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摘  要：【背景】开发、筛选优良益生菌菌种是当下畜牧业的研究热点，益生菌的潜在功能也被

广为挖掘。【目的】分离、筛选具有良好耐受性且高产胞外蛋白酶的菌株，研究其生物学特性和

酶学性质，为后续微生物蛋白酶的制备和微生态制剂的开发提供菌种资源。【方法】采集健康水

貂新鲜粪便，配制酪蛋白培养基初筛和优化 Folin-酚法复筛，对筛选菌进行生物学特性研究，获得

产蛋白酶能力较强、耐受性较优的菌株，并进行常规鉴定和分子生物学鉴定，最后对蛋白酶酶学

性质进行研究。【结果】筛选得到一株高产蛋白酶、耐受性较优的芽孢杆菌，经鉴定为枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)，编号为 3。在初始发酵培养基条件下，酶学性质研究结果表明，该蛋白酶

的最适反应温度为 70 ℃，最适反应 pH 值为 9.0，最佳金属离子激活剂为 K+，Cu2+和 Fe2+对酶活

力有明显的抑制作用，在 20%浓度的有机溶剂作用时蛋白酶未变性失活。【结论】从水貂粪便中

分离获得一株具有良好的生物学特性、酶学性质和碱性蛋白酶活性的枯草芽孢杆菌，为该菌株在

实际生产应用中提供了基础保障。 
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Abstract: [Background] The development and screening of elite probiotics is the research 
hotspot of animal husbandry, and the potential function of probiotics has been extensively 
explored. [Objective] To isolate and screen the strains with good tolerance and high yield of 
extracellular protease and study their biological and enzymatic properties, so as to provide 
strain resources for the preparation of microbial protease and the development of 
microecological preparations. [Methods] Fresh feces samples were collected from healthy 
minks, from which the target strains were preliminarily screened with casein-containing 
medium and re-screened with optimized Folin method. The biological characteristics of the 
strains screened out were studied. The strains with high protease yield and good tolerance 
were obtained and identified by routine and molecular methods. Finally, the enzymatic 
properties of the protease were studied. [Results] A Bacillus strain with high protease yield 
and good tolerance was obtained and identified as B. subtilis (number 3). In the initial 
fermentation medium, the protease showed that the optimal reaction performance at 70 ℃ and 
pH 9.0, with the activity improved by K+ and inhibited by Cu2+ and Fe2+. In addition, 20% 
organic solvent did not deactivate the protease. [Conclusion] A B. subtilis strain with good 
biological characteristics, enzymatic characterization, and alkaline protease activity was 
isolated from mink feces. The findings of this study provide a basis for the production and 
application of this strain. 
Keywords: protease; mink; Bacillus sp.; enzymatic characterization 
 

蛋白酶按来源可划分为微生物蛋白酶、动

物蛋白酶和植物蛋白酶，其中微生物蛋白酶在

实际生产、稳定性和特异性等方面具有独特的优

越性，成为商业和工业酶制剂的主要来源[1-3]。由

于具有高产蛋白酶的芽孢杆菌属细菌对不良环

境具有一定抗性，已成为筛选能够适应特殊环

境的微生物酶制剂的优选菌属[4-6]。 
目前，研究较多的产酶芽孢杆菌主要有枯

草芽孢杆菌[7]、贝莱斯芽孢杆菌[8]和地衣芽孢杆

菌[9]，这类菌株易于分离、发酵工艺相对简单、

产酶能力较强，但在菌株繁殖发酵过程存在酶活

不稳定和受外界环境、温度和 pH 影响较大等难

题，直接影响到酶活力的提升和生产应用[10-11]。

因此，菌株筛选不单单要考虑产酶能力，其对

外环境的抗逆性和对机体消化液耐受性也应考

虑在内，以满足蛋白酶生产工业化和商业化的

更高要求。 
有关从水貂粪便中分离高产蛋白酶菌株的

研究相对较少。本试验从水貂粪便中分离筛选

生物学特性表现良好、高产蛋白酶的菌株，并

对其酶学性质进行研究，以期为水貂及畜禽养

殖业提供菌种资源，为蛋白酶制剂的开发利用
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提供不同来源研究对象。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

