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摘要：【目的】揭示北黄海沉积物中可培养产胞外蛋白酶细菌及蛋白酶多样性，增加人们对北黄海生态

系统中产蛋白酶菌多样性的认识，为海洋产蛋白酶微生物的挖掘提供菌群资源。【方法】分别将 5 个

北黄海沉积物样品梯度稀释涂布至酪蛋白明胶筛选平板，选择性分离产蛋白酶细菌；并通过分析基于

16S rRNA 基因序列的系统发育关系，揭示这些细菌的分类地位和遗传多样性；分别测定胞外蛋白酶活

性 并 对 酶 活 较 高 的 39 株 菌 进 行 基 于 苯 甲 基 磺 酰 氟 (PMSF ， 丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 ) 、 邻 菲 罗 啉

(o-phenanthroline，O-P，金属蛋白酶抑制剂)、E-64 (半胱氨酸蛋白酶抑制剂)和 pepstatin A (天冬氨酸蛋

白酶抑制剂) 4 种抑制剂的酶活抑制实验以及所有菌株对 3 种底物(酪蛋白、明胶、弹性蛋白)的水解能力；

分析这些细菌所产胞外蛋白酶的特性及多样性。【结果】从 5 个北黄海沉积物样品中分离获得 66 株产蛋

白酶细菌，这些菌株隶属于 Bacteroidetes、Proteobacteria、Actinobacteria 和 Firmicutes 4 个门的 7 个属，

其中 Pseudoalteromonas (69.9%)、Sulfitobacter (12.1%)和 Salegentibacter (10.6%)是优势菌群；沉积物中

可培养的产蛋白酶细菌的丰度为 104 CFU/g；蛋白酶酶活抑制实验表明所有测定菌株产生的胞外蛋白酶

属于丝氨酸蛋白酶和/或金属蛋白酶，仅有少数菌株所产蛋白酶具有半胱氨酸蛋白酶或天冬氨酸蛋白酶

活性。【结论】北黄海沉积物中可培养产蛋白酶细菌类群较为丰富，Pseudoalteromonas、Sulfitobacter

和 Salegentibacter 菌株是优势菌群，测定菌株所产胞外蛋白酶主要是丝氨酸蛋白酶和/或金属蛋白酶。 

关键词：海洋沉积物，产蛋白酶细菌，多样性，丝氨酸蛋白酶，北黄海 

蛋白酶是能催化蛋白质肽键水解的一类酶，

普遍存在于动物、植物及微生物中，在洗涤、皮

革、银洗、医药、食品、饲料、化工等行业广为

应用，需求量约占酶制剂市场的 40%–60%[1–3]，微

生物是工业蛋白酶制剂的主要来源[3]。目前用于蛋

白酶生产的微生物大多来源于陆地或淡水环境，

而随着工业发展已不能满足对蛋白酶不同特征需

求的多样性[4]。地球表面的 2/3 以上由海洋覆盖，



伍朝亚等 | 微生物学报, 2017, 57(10) 1505 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

