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蛋白酶的纯化和性质研究
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摘 要：采用 +.E;H,.E;=6I*<@.,G?* !1 亲和层析的方法得到凝胶电泳均一的来自极端嗜盐古生菌（J.H,;=*:. ?<C）K&67
的胞外嗜盐蛋白酶。经 ILI6MNO9 分析该酶亚基分子量为 &$PL.。MQI) 对它的活性完全抑制，表明它是一种丝氨

酸蛋白酶，该酶反应的最适 J.04 浓度为 (:G4RS，最适温度为 !7T，最适 <U 值为 5V%。在高盐条件下能维持高活性

并十分稳定，具有重要的潜在应用价值。
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蛋白酶在生命过程中承担重要的使命，比如胞内非正常

蛋白的清理、转录因子的调控、前体的加工、发育和分化控

制、调节细胞周期和调亡。此外，蛋白酶在生物技术和工业

上也有广泛的应用，比如广泛应用于洗涤剂、食品、医药、制

革、纺织及废物处理等工业领域［#］。蛋白酶制剂主要来源于

微生物。嗜盐古生菌是在高盐条件下生长的一种微生物，它

主要生长在盐湖、盐碱湖、盐沼、死海和盐场等极端离子的环

境中，它是极端环境微生物的一个重要成员，嗜盐古生菌最

显著的生理特征是生长绝对依赖高浓度 J.04，生长最适盐浓

度为 ( ’ !:G4RS J.04［$］。嗜盐古生菌的酶能在高盐的条件下

维持高活性和稳定性，普通的酶在这种条件下会变性而失去

活性。由于嗜盐酶具有这种独特的性质，因此来自于极端嗜

盐古生菌的酶在高盐或者低水活性的条件下具有非常重要

的应用潜力，同时也是生物化学和酶学等基础研究的一个令

人感兴趣的材料。

目前虽然有嗜盐古生菌能分泌胞外嗜盐蛋白酶的报道，

但只有少数几种极端嗜盐古生菌的胞外嗜盐蛋白酶被分离

纯化［(］。我们从湖北应城盐矿分离到一株高产胞外嗜盐蛋

白酶的嗜盐古生菌 K&67，并首次对该菌所分泌的胞外嗜盐蛋

白酶进行了纯化及性质研究。

( 材料和方法

()( 菌种和培养基

()()( 菌种：嗜盐古生菌（!"#$%&’(" ?<C）K& F 7 分离自湖北

应城盐矿。

()()* 培 养 基：每 升 含 J.04 $7%>，Q>IX!·"U$X #%>，0.04$
%V$>，明胶 #%>，酵母抽提物 #>，<U 值 "V7。

()* 蛋白酶活力测定［+］

酶活性的测定：将 #:S 的酶液含有 (:G4RS 的 J.04 和 #Y
的偶氮酪素用 %V#:G4RS 3,;?6U04 调节 <U 值为 5V%，其中含有

(:G4RS 的 J.04 和 #%::G4RS 的 0.04$，于 ("T反应 (%:;=，加入

$%Y的三氯乙酸终止反应，室温放置 #7:;= 后，#$%%%,R:;= 离

心 #%:;= 取上清，测定上清 )*((7 值。该值与先加入三氯乙

酸使酶失活的对照样品的 )*((7值差为酶反应的增加值。一

个酶活力单位（Z）定义为：在上述反应条件下，使反应液上清

)*((7值每分钟增加 %V%%# 个单位所需要的酶量。

(), 酶的分离纯化

(),)( 粗酶液制备：从平板上挑取单菌落于 7:S 上述液体

培养基中培养，("T，$%%,R:;= 培养 &D 后，将新鲜菌液按 #Y
的接种量扩大培养，条件同前，将 7%%:S 发酵液 #$%%% [ > 离

心 #7:;=，除去菌体得到粗酶液。

(),)* +.E;H,.E;=6I*<@.,G?* !1 亲和层析［7］：将粗酶 ("T保温

$@，用 <U5V% 的 #%::G4RS 3,;?6U04，#%::G4RS 0.04$ 和 (:G4RS

J.04 缓 冲 液 透 析。然 后 将 离 心 后 的 酶 液 加 到 平 衡 过 的

+.E;H,.E;=6I*<@.,G?* !1 亲和柱（#V&E: [ $%E:）上，用 #%::G4RS
3,;?6U04，#%::G4RS 0.04$ 和 (:G4RS J.04 缓冲液再洗涤，除去

