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研究报告 

地衣芽孢杆菌 TG116 胞外蛋白酶产酶条件与酶学性质 

令利军*  焦正龙  王军英  马稳霞  李子彬  赵云花  张玺  冯娟娟 
西北师范大学生命科学学院  甘肃 兰州  730070 

摘  要：【背景】从独角莲中分离得到的地衣芽孢杆菌 TG116 是一株对植物病原菌具有广谱抗性作用

的生防菌株。【目的】优化 TG116 的产酶条件并探索其酶学性质，进一步了解其抗菌机制。【方法】采用

Folin-Phenol 显色法与响应曲面法，优化菌株 TG116 的产酶条件并研究其蛋白酶的酶学性质。【结果】菌株

TG116 产酶最适条件为：温度 40.83 °C，pH 8.01，发酵时间 53.74 h，增加通气量可以显著提高酶活力。

按照优化后的条件培养 48 h 后，上清液蛋白酶活力从 57.46 U/mL 达到了 254.07 U/mL。酶学性质研究

表明：该酶为碱性蛋白酶，最适反应 pH 为 8.5，最适反应温度为 50 °C，具有良好的温度和 pH 稳定

性，EDTA 对酶活具有强烈的抑制作用，金属离子 Mg2+、Ca2+、Na+、Co2+、K+等对酶活也具有一定

的抑制作用。【结论】菌株 TG116 具有良好的 pH 与温度稳定性，在实际应用中蛋白酶不易失活，可

以分解真菌的细胞壁蛋白成分，破坏细胞壁结构，从而抑制甚至杀死病原菌，达到抗菌作用。 

关键词：碱性蛋白酶，产酶条件，酶学性质 

Production and characterization of extracellular protease from 
biocontrol strain Bacillus licheniformis TG116 
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LI Zi-Bin  ZHAO Yun-Hua  ZHANG Xi  FENG Juan-Juan 
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Abstract: [Background] Bacillus licheniformis TG116 isolated from Typhonium giganteum Engl is a 
biocontrol strain with broad-spectrum against plant pathogens. [Objective] In order to optimize the enzyme 
production conditions of TG116 and explore its enzymatic properties. [Methods] The optimization of 
enzyme production conditions and the enzymatic properties of proteases were investigated by Folin-Phenol 
chromogenic method and response surface methodology. [Results] The optimal enzyme conditions to 
produce strain TG116 were temperature 40.83 °C, pH 8.01, and fermentation time 53.74 h and increasing 
aeration could significantly enhance enzyme activity. After 48 hours of incubation under optimized 
conditions, the protease activity of the supernatant reached 254.07 U/mL from 57.46 U/mL. The protein was 
alkaline protease, with optimum pH 8.5, the optimum temperature 50 °C and it has good temperature and pH 
stability. EDTA had strong inhibitory effect on enzyme activity and metal ions Mg2+, Ca2+, Na+, Co2+, K+ also 
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have showed a certain inhibitory effect. [Conclusion] Strain TG116 has great pH and temperature stability. 
The proteases are not easily inactivated in practical applications, which can decompose the cell wall protein 
components of fungi and destroy the cell wall structure, thus inhibiting and even killing pathogenic bacteria 
to achieve antibacterial effects. 

Keywords: Alkaline protease, Enzyme production conditions, Enzymatic properties 

芽孢杆菌(Bacillus)是一种研究较为透彻的生

防菌株资源，其中一些种类在微生物农药研发方面

得到广泛应用。芽孢杆菌具有很强的适应性，对多

种植物病原菌具有抗性，而且对环境与动植物都无

毒、无污染、无残留，也不会使病原菌产生抗药性[1]。

目前，国内外研发应用的菌株有解淀粉芽胞杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens) FZB42，枯草芽胞杆菌

(Bacillus subtilis) GB03[2]、GB34[2]、RBl4[3]、NB22[3]、

B-916[4]、BL03[5]，短小芽胞杆菌(Bacillus pumilus) 

