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研究报告 

烷烃溶剂对耐有机溶剂极端微生物地衣芽孢 
杆菌 YP1 产胞外蛋白酶的影响 

李  霜  唐啸宇  潘  瑶  何冰芳*

(南京工业大学制药与生命科学学院 南京 210009) 

 
 

摘  要: 考察了添加 5％(V/V)浓度的正庚烷、正辛烷、正癸烷、十二烷、十四烷、十六烷等烷烃

溶剂对耐有机溶剂极端微生物地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)YP1 的生长及产胞外蛋白酶的

影响。结果表明 5％(V/V)浓度的各种烷烃溶剂对 YP1 蛋白酶的稳定性及菌体生物量均无显著影响, 
正庚烷、正辛烷、正癸烷等溶剂显著抑制 YP1 产蛋白酶, 而十二烷、十四烷、十六烷能提高 YP1
产蛋白酶 1 倍以上。发酵液中十四烷的浓度(1％－8％, V/V)与蛋白酶的活力呈正相关性, 添加十四

烷后发酵过程中蛋白酶活力的显著增加出现在菌体生长的对数后期。培养过程中添加十四烷能导

致 YP1 菌体形态显著变小。首次报道了烷烃溶剂对极端微生物产蛋白酶的影响。 
关键词: 极端微生物, 有机溶剂耐受菌, 烷烃, 蛋白酶 

Effect of Alkanes on the Production of a Solvent-stable  
Extracellular Protease by the Organic Solvent Tolerant  

Bacterium Bacillus licheniformis YP1 
LI Shuang  TANG Xiao-Yu  PAN Yao  HE Bing-Fang*
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Abstract: In this paper, the effect of 5% (V/V) n-alkanes (e.g, n-Heptane, n-Octane, n-Decane, n-Dodecane, 
n-Tetradecane and n-Hexadecane) on the growth and protease production of organic-solvent-tolerant- bacte-
rium Bacillus licheniformis YP1 was studied. 5%(V/V) n-alkanes had no effect on the stability of YP1 prote-
ase. 5% (V/V) n-alkanes had no notable influence on the yield of strain YP1 but dramatically affected the 
protease production. The presence of n-Heptane, n-Octane and n-Decane deeply repressed the protease pro-
duction; however n-Dodecane, n-Tetradecane and n-Hexadecane enhanced the protease production promi-
nencely. The concentration of n-Tetradecane (1%-8%, V/V) had a direct ration with the protease production. 
The detailed experiments showed that the notable increase of protease activity appeared at the late logarithm 
of cultivation compared with the blank. The cell shape of YP1 strain remarkably decreased when grown in 
the presence of n-Tetradecane. This is the first report about the effect of n-alkanes on the protease production 
by the solvent tolerant bacterium. 
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有机溶媒耐受菌(organic solvent tolerant bacte-
ria, OSTB)是一种相对较新颖的极端微生物 , 当前
对耐有机溶媒微生物的应用研究体现在生物催化、

环境生物修复及污水处理等领域, 随着工业生物催
化技术的发展和推广应用, 耐有机溶媒极端微生物
将显示其巨大的应用潜力[1]。对有机溶媒耐性菌所

产生的极端酶系的研究开发是充分发掘该类极端微

生物资源的重要方向。筛选该类极端微生物产生的

典型胞外酶系如蛋白酶、脂肪酶等的研究逐渐成为

研究热点[2,3]。 
筛选极端微生物产耐有机溶剂蛋白酶的研究报

道较多[4,5], 但是溶剂等极端环境对微生物产蛋白酶
能力的影响鲜有报道。在环境中, 微生物所接触的
各种亲脂性溶剂如烷烃、烷醇、芳香烃等会优先积

累于细胞膜上而产生细胞毒性。而耐有机溶剂极端

微生物可通过改变膜上的磷脂成分及膜蛋白、固醇

等含量来适应溶剂的毒性[6]。细胞膜的结构或构象

的改变将导致膜的理化性质及通透性的变化, 从而
影响细胞对胞外产物的分泌。 

耐有机溶媒极端微生物Bacillus licheniformis 
YP1 所分泌的蛋白酶具有广泛的有机溶剂耐受性及
其它特质, 可应用于有机相的酶促肽合成反应[7]。本

