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摘要 :研究不同条件对地衣芽孢杆菌 De株产生胞外蛋白酶的量及其酶活性的影响, 结果表明在 pH 为 71 4) 812 范

围内,温度为 30 e 时,培养 8) 12h 的菌株所分泌胞外产物中的蛋白酶活性最高。实验先以半透膜法收集芽孢杆菌

的胞外产物,然后再经过硫酸铵沉淀过夜、Sephadex G-100 凝胶层析和 DEAE-Cellulose离子交换层析及聚丙烯酰胺凝

胶电泳等四个步骤的分离纯化后,可以得到含有 3 种主要蛋白质( BLP1、BLP2、BLP3)成分的胞外蛋白酶, 其分子量

分别为 6612KD、311 0KD及约 2011KD,所得纯化蛋白酶的蛋白浓度为01 773Lg/ mL, 蛋白回收率为 11166%。实验还发

现,纯化的胞外蛋白酶在 100 e 下作用 30min,仍可保持其活力, 可见具有相当的热稳定性,而其酶活最佳的 pH 和温

度条件分别为 71 8和 45 ) 65 e 。酶活抑制实验显示 EDTA、铜、钴、镁离子等均可成为其酶活抑制因子; 而丝氨酸蛋

白酶抑制剂甲基磺酰氟( PMSF)、铁、锰、钡、钙离子等对酶活性没有明显影响;锌则会令之酶活性其部分丧失。
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  近年来, 地衣芽孢杆菌( Bacillus licheniformis )作

为一种微生态制剂广泛应用于水产养殖业中, 它和

其他种类的芽孢杆菌、光合细菌等有益微生物共同

作用,可有效地改善养殖水体的生态环境,并促进养

殖生物的生长和发育[ 1, 2]。李卓佳等人研究了芽孢

杆菌制剂对对虾养殖水体中的细菌、浮游藻类、浮游

动物及其他一些环境因子如生物好氧量、化学好氧

量、硫化物和氨氮浓度水平等的影响,科学地评价了

芽孢杆菌制剂对养殖生态环境的改良作用。地衣芽

孢杆菌的胞外产物具有很强的蛋白酶[ 3]、脂肪酶[ 4]、

淀粉酶
[ 5]
活性, 国内外也有不少对其胞外酶研究的

相关报道。Sogarrd报道[ 6] , 地衣芽孢杆菌有较强的

胞外酶活性,可降解某些复杂的植物性碳水化合物

如果胶、羧甲基纤维素、多聚半乳糖醛酸等。吴铁

林[ 7]等用地衣芽孢杆菌 20386 株研制成/整肠生0,

经实践证明它能调节肠道菌群和治疗一些肠道疾

病。但就地衣芽孢杆菌的胞外产物在水产应用方面

的研究则尚未见有报道, 本文对分离自对虾养殖水

体中的地衣芽孢杆菌 De 株所产生的胞外蛋白酶

( Extracellular protease, ECPase)进行研究,从它的提取

纯化到理化特性均都进行了系统地分析, 为地衣芽

孢杆菌胞外产物在水产上的应用提供一定的理论参

考。

1  材料与方法

111  菌种  地衣芽孢杆菌 De 株是由中国水产科学

研究院南海水产研究所健康养殖中心分离保存菌

株。其形态呈杆状, 规格为 116 ) 218Lm @ 016 )

018Lm,格兰氏染色为阳性,在营养琼脂培养基上菌
落不透明,表面粗糙,边缘呈毛发状。能分泌一定量

的胞外酶物质。

112 细菌的培养  将 De 接种于营养琼脂斜面上,

32 e 下培养 12h, 用经高压灭菌的生理盐水制备菌

悬液(浓度为 218 @ 108CFU/mL)。用无菌涂布棒将
015mL 的菌悬液涂布于表面覆盖有玻璃纸的营养琼
脂培养基上, 32 e 下培养 12h,即可用于提取胞外产

物了。

113 胞外产物蛋白质含量测定  将牛血清白蛋白

(Amresco)作为标准蛋白[ 8] , 以 Bradford 方法测得胞

外蛋白酶的蛋白质含量。
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114  消化平板法检测胞外产物的酶活性  分别配

制含有淀粉( 012% )、卵黄( 10%)、脱脂牛奶 ( 3% )、

明胶( 014% )等琼脂平板。其中淀粉营养琼脂培养

基的成分为:牛肉膏、蛋白胨、可溶性淀粉及琼脂粉;

