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碱性蛋白酶工程菌发酵条件及重组酶的纯化和性质的研究
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摘 要 在 1D 发酵罐中对重组碱性蛋白酶工程菌株 EF%3! 高产碱性蛋白酶的条件进行了研究，通过提高通气量

和改变搅拌转速，EF%3! 可在发酵 4% > 内达到产酶高峰，酶活力最高可达 $44"% ?G-D。利用快速蛋白液相层析

（6FDH）技术，建立了快速高效纯化碱性蛋白酶的方案。发酵液通过硫酸铵沉淀、I9J90J01% 脱色及聚乙二醇浓缩

得粗酶，再经过 HK0L,M>7N,80H01%、L,M>7N,80O031 柱层析后得到了单一组份的重组碱性蛋白酶，酶纯度提高了 3#) $
倍。LIL P FJO9 显示重组碱性蛋白酶分子量为 $" QI。酶学性质研究表明，酶的最适作用 MR 为 !!，最适作用温度

为 #%S，具有良好的 MR 稳定性和热稳定性。H7$ T 、K@$ T 对酶的稳定性有促进作用，R@$ T 、J@T 、FK6L 和 I6F 能强烈

抑制酶的活力。LIL 和 U/,7 对酶的活力无影响。
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与普通微生物一样，基因重组菌的发酵生产水

