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产高温碱性蛋白酶菌株筛选及酶学性质研究
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摘要：从高温堆肥土样中筛选到一株高产蛋白酶的茵株，经鉴定为Bacillus subtilis，命名为115．对最适

产酶发酵条件进行了优化。并研究了发酵产蛋白酶的酶学性质．结果表明，玉米淀粉和豆饼粉是该茵发

酵产蛋白酶的最适经济碳氮源；该蛋白酶属高温碱性蛋白酶，具有很强的热稳定性和酸碱稳定性．另外，

突出的性质是该蛋白酶对表面活性剂和温和型去垢荆具有超强的耐受性，将具有广阔的市场前景．
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3嚣辜板培褪
蛋白酶是工业用酶中最为重要的一种酶，其

销售额占酶制剂总销售额的近60％⋯．蛋白酶按

其pH值分为酸性蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋

白酶．碱性蛋白酶是商品蛋白酶中应用最广、产量

最大的一类蛋白酶旧1，占世界总酶产量的

30％H1，具有相当大的工业化前景H1．可应用于

洗涤剂，皮革加工，银网收，医疗，食品加t，饲料

和化学工业以及废物处理”“1．然而，在工业化应

用中很多碱性蛋白酶存在弊端，例如在表面活性

剂、氧化剂、高温环境中活力不高，稳定性较差，培

养基成本较高等．

笔者从高温堆肥中筛选出来的产高温碱性蛋

白酶菌株，其发酵所产的蛋白酶具有良好的热稳

定性和酸碱稳定性，并对表面活性剂、温和型去垢

剂有超强的耐受性，具有巨大的潜在应用价值．

1材料与方法

1．I 菌株

枯草芽孢杆菌Bacillus subtil括115，为研究者

从高温堆肥土样筛选到的一株高产蛋白酶的

菌株．

1．2仪器及试剂

pH计，722型分光光度计，恒温水浴锅，高速

冷冻离心机，福林试剂，l％酪素．

②筛选平板培养基：葡萄糖l％，蛋白胨

0．5％，氯化钠1％，脱脂奶粉2％，琼脂粉1．5％．

③种子培养基：LB液体培养基．

④基础培养基的质量分数：葡萄糖1％，酵母

提取物0．5％，氯化钠l％，pH 7．0．

⑤产酶培养基的质量分数：玉米淀粉1．2％。

豆饼粉0．3％，氯化钠l％，CaCl2 1 mmol·L一，

MgCl21 mmol·L～，pH 8．0．

1．4分离、筛选和鉴定

1．4．1 分离

将富集的土壤悬液按每级稀释10倍的次序

得到10一、lO一、10一mol·L‘1的悬液，并从中各

吸取0．2 mL稀释液，加到筛选平板培养基内，用

涂棒涂匀，在37℃培养箱中培养48 h．

1．4．2耐热蛋白酶菌株的初筛(透明圈法)17’

用牙签将分离得到的单菌落点到筛选平板

上，50℃培养箱培养48 h，观察透明圈大小，记

录透明圈直径．

1．4．3耐热蛋白酶菌株的复筛(发酵产酶)

将产生较大透明圈的18个菌株，接种在基础

培养基中，37℃培养24 h发酵产酶，发酵液

10 000 r·rain“低温离心15 rain，测蛋白酶活性．

确定最优菌株，并划线保存在LB平板培养基上．
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1．4．4菌株的鉴定

