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摘  要： 对菌株 BY25 的生长条件、产酶条件及其产生的蛋白酶的酶学性质进行了研究。结果发现，BY25 的最高生长温

度为 55℃，最适生长温度为 50℃，最佳产酶温度为 30℃，最佳培养起始 pH 为 8.0，最佳 C 源为葡萄糖，高通气量明显提高菌

株产酶能力。在以上条件下培养 52 h，上清液蛋白酶活力达 4 170 U/ml。酶学性质研究表明：该蛋白酶为高温中性金属蛋白酶，

最适反应 pH 为 7.0，最适反应温度为 55℃，具有良好的 pH 耐受性和较好的热稳定性；EDTA 能强烈抑制酶活力，而 Fe2+、Cu2+

对酶活力也具有一定抑制作用。 
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蛋白酶是一类重要的水解酶，其产量约占工业酶

总产量的 60% 以上[1-2]，广泛应用于食品、医药、洗

涤剂、纺织及皮革处理等方面。高温中性蛋白酶具有

良好的热稳定性，能够弥补普通中性蛋白酶的不足，

具有广阔应用前景。应用上，高温蛋白酶更优于常温

蛋白酶。在高温下，产物被常见的常温微生物污染的

机率降低；反应液的黏度降低，底物的溶解度、生物

可利用性增加，加快了反应速率。 

此外，对蛋白酶耐热机理的研究，将促进蛋白质

工程的发展。可以为改造具有重要商业价值的天然酶，

提高其稳定性提供理论依据。20 世纪 70 年代以来，

高温中性蛋白酶已成为酶学研究领域的热点之一。微

生物是蛋白酶最重要的来源，高温蛋白酶则主要来源

于嗜热菌，分离高效产酶菌株并研究其酶学性质对合

理利用这些菌株资源具有重要意义。 

本研究对产耐高温蛋白酶的高产菌株 BY25 的产

酶条件进行了优化，并对其产生蛋白酶的酶学特性进

行了研究，以期为该菌株的进一步开发利用提供理论

依据。 

1   材料与方法 

1.1  菌株 

BY25，由本研究室分离保存。 

 

 

1.2  培养基  

 

 

1.2  培养基  

1.2.1  LB 培养基（g/L）    蛋白胨 10，酵母膏 5，

NaCl 5，pH 7.2。 

1.2.2  牛奶培养基（g/L）[3]      脱脂牛奶 10，酵母

膏 2.5，pH 自然。 

1.2.3  基础发酵培养基（g/L）[4]      葡萄糖 60，豆

饼粉 30，麸皮 40，Na2HPO4 4，MgSO4•H2O 0.2，CaCl2 

0.2，pH 7.0。 

1.3  酶活力测定 

采用 Folin 显色法[5]。将培养液离心取上清，以适

当 pH 缓冲液稀释后，取 200 μl 加入 2 ml 离心管中，

55℃ 水浴预热 1 min，加入 200 μl 的 2% 酪蛋白溶液，

55℃℃ 水浴保温10 min，迅速加入600 μl 的0.4 mol/L

三氯乙酸终止反应，室温静置 15 min，10 000 r/min 离

心 10 min，取上清 500 μl，置于试管中，加入 2 500 μl

的 0.4 mol/L Na2CO3溶液及 500 μl 福林酚工作液，测

定 680 nm 吸光度。对照在加入酪蛋白溶液前先加入三

氯乙酸，其余条件相同。将每分钟水解酪蛋白释放 1 μg

酪氨酸的酶量定义为一个蛋白酶活力单位。  

 

 

 

1.4  菌株生长量测定 

采用稀释平板涂布法，计算菌落数。 

1.5  产酶条件优化 

    将 BY25 接种于 LB 培养基中，45℃ 培养 12 
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h ， 

 

 

 

 

