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研究报告 

土壤中高产蛋白酶菌株产酶条件及酶学性质 
曹慧 Δ*1  张腾月 Δ1  赵龙妹 1  李源 2  杨佳萌 1  张朋振 1  任世威 1  张会会 1 
1 河南科技大学动物科技学院  河南 洛阳  471000 
2 平顶山国家高新技术产业开发区管委会  河南 平顶山  467000 

摘  要：【背景】微生物蛋白酶已经成为工业用蛋白酶的主要来源，筛选具有特殊环境适应性的微

生物成为生物酶资源的开发热点。【目的】通过对青藏高原土壤微生物产蛋白酶菌株的筛选、优化

及相关特性研究，寻找新的蛋白酶资源，为高原菌种资源利用提供科学依据。【方法】采用形态学

和分子生物学对筛选菌株进行菌种鉴定，利用单因素试验和正交试验对菌株进行发酵条件优化及

酶学性质的探究。【结果】筛选出一株高产蛋白酶菌株 XC2，经鉴定菌株 XC2 为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)。XC2 最优产酶条件：可溶性淀粉 4.0%，牛肉膏 1.0%，K+ 0.6%，培养温度 34 °C、

初始 pH 7.0、接种量 2.0%的条件下 200 r/min 振荡培养 13 h，所产蛋白酶活力最高为 638.5 U/mL。
XC2 所产蛋白酶最适反应温度 60 °C，最适 pH 9.0；40−50 °C、pH 8.0−10.0 条件下酶活稳定性较

高；Mn2+对酶活力有明显激活作用，而 Zn2+、Cu2+、Fe2+、Fe3+对酶活力有明显抑制作用。【结论】枯

草芽孢杆菌 XC2 有较强的产碱性蛋白酶的能力，具有较好的应用前景。 

关键词：蛋白酶，筛选鉴定，产酶条件优化，酶学性质，青藏高原 

Identification and characterization of a high protease-producing 
strain from soil 
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Abstract: [Background] Microbial protease has become the main source of industrial enzyme 
preparation. Screening microorganisms with special environmental adaptability has become a research 
hotspot. [Objective] To isolate and screen the strain with high protease activity from the alpine meadow 
soil on the Tibetan Plateau, and optimize the enzyme production conditions and explore enzymatic 
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properties. [Methods] Strains were identified by morphology and molecular biological identification. The 
fermentation condition and enzymatic properties were studied by single factor and/or orthogonal test. 
[Results] Strain XC2 with high protease activity was identified as Bacillus subtilis. The optimum 
fermentation conditions were: soluble starch 4.0%, beef extract 1.0%, K+ 0.6%, 34 °C, pH 7.0, inoculum 
amount 2.0%, rotation speed 200 r/min after 13 h. The highest protease activity of XC2 reached 638.5 U/mL. 
The optimum reaction temperature and pH of the protease was 60 °C and 9.0 respectively. The enzyme 
activity is relative stable between 40 and 50 °C or pH 8.0−10.0. The protease activity of XC2 was 
significantly enhanced by Mn2+, but significantly reduced by Zn2+, Cu2+, Fe2+ and Fe3+. [Conclusion] 
Bacillus subtilis XC2 can efficiently produce alkaline protease, with good application prospect. 

Keywords: Protease, Screening and identification, Fermentation conditions optimization, Enzymatic 
properties, Tibetan Plateau 
 

