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摘  要: 本文研究了 Pb、Zn、Cu 和 Cd 对 3 种蛋白酶产生菌：碱性地衣芽孢杆菌 2709(Bacillus 
licheniformis 2709)、中性枯草杆菌 1.398(Bacillus subtilis1.398)和酸性宇佐美曲霉 537(Aspergillus 
usamii 537)生长及其酶活性的影响, 并采用生长抑制皿分析(GIPA)方法针对 3 种菌株在 Pb、Zn、
Cu、Cd 不同胁迫浓度下的生长量进行打分, 分析其耐性与抗性指标(MTC 与 MIC)。结果表明 4
种重金属在超过一定临界浓度后, 对 3 种菌株的生长和蛋白酶活性均产生了较大的抑制作用。碱

性蛋白酶对 4 种重金属均具有较大的适应性, 其次是中性蛋白酶对 Zn 和 Cd 具有一定的适应性, 
而酸性蛋白酶对 4 种重金属均表现出被抑制状态。3 种菌株对 Pb 和 Zn 耐性与抗性最高 
(2.0 mmol/L～6.0 mmol/L), 其次是对 Cd 也具有一定的抗性(0.5 mmol/L~0.75 mmol/L)。 
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Responses of Microorganisms Producing Protease  
to Heavy Metal Stress 
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Abstract: Effects of Pb, Zn, Cu and Cd on growth and enzyme activities of microorganisms such as Bacillus 
licheniformis 2709, Bacillus subtilis1.398 and Aspergillus usamii 537, which can individually produce alka-
line, neutral and acid protease, were studied, respectively. By determining growth and enzyme activities of 
three bacterial species, as well as analyzing their tolerance and resistance indicators (MTC and MIC) using 
growth inhibition plate analysis (GIPA) under different heavy metal gradients, results showed that four 
heavy metals under higher than a special concentration level significantly inhibited growth and enzyme ac-
tivities of three species. The alkaline protease exhibited greatest adaptability to four heavy metals, next the 
neutral protease also exhibited certain adaptibilty to Zn and Cd, whereas the acid protease was totally inhib-
ited under any levels of heavy metal concentrations. Three species not only showed great potential to tolerate 
and resist toxicity of lead and zinc (2.0 mmol/L−6.0 mmol/L), but also showed certain resistance to cad-
mium (0.5 mmol/L−0.75 mmol/L). 

Keywords: Strains producing protease, Heavy metals, Growth, Enzyme activity, Tolerance and resistance 
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蛋白酶是最早被发现并广泛应用于工业化生产

的酶制剂之一, 约占工业酶生产总量的 60%以上[1]。

在工业生产方面, 蛋白酶主要用于皮革脱毛、软化, 
畜禽血液蛋白质水解, 果酒、啤酒和饮料的澄清以
及医学治疗等应用领域中[2]。围绕蛋白酶的生产, 人
们对蛋白酶生产菌株的分离、纯化、鉴定、菌种蛋

白酶基因的定位、基因改造以及产酶发酵条件等方

面进行了广泛的研究, 取得重要的研究成果, 这些
成果的取得对于推动蛋白酶工业化生产发挥了较大

的作用[3−10]。近年来蛋白酶活性与重金属之间的关

系已开始引起人们的关注 , 如胡皆汉等研究了
Co(Ⅱ)和Ni(Ⅱ)与蛋白酶之间的相互作用 , 结果发
现Co(Ⅱ)和Ni(Ⅱ)均可以直接作用于蛋白酶的活性
中心[11]。郑学仿等利用电子顺核磁共振方法研究了

