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食品生物技术                                                               

胶原蛋白酶产生菌的筛选及酶的分离纯化 

刘丽莉 1,2，马美湖 1，余秀芳 1，王文涛 1 
1 华中农业大学食品科技学院，武汉 430070 
2 河南科技大学食品与生物工程学院，洛阳 471003 

摘  要: 从堆积骨骼的土样中筛选出高产胶原蛋白酶的 MBL13 菌株，经鉴定为蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus。对其所

产的胶原蛋白酶 BCC 进行分离纯化，并进行酶学性质的研究。从菌株的发酵液中纯化出分子量约为 38.0 kDa BCC 酶。

酶反应的最适温度为 40℃，最适 pH 为 8.0。在 50℃以下稳定，60℃保温 1 h 酶活仅保留 10％；在 pH 7.0~8.5 活性较稳

定；金属离子 Ca2+、Zn2+、Mg2+对酶有激活作用，金属离子 Cu2+对酶有显著的抑制作用。EDTA 和 EGTA 能抑制该酶，

表明 BCC 酶为一种金属蛋白酶。酶的底物特异性表明该酶为骨胶原蛋白酶，且对Ⅰ型骨胶原蛋白水解能力极显著高于

Ⅱ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白。将纯化的 BCC 酶应用于骨胶原蛋白的水解可以得到不同链长的多肽，其水解能力高于

标准品胶原酶Ⅰ型。本研究为工业酶提供了新的菌株和新型胶原蛋白酶，为胶原蛋白酶的开发提供了重要的理论依据。 
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purification of Bacillus cereus collagenase 
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Abstract:  We isolated the strain MBL13 with high collagenase productivity from the soil of piled up animal bones. It was 
identified as Bacillus cereus. We purified and characterized Bacillus cereus collagenase (BCC). The molecular weight of BCC was 
38.0 kDa and the optimum temperature and pH for the enzyme activity were 40°C and 8.0 respectively. The enzyme was stable when 
the temperature was below 50°C, but only retained 10% activity when kept at 60°C for 1 h. The enzyme activity was stable between 
pH 7.0–8.5. Some metal ions such as Ca2+, Zn2+, Mg2+ enhanced the enzyme activity, and Cu2+ brought the obvious inhibition. In 
addition, EDTA and EGTA could inhibit the enzyme activity. We suggested that the purified enzyme was a member of the 
metalloproteases. Based on the experiment of substrate specificity, we found that the purified enzyme was bone collagenolytic 
protease, and had a much stronger capacity of hydrolysis for type I collagen than that for type II collagen and type III collagen. By 
BCC hydrolyzing bone collagen, we obtained polypeptides with different chain lengths. The comparative test indicated that the 
hydrolysis capacity of BBC was higher than that of standard type I collagenase. The results introduced a new strain and a novel 
collagenolytic protease for industrial enzyme. 
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随着我国养殖业迅猛发展，屠宰所产生的副产

物是不可忽视的。骨骼是丰富的蛋白质资源，主要

成份是胶原蛋白，骨胶原蛋白是胶原蛋白的一种。

现今利用高新技术如酶技术对庞大的骨资源进行深

加工，开发新型的功能性骨胶原多肽具有十分重要

的经济价值成为研究的热点[1-3]。胶原蛋白酶的研究

始于 19 世纪末。胶原蛋白酶(Collgaenolytci protease) 