GB34[2]等。 

芽孢杆菌目前已知的抗菌机制有竞争作用[6]、

诱导植物抗病性 [4] 或产生拮抗作用，如抗生素

Surfactin (表面活性素 )、 Iturin (伊枯草菌素 )和

Fengycin (丰宁素)等[7]，细胞壁降解酶几丁质酶[8]、

β-1,3-葡聚糖酶[9]、蛋白酶[10]等，以及其它抗菌物质，

如抗菌蛋白[11]等。 

生防微生物在拮抗病原真菌的过程中，其产生

的活性成分首先需要突破病原真菌的细胞壁才能

对病原真菌起到拮抗作用。大部分病原真菌细胞壁

均含有几丁质、β-1,3-葡聚糖和蛋白质等成分[12]，

要突破细胞壁就需要多种水解酶的共同作用才能

将其降解。杨合同等[13]研究表明，木霉菌产生的不

同类型的葡聚糖酶(α-1,3、β-1,3、β-1,4 和 β-1,6-葡

聚糖酶)可以水解真菌细胞壁葡聚糖层，破损细胞壁

骨架，与几丁质酶或抗生素协同抗菌。 

蛋白酶又称蛋白质水解酶，是一种重要的生物

大分子，可以通过水解多肽链来降解蛋白质，在动

物、植物和微生物中广泛存在。蛋白酶具有相当可

观的经济价值和研究价值，在理论研究中，蛋白酶

的生理功能涉及蛋白质的折叠、孢子的形成和释

放、萌芽和营养、酶修饰和级联反应、细胞周期以

及基因表达调控等；在商业领域，蛋白酶在洗涤剂、

制革、丝绸食品以及制药等行业都有广泛的应用。 

TG116 菌株[14]从独角莲(Typhonium giganteum 

Engl)块茎中分离筛选得到，其对辣椒疫霉病菌

(Phytophthora capsici)、辣椒炭疽病菌(Colletotrichum 

capsici)、马铃薯立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)、小

麦赤霉病菌(Fusarium graminearum)、黄瓜枯萎病菌

(F. oxysporum)、黄瓜灰霉病菌(Botrytis cinerea)

等 6 种供试植物病原菌均有良好的抑制作用，为广

谱型抑制菌。 

经生理生化分析和 16S rRNA 基因序列分析，将

TG116 菌株鉴定为地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)。

为了开发利用该菌，对菌株 TG116 蛋白酶的产酶条

件与酶活性质展开深入研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

供 试 菌 株 为 地 衣 芽 孢 杆 菌 (B. licheniformis) 

TG116 菌株，自独角莲块茎内分离筛选得到。 

1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)[15]：蛋白胨 10.0，酵母膏 5.0，

NaCl 5.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

GYP 培养基(g/L)[15]：蛋白胨 5.0，酵母粉 5.0，

葡萄糖 20.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

牛奶琼脂培养基(g/L)[16]：脱脂牛奶 10.0，酵母

膏 2.5，琼脂 20.0，pH 自然，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

产酶培养基(g/L)[17]：葡萄糖 10.0，酵母粉 5.0，

酪蛋白 10.0，MgSO4·7H2O 0.2，K2HPO4 1.0，pH 7.0，

1×105 Pa 灭菌 20 min，略作改动。 

1.3  主要试剂和仪器 

干酪素，上海中秦化学试剂有限公司；脱脂奶

粉，广州赛国生物科技有限责任公司。紫外可见分

光光度计，上海昂拉仪器有限公司。 



令利军等: 地衣芽孢杆菌 TG116 胞外蛋白酶产酶条件与酶学性质 2561 

 

