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摘  要：枯草芽孢杆菌是一种广泛存在于土壤中的产酶细菌，在环境领域也具有广阔的应用前景。本文以一株

产高温蛋白酶枯草芽孢杆菌 BY25为研究对象，比较添加不同有机氮源的产酶培养基进行发酵时，各处理中枯草芽孢

杆菌胞外蛋白酶的组成和产量的差异；并对不同培养基发酵液的粗酶液组分进行酶学性质分析和明胶酶谱检测。结果

表明，枯草芽孢杆菌 BY25在不同培养基条件下会出现差异性产酶，产酶培养基中添加麸皮有利于中性金属蛋白酶(Npr)

的产生，而添加豆饼粉则有利于枯草菌素(Apr)的产生。 
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微生物蛋白酶特别是胞外蛋白酶易大规模发酵

制备，广泛应用于食品、洗涤、纺织、丝绸、皮革、

医药、酿造、化工、环保等行业[1–3]。迄今为止，全

球每年的微生物蛋白酶产量约占所有工业用酶产量

的 40%[4]，其中芽孢杆菌生产的蛋白酶应用最为广

泛[5–6]。枯草芽孢杆菌是一种重要的蛋白酶生产菌，

其遗传背景清楚、生长迅速、生物安全性好，在饲料

添加剂、污水处理、生物农药等环保制剂领域有广阔

的发展前景[7–9]。在有机氮源存在的条件下，该菌能

在平台期向胞外分泌多种蛋白酶[10]；主要的蛋白酶

组分包括：在中性及碱性条件下均有较高活力的丝氨

酸蛋白酶枯草菌素(Apr)和中性金属蛋白酶(Npr) [11]，

以及少量的胞外金属蛋白酶 Epr，Mpr，细胞壁相关
丝氨酸蛋白酶 Wpr，胞外丝氨酸蛋白酶 Bpr，Vpr，
HtrA，YytA 等。枯草芽孢杆菌中性金属蛋白酶和枯
草菌素由于其性质的不同被广泛应用在不同的领域。

而研究表明[12–17]，这两种蛋白酶受到相同调控因子

(degU及 spo0A)的调控，因此在获得其中一种蛋白酶
的时候需要通过纯化步骤去除另一种，费时费力。如

能使枯草杆菌只高效分泌其中一种蛋白酶组分，则可

以明显降低生产成本，提高该菌的应用价值。本文以

一株产高温蛋白酶枯草杆菌 BY25为研究对象，比较
添加不同有机氮源的产酶培养基进行发酵时，各处理

中枯草芽孢杆菌胞外蛋白酶的组成和产量的差异；并

对不同培养基发酵液的粗酶液组分进行酶学性质分

析和明胶酶谱检测，旨在得到该菌差异性产酶的分析

证据，为枯草芽孢杆菌蛋白酶制剂的开发和产酶菌株

的利用提供理论依据和数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
枯草芽孢杆菌 BY25(CGMCC No.4439)，由本实

验室彭素萍硕士从河南农田土样中分离获得的一株

产高温蛋白酶菌株，是中等嗜热菌[18]。 
1.2  培养基 

LB培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，NaCl 10，
pH 7.0；蒸馏水 1 L。 

F5M培养基[19](g/L)：蛋白胨 5，酵母膏 1，NaCl2，
MgSO4·7H2O 0.5，K2HPO4 0.01，FeSO4·7H2O 0.01，
pH 8.0；蒸馏水 1 L。 

J 培养基(g/L)[20]：麸皮  30，豆饼粉 30，葡萄
糖  60，Na2HPO4 4，CaCl2 0.2，pH 8.0；蒸馏水 1 L。 

YH 培养基  (g/L)：豆饼粉 60，葡萄糖  60，
Na2HPO4 4，CaCl2 0.5，pH 8.0；蒸馏水 1 L。 
1.3  蛋白酶活力的测定 

蛋白酶活力的测定采用福林酚显色法。将培养液
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于 10 000 r/min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% 酪素溶液，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碳酸钠溶液
及 500 μl 福林酚工作液，混匀，40℃ 水浴 20 min
后，测定 680 nm吸光度。对照在加入酪素溶液前先
加入三氯乙酸，其余条件相同。同时制作酪氨酸标准

曲线，将每分钟水解酪素释放 1 μg酪氨酸的酶量定
义为一个蛋白酶活力单位。 
1.4  不同种类培养基对高温蛋白酶生产的诱导 
将BY25接种于LB中40℃ 培养12 h作为接种液。 
将 BY25转接于 LB培养基、F5M培养基、J培养

