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舟山海域一株产碱性蛋白酶海洋放线菌的鉴定、 
选育及发酵条件的初步研究* 

李  鹏  苗增良  王健鑫① 
(浙江海洋学院海洋科学与技术学院  舟山  316022) 

提要    从舟山海域潮间带海泥筛选到产碱性蛋白酶的海洋放线菌, 利用 Folin-酚法进行酶活测定, 
选取酶活最高的菌株进行鉴定, 绘制系统进化树。再通过紫外线和 DES诱变从而得到高产碱性蛋白
酶的海洋放线菌菌株, 并进行初步的发酵条件研究。结果表明: 分离筛选得到 2株菌株, 在脱脂奶筛
选平板上能产生较大的水解透明圈, 通过 Folin-酚法进行酶活测定, 挑选出酶活较高的菌株 A20(初
始酶活为 104.7U/mL), 生理生化试验和 16S rDNA试验结果显示该菌株为 Streptomyces roseus。对菌
株 A20 进行紫外线和硫酸二乙酯(DES)诱变, 最终得到高产碱性蛋白酶的菌株, 酶活为 227.5U/mL, 
酶活提高 117.3%, 传代试验显示该菌株具有较好的遗传稳定性。单因素试验显示最适发酵温度为
50°C、pH值为 9.0、培养时间为 72h。 
关键词    碱性蛋白酶; 进化树; 诱变; 16S rDNA 
中图分类号    Q936      doi: 10.11693/hyhz20140500138 

碱性蛋白酶(Alkaline protease)是指在 pH在碱性
条件下水解蛋白质肽键的酶类, 广泛存在于动、植物
及微生物体中, 是一类非常重要的工业用酶。碱性蛋
白酶应用很广泛, 在洗涤剂、丝绸、饲料、饲料、制
革、食品、医药、环保等领域广泛应用(Bhaskar et al, 
2007; Wang et al, 2008; Jellouli et al, 2009), 在全世界
范围内占工业酶制剂市场的 65%以上(Banik et al, 
2004), 具有很重要的工业和经济价值 (Gupta et al, 
2002)。微生物由于生长速度快、生长条件较简单、
代谢过程特殊等特点, 使之成为蛋白酶的重要来源。
微生物蛋白酶均为胞外酶, 其从微生物中提取, 不受
资源、环境和空间的限制, 具有动物蛋白酶和植物蛋
白酶所不可比拟的优越性(梅承芳等, 2005)。 

目前对碱性蛋白酶的研究主要集中在 3 个方面: 
通过诱变、培养条件优化、异源表达等提高酶产量; 
分子结构研究和定点、定向突变以提高酶的性能; 筛
选新型碱性蛋白酶和产酶菌株。在筛选新型碱性蛋白

酶和产酶菌株方面, 近年来已报道了具有较高 pH 适
应性的碱性蛋白酶(郝建国等, 2010), 水解多种底物
的碱性蛋白酶 (肖昌松等 , 2001), 碱性弹性蛋白酶
(Kumar et al, 1999), 具有耐表面活性剂、耐热、耐氧
化剂等特性的碱性蛋白酶等 (Banerjee et al, 1999; 
Johnvesly et al, 2001)。现阶段所报道的产酶菌株主要
为芽孢杆菌属(Bacillus)。碱性蛋白酶仍然存在品种单
一的问题, 酶的活性不高, 价格昂贵等不足, 加上各
国都十分注重对已有的重要微生物资源的保护 , 使
得优质产酶菌株的筛选和选育有着十分重要的研究

前景。 
海洋微生物与陆生微生物相比其生存环境更加

恶劣, 如高渗、低温、高压、低营养等, 也造就其独
特的代谢途径 , 因此海洋微生物所产蛋白酶可能具
有更加独特的酶学性质和构造。 

Sreeja 等 (2011)从海洋微生物 Engyodontium 
album BTMFS10 中分离到碱性丝氨酸蛋白酶, 该酶
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除了具有很好的耐高温(60°C酶活最高)、嗜碱(pH 11
时酶活最高)以外, 还具有很好的稳定性, 如其在烃
类、天然油脂、表面活性剂及大部分的有机溶剂中均