定义为在适当的 pH 和温度下，只切割活性胶原螺旋

区或明胶而不作用于其他蛋白底物的酶类 [4-5]。然

而，只有为数有限的蛋白酶具有独特的特点可以引

起胶原蛋白的降解。胶原蛋白酶按照其来源可分为

微生物胶原蛋白酶和动物胶原蛋白酶。细菌胶原酶

可分泌到胞外，通过发酵可大量获得，微生物来源

的胶原酶在应用方面具有更广的应用范围 [6]。胶原

蛋白酶在医学上可用于治疗异常增生，如腰椎间盘

突出症等疾病，也可在细胞研究中应用于分离胃肠

细胞、胰岛素和上皮细胞等，还可应用于胶原结构、

生物合成的研究等，具有重要的理论研究意义和应

用研究价值[7]。 

本实验从堆积骨骼的土样中筛选出骨胶原蛋白

的产生菌株，以探讨应用工业化发酵大规模生产该

酶的可能，筛选到的一株高产胶原蛋白酶的 MBL13

菌株。对其所产胶原蛋白酶 BCC 进行了提纯及性质

研究，以期为进一步开发和利用新型的胶原蛋白酶

提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  试剂 

酸性可溶性Ⅰ型胶原(Acid-soluble type collagen Ⅰ

from calfbone) 和胶原酶Ⅰ型 (酶活大于 125 U/mg) 

购自 Sigma 公司。电泳所需的生化试剂为超纯试剂，

分别购自美国 Simga 公司和 Flkua 公司。DEAE- 

Cellulose-52、Sephadex G-100 为 Pharmacia 公司产

品。低分子质量标准蛋白购自上海升正生物技术公

司。细菌 16S rDNA PCR 扩增试剂盒 (Code NO1310) 

和切胶试剂盒 (Code NO1DV805A) 购自 TaKaRa 公

司。骨明胶，食品级。其他试剂均为分析纯。 

1.1.2  仪器与设备 

ZHWY-2102C 型立式双层恒温摇床  (上海智

诚有限公司)；SW-CJ-2D 型双人单面净化工作台 (苏

州净化设备有限公司)；YM75 (Z) 不锈钢立式电热

蒸汽消毒器  ( 上海三申医疗器械有限公司 ) ；

DYCZ-24DN 型双垂直电泳仪 (北京六一仪器厂)；

HD-3000 型核酸检测仪、恒流泵、收集器 (上海嘉

鹏科技有限公司)；超速冷冻离心机  (Avanti J-E，

Beckman coulter, USA) 等。 

1.1.3  培养基 

富集培养基 (1000 mL)：骨明胶 10 g，NaCl 5 g，

蛋白胨 5 g，pH 7.2~7.5。初筛培养基 (1000 mL)：骨明

胶 20 g，葡萄糖 5 g，NaCl 0.1 g，KH2PO4 0.5 g，

MgSO4·7H2O 0.2 g， pH 7.2~7.5。复筛培养基  

(1000 mL)：葡萄糖 20 g，酵母粉 1.5 g，骨明胶 10 g，

NaH2PO4·2H2O 0.5 g，K2HPO4·3H2O 2.5 g，CaC12 

0.05 g，pH 7.0~7.2[8]。固体培养基：在上述液体培

养基中加入 2.0％琼脂，即成相应固体培养基。 

1.2  实验方法 
1.2.1  培养方法 

斜面及平板培养：37℃恒温培养 48 h。复筛发

酵培养：复筛培养基 10 mL 盛于 50 mL 三角瓶中，

接种后在 37℃，摇床 180 r/min 培养 48 h。产酶发酵

培养：复筛培养基 30 mL 盛于 250 mL 三角瓶中，

接种后 37℃，摇床 180 r/min 培养 48 h。 

1.2.2  BCC 产生菌的筛选 

采集的土样先经富集培养 48 h；稀释涂布于初

筛培养基的平板上形成单菌落，滴加酸性汞试剂在

菌落周围，选择透明圈直径与菌落之比较大的进行

复筛，并测定发酵液中胶原蛋白酶活力 (酸性汞试

剂：HgCl2 15 g，浓 HCl 20 mL，加蒸馏水至 100 mL)。 

1.2.3  BCC 酶的分离纯化 

将发酵液离心，取上清液得粗酶液，以硫酸铵

分段盐析得沉淀为 A 酶样，将其溶解后并采用

pH 7.5、20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液透析，然后过以

同样缓冲液平衡的 DEAE-Cellulose-52 柱并洗涤，然
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后以 0.1~0.5 mol/L NaCl 和 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲

液进行线形梯度洗脱，收集活性部分得酶样 B，浓

缩后在 Sephadex G-100 柱上凝胶过滤，收集活性峰，

冷冻干燥得纯化的酶 C 制品。该纯化 BCC 酶在分离

胶浓度为 15％，SDS-PAGE 电泳进行纯度分析，考

马斯亮蓝法显迹[9-10]。 

1.2.4  纯化 BCC 的酶学性质研究 

最适反应温度和热稳定性：在不同温度下按照

标准方法测定酶活力，以酶活力最高者为 100％。

酶液在 10℃、20℃、30℃、37℃、50℃、60℃、70℃

下分别保温 1 h，迅速冷却至室温，按上述方法测残

余酶活力，以未保温的酶液的酶活力为 100％[11]。

酶的最适反应 pH 和 pH 稳定性：将酶液分别加在

不同 pH(pH 3.0~11.0) 的缓冲液中，按标准方法测

酶活力，以酶活力最高者为 100％。将酶液用不同

pH(pH 3.0~11.0) 的缓冲液稀释，37℃保温 1 h 后，测

残余酶活力，以未保温的酶液的酶活力为 100％[12]。

金属离子对纯化酶活力的影响：在酶反应体系内加

入不同的金属离子，各种金属离子的终浓度分别为

2 mmol/L，在 37℃下保温 30 min，测剩余酶活，以

不含金属离子的反应液为对照[13]。抑制剂对纯酶活

性的影响：采用 2 mmol/L 和 5 mmol/L 的不同抑制

剂 (EDTA 、 EGTA 、 PMSF 、 Leupeptin 、

N-ethylmaleimide) 的缓冲液，以未加的酶活力为

100％，测定相对酶活的变化。酶的底物特异性：分

别以骨明胶、可溶性Ⅰ型胶原蛋白、Ⅱ型胶原蛋白、

Ⅲ型胶原蛋白、牛血清白蛋白 (BSA) 为作用底物，

以骨明胶测定的酶活为 100％计，测定相对酶活。 

1.2.5  BCC 酶解骨胶原蛋白的产物的 SDS-PAGE 分

析及其对比实验 

自制骨胶原蛋白[14-15]5 g，加入 100 mL 蒸馏水

中，90℃热处理 20 min。冷却后加入纯化 BCC 酶液

和胶原酶Ⅰ型标准品酶液，37℃下酶解反应，于不

同酶解时间取样，酶解液在 SDS-PAGE 上电泳分析，

分离胶浓度为 15％，浓缩胶浓度为 5％。 

1.3  测定指标与方法 
1.3.1  BCC 酶活性的测定方法 

采用茚三酮显色法 [16]。取 0.01 mL 酶液，加

入 20 mmol/ L Tris-HCl (pH 7.5) 缓冲液溶液溶解

的 1 mg/mL 可溶性 I 型胶原 0.3 mL，37℃反应

30 min，然后加入 0.6 mL 10％三氯乙酸 (TCA) 终止

反应，以先加终止液的相同反应物为对照，反应物

10 000 ×g 离心 10 min，取上清液 0.2 mL 加入 0.5 mL，

茚三酮显色溶液，充分混合后，盖住试管口，在 100℃

水浴中加热 15 min，冰水冷却 5 min 后，加入 2.5 mL 

60％丙醇稀释。充分混匀后，570 nm 处比色。 

酶活力单位定义为：在 37℃、pH 7.5 条件下，

每分钟水解胶原产生相当于 1 µmol 亮氨酸的酶量为

1 个酶活力单位(U)。 

1.3.2  蛋白质含量的测定方法 

采用 Bradford 法[17]测定，以牛血清白蛋白为标准。 

1.3.3  分子量的测定方法 

按 Laemmli 等[18]的 SDS-PAGE 方法进行。分离

胶浓度为 15％，浓缩胶浓度为 5％。 

2  结果与分析 

2.1  产 BCC 菌株的筛选结果 
从湖南和河南骨骼加工厂堆积骨骼处采集到 50

份土样先经液体富集培养 48 h，稀释涂布于 LB 培

养基上形成单菌落。再点接于初筛培养基中进行初

筛，选择细菌水解透明圈直径与菌径之比较大的进

行摇床发酵复筛，发酵液测定胶原蛋白酶活力。实

验结果表明骨胶原蛋白水解所形成的透明圈的大小

与细菌产胶原蛋白酶的能力具有相关性。经富集培

养通过初筛、复筛，分离出的 60 株细菌能分泌胶原

蛋白酶。其中有 3 株产酶能力均在 30 U/mL 以上。

有一株编号为 MBL13 的细菌每毫升发酵液含胶原

蛋白酶的活力达 36.80 U/mL，经单株分离且连续传