杂蛋白后用洗脱缓冲液（#%::G4RS 3,;?6U04，#%::G4RS 0.04$，

(:G4RS J.04 和 #7Y 异丙醇）洗脱。

()+ -.-&/012 分析

参照 S.*::4; 等［&］的方法进行。

()’ 蛋白酶性质研究

()’)( 温 度 的 影 响：将 纯 化 的 嗜 盐 蛋 白 酶 分 别 于 (%T、

!%T、7%T、&%T、"%T和 5%T下与底物反应 (%:;=，测不同温

度下的嗜盐蛋白酶活力变化情况。

()’)* <U 值的影响：将底物溶于 <U 分别为 !、7、&、"、5、2、



!"、!! 的缓冲液中，与纯化的嗜盐蛋白酶进行反应，测不同

#$ 值下的嗜盐蛋白酶活力变化情况。

!"#"$ %&’( 浓度的影响：将底物溶于不同的 %&’( 的 #$ 值

)*" 的缓冲液中，与纯化的嗜盐蛋白酶进行反应，测不同 %&’(
浓度下的蛋白酶活力变化情况。

!"#"% 添加剂的影响：将不同浓度的添加剂分别与纯化的

嗜盐蛋白酶在 +,-条件下温浴 +"./0 后测定酶的活性。

& 结果

&"! 产胞外嗜盐蛋白酶菌株的筛选

利用上述培养基添加 !*12的牛奶平板对所分离的极端

嗜盐菌进行初筛，获得了几株产生透明水解圈的分离株；进

一步经摇瓶发酵复筛后，发现其中的 3451 株产生的透明圈

较大，发酵液的活性较高，它的生长和酶的分泌间关系见图

!。从图 ! 中可看出，3451 菌株在对数生长期就可以检测到

胞外嗜盐蛋白酶的活性，随着菌体密度的增加，发酵液上清

的嗜盐蛋白酶活性逐渐增强，到达稳定期时活性最高。

图 ! 胞外嗜盐蛋白酶活性与 !"#$%&’(" ’() *+,# 生长之

间的关系
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对 3451 分离株作进一步检测表明，该菌株为革兰氏阴

性嗜盐古生菌，最适生长 %&’( 浓度为 K*+.;(LM %&’(。经过

NA0O&0G 数 据 库 对 比，该 菌 !4F :3%P 序 列 与 #$%&’()*$
$+’(,-)(.’. C?:&/0 PQ!R［,］的同源性为 SS2。

&"& 酶的分离纯化

1"".M 粗酶液处理后，用 T&>/?:&>/05FA#E&:;CA KO 亲和层

析，测定各管的蛋白含量和酶活力，将有活性的几管合并，再

次用 !"..;(LM U:/C5$’(，!"..;(LM ’&’(R 和 K*+.;(LM %&’( 缓冲

液透析，除去少量的异丙醇，FVF59PNW 检测，最终样品已达

到电泳纯。经 FVF59PNW 测定，胞外嗜盐蛋白酶亚基分子量

为 4RGV&（图 R ）。

&"$ 酶的性质

&"$"! #$ 对酶活性的影响：在 +.;(LM %&’( 条件 +,-下，于

不同缓冲条件下测定酶活，缓冲液为 #$ K、1、4、,、)、S、!" 和

!!，结果表明该酶的最适 #$ 值为 )*"，在 #$ 值为 S*" 时仍保

持很高的活性。

图 & 纯化的胞外嗜盐蛋白酶 -.-,/012
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&"$"& 温度对酶活性的影响：在 +.;(LM %&’(，#$)*" 的条件

