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摘要：【目的】从丝茅草中筛选得到产蛋白酶菌株并研究驯化过程中微生物群落结构，以及探究该菌株

的生长特性和蛋白酶的酶学特性。【方法】通过高通量测序探究来源于丝茅草的菌株在不同培养条件下

细菌种类及丰度，通过选择性培养基来筛选能够分解酪素并产生蛋白酶的菌株，通过单因素试验方法确

定环境因子对菌株生长和蛋白酶活性的影响。【结果】微生物群落结构在基础培养基和牛肉膏蛋白胨培

养基中不同。通过含酪素的选择性培养基里筛选到 1株产蛋白酶菌株H-16，经生理生化试验和 16S rDNA

鉴定知该菌株属于 Escherichia marmotae，菌株 H-16能产生分子量为 70 kDa左右的单亚基蛋白酶。胰

蛋白胨、蔗糖、30 °C或 35 °C、pH 7分别为菌株生长的最适氮源、碳源、温度和 pH。菌株 H-16分泌

的蛋白酶最适 pH为 6–8，在 50 °C及 6%盐度以下酶活性几乎不受影响。此外，Cu(II)和 Ag(I)等金属离

子能够抑制蛋白酶的活性。【结论】该菌株 H-16为嗜中温菌株，能够产生碱性蛋白酶。 
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蛋白酶是一组能够催化水解肽键的酶，其广

泛存在于动物内脏、植物茎叶及果实和微生物中。

蛋白酶按照其反应的最适 pH值，可分为酸性蛋白

酶、碱性蛋白酶和中性蛋白酶[1]。蛋白酶作为最重

要的工业酶之一，占据着超过 65%的工业酶市  

场[2–3]，其中微生物产蛋白酶占据世界工业酶总量

的 40%[4]。在过去的几十年里，一些产蛋白酶的

微生物陆续被发现，如真菌类中的霉菌及酵母  

菌 [5–7]等，细菌中的枯草芽孢杆菌属 (Bacillus 

subtilis)[8–9]，盐单胞菌属(Halomonas)[10]和短芽孢

菌属(Brevibacillus)[11]等。近年来，世界各地对蛋

白酶的需求呈现上升的趋势，人们愈发关注高产

蛋白酶菌株的研究。倪永清等[12]从天山一号冰川

底部筛选得到 27株产蛋白酶的耐低温菌株。陈明

霞等[13]从北极海水样品中分离出 68 株产低温蛋

白酶菌株。如何获得新的高产蛋白酶菌株，如何

利用基因工程改造菌株以提高菌株产蛋白酶能

力，如何优化菌株发酵生产蛋白酶条件，这些越

来越成为当前研究的热点。 

本文鉴于中国民间采用无虫柔嫩经消毒后的
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丝茅草来发酵豆制品的传统方法，制得的豆豉产

品中氨基酸含量丰富且口味一绝的特点，通过定

向驯化的方法，从恩施土家族苗族自治区民间酿

造用的丝茅草表面筛选得到 1 株能够代谢黄豆和

酪素并能产生蛋白酶的菌株，对该菌株进行了初

步的分类鉴定和最佳生长条件的确定。此外，对

该菌的产酶特性和环境因子对该蛋白酶活性的影

响进行了初步探讨，以期为该蛋白酶大规模生产

和保存奠定理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  主要培养基 

基础培养基(g/L): 干酪素 4.000，CaCl2 0.002, 

FeSO4·6H2O 0.002, MgSO4·7H2O 0.500, KH2PO4 
0.360, Na2HPO4·10H2O 1.070, ZnCl2 0.014, NaCl 