代产酶能力无明显下降。经形态学观察、生理生化

特性、16S rDNA 序列分析和傅里叶红外测定细胞

结构，鉴定该菌株为蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus 

(另文发表)。 

2.2  BCC 酶的分离纯化 
通过硫酸铵沉淀、DEAE-Cellulose-52 离子交换

层析及 Sephadex G-100 凝胶过滤对 MBL13 发酵液

中的酶进行分离纯化，结果见表 1。 
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表 1  MBL13 菌产 BCC 酶的纯化 
Table 1  Purification of the BCC collagenase from MBL13 

Purification step Total activity (U) Total protein (mg) Specific activity (U/mg) Purification (fold) Yield (%) 

Crude enzyme 77570 643 120  1.0 100 

Ammonium sulphate 51563 117 441  3.7 66.5 

DEAE-Cellulose-52 30210 21 1439 12.0 38.9 

Sephadex G100 19542 8 2443 20.4 25.2 

 
经过纯化后的 BCC 酶活达到 2443 U/mg，提纯

倍数为 20.4，得率为 25.2％。各步提取的酶样品用

SDS-PAGE 检测 (图 1)，结果表明硫酸铵沉淀样品 A

中杂带较多，样品 B 中蛋白酶已占主要部分，样品

C 中已是单一条带，表明蛋白酶已达到电泳纯。最

终纯化的胶原蛋白的分子量约为 38 kDa。接近于一

般细菌所产蛋白酶 18~35 kDa 的分子量[19]。 

2.3  BCC 酶反应最适温度和热稳定性 
纯酶液与可溶性Ⅰ型胶原蛋白溶液等体积混

和，在 10 ~70℃ ℃的温度下反应 30 min，测得酶的

最适作用温度为 40℃。 

将酶液在不同的温度下分别保温 1 h 后立即在

0℃冰浴中冷却，然后在 37℃下测酶活，以剩余的酶

活性作为评价酶的热稳定性的指标。结果显示，纯

化酶在 10 ~40℃ ℃保温 1 h 保留 75％以上的酶活力；

50℃保温 1 h 后，剩余的酶活为 60％左右，在 60℃

保温 1 h 仅剩 10％酶活，表明纯化酶不能耐受高温，

热稳定性一般 (图 2)。 

 

图 1  各步分离纯化蛋白的 SDS-PAGE 电泳图 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of the protein bands from the various 
purification steps. 1: protein marker; 2: DEAE-Cellulose-52 
column chromatography; 3: ammounium sulfate precipitation; 4: 
purified collagenase. Protein was stained with Commassie 
Brilliant Blue R 250 staining. 

 

图 2  温度对 BCC 酶活的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on the enzyme activity of BCC 
collagenase. The optimal temperature for the enzyme activity 
(□) was determined at different temperatures (10°C–70°C). The 
enzyme was preincubated at 10°C–70°C for 1 h to determine the 
stability (◆) of the enzyme activity. 

