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蛋白酶产生菌的化学诱变及酶学性质 *
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摘要 对1株产蛋白酶的枯草芽胞杆菌(Z5)进行化学诱变,筛选得到1株产较高酶活性、大分子质量蛋白

酶的菌株。检测该蛋白酶对底物明胶的分解能力,发现该蛋白酶的分子质量约为100ku,还原剂巯基乙醇对其活

性的影响较大。在不同温度、不同pH值处理该蛋白酶后,用茚三酮法测定酶活性,发现该蛋白酶催化反应的最适

pH为6,最适温度为50℃,并且该蛋白酶有较好的热稳定性,70℃处理10min仍能保留50%左右的酶活性。由于

此蛋白酶在分子质量及最适pH方面均不同于已报道过的枯草芽胞杆菌蛋白酶,推测其为一种新型的蛋白酶。
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  由于蛋白酶种类的多样性和水解活性的专一

性,在食品、饲料、皮革、医药、日用化学工业生产中

应用广泛[1-2],蛋白酶已成为三大主要酶制剂之一,
在工农业生产和人们的生活中发挥着重要的作

用[3-5]。蛋白酶种类很多,重要的有胃蛋白酶、胰蛋

白酶、组织蛋白酶、木瓜蛋白酶和枯草杆菌蛋白酶

等。蛋白酶分布广,主要存在于人和动物的消化道

中,在植物和微生物中含量也很丰富。由于动植物

资源有限,工业上生产蛋白酶制剂主要利用枯草杆

菌、栖土曲霉等微生物发酵制备;由于微生物蛋白酶

均为胞外酶,与动植物源蛋白酶相比具有下游技术

处理相对简单、价格低廉、来源广、菌体易于培养、产
量高、高产菌株选育简单、快速,具有动植物蛋白酶

所具有的全部特性,因此,易于实现工业化大批量生

产。据统计,微生物蛋白酶占据全世界整个酶制剂

销售市场的65%的份额[6]。枯草芽胞杆菌 (Bacil-
lussubtilis)是工业、农业和医药工业等领域广泛应

用的一种细菌。蛋白酶作为枯草芽胞杆菌产生的一

种有重要价值的产物早已发挥着重要的作用[7]。本

文报道1株新型蛋白酶高产菌株的诱变、筛选及酶

学性质,以期为该酶的进一步研究和应用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌株、主要仪器和试剂

枯草芽胞杆菌(Bacillussubtilis)为华中农业大

学农业微生物学国家重点实验室保存。离心机型号

为5415D,购自Eppendorf公司;恒温摇床型号为

HQL150C,购自中国科学院武汉科学仪器厂;生化

培养箱型号为 LRH-250A,购自广东省医疗器械

厂;电泳仪DYY-12型购自北京六一仪器厂。溴酚

兰、考马斯亮蓝G-250、过硫酸铵、N′,N′,N′,N′-四
甲基氨基甲烷(TEMED)、2-巯基乙醇为Fluka进口

分装;三羟甲基氨基甲烷(Tris)、丙烯酰胺、甲叉双

丙烯酰胺(Bis)、甘氨酸(Gly)、十二烷基磺酸钠

(SDS)、水合茚三酮、抗坏血酸、乙酸、乙酸钠、无水

乙醇、三氯乙酸、HgCl2、盐酸等生化试剂均购自武

汉天源生物技术有限公司;干酪素、硫酸二乙酯

(DES)、蛋白质分子质量标准为TaKaRa公司产品。
1.2 培养基

LB液体培养基(1L):蛋白胨10g,酵母粉5g,
NaCl10g,pH调至7.4。

LB固体培养基:在LB 液体培养基基础上加

1.5%的琼脂。
酪蛋白平板培养基:干酪素10g,琼脂20g,pH

7.5,加蒸馏水至终体积1000mL。种子培养基(豆
粕培养基):豆粕与水按合适的比例进行煮沸2h,4
层纱布过滤,滤液为种子培养基,121℃、30min湿

热灭菌。
发酵培养基:6g豆粕溶于100mL水,121℃、

30min湿热灭菌。
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营养肉汤培养基:牛肉膏0.3g,蛋白胨1.0g,

NaCl0.5g,水100mL,pH7.0~7.2。
1.3 枯草芽胞杆菌(Z5)的化学诱变

挑取已在LB固体培养基活化的枯草芽胞杆菌

Z5接种于LB液体培养基中,于37℃、200r/min摇

床振荡培养24h。然后按1%接种量进行活化培养

至对数期,D 值达到0.5~0.6。6000r/min,离心

10min,收集菌体,用无菌生理盐水将菌体洗涤

2次,再用生理盐水将细菌调至(105~108)/mL,取

20mL稀释好的菌液,加入体积分数分别为0.5%、

0.8%、1.2%、1.5%、2.0%和2.5%的硫酸二乙酯

(DES),每 种 诱 变 DES处 理 的 菌 体 分 别 在160
r/min振荡处理15、20、25、30、40min后加入0.5
mL的25%硫代硫酸钠(Na2S2O3)终止反应,以加