文考察了烷烃类溶剂对该菌株生长及产胞外蛋白酶

的影响 , 丰富了耐有机溶媒极端微生物的生物学 
研究。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株及试剂 
耐有机溶媒极端微生物 Bacillus licheniforms 

YP1, 本室分离保藏; 酪蛋白(Casein Acid Hydrolys-
ate)购自 Sigma公司; 胰蛋白酶(Trypsin 1:250)购自南
京生兴生物技术公司; 各种有机溶剂均为分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基及培养方法：1) MLB培养基[2]：蛋白

胨 10 g/L, 酵母粉 5 g/L, NaCl 5 g/L, MgSO4 0.5 g/L, 
pH7.2。  

2) 产酶发酵培养基：可溶性淀粉 10 g/L, 玉米
浆 10mL/L, 脱酚棉籽蛋白 5 g/L, KH2PO4 1 g/L, 
MgSO4 0.5 g/L, pH 7.5。以MLB培养基为种子培养基, 
过夜培养种子液, 接种量为 2%, 每 250 mL三角瓶

装液量为 3 0  m L ,  以橡胶塞封口 ,  于 3 7℃ ,  
180 r/min培养 36 h。 
1 . 2 . 2   微生物生长的测定：取发酵液 1  m L ,  
10000 r/min离心 1 min后, 弃上清, 用 1 mL无菌水均
匀悬浮菌泥, 稀释, 测样品的OD660。 
1.2.3  蛋白酶活力测定：参照文献[4]略改动, 将发
酵液于 4℃, 10000 r/min离心 5 min, 取上清为粗酶
液 , 以 1%(W/V)酪蛋白 (0.1 M Tris-HCl 缓冲液 , 
pH9.0)为底物, 取粗酶液 1mL加入到 2mL底物中, 
置于 40℃水浴中反应 10 min后, 加入 3mL 10%(W/V)
三氯乙酸终止反应, 室温下静置 15 min, 10000 r/min
离心 3 min, 取上清 1 mL加入 5 mL 0.55 mol/L碳酸
钠溶液、1mL Folin-酚试剂(北京鼎国生物技术公司), 
充分混匀后, 置 40℃水浴显色 15 min, 取出冷却到
室温, 以先加入三氯乙酸终止反应的样品为空白对
照, 测样品的吸光值OD650。每 1单位(U)蛋白酶活定
义为在相应条件下, 每mL发酵液每min催化产生 1 
µg酪氨酸(µg/mL·min)。 
1.2.4  溶剂对 YP1 蛋白酶稳定性的影响：取不添加

溶剂的对照组发酵液上清 2 mL, 添加 5%(V/V)的庚
烷、辛烷、癸烷、十二烷、十四烷、十六烷, 密封, 于
37℃, 180 r/min振荡处理 36 h, 4℃下 10000 r/min离
心 10 min后, 取水相, 按 1.2.3方法检测蛋白酶活力, 
以不添加溶剂处理的为对照, 每实验重复 3次。 
1.2.5  溶剂对 YP1 产蛋白酶的影响：在 YP1产酶发
酵过程中添加 5%(V/V)的各种烷烃溶剂, 考察其对
YP1 的生长及产胞外蛋白酶的影响, 每实验重复 3
次, 以不添加溶剂的产酶发酵为对照。 
1.2.6  菌体的电镜观察：分别接种 YP1菌株于 MLB
和添加 5%(V/V)十四烷 MLB 培养基中, 37℃培养 
12 h, 10000 r/min离心 1 min, 收集菌体, 将菌体用
无菌水悬浮, 浓度大于 108/mL, 用铜网蘸取少许菌
液, 1% PTA(磷戊酸)对菌体进行负染色, 自然风干
后, 用HITACHI  H-7650 透射电镜观察菌体形态。 