蛋白酶是一类催化蛋白质水解生成多肽及小

分子氨基酸的酶，广泛应用于洗涤剂、制革、裘

皮、明胶、丝绸脱胶、食品、饲料加工和医药等

行业[1-3]。其中，在饲料中加入蛋白酶可以有效改

善畜禽，特别是幼龄畜禽的生产性能，提高免疫

力，促进内源酶分泌，降低日粮中抗营养因子的

抑制作用[4]。目前，商业化蛋白酶按来源可分为动

物蛋白酶、植物蛋白酶和微生物蛋白酶 [5-6]，其

中，微生物蛋白酶因其独特的优越性逐渐成为工

业用蛋白酶的主要来源[7-8]。近年来，筛选特殊生

境下具有特殊环境适应特性的微生物也成为生物

酶资源开发的热点之一[9-10]。 
青藏高原是世界上海拔最高、面积最大的高

原，其独特的高原气候和地域特征构成了特有的

生态环境，这使得青藏高原土壤微生物具有独特

的环境适应特性，而当前对青藏高原特色微生物

的开发利用还相对有限[11-14]。本研究旨在通过对

青藏高原土壤微生物产蛋白酶菌株的筛选优化及

相关特性研究，以期寻找新的蛋白酶资源，为今

后的工业应用和进一步开展分子生物学方面的研

究奠定理论基础，并为高原菌种资源利用提供科

学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源  

采样地点位于青海省海北州门源县，37°N，

101°E，海拔 3 175 m，属高原大陆性气候，具有

典型的日照时间长、太阳辐射强、昼夜温差大

等 高 原 寒 温 湿 润 性 气 候 特 征 ， 年 平 均 气 温 为

0.8 °C，年平均降水量为 520 mm。青藏高原高

寒草甸土壤属于寒冻雏形土，具有土壤发育年

青、土层浅薄、有机质含量丰富等特征，土壤

pH 值在 7.3 左右[15]。用梅花形采样法，取高寒草

甸 0−10 cm 土壤，过 2 mm 土壤筛，装入采样袋，

−20 °C 保存备用。 
1.1.2  主要培养基 

筛选培养基 (g/L)：脱脂奶粉 50.0，琼脂粉

20.0，1×105 Pa 灭菌 20 min，倒平板备用。 

纯化培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏 3.0，

琼脂粉 20.0，pH 7.0−7.5，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

发酵培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，蔗糖 10.0，

NaCl 5.0，pH 7.0−7.5，1×105 Pa 灭菌 20 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

福林酚、脱脂奶粉，北京索莱宝科技有限公

司；蛋白胨、牛肉膏、琼脂粉，北京奥博星生物

技术有限责任公司；干酪素，国药集团化学试剂

有限公司；Triton X-100 基因组提取试剂盒，天根

生化科技有限公司；碳酸钠、三氯乙酸等均为国

产分析纯。 

气浴恒温振荡器，上海博迅实业有限公司医

疗设备厂；恒温水浴锅，上海科銮仪器有限公

司；分光光度计，上海精密科学仪器有限公司。 



2074 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.2  方法  
1.2.1  产蛋白酶菌株的筛选 