平不但和菌种的遗传特性有关，也和发酵工艺控制

以及发酵罐的性能有着密切的关系。合理的发酵工

艺控制可以给微生物提供良好的环境，提高细胞水

平的调控，提高目标产品的生产水平。

蛋白酶是工业酶种中用的最多的一种酶，约占

酶总量的 #%X，而碱性蛋白酶又占了蛋白酶的市场

销售额的 1%X以上，它在洗涤剂、食品工业和皮革

制造中发挥巨大作用，目前，国内外市场上对碱性蛋

白酶的需求量增长很快。自从 Y7C’.Z 通过建立基因

文库克隆了第一条碱性蛋白酶基因以来，利用基因

工程的手段和蛋白质工程技术获得高产碱性蛋白酶

的工程菌已经是当前蛋白酶研究中的一个热点，这

给蛋白酶的进一步应用研究提供了广阔的前景［!］。

我们在前期工作中利用地衣芽孢杆菌为宿主获得一

株碱性蛋白酶的整合型工程菌 EJ%3!，使其酶产量

在基础培养基下提高了 "1X。国外生产菌株目前

均为基因工程菌株，发酵单位产量在 $1%%% [ 5%%%%
?G-D 之间［$］。我国的生产菌株的发酵水平有文献

报道的最高不超过 !"%%% ?G-D［5］。目前国内外的相

关文献中，多是以对传统诱变筛选获得的生产碱性

蛋白酶的芽孢杆菌进行发酵条件的研究，对重组碱

性蛋白酶工程菌进行发酵条件的的研究还很少。本

实验即是在 1D 发酵罐上对所构建的碱性蛋白酶整

合型基因工程菌产酶发酵条件进行了研究，探讨了

相关工艺参数的变化。为了给探索重组酶的性质及

其稳定性奠定基础，我们利用快速蛋白液相层析，即

6FDH（67ZB F/’B,:< D:\?:N H>/’-7B’@/7M>]）技术，建立

了快速高效纯化碱性蛋白酶的方案，并对其重组酶

的酶学性质进行了研究。

! 材料与方法

! "! 菌株

整合型基因工程菌 ED%3! 为前期工作构建［4］。

! "# 培养基

DE培养基（!%%%-D）：酵母粉 1 @，蛋白胨 !%@ ，

氯 化 钠 !%@，MR3^$ [ 3^4；干 酪 素 固 体 培 养 基

（!%%%-D）：干 酪 素 " @，酵 母 粉 $ @，_R$F‘4 !4@ ，

_$RF‘4 #@ ，（*R4）$ L‘4 $@，琼脂 !$ @，MR3^$ [ 3^4；基

础产酶培养基：按参考文献［1］，自然 MR；发酵培养

基（!%%%-D）：黄豆饼粉 1%@，玉米粉 1%@，麸皮 $1@，
_R$F‘4 % )5@ ，*7$RF‘4 % )4 @，*7$H‘5 !@；自然 MR，



在 !"#下通风培养，前期通风 $：% & $’，后期通风 $：

% &(，搅拌 )% * 左右。

! "# 主要仪器和试剂

全自动发酵罐 +,-’.（韩国发酵机株式会社产

品）；快速蛋白液相层析系 ,/.0，垂直板状电泳系统

（123-456 公司产品）；7898 :;<*56;=-9-’%、0>-:;<*-
56;=-0-’%、:;<*56;=-?-@’ 均为瑞典 /*5AB5C25 公司产