2  结果 

2.1  烷烃溶剂对YP1蛋白酶稳定性的影响 
YP1 蛋白酶经各种烷烃溶剂振荡处理 36 h 后, 

蛋白酶相对残余活力如图 1所示, 5%( V/V)浓度的各
种烷烃溶剂对YP1蛋白酶粗酶液稳定性无显著影响。  
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图 1  烷烃溶剂对 YP1 蛋白酶活力的影响 
Fig. 1  Effect of alkanes on the activity of YP1 protease 
 

2.2  烷烃溶剂对 YP1 菌株生长及产酶的影响 
实验中所用溶剂的logPO/W值及其对菌株YP1 的

生长及产胞外蛋白酶的影响如表 1 所示。由于 2.1
实验中各种 5%(V/V)烷烃溶剂对YP1 蛋白酶的稳定
性无显著影响, 因此发酵过程中所检测到的酶活变
化均可以理解为菌体分泌的蛋白酶量的变化。6 种
烷烃对YP1 菌株的生物量无显著影响, YP1 在不含
烷烃的对照组中蛋白酶活力为 326 U, 庚烷、辛烷、
癸烷显著抑制了菌株的产酶, 十二烷、十四烷、十
六烷却能显著促进YP1 的产酶, 发酵液上清中蛋白
酶活力高达 700 U以上。YP1 菌株为好气性芽孢杆
菌, 在溶氧良好的情况下, 发酵液中酶活可达 527 
U。在橡胶塞封口的密封容器中培养的YP1 菌株的
生物量及酶活均有显著的下降, 但长链烷烃如十二
烷、十四烷、十六烷等仍然极大地促进了产酶。 
 

表 1  烷烃溶剂对 YP1 菌株生长及产酶的影响 
Table 1  Effects of n-alkanes on the growth and protease 

production of strain YP1 

Organic  
solvents logPO/W

Cell Growth 
(OD660) 

Protease Activity
(μg/mL·min) 

n-Heptane 4.0 4.96 280 
n-Octane 4.5 4.81 302 
n-Decane 5.6 4.90 228 
n-Dodecane 6.6 4.92 717 
n-Tetradecane 7.6 5.16 746 
n-Hexadecane 8.8 5.22 732 
Blank − 5.21 326 

 

2.3  不同浓度十四烷对 YP1 生长及产酶的影响 
在YP1产酶发酵过程中分别添加 1%−15%(V/V)

的十四烷 , 结果如图 2 所示 , 添加浓度为
1%−10%(V/V)的十四烷对菌体生长无显著影响, 菌
体生物量均能达到对照组的 90%以上, 发酵液中蛋
白酶活力与十四烷的浓度呈正相关性 , 其中 , 

不显著, 发酵液上清中蛋白酶活力高达 750 U左右, 
是对照组活力的 2.3倍; 12%(V/V)和 15%(V/V)的十四
烷对 YP1 的生长具有一定的抑制作用, 菌体生物量
为对照组的 82%和 70%, 但发酵液中蛋白酶活力仍
达 700 U 以上。进一步的研究表明, YP1 蛋白酶经
12%和 15%的十四烷处理 36 h后, 残余活力分别为
对照的 108%和 124%。 

8%(V/V)和 10%(V/V)的十四烷对 YP1 产酶影响差异

 

 
 

图 2  发酵液中十四烷的浓度对 YP1 生长及产蛋白酶的

 Effects of concentration of n-Tetradecene on the cell 

.4  十四烷对 YP1 发酵过程的影响 
/V)的十四烷, 

每 4 

影响 
Fig. 2 
growth and protease production of strain YP1 
 
2

在 YP1 产酶发酵过程中添加 5%(V
h取样测菌体生长及胞外蛋白酶活力, 考察发酵

过程不同时间段菌体生长及产酶的状况, 结果如图 3
所示。添加十四烷后, YP1菌体的生长速率及生物量
均无显著变化; 相对于对照, 发酵液中蛋白酶活力
在细胞生长的对数后期 (24 h−36 h)显著上升。 

 

 
 