基、YH发酵培养基中，30℃、180 r/min，培养 48 h，
55℃ 测定蛋白酶活力。 
1.5  粗酶液酶学性质研究 
1.5.1  温度对粗酶液活力的影响    将粗酶液用 pH 
7.0的 50 mmol/L Tris-HCl缓冲液稀释到合适浓度，
加入相应 pH的 2% 酪素溶液分别于 35℃、40℃、45℃、
50℃、55℃、65℃ 测定蛋白酶活力。 
1.5.2  pH 对粗酶液活性的影响    将粗酶液分别用
pH 2 ~12的缓冲液稀释到合适浓度，加入相应 pH的
2%酪素溶液于 55℃ 测定蛋白酶活力。 
1.5.3  丝氨酸蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(PMSF)对粗
酶液活性的影响    粗酶液分别加入 5、10 mmol/L 
PMSF后，室温孵育 30 min，用 pH 7.0的 50 mmol/L 
Tris-HCl缓冲液稀释，再加入相同 pH的 2% 酪素溶
液，分别于 55℃ 测定蛋白酶活力。 

1.5.4  钙离子螯合剂乙二醇-双-(2-氨基乙醚)四乙酸
(EGTA)对粗酶液活性的影响    粗酶液中分别加入
1、5 mmol/L EGTA后，用 pH 7.0的 50 mmol/L Tris- 
HCl缓冲液稀释，加入相同 pH的 2% 酪素溶液分别
于 55℃ 测定蛋白酶活力。 
1.6  粗酶液明胶酶谱检测 

等量的粗酶液样品载入含明胶的聚丙烯酰胺凝

胶进行明胶酶谱检测，该方法基于 Heussen 和
Dowdle[21]建立的明胶酶谱方案，并根据粗酶液的特

性加以改进。 

2  结果与分析 

2.1  不同培养基对 BY25产酶的影响 
 在相同的培养条件下，考察 J 和 YH 培养基对

BY25产酶的影响。J培养基的氮源组成为豆饼粉与麸
皮混合物(1︰1)，YH培养基是在 J培养基的基础上去
除麸皮，并将豆饼粉添加量增加为 J培养基的 2倍。
实验结果如图 1所示。 我们将粗酶液直接测定得到的
蛋白酶活力定义为培养基粗酶液活力，同时将粗酶液

活力除以粗酶液的总蛋白质含量得到的数值定义为粗

酶液比活力。YH培养基粗酶液活力达到 4 043 U/ml，
比 J培养基提高 65%；比活力为 2 643 U/mg，较 J培
养基提高 42.6%；同时，YH培养基粗酶液蛋白浓度达
到 1 530 μg/ml，与 J培养基相比仅增加了 16%。可以
发现：与 J 培养基相比，YH 培养基既提高了粗酶液
的活力，又增加了粗酶液的比活力；同时粗酶液酶活

的增加量明显高于蛋白含量增加量，表明在不同的产

酶培养基中，BY25 粗酶液活力的差异不仅仅表现在
酶蛋白产量，同时酶蛋白种类也可能有所不同。 

 

图 1  不同培养基中蛋白酶酶活 
Fig. 1  Effects of different media on enzyme production 

 

2.2  温度和 pH对粗酶液活性的影响 
如图 2所示，两种粗酶液在不同温度时的变化趋

势基本一致，并均在 55℃ 时活力最高，65℃ 时仍
维持较高活力。YH培养基和 J培养基粗酶液 65℃ 蛋

白酶活力分别为 55℃ 时的 85% 与 79%，较 50℃ 时
分别提高 73% 与 86%，表明两种培养基粗酶液均为
高温蛋白酶。pH 对酶活力的影响如图 2 所示，两种
粗酶液的酶活力都是从 pH 5.0 开始活性逐渐增高，
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在 pH 7.0达到顶峰，并在 pH 6.0 ~ 8.0之间均有较高
活力；表明粗酶液中主要成分是中性蛋白酶。(当 pH
偏碱后，YH培养基粗酶液活力保持稳定，pH 8.0时
酶活力为 pH 7.0时的 99%，pH 9.0时酶活力为 pH 7.0
时的 88%，且在高碱性环境(pH 10.0 ~ 11.0)依然能保
持较高的活性(为 pH 7.0 时的 66% 与 61.5%)。而 J
培养基粗酶液在碱性条件下活力下降明显，pH 8.0
时酶活力仍保持稳定，为 pH 7.0时的 91%，pH 9.0
时酶活力则迅速下降，为 pH 7.0时的 59%，且在高
碱性环境(pH 10.0 ~ 11.0)仅能残留 pH 7.0时蛋白酶
活力的 31% 与 28%)。该结果表明 YH培养基粗酶液
和 J培养基粗酶液中均含有大量的高温蛋白酶，但两