 
2.4  BCC 酶最适反应 pH 和 pH 稳定性 

取纯酶液 0.5 mL，加入 9.5 mL 不同 pH 的缓冲

液 (pH 3.0~11.0)，与可溶性Ⅰ型胶原蛋白等体积混

合，在 37℃保温 30 min 测定酶活的变化。 

如图 3 所示，在 pH 7.0~8.0 之间酶活力都较高，

酶的最适 pH 为 8.0。将适量酶液与不同 pH 缓冲液

在 37℃预处理 1 h 后，测定剩余酶活力。pH 7.0~8.5

之间剩余酶活仍能保持在 80％以上。在 pH 3.0~7.0

之间，随着 pH 的降低，剩余酶活力显著下降；

pH 8.5~10.0 之间，随着 pH 的增大，酶活从 80％急

剧下降为 2％。 

2.5  不同金属离子对 BCC 酶活的影响 
在酶与底物的反应体系中，加入不同的金属离

子，使其终浓度为 2 mmol/L，以不加金属离子的酶

活为 100％，测定其酶活 (图 4)。多种金属阳离子对

该酶的活性都有较大的影响，其中 Ca2+、Zn2+、Mg2+

对酶有激活作用，Ca2+能提高纯化酶的活性；金属

离子 Cu2+对酶有显著的抑制作用；其他金属离子也

对酶活有一定的影响作用，但作用不明显。 
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图 3  pH 值对 BCC 酶活的影响 
Fig. 3  Effect of pH on the enzyme activity of BCC collagenase. 
The optimal pH for the activity (□) and pH stability (◆) of the 
enzyme were determined at various pHs (pH 3.0–11.0), with the 
reactions preincubated at the given pHs for 1 h. The buffers 
used were 50 mmol/L sodium citrate (pH 3.0–6.6), 50 mmol/L 
Tris-HCl (pH 7.0–9.0), and 50 mmol/L Na2CO3-NaHCO3 
(pH 9.16–10.83). To determine the stability, the enzyme was 
preincubated at 37°C for 1 h in each of the specified buffer. 

 

图 4  金属离子对 BCC 酶活的影响 
Fig. 4  Effect of metal ions on the enzyme activity of BCC 
collagenase. 
 
2.6  抑制剂对 BCC 酶活的影响 

以未加抑制剂的样品为对照，测定含有抑制剂

的样品的胶原蛋白酶活性，从而计算出抑制剂的作

用效率，以胶原蛋白酶的相对剩余酶活来表示，结

果见表 2。EDTA 和 EGTA 可以强烈抑制纯化的胶原

蛋白酶活性，N-ethylmaleimide、PMSF 和 Leupeptin

对纯化酶的活性影响较小，可以保留近 80％的相对

酶活；由于金属蛋白酶在反应中心需要二价金属离

子，而且通常能抑制二价金属离子作用的 EDTA 和

EGTA 被称为金属蛋白酶的抑制剂[20]。因此，该纯

化酶表明是一种金属蛋白酶。 

2.7  BCC 酶的底物特异性 
分别以骨明胶、可溶性Ⅰ型胶原蛋白、Ⅱ型胶

原蛋白、Ⅲ型胶原蛋白、牛血清白蛋白 (BSA) 为底

物，测定适当稀释后纯化酶液的酶活性高低，以明

胶为底物作为对照，测定相对酶活的变化，结果见

图 5。纯化酶对底物的作用顺序为：骨明胶﹥Ⅰ型胶

原蛋白﹥Ⅲ型胶原蛋白﹥Ⅱ型胶原蛋白，对 BSA 没

有作用。经方差分析，不同底物对相对酶活的影响

存在极显著 (P﹤0.01)。即底物为Ⅰ型胶原蛋白时，

相对酶活显著高于Ⅲ型胶原蛋白和Ⅱ型胶原蛋白。

由于骨骼中Ⅰ型胶原蛋白占总蛋白的 85％~90％。，

因此，实验结果表明该菌所产酶对Ⅰ型骨胶原蛋白

具有特异性，纯化 BCC 酶属于骨胶原蛋白酶。 

2.8  胶原蛋白酶的酶解产物分析及其对比实验 
为了进一步了解纯化的 BCC 酶的酶解能力，将

其应用于骨胶原蛋白的水解，并针对相同酶活的纯

化 BCC 酶和胶原酶Ⅰ型标准品 (美国) 进行对比实

验。酶解产物进行 SDS-PAGE 分析结果见图 6、7。 
 

表 2  抑制剂对 BCC 酶活的影响 
Table 2  Effect of inhibitors on the enzyme activity of BCC 
collagenase  

Relative activity (%) 
Inhibitors 

2 mmol/L 5 mmol/L 

None 100 100 

EDTA 7 3 

EGTA 10 6 

PMSF 98 93 

Leupeptin 93 87 

N-ethylmaleimide 89 81 

 

图 5  纯化酶对底物的特异性 
Fig. 5  Substrate specificity of BCC collagenase. 
 