初筛：无菌水稀释土壤样品，取 10−3土壤稀释

液 200 μL 均匀涂布于筛选培养基，28 °C 培养   
48 h，挑取单菌落纯化培养。挑取纯化后的单菌落

点接种于筛选培养基，28 °C 培养 48 h，观察菌落

透明圈，挑选有较大透明圈的菌株为初筛菌株。 
复 筛 ： 初 筛 菌 株 接 种 于 发 酵 培 养 基 中 ，

28 °C、200 r/min 振荡培养 24 h，取发酵上清液  
12 000 r/min 离心 10 min 制备粗酶液，测定蛋白酶

活力，选取酶活力最高的菌株为目标菌株。 
1.2.2  蛋白酶活力的测定  

采用 Folin-酚法测定蛋白酶活力。200 μL 粗酶

液与 200 μL 底物(2%酪蛋白溶液)混匀，40 °C 反应

10 min 后立即加入 600 μL 的 0.4 mol/L 三氯乙酸终

止反应，静置 10 min 后 12 000 r/min 离心 10 min。

取 100 μL 离心后的上清液，依次加入 500 μL 的 
0.4 mol/L 碳酸钠溶液、100 μL 福林酚试剂，混

匀，40 °C 保温显色 20 min 后，于波长 650 nm 处测

定吸光度值。以先加入三氯乙酸终止反应的一组

为对照组。 
酶活定义：在 pH 7.0、40 °C 条件下，每分钟

水解 2%酪蛋白溶液产生 1 μg 酪氨酸的酶量为 1 个

酶活力单位(U/mL)。 
1.2.3  菌株鉴定 

菌株形态鉴定：菌株于纯化培养基 28 °C 恒温

培养 48 h，观察菌落形态。挑取单菌落涂片，革兰

氏染色镜检观察形态。参照《常见细菌系统鉴定手

册》[16]进行菌株形态观察和菌体特征描述。 
分子生物学鉴定：用 Triton X-100 基因组提取

试剂盒提取菌株的基因组 DNA。参照文献[17]的
方法，选择通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTG 
GCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTA 
CGACTT-3′)扩增菌株的 16S rRNA 基因序列，扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，送生工生物工程

(上海)股份有限公司测序。将测序结果与 NCBI 中

已知菌株进行比对。 

1.2.4  产蛋白酶菌株发酵条件的优化 
(1) 碳源对菌株产蛋白酶的影响 
在初始发酵培养基中分别添加 1% (质量体积

比)的葡萄糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、淀粉

为碳源，目标菌株在 28 °C、200 r/min 振荡培养

24 h，测定蛋白酶活力。培养基中添加不同浓度

(1.0%、1.5%、2.0%、3.0%、4.0%、5.0%)的最佳

碳源，同上条件培养，测定蛋白酶活力。 
(2) 氮源对菌株产蛋白酶的影响 
选择蔗糖为碳源，培养基中分别添加 1% (质

量体积比)的干酪素、牛肉膏、蛋白胨、硝酸钠、

硫酸铵为氮源，同上条件培养目标菌株，测定蛋

白酶活力。培养基中添加不同浓度(0.5%、1.0%、

1.5%、2.0%、3.0%、4.0%)的最佳氮源，同上条件

培养，测定蛋白酶活力。 
(3) 金属离子对菌株产蛋白酶的影响 
选择蔗糖为碳源、蛋白胨为氮源，培养基中

分别添加 0.5% (质量体积比)的 Na+、K+、Mg2+、

Ca2+、Mn2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+、Fe3+，同上条件

培养目标菌株，测定蛋白酶活力。培养基中添加

不同浓度(0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1.0%)的最

佳金属离子，同上条件培养，测定蛋白酶活力。 
(4) 培养温度对菌株产蛋白酶的影响 
调节培养温度，目标菌株分别在 22、25、

28、31、34、37 °C 振荡培养 24 h，测定蛋白酶 
活力。 

(5) 摇床转速对菌株产蛋白酶的影响 
目 标 菌 株 分 别 在 摇 床 转 速 为 170 、 200 、   

230 r/min 的条件下振荡培养 24 h，测定蛋白酶   
活力。 

(6) 初始 pH 值对菌株产蛋白酶的影响 
调节培养基 pH 值，目标菌株在初始 pH 值为

4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0 的培养

基中振荡培养 24 h，测定蛋白酶活力。 
(7) 接种量对菌株产蛋白酶的影响 
种子液接种量分别为 1.0%、1.5%、2.0%、

2.5%、3.0%，目标菌株振荡培养 24 h，测定蛋白



曹慧等: 土壤中高产蛋白酶菌株产酶条件及酶学性质 2075 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