卵黄营养琼脂培养基的成分为: 卵黄液、蛋白胨、牛

肉膏及琼脂粉; 脱脂奶琼脂培养基的成分为: 脱脂奶

粉和琼脂粉; Frazier 明胶琼脂培养基的成分为: 明

胶、牛肉膏、蛋白胨、葡萄糖、K2HPO4、KH2PO4及琼脂

粉。各种培养基均于 121 e 高压灭菌 15min, 倒平

板,待冷却后再在平板上用直径为 013mm的打孔器
打孔, 各孔分别加入 15LL 菌液,然后在 32 e 下恒温

培育 24h,观测所形成的消化透明圈的情况。

115  偶氮酪蛋白底物法测定 ECPase的酶活性  参
考Allan和李焕荣的方法[ 9, 10] ,用偶氮酪蛋白(Azoca-

sein)底物法测定 ECPase 的酶活性,其中以每分钟水

解Azocasein OD440变化 0101为一个酶活单位, 用沸
水浴灭活 1h的样品作为空白对照。

116  提取 ECPase最佳条件的确定  分别用 pH212
的碳酸氢钠 ) 柠檬酸缓冲液, pH810的 Tris-HCl 缓

冲液以及 pH1110 的甘氨酸 ) 氢氧化钠缓冲液调节
固体培养基 pH 值分别为 410、510、610、716、910、
1011、1113。然后将预先准备好的菌悬液涂布其上
(每个平板涂布 015mL 菌悬液) , 再于 32 e 下培养
24h,用底物法测定各个 pH 条件下所分泌的 ECPase

的酶活性。

把菌悬液涂布在最佳 pH 的营养琼脂培养基

上,再分别将之培养于 30 e 、35 e 、40 e 、45 e 、50 e
等不同温度条件下。24h后用底物法分别测定所分

泌的 ECPase的酶活性大小。

将培养了 12h的 De 接种于 pH 714的营养琼脂
培养基上, 在 32 e 下分别培养 12h、24h、36h、48h、

60h。用底物法测定 ECPase酶活性, 从而确定产生

ECPase酶活性最高的菌株培养时间。

分别用 50%、60%、70%、80%、90%、100%的饱

和硫酸铵沉淀粗提的 ECPase, 4 e 下静止过夜, 再用

10000r/ min 离心 30min, 去上清, 用少许 50mmol/ L

pH718的Tris-HCl 缓冲液溶解沉淀, 透析浓缩后用

底物法测定样品的酶活性。

117  ECPase的分离提取  将 De 接种于营养琼脂斜

面上, 32 e 下培养12h,用经高压灭菌的生理盐水制备

菌悬液(浓度为 218 @ 108CFU/ mL)。用无菌涂布棒将
015mL 的菌悬液涂布于表面覆盖有玻璃纸的营养琼
脂培养基上, 32e 下培养 12h, 取出玻璃纸, 用 3mL

Tris-HCl缓冲液( pH714, 50mmol/ L)将玻璃纸上的菌和

ECPase洗下来,然后在4 e 下 10000r/ min离心 30min。

上清液用0122Lm 的纤维素酯滤膜过滤除菌,即可得
到粗提的ECPase[ 11]1

118  ECPase的纯化  用 Sephadex G-100凝胶层析,

将初步收集到的 ECPase加入层析柱中( 110 @ 40cm)
用Tris- HCl缓冲液( 20mmol/L , pH712)洗脱,流速为
015mL/ min。洗脱的同时用核酸蛋白检测仪测定蛋
白质在 280nm的吸光值, 绘制蛋白洗脱曲线并测定

其蛋白含量。最后将所收集的样品经透析浓缩处理

以提高样品的蛋白浓度。

把经过 Sephadex G-100 凝胶层析、浓缩的样品

加入 DEAE-Cellulose 柱中 ( 210 @ 30cm)用 50mmol/ L

pH718的 Tris-HCl缓冲液和 0 ) 1mol/ L NaCl 梯度洗

脱,测定蛋白于280nm 的吸光值,所收集样品经透析

浓缩处理后测定其蛋白含量和酶活性。

最后将纯化好的 ECPase 进行聚丙烯酰胺凝胶

电泳,把凝胶中蛋白质含量较高的主要条带分别切

割下来, 置于小管中搅碎, 用 50mmol/ L pH718 的
Tris-HCl缓冲液在 4 e 下浸泡 48h,待凝胶中的蛋白

质充分渗入缓冲液后, 吸取一定量的样品用底物法

测定其酶活性。

119  对 ECPase理化特性的分析  参考李焕荣的方
法[ 9]分析 pH、温度、金属离子及酶抑制剂对 ECPase

活性的影响。分别用 pH212的碳酸氢钠 ) 柠檬酸缓

冲液, pH810的 Tris-HCl缓冲液以及 pH1110的甘氢
酸 ) 氢氧化钠缓冲液配制 pH 值分别为 215、410、
510、610、716、910、1011、1113的缓冲液 pH 梯度系。