粪样采集于青岛胶州某水貂养殖合作社的

健康水貂新鲜粪便。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

干酪素、L-tyrosine、三氯乙酸、福林酚，

国药集团化学试剂有限公司。酶标仪，西安昊

兴生物科技有限公司；紫外分光光度计，北京

普析通用仪器有限责任公司；冷冻高速离心机，

Sigma-Aldrich 公司。引物由青岛蔚来生物科技

有限公司合成。 
1.1.3  培养基 

酪蛋白固体培养基(g/L)：干酪素 1.0，营养

琼脂 3.3。调节 pH 值至 7.0，121 ℃灭菌 15 min。 
淀粉酶筛选培养基(g/L)：可溶性淀粉 1.0，

营养琼脂 3.3。调 pH 值为 7.0，121 ℃灭菌 15 min。 
牛肉膏蛋白胨液体培养基 (g/L)：蛋白胨

10.0，牛肉膏 3.0，氯化钠 5.0。 
牛肉膏蛋白胨固体培养基 (g/L)：蛋白胨

10.0，牛肉膏 3.0，氯化钠 5.0，琼脂 15.0。 
初始发酵培养基同牛肉膏蛋白胨液体培

养基。 

1.2  方法 
1.2.1  水貂粪样处理 

无菌操作取新鲜粪样 1.0 g，置于适量无菌

生理盐水中，37 ℃、200 r/min 振荡 20 min 使

其充分混匀后，置于 75 ℃水浴处理 15 min，杀

死非芽孢菌体后 900 r/min 离心 10 min，使粪样

中杂质沉淀。 
1.2.2  产蛋白酶芽孢杆菌初筛 

粪样处理后原液作 1 000 倍稀释，无菌吸

取上清液 100 µL，无菌均匀涂布于酪蛋白固体

培养基，37 ℃培养 48 h。 

经初筛得到水解圈直径/孔径(H/C)比值较大

的菌株，接入初始发酵培养基，37 ℃、200 r/min
振荡培养 12 h 制作种子培养液。取种子培养液

以 10% (体积分数)的接种量接种至装液量为

50 mL/150 mL 的初始发酵培养基中，37 ℃、

200 r/min 继续培养 48 h 得到菌株发酵液，于

4 ℃、10 000 r/min 高速离心 10 min 制得粗酶液。 
使用无菌 1 000 µL 移液枪枪头(直径为   

8 mm)在酪蛋白固体培养基中央打孔，孔内加入

粗酶液 100 µL。使用打孔法对出发菌株进行产

酶能力初步测评，37 ℃温箱中静置培养 48 h，
观察是否存在乳白色水解环并计算水解环(H)
与菌落的直径(C)比值。 
1.2.3  产蛋白酶芽孢杆菌复筛 

初始条件(40 ℃，pH 7.0)下，取粗酶液检测

蛋白酶活力进行复筛。 
1.2.4  复筛菌株产蛋白酶能力的定量分析 

1) L-酪氨酸标准曲线绘制 
参照国标 GB/T 28715—2012[12] 、 GB/T 

23527—2009 描述方法 [13]并加以改良，建立   
L-酪氨酸的标准曲线(表 1)。 

每管 3 个平行，如表 1 加入各溶液，振荡

混匀，随后在恒温水浴锅中(40.0±0.2) ℃保温发

色 20 min。反应完成后使用 10 mm 比色皿，以

不含酪氨酸的 0 µg/mL 为空白管调零，在波长

680 nm 下测量 L-酪氨酸的吸光值，测量 3 次，

取平均值。根据分光光度计所得的数据制作线

性回归方程，吸光度为 1 时对应的 L-酪氨酸含

量(µg)就是所求的吸光常数 K 的值。 
2) 体外蛋白酶酶活测定(Folin-酚法) 
样品管(3 个重复)：粗酶液 1 mL，40 ℃预

热 5 min。1%酪蛋白溶液 1 mL，同样 40 ℃预热

5 min。二者混合，40 ℃水浴 10 min，准确、迅

速加入 2 mL 0.4 mol/L 三氯乙酸(trichloroacetic 
acid, TCA)，摇匀；空白管(3 个重复)：先加 2 mL 
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表 1  L-酪氨酸的标准曲线绘制 
Table 1  Standard curve plot of L-tyrosine 
No. Tyrosine standard solution 

concentration (µg/mL) 
Water addition volume 
(mL) 