酶活力。 
(8) 营养条件正交实验设计 
发酵条件优化基础上，采用 L9(34)正交表进行

正交试验，研究碳源、氮源、金属离子对目标菌

株产蛋白酶的影响。每个处理设定 3 个重复。正交

试验设计表见表 1。 
(9) 菌株生长曲线的测定 
在优化后发酵条件下培养目标菌株，用血球

计数板计活菌数，以芽孢染色法观察记录芽孢杆

菌生长发育时期，测定蛋白酶活力，绘制出菌株

的生长曲线和产酶曲线。 

1.3  酶学性质研究 
1.3.1  酶最适反应温度 

测定目标菌株粗酶液在 20、30、40、50、

60、70、80 °C 下的蛋白酶活力。 
1.3.2  酶的热稳定性 

粗酶液在 40、50、60、70 °C 下分别保温 20、

40、60、80、100 min，取出冰浴，40 °C 测定剩余

蛋白酶活力。 
1.3.3  酶最适反应 pH 

粗酶液分别与 pH 值为 6.0、7.0、8.0、8.5、

9.0、9.5、10.0、11.0、12.0 的底物在 40 °C 反应，

测定蛋白酶活力。 
1.3.4  酶的 pH 稳定性 

粗酶液与 pH 值为 7.0、8.0、9.0、10.0、11.0
的缓冲液 1:1 (体积比)混合，4 °C 静置 1 h，40 °C
测定剩余蛋白酶活力。 
1.3.5  各种金属离子对蛋白酶活力的影响 

在反应体系中分别加入 10 mmol/L 的 Na+、

K+、Mg2+、Ca2+、Mn2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+、

Fe3+，以不添加金属离子为对照组，40 °C 反应测 
 
表 1  XC2 营养条件优化的正交试验设计 
Table 1  Orthogonal experiment of liquid medium 
optimization of strain XC2 
水平 
Level 

因子 Factors  
A Soluble starch (g/L) B Beef extract (g/L) C K+ (g/L)

1 30 5 6 
2 40 10 8 
3 50 15 10 

定目标菌株蛋白酶活力。 

1.4  数据处理 
用 SPSS 18.0 进行方差分析及差异显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  产蛋白酶菌株的筛选 
从样品中筛选出多株产蛋白酶的菌株，通过

比较水解圈直径与菌落直径的比值和初筛蛋白酶

活力，筛选出一株高产蛋白酶的菌株 XC2 (图 1)，
初筛蛋白酶活力为 251.7 U/mL。 

2.2  菌株的鉴定 
形态鉴定：XC2 为白色不透明菌落，边缘不

规则呈裂叶状，易挑起，菌落直径 10−13 mm，有

皱褶，微凸，湿润，无光泽(图 1)。革兰氏阳性

菌，菌体为短杆状，单个或成对，有芽孢，为椭

圆或卵圆，端生(图 2)，初步判定为芽孢杆菌。 
 

 
 
图 1  菌株 XC2 菌落形态 
Figure 1  Colony morphology of strain XC2 

 

 
 

图 2  菌株 XC2 的革兰氏染色结果 
Figure 2  Gram stain of strain XC2 
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分子鉴定：菌株 XC2 的 16S rRNA 基因序列

(登录号为 MT437043)与已知菌株 Bacillus subtilis 
strain CZ-BHG005 的 16S rRNA 基因(登录号为

KT765841.1)显示出 99%相似度，确定菌株 XC2 为

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

2.3  菌株 XC2 发酵条件的优化 
2.3.1  碳源对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 

碳 源 种 类 对 菌 株 产 蛋 白 酶 有 显 著 影 响

(P<0.05)，其中，以可溶性淀粉为碳源时，菌液

酶活力最高；其次是果糖和葡萄糖；蔗糖和乳糖

为碳源时酶活力较低(图 3)。因此，选择可溶性

淀粉为最适碳源。 
可溶性淀粉添加量对菌株 XC2 产蛋白酶的影响

结果表明，淀粉添加量由 1.0%增加到 5.0%时产酶

量逐渐增加，添加量为 4.0%和 5.0%时酶活力最高

(图 4)。因此，选择 4.0%作为淀粉的最适添加量。 
2.3.2  氮源对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 

硫酸铵、硝酸钠等无机氮作为氮源时，菌株

XC2 不能正常生长；而有机氮源能被菌株利用，

其中以牛肉膏为氮源时 XC2 酶活力最高(图 5)。因

此，选择牛肉膏为最适氮源。 
探究牛肉膏添加量对菌株产蛋白酶的影响结

果表明，牛肉膏添加量为 1.0%时，菌株产酶量最

高；随着牛肉膏的添加量增加，酶活力明显降低 
 

 
 

图 3  碳源对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 3  The effect of different carbon sources on 
proteinase production of strain XC2 
注：不同字母表示差异显著，P<0.05. 下同. 
Note: Different letters indicate significant difference, P<0.05. The 
same below. 