然后分别与纯化的 ECPase 作用, 测定酶活的变化

曲线。

经过纯化的 ECPase 于 55 e 、100 e 下分别处理

5min、10min、20min、35min、50min, 用底物法测定其酶

活性。将 ECPase 分别于 015 e 、315 e 、1510 e 、

3118 e 、5017 e 、6210 e 、7111 e 、8210 e 、9113 e 下处

理 1h,再测定其酶活性,绘制酶活性变化曲线。

将浓度为 1mmol/ L 的CoCl2、ZnSO4、MnCl2、BaCl2、

FeCl3、CuSO4 及 MgCl2 等金属盐溶液分别和 ECPase

作用, 32 e 下处理 015h,再用底物法测定其酶活性。
对照组为不加金属盐的 ECPase 样品,空白则为经过

沸水浴灭活的样品。

粗提 ECPase 和纯化 ECPase 分别与 50mmol/ L

的金属螯合剂乙二胺四乙酸二钠 ( EDTA-Na2 )、

25mmol/ L 的丝氨酸蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟

(PMSF) , 32 e 下作用 30min, 以底物法测定其酶活

性。对照组为不经处理的 ECPase, 空白则为经过沸
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水浴灭活的样品。

2  结果

211  地衣芽孢杆菌 ECPase的提取与纯化

De株在 pH 低于 510或高于 1010的条件下所
产生的 ECPase均较少且酶活性也较低, 而在 pH 处

于610 ) 915的范围内所产生的 ECPase酶活性较高,

当pH 为 610 ) 910时 ECPase 的产量呈现一个上升

的趋势,在 910 时候达到最高峰, 以后便渐渐下降
了。所以综合考虑各方面的影响因素选择 pH714 )

812的条件下培养细菌是最为理想的(图 1)

图 1  培养基 pH 对 ECPase生物活性的影响

Fig. 1  Effect of medium pH on activity of ECPase

图 2  生长温度对ECPase 生物活性的影响

Fig. 2  Effect of culture temperature on activity of ECPase

  从结果看, 该菌在 30 e 所产生的 ECPase的量最

大,随着温度的不断上升其产量逐渐下降, 在 30 )

40 e 间其下降趋势较为明显, 但在 40 ) 50 e 间其下

降趋势就相对较为平缓, 所以在后继的实验过程中

选择以30 e 培养细菌最为合适。(图 2)

细菌产生 ECPase的量随时间的变化而呈现一

个下降的趋势, 培养了 12h 的菌的 ECPase 产量最

高,而在 12 ) 36h间其下降趋势明显,在 36 ) 60h 间

下降趋势就相对变得较为平缓。可能该菌在度过其

对数期和平稳期后, 产生 ECPase的量就会大幅度的

下降。因此选择 12 ) 18h是较为合适的。(图 3)

用不同饱和度的硫酸铵沉淀粗提的 ECPase, 然

后用底物法测定其OD440。发现用饱和度为 50% )

60%的硫酸铵来盐析的胞外产物的活性较高。当硫

酸铵的饱和度大于 70% 时其活性就会处于一个较

低的水平。故选择饱和度为 50% ) 60%硫酸铵来

盐析ECPase是最为合适的。(图 4)

图 3  生长时间对 ECPase生物活性的影响

Fig. 3  Effect of culture time on activity of ECPase

图 4 沉淀 ECPase所用硫酸铵饱和度对其生物活性的影响

Fig. 4  Effect of( NH4) 2SO4 saturat ion on activity of ECPase

  经硫酸铵沉淀、透析的ECPase相继进行Sephadex

G-100凝胶层析和 DEAE-Cellulose 离子交换层析, 再

用 Bradford 法测得蛋白回收率分别为 83159% 和
11166% 。两次层析洗脱均形成三个峰, 其中一个
特别显著,另外两个则较为平钝,不太明显。(表 1、

图 5、6)。

用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离ECPase 中一些主要

的蛋白质分子,将图 7中 2011KD附近的 BLP1蛋白、

间于 3110KD和 4310KD间的 BLP2蛋白及 6612KD附
近的 BLP3蛋白从聚丙烯酰胺凝胶中切割下来, 搅碎

后用缓冲液浸泡,使蛋白质从胶中渗透出来,然后用

底物法测得它酶活性是纯化胞外产物的 25197%。
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图 5  Sephadex G-100凝胶层析蛋白洗脱曲线