作为接种液，转接基础发酵培养基中，分别测定温度、

起始 pH、C 源及通气量对 BY25 产酶的影响。 

1.5.1  温度优化    将接种液转接起始 pH 7.0 的基

础培养基，培养温度分别为 30℃、45℃、50℃、55

℃。培养 14 h 后取样，采用涂布平板法测定菌落数。

另于 0 ~ 55 h，从 30℃ 及 50℃培养物中定时取样，10 

000 r/min 离心 10 min，取上清测定蛋白酶酶活力；并

采用涂布平板法测定菌落数。测定菌株生长曲线及产

酶曲线。 

1.5.2  起始 pH 优化    将接种液转接起始 pH 分别

为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 的基础发酵培养基

中，于 30℃ 培养 48 h 后，测定上清中蛋白酶酶活。 

1.5.3  C 源优化    将基础发酵培养基中葡萄糖分

别替换成等 C 量的麦芽糖、乳糖、淀粉、蔗糖，起始

pH 7.0，转接接种液，于 30℃ 培养 48 h 后，测定上清

中蛋白酶酶活。 

1.5.4  通气量优化    在 250 ml 三角瓶中分别加入

25、50、100、150 ml 基础发酵培养基，起始 pH 7.0，

转接接种液，于 30℃ 培养 48 h，测定上清中蛋白酶

酶活。 

1.6  蛋白酶酶学性质研究[6] 

1.6.1  温度对酶活力的影响    将上清酶液用 pH 

7.0 缓冲液适当稀释，于 30℃ ~ 80℃ 分别测定蛋白酶

酶活力。 

1.6.2  pH对酶活力的影响    将上清酶液分别用pH 

4.0 ~ 11.0 缓冲液稀释，于 55℃ 测定蛋白酶酶活力。 

1.6.3  温度稳定性    将上清酶液在 30℃ ~ 90℃、

pH 7.0 缓冲液中孵育 30 min 后，于 55℃、pH 7.0 测

定剩余酶活力。 

1.6.4  pH 稳定性    将上清酶液在 pH 5.0 ~ 11.0 的

缓冲液中，室温孵育 30 min 后，于 55℃、pH 7.0 测定

剩余酶活力。 

1.6.5  金属离子及 EDTA 对酶活力的影响    将上

清酶液在 10 mmol/L 的金属离子及 EDTA 溶液中室温

孵育 30 min 后，于 55℃、pH 7.0 测定剩余酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 BY25 的产酶条件优化  

BY25 原产酶量 304 U/ml。由于培养条件对产酶具

有重要的影响，所以本研究对 BY25 菌株的不同产酶

条件进行了比较试验。 

2.1.1  温度对 BY25 生长及产酶的影响    温度对

细菌的生长具有显著的影响。如图 1 所示，BY25 于

50℃ 及 30℃ 的生长曲线表明，50℃ 培养条件下，

BY25 于 14 h 完成对数生长期，比 30℃ 培养条件下

24 h 完成对数生长期快 10 小时 h。另外，菌株 BY25

在 50℃ 条件下的生长速度明显高于 45℃ 及 30℃。55

℃下，BY25 生长缓慢。因此，该菌最适生长温度为 50

℃。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  30℃(a)及 50℃(b)下 菌株 BY25 的生长及产酶量 
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图 1  30℃ (a) 及 50℃ (b) 下菌株 BY25 的生长及产酶量 

Fig. 1  Protease production and growth of BY25 at 30℃ (a) and 50℃ (b) 

 

 

菌株 BY25 的最适产酶温度不同于最适生长温度

（图 1）。在 30℃ 及 50℃ 培养条件下，BY25 均从对

数生长期完成后的 24 h、14 h 开始大量产生蛋白酶。

在稳定期，其产酶量持续增加。培养 48 h 后，菌株 BY25

开始进入衰退期，在 50℃ 培养条件下其菌落数急剧

下降，培养液中蛋白酶酶活力也逐步下降；但是在   

30℃ 培养条件下，其菌落数下降较为缓慢，而且，培

养液中蛋白酶酶活力仍在平稳上升中。值得注意的是，

从 BY25 开始产酶起，30℃ 培养条件下，培养液中蛋

白酶酶活力一直显著高于 50℃ 的培养液。由此，我们

认为，30℃ 更有利于菌株 BY25 蛋白酶的产生及积累。 

2.1.2  C 源对 BY25 产酶的影响    在基础发酵培养

基中，分别以等 C 量葡萄糖、麦芽糖、淀粉、乳糖、

蔗糖为 C 源，于 30℃ 下进行 48 h 产酶试验，表 1 的

结果显示，采用葡萄糖为 C 源时，BY25 产酶量最高，

为 2 206.5 U/ml。显著高于其他 C 源。 
     

 

表 1  不同 C 源对菌株 BY25 产酶的影响 

Table 1  Effects of carbon sources on on protease production of BY25 

C 源 葡萄糖 麦芽糖 淀粉 乳糖 蔗糖 

酶活力（U/ml） 2 206.5 ± 23.8 1 719.7 ± 56.7 1 108.9 ± 166.6 863.4 ± 69.7 880.5 ± 45.5 