将纯化的 BCC 酶应用于骨胶原蛋白的水解，该

酶水解骨胶原蛋白得到的最终产物为低分子量的多

肽，随着酶解时间的增加，肽的分子量随之变小。

而且水解后产生的多肽并不是连续的，说明该酶对

骨胶原蛋白的水解是特异的，具有特定的酶切位点。

这也进一步说明该酶为胶原蛋白酶，通过控制酶解

时间，可以得到不同链长的多肽。即该酶可以用于

骨胶原蛋白的水解生产骨多肽，可有望用于骨骼的

深加工生产 (图 6)。 
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图 6  纯化酶酶解骨胶原蛋白的 SDS-PAGE 电泳图 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of bone collagen digested with the 
purified enzyme. 1: enzymolysis time 60 min; 2: enzymolysis 
time 120 min. 

 

图 7  酶解骨胶原蛋白的 SDS-PAGE 对比分析 
Fig. 7  SDS-PAGE analysis of bone collagen digested with 
BCC collagenase and collagenase I. 1: the collagen polypeptides 
by BCC collagenase hydrolyzing bone collagen at 90 min; 2: 
the collagen polypeptides by collagenase I (standard sample, 
USA, Sigma) hydrolyzing bone collagen at 90 min; 3: protein 
marker. 
 

由图 7 可知，在相同的酶解条件下，纯化的 BCC

酶的酶解液中大部分多肽条带的分子量低于胶原酶

Ⅰ型标准品。即表明在统一的酶解条件下，BCC 酶

能产生更多低分子量的骨胶原多肽。因此，结果表

明 MBL13 所产的 BCC 酶酶解骨胶原蛋白的能力强

于标准品胶原酶Ⅰ型。 

3  讨论 

胶原蛋白酶是一种经济价值较高的蛋白酶种，

国外胶原蛋白酶的产生菌都是通过以胶原或重组胶

原 (Reconstitude collagen) 为底物筛选模型获得的，

但这种方法涉及胶原的提取，操作复杂，胶原极易 

变性，成本较高。本研究利用骨明胶为唯一氮源的

选择培养基，从堆积骨骼处分离得到一批产胶原蛋

白酶活性的菌株，筛选出一株 MBL13，经鉴定为蜡

样芽孢杆菌 Bacillus cereus，其不但产酶量高，而且

酶的活性强，具有重要的研究开发价值。在胶原蛋

白 酶 的 纯 化 过 程 中 ， 经 硫 酸 铵 沉 淀 、 DEAE- 

Cellulose-52离子交换层析及 Sephadex G-100凝胶过

滤纯化后，得到分子量为 38 kDa 的 BCC 酶，该酶

的比活力达到 2443 U/mg，提纯倍数为 20.4，得率

为 25.2％。酶学性质研究表明，BCC 酶最适作用温

度为 40℃，最适作用 pH 为 8.0。pH 稳定范围为

7.0~8.5，其热稳定性一般，酶活最佳保持在 60℃以

下。因此，有待进一步提高酶活热稳定性的研究，

使之更广泛应用于工业生产中。除了金属离子 Cu2+

明显抑制酶的活性外，其他离子对酶活性的影响不

大，这些生理特性赋予了 BCC 酶在工业中有极大的

应用优势。抑制剂实验表明该纯化酶是一种金属蛋

白酶，该酶的底物特异性表明酶对Ⅰ型胶原蛋白有

极显著的特异性，为一种骨胶原蛋白酶。对比实验

表明纯化的 BCC 酶水解能力强于标准品胶原酶Ⅰ

型，因此具有极大的开发潜力。 

针对骨骼的酶解研究，相关报道很多，但我国

却没有骨专用的胶原蛋白产品，而且目前我国有关

胶原蛋白酶的生产成本高，产量有限，限制了该酶

的应用。本实验从骨骼堆积处的土样中筛选到的降

解骨胶原蛋白的菌株 MBL13，为开发骨骼深加工提

供了新的思路，为解决工业化生产胶原蛋白酶提供

了新型的专用生产出发菌。 
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