表现很好的稳定性 , 在洗涤剂工业具有很好的应用
前景。 

Anjali等(2014)从海洋微生物 Bacillus tequilensis 
P15 中发现耐受绝大部分有机溶剂的碱性蛋白酶, 试
验结果显示该酶对于去除衣物上的血渍、脱毛及除去

感光胶片上的明胶具有很好的效果。 
国产碱性蛋白酶主要在酶活、成本和酶学性质等

方面不能满足工业发展的要求 , 大规模工业用碱性
蛋白酶主要还依赖于进口, 希望通过本次试验研究, 
能发现高产蛋白酶的海洋微生物 , 并为下一步的研
究, 如: 发酵条件的优化、蛋白酶基因的克隆、工程
菌的构造等方面的研究打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
分别在浙江舟山的三江码头、鸭蛋山码头、东极

岛、朱家尖、东港等地的潮间带采集海水、海泥。 
1.1.1  培养基     

(1) 高氏一号改良培养基 : 可溶性淀粉 20g, 
KNO3 1g, K2HPO4 0.5g, MgSO4⋅7H2O 0.5g, NaCl 0.5g, 
FeSO4 0.01g, 琼脂 20g, 人工海水 1000mL, pH 7.4—7.6。 

(2) 脱脂奶培养基(沈萍等, 1999): 牛肉膏 5.0g, 
蛋白胨 10.0g, 氯化钠 1.0g, 琼脂 20.0g, pH值 7.2—7.4, 
加热溶解于海水中, 121°C高压灭菌 20min, 备用。脱
脂牛奶 10.0g, 溶解于海水中, 115°C灭菌 30min。两
者在无菌环境下混匀得到 1000mL的培养基。 

(3) 酪素琼脂改良培养基 : 酪蛋白 4g, CaCl2 
0.002g, MgSO4⋅7H2O 0.5g, K2HPO4⋅7H2O 1.07g, KH2PO4 
0.36g, ZnCl2 0.014g, NaCl 0.16g, FeSO4 0.0002g, 水解
干酪素 0.05g, 琼脂 18g, 人工海水 1000mL, pH 8.0。 

(4) 放线菌发酵培养基, 分别记为 1—6号:  
① 淀粉 5g, 黄豆粉 10g, KH2PO4 1g, 人工海水

1000mL, pH 8.5。 
② 胰蛋白胨 10g, 酵母膏 5g, 玉米粉 5, Na2HPO4⋅ 

12H2O 4g,  KH2PO4 0.3g, Na2CO3 1g, 人工海水 1000mL, 
pH 8.5。 

③ 酪蛋白 10.0g, 牛肉膏 3.0g, NaCl 5.0g, K2HPO4 
2.0g, 人工海水 1000mL, pH 8.5。 

④ 可溶性淀粉 4.0%, 酵母膏 0.5%, 牛肉膏 1.0%
蛋白胨 1.5%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.35%, NaH2PO4 