无菌水处理的菌体作空白对照[8],然后取100μL菌

液稀释涂在酪蛋白平板培养基上。
1.4 产高活性蛋白酶枯草芽胞杆菌的筛选

1)初筛。37℃培养28h后,测量并记录透明圈

直径R/mm与菌落直径r/mm的大小并计算比值

(R/r),选出R/r值较大的菌株进行复筛。

2)复筛。初筛菌株在豆粕培养基中37℃、200
r/min振荡培养,每隔12h取发酵液,4℃、8000
r/min离心除菌体,上清即为粗酶液,测其蛋白酶活

力,选出与出发菌株相比酶活力提高最大的突变菌

株。蛋白酶活力测定方法参照文献[9],酶活定义:

1mL酶液在pH7.6时,每分钟水解酪蛋白产生

1μgNH2的酶量为1个酶活力单位。
1.5 蛋白酶分子质量及最佳产酶时间测定

挑取初步筛选的菌株接种于营养肉汁培养基

中,37℃震荡培养过夜,然后按1%的接种量接种于

种子培养基上,120r/min、37℃振荡培养24h作为

种子液,再接种于发酵培养基,37℃、120r/min培

养,分别于发酵12、24、36、48、96h后取样,12000
r/min、离心10min,检测上清液中蛋白酶活力。同

时接种未经诱变的菌株Z5做同样的处理为对照。
通过改进的SDS-PAGE方法检测蛋白酶活力。具

体方法和普通SDS-PAGE类似,但要在分离胶中加

入1% 体积的明胶作为底物,观测明胶的分解情况,
来判断蛋白酶的活力。
1.6 酶学性质的初步研究

1)蛋白酶最适pH和pH稳定性。经过96h培

养过的粗酶液,在不同的pH 值的磷酸缓冲液下进

行酶促反应测定蛋白酶活性。参照文献[10]测定蛋

白酶活性。

2)蛋白酶最适温度和热稳定性。经过96h培

养过的上清粗提液分别在33、37、40、50、60、70、

80℃进行酶促反应30min,参照文献[10]测定蛋白

酶活性。

3)还原剂巯基乙醇对酶活性的影响。分别用

1、10mmol/L的2-巯基乙醇作为还原剂处理蛋白

酶粗提液,在50℃保温1h,通过在分离胶中加1%
明胶作为底物的SDS-PAGE的方法,观察明胶的水

解情况,检测还原剂对该蛋白酶活性的影响。

2 结果与分析

2.1 菌株的初步筛选

根据平板上酪素的水解情况,测量透明圈直径

R/mm与菌落直径r/mm的大小并计算水解圈直

径和菌落直径的比值(R/r)(表1),得到R/r值较大

(表明蛋白酶活性较高的菌株)的16个菌株作为下

一步筛选的试验材料。其中0.5%的DES处理Z5
得到6株突变株 (Z5-1~Z5-6),1.0%的DES处理

Z5得到1株突变株 (Z5-7),1.5%的DES处理Z5
得到2株突变株 (Z5-8,Z5-9),2.0%DES稀释度的

7株(Z5-10~Z5-16)。
表1 蛋白酶平板上水解圈直径和菌落直径大小及比值

Table1 Thesizeofhydrolysiscirclediameter

andcolonydiameterandtheratios

菌落序号

Colony
number

透明圈直径(R)/mm
Diameterof

hydrolysiscircle

菌落直径(r)/mm
Diameter
ofcolony

R/r

Z5-1 14.5 7.0 2.07
Z5-2 14.0 7.5 1.87
Z5-3 13.5 9.5 1.42
Z5-4 14.5 8.0 1.81
Z5-5 13.0 7.0 1.86
Z5-6 12.0 7.0 1.71
Z5-7 11.5 6.5 1.77
Z5-8 14.5 8.5 1.71
Z5-9 12.0 7.0 1.71
Z5-10 13.0 7.5 1.73
Z5-11 12.0 7.0 1.71
Z5-12 11.5 7.0 1.64
Z5-13 14.0 8.0 1.75
Z5-14 15.0 7.0 2.14
Z5-15 13.5 8.0 1.69
Z5-16 12.0 6.0 2.00

2.2 菌株的复筛

将初筛得到的16株菌株接种于豆粕培养基进

行发酵,通过印三酮比色法测定粗酶液的活性,得到

酶活较高的4个菌株作为优选菌株。其中0.5%稀

释度的DES处理25min得到的2株菌、2.0%稀释
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度的DES处理30min得到的2株菌蛋白酶活性较

高(表2),选择其中活性最高的1株Z5-14进行酶学

性质分析。
表2 复筛测定的蛋白酶活力

Table2 Proteinaseactivityinthesecondscreening
U/mL

菌株号Strainnumber 酶活力Enzymeactivity
Z5-1 1897
Z5-4 2017
Z5-14 2579
Z5-16 1953

2.3 蛋白酶分子质量及其最佳培养时间

从图1可以看出该蛋白酶分子质量较大,约

100ku,目前所报道的蛋白酶分子质量多为20ku
左右,说明该蛋白酶为1个新酶。该酶活性极高,不
需孵育,在SDS-PAGE电泳过程中就可降解分离胶

中的明胶蛋白质底物。同时,随着时间延长、菌体的

生长,该菌产生蛋白酶的产量逐渐升高,产生了越来

越明显的明胶水解亮带。产酶最佳时间为96h。

 M.蛋白质分子质量标准Proteinmolecularmarker;1~9.分别

为0、12、24、36、48、60、72、84、96h的发酵液 Thebrothrefersto

0,12,24,36,48,60,72,84,96h.