1．4．4．1菌株的形态学鉴定

革兰氏染色法和显微镜镜检

1．4．4．2菌株的基因鉴定

菌株的基因鉴定采用16S基因序列分析的方

法．以过夜菌液为模板，PCR扩增其16S序列，扩

增弓I物为16SF(5’一AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

一3’)和16SR(5’一AAGGAGGTGATCCAGCCGCA

一3’)，PCR反应程序为：94℃预变性5 min。

94℃变性30 s，54℃退火30 S，72℃延伸90 S，

34个循环，72℃延伸5 min．扩增产物与T载体

连接并转化大肠杆菌DH5ct，筛选出阳性克隆进

行DNA测序．扩增引物的合成和16S序列测定均

由上海生工生物技术服务有限公司完成．将16S

基因序列在GeneBank中进行Blast，确定其菌属．

1．5菌株的培养及酶液的制备

①从平板中挑单菌落接种到50 mL种子培

养基中，37℃摇床培养至OD600=0．5—0．6．

②以5％的接种量将种子培养液转接于装有

50 mL基础培养基的三角瓶中，37℃摇床振荡培

养12 h．

③将发酵液10 000 r·min一低温离心

15 rain，上清液即为酶液，4℃保存备用．

1．6蛋白酶活力测定

采用Kazumi Hiraga¨1等使用的方法，并参照

我国轻工行业标准QB／T 1803—1993中蛋白酶

的试验方法，在pH 8。0，65℃下测定酶活力，即：

取250 IxL质量分数l％的酩素(pH 8．0的缓冲液

配制)65℃水浴5 min，然后加入以相同缓冲液作

适当稀释的酶液250仙L反应10 min，最后加入

500斗L 0．4 mol·L“三氯乙酸(TCA)终止反应．

离心后取500斗L上清液于试管中，依次加入2．5

mL 0．4 tool·L—Na2C03和500斗L福林试剂，混

匀后40℃保温显色20 min，用分光光度计测定

680 nm处吸光值．对照组在反应前加入TCA，其

余条件相同．

酶活定义：将在上述条件(标准条件)下催化

酪素水解，每分钟释放出l¨g酪氨酸所需要的酶

量定义为1个酶活力单位，用u·mL“表示．

1．7产蛋白酶条件的优化

单因子实验优化该菌产蛋白酶的发酵条件．

1．8部分酶学性质的研究

在最佳发酵条件下进行发酵产酶，制得酶液，

分别研究pH、温度、各种离子对酶促反应的影

响，以及酶的热稳定性、酸碱稳定性和蛋白酶抑制

剂、表面活性剂、氧化剂对酶活的影响．

2结果与分析

2．1 菌株的筛选与鉴定

2．1 1 菌株的筛选

透明圈法初筛共获得18株有不同大小透明

囤的菌株，经发酵产酶复筛后，获得一株产酶量最

高的菌株，命名为115．

2．1．2 菌株的鉴定

2．1．2．1菌株的形态学鉴定

革兰氏染色呈蓝紫色，该菌为革兰氏阳性菌，

此菌LB平板培养菌落近圆形，边缘不整齐，不透

明，表面有散射式褶皱，不光滑，液体静置培养表

面会形成菌膜．显微镜检菌株为直杆状，链状排

列，菌体两端为圆形，大小(15—18)×(210—

215)恤m．芽孢近中生，有运动性．

2．1．2．2菌株的种属鉴定

测序结果在GeneBank中进行Blast比对，115

菌株16S的rDNA序列与枯草芽孢杆菌16s的

rDNA序列同源性为100％．因此鉴定该菌株为枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，命名为B．subtilis

115．此菌株的16S rDNA序列已上传到Genebank

上，序列号为EUl52227．

2．2产蛋白酶条件的研究

通过简单的单因子实验优化。该菌产蛋白酶

的最适碳源为质量分数1．2％的玉米淀粉，最适

经济氮源为质量分数0。3％豆饼粉．最适发酵初

始pH为8．O，最适发酵温度为37℃，最适接种

量为7％，150 mL最适摇瓶装量为40 mL．摇床培

养16 h，最大产酶量为3 884．64 U·mL一．

2．3酶学性质研究

2．3．1 酶的最适温度

酶液用pH为8．0的Tris—HCI缓冲液适当

稀释，再与质量分数1％的酪素混合，在不同温度

下分别反应10 min，Folin法测酶活力，结果如图

1，该酶的最适反应温度为65℃，且在70℃时仍

有较高活性．

2．3．2酶的最适pH

采用HAc—NaAc(pH5．0)、Na2HP04一

NaH2P04(pH 6．0)、Tris—HCI(pH 7．0—8．0)、

Gly—NaOH(pH 9．0一10．O)以及Na2HPO。一

NaOH(pH 11．0)组成的缓冲系统配制质量分数

1％的酪素，分别与以相应缓冲液稀释的酶液混合

后65℃反应10 rain，测定蛋白酶在一系列pH条

件的酶活性，结果如图2所示．该酶的最适pH为
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8．0。且在pH为6—11．0均具有较高活性．
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图1酶的最适作用温度

