MPa,酶活衰减10U;在同一压力条件下,随着

温度的增加,酶活减少,每增加5~7℃,酶活衰减10U;若压力与温度同时交互作用,则酶活衰减更加

迅速,每增加20~40MPa和2~4℃,酶活可衰减10U;在两个因素共同作用下,可使酶活预测值为零。

3.1.3 压力与时间的影响

  图2为x2=0,即在固定温度为40℃的条件下,压力和时间因素的响应曲面和等高线。由图2可

知,枯草杆菌胞外蛋白酶活性主要受到压力的影响,时间的影响并不明显。在时间固定不变的情况下,

随着压力的增加,酶活降低,处理时每增加50~70MPa,酶活衰减10U;在压力固定不变的情况下,随

着时间的增加,酶活衰减程度较小;压力与时间的交互作用也不明显。在40℃条件下,压力和时间不能

使蛋白酶完全失活,最低时,酶活预测值仍有13U。

图1 Y=f(x1,x2,0)的响应曲面和等高线

Fig.1 ResponsesurfaceandcontoursofY=f(x1,x2,0)
图2 Y=f(x1,0,x3)的响应曲面和等高线

Fig.2 ResponsesurfaceandcontoursofY=f(x1,0,x3)
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3.1.4 温度与时间的影响

  图3为x1=0,即在固定压力为300MPa的条件下,温度与时间因素的响应曲面和等高线。图3表

明温度是杆菌胞外蛋白酶活性的显著影响因素,而时间的影响并不明显。在时间固定不变的情况下,随

着温度的增加,酶活降低,处理时每增加6~10℃,酶活衰减10U;在温度固定不变的情况下,随着时间

的增加,酶活衰减程度较小;压力与时间的交互作用也不明显。在300MPa条件下,温度和时间不能使

蛋白酶完全失活,最低时,酶活预测值仍有22U。

图3 Y=f(0,x2,x3)的响应曲面和等高线

Fig.3 ResponsesurfaceandcontoursofY=f(0,x2,x3)

3.1.5 单因素响应分析

图4 单因子响应曲线图

Fig.4 Responsecurvesofsinglefactor

  图4为单因子响应曲线图,即将其它两个因素

固定在中等水平的条件下,每个独立因素对响应变

化的影响。图4提示在3个因素中压力对蛋白酶活

性的影响最大,在本实验条件下,压力的作用可使蛋

白酶活衰减预测值为58U;温度的影响也十分显

著,温度的作用可使蛋白酶活衰减预测值为48U;

而时间的影响较小。

3.2 超高压对枯草杆菌的致死效应与胞外

酶的活性相关性分析

  在对枯草杆菌胞外酶活性检测的同时,实验还

对枯草杆菌的存活情况进行了计数,实验结果见

表4。为使数据更直观,利用SPSS软件对两组实验

值取对数进行数据转换,并对两组数据的相关性进

行了分析,结果显示相关系数R=0.9330,两者相关性达到极显著水平(P<0.01)。由此可知,超高压

对枯草杆菌的致死作用与胞外酶活的变化高度一致。
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表4 存活菌数及其与胞外酶蛋白酶活性的相关性

Table4 CorrelationofsurvivalcountandexoproteinaseactivityofBacillussubtilis

TrialNo.
Survivalcount

Actual/(cfu·mL-1) log10

Proteinaseactivity

Actual/(U) log10

1 290000 5.46 78.66 1.90

2 3130 3.50 50.67 1.70

3 1960 3.29 32.89 1.52

4 290000 5.46 82.65 1.92

5 896 2.95 26.32 1.42

6 121 2.08 6.14 0.79

7 6910 3.84 78.64 1.90

8 708 2.85 18.23 1.26

9 125000 5.10 78.57 1.90

10 4210 3.62 58.44 1.77

11 3250 3.51 48.27 1.68

12 1960 3.29 46.34 1.67

13 468000 5.67 96.66 1.99

14 429 2.63 19.48 1.29

15 896 2.95 24.63 1.39

16 201 2.30 9.53 0.98

17 3820 3.58 53.42 1.73

    Note:R=0.9330,significanceat0.01level.