种粗酶液的高温蛋白酶组成并不相同。高温中性金属

蛋白酶是一类在中性条件下有最优反应活力的蛋白

酶，其 pH稳定范围较窄。而枯草菌素(高温中性丝氨
酸蛋白酶)则是一类在中性和碱性条件下均能表现出
高活力的蛋白酶。YH培养基粗酶液与 J培养基相比
在高碱性条件下稳定性明显提高，表明 YH培养基粗
酶液中含有较多在中性和碱性环境下表现出高活性

的枯草菌素。而 J培养基粗酶液则具有较窄的 pH稳
定范围，彭素萍等[18]对 J 培养基的研究结果表明，J
培养基粗酶液中高温中性金属蛋白酶含量较高，活力

受金属离子螯合剂 EDTA 强烈抑制，在 10 mmol/L
的 EDTA溶液中室温孵育 30 min，酶活力仅剩 5.2%。 

 

 

图 2  温度和 pH 对粗酶液酶活力的影响 
Fig. 2  Effects of temperature and pH on protease activity 

 
2.3  丝氨酸蛋白酶抑制剂PMSF对粗酶液活性的影响 

为了确认两种培养基粗酶液中枯草菌素含量的

差异，进一步开展了酶学性质研究。将丝氨酸蛋白酶

抑制剂 PMSF 按不同浓度添加到反应体系中室温培
育 30 min，测定两种粗酶液的活力变化。结果如图 3
所示，随着 PMSF浓度的增加，YH培养基粗酶液的
活力明显下降，当 PMSF添加量达 10 mmol/L时，J
培养基粗酶液活力残留了 33%，而 YH培养基粗酶液
活力只残留了 19%。该结果也表明了 YH培养基粗酶
液中蛋白酶组分枯草菌素占比较大。 

 

图 3  PMSF 对 BY25 粗酶液活力的影响 
Fig. 3  Effects of PMSF on protease activity 

2.4  钙离子专性螯合剂 EGTA 对粗酶液活性的
影响 
枯草菌素蛋白分子上有数个钙离子结合位点，能

结合钙离子稳定蛋白结构[22–25]。EGTA是钙离子专性
螯合剂，能够螯合于枯草菌素蛋白结合的钙离子，进

而导致酶分子稳定性下降，在高温条件下催化活力降

低。将 EGTA按不同浓度添加到反应体系中，考察粗
酶液活力变化。如图 4 所示，添加 EGTA 后 YH 培养
基粗酶液的活力明显下降，当EGTA添加量达5 mmol/L
时，J 培养基粗酶液活力残留了 61%，而 YH 培养 

 

图 4  EGTA 对 BY25 粗酶液活力的影响 
Fig. 4  Effects of EGTA on protease activity 
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基粗酶液活力只残留了 52%。该实验结果显示 EGTA
对 YH培养基粗酶液的抑制作用明显弱于 PMSF，其
原因在于 EGTA 是通过螯合钙离子降低了枯草菌素
的稳定性，间接降低了酶活力，而 PMSF则通过直接
和枯草菌素分子结合对酶分子的催化能力造成不可

逆抑制。同时，对比两种粗酶液活力残留，同样表明

YH粗酶液中枯草菌素占比较高。 
2.5  粗酶液在明胶酶谱中的差异 

通过酶学性质研究，基本确认 YH培养基粗酶液
中枯草菌素含量高于 J培养基粗酶液。明胶酶谱是一
种将反应底物明胶加入丙烯酰胺凝胶后，通过蛋白电

泳直接鉴定蛋白酶的电泳方法。该方法经 Heussen和
Dowdle[21]改进后，通过加入十二烷基磺酸钠(SDS)
处理样品，使得同时鉴定蛋白酶的活性和分子量大小

成为可能。基于该方法对 3种培养基粗酶液进行酶谱
鉴定，将酶谱结果导入 Bio-rad Quantity one 软件进
行分析。如图 5所示，酶谱图中蓝色、绿色、红色代
表蛋白酶活性从低到高的变化。以高温蛋白酶培养基