Final tyrosine 
concentration (µg/mL) 

0.4 mol/L Na2CO3 
(mL) 

Folin reagent 
(mL) 

0 0 10 0 5 1 
1 1 9 10 5 1 
2 2 8 20 5 1 
3 3 7 30 5 1 
4 4 6 40 5 1 
5 5 5 50 5 1 

 
0.4 mol/L TCA，其他步骤与样品管相同。将样

品管和空白管取出后 4 000 r/min 离心 5 min，
取上清液 1 mL，先加 0.4 mol/L Na2CO3 溶液 5 mL
混匀，后加 Folin-酚溶液 1 mL 混匀，40 ℃保温

发色 20 min。以去离子水调零，使用 10 mm 比

色皿测定样品管和空白管的吸光度 OD680。在最

适条件下(温度和 pH)，1 min 内粗酶液水解底物

酪蛋白能产生 1 µg 酪氨酸产物所需的酶量即定

义为一个酶活力单位(1 U=1 µg 酪氨酸/min)。 
X=ΔOD680×K×V/T×n 
式中：X 为酶活力(U/mL)；ΔOD680 为样品管吸

光度与空白管吸光度差值；K 为酪氨酸标准曲

线吸光常数；V 为反应体积(mL)；T 为反应时

间(min)；n 为稀释倍数。 
1.2.5  菌株鉴定 

1) 菌株形态学观察及生理生化鉴定 
将纯化后的单菌落接种牛肉膏蛋白胨固体

培养基，37 ℃静置培养 48 h，观察菌落特征并进

行革兰氏染色镜检，生理生化鉴定使用 HBI 芽孢

杆菌生化鉴定条对菌株进行若干项生化鉴定。 
2) 菌株分子生物学鉴定 
采用细菌 16S rRNA 基因上游引物 27F 

(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')和下游引

物 1492R (5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3')
进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(30 µL)：Mix 酶

15 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，DNA

模板 3 µL，ddH2O 10 µL。 
PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳观

察。将条带在 1 500 bp 左右的 PCR 产物进行

测序，并将测序结果于 NCBI-BLAST 进行序列

比对，运用 MEGA 11 构建系统发育树，并做

同源性比较。 
3) 生长曲线测定 
将原始菌悬液等量接种于牛肉膏蛋白胨液

体培养基，接种量为 10%，37 ℃、200 r/min 振

荡培养。每次无菌吸取 200 µL 菌液，测定 0−24 h
的 OD600 值，绘制菌株生长曲线。 
1.2.6  菌株生物学特性 

1) 耐胆盐试验 
将原始菌液以 10%接种量分别接种至含

0.1%、0.2%和 0.3%猪胆盐的牛肉膏蛋白胨液体

培养基中，于 37 ℃、200 r/min 振荡培养，无菌

吸取 200 μL 菌悬液测定处理 24 h 的 OD600 值。

设置不含猪胆盐培养组(0%)作为对照组。相对

存活率(relative survival rate, RS)计算公式： 
RS (%)=(试验组/对照组)×100 
式中：试验组为 0.1%、0.2%和 0.3%猪胆盐浓

度的 OD600值；对照组为不含猪胆盐培养组(0%)
时的 OD600 值。 

2) 不同 pH 梯度敏感性试验 
将原始菌液以 10%接种量分别接种至 pH

值为 2.0、4.0、6.0、8.0 和 10.0 的牛肉膏蛋白
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胨培养基中，于 37 ℃、200 r/min 振荡培养 24 h，
无菌吸取 200 μL 菌悬液测定 OD600 值，计算相