图 3  十四烷对 YP1 发酵过 体生长及产蛋白酶的

th and protease pro-

程中菌

影响(■：添加十四烷后的生长; □：添加十四烷后的酶活; 
●：对照组的生长; ○：对照组的酶活) 
Fig. 3  Effects of n-Tetradecane on grow
duction of strain YP1 (cell growth in the presence (■) and ab-
sence (●) of n-Tetradecane; protease production in the presence 
(□) and absence (○) of n-Tetradecane) 
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影响 
态为杆状具

周生

2.5  十四烷对 YP1 菌体形态的

YP1菌株在MLB培养基中的菌体形
鞭毛(图 4A), 细胞大小为 0.5 μm×2−3 μm; 添

加 5% (V/V)十四烷的培养基中 YP1菌体显著变小(图
4B), 细胞大小为 0.3−0.4 μm×1−1.5 μm; 因此 YP1
在含十四烷的培养基中生长时细胞的比表面积变大。 
 

 
 

4  YP1 菌体的透射电镜照片 (A：对照; B： (V/V) 

ransmission electron micrograph of strain YP1 cell (in 

3  讨论 

各种有机溶剂由于在微生物细胞膜上的积累和

分布

用
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酶

影响与蛋白

酶的

蛋

白酶
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[12] 

[13] al. A new organic 

 

图 5％
十四烷) 
Fig. 4  T
the presence (B) and absence (A) of 5% (V/V) n-Tetradecane) 

而产生细胞毒性。微生物在溶剂存在的环境中, 
可以通过溶剂泵出系统、改变细胞形态等方式来适应

溶剂的毒性 , 如Neumann等报道了耐有机溶剂极端
微生物Pseudomonas putida 通过增大细胞的体积 , 
减小细胞比表面积的途径来适应丁醇、苯酚等溶剂的

毒性[8]。logPO/W值较大的亲脂性溶剂通常表现出对细

胞膜的高度亲和性, 因此相对亲水性溶剂具有更大
的细胞毒性[6]。但对于logPO/W大于 4-5 的溶剂来说, 
由于该类溶剂在水中的低溶解度阻止了其在细胞膜

上的大量积累, 往往对细胞不表现出毒性, 并被广泛
应用于双向生物催化或转化体系的萃取相溶剂[9,10]。

5%(V/V)的各种烷烃溶剂由于其较高的logP值而对极
端微生物YP1的生长未表现出显著的抑制作用。 

细胞膜的磷脂双分子层结构的相变温度可

示。Lohner的研究表明, 长链的烷烃(C≥12)增
加各种磷脂的TM值 , 短链的烷烃(C<12)降低TM值 ; 
长链烷烃在磷脂脂肪链上的平行嵌入导致细胞膜的

脆性增加, 短链烷烃由于其削弱磷脂脂肪链范德华
力而降低膜脂肪的有序性[11]。长链的烷烃(C≥12)对
YP1 菌株表现为促进蛋白 分泌 , 而短链的烷烃
(C<12)表现为抑制YP1 蛋白酶的分泌, 可能与不同
链长烷烃对细胞膜的影响差异有关。 

溶剂对耐有机溶剂蛋白酶稳定性的

结构特征有一定关系 [12]。Rahman等报道了
Bacillus pumilus 115b产生的耐有机溶剂蛋白酶经
25% (V/V)十二烷和十四烷处理后 , 酶活为对照的
1.7 和 2.5 倍[13]。前期的研究表明, YP1 蛋白酶经

50%(V/V)的十二烷醇处理后能显著促进蛋白酶活力
达 121%[7]。本研究中 , 当十四烷的浓度高于
10%(V/V)后, 能显著增加YP1蛋白酶的活力。 

本文通过对溶剂对极端微生物 YP1生长及产
的影响研究, 获得了大幅提高耐有机溶剂极端

微生物 Bacillus licheniformis YP1产胞外蛋白酶的培
养策略, 相关工作将对极端微生物 YP1 的生物学特
性及其所产耐有机溶剂蛋白酶的结构表征等研究奠

定良好的基础。 
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