这些沉积物中存在着大量的产多种酶及代谢产物

的微生物。因此，寻找并开发海洋来源的产蛋白

酶微生物资源，利于发现新型蛋白酶产生菌种及

蛋白酶基因资源。 

近年来，对海洋沉积物中产蛋白酶细菌和其

所产蛋白酶多样性的研究逐渐兴起，Olivera 等在

2007 年从采自亚南极地区的海洋沉积物中筛选得

到 19 株产蛋白酶细菌，对其进行系统发育分析表

明这些菌隶属于 Psendoaheromonas、Shewamlla、

Colwellia、Planococcus 属和 Flavobaderiaceae 科，

但未对其胞外蛋白酶类型进行研究[5]。Zhou 等从

来自中国南海深海沉积物和南极洲乔治王岛的沿

海沉积物样品中分别筛选到 78 和 105 株产蛋白酶

细菌，并分析了产蛋白酶细菌及它们所产的胞外

蛋白酶的多样性，结果显示，南海深海沉积物分离

到的产蛋白酶细菌主要属于 Gammaproteobacteria

类群，分别属于 Psendoaheromonas、Alteromonas、

Marinohacter、Idiomarina、Halomoms、Vibrio、

Shewanella、Pseudomonas 和 Rheinheimera 属，其

中 Alteromonas (34.6%) 和 Psendoaheromonas 

(28.2%)是优势类群[6]。从乔治王岛沉积物分离到

的 产 蛋 白 酶 细 菌 主 要 属 于 Actinobacteria 、

Firmicutes、Bacteroidetes 和 Proteobacteria 4 个门，

优 势 类 群 为 Bacillus (22.9%) 、 Flavobacterium 

(21.0%)和 Lacinutrix (16.2%)[7]。他们对这些细菌

胞外蛋白酶的多样性研究结果表明，沉积物中细

菌产的胞外蛋白酶几乎都是丝氨酸蛋白酶和金属

蛋白酶[6–7]。最近 Zhang 等从胶州湾 6 个样点的沉

积物样品中筛选到 69 株产蛋白酶细菌分布于

Bacteroidetes、Firmicutes 和 Proteobacteria 3 个门

的 9 个属，包括 Asinibacterium、Photobacterium、

Bacillus、Vibrio、Shewanella、Pseudoalteromonas、

Halobacillus、Microbulbifer 和 Psychrobacter，其

中 Photobacterium (39.4%)、Bacillus (25.8%)、

Vibrio (19.7%)和 Shewanella (7.6%)菌株是优势菌

群，这些细菌所产的胞外蛋白酶主要也是丝氨酸

蛋白酶和金属蛋白酶[8]。 

北黄海位于渤海以东，是山东半岛、辽东半

岛和朝鲜半岛之间的暖温带半封闭海域，海域面

积约为 80000 km2，平均水深 40 m[9]。沿岸河流如

鸭绿江、大洋河、庄河、登沙河及碧流河等河流

常年流入北黄海[10]。但目前尚没有对北黄海沉积

物中产蛋白酶细菌及其胞外蛋白酶多样性的研

究。国内外关于蛋白酶产生菌的报道多来自极地

和深海沉积物中，对于浅海沉积物中产蛋白酶微

生物则关注较少，北黄海独特的地理、气候及环

境特征，可能蕴藏着新的产蛋白酶细菌及蛋白酶

资源。本研究针对采集自北黄海 5 个站点的沉积

物样品，使用酪蛋白明胶平板选择性分离了产胞

外蛋白酶细菌，对所有分离到的菌株进行基于 16S 

rRNA 基因序列分析，确定了这些菌的系统发育地

位，并通过对胞外蛋白酶酶活抑制剂实验及对不

同蛋白底物的降解能力分析了胞外蛋白酶的多样

性，以期发掘酶活较高的新的海洋微生物及蛋白

酶资源服务于工业化生产和应用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂和仪器：酵母提取物(Oxoid)、蛋

白胨(Oxoid)、酪素(Sigma)、明胶(上海生工)、弹

性 蛋 白 (Sigma) 、 phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF, Sigma)，1,10-phenanthroline (O-P, Sigma)，

E-64 (Sigma)，Pepstatin A (Sigma)。Eppendorf AG 
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PCR 仪(杭州晶格科学仪器有限公司)，DYY-6C 电