对存活率。设置正常 pH 培养组[pH 值(7.00±0.02)]
作为对照组。 

3) 耐肠液试验 
将原始菌液以 10%接种量接种人工模拟肠

液中，于 37 ℃、200 r/min 振荡培养，无菌吸取

200 μL 菌悬液测定 1−5 h 和 12 h 时 OD600 值。

设置不含人工肠液培养组作为对照组。 
4) 耐热试验 
将原始菌液以 10%接种量接种于牛肉膏蛋

白胨液体培养基中，分别在 80 ℃水浴中处理

5、10 和 15 min，迅速冷却至室温，于 37 ℃、

200 r/min 振荡培养 24 h，无菌吸取 200 μL 菌悬

液测定 OD600 值，计算相对存活率。设置正常

温度培养组(37 ℃)作为对照组。 
5) 打孔法对胞外酶活性初步定性 
无菌吸取经初筛获得的菌株培养液，4 ℃、

10 000 r/min 高速离心 10 min 后取上清液 100 μL
移入淀粉酶筛选培养基，37 ℃培养 48 h，观察

菌落周围水解圈情况。淀粉酶筛选培养基需滴

加碘液观察。 
1.2.7  酶学性质研究 

1) 蛋白酶最适反应温度 
1%酪蛋白溶液与粗酶液等体积混合，在不

同水浴温度(30、40、50、60、70 和 80 ℃)下精

确反应 10 min，预热温度和发色温度 40 ℃保持

不变，测定酶活力。 
2) 蛋白酶最适反应 pH 
配制 pH 值为 7.0、8.0、9.0 和 10.0 的 1%

酪蛋白溶液和粗酶液。此处，粗酶液作 2 倍稀

释后取 1 mL 进行酶促反应。在最适反应温度

条件下，测定粗酶液中蛋白酶的酶活力。缓冲

液使用 pH 7.0‒8.0 的磷酸盐缓冲液(phosphate 
buffered saline, PBS)、pH 9.0‒10.0 硼砂-氢氧化

钠缓冲液。 
3) 金属离子对蛋白酶活力的影响 
配制浓度为 1 mmol/L 的 KCl、NaCl、

MgSO4、CaCl2 和 CuSO4 溶液，取上述金属离

子溶液 1 mL 与粗酶液等体积混合，终浓度为   
0.5 mmol/L，设置对照组为等体积无菌去离子

水。取 1 mL 粗酶液在最适温度和最适 pH 条件

下测定酶活力。 
4) 有机溶剂对蛋白酶活性的影响 
配制浓度为 20%的甲醇(MeOH)、异丙醇

(EtOH)、乙醇(IPA)、正辛酸(OA)溶液。取上述

有机溶剂 1 mL 与粗酶液等体积混合，设置对照

组为不加有机溶剂。取 1 mL 粗酶液在最适温度

和最适 pH 条件下测定酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  L-酪氨酸标准曲线 
参照 1.2.4 所测数据结果可得，L-酪氨酸标

准曲线回归方程为 y=0.01x+0.004 9，相关系数

R2 为 0.998 9，L-酪氨酸浓度 C 和吸光度 OD680

之间的线性关系表现良好，可通过 Folin-酚法

来测定菌株蛋白酶酶活(图 1)。 
 

 
 
图 1  L-酪氨酸标准曲线 
Figure 1  L-tyrosine standard curve. 
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2.2  筛选结果 
以干酪素为底物作初筛培养基，得到

H/C 比值为 5.1 (图 2)，Folin-酚法测得初始酶活  
为 24.9 U/mL。 

本试验初筛得到 10 株可产生水解圈的菌

株，初筛使用打孔法测评 10 株菌产酶能力，后

通过 Folin-酚法复筛，结果表明蛋白酶活力的

强弱与水解圈大小并不成正比。因此，打孔法

初筛仅可作为一种筛选产蛋白酶菌株的初步定

性鉴定方法。 
菌株 3 经初筛和复筛多次重复验证结果比

较稳定，水解圈产生明显，用作后续试验菌株。 

2.3  菌株鉴定 
2.3.1  菌株形态学鉴定及生理生化鉴定结果 

菌株 3 菌落形态为乳白色、不规则的近圆

形，表面有褶皱、质地黏稠，革兰氏染色呈阳

性短杆菌(图 3)。 
生理生化鉴定结果如表 2 所示：V-P 试验

阴性，可利用柠檬酸盐、L-阿拉伯糖，可使明

胶液化、还原硝酸盐、水解淀粉，说明该菌株

具有产蛋白酶和淀粉酶的能力。 
 

 
 