Fig．1 Optimum temperatures of protease
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图2酶的最适作用pH

Fig．2 Optimum pH of protease

2．3．3 不同离子对酶活的影响

酶液中加入不同离子，使各离子终浓度为

10 mmol·L一，在标准条件下测定酶活性，结果见

表1．

衰1不同离子对酶活性的影响

Tab．1 Effects of different ions OH protease activity

不同离子／ 相对酶活力 不同离子／相对酶活力／

(10 mmo[·L“) ／％ (10 mmol·L。) ％

2．3．4酶的热稳定性

酶液分别在40、50、60、70℃保温3 h，在标准

条件下，每隔30 min测定一次酶活力，结果如图3

所示．该酶在50℃保温3 h，酶活性几乎没有下

降，70℃时半衰期为2．5 h．

2．3．5酶的酸碱稳定性

酶液分别在一系列pH缓冲液系统中25℃

保存l h和24 h后，在标准条件下测定酶活力，结

果如图4，该酶在各种缓冲液中保存24 h后其残

余酶活性均较高，在pH 7一11能保持至少82％

的酶活，显示其极好的酸碱稳定性，在pH为8时

最稳定．

耋’薰陵三嚣喜囊·o} 、
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图3酶的热稳定性

Fig．3 Temperature stability of protease

图4酶的pH稳定

Fig．4 pH stability of protease

2．3．6 抑制荆与蛋白酶的酶活

酶液与丝氨酸类蛋白酶抑制剂PMSF和金属

离子蛋白酶抑制剂EDTA按照表2所示浓度混

合，25℃放置1 h，在标准条件下测其酶活力，结

果如表2所示，蛋白酶几乎能被PMSF和EDTA

完全抑制．

衰2抑制剂对酶活性的影响

Tab．2 Effects of inhibitors OH protease activity

抑制剂 类型
浓度 残余酶活力

／(mmo|·L“) ／％

2．3．7 不同化学试剂对酶活的影响

酶液与不同试剂包括去垢剂，表面活性剂和

氧化剂按表3所示浓度混合，25℃放置l h，在标

准条件下测其酶活力，结果如表3所示，表面活性

剂和温和型去垢剂对该酶几乎没影响，反而提高

了酶活性．该酶的这一特性，使其可以用做洗涤剂

的添加剂或用于皮革工业等．
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3 结论

上述结果表明，从高温堆肥土样中筛选到的

枯草芽孢杆菌115产高温碱性蛋白酶，产酶培养

基的主要成分是玉米淀粉和豆饼粉，其来源广，价

格低，可以有效降低投入产出比．在优化后的条件

下。37℃培养16 h即达产酶高峰为

3 884．64 U·mL一．蛋白酶的最适反应温度为

65℃，具有较好的热稳定性，70℃时半衰期为

2．5 h；该蛋白酶适应较宽的pH谱，其最适反应

pH为8．0，且在此pH下也具有最强的酸碱稳定

性，在pH 7—11能保持至少82％的酶活．上述表

明该蛋白酶属于高温碱性蛋白酶．而且该酶对表面

活性剂和去垢剂具有超强的耐受性，其在表面活性

剂中25℃保存l h，酶活性反而有所提高，在去垢

剂中保存l h，仍然有较高的活性．本研究结果希望

为碱性蛋白酶在工业中的应用提供一定参考．
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Abstract：A strain producing higher activity protease named Bacillus subtilis 115 is isolated and identified

from waste—rich soil which stacked high temperature and long time．We optimize the fermentation conditions

of this strain and study a part of cnzymology properties．The results show that corn starch and soybean cake

powder are the optimization of this strain as carbon and nitrogen source for thermophilic alkaline protease pro—

duetion．The protease belongs to thermophilic alkaline protease，which shows high pH stability and thermal sta-

bility．In addition，it shows excellent stability and compatibility with surfactant and detergent．These properties

indicate that the protease has a bright market prospect．
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