泳仪(北京市六一仪器厂)，凝胶成像仪(北京友华

照钦医疗器械有限公司 Bio-Rad 生命科学授权代

理商)，THZ-100 恒温培养摇床和 DK-8D 电热恒

温水槽(上海一恒科技有限公司)，Sorvall ST16R

小型高速冷冻离心机(Thermo Fisher Germany)，

Thermo Scientific Multiskan FC 酶标仪(深圳市华

德维康科技有限公司)。 

1.1.2  培养基：酪蛋白明胶筛选培养基、2216E

培养基、酪蛋白固体培养基、明胶固体培养基、弹性

蛋白固体培养基以及发酵培养基均参照文献[11]。 

1.2  样品采集 

沉积物样品采集自 2014 年 9 月中国科学院烟

台海岸带研究所北黄海航次，用 0.05 m2 不锈钢

Gray O’Hara 箱式采泥器在调查站位采集沉积物

样品，去除表面可能被污染的样品，用无菌 60 mL

注射器(无鲁尔接口末端)收集沉积物海底表面以

下大约 5 cm 的样品，立刻转移至无菌自封袋内

低温保存，表层沉积物温度和 pH 值原位测定。

采样船上用干冰低温保存样品，返回实验室之

后，用于分析有机碳(OrgC)和有机氮(OrgN)含量

的样品在–20 °C 保存，用于菌株筛选的样品于

–4 °C 保存北黄海海底沉积物的 5 个站点 S1、S2、

S3、S4、S5。使用 PE 2400 Series II CHNS/O 分

析仪(Perkin Elmer，美国)检测样品中的有机碳和

有机氮的含量。 

1.3  胞外蛋白酶产生菌的选择性分离及保藏 

称取 1 g 沉积物样品，用无菌海水以 10 倍稀

释梯度稀释至 10–6，混匀后取 100 µL (10–2–10–6)

的稀释样品涂布于酪蛋白明胶筛选培养基平板

上，置于 20 °C 培养 2–7 d。挑取不同菌落形态的

产透明水解圈的单菌落，每个平板仅挑取 1 株具

有同一种菌落形态的细菌形态菌株，在相同的培

养基上采用连续划线的方法纯化菌株，之后使用

2216E 液体培养基扩大培养至对数期，取 1 mL 菌

液，加入终浓度为 20%的甘油，保藏于–80 °C [6,8]。 

1.4  菌株基因组 DNA 的提取 

将所有纯化后的菌株接种至 2216E 液体培养

基中，待生长至对数期后收集菌体，使用天根细

菌基因组提取试剂盒(TIANGEN Bacteria DNA Kit)

提取所有菌株的基因组 DNA，提取方法及流程按

照试剂盒要求操作。提取后用 Nano Drop 检测

DNA 纯度，检测合格的 DNA 样品于–20 °C 冷冻

保存待用。 

1.5  16S rRNA 基因的扩增及序列测定 

选用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F/1492R

扩增所有菌株的 16S rRNA 基因序列 [4]，引物序

列及 PCR 反应体系及程序参照文献[6]，PCR 扩

增产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测合格后送北

京奥科鼎盛生物科技有限公司测序 [12–13]。测序

得到的序列提交至 NCBI 数据库，登录号为：

KX889923-KX889987，KX853082。 

1.6  菌株系统发育分析 

将 测 得 的 16S rRNA 序 列 在 NCBI 进 行

BLAST 程序在线比对，并从 GenBank 中下载相似

性最高近缘物种的模式菌株序列，使用 MEGA 5.0 的

Clustal 程序比对后，并选择邻接法(Neighbor-Joining 

method)构建系统进化树，选择 Kimura two-parameter 

model，自展值设定为 1000[14–15]。并通过 MEGA 5.0

计算所有菌株之间及菌株与模式菌株之间的相

似性。 

1.7  蛋白酶酶活的测定 

1.7.1  酪氨酸标准曲线的制作：用 50 mmol/L 
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Tris-HCl (pH 8.0)配成 1 mg/mL 酪氨酸标准溶液，