F5M发酵 BY25得到的粗酶液作为实验对照，等量的
3种粗酶液载入点样口电泳后，仅有 J培养基粗酶液
样品在 35 KD位置(Npr分子量大小)有明显蛋白酶条
带，表明 J培养基可以促进 BY25中 Npr的大量生成。
同时，J和 YH培养基粗酶液样品 45 ~ 66 KD的 3条
蛋白酶(推测为 51 KD Wpr、58 KD Epr和 68 KD Vpr)
条带活力略高于 F5M。该结果表明在 YH和 J培养基
中菌体活力要比 F5M培养基中高，因为这 3种蛋白酶
都和芽孢杆菌的不同生命活动密切相关，其中 51 KD 
Wpr与细胞壁合成有关，而 58 KD Epr和 68 KD Vpr
被认为促进了革兰氏阳性细菌群体感应分子 CSF 的
成熟[26]。除了泳道中的蛋白酶外，这 3 种培养基粗
酶液在分离胶顶端均有明显的活性区域，该活性区域

由枯草菌素形成[27]。已经确认该现象是因为枯草菌 

 

图 5  不同培养基粗酶液明胶酶谱 
Fig. 5  Gelatin zymographies of different protease solutions 

素的高等电点引起，而并非是和分离胶顶端底物的

结合，在基于未煮沸 SDS-PAGE的明胶酶谱中，高
等电点的枯草菌素分子无法通过电泳进入分离胶区

域，只能停滞在分离胶顶端，并在酶反应过程中形

成活性斑点，该区域活性斑点的亮度和大小与样品

中枯草菌素活力呈正比[28–30]。由图 5 可发现，YH
培养基粗酶液在分离胶顶端的明亮区域范围最大，

亮度最高。该结果表明 YH 培养基中确实含有较多
的枯草菌素。 

3  结论 

枯草芽孢杆菌作为一种重要的工业微生物，在添

加有机氮底物诱导的情况下会在对数期结束后向胞

外大量分泌蛋白酶[31-32]。其中主要的蛋白酶组分为中

性金属蛋白酶(Npr)和在中性及碱性条件下均有较高
活力的丝氨酸蛋白酶枯草菌素(Apr)，除以上两种外
其余的少量枯草芽孢杆菌胞外蛋白酶为胞外金属蛋

白酶 Epr、Mpr，细胞壁相关丝氨酸蛋白酶 Wpr，胞
外丝氨酸蛋白酶 Bpr、Vpr、HtrA、YytA等。除枯草
芽孢杆菌外，分泌多种蛋白酶的现象广泛存在于芽孢

杆菌间，如在摩加夫芽孢杆菌(Bacillus mojavenisis) A 
21[33]及低云芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) MIR 29
发酵粗酶液中均发现了两条蛋白酶[34]。 

Apr和 Npr分别适用于不同领域的工业生产。本
研究表明通过在培养基中添加不同有机氮源成分能

够调节两种主要胞外蛋白酶的产生比例。综合酶学性

质分析及酶谱检测，我们发现向高温蛋白酶生产菌株

BY25 培养基中添加麸皮促进中性金属蛋白酶的产
生；去除麸皮，添加豆饼粉则能降低粗酶液中性金属

蛋白酶的含量，而同时促进枯草菌素的产生并最终提

高粗酶液的蛋白酶活力。该结果不仅表明通过简单的

培养基优化手段能够使枯草芽孢杆菌分泌的主要胞

外蛋白酶的比例发生明显改变，同时显示在培养条件

下枯草芽孢杆菌分泌的不同蛋白酶的量可根据环境

的改变而变化。 
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Differences in Enzyme Production Induced by Fermentation Media 
of a Moderate Thermophilic Strain Bacillus subtilis BY25 

ZHU Hong1, 2, 3, WANG Yi-ming1, LIN Xian-gui1* 
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture (Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences), Nanjing  

210008, China; 2 Institute of Botany, Jiangsu Province and Chinese Academy of Sciences, Nanjing  210016, China; 3 University 
of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China) 

 

Abstract: Bacillus subtilis secret different proteolytic enzymes into culture media during stationary phase. Two major 

proteases are Subtilisin (Apr) and Metelloproteinase (Npr), which account for more than 90% of total activity. Both of them are of 

important application on industry. In this study, these two proteases induced by different media components, soybean cake and 

wheat bran were observed. After B. subtilis BY25 fermentation, enzyme property examination showed Apr was induced by 

soybean cake. Gelatin zymograph was then operated and different bands were revealed among enzyme solutions. However, 35 KD 

Npr protein was observed only in the enzyme solution fermented with wheat bran. 

Key words: Gelatin zymography, Fermentation media, Enzyme properties, Serine protease 
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