0.160, pH 7.0–7.2。 

牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 3，胰蛋白

胨 10，NaCl 5，pH 7.0–7.2。 

LB培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母浸出物 5，

NaCl 10，pH 7.0–7.2。 

1.2  微生物群落结构分析 

将少许丝茅草剪碎并用无菌水浸湿，将其加

入盛有 20 g左右煮熟的黄豆的锥形瓶里，转动锥

形瓶使丝茅草与黄豆充分接触，然后将锥形瓶置

于 30 °C下培养 10–14 d。 

待黄豆霉变后，加入 20 mL 无菌水并于   

200 r/min下振摇 1 h。按照 1%的接种率，将菌悬

液分别接种于基础培养基与牛肉膏蛋白胨培养

基，于 30 °C、200 r/min下培养 5 d。待培养结束

后，取 5 mL菌液送上海美吉生物医药科技有限公

司进行高通量测序，以确定来源于丝茅草表面的

微生物在不同培养条件下微生物群落结构的    

改变。 

1.3  产蛋白酶菌株的筛选 

吸取 5 mL上述菌悬液，接种至 100 mL基础

培养基里，30 °C、200 r/min下培养 5 d。待培养

结束后，按 10%的接种率将菌液接种于新的基础

培养基里，于相同条件下培养 4 d，依此驯化 5个

循环。 

将驯化结束后的菌液进行梯度稀释，吸取

10–5、10–6、10–7和 10–8稀释度的菌液各 0.1 mL，

均匀涂布于固体基础培养基上，然后置于 30 °C

培养箱中培养 1 d。挑取平板上长势较好的单菌

落，划线于固体基础培养基平板上，依此挑取单

菌落划线传代培养 6次。 

挑取 1 个传代纯化多次后的单菌落，接种于

100 mL 基础培养基中，30 °C、200 r/min 培养   

24 h。待培养结束后，吸取 2 mL菌液，于 12000 r/min

离心 2 min。吸取 1 mL离心后的上清液，加入 2 mL

预先于 37 °C温育的 0.5%酪素溶液，37 °C水浴

30 min。随后加入 3 mL 10% TCA溶液终止反应，

然后于 12000 r/min离心 5 min。吸取 1 mL上清液，

测定 L-Tyr含量。此外，以不加 0.5% 酪素为空白

对照，测定 L-Tyr含量。L-Tyr标准曲线的制作参

照姜锡瑞等[14]的方法。 

蛋白酶活定义：在 37 °C下，每分钟水解酪素

产生 1 μg L-Tyr为 1个酶活力单位(1 U)。 

酶活力(U/mL)=N(C-C0-C1)/t，N为酶液稀释倍

数，C为实验组 L-Tyr浓度(μg/mL)，C0为 0.5%酪

素中 L-Tyr 浓度(μg/mL)，C1为对照组 L-Tyr 浓度

(μg/mL)，t为反应的时间(min)。 

1.4  菌株 H-16生理生化鉴定 

挑取菌株 H-16的 1个单菌落，接种于不同的培

养基中，观察培养基颜色的变化。生理生化指标[15]

包括 VP试验、淀粉水解试验和甲基红试验等。 
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1.5  菌株 H-16分子鉴定 

使用 TIANGEN DNA 提取试剂盒(天根生化

科技，北京)提取 H-16细菌总 DNA。参照文献[16]