并逐步稀释成 10、20、30、40、50、60、70、80、

90、100 µg/mL 的酪氨酸溶液，分别取各浓度液体

100 µL，并分别加入 500 µL 0.4 mol/L Na2CO3 溶

液和 100 µL Folin-phenol (Sigma)，40 °C 显色   

10 min 后于 660 nm 测吸光度，制作标准曲线。 

1.7.2  蛋白酶对酪蛋白酶活的测定：使用福林酚-

试剂法测定蛋白酶酶活。分别将活化后的菌体接种

到酪蛋白明胶发酵培养基中，15 °C、180 r/min 摇床

培养，3 d 后取适量发酵液，13000 r/min 离心弃沉

淀，上清即为粗酶液[16]，向 100 µL 粗酶液中加入

已于 40 °C 预热的 100 µL 2%酪素溶液(50 mmol/L 

Tris-HCl pH 8.0 配制)，40 °C 水浴 10 min。加入

200 µL 0.4 mol/L 三氯乙酸(TCA)终止反应，40 °C

保温 10 min。13000 r/min 离心 3 min，取 100 µL

上清，加入 500 µL 0.4 mol/L Na2CO3，加入 100 µL 

Folin-phenol，40 °C 显色 10 min，于 660 nm 测吸

光度[17]。酶活力单位 IU 定义为：在以上条件下，

每毫升液体酶水解酪蛋白时每分钟释放 1 µg 酪氨

酸所需要的酶量。 

1.7.3  蛋白酶的抑制剂实验：取 100 µL 粗酶液，

分 别 加 入终 浓 度 为 1.0 mmol/L 苯 甲 基 磺酰 氟

(PMSF)，1.0 mmol/L 邻菲罗啉(O-P)，0.1 mmol/L 

E-64 和 0.1 mmol/L Pepstatin A，20 °C 放置 20 min

后，测定对酪蛋白酶活，以不加抑制剂的对照组

酶活减去加入抑制剂后的酶活即为抑制率[6]。 

1.7.4  菌株在不同底物平板上水解圈的测定：将

各菌株在 2216E 固体活化培养基上进行划线，倒

置于 28 °C 培养 24 h，然后挑取少许菌体分别点接

于酪蛋白平板、明胶平板和弹性蛋白平板上，15 °C

培养 5 d，测量水解圈直径和菌落直径的大小，并

计算其比值[6]。 

1.7.5  部分产蛋白酶细菌的菌种保藏：将部分代

表菌株 70420 (MCCC 1K0324)、70309 (MCCC 

1K03262)、70372 (MCCC 1K03263)、70377 (MCCC 

1K03264)、70383 (MCCC 1K03265)、70384 (MCCC 

1K03266)、70398 (MCCC 1K03268)、70402 (MCCC 

1K03269)、70428 (MCCC 1K03270)、70436 (MCCC 

1K03271)保藏到中国海洋微生物菌种保藏中心。 

2  结果和分析 

2.1  北黄海海底表层样品的特点 

5 个站点海底表层沉积物样品的采集地点、海

水深度、温度、pH、有机碳含量、有机氮含量

以及总碳和总氮比例如图 1 和表 1 所示。5 个站

点中水深最深的是 S1 (50.8 m)和 S4 (51 m)，从

表 1 可以得出温度跟水深有关系，水深越深温度

越低，最低温度为 9.21 °C，各个样品的 pH 均是

中性偏碱，最大 pH 为 8.05，OrgC 的含量为

0.15%–0.97%，OrgN 的含量为 0.02%–0.09%，站

点 S5 的 C/N 比最高，为 54，站点 S1 的 C/N 比

最低，为 5.07。 

 

 
 

图 1.  北黄海沉积物位点分布图 
Figure 1.  Geographic location of sampled sediment 
stations in the North Yellow Sea. 
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表 1.  站点信息 
Table 1.  Characteristics of the sampling stations 

