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摘要 :  经过采集土样, 分离、筛选得到一株产碱性蛋白酶的菌株, 编号为 A607. 通过摇瓶发酵,对发酵上清

液进行酶活测定和脱毛实验,证实所产生的酶具有蛋白酶水解活性和良好的脱毛能力, 其酶活达到 263. 39

Lkat # L - 1、比活力为 1 215. 24 Lkat # g- 1 . 16S rDNA 序列分析表明, 该菌株与 Bacillus pumilus 具有高达

99% 的相似性.用 PHYLIP 程序将该菌株与报道的相关碱性蛋白酶产生菌进行系统发育进化分析, 发现菌株

A607 与 Bacillus pumilus 处于同一分支.
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在制革行业里, 一般采用传统的/灰碱法0脱毛,这种方法虽然在技术上很成熟, 但会带来大量的污

染问题.随着人们对环境污染的关注程度越来越高,寻求新的、无污染的脱毛方法代替碱法脱毛已是大

势所趋.酶法脱毛便是当中较有效的一种.它与灰碱法脱毛相比,最大的优点是无毒、无害、污染很少,不

仅消除了硫化物污染,而且可以减少废水中的化学需氧量和 5日生化需氧量1 另外,酶法脱毛还能回收

高质量的毛
[ 1]
.碱性蛋白酶是一类最适 pH 值偏碱性的蛋白酶,主要应用于洗涤及制革工业, 广泛存在

于动、植物及微生物生物体中,最早在猪的胰脏中被发现. 1945年, 瑞士 Jaag 等[ 2] 在地衣芽孢杆菌( Ba-

cil lus l ichenif ormis)中发现了碱性蛋白酶.目前,用于生产碱性蛋白酶的菌株主要是枯草芽孢杆菌、地

衣芽孢杆菌和短小芽孢杆菌, 在我国用于生产的菌株主要有地衣芽孢杆菌 2709, 1213 及短小芽孢杆菌

289, 209
[ 3]
. 本文对所分离得到的一株产碱性蛋白酶的细菌进行了初步研究,并进行系统发育分析1

1  材料和方法

1. 1  材料

土样采集于福建泉州制革厂、屠宰场;进口的腌制牛皮由泉州晋江兴业皮革有限公司提供.

1. 2  培养基

( 1) 固体分离培养基( 1 L ) .牛肉膏 10 g ,蛋白胨 3 g, NaCl 10 g,酪素 15 g, 琼脂粉 10 g, pH= 9. 5.

( 2) 斜面培养基( 1 L ) .牛肉膏 3 g ,蛋白胨 10 g, NaCl 5 g,琼脂粉 15 g, pH 值为 7. 0~ 7. 2. ( 3) 基本发

酵培养基( 1 L) .牛肉膏 10 g,蛋白胨 3 g , NaCl 10 g , pH= 9. 5.

1. 3  菌株的筛选

参照文[ 4-5] , 在采集的土样中加入一定量的碱液,将样品的 pH 值调至碱性,室温放置 14 d.取 1 g

土样加于 9 mL 无菌水中,摇匀后将此培养液梯度涂布于固体分离培养基平板上,室温培养 1~ 2 d.挑

取分离平板上水解圈直径为菌落直径 3倍以上的菌落,转移到斜面培养基上保藏,并进行下一步的摇瓶

复筛.通过液体摇瓶培养,测定发酵上清液的酶活力,选取一株产酶最高的菌株作为研究对象.
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1. 4  酶活测定

碱性蛋白酶酶活测定采用 Folin-酚法[ 6-7] . 取 1 mL 酶液( 40 e 预热 2 m in) , 加入 1 mL 的 2%酪蛋

白溶液( 40 e 预热 2 min) , 混合, 40 e 下精确反应 10 min, 加2 mL 的0. 4 mol # L- 1三氯乙酸( TCA)终

止反应.在 40 e 水浴 20 m in,自然冷却后, 于离心机( 4 000 r # min- 1 )离心 10 m in1 然后,吸取上清 1

mL,加入 5 mL 的 0. 4 mol # L
- 1
碳酸钠溶液,再加入 1 mL 的 Fo lin-酚试剂, 40 e 显色 20 m in, 以失活

酶作对照,记录 680 nm 处的 D(680)值. 以每分钟水解酪蛋白产生 1 Lg 酪氨酸为 1个酶活力单位.