 

培养基成分对微生物中蛋白酶产量有很大的影

响。大豆粕是菌株 Bacillus Cereus MCMahon B-326 产

蛋白酶的最佳 N 源[7]。而 Filobacillus sp.RF 2-5 产酶则

依赖于酵母提取物 [8]。活泼 [9]发现，耐热芽孢杆菌

T9503 的最适 C 源为葡萄糖，豆饼粉为 N 源时蛋白酶

产量最高，酵母膏次之，以蛋白胨、尿素为 N 源时则

不产酶。 

由于许多报道显示，大分子量的蛋白如明胶、酪

蛋白、大豆蛋白有利于诱导蛋白酶的产生。并且本实

验中选用的产酶培养基为基础发酵培养基，利用豆饼

粉和麦麸作为 N 源，有利于废物利用，故未对 N 源进

行更换研究。 

2.1.3  起始 pH 对 BY25 产酶的影响    将基础发

酵培养基 pH 分别调整为 pH 5.0 ~ 10.0，于 30℃下进行

48 h 产酶试验，。结果如图 2 所示，其中起始 pH 7.0 ~  

9.0 的培养基中产酶量均较高。当培养基起始 pH 为 

10.0 时，产酶量有所下降。而酸性条件下明显抑制该

菌株的产酶量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  起始 pH 对菌株 BY25 产酶的影响 

Fig. 2  Effects of initial pH of culture medium  

on protease production of BY25 
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2.1.4  装载体积对 BY25 产酶的影响    图 3 结果显

示，25 ml 的装载量中，菌株产酶量最高，为 3 685 U/ml，

明显高于 50 ml 及以上的装载量。100 ml 及 150 ml 的

装载量下，液面较高，供氧量受限，BY25 产酶量显著

下降。并且，在各种因素中，通气量对 BY25 产酶量 

的影响最为显著。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  装载体积对菌株 BY25 产酶的影响 

Fig. 3  Effects of culture volume on protease production of BY25 

 

的影响最为显著。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  装载体积对菌株 BY25 产酶的影响 

Fig. 3  Effects of culture volume on protease production of BY25 

 

经过以上条件优化，在最适培养条件下培养 52 h，

上清液蛋白酶活力达 4 170 U/ml。 

2.2  酶学性质研究 

2.2.1  蛋白酶最佳作用温度及 pH     

从图 4 可知，该蛋白酶在 30℃ ~ 70℃ 范围内均具有

蛋白降解活性，其最适作用温度为 55℃，在 50℃ ~ 60

℃ 范围内均有较高的酶活力。在 pH 5 ~ 8 区间，该蛋

白酶活力较高，其最适作用 pH 为 7，为中性蛋白酶，

但是在 pH 5 ~ 6 的偏酸性环境中，蛋白酶活力均保持

在 80% 以上。 

2.2.2  蛋白酶的温度及 pH 稳定性    与酶的最佳

作用条件不同，酶的稳定性是指在特定条件下保持其

空间构象的能力。因此，我们通过将目的蛋白酶孵育

于不同温度及 pH 条件下 30 min 后，再在其最适作用

条件下测定剩余酶活力。 

如图 5 所示，该蛋白酶在 60℃ 以下具有很好的

温度稳定性，60℃ 水浴 30 min，剩余酶活力仍保持

在 55%。该蛋白酶在 pH 5~11 均具有良好的 pH 稳定

性，在 pH 11 缓冲液中孵育 30 min 剩余酶活力约为

95%。与图 4 结果比较可知，虽然该蛋白酶的最适作

用 pH 为 7.0，但在 pH 5 ~ 11 范围内都具有很高的稳

定性。因此，该蛋白酶可适用于中性及偏酸性工作环

境。 
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图 4  温度 (a) 和 pH (b) 对酶活力的影响 

Fig. 4  Effects of temperatures (a) and pH (b) values on enzyme activity 

 

2.2.2  蛋白酶的温度及 pH 稳定性 

与酶的最佳作用条件不同，酶的稳定性是指在特定条件下保持其空间构象的能力。因此，我们通过将目的

蛋白酶孵育于不同温度及 pH 条件下 30 min 后，再在其最适作用条件下测定剩余酶活力。 

如图 5 所示，该蛋白酶在 60℃ 以下具有很好的温度稳定性，60℃ 水浴 30 min，剩余酶活力仍保持在 55%。

该蛋白酶在 pH 5~11 均具有良好的 pH 稳定性，在 pH 11 缓冲液中孵育 30 min 剩余酶活力约为 95%。与图 4 结

果比较可知，虽然该蛋白酶的最适作用 pH 为 7.0，但在 pH 5 ~ 11 范围内都具有很高的稳定性。因此，该蛋白

酶可适用于中性及偏酸性工作环境。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  温度 (a) 及 pH (b) 对酶稳定性的影响 