Fig. 5  Sephadex G-100 chromatography of the ECPase

图 6  DEAE-Cellulose 离子交换层析蛋白洗脱曲线

Fig. 6  DEAE-Cellulose chromatography of the ECPase

212  ECPase的理化特性

21211  ECPase的检测  用牛血清白蛋白配制浓度
为1mg/ mL的蛋白质溶液,并以此作为标准蛋白, 将

之稀释为不同浓度后再与 Bradford工作液充分混合

均匀,测定其OD595,建立标准曲线求得线性回归方

程。(图 8)从而便于以后用相同的方法测得胞外蛋

白酶的 OD595并在标准曲线上求出其蛋白质含量。

从实验结果来看 De 株的胞外产物中具有淀粉

酶、蛋白酶和卵磷脂酶等多种酶活性,其中又以酪蛋

白酶活性较为显著(表 2)。

表 1  纯化 ECPase 的蛋白含量

Tab.1  Protein content of the pure ECPase

粗提胞蛋白外酶

Crude ECPase

Sephadex G-100层析纯化样品
Purif ied ECPase by Sephadex

G-100 chromatography

DEAE-Cellulose 层析纯化样品
Purified ECPase by

DEAE-Cellulose chromatography

OD595 01107 01094 01037
蛋白含量

Protein content(Lg/ mL)
61655 51563 01773

蛋白回收率

Protein recovery rate

( % )

83159% 11166%

图 7 纯化 ECPase的 PAGE 图谱

Fig. 7  PAGE electrophore-togram of the purified ECPase

1、2、3、41纯化的 ECPase 样品  purif ied ECPase sample  51Marker

图 8  用 Braford法建立的蛋白质标准曲线

Fig. 8  Standard curve of protein content using Braford method

表 2 地衣芽孢杆菌 De 株的胞外产物的酶活性

Tab. 2  Enzymatic activity of extracellular products of B . licheniformis strain De

淀粉酶 明胶酶 卵磷脂酶 酪蛋白酶

Amylase Gelatinase Lecithinase Caseinase

消化圈直径

Diameter/ mm
3118 3210 3018 3419
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21212  pH对 ECPase活性的影响  ECPase 在不同

pH条件下 32 e 水浴恒温作用 1h, 用底物法测定其

OD440,绘制酶活变化曲线。可知纯化 ECPase 的最

适 pH 约为 710 ) 810。而当 pH 低于415或高于910
时,酶活性就会受到很大的影响,处于一个较低的水

平。(图 9)

21213 温度对 ECPase 活性的影响  经过纯化的

ECPase于 pH718条件下, 55 e 、100 e 分别处理 5min、

10min、20min、35min、50min,发现 ECPase在 55 e 下作
用 50min, 其活性并没有大幅度的下降, 但在

100e 下处理30min后其活性则基本丧失了。将ECPase

图 9  pH 对 ECPase 活性的影响

Fig. 9 Effect of pH on activity of ECPase

分别置于不同的温度条件下处理 1h ,绘制其酶活性

变化曲线, 得知酶活性于 45 ) 65 e 时最佳, 可见其
对热有相当的稳定性。(图 10)