Cu(Ⅱ)对蛋白酶活性的影响, 结果表明Cu(Ⅱ)与蛋
白酶活性Zn(Ⅱ)产生交换作用, 并显著地降低了枯
草杆菌的蛋白酶活性[12]。随着重金属对环境污染的

日益加重, 发酵料中难免会或多或少地污染有一定
含量的重金属, 进而影响产蛋白酶菌株的生长及其
产酶量和活性。目前采用的产蛋白酶菌株对重金属

的耐性或抗性怎样, 到目前为止尚未见报道。鉴于
此, 本文采用抑制皿分析等方法, 对Pb、Zn、Cu与
Cd四种重金属胁迫下, 产碱性、酸性和中性蛋白酶
菌株的生长和酶活性反应进行了初步研究, 旨在为
蛋白酶生产工艺中合理控制发酵料中的重金属含量, 
维持正常的蛋白酶生产活性提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌种、培养基与重金属 
1.1.1  菌种：实验菌种来自于本实验室菌种库, 蛋
白酶产生菌株包括碱性地衣芽孢杆菌 2709、中性枯
草杆菌 1.398和酸性宇佐美曲霉 537。 
1.1.2  培养基：碱性地衣芽孢杆菌 2709和中性枯草
杆菌 1.398 培养采用牛肉膏-蛋白胨培养基, 酸性宇
佐美曲霉 537采用马铃薯培养基(PDA)[13]。 
1.1.3  重金属与处理浓度：硫酸锌、硝酸铅、硫酸

铜和醋酸镉等均为国产 A·R 级试剂, 重金属处理浓
度分别为 0.005 mmol/L~6.0 mmol/L。 
1.2   方法 
1.2.1  重金属对 3 个菌株生长的影响：将液体的牛

肉膏蛋白胨和PDA培养基与不同体积的重金属盐溶
液混合 , 使重金属元素至所需浓度 , 并加琼脂 , 灭

菌后倒平板, 每个处理均为 3 个重复, 以下其他指
标均如此。对于硫酸铜、硝酸铅等重金属元素配制

时, 应向培养基中加入 0.01 mmol/L K2HPO4, 以避
免沉淀。采用涂平板法进行接种, 按照生长抑制分
析方法(计分法)测定 3种菌株的生长状况[14,15], 即与
不加重金属的对照相比, 生长量相同的, 其分数计
为++++, 生长量下降两个Log数量级的计为+++, 依
次递减, 分别计为++和+, 没有增长的计为 0。 
1.2.2   重金属对蛋白酶活性的影响：碱性地衣芽孢

杆菌 2709、中性枯草杆菌 1.398、酸性宇佐美曲霉
537 产酶培养基分别为碱性蛋白酶液体发酵培养 
基[16]、牛肉膏蛋白胨培养基和PDA培养基[17]。重金

属处理以及接种后 3 种蛋白酶分泌菌的培养条件与
生长的培养条件一致。培养结束后, 5000 r/min离心
10 min, 收集蛋白酶上清液, 备用。蛋白酶反应体系
的制备：碱性蛋白酶反应体系为硼酸缓冲液制备的

0.6%酪蛋白(pH 10.5); 中性蛋白酶反应体系为磷酸
缓冲液制备的 0.6%酪蛋白(pH 7.0); 酸性蛋白酶反
应体系为甘氨酸-HCl缓冲液制备的 0.6%酪蛋白(pH 
3 .0)。分别取 5 mL上述 3 种蛋白酶反应体系 ,  
40℃预热 2 min后, 加 1 mL 稀释 10倍的相应的蛋
白酶上清液, 40℃反应 10 min后, 加 5 mL 0.4 mol/L
三氯乙酸以终止反应 ,  沉淀残余底物 ,  40℃保温 
20 min, 使沉淀完全。过滤后, 各滤液用紫外分光光
度计在 275 nm波长下测定光密度, 间接地表示酪氨
酸的含量。另以先加三氯乙酸使酶失活、再加蛋白