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

1.4  酪氨酸酶活力定义和 L-酪氨酸标准曲线制定 

1.4.1  酶活力定义 

酶活力定义为：1 mL 酶液在 pH 7.2、温度 40 °C

条件下水浴 20 min 后，以每分钟水解酪蛋白产生

l μg 酪氨酸为 1 个蛋白酶活单位。 

1.4.2  L-酪氨酸标准曲线制定 

按照李金鞠等[17]方法绘制标准曲线。 

1.5  酶活力测定 

用牛奶琼脂培养基测定该菌株的蛋白水解能

力。将菌株发酵液 10 000 r/min 离心 5 min，0.2 μm

水相滤膜过滤除菌后，用牛津杯法测定蛋白水解能

力。具体为在牛奶琼脂培养平板上放置 3 个牛津杯，

加入 200 μL 的无菌发酵液，37 °C 恒温培养箱放置

12 h，然后观察它的水解圈大小，来判断它是否具

有蛋白水解能力。 

采用 Folin-Phenol 显色法来测定蛋白酶酶活。

将发酵液离心取上清，以合适 pH 缓冲液按 2׃1 进

行稀释后，取 1 mL 加入 1.5 cm×15 cm 的试管中，

40 °C 预热 5 min，加入 1 mL pH 7.2 的 1%酪蛋白溶

液，40 °C 水浴 10 min，迅速加入 2 mL 0.4 mol/L 三

氯乙酸来终止反应，室温静置 10 min，10 000 r/min

离心 10 min，取上清 1 mL，置于 1.5 cm×15 cm 试

管中，加入 5 mL 0.4 mol/L 碳酸钠和 1 mL 1 mol/L

福林酚，混合均匀，40 °C 保温 20 min，测定 680 nm

吸光度。对照先加 2 mL 0.4 mol/L 三氯乙酸，然后再

加入 1 mL pH 7.2 的 1%酪蛋白溶液，其他条件相同。 

1.6  产酶条件优化 

1.6.1  粗酶液的制备 

用 GYP 培养基活化菌株 TG116，将种子液按 2%

接种量接种于蛋白酶产酶培养基中，30 °C、170 r/min

培养 48 h 后，10 000 r/min 离心 5 min，取上清液即

为粗酶液。 

1.6.2  最佳发酵温度筛选 

将种子液按 2%接种量接种到起始 pH 7.2 的产

酶培养基上，分别在 30、40、50、60 °C 下 170 r/min

培养。培养 48 h 后取样，10 000 r/min 离心 5 min，

取上清测定蛋白酶酶活力。将菌液稀释 10 倍后于

600 nm 处测定菌体浓度。 

1.6.3  最佳发酵 pH 筛选 

将种子液按 2%接种量接种到起始 pH 分别为

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 的产酶培养基中，于

30 °C、170 r/min 培养 48 h 后，10 000 r/min 离心

5 min，测定上清中蛋白酶酶活。将菌液稀释 10 倍

后于 600 nm 处测定菌体浓度。 

1.6.4  最佳发酵时间筛选 

将种子液按 2%接种量接种到起始 pH 7.2 的产

酶培养基上，置于 30 °C、170 r/min 振荡培养，每

隔 24 h 取菌液 10 000 r/min 离心 5 min，测定蛋白

酶活力。将菌液稀释 10 倍后于 600 nm 处测定菌

体浓度。 

1.6.5  装液量优化 

在 250 mL 的三角瓶中分别加入 25、50、100、

150 mL 产酶培养基，起始 pH 7.2，接种 2%的种子

液，于 30 °C、170 r/min 培养 48 h，取菌液 10 000 r/min

离心 5 min，测定上清中蛋白酶酶活。将菌液稀释

10 倍后于 600 nm 处测定菌体浓度。 

1.7  响应曲面法优化发酵条件 

结合单因素发酵试验，应用 Box-Behnken 模型，

以温度(°C)、pH、时间(h)为考察因子，以蛋白酶酶

活为响应值，利用 Design-Expert V.8.0.5.0 软件设计

3 因素 3 水平的响应面法试验，共有 17 组试验，编

码结果见表 1。 

1.8  蛋白酶酶学性质研究 

1.8.1  温度对酶活力的影响 

将粗酶液用 pH 7.2 缓冲液稀释 3 倍，于

30−70 °C 下，以 5 °C 为梯度，以 pH 7.2 的 1.0%酪

蛋白为底物，按 Folin-Phenol 显色法分别测定蛋白

酶酶活力。 
 

表 1  Box-Behnken 试验设计因素和水平 
Table 1  Factors and level of Box-Behnken experiment 
design 