+,-下，在不同温度下测定酶活性，该酶在 K1-下的活性最

高，在 1"-54"-也仍然显示比较高的酶活。

&"$"$ %&’( 浓度对酶活性的影响：在 +,-，#$)*" 反应条件

下，在不同 %&’( 浓度下测定酶活性，结果表明 +.;(LM %&’( 浓

度下酶的活性最高，但在 !*1 Y K*"..;(LM 浓度范围内，该嗜

盐蛋白酶的酶活均保持在一个较高的水平（是最高酶活的

,12 Y )"2以上），即使在 "*1.;(LM %&’( 浓度下，酶的活性也

有最高活性的 K"2。

&"$"% 添加剂的影响：一些添加剂对酶活性的影响见表 !，

从表中可以看出 9XF6 完全抑制它的活性，说明该酶属于丝

氨酸蛋白酶。一定浓度的有机溶剂 VXFZ 和异丙醇对酶的

活性完全没有影响，在与表面活性剂 FVF 保温处理后仍然保

持较高的活性，结果表明该蛋白酶能够耐受一定的表面活性

剂和有机溶剂。

表 ! 添加剂对酶活性的影响

U&T(A ! W@@A>?C ;@ </@@A:A0? /0E/T/?;:C ;0

AB?:&>A((=(&: #:;?A&CA @:;. #$%&’()*$ C#8 3451

[0E/T/?;: ’;0>A0?:&?/;0 3A(&?/JA &>?/J/?IL2

’;0?:;( !""

9XF6 ! ..;(LM "

VXFZ !"2 !""

[C;#:;#&0;( !"2 !""

FVF 12 ))

VUU !"..;(LM 14

$ 讨论

嗜盐古生菌生活在极端的高盐环境，这种环境对于一般

的生物来说是致死的条件，嗜盐菌产生胞外嗜盐蛋白酶可以

将胞外的蛋白水解成小分子，虽然其生理功能没有完全确

定，但是它能够降解胞外蛋白作为营养，这种酶在高盐环境

中维持其稳定和高活性［)］。采用 T&>/?:&>/05FA#E&:;CA KO 亲和

层析的方法可以在高盐的条件下得到纯的嗜盐蛋白酶［1］。
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目前，虽然有几种来自极端嗜盐古生菌的丝氨酸胞外嗜

盐蛋 白 酶 被 分 离 纯 化，主 要 有 !"#$%"&’()*+,、!"#$-()".、

/"’)$&$&&+0 和 /"’)*"#%" 等属的有关菌株［!］，但 /"’)*1(," 这个

属的胞外嗜盐蛋白酶还未见报道的。而且已报道的这些胞

外蛋白酶活性和稳定性依赖于盐的浓度，有的纯化的嗜盐蛋

白酶即 使 在 高 盐 条 件 下 也 很 快 就 失 去 了 活 性。我 们 从

/"’)*1(," 属的嗜盐菌中分离并纯化了胞外嗜盐蛋白酶，该酶

也与其它的嗜盐胞外嗜盐蛋白酶相似，属于中温丝氨酸蛋白

酶，其它分离纯化的嗜盐胞外蛋白酶大多数是碱性蛋白酶，

分子量在 "# $ %#&’( 之间，最适反应温度在 )#*或更高的温

度。我们的研究结果表明，/"’)*1(," +,- .% / ) 胞外嗜盐蛋

白酶不仅在高盐条件下能维持高活性并十分稳定，而且具有

较高和较广的 ,0、盐浓度和温度的适应性。实验表明该酶

在高盐条件下，至少可以维持 ! 个月以上的完全活性，发酵

液的上清则可以维持 1 年以上的活性，相对来说它是一种很

稳定的嗜盐酶。此外，我们的研究还发现该酶对许多有机溶

剂和变性剂具有很强的抗性。这些优良特性在皮革制品工

业、环境保护、纺织工业等领域以及催化在水溶液中不能发

生的转酯作用和多肽制备等特殊应用中具有重要的潜在应

用价值。另外，从现有的蛋白酶数据库中只有 ! 个相关的已

确定的胞外嗜盐蛋白酶基因序列，得到更多的基因序列可以

根据结构特点更加深入地理解嗜盐蛋白酶的性质。因此，我

们正进一步克隆该嗜盐蛋白酶的基因，从其序列和结构方面

研究它在高盐条件下具有高活性、高稳定性的机理，为该酶

的实际应用提供理论基础和新的、有价值的资源。
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