 
 

图 4  可溶性淀粉添加量对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 4  The effect of soluble starch concentration on 
proteinase production of strain XC2 

 

 
 
图 5  氮源对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 5  The effect of different nitrogen sources on 
proteinase production of strain XC2 
 
(图 6)，可能是牛肉膏浓度过高使培养基的渗透压

增加，导致细胞脱水或死亡，从而抑制了酶的表达。

因此，选择 1.0%作为牛肉膏的最适添加量。 
2.3.3  金属离子对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 

当培养基中加入 K+时，XC2 蛋白酶活力显著

高于其他处理，其次是 Na+和 Mg2+。Mn2+、Zn2+、

Cu2+、Fe2+等对蛋白酶都有不同程度的抑制作用，

尤其是 Zn2+和 Fe2+对蛋白酶的抑制作用极其显著

(图 7)。 
K+ 的添加量对菌株产蛋白酶的影响结果表

明，随着培养基中 K+浓度的增加，菌株产酶量不

断增加，当添加量为 0.8%时菌株产酶量最高。因

此，选择 0.8%作为 K+的最适添加量(图 8)。 
2.3.4  培养温度对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 

从图 9 可知，培养温度对菌株产蛋白酶有较大

的影响。34 °C 培养时，蛋白酶活力显著高于其他温

度。因此，选择34 °C作为发酵培养基的培养温度。 
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图 6  牛肉膏添加量对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 6  The effect of beef extract concentration on 
proteinase production of strain XC2 

 

 
 
图 7  金属离子对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 7  The effect of different metal ions on proteinase 
production of strain XC2 

 

 
 
图 8  K+的添加量对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 8   The effect of K+ concentration on proteinase 
production of strain XC2 
 
2.3.5  摇床转速对菌株 XC2 产酶的影响 

摇床转速对菌株 XC2 产蛋白酶的影响结果见

图 10。在摇床转速为 200 r/min 时，蛋白酶活力

最大。因此，选择转速 200 r/min 作为发酵培养的

转速。 

 
 

图 9  培养温度对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 9  The effect of cultural temperature on 
proteinase production of strain XC2 

 

 
 

图 10  转速对菌株 XC2 产蛋白酶的影响  
Figure 10  The effect of shaker speed on proteinase 
production of strain XC2 
 
2.3.6  初始 pH 值对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 

从图 11 可知，随着培养基初始 pH 值升高，蛋

白酶活力逐渐增大；但初始 pH 值大于 7.0 后，酶

活力开始下降。因此，选择培养基初始 pH 值 7.0
作为发酵培养基的起始 pH 值。 
2.3.7  接种量对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 

从图 12 可知，接种量为 2.0%时，蛋白酶活力

最大；随着接种量继续增加，蛋白酶活力呈下降

趋势。原因可能是当接种量较大时，菌体前期生

长迅速，营养物质被迅速消耗，并产生大量代谢

废物，抑制中后期菌体的生长。因此，选择接种

量为 2.0%作为发酵培养的接种量。 
2.3.8  营养条件正交实验设计 

在以上优化结果的基础上，以蛋白酶活力为

考察指标，选取可溶性淀粉添加量(A)、牛肉膏添

加量(B)、金属离子 K+添加量(C) 3 个因素进行正交

试验，试验结果见表 2。 
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图 11  初始 pH 值对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 11  The effect of initial pH on proteinase 
production of strain XC2 
 

 
 
图 12  接种量对菌株 XC2 产蛋白酶的影响 
Figure 12  The effect of inoculum amount on proteinase 
production of strain XC2 
 
表 2  菌株 XC2 正交试验结果 
Table 2  The results of orthogonal experiments of strain 
XC2 
序号 
No. 