因素 Factor 编码水平 Encoding Level 

Temperature (°C) 35 40 45 

Time (h) 24 48 72 

pH 7.0 8.0 9.0 
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1.8.2  pH 对酶活力的影响 

将粗酶液分别用 pH 5.5−10.5 缓冲液稀释，以

0.5 为梯度，相应 pH 的 1.0%酪蛋白为底物，按

Folin-Phenol 显色法于 40 °C 测定蛋白酶酶活力。 

1.8.3  温度稳定性 

将粗酶液在 40、50、60 °C 的恒温水浴中分别

保温 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 h，处理结束后

立即放入冰水中，按 Folin-Phenol 显色法于 40 °C

测定剩余酶活力。 

1.8.4  pH 稳定性 

将粗酶液在 pH 3.0−11.0 的缓冲溶液中液稀

释 3 倍，于 25 °C 孵育 1 h 后按 Folin-Phenol 显色法

于 40 °C 测定剩余酶活力。 

1.8.5  变性剂对蛋白酶的影响 

分别配制浓度为 0.1、0.3、0.5、0.7、0.9、

1.0 mmol/L 的 EDTA、Tris、SDS 溶液，将变性剂

SDS、Tris 以及金属螯合剂 EDTA 以 0.1:2 的比例与

酶液混合，于 40 °C 反应 10 min，按 Folin-Phenol

显色法于 40 °C 测定蛋白酶酶活力。 

1.8.6  金属离子对蛋白酶的影响 

配制 0.001 mol/L 的氯盐金属离子，将各种金

属离子以 0.1:2 的比例与酶液混合，于 40 °C 反应

10 min，按 Folin-Phenol 显色法于 40 °C 测定蛋白酶

酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白酶标准曲线与酶活力测定 

2.1.1  蛋白酶标准曲线 

由图 1 可见，酪蛋白标准曲线 Y=0.010 29X+ 

0.016 29，线性相关系数 R2 为 0.998 3，线性良好，

可用于蛋白酶酶活测定。 

2.1.2  蛋白酶酶活 

由图 2 可知，该菌株发酵液具有明显的蛋白水

解能力。按 1.3 方法测定 TG116 的蛋白酶活性，产

酶量为 57.46±1.67 U/mL。 

2.2  菌株 TG116 的产酶条件优化 

2.2.1  温度对 TG116 产酶的影响 

由图 3 可知，该蛋白酶活力随温度升高呈现出

先上升后下降的趋势，40 °C 时活性最高，30−50 °C

之间都有较好的酶活性。由菌浓度可以看出，在不

同的温度下菌体繁殖速度不同，这直接影响了蛋白

酶活力的高低，在 40 °C 时该菌具有最大菌浓度，

其蛋白酶活力也达到了最高。 

 

 
 

图 1  酪蛋白标准曲线 
Figure 1  The standard curve of casein 

 

 
 

图 2  菌株发酵液蛋白酶活力检测 
Figure 2  Detection of protease activity in fermentation broth 

 

 
 

图 3  温度对蛋白酶活性的影响 
Figure 3  Effect of temperature on protease activity 
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2.2.2  初始 pH 对 TG116 产酶的影响 

由图 4 可知，该蛋白酶活力随 pH 升高呈现出

先上升后下降的趋势，pH 在 8.0 时达到最大值，在

碱性范围内都有比较好的活性。酶活性与菌体数量

成正比关系，在 pH 为 8.0 时，菌落数也达到了最

大，随着 pH 的变大，菌落数开始锐减。 

2.2.3  发酵时间对 TG116 产酶的影响 

由图 5 可知，随着发酵时间的延长，酶活随之

增大，在 48 h 可达到最大；在 48 h 之后，酶活开

始下降；96 h 后，酶活开始稳定，不再变化。菌体

生长曲线可以看出，在 48 h 左右达到了生长对数

期，此时拥有最大酶活力；72 h 后开始到达稳定期

与衰弱期，酶活力也随之开始下降，最后达到了稳

定期，可能是因为细菌生长达到稳定期密度开始变

大，培养基内营养物质逐渐消耗，酶活达到了稳定。 

 