里的方法扩增菌株 16S rDNA，吸取 50 μL PCR产物

送武汉擎科创新生物科技有限公司测序。将测得的

16S rDNA 序列上传至 NCBI 中与已知菌株的 16S 

rDNA比对，使用MEGA 6[17]软件构建系统进化树。 

1.6  菌株 H-16最适生长条件确定 

挑取菌株 H-16的 1个单菌落，接种于 100 mL 

LB培养基中，37 °C培养 18 h。将菌液于 6000 r/min

离心 10 min，用无菌水洗涤菌体，再用无菌水重悬

菌株至菌液 OD600值为 1。该溶液作为菌株 H-16 种

子菌液备用，并采取1%的接种率应用于后续实验中。 

1.6.1  氮源对菌株 H-16生长的影响：分别将胰蛋

白胨 (Tryptone)、酵母浸出物 (Yeast extract)、

NaNO2、KNO3、NHCl4、尿素 (Urea)或甘氨酸

(Glycine) 按 1% (W/V)加到基础培养基里。将菌株

H-16接种于上述 7种培养基(pH 7)中，于 30 °C、

200 r/min培养 24 h后测定 OD600。 

1.6.2  碳源对菌株 H-16生长的影响：选用确定的

最佳氮源，加至基础培养基中以替代干酪素。分

别将葡萄糖 (Glucose)、蔗糖 (Surcose)、α-乳糖

(α-Lactose)、麦芽糖(Maltose)、海藻糖(Trehalose)、

D-木糖 (D-xylose)、甘露醇 (Mannitol)或山梨醇

(Sorbitol)按 1% (W/V)加到基础培养基里。将菌株

H-16接种于上述 8种培养基(pH 7)中，于 30 °C、

200 r/min培养 24 h后测定 OD600。 

1.6.3  温度对菌株 H-16生长的影响：选用确定的

最适氮源和碳源，加至基础培养基(pH 7)中，将菌

株 H-16接种至培养基中，分别于 15、20、25、30、

35、40、45 °C，200 r/min培养 24 h后测定 OD600。 

1.6.4  pH对菌株 H-16生长的影响：选用确定的

最佳氮源和碳源的基础培养基，调节培养基初始

pH 值为 4、5、6、7、8、9、10，于最适温度、       

200 r/min培养 24 h后测定 OD600。 

1.6.5  菌株生长曲线的确定：按 1%接种率，将菌

株 H-16种子菌液接种于含最佳氮源、最佳碳源、

最佳 pH 的基础培养基里，于 200 r/min、最适温

度下培养 48 h，每 4 h取样测定菌液的 OD600。 

1.7  菌株 H-16蛋白酶表达 

1.7.1  蛋白酶活力测定：将菌株 H-16 种子菌液

(OD600=1)按 1%接种率接种于基础培养基中，  

200 r/min、30 °C培养 48 h，每 12 h取样测定菌液

OD600和蛋白酶活力。 

1.7.2  蛋白酶位置确定：吸取 10 mL 上述菌株

H-16培养 24 h后的菌液，12000 r/min离心 2 min，

保留上清液(发酵上清液)。菌株 H-16 先用无菌水

洗涤 2次后，再用 5 mL无菌水重悬，干冰上超声

破碎 10 min (25 W，工作 5 s，间隔 5 s)，12000 r/min

离心 2 min，保留上清液(超声上清液)和沉淀(全菌

蛋白)。发酵上清液、超声上清液和全菌蛋白经

SDS-PAGE 和 PAGE 分析后以确定蛋白酶存在的

位置和分子量大小。 

1.8  蛋白酶特性研究 

吸取 100 mL菌株 H-16于基础培养基里培养

24 h后的菌液，离心收集上清液。上清液于–20 °C

保存。 

吸取 1 mL 发酵上清液于不同试管中，加入  

1 mL缓冲液，调节 pH至 4、5、6、7、8、9。pH 

4–5，使用 50 mmol/L HAc-NaAc缓冲液调节；pH 

6–9，使用 50 mmol/L Tris-HCl调节。吸取 1 mL

发酵上清液于不同试管中，分别于 20、30、40、

50、60、70 °C温育 30 min。吸取 1 mL发酵上清

液于不同试管中，用 NaCl调节盐度至盐度为 2%、 
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4%、6%、8%、10%、12%。吸取 1 mL发酵上清

液于不同试管中，依次加入 0.01 mL 1 mol/L 的

Ni(II)、Ca(II)、Cu(II)、Mn(II)、Ag(I)、Co(II)、Fe(III)、

Zn(II)或 Li(I)溶液。以上各混合物于 37 °C 预热   

5 min后，加入 2 mL 0.5%酪素溶液，37 °C反应

30 min。待反应结束后，加入 3 mL 10% TCA溶液

终止反应。12000 r/min离心 2 min，吸取 1 mL上

清液测定蛋白酶活力。 

相对酶活力(%)=100%×处理后酶活力(U/mL)/

初始酶活力(U/mL)。 

2  结果和分析 

2.1  微生物群落结构的变化 

图 1 揭示了来源于丝茅草的细菌在基础培养

基(记为 Casein)和牛肉膏蛋白胨培养基(记为 Beef 

tryptone)里培养 5 d后微生物群落结构在门与属分

类水平上的差异。在门分类水平上(图 1-A)，牛肉

膏蛋白胨培养基里的厚壁菌门(Firmicutes)相对丰

度(78.68%)明显高于变形菌门(Proteobacteria)相对

丰度 ( 2 1 . 2 6 % )，而基础培养基里的变形菌门 

 