4 讨 论

  (1)胞外酶是原核单细胞生物的重要酶系,由于大分子物质不能进入胞内,为获取营养和满足生存

发育需要,在进化过程中菌体将某些酶类在胞内合成并分泌到胞外,其中包括了降解大分子的胞外酶

系,它们整联在质膜上,或存于周质空间,或在细胞外基质中,在代谢和生理过程中发挥重要作用。本实

验选择胞外蛋白酶,是基于以下三点考虑:一、胞外蛋白酶是枯草杆菌的核心酶类之一,其作用主要是将

环境中蛋白质水解为小分子的多肽或游离的氨基酸,为菌体持续提供可利用的氮源[6],本实验为对数期

细菌,生命活动最为活跃,如果缺乏氮源或氮源不可利用,那将是对菌体细胞致命的威胁;二、胞外蛋白

酶处于胞外,缺乏保护,对外界压力敏感,为超高压处理提供了直观可检测的指标;三、胞外酶分离工艺

简单,操作便捷、经济,且能完整的收集样品,精确度高。
(2)响应曲面法是数学方法和统计学方法相结合的产物,可对多个变量引起的响应进行建模和分

析。本工作利用该方法快速建立了响应模型,实验次数少,分析结果精确、直观。实验结果与分析表明,

所建立的模型显著,其决定系数 R2=0.9747,调整决定系数 R2,adj=0.9421,表明模型可以解释

97.21%的响应值的变化,拟合度高,实验误差小,因此,应用该模型可以对超高压处理枯草杆菌胞外蛋

白酶的活性进行分析和预测。
(3)压力和温度均是影响酶活的热力学因素,压力和温度都有可能通过破坏蛋白质的空间结构及

(或)酶活中心而使酶不同程度地失活,或造成菌体损伤,不能合成新的酶系,酶活降低。在本实验条件

下,压力的独立作用可使蛋白酶活衰减58U;温度的独立作用可使蛋白酶活衰减48U;压力比时间更为

显著。两者不仅可独立显著影响酶活,本文中3.1节分析表明,两者交互作用极显著,在两个因素的共

同作用下,最终可使酶活为零。因此在超高压处理时,适当的温度协同作用,可起到事半功倍的效果。
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(4)超高压处理后枯草杆菌的存活数量与胞外蛋白酶活的变化相关性达到极显著水平(R=
0.9330)。正常情况下枯草杆菌大约25min可完成一个生命周期,因此在短时间内,需要有大量的氮源

合成蛋白质,以满足生理代谢需要和修复外界因子劣变造成的损伤。由于超高压作用的高度均一性,除

直接使细菌破裂解体外,在多数情况下,表现为不同程度的损伤,如果损伤轻微,并得到了及时修复,细
菌就可能成活,其中包括蛋白酶在内的一系列酶系在修复中将发挥重要作用;如不能修复,则随着时间

延长(可能几小时或更长),细菌必然死亡。据此可以推测,胞外酶的失活与菌体致死可能存在一定的因

果关系。微生物的致死率一般是通过直接计数得到的,而计数则需在高压处理后进行微生物培养,时间

长,且存在取样、计数等环节的人为误差。由于高度相关,通过胞外酶活性的检测,可间接地反映超高压

对枯草杆菌的致死情况。

5 结 论

  超高压处理对枯草杆菌胞外蛋白酶产生显著影响,其中压力和温度是酶失活的主要因素,并且两者

之间存在交互作用,超高压处理时温度协同有效。利用DesignExpert进行实验设计并建立了二次多

项回归方程,Y=51.43-28.82x1-23.63x2+2.23x3-7.02x21-5.93x22+4.86x23+12.92x1x2+
5.22x1x3+1.29x2x3,模型显著,可用于高压处理枯草杆菌的分析和研究。超高压处理后枯草杆菌的致

死作用与胞外蛋白酶活的变化高度一致,胞外酶的失活是致死的原因之一,胞外酶的变化可作为超高压

处理对微生物影响的一个检测指标。
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EffectofHighPressureonExoproteinaseofBacillussubtilis

XIEHui-Ming1,HUANGXun-Duan1,2,PANJian1,ZENGQing-Mei1,

WANGHai-Xiang1,JIANGYe-Lei1

(1.EngineeringResearchCenterofBio-Process,MinistryofEducation,

HefeiUniversityofTechnology,Hefei230009,China;

2.SchoolofLifeSciences,AnhuiUniversity,Hefei230039,China)

Abstract:Westudiedtheeffectofhighpressureprocess(HPP)onexoproteinaseofBacillussubtilisby
usingBox-Behnkenresponsesurfacemethodology.ExperimentalresultsshowedthatHPPcouldinhib-
itactivityofexoproteinasesignificantly.Inthecourseoftreatment,pressureandtemperaturewerekey
factorstopassivateenzyme,andtheirinteractionwasnotable.A modelofexoproteinasepassivation

wasestablishedbydesignexpertsoftware,whichdeterminationcoefficientwas0.9747andadjusted

determinationcoefficientwas0.9421.Analysisofvarianceimpliedthatthemodelwassignificant.

Therefore,themodelcouldbeusedtoanalyzeandpredict.Additionally,theexperimentindicatedthat

exoproteinaseactivitycorrelatedwithlethalratesignificantly(R=0.9330).Theexoproteinasecould
beregardedasanindextoevaluateeffectofHPPonmicroorganism.

Keywords:highpressureprocess(HPP);Bacillussubtilis;exoproteinase;responsesurfacemethodology
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