Station Location (E, N) Depth/m T/°C pH OrgC/% OrgN/% C/N 

S1 121.51°，38.51° 50.8 9.27 7.85 0.15 0.03 5.07 

S2 120.97°，37.91° 18.0 19.50 8.05 0.42 0.05 8.20 

S3 121.49°，37.71° 18.0 19.50 8.05 0.42 0.06 7.18 

S4 122.18°，38.19° 51.0 9.21 7.84 0.96 0.09 10.39 

S5 122.55°，37.57° 24.1 17.12 7.98 0.97 0.02 54.00 

 
2.2  沉积物样品中产蛋白酶细菌的丰度 

在初筛培养基稀释度为 10–1–10–4 的涂布平板

上培养后长出大量的菌落，同一样点的分离平板

上菌落颜色、大小和形态一致的认为是一种菌，

对同一种菌的菌落数量和稀释倍数进行统计计

算，得出产蛋白酶细菌的丰度约为 104 个/g 沉积

物样品。各个沉积物站点有机质的含量和 C/N

比的不同并没有导致可培养的产蛋白酶细菌丰

度明显差异。经纯化后得到 66 株产蛋白酶细菌

(图 2)。 

2.3  产蛋白酶细菌多样性分析 

基于菌株 16S rRNA 基因序列构建的系统进化

树如图 3 所示，66 株菌分别隶属于 Bacteroidetes、

Proteobacteria、Actinobacteria 和 Firmicutes 4 个门

的 7 个属。除了菌株 70427 属于 Actinobacteria 的

Nesterenkonia，菌株 70428 属于 Firmicutes 的

Chryseomicrobium 之外，其余的菌株都隶属于

Bacteroidetes 门中的 Salegentibacter 和 Proteobacteria

的 Pseudoalteromonas、Marinobacter、Sulfitobacter、

Vibrio，其中 Pseudoalteromonas (69.9%)、Sulfitobacter 

(12.1%)和 Salegentibacter (10.6%)是优势类群，其

余属的细菌分别占所有菌株的 1.5%和 3.0%。对分

离自各个站点菌株的分类地位统计如图 2 所示，

46 株属于 Pseudoalteromonas 的菌株在 5 个不同站

点的沉积物样品中均有分布，并且是所有站点的

优势菌群。站点 S4 的细菌物种多样性最为丰富，

除 Vibrio 的其余 6 个属的菌株都有分布，其中有 17

株属于Pseudoalteromonas，4 株属于Salegentibacter，

各 有 1 株 属 于 Marinobacter 、 Sulfitobacter 、

Nesterenkonia、Chryseomicrobium。相对其他 3 个

站点，站点 S2 和 S5 的菌株物种多样性最小，其菌株

都分布于 2 个属：Pseudoalteromonas 和 Sulfitobacter。

站点 S1 有 16 株菌，菌株数量仅次于站点 S4，其

菌株分布于 Salegentibacter、Pseudoalteromonas、

Marinobacter 3 个属。分离自站点 S3 的 9 株分布于

Pseudoalteromonas、Sulfitobacter、Vibrio 3 个属。 

基于菌株的16S rRNA基因序列构建的系统发育

树如图 3 所示，共有 46 株菌属于 Pseudoalteromonas，

其 中 4 0 株 之 间 相 似 性 为 1 0 0 % ， 它 们 与

Pseudoalteromonas hodoensis H7T 的相似性最高为

100%；70372 (KX889958)、70377 (KX889959)和

70384 (KX889962)相似性最高为 99.7%–99.9%，它

们都与 Pseudoalteromonas tetraodonis IAM 14160T

的相似性最高为 99.8%–100%；70436 (KX889987)

与菌株 Pseudoalteromonas espejiana NBRC 

102222T 相似性最高为 99.9%；70323 (KX889931)

和 70383 (KX889961)在进化树上聚为一个小分支，

其相似性 99.9%，这两株菌与 Pseudoalteromonas  
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图 2.  北黄海沉积物中的产蛋白酶细菌的百分比丰度 
Figure 2.  Relative abundances of the phylogenetic groups of cultivable protease-producing bacteria recovered 
from sediment samples of North Yellow Sea. The number in parentheses above each bar indicates the total number 
of sequences it represents. Different genera are indicated by the numbers at the right of each section. 
 
