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嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．产胞外蛋白酶特性及其酶学性质

高瑞昌，赵梦琴，石彤，崔恒林，袁丽+

(江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江，212013)

摘 要 对嗜盐古生茵Halobacteriaceae sp．生长过程中的产酶特性做了初步研究，并研究了其胞外蛋白酶的理

化特性。试验结果表明：嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．生长周期较长，从对数期开始分泌大量胞外蛋白酶；胞

外蛋白酶的最适酶解反应温度是60℃；该蛋白酶具有较好的热稳定性，70℃条件下放置60 min，酶活力基本保

持不变；最适反应pH为7．5，在pH 6．5～8．5范围内酶活力保持稳定；此蛋白酶对NaCl耐受性不强，NaCl浓度

超过2 moL／L时，酶活力被显著抑制(P<0．01)；金属离子Ca“对蛋白酶活力具有激活作用，可以增强蛋白酶热

稳定性；Mn“则对蛋白酶活力具有抑制作用，而K+与Mg“对蛋白酶活力无影响；1．31 moL／L异丙醇以及1

mmoL／L DTNB对酶活力基本无影响，5 mmoL／L的EDTA严重抑制其蛋白酶活力，1 mmoL／L的PMSF则使其完全

失活，说明此酶可能是一种金属依赖性的丝氨酸蛋白酶。
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极端微生物是一类在包括高温、高盐、高酸、高碱

和高压的极端环境中可以存活的生物体。它是在恶

劣条件中仍然有活性和功能的酶的重要来源。现在

所研究的极端微生物主要有：嗜热微生物、嗜冷菌和

耐冷菌、极端嗜酸微生物、嗜碱微生物、嗜盐微生物、

嗜压微生物等⋯。嗜盐细菌是生长在盐湖、盐碱土、

盐沼、海水和盐场等高盐环境下的微生物旧1，其生长

环境必须要有一定浓度NaCl的存在，Na+对嗜盐古

生菌维持其细胞壁稳定性，防止细胞被裂解等有重要

作用。

胞外酶是微生物生长过程中所分泌的主要代谢

产物。嗜盐古生菌在生长过程中分泌的胞外蛋白酶

具有一定的耐盐性，且在高盐条件下也可以完成催化

反应。UDOMSIL等人利用添加一种嗜盐球菌作为发

酵剂以提高鱼露风味，添加嗜盐球菌可以对鱼露中氨

基酸残基的侧链进行修饰、增加挥发性物质，并且可

以减少鱼露产品中生物胺成分∞o。另外，DE等人对

Natrialba等属的嗜盐古生菌的产胞外蛋白酶酶的特

性进行了研究H’。国内也有研究者开始以丰富的嗜

盐古生菌为资源进行了胞外蛋白酶筛选研究。石万

良等报道了嗜盐古生菌(Natrinema sp．)R625所产胞
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外蛋白酶的特性¨1。高瑞昌等对嗜盐古菌Halogra—

hum rubn,tm R02．11所产胞外蛋白酶的特性进行了报

道哺]。嗜盐古生菌独特的生存环境也造就了其胞外

蛋白酶的特殊性质，为其在特殊领域的应用提供了天

然保障，如高盐发酵工业、洗涤和污水处理行业等。

但是相对于资源丰富的嗜盐古生菌，对其特有蛋

白酶资源的研究与利用还处于起步阶段。课题组前

期从台北盐场分离鉴定了一株嗜盐古生菌Halobacte．

riaceae sp．，本研究在其基础上对该菌产胞外蛋白酶

的能力及其酶学性质进行初步研究，为进一步纯化鉴

定以及在高盐发酵食品工业中的应用提供基础。

1 材料与方法

1．1原料与仪器

嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．分离自台北盐

场；LRH-250培养箱，上海一恒科技有限公司；超净

台，苏州净化设备有限公司；TE612．L电子天平，赛多

利斯科学仪器(北京)有限公司；HH．S：数显恒温水浴

锅，金坛市医疗仪器厂；BCD．227SF(NR—B2356)松下

冰箱，无锡松下冷机有限公司：FE20．K酸度计，梅特

勒一托利多仪器(上海)有限公司。

1．2嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．的培养

以4％的比例将活化后的嗜盐古生菌Halobacte-

riaceae sp．接种到250 mL的NOM培养基中。NOM

培养基成分(g／L)：酵母提取物0．05，鱼蛋白胨

0．25，甲酸钠0．25，醋酸钠0．25，丙酮酸钠0．25，KCl

2016年第42卷第11期(总第347期)J 65

 