0.03%, Na2CO3 0.056%, 人工海水 1000mL, pH 8.5 
(沈萍等, 1999)。 

⑤ 蛋白胨 5.0g, 酵母膏 3.0g, 葡萄糖 5.0g, 人工
海水 1000mL, pH 8.5 (周德庆, 2006)。 

⑥ 牛肉膏 5.0g, 蛋白胨 10.0g, NaCl 1.0g, 脱脂
奶 10.0g, 人工海水 1000mL, pH 8.5。 
1.1.2  实验试剂    细菌基因组 DNA 提取试剂盒
(TIANamp BacteriaDNA Kit)由天根生化科技(北京)有
限公司提供, 常规化学试剂DNA Marker购自TaKaRa
公司, 其余均购于国药集团。 
1.2  实验方法 
1.2.1  菌株的分离与纯化    将采样得到的潮间带
海泥进行梯度稀释, 在高氏 I 号培养基平板上涂布培
养, 按照菌落形态、大小、颜色等不同挑选单菌落在
高氏 I 号培养基平板上划线, 倒置 25°C 培养 3—5d, 
继续挑取单菌落, 重复划线。重复上述步骤 2—3 次, 
共得到纯菌株 50株。 
1.2.2  目标菌株的筛选    将分离纯化得到的放线
菌在脱脂奶平板上进行点种, 25°C培养, 观察有无透
明圈的产生。 
1.2.3  酶活测定    将筛选到的菌株接种于放线菌
发酵培养基 50/250mL 摇瓶中进行培养, 温度 25°C, 
转速 120r/min培养 3—5d后测酶活。 
1.2.3.1  标准曲线的制作     用酪氨酸配置 0—
100μg/mL 的标准溶液, 酪氨酸在 275nm 下有特征光
吸收 , 通过建立酪氨酸浓度与该浓度下的酪氨酸在
275nm下光吸收关系的标准曲线, 通过紫外分光光度
法测定碱性蛋白酶促蛋白质消化反应的生成物在

275nm下的吸光度, 就可以计算反应生成酪氨酸的量, 
根据酶活力的定义计算碱性蛋白酶的活力。按表 1制
备不同浓度的酪氨酸溶液。 

用分光光度计于 680nm 波长下测各管的光吸收
值(A), 进行测量, 用“1”号管作为空白对照, 以于
680nm波长下测各管的 A值为纵坐标, 每管的酪氨酸
含量为横坐标, 绘制酪氨酸的标准曲线。 
1.2.3.2  碱性蛋白酶活力的测定     将目标菌株发
酵酶液进行 5000r/min 离心去除菌体后, 取粗酶液适
当稀释后按照表 2进行酶活测定, 每种样品做 2次平
行试验。其中试管 1为空白对照。具体步骤见表 2。 

蛋白酶活力: 以酪蛋白为底物, 每分钟水解产生
1μg酪氨酸的酶量为 1个酶活力单位。 

Up = (A680*K*4) / (10*n) 
式中, Up 表示蛋白酶活力, A680 表示由样品测得的吸 
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表 1  标准曲线的制作 
Tab.1  Data for making standard curves 

管号 酪氨酸浓度(mg/L) 酪氨酸溶液 (mL) 蒸馏水(mL) 碳酸钠溶液(mL) Folin-酚试剂(mL)

1 0 0 1 5 1 

2 10 0.1 0.9 5 1 

3 20 0.2 0.8 5 1 

4 30 0.3 0.7 5 1 

5 40 0.4 0.6 5 1 

6 50 0.5 0.5 5 1 

7 60 0.6 0.4 5 1 

混匀后, 置于 40°C恒温水浴显色 20min 

表 2  测样品酶活的步骤 
Tab.2  Steps of measuring enzyme activity in the samples 

试剂 试管 1 试管 2 试管 3 

酶液(mL) 1 1 1 

三氯乙酸溶液(mL) 2 0 0 

0.5%的酪蛋白溶液(mL) 1 1 1 

混匀, 40°C恒温水浴保温 10min 

三氯乙酸溶液(mL) 0 2 2 

混匀, 40°C恒温水浴保温 10min, 过滤或离心 

酶解滤液(mL) 1 1 1 

碳酸钠溶液(mL) 5 5 5 

Folin-酚试剂(mL) 1 1 1 

 
光度值, K为吸光系数(从标准曲线中得到), 4为反应
试剂的总体积, 10为反应时间, n为稀释倍数。 
1.2.4  菌株形态观察    利用插片法对目标菌株进
行形态观察。 
1.2.5  菌株 A20 的生理生化试验    采用不同的糖
作为碳源, 对目标菌株的碳源利用情况进行观察。将
筛选得到的目标菌株进行常规项目的生理生化实验, 
观察结果。 
1.2.6  菌株A20的 16S rDNA分子鉴定    用细菌基
因组 DNA 提取试剂盒提取目标菌株的 DNA, 以总
DNA为模板进行 PCR扩增(Kunamneni et al, 2003), 
PCR 产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳检测分析, PCR 产
物纯化试剂盒回收 1500bp 的 PCR 产物, 产物以 Seq 
Forward、Seq Reverse、Seq Internal为引物进行 16S 
rDNA 测序, 测序工作由宝生物工程(大连)有限公司
完成。 
1.2.7  菌株 A20的系统进化树的绘制    利用 Blast
对得到的序列在数据库中进行相似序列的搜索 , 获
得与目标菌株相似性较高的菌株(97%以上相似性), 
对同源性较好的序列进行比对(Clustalx 1.8), 绘制系
统进化树(PhyloDraw V8.0)。 