 

 
 

图 3.  北黄海沉积物中产蛋白酶细菌的 16S rRNA 基因 NJ 系统发育树 
Figure 3.  Neighbor-joining tree of the protease-producing bacteria isolated from five sampled sediment stations in 
the North Yellow Sea based on their 16S rRNA gene sequences. The accession numbers in GenBank database are 
indicated after the bacterial names. The boldfaced strains are protease-producing bacteria isolated in this study. 
Bootstrap analyses were made with 1000 cycles and only bootstrap values > 50% are shown at the branch points. 
Scale bar indicates 0.05% changes/site. 
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tetraodonis IAM 14160T 相似性最高为 99.8%。属于

Sulfitobacter 的 8 株菌 70402 (KX889976)、70405 

(KX889975)、70415 (KX889980)、70418 (KX889981)、

70419 (KX889982)、 70421 (KX889933)、 70425 

(KX889984) 和 70426 (KX889985) 的 相 似 性 为

100%，它们与 Sulfitobacter pontiacus GhLG-10T

的相似性最高为 99.8%。菌株 70392 与 Vibrio 

crassostreae LGPT 相似性为 100%。细菌 70398 和

70407 相 似 性 为 100% ， 其 与 Marinobacter 

lipolyticus SM-19T 的相似性最高为 99.8%。菌株

70427 与 Nesterenkonia flava CAAS 251T 的相似性

最高为 100%。菌株 70428 与 Chryseomicrobium 

aureum BUT-2T 的相似性最高为 99.7%。属于

Salegentibacter 的 7 个菌株 70302 (KX889923)、

70303 (KX889924)、 70358 (KX889951)、 70397 

(KX889971)、70399 (KX889973)、70403 (KX889974)