 
 

图 4  pH 值对蛋白酶活性的影响 
Figure 4  Effect of pH on protease activity 

 

 
 

图 5  发酵时间对蛋白酶活性的影响 
Figure 5  Effect of fermentation time on protease activity 

2.2.4  装载体积对 TG116 产酶的影响 

由图 6 可知，在 250 mL 的锥形瓶中，以 25 mL

的装液量其酶活性最高，100 mL 以及 150 mL 装液

体积下酶活力明显降低。在不同的装液量中，由于

溶氧量的不同，导致了菌体浓度的不同，可见随着

供氧量的增加，菌体浓度变大，酶活性也增强。 

2.3  响应面法优化 TG116 产酶条件 

2.3.1  Design-Expert V8.0.5.0 设计及实验结果 

运用 Design-Expert V8.0.5.0 分析软件，在单因

素试验基础上，利用响应面确定 TG116 的最佳产酶

条件，试验结果如表 2 所示。 
 

 
图 6  装液体积对蛋白酶活性的影响 
Figure 6  Effects of culture volume on protease activity 

 

表 2  响应面实验设计结果 
Table 2  The experiment designing result of response surface 

序号

No.

温度

Temperature 
(°C) (A) 

pH  
(B) 

时间 

Time 
(h) (C) 

蛋白酶酶活 

Protease activity
(U/mL) 

1 45 7.0 48 148.08 

2 40 7.0 72 120.84 

3 40 7.0 24 44.91 

4 35 7.0 48 64.63 

5 35 8.0 72 96.36 

6 40 8.0 48 252.22 

7 40 8.0 48 264.29 

8 40 8.0 48 259.55 

9 35 8.0 24 24.63 

10 40 8.0 48 254.90 

11 40 8.0 48 260.60 

12 45 8.0 24 67.97 

13 45 8.0 72 144.93 

14 40 9.0 24 59.65 

15 45 9.0 48 122.94 

16 40 9.0 72 135.37 

17 35 9.0 48 87.57 
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2.3.2  回归模型的建立和分析 