1. 5  胶原水解活性测定

参照文[ 8] ,将 0. 3 mL 的 1 g # L- 1 Ñ型胶原底物, 以及 0. 2 mL 的 0. l mol # L - 1 Tris-HCl( pH 值

为 7. 5, 含50 mmol # L- 1 CaC12 )缓冲液和 0. 1 mL 发酵酶液在 37 e 反应 20 min1 取出 0. 1 mL 反应液

于 0. 5 mL 的 0. 1 mo l # L
- 1
HCl中以终止反应.采用茚三酮法,依次加入 0. 6 mL 的 2 mol # L

- 1
乙酸缓

冲液和 0. 6 mL 茚三酮,于 570 nm 处比色,测定反应所释放的水溶性氨基酸、短肽, 空白为加热失活的

酶液.酶活力单位定义为 37 e , pH 值为 7. 5条件下,每分钟每毫升发酵液水解胶原产生相当于 1 Lg 甘

氨酸的酶量为 1个酶活力单位.

1. 6  蛋白质含量测定

采用考马斯亮兰法, 在波长 595 nm处测定光吸收值,以牛血清蛋白绘制标准曲线.

1. 7  酶法脱毛实验 [ 9-10]

剪下一小块未脱毛的牛皮(约 2 cm @ 2 cm) , 用 pH 值为 10的硼砂-氢氧化钠缓冲液浸泡过夜.将处

理过的牛皮放入小烧杯中,加入适量酶液,封口,于 37 e , 200 r #min
- 1
下进行脱毛处理. 在不同时间观

察其脱毛程度, 每一个试验均设 3个平行样(以浸泡在相同体积硼砂-氢氧化钠缓冲液中的牛皮作为空

白对照样) .另取经过脱毛处理后的生皮在显微镜下进行结构观察,检查胶原的水解情况.

1. 8  碱性蛋白酶产生菌的鉴定

1. 8. 1  细菌总 DNA的提取(煮沸冻融法)  从筛选菌株的斜面上挑取一环接入基本发酵培养基, 于

200 r # min- 1 , 37 e 下摇瓶培养 10~ 12 h.取 1. 2 mL 种子培养液于 1. 5 mL Eppendorf 管中,在离心机

( 12 000 r # min- 1 )离心 5 m in,收集细胞,用无菌双蒸水洗涤 2次,加 50~ 100 LL(视菌体量而定)无菌

双蒸水重悬. 100 e 水浴 7 m in, - 20 e 冰冻 5 min;再加热 5 m in,置于- 20 e 冰冻 5 min1 重复操作一
次,于离心机( 16 000 r #min- 1 )离心10 min.将上清液分装于一个新的1. 5 mL Eppendorf管中,可用作

聚合酶链反应( PCR)扩增的模板.

1. 8. 2  16S rDNA 的PCR扩增和测序  采用细菌16S rDNA 通用引物 F27( 5.-AgA gT TT gAT CA Tg-

gCTCAg-3. )和 R1492( 5.-T ACggTT ACCT TgTT ACgACT T-3. ) [ 11] .引物由北京奥科生物技术有限公

司合成. PCR反应体系( 20 LL) : 2 LL 的 10 @ Buf fer ( M g2+ free) , 25 mmol # L - 1的 1. 6 LL M gCl2 , 10

mmo l # L - 1的 1. 6 LL dNT P,引物 F27和 10 Lmol # L- 1的引物 R1492各 1 LL, 2 LL 模板 DNA , 1 LL

的 Taq酶( 1 mkat # L
- 1
) ,重蒸水 9. 8 LL. PCR程序如下: 94 e , 预变性 5 m in; 94 e , 变性 1 min, 52

e ,退火 1 min; 72 e 延伸 2 min, 32个循环; 72 e ,延伸 15 min; 10 e 保存. 利用 OMEGA 公司的 Gel

Extract ion Kit胶回收试剂盒进行 PCR产物回收,测序由上海华诺生物科技有限公司完成.

1. 8. 3  系统进化树的建立  获得该菌的部分长度16S rDNA 序列( 1 434 bp) ,向 GenBank提交该序列

(登录号: EF563825) .将测序结果用 BLA ST 软件与 GenBank 中的 16S rDN A 序列进行同源性比较

( http: / / www . ncbi. nlm. nih. gov / blast ) ,利用 ClustalX 和 PHYLIP 软件对所选序列进行遗传距离计

算,构建系统发育树.