酶反应体系, 按上述同样步骤测定光密度, 作为空
白对照。最后将不加重金属处理的蛋白酶活性设为

对照(100%), 以重金属处理的蛋白酶活性占不加重
金属处理的蛋白酶活性的百分数计算相对酶活 
性[18]。 
1.2.3  3 个菌株对重金属的耐性与抗性：在 1.2.1测
定生长的基础上, 以菌株生长为纵坐标, 以重金属
浓度为横坐标, 绘出微生物生长曲线, 根据曲线的
变化, 菌株对不同重金属的抗性水平分别用MTC和
MIC来评价菌株对重金属的耐性与抗性 [14,15], 其中
MTC是指在不影响活菌数量的条件下培养基中金属
离子的最大浓度, MIC指的是微生物存活曲线与坐
标水平轴相交时的培养基中重金属离子的浓度, 即
无菌落生长的最低浓度。  

1.3  数据处理 
菌株生长和蛋白酶活性数据均为 3 个重复的均
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值。重金属的耐性和抗性指标是基于记分形式进行

的, 所以其数据未做统计处理。 

2  结果与分析 

2.1  3 个菌株生长对 Pb、Zn、Cu 和 Cd 的胁迫 
反应 

重金属元素在痕量水平下对微生物的生长及生

理作用是必需的, 但在较高含量下, 对微生物则具
有毒害作用, 主要表现在：导致电子呼吸链蛋白变
性, 通过诱导负氧离子的产生破坏微生物细胞生理
活动以及使微生物细胞内核酸断裂等[19]。从图 1~3
可以看出, 3个菌株对Pb、Zn、Cu 和Cd胁迫下展示
出不同的生长反应, 其中地衣芽孢杆菌 2709对金属
Zn的正常生长临界浓度为 0.25 mmol/L, 超过此浓
度, 则表现出生长抑制作用。而对金属Pb、Cu 和Cd
的正常生长临界浓度仅为 0.005 mmol/L。枯草杆菌 
1 . 3 9 8  对重金属 Z n的正常生长临界浓度为 
0.01 mmol/L, 对 Pb、Cu 和 Cd 的生长临界浓度为
0.00 mmol/L 。宇佐美曲霉 537 对 Pb 和 Zn 的正 
常生长临界浓度可分别达到 0 . 7 5  m m o l / L 和 

 

 
 

图 1  地衣芽孢杆菌 2709 生长对 4 种重金属胁迫的反应 
Fig. 1  Responses of growth of Bacillus licheniformis 2709 
to four heavy metal stress 
 

 
 
图 2  枯草杆菌 1.398 生长对 4 种重金属胁迫的反应 
Fig. 2  Responses of growth of Bacillus subtilis1.398 to four 
heavy metal stress 

 
 

图 3  宇佐美曲霉 537 生长对 4 种重金属胁迫的反应 
Fig. 3  Responses of growth of Aspergillus usamii 537 to 
four heavy metal stress  
 
0.50 mmol/L, 表现出较大的适应性。宇佐美曲霉 537 
对 Cu 和 Cd 的胁迫较敏感, 其生长临界浓度均为
0.00 mmol/L。 

总之, 3 种菌株的生长指标普遍地对重金属Zn
具有较大的适应性 , 其次是Pb, 对Cu和Cd比较敏
感。尽管目前 3 种菌株的生长与重金属之间相互作
用的机理还不清楚, 但产生上述结果原因可能在于
3 个方面：1) 3 种菌株的生长本身对Pb和Zn就具有
较大适应性, 而对Cu和Cd具有较大的敏感性;  2) 
可能与牛肉膏-蛋白胨和马铃薯-葡萄糖培养基中的
蛋白质、淀粉和糖对Pb和Zn的螯合作用大于Cu和Cd, 
进而降低Pb和Zn的毒性有关, 因为已有研究证明：
有机物对重金属离子具有不同程度的螯合作用, 可
以降低重金属对微生物的可获得性, 进而减轻对微
生物的毒害作用 [20]; 3) 与培养过程中培养基pH的
逐渐降低有关。因为一些研究者观察到：培养蛋白