对表 2 中的试验数据进行回归分析，得二次回

归模型编码方程为： 

蛋白酶酶活(U/mL)=258.31+26.34×A+3.38×B+ 

37.54×C−12.02×AB+1.31×AC−0.053×BC−79.61×A2− 
72.89×B2−95.23×C2。 

通过回归模型分析响应面的参数。由表 3 可以

看出：模型极显著(P<0.000 1)，失拟项 P=0.148 5，

说明模型失拟不显著，回归显著，不需要引入更高

次数的项。其中 A、C、A2、B2、C2 对 TG116 产酶

影响较大，达到极显著(P<0.000 1)；其次，AB 达

到显著(P<0.05)。 

从表 4 可以看出，模型的 R2=0.997 3，校正系

数 0.993 9，预测系数 0.968 8，预测值与校正值较

为接近，说明该模型拟合度较好，可以用来分析和

预测 TG116 的最佳产酶条件。 

2.3.3  发酵条件的响应面分析及优化 

根据 TG116 最佳产酶条件的回归方程计算

所得的结果，得到不同因素之间的相应曲面图。 

由图 7 温度和 pH 对 TG116 蛋白酶活力交互影

响的响应面图 7A 可以看出，随着发酵温度逐渐提

高，酶活力先增大后减小，在温度为 40 °C 时达到

最大值，随着 pH 的增大，酶活力出现先增大后减

小的趋势，在 pH 为 8.0 时达到最大值；由温度和

时间对 TG116 蛋白酶活力交互影响的响应面图 7B

可以看出，随着温度的提高，酶活力先增大后减小，

随着发酵时间的延长酶活力先增大后减小，在 48 h

时达到最大值；由 pH 和时间对 TG116 蛋白酶活力

交互影响的响应面图 7C 可以看出，随着 pH 的增大

和发酵时间的延长，酶活力均呈现出先增大后减小

的趋势。 

2.3.4  优化发酵参数及验证试验 

在 Design expert 10 软件的预测下，所得理

论最佳发酵条件为：温度 40.83 °C，pH 8.01，发

酵时间 53.74 h，此时模型预测的最大酶活力为

264.24 U/mL。 

 
表 3  模型方差分析 
Table 3  Analysis of variance for the regression model 

方差来源 

Source 

平方和 

Sum of squares 

自由度 

df 

均方和 

Mean square 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

Model 114 800.00 9 12 758.00 291.20 <0.000 1 significant 

A 5 550.89 1 5 550.89 126.70 <0.000 1 

B 91.60 1 91.60 2.09 0.191 4 

C 11 275.51 1 11 275.51 257.37 <0.000 1 

AB 577.92 1 577.92 13.19 0.008 4 

AC 6.84 1 6.84 0.16 0.704 6 

BC 0.011 1 0.011 25 160.00 0.987 8 

A2 26 687.55 1 26 687.55 609.15 <0.000 1 

B2 22 372.41 1 22 372.41 510.65 <0.000 1 

C2 38 180.93 1 38 180.93 871.49 <0.000 1 

Residual 306.68 7 43.81   

Lack of fit 215.41 3 71.80 3.15 0.148 5 not significant 

Pure error 91.27 4 22.82   

Cor total 1.151E+005 16    

 

表 4  模型 R2综合分析 
Table 4  Analysis of model R2 

标准偏差

Std. Dev 

平均值 

Mean 

变异系数 

C.V. % 

预测平方和 

PRESS 

系数 

R2 

校正 R2

Adj R2 

预测 R2 

Pred R2 

信噪比 

Adeq precision 

6.62 141.73 4.67 3 589.15 0.997 3 0.993 9 0.968 8 46.767 
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图 7  因素交互作用对蛋白酶活力影响的响应曲线和等高线 
Figure 7  Response surface plot and contour plot showing effects of protease activity 
注：A：温度与 pH 对蛋白酶活力交互影响的三维响应曲面图与等高线图；B：温度与时间对蛋白酶活力交互影响的三维响应曲面图

与等高线图；C：pH 与时间对蛋白酶活力交互影响的三维响应曲面图与等高线图. 
Note: A: The three-dimensional response surface and contour plots of the interaction of temperature and pH on protease activity; B: The 
three-dimensional response surface map and contour map of the interaction between temperature and time on protease activity; C: The 
three-dimensional response surface and contour plots of the interaction of pH and time on protease activity. 

 

为了检验模型预测的准确性，综合考虑实际操

作的可能性，最终将最佳发酵模型修改为：温度

40.8 °C、pH 8.0、发酵时间 55 h，进行产蛋白酶的

发酵试验，得到的实际酶活为 254.07 U/mL。实际

值比预测值误差为±3.85%，可见该模型较好地预测

了试验结果。 

2.4  酶学性质研究 

2.4.1  蛋白酶最佳作用温度及 pH 

由图 8A 可知，该蛋白酶在 30−60 °C 均有蛋白

降解活性，最适作用温度为 50 °C；图 8A 可知，在 
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图 8  温度(A)和 pH (B)对蛋白酶活力的影响 
Figure 8  Effects of temperatures (A) and pH (B) values on protease activity 