Fig. 5  Effects of temperatures (a) and pH (b) on enzyme stability 

 

2.2.3  金属离子及 EDTA 对酶活力的影响    金属

离子可作为蛋白酶的激活剂，但是，激活剂对酶的作

用具有一定的选择性，也可对酶活力起抑制作用。通

过以下试验，我们将该蛋白酶初步确认为金属蛋白酶。

图 6 显示，EDTA 能强烈抑制其酶活力，在 10 mmol/L

的 EDTA 溶液中室温孵育 30 min，酶活力仅剩 5.2%；

金属离子对酶活力具有一定影响，Mg2+、Mn2+、Ca2+、

Na+、Zn2+、K+、Ba2+ 等对酶活力具有刺激作用，在

10 mmol/L 上述金属离子溶液中室温孵育 30 min，酶 

金属离子对酶活力具有一定影响，Mg2+、Mn2+、Ca2+、

Na+、Zn2+、K+、Ba2+ 等对酶活力具有刺激作用，在

10 mmol/L 上述金属离子溶液中室温孵育 30 min，酶

活力均为 100% 以上；而 Fe2+、Cu2+ 对酶活力具有一

定抑制作用，在 10 mmol/L 的 Fe2+、Cu2+ 溶液中室温

孵育 30 min，剩余酶活力分别为 47.2%、37.8%。 
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离子种类 

图 6  金属离子及 EDTA 对酶活力的影响 

Fig. 6  Effects of metal ions and EDTA on enzyme activity 

活力均为 100% 以上；而 Fe2+、Cu2+ 对酶活力具有一

定抑制作用，在 10 mmol/L 的 Fe2+、Cu2+ 溶液中室温

孵育 30 min，剩余酶活力分别为 47.2%、37.8%。 

3  结论 

产耐高温蛋白酶菌株 BY25 的最高生长温度为 

55℃，最适生长温度为 50℃，属于耐热菌[10]。粗筛中

其产酶量为 304 U/ml，而培养条件对微生物的生长及

产酶影响很大，对产酶条件的优化往往可以大幅度提

高产酶量[11]。 

BY25 产酶条件优化试验表明，其最佳产酶温度

为 30℃℃，最佳起始 pH 为 8.0，最佳 C 源为葡萄糖，

高通气量明显提高菌株产酶能力。在最适培养条件下

培养 52 h，上清液蛋白酶活力达 4 170 U/ml。产酶量

提高近 14 倍。 

酶学性质研究表明：该蛋白酶为高温中性金属蛋

白酶。最适反应 pH 为 7.0，最适反应温度为 55℃℃。    

50℃ 及以下水浴 30 min 后，该蛋白酶酶活力均为对

照的 100% 左右，具有很好的温度稳定性，60℃ 水浴

30 min，剩余酶活力约为 55%；在 pH 5 ~ 11 的缓冲液

中孵育 30 min 后，剩余酶活力均在 95% 以上，具有

较好的热稳定性和良好的 pH 耐受性。EDTA 能强烈抑

制酶活力，Mg2+、Mn2+、Ca2+、Na+、Zn2+、K+、Ba2+ 等

对酶活力具有刺激作用，而 Fe2+、Cu2+ 对酶活力具有

一定抑制作用。 
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Abstract:  The fermentation conditions and properties of the thermostable protease from a thermophilic strain BY25 were studied. BY25 was 
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able to grow at temperature up to 55 , yet the fastest growing rate was ℃ achieved at 50 . And the best fermentation conditions for BY25 to produce ℃

protease was at 30 , with initiating pH of 8.0, and ℃ with glucose as carbon source. High oxygen supply was crucial for protease production. Up to   

4 170 U of protease in 1 ml of fermented culture medium could be achieved under such condition. The enzyme was identified as thermostable neutral 

metalloprotease, with highest activity at 55 , pH 7.0, and exhibited high temperature tolerance and good stability at a wide range of pH. EDTA could ℃

inhibite enzyme activity greatly, Fe2+ and Cu2+ also had negative effects on enzyme activity. 

Key words:  Thermotable protease, Fermentation conditions, Enzyme properties 