品，其他试剂均为国产分析纯。

! "$ 发酵罐发酵条件

发酵罐有效容积 ’.，投料体积 (.；培养温度

!"#，<D 值和 7E 值采用 <D 电极和溶氧电极在线

检测。

! "% 细胞生长曲线测定

采用血球计数法测定取平均值。

! "& 还原糖测定

培养液离心、过滤去上清，用生物传感器检测。

硫酸铵梯度盐析、透析和蛋白质浓缩方法见文献

［"］。

! "’ ()*+,-./0,1*(*%2 柱层析

将处理好的凝胶装柱后，用 % & %( B3FG. <D"& %
的 /1: 缓冲液平衡，上样后用同样的 /1: 缓冲液

（流经 9 泵）及含 $B3FG. H50F 的 % & %( B3FG. <D"& %
的 /1: 缓冲液（流经 1 泵）在 ,/.0 系统中自动混匀

进行离子梯度洗脱，分步收集器速度为 )B.GB2I，收

集活性峰洗脱液。

! "3 +,-./0,1*4*’% 柱层析

将 0>-:;<*56;=-0-’% 层析所收集活性峰洗脱液

(B. 上样，用含 % &$’ B3FG. H50F 的 % &%( B3FG. <D"&%
的 /1: 缓冲液在 ,/.0 系统控制下洗脱，分步收集

器速度为 (B.GB2I 收集活性峰，浓缩酶液，至 J )#
保存。

! "5 蛋白浓度测定

1A56K3A6 法［@］，以牛血清白蛋白作为标准。

! "!2 +6+*7849 分析

:7:-/9?8 方法参照文献［L］，采用 $(M的分离

胶和 )M的浓缩胶进行。

! "!! 酶活测定方法

按部颁行业标准 N1G$L%!［’］进行酶活定义：$B.
液体酶，在 )%#和 <D$%&’ 的条件下，$B2I 水解 $!O 酪

素产生 $!O 酪氨酸为 $ 个活力单位，以 PGB. 表示。

: 结果与讨论

: "! 不同转速对重组菌产酶的影响

地衣芽孢杆菌产碱性蛋白酶是耗氧发酵过程，

可以改变搅拌转速来调节通气量。搅拌转速的增

加，在一定范围内可以显著提高溶氧，搅拌转速超过

一定值后就不在成为提高溶氧的限制因素。剧烈的

搅拌除了消耗大量功率外，还会使发酵液产生大量

泡沫，搅拌叶的剪切作用也会造成细胞的损伤，使菌

体提前自，产酶量降低。因此，对产酶而言，存在一

个最佳搅拌转速的问题。

搅拌对泡沫的影响很大。一般发酵罐接种后加

大风量和搅拌，会使泡沫多到无法控制。一般发酵

前期风量不需要很大，此时菌体呼吸虽然旺盛，但菌

体数量尚少，总的耗氧量不高，应先开小风量逐步加

大，待菌体浓度达到一定程度以后，再加大风量，同

时用消泡剂消除泡沫。通过预备实验确定本实验中

采用前期通风 $：% & $’，后期通风 $：% & (，结果显示

（图 $），在 ’%%AGB2I 搅拌转速下发酵水平最高，为

())L%PGB.；@%% AGB2I 搅 拌 转 速 下 发 酵 水 平 次 之，

!%%AGB2I 搅拌转速下发酵水平最低。而原出发菌株

在 ’%% AGB2I 搅拌转速下，发酵水平为 Q%)%PGB.；重

组菌的发酵水平比出发菌株提高了 $@% &LM。

图 $ 搅拌转速对产酶的影响

,2O&$ 8KK;CR 3K 62KK;A;IR25F 5O2R5R23I A5R; 3I R*; S2;F6 3K ;ITSB;

: ": %; 发酵罐培养条件下生长曲线的测定

碱性蛋白酶是在菌体生长对数后期分泌表达，

并随着芽孢的形成而快速消失。在 ’%%AGB2I 下，测

定发酵过程中菌体的生长情况。从图 ( 可知，菌体

在 () U !( * 内生长迅速，以后细胞略有增长，!" *
左右处于稳定期。在充分溶氧的条件下，菌体密度

最高可达到 L@ 亿个GB.（因为培养基粘度很大，杂质

较多，无法用 !" 值法以及细胞干重法检测，所以采

用细胞计数法）。与图 $ 中结果比较可知，菌体的生

长和酶活的变化趋势基本一致，菌体生长到 )% * 左

右达到最大值，酶活最高值在 )% * 左右达到最高，

因此可以确定发酵终点为 )% *。

: "# 发酵过程中还原糖及 -< 的变化

从图 ! 中可以看出，培养基中的还原糖随着细

胞需求量的增大而逐渐下降。在 (% U !% * 细胞生

%!@ 生 物 工 程 学 报 $L 卷



长速度加快，细胞对氧的需求加大，所以此时较高搅

拌速度可以改善溶氧，否则发酵液中往往会形成溶

图 ! "# 发酵罐培养条件下生长曲线

$%&’! ()* &+,-.) /0+1* ,2 *3&%3**+*4 5.+6%35 %3 "# 2*+7*3.,+

氧低谷，甚至 !" 值掉零，从而大大影响细胞的生

长，难以提高菌体的密度。

图 8 发酵过程中还原糖及 9: 的变化

$%&’8 ()* 16+%6.%,35 ,2 +*40/.%1* 50&6+ 634 9:

! "# 重组酶的制备及其纯化

重组酶的纯化的过程如表 ; 所示。重组酶纯度

提高了 <= ’! 倍。

表 $ 重组酶的纯化

%&’() $ *+,-.-/&0-12 1. ,)/13’-2&20 4,10)&5)

>.*9 ?,@07*A7#
(,.6@ B+,.*%3

A7&

>9*/%%2%/ 6/.%1%.C

A（0A7&）
D*/,1*+C ,2 *3EC7*

AF

B0+%2%/6.%,3

2,@4

>09*+36.63. ;GG ;GHG !GI;’= ;GG ;
J77,3%07 50@26.* 2+6/.%,36.%,3 !" 8KH’= K=G; ’" <; ! ’!

LMJM >*9)64*NOJO"G !G =! ’H !GKH;’; "H ’! I ’H
PQO>*9)64*NOPO"G ;G <’= =GK8I’= 8; ’; KK ’!
>*9)64*NORO<" " ! ’I ;"I8H; !G’" <= ’!

! "6 7879*:;< 分析

收集 >*9)64*NORO<" 层析所得的活性峰酶液浓

缩，取 ;G!# 浓缩液上样。结果显示得到单一电泳条

带，分子量为 !H SL（图 K）。

图 K 重组碱性蛋白酶的 >L>OBJRM 电泳

$%&’K >L>OBJRM 636@C5%5 ,2 +*/,7T%36.%,3 *3EC7* 90+%2%*4
J’ B+,.*%3 7,@*/0@6+ -*%&). 76+S*+5；U：+*/,7T%36.%,3 *3EC7* 90+%2%*4