1.2.8  不同发酵培养基对菌株 A20 的酶活影响    
分别采用淀粉培养基、胰蛋白胨培养基、蛋白胨培

养基等六种培养基进行发酵试验 , 得到最适产酶培
养基。 
1.2.9  菌株的诱变    先将目标菌株进行紫外诱变, 获
得的高产株再分别进行DES诱变, 获得最终的高产菌株。 
1.2.9.1  紫外诱变    取 2mL 的菌悬液放入 6cm 培
养皿中, 垂直照射距离为 30cm。先盖盖子照射 1min, 
打开盖子照射处理, 同时用磁力搅拌器进行搅拌, 处
理时间为 30、60、90、120、150、180s。在各个处理
时间点将处理的菌液取 100μL 用无菌生理盐水进行
梯度稀释, 稀释至 10–3浓度, 取 0.1mL在脱脂奶培养
基上进行涂布, 3个重复, 同时对未经紫外处理的对照
菌液也进行稀释后平板涂布, 计算致死率, 致死率 = 
(1－诱变处理后每 0.1mL菌落数/对照每 0.1mL菌落数)×
100%。涂布后的平板在暗处培养 3—5d后观察, 选取
HC 比值(透明圈直径/菌落直径)较对照明显大的单菌
落进行发酵, 25°C, 120r/min, 50mL/ 250mL装量, 做 3
个平行, 测其酶活。 
1.2.9.2  DES 诱变    挑取经紫外诱变后的斜面保
种突变菌株于液体高氏 1 号培养基, 50mL/250mL 接
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种, 25°C、120r/min培养 5d。诱变处理将处于对数生
长期的菌液在室温下 5000r/min 离心 10min, 弃上清
液, 收集菌体。用 10mL 0.1 mol/L 磷酸缓冲液(pH 7.0)
洗涤 2次, 然后重悬于 pH 7.0的磷酸缓冲液中, 调整
菌液浓度为 108个/mL(调整 OD600 = 0.5左右即可)。
移取 4mL 菌液到 16mL 磷酸钾缓冲溶液(pH 7.0)中, 
加入 0.2mL硫酸二乙酯, 分别振荡处理 10、20、30、
40、50、60min, 最后加入 0.5mL 25%硫代硫酸钠中
止反应。将诱变处理 10、20、30、40、50、60min的
菌液稀释到 10–3稀释度, 做 3个重复, 取 0.1mL平板
涂布, 以未经化学诱变处理的出发菌为对照, 25°C恒
温培养箱中培养 5d (邱雁临等, 2008)。将培养好的平
板取出, 菌落计数, 计算致死率。挑取 HC 比值大的
单菌落进行发酵(同时斜面保种), 做 3 个平行重复, 
测其酶活。 
1.2.9.3  稳定性试验     将诱变得到的高产菌株连
续传代 10代, 测其酶活。 
1.2.10  最适温度的选择    将诱变得到的菌株分别在
28、37、45、50、55、60°C下摇瓶培养, 分别测酶活。 
1.2.11  最适 pH 选择    将诱变得到的菌株分别接
种于 pH为 7.5、8、8.5、9、9.5、10的发酵培养液中, 
分别测酶活。 
1.2.12  最适培养时间选择    将诱变得到的菌株分别
接种于 pH 7.5的发酵培养液中, 28°C分别培养 24、36、
48、60、72、84、96h。分别测酶活。 

2  结果与分析 

2.1  筛选结果 
得到 2 株产较大透明圈的菌株, 分别记 A8 和

A20。筛选结果如图 1和图 2所示。透明圈大小情况
如表 3所示。 
2.2   酶活测定结果 
2.2.1  标准曲线的制作    用 100μg/mL 的酪氨酸 