酶分泌菌株的过程中, 培养基的pH均有不同程度的
下降 [8,21], 而培养基pH的降低常常可以使一些重金
属 的 生 物 可 获 得 性 提 高 ,  放 大 其 应 有 的 
毒性[22]。 

2.2  3 个菌株蛋白酶相对活性对 Pb、Zn、Cu 和

Cd 的胁迫反应 
一些研究表明：重金属胁迫可导致微生物酶活

性的降低或完全抑制, 因而酶活性常常作为指示重
金属污染的敏感指标 [21,22]。在目前的研究中, 来自
地衣芽孢杆菌 2709的碱性蛋白酶活性对 4种重金属
胁迫产生了不同的反应。碱性蛋白酶活性正常表达

要 求 的 P b 和 C u 临 界 浓 度 较 接 近 ,  分 别 为 
0.01 mmol/L(图 4), 而要求的 Zn 和 Cd 的临界浓度
接近于 0.00 mmol/L。然后碱性蛋白酶活性随着 4种
重金属浓度的提高先缓慢下降, 当 Pb、Zn、Cu 和
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Cd 的浓度分别超过 2.00 mmol/L、1.00 mmol/L、 
0.75 mmol/L和 0.25 mmol/L时, 碱性蛋白酶活性分
别呈急剧下降趋势。来自枯草杆菌 1.398 中性蛋白
酶活性正常表达要求的 Zn 和 Cd 临界浓度分别为
0.005 mmol/L和 0.01 mmol/L (图 5)。而要求的 Pb
和 Cu的临界浓度接近于 0.00 mmol/L。然后中性蛋
白酶活性随着 4 种重金属浓度的提高分别呈急剧下  

 

 
 

图 4  地衣芽孢杆菌 2709 蛋白酶活性对 4 种重金属胁迫

的反应 
Fig. 4  Responses of protease activity in Bacillus licheni-
formis 2709 to four heavy metal stress 

 

 
 

图 5  枯草杆菌 1.398 蛋白酶活性对 4 种重金属胁迫的 
反应 
Fig. 5  Responses of protease activity in Bacillus sub-
tilis1.398 to four heavy metal stress 

 

 
 

图 6  宇佐美曲霉 537 蛋白酶活性对 4 种重金属胁迫的 
反应 
Fig. 6  Responses of protease activity in Aspergillus usamii 
537 to four heavy metal stress  
 

降趋势。来自宇佐美曲霉 537 酸性蛋白酶活性正常
表达要求的 4 种重金属临界浓度均为 0.00 mmol/L,
说明 4 种重金属对酸性蛋白酶活性均具有较强的毒
性(图 6)。总之 3种蛋白酶活性表达对重金属的反应
并不一致, 其中碱性蛋白酶对 4 种重金属均具有较
大的适应性, 其次是中性蛋白酶对Zn和Cd具有一定
的适应性, 而酸性蛋白酶对 4 种重金属均表现出被
抑制状态。上述结果可能一方面与 3 种蛋白酶自身
特性有关, 另一方面尽管培养基中的有机物可以通
过对酶吸附作用保护酶的活性[23], 但我们认为蛋白
酶在降解蛋白质过程中诱导培养基pH降低可能是
导致酶活性抑制的重要原因。因为pH的降低不仅可
以导致酶的失活, 而且也可以增加重金属的可获得
性[24]。 

2.3  3 个菌株对 Pb、Zn、Cu 和 Cd 的耐性与 
抗性 

通过MTC和MIC值的变化来研究重金属胁迫条
件下微生物的耐性与抗性已有相关报道 , 如
Richards 等和何新华等分别利用MTC和MIC两个指
标研究了Frankia放线菌对重金属的抗性问题, 并筛
选出了几个抗性菌株[14,15], 因而用这两种指标考察
微生物对重金属的抗性是可行的。 