! "= 重组酶的最适 4>
分别采用 :8BVKOW6:!BVK（9:K X "）、W6:!BVKO

W6!:BVK（9:= X H）W6!UKV<OW6V:（9:I X ;K）组成的

缓冲体系［I］，用 G ’; 7,@A# 的不同 9: 的缓冲液配制

成 ;F浓度的酶液，以酪蛋白为底物，在 KGY 反应

;G7%3。测定纯酶在一系列 9: 下的活力（图 "）。结

果表明，酶的最适 9: 在 ;; 左右。

图 " 重组酶的最适作用 9:
$%&’" ()* ,9.%76@ +*6/.%,3 9: ,2 +*/,7T%36.%,3 *3EC7*

! "? 重组酶的最适温度

用不同 9:;; 缓冲液配制的酶液，以酪蛋白为

底物在不同温度中反应 ;G7%3，测定纯酶在不同温

;8<= 期 唐雪明等：碱性蛋白酶工程菌发酵条件及重组酶的纯化和性质的研究



度下的催化活力。结果表明（图 !），该酶在 ""# $
!"# 之间活力最高，而 酶 在 %&# 时 的 活 力 仅 为

!&#时的 ’( )"*左右。

图 ! 重组酶的最适作用温度

+,-)! ./0 123,456 70583,19 30420753:70 1; 70814<,953,19 09=>40

! "# $% 对重组酶的稳定性的影响

用不 同 2? 的 缓 冲 液 配 制 的 酶 液，%&# 处 理

!&4,9，再用 2?@@ 的缓冲液将其稀释一定浓度，并且

使 2? 值均达到同一测定值，测剩余酶活力。结果

表明（图 (），酶在 2? !) " $ @A ) & 之间均保持 B&*以

上的活力，说明该酶具有较强的耐碱性。

图 ( 2? 对重组酶的稳定性的影响

+,-)( C;;083 1; 2? 19 70814<,953,19 09=>40 D35<,6,3>
! "& 重组酶的热稳定性研究

将纯酶用 2? @@ 的缓冲液稀释后中，经过不同

温度保温，按一定时间间隔在 %&#下测定其剩余活

力。结果见图 B，""#保温 A/，酶活力依然保持在

B&*以上，随着温度的升高，酶的热稳定性下降，

!&#时，酶的半衰期为 A/。!"#保温 A&4,9，剩余活

力为 ’’ )(*。说明重组酶具有较好的热稳定性。

图 B 温度对重组酶的稳定性的影响

+,-)B C;;083 1; 30420753:70 19 70814<,953,19 09=>40 D35<,6,3>

! "’( 金属离子对重组酶活力的影响

用经过稀释的酶液将金属离子配制成 @4416EF
的溶液，总体积 A )"4F。%&# 保温 @&4,9 后测酶活。

每组均设对照管（无金属离子）。

表 ! 金属离子对酶活力的影响

)*+,- ! .//-01 2/ 3-1*, 4*,14 25 -5673- *0189817

G0356 D563D H0653,I0 583,I,3>E*

J193716 @&&

J5A K @&B

L-K ’!

G-A K @&%

G9A K M!

N<A K M@

O9A K BB

P5A K M%

?-A K A@

J:A K (&

+0A K B’

Q,A K B"

结果表明（表 A），J5A K 、G-A K 对酶稍有激活作

用，而 ?-A K 、 L-K 对 酶 有 明 显 抑 制 作 用。

Q5R54:75［@&］等指出，J5A K 对许多酶都有稳定保护作

用，尤其对耐热酶的热稳定性有很强的保护作用，因

为 J5A K 能帮助酶的三级结构更加稳定。G-A K 是否

有这样的作用目前的研究尚不明确。

! "’’ 化学试剂对重组酶的影响

将不同的化学试剂与酶液混合，使化学试剂的

终浓度为 @ S @&T ’416EF，%&# 保温 @&4,9 后测酶活。

每组均设对照管。

表 : 化学试剂对重组酶活性的影响

)*+,- : .//-01 2/ 0;-380*, <-*=-514 25 -5673- *0189817

J/04,856 705-093D H0653,I0 583,I,3>E*

J193716 @&&

NGU+ &)’