图 2  菌株 3 打孔法初筛结果 
Figure 2  Preliminary screening results of strain 3 
perforating method. 

 
 
图 3  菌株 3 菌落形态(A)及细胞镜检形态(1 000×) 
(B) 
Figure 3  Colony morphology of strain 3 (A) and 
cell microscopic morphology (1 000×) (B).     
 
表 2  菌株 3 生化鉴定试验结果 
Table 2  Strain 3 biochemical identification test 
results 
Test items Result 
V-P ‒ 
Citrate + 
Propionate ‒ 
D-xylose + 
L-arabinose + 
D-mannitol + 
Gelatin liquefaction + 
7% sodium chloride growth ‒ 
pH 5.7 growth + 
Nitrate reduction + 
Starch hydrolysis + 
Casein hydrolysis + 
+：阳性；‒：阴性 
+: Positive; ‒: Negative. 
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2.3.2  菌株 3 分子生物学鉴定结果 
将测序结果与已知菌株基因序列进行

NCBI-BLAST 比对分析，并使用 MEGA 11 软件

构建系统发育树。结果显示菌株 3 的 16S rRNA
基因序列(946 bp)与已知的菌株 Bacillus subtilis
处于系统发育树同一分支 (图 4)，菌株 3 和

Bacillus subtilis strain IM6 (MZ434952)亲缘关

系最近，为 99.58%。结合形态学鉴定及生理生

化鉴定结果最终鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis)。 
2.3.3  生长曲线测定结果 

菌株 3 在 2 h 后进入对数期，活菌数极速

增长，对数期持续约 6 h 进入稳定期，稳定期

约从 8 h 持续至 16 h，随着稳定期发展，活菌

数与培养时间成反比，开始进入衰亡期(图 5)。 

2.4  生物学特性 
2.4.1  耐胆盐试验结果 

菌株 3 在 0.1%、0.2%和 0.3%胆盐浓度下

处理 24 h，以不添加胆盐(0)处理后的吸光度为

对照组，菌株生长速度受胆盐浓度抑制效果明

显；在 0.1%胆盐浓度中处理 24 h 后，相对存活

率为 86%；而在 0.2%‒0.3%胆盐浓度中处理 24 h
后，相对存活率为 62%和 54% (图 6)。因此，菌

株 3在胆盐浓度为 0.2%以下时菌活力相对稳定。 
2.4.2  pH 耐受性试验结果 

菌株生长繁殖及发挥自身机能受所处环境

的 pH 条件影响很大。菌株 3 在不同 pH 条件下

处理 24 h，以 pH 值 7.0 处理 24 h 后的吸光 
 

 
 
图 4  菌株 3 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   标尺代表遗传距离；括号内编号代表菌株

GenBank 登录号；进化树分支上的数字代表亲缘关系的远近 
Figure 4  Phylogenetic tree of strain 3 based on 16S rRNA gene sequence. The scale represents genetic 
distance; The numbers in brackets represents the strain GenBank accession number; The numbers on the 
branches of the evolutionary tree represent the proximity of relatives. 
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图 5  菌株 3 生长曲线 
Figure 5  Growth curve of strain 3. 
 

 
 
图 6  胆盐耐受性 
Figure 6  Bile salt tolerance. 
 