 
 

 
 

图 1.  16S rRNA 基因高通量测序确定不同驯化条件下微生物群落结构改变 

Figure 1.  Microbial community structure shift during acclimation as determined by Illumina sequencing of 16S 
rRNA genes. A: Relative abundance of 16S rRNA gene sequences classified to phylum levels; B: Relative 
abundance of 16S rRNA gene sequences classified to genus levels. 
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(Proteobacteria)相对丰度(79.93%)明显高于厚壁菌

门(Firmicutes)相对丰度(19.99%)，其他门类细菌的

相对丰度明显较小。在属分类水平上(图 1-B)，球

形 芽 孢 杆 菌 属 (Lysinibacillus) 、 短 杆 菌 属

(Brevibacillus)、不动细菌属(Acinetobacter)、芽孢

杆菌属(Bacillus)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)和

肠杆菌属(Enterobacter)出现在上述 2 种培养基里

且其相对丰度不同。其中在牛肉膏蛋白胨培养基

里，短杆菌属(Brevibacillus)的相对丰度(54.05%)

明显高于其他属细菌的相对丰度；在基础培养基

里，不动细菌属(Acinetobacter)的相对丰度(79.83%)

明显高于其他属细菌的相对丰度。 

2.2  菌株 H-16的鉴定 

菌株 H-16为革兰氏阴性细菌，其 VP试验、

甲基红试验、尿素水解试验、产氨试验、过氧化

氢接触试验和丙二酸盐试验均显示出阳性反应

(表 1)，其淀粉水解试验、柠檬酸试验、吲哚试验、

明胶液化试验和硫化氢试验均呈现出阴性反应。

此外，其能够代谢利用葡萄糖、α-乳糖、D-木糖、

海藻糖、鼠李糖、蔗糖、麦芽糖、山梨醇和甘露

醇，不能够分解代谢乙醇、甲醇、草酸、乙酸钠

和酒石酸钾钠。基于生理生化特征，菌株 H-16初

步认定属于 Escherichia属。 

菌株 H-16的 16S rRNA序列上传到 NCBI与已

知菌株 16S rRNA序列进行比对，该 1503 bp的 16S 

rRNA片段与已知的菌株 Escherichia marmotae strain 

HT07301 的 16S rRNA (Accession number: NR 

136472.1) 显示出 99%相似度。菌株 H-16 和

Escherichia marmotae strain HT073016处在系统进化

树的同一分支上(图 2)。基于生理生化实验和 16S 

rRNA 序列分析，菌株 H-16 可鉴定为 Escherichia 

marmotae。 

 

表 1.  菌株 H-16 主要的生理生化特征 

Table 1.  Main physiological-biochemical properties of strain H-16 

Objects Results Objects Results 

Gram stain – Utilization of α-lactose + 

Voges-Proskauer test + Utilization of sucrose + 

Methyl red test + Utilization of D-xylose + 

Starch hydrolysis test – Utilization of maltose + 

Citrate salt test – Utilization of trehalose + 

Indole test – Utilization of rhamnose + 

Production of ammonia test + Utilization of sorbitol + 

H2S test – Utilization of mannitol + 

Urea hydrolysis test + Utilization of methanol – 

H2O2 exposure test + Utilization of ethanol – 

Gelatin liquefaction test – Utilization of oxalic acid – 

Malonate test + Utilization of sodium acetate – 

Utilization of glucose + Utilization of potassium sodium tartrate – 

+：positive reaction；–：negative reaction. 
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图 2.  基于 16S rRNA 序列的系统进化树 

Figure 2.  The phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences. Numbers at the nodes represented the bootstrap 
values based on neighbor-joining analyses of 1000 resampled datasets. The scale bar represented 0.5% sequence 
divergence. 