图1 蛋白酶的分子质量及产酶最佳时间

Fig.1 Molecularweightoftheproteaseandbest
timeforenzymeproduction

2.4 酶学性质分析

1)蛋白酶最适pH和pH稳定性。由图2可看

出该蛋白酶在偏酸性的环境下有较大的活性,说明

其为酸性蛋白酶。当pH>4,蛋白酶活力迅速升

高,在pH为6时达到最大,酶作用的最适pH为6。
当pH>6后,酶的活力下降很快。

图2 蛋白酶的最适pH
Fig.2 TheoptimumpHoftheprotease

  2)蛋白酶最适温度和热稳定性。由图3可看

出,酶作用最适温度曲线是典型的钟罩图形。酶促

反应最适温度测定结果表明,其最适温度为50℃。
当反应温度超过50℃,酶活力成直线下降,到达80℃
时,酶的活性几乎完全消失。酶的热稳定性试验表明

70℃处理10min保留43%的酶活力,处理60min后

仍保留14%的酶活力;80℃处理5min残余酶活力仅

为12%,处理15min后,酶活性几乎完全消失。

图3 蛋白酶的最适温度

Fig.3 Theoptimumtemperatureoftheprotease

图4 蛋白酶的热稳定性

Fig.4 Thethermalstabilityofprotease

  3)还原剂巯基乙醇对蛋白酶活性的影响。经高

浓度的还原剂2-巯基乙醇处理后,蛋白酶活力完全消

失。说明该蛋白酶对2-巯基乙醇非常敏感。

 M.蛋 白 质 分 子 质 量 标 准 Protein molecularmarker;2:经

1mol/L巯基乙醇处理后的蛋白酶 Theproteasewasdealtwith

1mol/Lmercaptoethanol;1、5:未经巯基乙醇处理的蛋白酶 The

proteasewasnotdealtwithmercaptoethanol;3、4:经10mmol/L
巯基 乙 醇 处 理 过 的 蛋 白 酶 Theproteasewasdealtwith10

mmol/Lmercaptoethanol.

图5 还原剂巯基乙醇对蛋白酶活性的影响

Fig.5 Effectofmercaptoethanolontheprotease

937



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

3 讨 论

本研究通过对枯草芽胞杆菌Z5进行诱变、筛
选,分离得到1株产分子质量较大、活性较高蛋白酶

的菌株,分子质量约100ku,目前所报道的蛋白酶

分子质量多为20ku左右,说明该蛋白酶为1个新

酶。通过对该蛋白酶的酶学性质的初步研究,发现

该蛋白酶催化反应的最适pH 为6,最适温度为

50℃,并且该蛋白酶有较好的热稳定性,60℃处理

10min仍能保留50%左右的酶活,但是还原剂对其

活性影响较大。我们预测该蛋白酶将会在食品工

业、纺织业、洗涤业、饲料工业和皮革工业中有很广

泛的应用前景,并打算主要研究该酶是否具有降解

弹性蛋白和血浆纤维蛋白的能力,探讨其在中医药

工业中应用的可行性。下一步我们拟对该蛋白酶进

行进一步的分离纯化之后测定其氨基酸序列。根据

蛋白质氨基酸序列的测序结果,设计简并引物,克隆

得到该蛋白酶的基因序列。酶学性质的进一步研究

是近期工作的一个重点,找出其活性中心,确定其催

化反应的米氏常数,各种去污剂、螯合剂和金属离子

对其活性的影响等,有关工作正在进行中。
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ChemomorphosisandEnzymaticCharacterization
ofProteinase-ProducingBacillussubtilis

MAHong-yu LIJing-jing QIGao-fu YUZi-niu ZHAOXiu-yun
CollegeofLifeScienceandTechnology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract BacillussubtilismutantwithimprovedproteaseactivitywasobtainedusingDEStreat-
ment.Theapproximatemolecularweightofthisproteasewasobtainedusinggelatinasasubstrate,and
effectsofmercaptoethanolontheproteaseactivityweredetectedaswell.Theproteasewastreatedunder
differenttemperaturesandpHconditions.Theenzymeactivitywasexaminedusingninhydrin.Themo-
lecularweightofthepurifiedenzymewasestimatedtobe100kubySDS-PAGE.TheoptimumpHand
temperaturewas6.0,50℃.About50%enzymaticactivitywasretainedafterincubationat70℃for10
min.Theenzymeactivitywassignificantlyinfluencedbymercaptoethanol.Basedonthedifferenceofmo-
lecularweightandoptimumpHfromreportedproteaseofBacillussubtilis,itindicatedthatthisprotease
wasanew-typewithwideapplications.

Keywords Bacillussubtilis;protease;chemomorphosis;enzymaticcharacteristics
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