■圈冒雹幽!!!!!!!堕!!!!!!!!!!!型塑!!堕I
5．4，CaCl2 0．29，NH4 C1 0．27，MgS04·7H2 O 26．8，

MgCl2·6H20 23，NaCl 184，K2HP04 buffer 2 mL／L。

接种后，将培养液于37℃的恒温培养箱中160 r／min

培养，每隔24 h在无菌超净台上取出10 mL菌液，以

NOM培养基为空白对照，用分光光度计在波长550

nm处测定吸光度。将剩余菌液在9 000 r／min离心

15 min(4℃)除去菌株，取上清液作为酶液备用。

1．3蛋白酶活力的测定

参考ZBX 66030--1987"1，用福林酚法测定蛋白

酶活力。将酶液用相应的缓冲液稀释2倍，取4支干

净的试管，标号0，1，2，3。在每一支试管中准确加入

1 mL酶液，然后向0号管中加入2 mL 0．4 mol／L的

TCA，在水温60℃下，将酶液和2％酪蛋白分别预热

5 rain，然后向每一支试管里准确加人1 mL酪蛋白，

在60℃下反应20 rain后，立即向试管中加入0．4

mol／L的TCA 2 mL以终止反应。在室温下静置10

min后，5 000 r／min离心15 min，接着分别取1 mL的

反应液于干净的试管中，加入5 mL 0．4 mol／L的

Na：CO，，1 mL福林酚，40℃下显色20 min后，以0管

为空白，在波长680 nm处测定吸光度。酶活力单位

定义为1 mL的酶液在特定的温度，适当的pH条件

下，每分钟水解酪蛋白产生1斗g酪氨酸为1个酶活

力单位，以U表示。

1．4 酶学性质的测定

1．4．1 蛋白酶的热稳定性测定

将酶液在40、50、60、70、80、90℃下分别放置

20、30、40、50、60 rain，然后参照1．3所述测定其酶

活力。

1．4．2蛋白酶的最适反应温度

将酶液分别在45、50、55、60、65、70、75、80℃下

与底物进行反应，然后参照1．3所述测定其酶活力。

1．4．3蛋白酶的酸碱稳定性

将酶液的pH分别调至6．0、7．0、8．0、9．0，于最

适温度下放置20、30、40、50、60 rain后，将再将酶液

pH调整到最适pH，然后参照1．3所述测定其酶

活力。

1．4．4蛋白酶的最适反应pH

用50 mmol／L的乳酸．乳酸钠缓冲液将反应液的

pH调整到6．0和6．5，用50 mmol／L的Tris—HCl缓冲

液将粗酶液的pH调整到7．0、7．5、8．0、8．5和9．0，

用50 mmol／L硼砂一NaOH缓冲液将酶液的pH调整

到9．5和10．0，再与相应pH的底物在最适温度下反

应，然后参照1．3所述测定其酶活力。

1．4．5 NaCl对蛋白酶活力的影响

向反应体系中加入不同量的NaCl，使NaCl在反

应体系中的终浓度为0．5、1．0、1．5、2．0、2．5、3．0

mol／L，将反应液在最适温度和最适pH下反应，然后

参照1．3所述测定其酶活力。

1．4．6 金属离子对蛋白酶活力的影响

向反应液中分别加入不同量的K+，Ca2+，M92+，

Mn2+，使其K+和Mg“在反应液中的终浓度分别为

5、10、15、20、25 mmol／L。使ca2的终浓度为1、3、5、

10、15、20、25 mmol／L。使Mn2+的终浓度分别为1、

2、3、4、5 mmol／L，在最适温度和最适pH下与底物反

应，然后参照1．3所述测定其酶活力。

1．4．7 Ca“对蛋白酶稳定性的影响

向50 mmol／L pH 8．0的Tris．HCI缓冲液中加入

Ca2+，用此缓冲液对酶液进行稀释，使Ca2+在反应体

系中的终浓度为5 mmol／L，将含有Ca2+的酶液在50

℃下分别放置20、30、40、50、60 min后，分别取出酶

液在最适温度和最适pH下与底物反应，用福林酚法

参照1．3所述测定其酶活力。空白对照为缓冲液中

不加Ca“。

1．4．8 添加剂对蛋白酶活力的影响

向反应体系中加入不同的添加剂，使其在反应体

系中的终浓度分别为EDTA：5 mmol／L；isopropanol：

1．31 mol／L；PMSF：1 mmol／L；DTNB：1 mmol／L。然

后在所得的最适反应条件下与底物酪蛋白进行反应，

参照1．3所述测定其残留酶活，空白为不含添加剂的

反应体系。

1。4。9数据分析

用Excel2003进行数据处理以及作图，并用

SPSSl8．0进行显著性分析。

2 结果与讨论

2．1嗜盐古生茵Halobacteriaceae sp．生长曲线及

产胞外蛋白酶的特性

由图1可知，嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．菌

株生长周期比较长，在生长前期就开始分泌胞外蛋白

酶。从对数期开始，胞外蛋白酶含量达到最高且稳

定。胞外蛋白酶的生成与嗜盐古菌的生长状态密切

相关，且只有达到生长稳定期才能获得大量的蛋白

酶。石万良等人研究的极端嗜盐古生菌(Natrinema

sp．)R6—5胞外嗜盐蛋白酶也在对数生长期就可以检

测到酶活，并且也是到达稳定期时活性最高"1。

2．2 蛋白酶的最适反应温度与热稳定性
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图1 嗜盐古生菌Halobacteriaceae 8p．生长曲线及产胞外