2.3  环境因子对菌株 H-16生长的影响 

如图 3-A所示，菌株 H-16在含胰蛋白胨或酵

母浸出物培养基中的生长明显优于在含 NaNO2、

Urea、Glycine或 NHCl4 (P<0.01)和 KNO3 (P<0.05)

培养基中的生长。菌株 H-16在这 7种氮源的培养

基里呈现出如下的生长顺序：胰蛋白胨>酵母浸出

物>KNO3>NaNO2>NHCl4>Urea>Glycine。因此，

菌株 H-16利用有机氮源的偏好大于无机氮源，且

不同的氮源对于菌株 H-16的生长有明显的影响。

在这 7种氮源中，胰蛋白胨最适合菌株 H-16生长。 

如图 3-B所示，菌株 H-16在含蔗糖、海藻糖

或甘露醇培养基中的生长明显高于在含葡萄糖、

α-乳糖、麦芽糖、D-木糖或山梨醇培养基中的生

长(P<0.01)。由此可见，蔗糖是菌株 H-16 生长的

最佳碳源。 

如图 3-C所示，菌株 H-16能够在较宽温度范

围内生长且呈现出不同的生物量。菌株在 30 °C

或 35 °C下生长得最好，明显优于在 15 °C、20 °C

或 40 °C (P<0.01)，25 °C (P<0.05)的生长情况。

由此可见，菌株 H-16是一种嗜中温的细菌，30 °C

或 35 °C可作为其生长的最佳温度。 

如图 3-D所示，菌株 H-16在 pH 6、7和 8生

长得较好，在 pH 5和 9的生长明显较差(P<0.01)，

在 pH 4生长得最差(P<0.01)。因此，pH 7为菌株

H-16生长的最佳 pH。 

菌株 H-16 在含胰蛋白胨和蔗糖的基础培养基

(pH 7) 30 °C的生长曲线如图 3-E所示，菌株 H-16

经过短暂的调整期(从 0至 4 h)后，其逐渐进入对数

生长期(4至 24 h)，随后菌株的生长速率降低而进入

稳定期。根据菌株 H-16的生长曲线，培养 20 h后

的菌株可以作为起始菌株进行扩大培养。 

2.4  蛋白酶活力 

如图 4所示，菌株 H-16于基础培养基里培养

48 h后，发酵上清液的酶活力和菌液的 OD600随培

养时间变化而变化。发酵上清液蛋白酶活力于第

24 h时达到最大酶活 4.32 U/mL，然后逐渐降低至

第 48 h下的 2.59 U/mL。由此可见，当菌株生物

量达到最大时(培养至第 24 h)，菌株 H-16分泌的

蛋白酶酶活最高，这为菌株 H-16大规模生产蛋白

酶提供了指导意义。 
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图 3.  菌株 H-16 在不同培养条件下的生物量 

Figure 3.  Biomass of strain H-16 in different conditions. A: the effect of nitrogen source on growth characteristics 
of strain H-16; B: the effect of carbon source on growth characteristics of strain H-16; C: the effect of temperature 
on growth characteristics of strain H-16; D: the effect of pH on growth characteristics of strain H-16; E: the growth 
curve of strain H-16 in optimum condition. The results were the mean values of three replicates, error bars 
represented standard error. 
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图 4.  菌株 H-16 培养 48 h 发酵上清液的酶活力 

Figure 4.  The enzyme activity of fermentation 
supernatant during strain H-16 cultured for 48 h. The 
results were the mean values of three replicates, error 
bars represented standard error. 