 
图 1  菌株 A8平板图 

Fig.1  Shape of Strain A8 

 

图 2  菌株 A20平板图 
Fig.2  Shape of Strain A20 

表 3  两株放线菌所形成透明圈直径大小 
Tab.3  The size of diameter of transparent zone 

菌种标号 菌落直径 
(mm) 

透明圈直径 
(mm) 

透明圈直径/ 
菌落直径 

A8 4.93 17.99 3.65 

A20 2.52 11.84 4.70 

 
标准溶液配制标准系列溶液, 在 OD680nm处进行测定, 
并绘制标准曲线。不同含量的酪氨酸的吸光度值结果

见表 4。 
以光吸收值(A)为纵坐标, 酪氨酸含量为横坐标, 

绘制酪氨酸的标准曲线 , 见图 3。回归方程 y = 
0.0088x－0.0111, 相关系数 R2 = 0.9977, 具有较好的
线性关系。 

表 4  不同含量的酪氨酸吸光度值结果 
Tab.4  Results of different levels of tyrosine absorbance 
酪氨酸含量

(μg/mL) 
0 10 20 30 40 50 60

吸光值(A) 0.0 0.068 0.161 0.253 0.335 0.445 0.515

 

图 3  酪氨酸标准曲线 
Fig.3  Standard curve of tyrosine 

 

2.2.2  目标菌株酶活测定    对菌株 A8、A20 进行
两组平行测定酶活, 最后取平均值作为最终结果, 如
表 5所示。 
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表 5  碱性蛋白酶活力测量结果 
Tab.5  Results of alkaline protease activity 

样品名称 酶活力(U/mL) 平均酶活力(U/mL) 

A81 38.06 36.4 

A82 34.67  

A20U1 104.42 104.7 

A20U2 104.93  

 
菌株 A20 的酶活较高, 因此选取菌株 A20 作为

研究对象, 进行紫外线和 DES 诱变处理以获得高产
菌株。 
2.3  菌株 A20的形态观察 

利用插片法观察 A20 形态, 菌丝呈链状, 断裂, 
无卷曲状分布。显微观察结果如图 4所示。 
2.4  菌株 A20的生理生化试验 

菌株 A20在不同培养基条件下的生长 3d情况如
表 6 所示, 对不同碳源的利用情况如表 7 所示, 生理
生化结果如表 8所示。 

由生理生化试验结果可知, 菌株 A20 可以利用
除了除了鼠李糖之外的常见碳源 , 并都能使硝酸盐
还原, 还具有水解淀粉的能力。 

 

图 4  菌株 A20显微观察图 
Fig.4  Hyphal morphology of Strain A20 

表 6  菌株在不同培养基上培养 3d 的生长情况 
Tab.6  Strain A20 in different culture media on the  

growth after 3d 

Strain A20 培养基 

基内 气生 长势 

甘油天冬培养基 灰白 白 +++ 
葡萄糖天冬培养基 灰 灰 +++ 
高氏 1号培养基 灰 灰白 +++ 
无机盐培养基 灰白 白 +++ 
燕麦汁培养基 灰白 浅粉 +++ 
PDA培养基 土黄 淡粉 +++ 

酵母粉-麦芽培养基  不生长  

表 7  菌株 A20 对不同碳源的利用情况 
Tab.7  Strain A20 on the utilization of different carbon sources 

碳源 
菌株 

葡萄糖 蔗糖 木糖 甘露醇 果糖 肌醇 阿拉伯糖 鼠李糖 无碳源 

A20 + + + + + + + － － 

表 8  菌株 A20 的生理生化试验结果 
Tab.8  Physiological and biochemical tests on Strain A20 

项目 
菌株 

黑色素 明胶 硝酸盐还原 纤维素 H2S 牛奶胨化 牛奶凝固 淀粉水解 

A20 － － + － － － － + 

 
2.5  16S rDNA序列分析结果 

16S rDNA分子鉴定结果显示菌株 A20的核苷酸
长度为 1361bp, 将测序得到的核苷酸序列上传至
NCBI的 GenBank数据库获得登录号为 GU263841。 
2.6  系统进化树绘制 