蛋白酶特性

Fig．1 Growth curve of Halobacteriaceae sp．and production

of extracellular protease

由图2．a可知，嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．

的胞外蛋白酶在45—75℃内均有催化活性，但在60

℃时，蛋白酶活力最高。因此，此胞外蛋白酶的最适

反应温度应为60℃。已有部分报道认为古生菌和地

中海嗜盐菌产生的蛋白酶最适催化温度一般为55—

60℃¨。1，这与本研究中嗜盐古生菌Halobacteriaceae

sp．胞外蛋白酶的最适反应温度相对应。

由图2．b可知，蛋白酶在40—70℃水浴放置20

～60 min，酶活力基本保持不变，无显著差异(P>

0．05)。但在80℃放置40 min后则下降了22％(P

<0．01)，60 min后酶活力下降更为显著(P<0．01)。

在90℃下水浴20 min时虽然保持着一定活力，但是

水浴30 rain后，酶活力显著下降了40％(P<0．01)，

而1 h后蛋白酶活力下降了90％。蛋白质的三维空

间结构高度依赖于一级结构氨基酸间的氢键、盐桥、

二硫键等分子间作用力，蛋白酶作为一种蛋白质其活

性依赖于具有特殊空间结构的活性中心，故其活性的

稳定性取决于蛋白质三维空间结构。而加热可以改

变蛋白质空间结构而使蛋白质变性造成蛋白酶失去

活性。本研究显示Halobacteriaceae sp．的胞外蛋白

酶具有较强的热稳定性，可能是由于其分子内部维持

蛋白质结构的各种分子间作用力较强。而在90℃下

放置30 min后，蛋白酶活力下降可能是因为在更高

温度下，能够提供足够的能量从而打破维持蛋白结构

的作用力，造成蛋白质结构发生变化，从而破坏了特

定的活性中心结构，导致酶最终失活¨0|。MARUTHI—

AH等人所报道的海洋芽孢杆菌AP-MSU6所分泌的

胞外蛋白酶，最适反应温度为40℃，其稳定性试验表

明，该酶只在40—50℃时稳定⋯1。高瑞昌等人研究

的嗜盐古生菌Halogranum rubrum R02-11的胞外蛋

白酶酶活力只在30—50℃范围内稳定旧1。而SIN-

SUWAN等人从泰式鱼露中分离出来的枝芽孢杆菌

SK33所分泌的蛋白酶，其蛋白酶活力只在60℃以下

的温度保持稳定¨引。然而，在食品实际发酵过程中

一般要保持一定的温度以控制发酵周期与产品品质，

因此要求所用的发酵剂必须具有较好热稳定性，从而

使蛋白酶能够更好的发挥作用。从试验结果可知，嗜

盐古生菌Halobacteriaceae sp．具有较强的热稳定性，

具有良好的应用前景。
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图2温度对蛋白酶活性的影响

Fig．2 Effect temperature on the protease

2．3蛋白酶的最适反应pH和酸碱稳定性

由图3a可知，嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．的

胞外蛋白酶在pH 6．0～9．0范围内保持着一定的活

力，在pH7．5时表现出最高的催化能力，因此pH 7．5

是最适反应pH，但当pH超过9．5时，蛋白酶基本失