 

2.5  电泳确定蛋白酶位置 

如图 5 所示，菌株 H-16 于基础培养基和 LB

培养基中培养 24 h后，各组分溶液经 SDS-PAGE

检测(lane 1–5)，来源于基础培养基的发酵上清液

(lane 3)于 70 kDa 附近有一条带，来源于 LB 培 
 

 
 

图 5.  电泳检测蛋白酶 

Figure 5.  Detection of protease by electrophoresis. M: 
prestained protein ladder; lane 1: whole bacterial protein 
of strain H-16 in casein medium; lane 2: fermentation 
supernatant of strain H-16 in LB medium; lane 3: 
fermentation supernatant of strain H-16 in casein medium; 
lane 4: casein medium; lane 5: ultrasonic fermentation of 
strain H-16; lane 6: ultrasonic fermentation of strain H-16; 
lane 7: casein medium; lane 8: fermentation supernatant 
of strain H-16 in casein medium; lane 9: prestained 
protein ladder. 

养基的发酵上清液(lane 2)里并未出现该条带。各

组分溶液经 PAGE检测知(lane 6–9)，来源于基础培

养基的发酵上清液(lane 8)于 70 kDa 附近有一条

带。由此可知，该分子量约 70 kDa的蛋白可能为菌

株 H-16分泌的蛋白酶，且该蛋白酶为单亚基蛋白。 

2.6  蛋白酶活特性研究 

如图 6-A所示，菌株 H-16分泌的蛋白酶经不

同 pH缓冲液处理后，其在 pH 6、7 和 8能够保

持较大的酶活，相对酶活均超过 90%。在 pH 4、5

和 9，该蛋白酶的相对酶活分别为 36.15%、52.14%

和 76.32%。该结果表明，菌株 H-16 产生的蛋白

酶最适 pH为 6–8。 

如图 6-B所示，菌株 H-16产生的蛋白酶活性

几乎不受低温(≤40 °C)的影响，当温度达到 50 °C

和 60 °C时，相对酶活分别为 85.67%和 45.32%。

当温度高达 70 °C时，该蛋白酶活性几乎丧失，相

对酶活仅为 18.56%。高温能够改变蛋白酶的空间

结构，进而影响酶的活性。菌株 H-16分泌的蛋白

酶只能在中温(≤50 °C)下维持较大的酶活力。 

如图 6-C 所示，低盐度(≤6%)不影响该蛋白

酶的活性，高盐度(≥8%)影响该蛋白酶的活性。

高浓度的 NaCl破坏了蛋白酶的双水层和双电层，

进而影响了蛋白酶的溶解度，因而酶活发生改变。 

如图 6-D 所示，终浓度均为 10 mmol/L 的

Ni(II)、Cu(II)、Mn(II)、Ag(I)、Co(II)、Fe(III)、

Zn(II)和 Li(I)对菌株 H-16 产生的蛋白酶的活性具

有明显的 (P<0.05)抑制作用 (相对酶活均小于

80%)，特别是 Cu(II)和 Ag(I)能够强烈地抑制该蛋

白酶的活性，相对酶活分别为 45.26%和 31.78%。

该浓度下 Ca(II)对蛋白酶活没有显示出抑制作用。

该蛋白酶活性中心可能含有能与金属离子结合的

基团，因而当其处于这些金属离子溶液中时，该蛋

白酶活性中心结构发生改变，进而影响蛋白酶活。 
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图 6.  不同条件下蛋白酶的相对酶活 

Figure 6.  Relative enzyme activity of protease in different conditions. A: the effect of pH on enzyme activity of 
protease; B: the effect of temperature on enzyme activity of protease; C: the effect of salinity on enzyme activity of 
protease; D: the effect of metal ion on enzyme activity of protease. The results were the mean values of three 
replicates, error bars represented standard error. 
 

3  讨论 

本实验通过选择性培养基筛选到 1 株产碱性

蛋白酶菌株 Escherichia marmotae H-16，该研究首

次报道了 Escherichia marmotae能够分泌蛋白酶。最

新研究发现，假单胞菌属(Pseudomonas)[12]、黄杆菌

属(Chryseobacterium)[13]和肠杆菌属(Enterobacter)[16]