2  结果与分析

2. 1  碱性蛋白酶产生菌的筛选

根据水解圈与菌落的直径比, 从酪蛋白培养平板上初步分离得到 11 株产碱性蛋白酶菌株. 液体摇

瓶发酵培养所得菌株,用 Fo lin-酚法测定其所产的碱性蛋白酶的活力. 经反复比较后, 编号为A607菌株

产酶活力相对较高, 达到 263. 39 Lkat # L
- 1

,比活力为 1 215. 24 Lkat # g
- 1
; 同时,测得 A607菌株的胶
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原水解能力大小为 21. 67 Lkat # L- 1 , 说明该发酵液几乎不具备胶原水解能力.

2. 2  脱毛能力的测试

脱毛效果至今尚无量化的标准,仅根据将毛从皮上扯下所需用力程度予以表征
[ 12]

. 实验中做以下

规定:无需用力即可全部去除毛,视为脱毛效果最佳; 只需轻推就可将毛全部除去, 视为脱毛效果良好;

需重推才能将毛除去,视为脱毛效果一般;需用力拉扯才能把毛去除,视为具有一定的脱毛能力,但效果

较差;而即使用力拉扯都无法把毛去除掉,视为无脱毛效果.

取发酵酶液进行脱毛实验,在不同的时间( t )分别取样进行脱毛效果评价,结果如表 1所示. 从表 1

表 1 脱毛效果评价

Tab. 1  Evaluation of depilato ry activit y

t/ h 4 8 12 16 24

脱毛效果 较差 较差 一般 最佳 最佳

可知, 在 8 h前具有一定的脱毛能力, 但效果很

差;在 12 h, 脱毛效果一般; 而在 16 h 以后, 毛

已经全部去除,说明该菌所产的酶具有很好的

脱毛能力.

在显微镜下对经过脱毛处理的生皮结构进行观察,结果如图 1所示. 由图 1中可以看出, 经发酵酶

液脱毛处理后, 生皮中胶原纤维不仅没有被破坏, 而且具有一定的分散性. 这种分散性在传统的灰碱法

处理后的生皮中几乎观察不到.说明了该菌所产的酶液具有良好的脱毛能力,且对生皮胶原无破坏性.

因此,选择 A607菌株进一步研究.

  ( a) 灰碱法脱毛 ( b) 酶法脱毛    

图 1  脱毛处理的生皮结构

Fig . 1  Microscopic examination of bov ine skin after unha iring process

2. 3  A607菌株生长及产酶动力学

将 A607菌接入到液体发酵培养基中,于 37 e , 200 r #min
- 1
的摇床振荡培养1 每隔 1 h取样,测

定培养液在 600 nm下的吸光值,以未接入菌的培养基作为空白对照, 结果如图 2所示. 同时, 每隔 6 h

图 2  A607的生长曲线

Fig . 2  Grow th curv e of A607

取样测定发酵上清液的酶活( u) , 结果如表 2所示.   

从图 2, 表 2 可以看出, A607在 5 h 左右进入对数生长

期,在 15 h 后进入了稳定期. 蛋白酶的产生与菌体生长

呈复合型.即菌体生长进入对数期后才分泌碱性蛋白

酶,且蛋白酶的酶活不断地上升, 在 24 h 达到最高值,

然后下降.

表 2  发酵液的酶活力

Tab. 2  The proteolyt ic act ivit y of t he fermentation br oth

t/ h 6 12 18 24 30

u/Lkat # L- 1 15. 0 75. 0 131. 7 165. 0 83. 4

2. 3  16S rDNA的 PCR扩增结果及系统发育分析

提取 A607的总 DNA 作为模板,利用细菌 16S rD-

NA 通用引物进行 PCR 扩增, 扩增的目的片断测序结果为 1 434 bp, 其在 GenBank 的登录号为
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EF563825. 测序片段用 BLAST 软件与 GenBank中的 16S rDNA 序列进行同源性比较1
结果表明, 所分离的菌株 A607与 Baci llus pumilus 16S rDNA 的相似性水平达到 99%以上. 用

Clustal X和 PHYLIP 等软件分析该菌株和已报道的碱性蛋白酶产生菌,得到的系统发育进化树,如图

3所示. 图 3中,用于进化树构建的菌株的名称和序列登录号, 如表 3所示1
通过与已知的类群在系统分类上的聚类分析,可见菌株 A607与 Baci l lus pum ilus 处于同一分支,

该结果与序列同源性比较结果一致.