去了活力。一般认为中性蛋白酶的最适pH介于6．0

～7．5，因此可判断此酶应是中性蛋白酶。石万良等

报道的嗜盐古生菌(Natrinema sp．)R625所产胞外

蛋白酶的最适pH是8．0，在pH 9．0时仍保持较高活

力，属于碱性蛋白酶¨1。

由图3b可知，嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．

的胞外蛋白酶在pH 6．0～9．0范围内，酶活力基本稳

定。值得注意的是，pH 8．0时，酶的稳定性比其它

pH下的稳定性要差，但pH 8．0时酶的活力是最高

的。而高瑞昌等报道的嗜盐古菌Halogranum rubrum

R02—11所产胞外蛋白酶在pH 8．0～11．0之间都有

较高的活性并保持相对稳定M1。说明嗜盐古生菌

Halobacteriaceae sp．的胞外蛋白酶是中性蛋白酶，适

!Q!鱼生蔓丝鲞蔓!!塑(篁差丝!塑J 67
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合应用到食品生产中，以及用作工业去污剂等。

pH作为蛋白酶所处环境中最重要的因素之一，

对酶活性产生较大影响。作为蛋白质具有本身的等

电点(PI)，当环境pH接近蛋白酶PI时，会造成蛋白

质沉淀而失去活性。当pH过高或过低时也会通过

改变酶活性中心必须基团的解离程度而影响酶活性，

也可能会通过改变蛋白底物的解离程度而影响酶分

子与其结合，从而影响蛋白酶发挥作用。因此为了使

酶发挥最佳催化效果时必须了解其最适pH及其稳

定性．并在实际应用中合理控制催化环境。
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a一蛋白酶的最适pH；b一蛋白酶的酸碱稳定性

图3 pH值对蛋白酶活性的影响

Fig．3 Effect of pH ON protease activity

2．4 NaC!对蛋白酶活性的影响

极端嗜盐菌居住在含盐丰富的场所，例如海水、

盐湖、以及高盐食品中。在这些盐浓度极高的环境

中，一些普通微生物无法存活，而极端嗜盐菌的生长

占优势地位。由图4可知，在0．5～1．5 mol／L NaCl

浓度范围内，嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．的胞外

蛋白酶的活力没有受到显著影响(P>0．05)，而当

NaCl浓度达到2，2．5和3 mol／L时，酶活力显著被

抑制(P<0．01)，分别下降了25％，52％，83％。结果

表明嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．的胞外蛋白酶

虽然产于嗜盐菌，却是在无NaCl条件下展示最佳酶

活。高耐盐性是嗜盐古菌的酶的一个特征，这种特征

可以应用在依赖于高盐高渗透压的生物技术上¨3。。

本研究中，该蛋白酶也显示出一定的耐盐特性，在

NaCl浓度在0～1．5 mol／L时酶活力保持稳定，而海

洋芽孢杆菌AP．MSU6所分泌的胞外蛋白酶在NaCI
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浓度为1 mol／L时，酶活力已下降了25％，在NaCl浓