从表 1可以看出, 在 Pb胁迫下, 与枯草杆菌和
地衣芽孢杆菌相比 ,  宇佐美曲霉 MTC 最大 ,  为 
0.75 mmol/L, 因而具有较大的耐性。从 MIC值来看, 
3个菌株对 Pb均具有较大的抗性, MIC分别为：地
衣芽孢杆菌与枯草杆菌为 6.0 mmol/L, 宇佐美曲霉
为 4.0 mmol/L。在 Zn的胁迫下, 3个菌株 MTC的大
小顺序为：宇佐美曲霉(0.50 mmol/L)>地衣芽孢杆菌
(0.25 mmol/L)>枯草杆菌(0.01 mmol/L), MIC为宇佐
美曲霉 (4 .0  mmol /L)>地衣芽孢杆菌=枯草杆菌 
(2.0 mmol/L)。3个菌株对 Cu的耐性较低, 除了地衣
芽孢杆菌的MTC为 0.005 mmol/L以外, 其它两个菌
株的 MTC均为 0.00 mmol/L。3个菌株对 Cu的抗性
与对 Zn 的抗性趋势相似, 即 MIC 为：宇佐美曲霉 
(1.0 mmol/L)>地衣芽孢杆菌=枯草杆菌(0.1 mmol/L)。 
在 Cd的胁迫下, 3个菌株对 Cd的耐性遵循着 Cu的
趋势, 即地衣芽孢杆菌(0.005 mmol/L)>枯草杆菌=
宇佐美曲霉(0.00 mmol/L)。3个菌株对 Cd的抗性与
对 Zn 和 Cu 的抗性趋势相似, 即 MIC 为宇佐美曲 
霉 ( 0 . 7 5  m m o l / L ) >地衣芽孢杆菌 =枯草杆菌 
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表 1  3 个菌株生长对重金属的 MTC 与 MIC 
Table 1  MTCs and MICs of growth of three microbial strains for four heavy metals 

菌株 
Species 

              

地衣芽孢杆菌 2709 
Bacillus licheniformis 2709 

                                                       

枯草杆菌 1.398 
Bacillus subtilis1.398 

                                                         

宇佐美曲霉 537 
Aspergillus usamii 537 

                                                                 

重金属 Pb Zn Cu Cd Pb Zn Cu Cd Pb Zn Cu Cd 

MTC 0.005 0.25 0.005 0.005 0.00 0.01 0.00 0.00 0.75 0.50 0.00 0.00 

MIC 6.0 2.0 0.1 0.50 6.0 2.0 0.1 0.5 4.0 4.0 1.0 0.75 

 
(0.50 mmol/L)。尽管本研究还无法证实纯培养状态

下 3 个菌株对重金属具体的耐性或抗性机理, 但以

往对环境微生物重金属抗性机理研究结果建议：一

方面微生物在生长的过程中, 可以向培养基中分泌

可扩散的束缚重金属的化合物(该类化合物的合成

受质粒或微生物染色体上的基因控制), 进而对菌落

附近的重金属离子发挥束缚作用[25]; 另一方面微生

物细胞表面结构包括细胞壁和细胞膜上的多糖与蛋

白通过螯合或束缚作用也是有效防止重金属向微生

物细胞内部渗入的重要机制[25,27]。 

3  结论 

Pb、Zn、Cu和 Cd四种重金属在超过一定的临

界浓度时, 对地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和宇佐

美曲霉的生长和蛋白酶活性均产生了较大抑制作用, 

但 3 种菌株的生长指标和蛋白酶活性指标在反映重

金属胁迫方面并未表现出一致的趋势。3 个菌株对

Pb 和 Zn 均具有较强的耐性和抗性水平, 也表现出

对 Cd具有相对较大的抗性。尽管我们的研究是初步

的, 但我们认为目前所取得的研究数据对于蛋白酶

发酵生产过程中检测与有效控制发酵料中重金属的

含量, 以便确保蛋白酶的高产、稳产是有价值的。 
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