度为对照组，菌株 3 在 pH 值 6.0 和 pH 8.0 的偏

中性环境中生长状态最佳，处理 24 h 后相对存

活率为 93%和 100%；pH 值 2.0、4.0 和 10.0 处

理 24 h 后，相对存活率分别为 62%、78%和 59% 
(图 7)。因此，菌株 3 适合在中性和偏中性环境

下生长，但对强酸弱碱也具有良好抗性。 
2.4.3  耐肠液试验结果 

菌株 3 在人工肠液环境中生长状态良好，

生长速度明显优于对照组，对人工模拟肠液环

境完全耐受(图 8)。 
2.4.4  耐热试验结果 

菌株 3 在同一水浴温度、不同水浴时间条

件下处理 24 h，以 37 ℃正常培养 24 h 后的吸

光度为对照组，菌株 3 在 80 ℃水浴 5、10 和 

 
 
图 7  不同 pH 值耐受性 
Figure 7  Different pH value tolerance. 
 

 
 
图 8  人工肠液耐受性 
Figure 8  Artificial intestinal fluid tolerance. 
 
15 min 处理 24 h 后相对存活率为 100%，耐热

性极强(图 9)。因此，菌株 3 可在高温环境作业，

有作为饲料益生菌的潜力。 
2.4.5  胞外酶初步定性试验结果 

培养 48 h 后加入碘液，可观察到明显的淀

粉水解圈，水解圈直径为 5.8 cm，H/C 比值为

7.2。说明菌株 3 对淀粉也具有一定的水解能力，

但淀粉酶酶活力还需进一步研究(图 10)。 

2.5  酶学性质 
2.5.1  最适反应温度 

该枯草芽孢杆菌蛋白酶在反应温度为

30−80 ℃之间均有活性；在 70 ℃时，酶活最高 
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图 9  耐热性 
Figure 9  Heat resistance.  
 

 
 
图 10  解淀粉水解圈 
Figure 10  Hydrolysis circle of starch. 
 
为39.4 U/mL，在50 ℃和60 ℃时也保持较高活性；

随着温度升高，蛋白酶活力开始下降(图 11)。由

此可见，该蛋白酶的最适反应温度为 70 ℃，属于

耐高温蛋白酶，该蛋白酶的适用温度范围较广。 
2.5.2  最适反应 pH 

该枯草芽孢杆菌蛋白酶的最适反应 pH 值

为 9.0，酶活性最高为 90.99 U/mL，属碱性蛋白

酶；在 pH 值大于 9.0 时，酶活开始出现降低，

但仍保持较高的活性(图 12)。该蛋白酶适应 pH
范围较广，在 pH 值 7.0−10.0 均有较高活性。 

 
 
图 11  蛋白酶最适反应温度 
Figure 11  Protease optimal reaction temperature. 
 

 
 
图 12  蛋白酶最适反应 pH 
Figure 12  Protease optimally reactive pH. 
 
2.5.3  金属离子对蛋白酶活力的影响结果 

以无菌去离子水为对照组，添加 K+为最佳蛋

白酶激活剂，蛋白酶酶活力达到了 101.9 U/mL，

而 Fe2+和 Cu2+对蛋白酶活性有很强的抑制作用

(图 13)。 
2.5.4  有机溶剂对蛋白酶活性的影响结果 

以去离子水为对照组，有机溶剂对蛋白酶

活力的作用不表现出强烈的抑制作用(图 14)。
在有机溶剂添加条件下，蛋白酶并未变性失活，

说明该蛋白酶对低浓度甲醇、乙醇、异丙醇和

正辛酸有一定抵抗能力。 
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图 13  金属离子对蛋白酶活力的影响 
Figure 13  Effect of metal ions on protease activity. 
 

 
 
图 14  有机溶剂对蛋白酶活力的影响 
Figure 14  Effect of organic solvent on protease 
activity. 
 