度为1．5 mol／L时酶活力已经下降了50％¨⋯。蛋白

酶之所以能够耐受一定的NaCI可能与其活性中心必

须氨基酸组成有关。氨基酸作为两性分子，在特定的

环境中会因pH值不同而带一定的电荷，会产生静电

斥力，对于蛋白质结构的稳定性具有较重要作用。而

NaCl却具有屏蔽电荷的作用，且随浓度增加屏蔽作

用增强。此蛋白酶在低浓度NaCl条件下静电斥力可

能较强，结构较为稳定，然而当NaCI浓度增加足够高

时，由于屏蔽作用增强，蛋白酶活性中心结构发生变

化或者蛋白酶发生沉淀从而造成蛋白酶活性显著下

降。这种耐盐性在食品发酵中具有重要意义，如在含

盐发酵的食品中，添加极端嗜盐古生菌作为发酵剂既

达到发酵的目的又防止了腐败微生物的生长。将其

应用到鱼露发酵中，其胞外蛋白酶可以在一定盐浓度

的发酵环境中不失活并且发挥催化作用，加速鱼露中

蛋白质的水解。如AKOLKAR等人将极端嗜盐古菌

SPl(1)作为发酵剂，添加到含25％NaCl的鱼露发酵

过程中，结果显示鱼露中的蛋白质、多肽以及仅一氨基

酸含量都比不加菌的李白对照要高¨“。

∽0 I)S l{J l 5 2 0 2．5 3．0

NaCI浓度／(mol·L。)

图4 NaCI浓度对蛋白酶活性的影响

Fig．4 Effect of NaCI concentration on protease activit)

2．5金属离子对蛋白酶稳定性的影响

由图5可知，K+与Mg“对蛋白酶活力基本无影

响，Mn“对蛋白酶活力具有明显抑制作用(P<

0．01)。而Ca“对蛋白酶活性具有激活作用。

Rachadech等人提到浓度为10 mmol／L的Mn“对一

些芽孢杆菌的碱性蛋白酶具有强烈抑制作用¨51。

Kamekura等人提到亚洲嗜盐碱杆菌172P1的胞外蛋

白酶活力不受Mg“的影响¨“。本研究中Mn“对

Halobacteriaceae sp．的胞外蛋白酶活力有抑制作用，

表明该蛋白酶活性中心对重金属离子较为敏感，在离

子作用下发生变性，导致酶活性中心结构发生变化，

引起酶活性的丧失。而同为二价金属离子的M92+对

Halobacteriaceae sp．胞外蛋白酶的活力基本无影响，

显示该蛋白酶对金属离子具有特异的选择性。对于

 