因子 Factors 酶活 
Enzyme activity 
(U/mL) 

A Soluble starch 
(g/L) 

B Beef extract 
(g/L) 

C K+  
(g/L) 

1 1 1 1 205.1 
2 1 2 2 347.8 
3 1 3 3 359.2 
4 2 1 2 193.4 
5 2 2 3 371.3 
6 2 3 1 342.6 
7 3 1 3 225.9 
8 3 2 1 413.5 
9 3 3 2 366.8 
k1 304.0 208.1 320.4  
k2 302.4 377.5 302.7  
k3 335.4 356.2 318.8  
R 33.0 169.4 17.7  

通过正交试验结果可知，RB>RA>RC，3 个因

素对试验结果的影响顺序为 B>A>C，利用 SPSS
统 计 软 件 计 算 得 到 FA=18.97 、 FB=455.56 、

FC=5.13，即牛肉膏(B)在这 3 个因素中影响最大，

可溶性淀粉(A)次之，K+ (C)最小。由表 2 可以得

出，最优配方为 A3B2C1，即可溶性淀粉 5%，牛肉

膏 1%，K+ 0.6%。 
2.3.9  菌株生长曲线的测定 

在最优培养基和发酵条件下，菌株 XC2 的生

长曲线见图 13。种子液接入培养基的 0−5 h 为生长

迟缓期；5−21 h 为对数生长期，菌体数量快速增

多；19 h 时菌体开始形成芽孢；21 h 时菌体数量

达到最大值；21 h 后，菌体数量明显下降，80%
以上菌体已经形成芽孢，菌株进入衰亡期。菌株

XC2 产生的蛋白酶在 0−5 h 酶活力较低且增幅缓

慢，6 h 后酶活力快速增大，13 h 时酶活达到最大

值(638.5 U/mL)，13 h 后蛋白酶活力急剧下降。 

2.4  酶学性质研究 
2.4.1  酶的最适反应温度 

分别在不同温度下进行酶反应，以蛋白酶活

力最大值为 100%。从图 14 可知，该蛋白酶最适

反应温度为 60 °C，20−60 °C 时酶活力随温度升高

而增大，半失活温度为 30 °C，60 °C 后酶活力迅

速降低。 
2.4.2  酶的温度稳定性 

从图 15 可知，在 40 °C 和 50 °C 时该蛋白酶较

稳定，保温 80 min 后仍有较高酶活；60 °C 和

70 °C 时随着保温时间增加，蛋白酶活力迅速降

低，说明该酶不适于高温下应用。 
 

 
 

图 13  菌株 XC2 的生长曲线 
Figure 13  Growth curve of strain XC2 
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图 14  XC2 蛋白酶的最适反应温度 
Figure 14  The optimum temperature for protease 
activities of strain XC2  

 

 
 

图 15  温度对 XC2 蛋白酶稳定性的影响 
Figure 15  The effect of temperature on stability of 
protease activity from strain XC2 
 
2.4.3  酶的最适反应 pH 

pH 5.0 时该蛋白酶相对酶活仅为 5.2%，pH 值

大于 6.0 后，酶活力迅速升高，pH 9.0 时该酶活力

达到最高值，说明该蛋白酶最适反应 pH 为 9.0；在

pH 10.0−12.0 时该蛋白酶仍有较高活力(图 16)。 
2.4.4  酶的 pH 稳定性 

该蛋白酶在 pH 8.0−10.0 时保持稳定，处理 1 h
后仍保持 82%以上酶活，说明 XC2 蛋白酶属于碱

性蛋白酶(图 17)。 
2.4.5  不同金属离子对酶的影响 

从图 18 可知，不同金属离子对该蛋白酶活力

的影响存在明显差异。以不添加金属离子的蛋白

酶活力为 100%，添加 Mn2+、Ca2+、Mg2+对酶活力

有 明 显 激 活 作 用 ， 相 对 酶 活 分 别 为 132.1% 、

110.6%、110.1%；Zn2+、Cu2+、Fe2+、Fe3+对酶活

力有明显抑制作用，其中 Fe3+抑制作用最强，相对

酶活仅为 34.5%；Na+、K+对酶活影响不大。 

 
 

图 16  XC2 蛋白酶的最适反应 pH 
Figure 16  The optimum pH for protease activities of 
strain XC2 
 