图 3  系统进化树

F ig . 3  Phylogenetic t ree

表 3 菌株的名称和序列登录号表

Tab. 3  The proteo ly tic activ ity o f the fermentat ion brot h

菌株名称 登录号 菌株名称 登录号

A607 EF563825. 1 Bacillus p umilus EF528291. 1

Bacillus subtilis AB305270. 1 Bacil lus lentus AM086233. 1

Bacillus thur ingiensis EF537013. 1 Bacillus halodurans EF466141. 1

B acillus clausii AB251924. 1 Pseudomonas aeruginosa AB305018. 1

P seudomonas f luor escens EF552157. 1 T hermoactinomyces s p . AB239530. 1

S tr ep tomyces s p . EF582615. 1 A z oar cus sp . ( str ain EbN1) AB241407. 1

Stigmatella aurantiaca DQ768127. 1 Str ep tomyces avermitilis DQ768097. 1

Escher ichia coli EF560794. 1

3  讨论

目前,碱性蛋白酶已经被广泛地应用到在食品、洗涤及制革等行业. 传统制革工艺造成严重的环境

污染,该问题的解决有赖于酶法脱毛的大力推广.通过对筛选所获得的菌 A607进行研究,初步鉴定该

菌为短小芽孢杆菌, 并证实其发酵酶液具有碱性蛋白酶活力和良好的脱毛效果.

由实验可知,菌 A607所产的碱性蛋白酶只能达到酶活为 263. 39 Lkat # L
- 1
、比活力为 1 215. 24

Lkat # g - 1的水平, 与他人报道相比,酶活力并不是非常高. 刘彦等[ 6]从富含蛋白质的土壤中筛选出一株

碱性脱毛蛋白酶产生菌( Bacil lus sp . 8) ,其蛋白酶活力为 3. 3 mkat # L- 1 . Genckal等 [ 13]从自然环境中

筛选得到的一株耐碱性的芽孢杆菌 L21,对该菌的发酵条件进行优化后产生的碱性蛋白酶酶活力可达

3. 6 mkat # L - 1 ,不过其比活仅为 1. 0 mkat # g - 1 .

A607发酵所得的酶液虽然酶活力只有 263. 39 Lkat # L - 1 , 但只要 16 h 的处理时间即可完全除去

毛.黄庆等 [ 12]对野生菌 BA( 06)进行多次诱变得到的短小芽孢杆菌 UN-31-C-42, 其发酵所得的发酵液

酶活力高达 70. 0 mkat # L
- 1
, 酶液需经 24 h才发挥脱毛作用.这说明了该酶在酶活力较低的情况下,
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仍能达到与同类脱毛酶相差不多的脱毛效果.从这个角度来说, A607更有改造前景作为原始菌株1 此
外,还可以考虑通过优化发酵条件、构建基因工程菌、选用合适的添加剂等手段提高其产酶效率.

能够应用在脱毛工艺的酶必须本身不具备胶原水解能力,因为胶原水解酶的存在会使皮革生产的

主要原材料 ) ) ) 胶原受到损伤,进而影响成革质量 [ 14] .通过实验, 证实了 A607发酵产生的酶是一种良

好的脱毛蛋白酶,本身几乎不具备胶原水解能力, 在制革工业上具有很大的应用潜力. 在此基础上可以

进一步对其脱毛作用进行研究,不断提高酶法脱毛效果,以期更好地应用于制革脱毛领域.
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Isolation and Phylogenetic Analysis of a Strain Producing

Alkaline Protease for Dehairing

WANG Geng, FANG Ba-i shan, ZHANG T ing-ting,

JIN Hong-w ei, LIU Gu-i lan

( Key Lab oratory of In dust rial Biotechnology of Fujian Province University, H uaqiao University, Quan zhou 362021, Ch ina)

Abstract:  A strain named A607 which yields of alkaline pr otease fo r dehairing w as iso lated from soil. A fter shaker flask

fermentation, it is found that the A607 is o f pr oteo ly tic activ ity ( 1 215. 24 Lkat # g - 1 protein; 263. 39 Lkat # L- 1 ) and

displa yed good dehairing activity in the culture solut ion. Analy sis of 16S rDNA sequence suggested that the A607 str ain

was the closest relative of Bacil lus pumil us w ith 99% sequence ident ity. The phylog enetic analy sis w as per formed by

PH YLIP . The result show ed that A607 had a high degr ee of sim ilar ity t o Bacillus p umilus acco rding to the phy lo genet ic

tree.

Keywords:  B acillus p umilus ; alka line protease; dehair ing ; 16 SrDNA; phy lo genesis
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