蛋白酶而言，金属离子通常分为激活因子和抑制因

子，主要是通过改变活性中心的结构而改变酶活性，

部分金属离子可能会通过改变底物和酶的结合程度

而改变酶活性。

PHROMMAO等人提出Ca“对Virgibacillus sp．

SK37的胞外蛋白酶活性具有提高作用，Ca2+浓度达

到15 mmol／L时，其蛋白酶活力达到最高ⅢJ。本研

究中Ca2+也对嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．的胞外

蛋白酶活性具有激活作用，当Ca2+浓度从0 mmol／L增

加至5 mmolfL时，对酶活力具有明显促进作用(P<

0．01)。当Ca“浓度大于5 mmol／L时，对酶活力的

促进作用下降，但ca“浓度达到25 mmol／L时的酶

活力仍然比浓度为0 mmol／L时酶活力要高出22％。

因此嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．胞外蛋白酶的

最适反应Ca“浓度为5 mmol／L。MONTRIWONG等

人提到Ca2+会增加蛋白酶结构的柔韧性，从而对酶

活力有激发作用。1驯

俐5 ≯嘶高』i fJ篮¨印1}；fI，／川0影喇

Fig．5 Effect of metal ions on protease activity

2．6 Ca“对蛋白酶稳定性的影响

由图6可知，不添加Ca“的空白对照，在50℃

水浴60 min后，其蛋白酶活力残留率为91．85％，在

此温度下蛋白酶活性的半衰期为8．21 h。而Ca2+浓

度为5 mmol／L时，在50℃水浴60 min后，其蛋白酶

活力残留率为97．01％，蛋白酶活性的半衰期为

23．10 h。结果表明，Ca“可能通过稳定蛋白质构象

而增强蛋白酶的热稳定性，从而有效地延迟酶活力

丧失。

2．7添加剂对蛋白酶活力的影响

由表1可知，经1．31 mol／L的异丙醇处理其残

留酶活力为84％，说明该酶可以耐受一定浓度的有

机溶剂。经1 mmol／L DTNB处理后其残留酶活力为

96％，说明该酶活性中心不含巯基。EDTA作为金属

离子螯合剂具有强烈的螯合作用，可通过螯合ca2+

等金属离子使酶活性中心失去辅助因子，从而起到抑

制蛋白酶作用。本研究中5 mmol／L的EDTA能显著

lm}———{—_壬—{。＼1}一
毋120『
藿1‘哗———1-—卜_h～王—-王
整80}
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Fig．6 Effect of Ca2+on protease activity

抑制嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．的胞外蛋白酶

活性，酶活力与空白相比下降了57％(P<0．叭)。而

PMSF是一种不可逆的丝氨酸蛋白酶特异性抑制剂，

在l mmol／L条件下，该蛋白酶完全失活，说明此酶是

一种丝氨酸蛋白酶。综上可知该蛋白酶应是一种金

属依赖性丝氨酸蛋白酶。JELLOULI等人也曾报道过

地衣芽孢杆菌的丝氨酸蛋白酶受EDTA的强烈抑制，

酶活力与空白相比下降了40％019]。酶的催化反应

体系通常是复杂的，尤其是实际工业生产中常存在一

些其他因素而影响催化反应，因此充分了解某些常见

添加剂对酶活性影响是非常必要的。

表1 添加剂对酶活性的影响

Table 1 Effects of different inhibitors on extracelhlIar

protease

3 结论

嗜盐古生菌Halobacteriaceae sp．能够分泌胞外

蛋白酶，这种蛋白酶具有较强的温度耐受性，并且

Ca2+能够提高其热稳定性；该酶属于一种中性蛋白

酶，具有一定的NaCI耐受性，依赖于Ca2+，能够耐受

一定的异丙醇和DTNB，但被PMSF和EDTA强烈抑

制，因此该酶应该属于一种金属依赖性的丝氨酸蛋

白酶。
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Biochemical characteristics of an extracellular protease secreted

by Halobacteriaceae sp．

GAP Rui-chang，ZHAO Meng—qin，SHI Tong，CUI Heng-lin，YUAN Li
4

(School of Food and Biological Engineering，Jiangsu University，Zhenjiang 212031，China)

ABSTRACT In this paper，the characteristics and the production process of an extracellular protease secreted by

Halobacteriaceae sD．were studied．The strains grew slowly and secreted the maximum protease in Exponential phase．

The optimum reaction temperature for this extracellular protease was 60℃．Further stability experiments showed that

this protease was stable at 40—80 oC．The protease activity was stable in pH range of 6．5—8．5 with an optimum pH

of 7．5．Activity of the protease decreased with addition of NaCl．Among the tested metalions．Ca“induced the ac．

tivity of the protease as well as enhanced its thermal stability．Mn“inhibited the activity of the protease．The activity

of the protease was not affected by K+and Mg“．Slight inhibition of its activity was observed with 1．3 1 mol／L iso．

propanol and 1 mmol／L DTNB．The metallo protease inhibitor EDTA inhibited 57％of protease activity compared with

contr01．The protease activity was completely inhibited by 1 mmoL／L PMSF．The results suggested that the protease

was a metal dependency serine-protease．

Key words Halobacteriaceae sp．；extracellular proteases；enzyme characteristic
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