图 10  温度对 ECPase 活性的影响

Fig. 10  Effect of temperature on activity of ECPase

21214  金属离子对 ECPase 活性的影响  将铜、

钴、锰、铁、锌、钡、钙、镁等金属盐类分别与 ECPase

作用, 32 e 下处理 015h, 再用底物法测定其酶活
性。其中铜、钴、镁等离子可抑制胞外产物的酶活

性;而锌则抑制其部分的酶活性; 铁、锰、钡、钙离

子对 ECPase 的酶活性没有什么影响或有增强的作

用(表 3)。

表 3  金属离子对 ECPase 活性的影响

Tab. 3  Effects of metal anions on activity of ECPase

对照

Contrast
Cu2+ Co2+ Mn2+ Fe3+ Zn2+ Ba2+ Ca2+ Mg2+

OD440 01087 01055 01037 01102 01083 01063 01086 01086 01056

酶活性

Enzyme 63122 42153 117124 95140 72141 98185 98185 64137

activity/ %

21215  酶抑制剂对 ECPase活性的影响  粗提 EC-

Pase 和纯化 ECPase 分别与 50mmol/ L 的金属螯合剂

乙二胺四乙酸二钠( EDTA _Na2)、25mmol/ L 的丝氨酸

蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟 ( PMSF) , 32e 下作用

30min,再用底物法测定其酶活性。结果EDTA 使得纯

化的 ECPase 活性降低 73117%, 使粗提的则下降
83116%。用 PMSF 处理的样品无论是纯化的还是粗提

的均对酶活性影响不大, 纯化样品仅下降 1105% ,粗

提的则下降 5126%。

3  结论

通常芽孢杆菌多能分泌高活性的胞外酶系[ 6, 12] ,

且其胞外酶可帮助消化促进吸收[ 13, 14, 15] ,同时还可降

解水体中的有机残余物,并迅速转化为无机物, 有效

地促进养殖水体的生态良性循环[ 16, 17]。然而,芽孢杆

菌无论是作为养殖水体生态环境的改良剂还是作为

畜禽、水产饲料中的添加剂[ 18] , 其生长、产酶及所产

生胞外产物的生物学活性均与各种外界因素的影响

有密切的关系。

从本实验对地衣芽孢杆菌 De株产生 ECPase的

分析看, 该菌在 pH 为 610 ) 910范围内, 其 ECPase

产量较高, 至 pH910时可达到最高峰, 可见其对 pH

条件的适应性还是较强;就温度的影响而言,该菌在

30 e 附近时候所产酶量最大,而其所产生的 ECPase

则在 45 ) 65 e 有较高的酶活性, 且在 100 e 下处理

近 30min其酶活性方才基本丧失, 证明其对热有相
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当的稳定性; 再看金属离子对 ECPase 活性的影响,

发现只有铜、钴、镁等少数几种离子可以抑制其酶活

性, 而铁、锰、钙等离子则无影响。可见地衣芽孢杆

菌及其所产生的 ECPase 确实适宜在缺氧发酵状态

下被利用于降解养殖池塘底泥中的有机残余物, 促

进水体生态的良性循环。

然而该实验过程中提取、纯化 ECPase 的方法未尽

完善,所以获得的纯化 ECPase 的量也较少,当菌悬液

浓度为 218@ 108CFU/ mL,冻干质量为 48196mg/ mL 时,
所纯化得到的胞外产物的蛋白含量仅为 15146Lg/ mL。
由于目前国内外对芽孢杆菌胞外酶的研究多集中于其

应用性方面的研究, 而对其理化特性方面的系统研究

却鲜见报道,因此有关地衣芽孢杆菌所产生胞外产物

的其他更详尽的信息,还有待更进一步的研究。
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR

PROTEASE OF BACILLUS LICHENIFORMIS

CAO Yu-Cheng1, 2, LI Zhuo-Jia1, WU Zao-He2 and FENG Juan1

( 1. South China Sea Fisheries Instiute , Guangzhou 510300; 2. Fisheries College, Zhanjiang Ocean University , Zhanjiang 524000)

Abstract:The research of Bacillus as a kind of probiotic for aquatic animals is increasing with the demand for environmen-t

friendly aquaculture, like biocontrol when the treatment is antagonistic to pathogens or bioremediation when water quality is im-

proved. The Bacillus lichenif ormis srain De isolated from white shrimp( Litopanaeus vannamie ) cultural ponds can produce many

kinds of extracelluar enzyme, moreover, the activity of extracelluar protease is very high. Therefor, the studywas carried out to co-l

lect itps extracellular protease and the physicochemical characters of the enzyme were investigated. The extracellular protease of

the strain De was collected followed the semiperable membrane method and was purified followed a four-step purification proce-

dure, including ammounium sulfate precipitation, Sephadex G-100 gel filtration chromatography, anion- exchange chromatography

on DEAE-cellulose and polyacrylamide gel electrophoresis. The activities of extracelluar protease was tested by theAzocasein d-i

gestion method.As results showed that extracellular protease secreted by strain De obtained a higher enzymatic activity when it

was cultivated 12 ) 18h at 30 e and pH 7. 4 ) 8. 2. Three predominant protein of the extracellular products BLP1、BLP2、BLP3

were obtained, whose molecular mass measured by polyacrylamide gel electrophoresis respectively were 66. 2KD 31. 0KD and

rough 20. 1KD. The protein content of purified extracellular protease was 0. 773Lg/mL, comparatively, itsppurified protein recov-
ery rate was 11. 66% .Moreover, the optimum pH and temperature of the extracellular protease was found to be 7. 8 and 45 )

65 e . The extracellular protease is thermophilic, since full biological activity is retained after heating at 100 e for 30min. Enzyme

testing for inhibit ion of the extracellular protease indicated that only EDTA、Cu
2+
、Co

2+
and Mg

2+
can inhibite enzymatic activity,

but PMSF、Fe3+ 、Mn2+ 、Ba2+ 、Ca2+ can not, and Zn2+ can inhibite enzymatic activity to some extent.

Key words:Bacillus lichenif ormis; Extracellular proteases; Purificat ion; Characterization
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