利用 Blast软件, 从 GenBank数据库中查找同源
性较高的菌株, 来构建系统进化树, 系统进化树如图 5所
示。系统进化树显示菌株A20与 Streptomyces roseoviridis 
JS-9(玫瑰绿链霉菌)和 Streptomyces roseus JS-18(浅玫瑰
色链霉菌)的进化位置最近, 相似性达 99.8%, A20不产
水溶性色素, 并在燕麦汁、PDA培养基中培养时产生浅
玫瑰色菌落, 菌株 A20很可能为一种浅玫瑰色链霉菌。 

2.7  不同发酵培养基对菌株 A20的酶活影响 
在 1—6 号不同发酵培养基培养条件下菌株 A20

的酶活大小如表 9 所示。结果显示 1 号培养基(淀粉
培养基)培养条件下酶活较大。因此诱变均在 1 号培
养基作为发酵培养基条件下进行。 
2.8  诱变结果 
2.8.1  紫外诱变结果    紫外诱变致死率情况如表
10所示, 结果显示紫外线处理时间应控制在 60—150s。 

在 120s 处理的平板上得到 HC 比值最大的菌株
(HC 比值为 5.3)进行发酵培养 , 最终得到酶活为
182.8U/mL。相比于初始酶活 104.7U/mL, 酶活提高
74.6%, 并将得到的菌株进行 DES诱变。 
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图 5  根据 16S rDNA序列构建的菌株 A20以及相关种、属的系统进化树 
Fig.5  The NJ evolutionary tree based on completed sequence of Strain A20 16S rDNA 

 
表 9  碱性蛋白酶活力测量结果 

Tab.9  Alkaline protease activity measurement results 
不同发酵培养基 1 2 3 4 5 6 
酶活力(U/mL) 104.7 81.8 23.0 63.8 95.7 91.3

表 10  紫外线诱变结果 
Tab.10  The result of ultraviolet mutation 

稀释倍数 10–3 
作用时间(s) 

诱变前菌落数 诱变后菌落数 
致死率(%)

0 186 186 0.0 
30 190 150 21.1 
60 179 42 76.5 
90 198 21 89.4 

120 182 18 90.1 
150 188 2 98.9 
180 173 0 100.0 

2.8.2  DES 诱变结果    DES 诱变结果致死率如表
11所示, 结果显示处理时间应控制在 30—50min。 

表 11  DES 处理结果 
Tab.11  The result of DES mutation 

稀释倍数 10–3 
作用时间(min)

诱变前菌落数 诱变后菌落数 
致死率(%)

0 206 206 0.0 

10 160 116 27.5 

20 150 82 45.5 

30 176 55 68.8 

40 150 32 78.7 

50 176 11 93.8 

60 182 0 100.0 
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在处理 50min的平板上获得 HC比值最大的菌株
(HC 比值为 5.9), 进行发酵培养 , 最终得到酶活为
227.5U/mL, 酶活提高 51.8%。 

2.9  传代试验 
将DES处理过的酶活为 227.5U/mL的A20菌株进

行传代试验, 转接种10次, 测试酶活结果如表12所示。 

表 12  传代 10 次的酶活测试结果 
Tab.12  Results of enzyme activity test after ten times of subculture 

代数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

酶活(U/mL) 227.5 230.4 228.7 235.1 225.2 229.1 220.5 222.1 209.8 208.9 

 
连续传代 10 代结果显示酶活最低为第 10 代的

208.9U/mL, 酶活下降 8.17%, 酶活下降较少, 诱变后
的菌株较为稳定。 
2.10  最适温度 

各温度下酶活测试结果如图 6所示。结果显示发
酵温度为 50°C具有最高酶活, 酶活为 227.9U/mL。 
2.11  最适 pH值 

各 pH下酶活如图 7所示。结果显示当 pH 9.0时
酶活最高。 

 

图 6  最适温度试验 
Fig.6  The optimal temperature test 

 