 
 

图 17  pH 对 XC2 蛋白酶稳定性的影响 
Figure 17  The effect of pH values on stability of protease 
activity from strain XC2 
 

 
 

图 18  金属离子对 XC2 蛋白酶的影响 
Figure 18   The effect of different metal ions on protease 
activity of strain XC2 
 

3  讨论与结论 
本研究从青藏高原土壤中筛选出一株高产

蛋白酶菌株，命名为 XC2，初筛蛋白酶活力为  
251.7 U/mL。对该菌株进行菌种鉴定(包括形态学
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和分子生物学鉴定)，鉴定结果为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)。枯草芽孢杆菌是一种应用广泛

的益生菌，具有对环境友好、对粮食安全、对人

体及动植物无危害的优良特点 [18]，应用于畜牧

业、酶制剂产业等领域[19]。枯草芽孢杆菌生产的

蛋白酶、淀粉酶是工业酶中应用最为广泛的酶，

仅二者就占到了整个工业酶市场的 50%[20]。 
对枯草芽孢杆菌 XC2 进行发酵条件优化及酶

学性质研究的结果显示，该菌株最优产蛋白酶条

件 为 ： 可 溶 性 淀 粉 4.0% ， 牛 肉 膏 1.0% ， K+ 
0.6%，培养温度 34 °C、初始 pH 7.0、接种量

2.0%、转速 200 r/min。优化后该菌株产蛋白酶

活力为 638.5 U/mL，较优化前提高了 2.5 倍。该

蛋白酶最适反应温度为 60 °C，最适 pH 值为

9.0，在 pH 8.0−10.0、40−50 °C 时酶活力稳定，

金属离子 Mn2+、Ca2+、Mg2+对酶活力有明显激

活作用，Zn2+、Cu2+、Fe2+、Fe3+对酶活力有明

显抑制作用，其中 Fe3+抑制作用最强。 
蛋白酶在工业用酶中占有很大比例，约占酶

总量的 65%。按反应最适 pH 分为中性蛋白酶、酸

性蛋白酶和碱性蛋白酶[21-22]。碱性蛋白酶具有碱

性条件下酶活不受影响和温度耐受范围较广等优

点，是全世界工业酶中用量最大的酶制剂之一[2]。 
研究表明，从独角莲中分离出产碱性蛋白酶

的地衣芽孢杆菌 TG116，该酶最适 pH 为 8.5，最

适反应温度为 50 °C，有良好的温度和 pH 稳定

性，EDTA 对酶活有强烈的抑制作用，金属离子

Mg2+、Ca2+、Na+、Co2+、K+等对酶活具有一定的

抑制作用[23]。从大豆及其发酵制品筛选出枯草芽

孢杆菌枯草亚种 W1，其可产生中性蛋白酶和碱

性蛋白酶，最佳培养条件为初始 pH 9.0、接种量

4.0%、35 °C 培养 48 h，所产中性蛋白酶酶活为

40.39 U/mL，碱性蛋白酶酶活力为 52.02 U/mL，

总蛋白酶酶活力为 92.41 U/mL[24]。来自裙带菜的

产低温碱性蛋白酶菌株 Bacillus sp. QD-1 在以蔗糖

为碳源、蛋白胨为氮源，初始 pH 9.0、培养温度

25 °C、接种量 10%的条件下 150 r/min 振荡培养 

48 h，所产蛋白酶活力最高达 995 U/mL；该蛋白

酶最适温度 20 °C，最适 pH 9.0，Mn2+对该酶有较

强的激活作用，Zn2+、EDTA 和 PMSF 对该酶有抑

制作用[25]。 
本研究中枯草芽孢杆菌 XC2 产碱性蛋白酶能

力较强，所产蛋白酶有良好的 pH 稳定性和温度稳

定性，在洗涤剂、食品加工、皮革制造、纺织制造

等工业上具有较好的应用前景，可为工业应用提供

科学依据。后续工作将会在此基础上对目标蛋白酶

进行分离鉴定，扩展菌株的应用方式。 
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