等中亦存在一些产蛋白酶的细菌。此外，在细菌

驯化的过程中，发现微生物群落结构在不同培养

基里发生了改变，这为定向富集某类细菌提供了 

指导意义。 

碳源、氮源、温度和 pH等环境因子能够影响

细菌的生长[18]。有机氮比无机氮营养丰富，因而

菌株 H-16在有机氮中生长得较好。不同种类的碳

源具有不同的组成和底物分解率，因而决定菌株

H-16对不同种类碳源的吸收利用率不同。当蔗糖、

海藻糖或甘露醇作为底物时，菌株 H-16高效地吸

收和降解这些糖类使细胞处于“饱食”状态，因

此菌株H-16能够快速完成生长和增殖而不消耗自

身的能量和物质。当葡萄糖、乳糖、麦芽糖、D-

木糖或山梨醇作为底物时，这些糖类较慢地被菌

株 H-16吸收和降解且细胞处于“饥饿”状态，因

而菌株H-16为维持基本的代谢而消耗自身的物质

和能量。温度和 pH影响蛋白质结构和酶促反应速
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率，进而影响细菌的生长。菌株 H-16 最适生长温

度为 30 °C或 35 °C，最适生长 pH为 7，这与沙雷

氏菌 A29-2
[18]表现出的耐冷性质有所不同。 

菌株H-16在基础培养基中培养 24 h后的酶活

可达最大值 4.32 U/mL，该菌株表达出的蛋白酶酶

活虽远远不及库德里阿兹威毕赤酵母菌[19]在优化

条件下表达出的蛋白酶酶活(2504.8 U/mL)，但菌

株H-16在最佳条件下培养后或经过基因工程改造

后可能获得较为可观的蛋白酶活力。 

SDS-PAGE和 PAGE检测发现，菌株 H-16能

够生成分子量大小为 70 kDa的单亚基蛋白酶。来

源于动物的胃蛋白酶为 35 kDa，胰蛋白酶 24 kDa；

来源于植物的木瓜蛋白酶为 23 kDa。马俊阳等[6]

从米曲霉分离出两组蛋白酶组分，分子量为 37 kDa

和 45 kDa。由此可见，菌株 H-16分泌的蛋白酶可

能为一种新型的蛋白酶。 

菌株H-16分泌的蛋白酶能在 pH 6–8保持较大

的酶活，该蛋白酶处于低温(≤50 °C)和低盐度(≤6%)

下仍能保持较大酶活，这与 Enterobacter hormaechei 

2N01[16]表达出的蛋白酶具有相似的酶学性质。此外，

Ni(II)、Cu(II)、Mn(II)、Ag(I)、Co(II)、Fe(III)、Zn(II)

和 Li(I)均能抑制该蛋白酶活性。这些酶学特性的

确定为该酶的使用和保存提供了借鉴意义。 
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Isolation and identification of an alkaline protease producing 
strain and study on enzymatic properties 

Wenjie Wan, Zhijun Xue, Zewen Zhang, Xiaohua Li, Guojun Cheng, Donglan He* 
College of Life Sciences, South-Central University for Nationalities, Wuhan 430074, Hubei Province, China 

Abstract: [Objective] We isolated and identified a protease producing bacterium from Rhizoma Imperatae. 

[Methods] The species and abundances of bacteria from Rhizoma Imperatae were determined by high-throughput 

sequencing. The protease producing strain was screened by using selective medium containing casein. Besides, the 

effects of environmental factors on bacterial growth and protease activity were determined by single factor 

experiment. [Results] A protease producing strain H-16 was isolated from selective medium and identified as 

Escherichia marmotae by physiological-biochemical experiments and 16S rDNA sequence analysis. Strain H-16 

could produce a protease with molecular weight of about 70 kDa. Tryptone, sucrose, 30 °C or 35 °C, and pH 7 were 

the optimum nitrogen source, carbon source, temperature, and pH, respectively, for the growth of strain H-16. The 

protease produced by strain H-16 exhibited optimum activity for casein between pH 6 and 8, and it did not lose 

much enzyme activity under the conditions of below 50 °C and less than 6% salinity. In addition, Cu(II), Ag(I), and 

other metal ions could inhibit the activity of the protease. [Conclusion] Strain H-16 could be a good candidate for 

protease production. 

Keywords: protease, strain screening, molecular identification, enzymatic properties 
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