图 7  最适 pH试验 
Fig.7  The optimal pH test 

 
2.12  最适培养时间     

培养时间为 36h 之前为菌体生长阶段, 此时产酶
较少, 酶活较低, 当培养时间超过 48h以后, 菌体进入
产酶阶段, 酶活逐渐增加, 当培养时间为 72h时, 酶活
最高, 为 228.5U/mL。详见图 8。 

 
图 8 最适培养温度试验 

Fig.8  Testing for the optimal culture time 

3  讨论 

从舟山潮间带海域中筛选得到产碱性蛋白酶的

放线菌菌株 A20, 生理生化试验和 16S rDNA分析结果
显示该菌株为 Streptomyces roseus, 记为 Streptomyces 
roseus A20, 该菌株在淀粉-黄豆粉发酵培养基中酶活
较高, 这可能与黄豆粉属于慢速利用氮源有关。紫外
诱变显示在处理时间为 60—120s, 致死率为 76.5%—
90.1%时得到正突变株, 此时得到的诱变菌株透明圈
明显较大, 经测定酶活为 182.8U/mL, 与初始菌株相
比酶活提高 74.6%。再经过 30—50min DES诱变处理, 
致死率为 68.8%—93.8%时得到正突变株 , 酶活为
227.5U/mL, 比初始酶活 104.7U/mL 提高 117.3%, 诱
变效果较为明显。传代试验显示突变株具有较好的遗

传稳定性, 在连续传代 10 次测定酶活发现该酶酶活
无明显下降。单因素试验结果显示在发酵温度为

50°C、pH值为 9.0, 培养时间为 72h时候酶活最高。 
利用物理或者化学方法进行诱变育种是一种常

规的获取高产菌株的方法, 尽管其具有一定的优点, 
如: 能够提高突变率, 在较短的时间内获得更多的优
良变异类型。但是 , 诱变育种也存在一些问题 , 如: 
有益突变频率仍然较低, 变异的方向和性质难控制。
因此提高诱变效率 , 迅速鉴定和筛选突变体以及探
索定向诱变的途径, 是当前研究的重要课题。 
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复合诱变的效果往往要好于单种诱变剂的诱变

效果, 这可能是由于先用物理诱变剂处理以后, 微生
物细胞细胞膜的完整性或者渗透性有所改变 , 然后
再用化学试剂进行处理, 就能更好的与细胞染色体位
点进行接触从而使得诱变效率增加。Ahmed 等(2013)
先后用伽马辐射和 EMS 复合诱变菌株 Penicillium 
chrysogenum NRRL 792, 得到产最高酶活诱变体菌
株 EMS-1, 试验结果还显示突变体菌株所产碱性蛋
白酶的稳定性(pH, 热稳定性)要大大好于野生型。电
泳结果显示野生型与突变型的蛋白酶分子量大小也

不同, 诱变结果改变了碱性蛋白酶的分子结构。 
目前诱变育种已经与基因工程进行很好的结合, 

从而获得更加稳定而高产的突变菌株。Wang等(2010)
从嗜冷产碱性蛋白酶海洋微生物菌株 Pseudomonas 
sp.中, 利用反向 PCR 技术克隆该酶的结构基因, 发
现 1443bp的OFR编码一组无信号肽的 463氨基酸, 序
列比对结果显示该酶属于丝氨酸类型的金属蛋白酶, 
重组蛋白在 Escherichia coli成功进行表达。Jasmin等
(2010)从海洋真菌 Engyodontium album中克隆碱性蛋
白酶基因(Eap), 并对其三维结构进行了推测。 

碱性蛋白酶主要在洗涤工业上有广泛的应用。尤

其新型的耐氧化、耐高温、耐碱性、耐高盐度、耐有

机溶剂、及在低温环境下具有较高酶活的一类碱性蛋

白酶更是其中研究的热点。 
Tsuyoshi等(2004)研究了枯草杆菌产碱性蛋白酶的

抗氧化性稳定性, 并应用于洗涤剂行业。Kunamneni等
(2003)研究了枯草芽孢杆菌 PE-11 产碱性蛋白酶的热
稳定性, 发现该酶在 60°C 处理了 350min 后仍保持
100%酶活力。Sudhir等(2010)在一株新颖的嗜高温菌
株 Paenibacillus tezpurensis sp. nov. AS-S24-II发酵液
中发现清洁稳定性良好的碱性蛋白酶。WANG 等