和 70420 (KX889983)的相似性为 100%，其与

Salegentibacter mishustinae KMM 6049T 的相似性

最高为 99.8%。 

2.4  北黄海沉积物中产蛋白酶细菌胞外蛋白酶多

样性 

对 66 株菌进行液体发酵培养，测定发酵液酶

活，发现有 27 株菌的粗酶液酶活较低，不能客观

反映蛋白酶抑制率，因此对其余的 39 株测定了基

于苯甲基磺酰氟(PMSF，丝氨酸蛋白酶抑制剂)、

邻菲罗啉(O-P，金属蛋白酶抑制剂)、E-64 (半胱氨

酸蛋白酶抑制剂)和 Pepstatin A (天冬氨酸蛋白酶

抑制剂) 4 种蛋白酶抑制剂的蛋白酶酶活抑制率，

并分析了这些菌的胞外蛋白酶种类及多样性。 

如表 2 所示，PMSF 对 39 株菌的蛋白酶活性

均有抑制作用，抑制率为 2.34%–98.35%，表明这

些菌株都能产生丝氨酸蛋白酶；其中 PMSF 对 8

株菌(70351、70389、70362、70386、70436、70420、

70329、70346)的胞外蛋白酶抑制率超过 90%，仅

对 1 株菌(70338)的抑制率较低(<10%)，表明这些

菌株产的蛋白酶主要或全部是丝氨酸蛋白酶。O-P

对 33 株的胞外蛋白酶活性有抑制作用，抑制率为

1.16%–97.62%，对 29 株菌的抑制率明显(抑制

率>10%)，其中菌株 70385 胞外蛋白酶被 O-P 抑

制最为显著(抑制率>90%)。从表 2 结果可以看出，

绝大多数蛋白酶菌株产蛋白酶的活性都能够同时

被 PMSF 和 O-P 抑制，表明这些菌株能够同时产

生丝氨酸蛋白酶和金属蛋白酶。E-64 对 10 株菌的

蛋白酶酶活有抑制作用，抑制率为 1.81%–17.55%，

但 仅 对 1 株 菌 (70420)有 较 为 明 显 的 抑 制 作 用

(>10%)。Pepstatin A 对 16 株菌的蛋白酶酶活有抑

制作用，抑制率为 1.19%–13.68%，但仅对 1 株菌

(70399)有较为明显的抑制作用(>10%)。这表明这

些酶活抑制测定菌株的蛋白酶属于丝氨酸蛋白酶

和/或金属蛋白酶，仅少部分菌株有天冬氨酸或半

胱氨酸蛋白酶活性。 

为了进一步研究来自北黄海沉积物中 66 株产

蛋白酶细菌所产的胞外蛋白酶的多样性，还测定

了所有菌株对 3 种不同底物酪蛋白、明胶和弹性

蛋白的降解能力。结果如表 2 所示，除 70421 不

能在酪蛋白平板产生水解圈，70336、70337、

70338、70392、70402、70405 和 70427 不能在明

胶平板上产生水解圈外，所有菌株都能在酪蛋白

平 板 和 明 胶 平 板 上 产 生 明 显 的 水 解 圈 。 其 中

70303、70397、70399、70403 和 70420 对酪蛋白

有较强的水解能力(H/C>5)，70397 的水解能力最

强，其 H/C 为 6.75；菌株 70397、70399 和 70420

对明胶有较强的水解能力(H/C>5)，70399 水解能

力最强，其 H/C 为 7.20。有 48 株菌在弹性蛋白平

板上能产生水解圈，其中 70420 的水解能力最强，

其 H/C 为 4.33。 



伍朝亚等 | 微生物学报, 2017, 57(10) 1511 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

表 2.  北黄海沉积物产蛋白酶细菌胞外蛋白酶多样性分析 
Table 2.  Diversity analysis of the extracellular proteases produced by strains screened from the North Yellow Sea 
sediments 

Phylum (Strain 
number) 

Generus (Strain 
number) 

Strain 
H/C ratioa Inhibition ratiob/% 

Casein Gelatin Elastin
PMSF 
(1 mmol/L)

O-P 
(1 mmol/L) 

E-64 
(0.1 mmol/L) 

P-A 
(0.1 mmol/L) 

Bacteroidetes (7) Salegentibacter (7) 70403 6.00  4.14  1.45  85.35  1.16  0 0 

70358 3.57  2.40  4.20  63.54  0 0 0 

70399 5.33  7.20  3.20  51.50  14.06  0  13.68  

70302 4.33  1.50  3.33  36.49  0 0  0 

70303 5.00  1.25  4.20  72.82  10.87  2.17  3.07  

70397 6.75  5.63  1.67  37.74  0  0  0.95  

70420 5.33  7.00  4.33  98.14  10.36  17.55  3.56  

Proteobacteria (57) Pseudoalteromonas 
(46) 

70348 3.00  1.69  1.64  76.61  49.13  0 8.28  

 70347 1.57  1.83  1.67  66.42  10.43  0 0  

 70412 2.11  1.36  1.31  – – – –

 70383 3.07  3.20  0 – – – –

 70336 2.43  0 1.17  – – – –

 70332 3.06  1.13  1.45  – – – –

 70384 2.13  1.71  0  – – – –

 70312 3.40  1.46  2.08  28.87  45.98  0  2.42  

 70368 2.65  2.67  1.36  70.00  36.41  0 0.00  

 70389 2.93  3.57  1.55  92.43  46.37  0  2.90  

 70436 2.94  3.53  2.00  97.39  8.38  0  0.59  

 70360 3.06  1.77  1.93  45.00  0  0  0  

 70385 3.08  3.27  1.90  63.65  97.62  7.28  2.49  

 70382 3.06  3.21  2.17  – – – –

 70367 2.60  2.89  2.00  53.36  38.52  0 0  

 70366 2.69  1.82  1.67  81.53  42.05  0  0 

 70310 3.07  1.43  1.45  63.36  40.13  0  3.60  

 70355 2.87  2.09  1.64  73.15  46.78  0 6.23  

 70309 2.71  2.07  1.55  39.06  0  0 0  

 70322 2.80  1.64  1.64  51.78  16.04  2.61  0  

 70323 2.07  1.77  0  – – – –

 70313 2.88  1.92  2.08  45.42  12.50  0 0  

 70346 2.50  2.20  1.27  98.35  50.96  3.35  0 

 70337 2.38  0  1.27  85.58  45.75  5.93  0 

 70345 2.30  1.36  2.44  – – – –

 70338 2.07  0 1.33  2.34  14.89  0  0  

 70330 3.07  1.50  1.50  10.58  3.42  0  0  

 70324 2.78  1.15  1.62  68.22  34.35  0  8.45  

 70350 2.31  1.64  1.55  70.06  40.81  0 2.50  

 70329 3.00  1.57  2.00  98.20  48.47  0  1.19  

 70328 3.00  1.67  1.45  29.26  17.38  0 0  

         (待续)
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(续表 2)         