V+N &)@

UVU M%

W705 M&

CV.L @&’

结果表明（表 ’），酶的活性被苯甲基磺酰氟

（NGU+）和二异丙基氟磷酸（V+N）强烈抑制，因为其

活性中心为丝氨酸残基，化学修饰后引入的基团阻

A’( 生 物 工 程 学 报 @B 卷



碍了底物与活性中心的结合，或改变了活性中心附

近的电荷性质从而影响酶的活性，这方面的研究目

前尚无明确的结论。乙二胺四乙酸（!"#$）对酶稍

有激活作用，而表面活性剂 %"% 和 &’() 对酶活的影

响不大。

基因重组菌在构建时候，通常都是采用摇瓶培

养的方法比较其生产能力，这样得到的培养工艺一

般不能直接应用于发酵罐生产，这是因为在摇瓶中

难以进行深入的发酵特性研究，而且摇瓶的操作方

式和提供的培养环境与发酵罐有很大的差别，因此

对基因重组菌进行发酵特性研究，对发酵过程加以

优化，同时掌握基因重组菌发酵放大的特点，可以充

分发挥基因重组菌的生产能力，保证产业化的顺利

进行。为了给重组菌提供必需的营养和适宜的环

境，既要考虑发酵过程中菌体的生长又要考虑外源

基因的表达。一般进行基因重组菌发酵都希望得到

较高的菌体密度，这样无论基因表达产物是分泌的

还是积累在胞内，较高的菌体密度下产物的生产速

率可达到较高的水平。

本实验在 *+ 发酵罐中对重组碱性蛋白酶工程

菌株 ,-./0 高产碱性蛋白酶的条件进行了研究，在

123，*..’4567 条件下，,-./0 在发酵培养基中培养

8.9 后，发酵液中碱性蛋白酶为 :88;.<45+。在相同

发酵条件下，重组菌的发酵水平比出发菌株提高了

0/. =;>。发酵水平基本达到国外的基因工程菌的

水平。

在工业微生物的基因工程研究中，利用芽孢杆

菌作为的表达宿主进行外源蛋白的分泌表达很有意

义，目的蛋白能以活性结构生成而不发生聚集，避免

了复性的困难，产物与大量的细胞蛋白分离，给下游

工程的研究带来了便利。碱性蛋白酶为胞外酶，重

组酶大量存在于发酵液中，经过梯度盐析、透析、

"!$! 纤维素柱脱色，及 ?@A%(B9)C(DA?A*. 和 %(B9)A
C(DAEA/* 层析后获得电泳纯，纯度提高了 /2 = : 倍。

由于碱性蛋白酶的 BF 一般在 / = . G ; = . 之间，所以

我们选用阳离子交换柱 ?@A%(B9)C(DA?A*.，并选用

比碱性蛋白酶 BF 低不少于一个单位的 BH 为 2 = . 的

. =.: 5IJ4+ -,% 缓冲液进行洗脱，获得较好的效果。

重组酶基本酶学性质研究表明，重组酶具有较

高的比活，耐碱性耐热性较好，受表面活性剂的影响

较小，非常适合做洗涤剂中的添加剂。该酶的基因

序列与基础研究较为深入的 %<KL6J6M67 ! 同源性很

高，也为丝氨酸碱性蛋白酶，二者在结构上和催化机

制上存在相似性。有学者对 %<KL6J6M67 ! 基因序列用

定点突变等方法对蛋白质活性中心的部位或临近部

位进行改造，试图获得既有高比活又能耐强氧化的

新型碱性蛋白酶［00］，这一方向的工作目前正成为基

础研究的热点，也为以地衣芽孢杆菌为宿主的碱性

蛋白酶重组菌的构建提供了新的思路。
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