(2012)在印尼温泉中筛选到一株产碱性蛋白酶菌株
Brevibacillus sp. PLI-1, 试验结果显示在 70°C时该酶
具有最高活性。 

Raja等(2006)对耐有机溶剂的碱性蛋白酶进行了
酶学性质研究, 利用硫酸铵盐析及层析方法纯化酶, 
酶活力提高了近 124 倍。Subramani 等(2009)筛选到
一株海洋放线菌 MML1614, 发现其具有很好的耐热与
耐碱性, 与洗涤剂结合后使洗涤效果大幅增加。Hames- 
Kocabas 等(2007)从海泥样品中筛选得到碱性蛋白酶
生产菌株 MA1-1, 在 pH 9.0、50°C有较高酶活, 同时
鉴定出此碱性蛋白酶属于丝氨酸基团。Jignasha 等
(2009)在印度沿海筛选到一株嗜碱放线菌 Mit-1, 其

产碱性蛋白酶不仅耐盐耐高温(70°C最适宜温度), 且
耐受有机溶剂, 此类蛋白酶的报道极为罕见。Iram等
(2012)在克什米尔地区的冰川土壤中筛选到一株食单
胞菌属(Stenotrophomonas sp.)菌株, 该菌株所产碱性
蛋白酶在较低温度(15°C)时具有最高酶活, 而低温清
洗能对一些高档丝绸织物起到很好的保护作用。 

在某些方面 , 蛋白酶甚至被用在回收利用废弃
的贝壳类动物中(Anil, 2010), 在处理蓖麻壳的浪费
上(Madhuri et al, 2012)也能得到应用。Feng等(2013)
在菌株 Kocuria kristinae F7的发酵液中分离到一种很
罕见的碱性丝氨酸蛋白酶 , 该蛋白酶除了耐盐耐高
温, 还能改善大豆蛋白质水解产物的口味, 在食品工
业中具有较好的应用前景。蛋白酶可以被用作脱毛剂

使用, Vijay等(2011)从Bacillus altitudinis GVC11分离
到一种新颖的丝氨酸蛋白酶 , 试验发现该酶作用于
山羊毛具有很好的脱毛效果 , 却不会损坏羊毛中的
胶原蛋白也不影响羊毛的完整性。 

影响菌株产酶的因素有很多, 如: 温度、pH、碳
源、氮源、培养温度、盐度、溶氧(转速)等等, 选择
合理的粗酶分离纯化过程 , 从而很好保持甚至提高
其酶活也非常重要。因此, 如何优化培养方案、选择
合适的分离纯化工艺, 将是后续研究的重点。 
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BREEDING OF A MARINE ACTINOMYETES STRAIN PRODUCING  
ALKALINE PROTEASE 

LI Peng,  MIAO Zeng-Liang,  WANG Jian-Xin 
(Marine Science & Technology College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China) 

Abstract    Marine actinomycetes able to produce alkaline protease were isolated from an intertidal zone in Zhoushan 
Islands region. Enzyme activity was determined by the Lowry method, and the strain of highest enzyme activity was 
studied. After ultraviolet and DES mutation, a marine actinomycete Strain A20 in high yield of alkaline protease was 
obtained. We found that Strain A20 was more capable of producing alkaline protease. Morphological, physiological, and 
biochemical characteristics, as well as 16S rDNA sequence homology show that Strain A20 is relative to Streptomyces 
roseus by sharing 99.8% in the sequence under phylogenetic tree. The result of mutation shows that enzyme activity 
increased by 117.3% from 104.7 to 277.5 U/mL. Genetic stability test showed the Strain A20 had good genetic stability. 
The optimal conditions for producing alkaline protease was temperature 50°C, pH 9.0, and culture period for 72h. 
Key words    alkaline protease;  phylogenetic tree;  mutant;  16S rDNA 
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