3  讨论与结论 
目前已分离和筛选的微生物大多来自土

壤、水源和少部分的海洋，从水貂粪便中分离

优良菌株的研究较少[14]。肠道微生物长期处在

碱性、富含消化液、营养较为均衡以及与致病

菌斗争的环境中，其菌株对环境的耐受性和适

应性更强，菌株显现出可产多种酶系。例如，

Gu 等[15]从健康仔猪粪便分离到一株凝结芽孢

杆菌株 CGMCC 9951，该菌株对强酸环境和高

浓度胆盐广泛耐受，点接法测得该菌株对酪蛋

白和淀粉均有一定的水解活性，但并未提及水

解圈大小；齐鹏飞等[16]从健康驴新鲜粪便中分

离到两株枯草芽孢杆菌(LV1 和 LV2)，它们都具

有良好的抑菌活性和生物学特性，点接法胞外酶

活性试验中两株菌在淀粉酶和蛋白酶筛选培养

基周围均可产生水解圈，两株菌水解圈大小分别

为 1.83 mm、3.5 mm 和 2.25 mm、3.17 mm，该

学者并未对酶活力进行测定，其产酶能力强弱

需进一步验证，而本试验打孔法测得菌株 3 的淀

粉酶和蛋白酶水解圈大小为 72 mm 和 51 mm，菌

落直径 (孔径 )一致，初筛结果更具参考性；

Ulucay 等[17]从温泉中分离筛选能够产生水解酶

能力的菌株，其胞外酶活性定性试验结果表明，

分离菌株多数来源于枯草芽孢杆菌、地衣芽孢

杆菌，是温泉中最易分离的菌株且同时具有产

生淀粉酶和蛋白酶等多种酶的能力，与本试验

从粪样中分离得到枯草芽孢杆菌有着相同的产

酶类型。 
本研究从健康水貂粪便中分离筛选到一株

芽孢杆菌，经形态学和分子生物学鉴定为枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，初筛即表现出较好

的产蛋白酶和淀粉酶的能力，以及对环境较好

的耐受性。枯草芽孢杆菌也是食品和药物管理

局批准的公认安全微生物，因为其不产生任何

有毒成分，为枯草芽孢杆菌的实际应用提供了

安全保障[18]。 
微生物的来源很大程度上决定了蛋白酶的

理化性质。曹慧等[19]从高原土壤中分离到一株

枯草芽孢杆菌 XC2，其蛋白酶最适作业温度为

40−60 ℃、最适 pH 值为 8.0−10.0，Fe2+和 Cu2+

对酶活力明显抑制；来源于牛瘤胃液中的一株

枯草芽孢杆菌在发酵 48 h 后粗酶液中蛋白酶最

适作业温度为 40−50 ℃、最适 pH 值为 6.0−7.0[20]，

该蛋白酶的反应温度和 pH 更接近于瘤胃内环

境，也为瘤胃内微生物发酵活动提供了有利条

件；余全法等分离诱变得到一株枯草芽孢杆菌，

其在发酵 36 h 后粗酶液中蛋白酶最适作业温度
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为 40−50 ℃、最适 pH 值为 7.0−9.0，金属离子

Fe2+和 Cu2+会明显抑制酶活力[21]。 
本研究中 Bacillus subtilis strain 3 酶学性质

与多数蛋白酶相似，但该蛋白酶适合作业温度

和 pH 适用范围更广，在 50−80 ℃和 pH 值

7.0−10.0 均保持较高活性，重金属离子 Fe2+、

Cu2+会显著抑制蛋白酶活性，低浓度有机溶剂

对酶催化作用影响不显著。与其他学者研究相

比，该蛋白酶表现出产蛋白酶和淀粉酶能力，

具有高温下不易失活和存储中不易变性的酶学

优点，以及在低浓度有机溶剂添加时不易变性失

活的抗性。 
体积较小的单胃动物以及一些幼龄动物如

水貂、家禽和仔猪等，相较于复胃动物，其内

源性蛋白酶不足、后肠道较短致使微生物消化

能力差等因素导致胃肠道消化能力弱，饲料蛋

白质等其他营养成分未经充分消化吸收被排出

体外，容易引起腹泻、消化不良等症状。本研

究从健康水貂粪便中分离获得一株抗逆性良

好、可产多种酶系的枯草芽孢杆菌，其所产的

碱性蛋白酶酶学性质良好，因此该菌株在外源性

饲料蛋白添加剂、生物除臭、畜禽无害化生物处

理和食品保健等产业具有广泛的应用前景。 
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