 
pH 7.0−9.0 时具有较高的蛋白酶活力，最适 pH 8.5，

为碱性蛋白酶。 

2.4.2  蛋白酶的温度及 pH 稳定性 

由图 9A 可知，该蛋白酶在 40 °C 时具有良好

的稳定性，水浴 3 h 后还可保留 80%以上的活性，

50 °C 水浴 2 h 后保留 60%以上的活性，60 °C 时该

蛋白酶失活；图 9B 可知，在 pH>7.0 时，该蛋白酶

具有较好的稳定性，活性基本保持不变，但在偏酸

的环境下该蛋白酶迅速失活，说明该蛋白酶为一种

碱性蛋白酶。 

2.4.3  金属离子及变性剂对酶活力的影响 

一些金属离子对蛋白酶酶活力有激活作用，但

部分也会对蛋白酶酶活力产生抑制作用。由图 10A

可知，金属离子 Mn2+、Zn2+对蛋白酶酶活力均具有

一定的激活作用，其它金属离子 Mg2+、Ca2+、Na+、

Co2+、K+等具有一定的抑制作用。图 10B 可知，变

性剂具有强烈的蛋白酶活力抑制作用，且浓度越大

抑制性越强，其中 EDTA 的抑制性最强。 

3  讨论与结论 

本研究对生防菌株 TG116 产蛋白酶的性质进

行了探究，结果表明，该地衣芽孢杆菌最适产酶条

件温度为：40.83 °C，pH 8.01，发酵时间 53.74 h，

增加通气量可以显著提高酶活力。酶学性质结果表

明，最适反应条件为：温度 50 °C 和 pH 8.5，在 50 °C

水浴 2 h 后活性仍大于 60%，具有良好的温度稳定

性；在 pH 5.0−11.0 之间都具有一定的酶活力，特

别是在碱性环境条件下，具有良好的 pH 耐受性； 

 

 
 

图 9  温度和 pH 对蛋白酶稳定性的影响 
Figure 9  Effects of temperatures and pH values on protease stability 



令利军等: 地衣芽孢杆菌 TG116 胞外蛋白酶产酶条件与酶学性质 2567 

 

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

 
 

图 10  金属离子(A)与变性剂(B)对蛋白酶稳定性的影响 
Figure 10  Effects of metal ions (A) and denaturant (B) on protease activity 
 
金属离子 Mn2+、Zn2+对酶活力具有刺激作用，可以

增强蛋白酶活性，而金属离子 Mg2+、Ca2+、Na+、

Co2+、K+具有一定的抑制作用，变性剂具有强烈的

抑制作用。 

有文献研究表明，从 B. proteolyticus CFR3001[18]

中分离鉴定出一种碱性丝氨酸蛋白酶，它可以通过

裂解病原菌的细胞达到抑菌的作用，细胞产蛋白酶

最佳条件为：37 °C、pH 9.0、96 h；从 B. cereus 和

B. subtilis[19]中均分离纯化得到了部分蛋白酶，并对

其产酶条件与酶学性质进行了研究，结果表明该蛋

白酶在 60 °C、pH 9.1 时具有最高的活性，Mn2+可

以明显增强蛋白酶活性，EDTA 具有强烈的抑制作

用，推测该蛋白酶可能为金属蛋白酶；从嗜热

Bacillus 菌株 HS08[20]中分离纯化得到了带有丝氨酸

的蛋白酶，其产酶条件与酶学性质已研究明确；从

B. subtilis PE-11[21]中分离和纯化得到了热稳定的丝

氨酸碱性蛋白酶，其酶学性质已得到表征。与已报

道的一些碱性蛋白酶[20-21]相比，该酶最适作用 pH

较低，因此不易在存储过程中发生变性，不易在使

用过程中产生药害，也不会对包装材料产生腐蚀现

象，而更适合于农药制剂的生产。 

蛋白酶是工业酶中用得最多的一类酶，约占酶

总量的 65%[22]。蛋白酶具有广泛的应用，特别是在

食品、洗涤剂、织物、皮革、制药和化学工业中。

例如，蛋白酶被广泛应用于增加肉的嫩度。商业蛋

白酶主要由各种细菌产生，据报道，在洗涤剂工

业中使用的总微生物酶约 35%是来自细菌的蛋白

酶[23]。蛋白酶通常根据其最适反应 pH 分为酸性蛋

白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶。研究者对酸性或

碱性蛋白酶的性质和功能的研究进行了广泛的研

究，特别是从芽孢杆菌产生碱性蛋白酶用于洗涤剂

工业[24]。通常，用于洗涤剂应用的碱性蛋白酶应

在高于 40−50 °C 的温度和 9.0−12.0 的 pH 范围内

有活性[25]。 

本研究表明，从地衣芽孢杆菌中分离并部分纯

化得到了一种碱性蛋白酶，它具有良好的温度、pH

稳定性。本文研究结果表明 TG116 具有良好适应

性，能有效裂解病原菌细胞壁，从而保证其生防作用。 
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