  70327 2.80  1.40  1.25  – – – –

 70377 2.93  2.00  0  – – – –

 70394 2.30  3.27  1.78  – – – –

 70396 2.65  3.91  1.45  – – – –

 70372 3.53  3.50  0 – – – –

 70395 2.58  3.38  1.67  – – – –

 70371 3.06  3.73  1.33  65.51 19.25 3.21  0

 70370 2.83  3.08  1.40  63.54 33.67 1.81  5.39 

 70387 3.25  3.00  1.89  42.00 36.61 0 0

 70351 2.11  1.50  1.50  90.01 31.25 3.39  2.71 

 70386 3.00  2.94  1.70  96.93 54.17 2.48  0

 70352 3.20  2.00  1.67  69.20 26.08 0  6.78 

 70411 2.93  1.15  1.46  78.22 45.74 0  6.65 

 70362 3.08  2.00  1.42  94.57 49.55 0 0.29 

 70343 1.69  1.46  1.40  – – – –

 Marinobacter (2) 70398 2.16  1.80  0 – – – –

  70407 1.88  1.55  0  – – – –

 Sulfitobacter (8) 70419 2.49  1.31  0 – – – –

 70402 4.37  0 0  – – – –

 70418 1.55  2.16  0 – – – –

 70415 1.84  2.33  0 – – – –

 70426 1.77  1.91  0 – – – –

 70425 2.83  1.78  0  – – – –

 70405 1.59  0  0  – – – –

 70421 0  3.14  0 – – – –

 Vibrio (1) 70392 2.60  0 0  – – – –

Actinobacteria (1) Nesterenkonia (1) 70427 2.86  0  0 – – – –

Firmicutes (1) Chryseomicrobium (1) 70428 1.40  5.57  0 33.90 0 0 0

aH/C ratio: the ratio of the hydrolytic zone diameter versus the colony diameter of a colony on the plate. bInhibition ratio: the result of control activity minus the 
relative activity of a sample with an inhibitor. 

 

3  讨论 

产蛋白酶细菌是海洋有机氮降解的主要参与

者，在氮循环过程中起着重要作用[16,18]，产蛋白

酶的海洋细菌具有耐盐、耐压、耐酸碱、耐高低

温等特性，是具有多种抗逆能力菌株和基因的重

要来源[19]。然而对于海洋沉积物中产蛋白酶细菌

多样性及其胞外蛋白酶的多样性的研究尚少。本

研究从北黄海沉积物 5 个样品中获得 66 株产蛋白

酶细菌，并通过对其 16S rRNA 基因的系统发育分

析，揭示了其多样性；并通过测定其蛋白酶酶活

抑制实验和对不同底物的水解实验，分析了其胞

外蛋白酶多样性。 

本研究筛选到的 66 株菌属于 4 个门的 7 个属，

包括 Bacteroidetes 的 Salegentibacter，Proteobacteria

的 Pseudoalteromonas、Marinobacter、Sulfitobacter、

Vibrio，Actinobacteria 的 Nesterenkonia 和 Firmicutes

的 Chryseomicrobium 。 其 中 Pseudoalteromonas 

(69.9%)、Sulfitobacter (12.1%)和 Salegentibacter 

(10.6%) 是 优 势 菌 群 。 国 内 外 同 行 的 研 究 表 明
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Proteobacteria 特别是 Gammaproteobacteria 细菌是

亚南极地区乔治王岛、中国南海、胶州湾沉积物

中产蛋白酶细菌的优势菌，Pseudoalteromonas 菌

株广泛分布于这些样点，而且也是中国南海沉积

物中的优势菌群[6–8]。Marinobacter 菌株是中国南

海沉积物样品中产蛋白酶细菌的一员[6]。Vibrio 菌

株在中国南海、胶州湾沉积物中也被分离得到[6,8]。

而 本 研 究 发 现 的 属 于 Sulfitobacter 菌 株 、

Nesterenkonia 菌 株 、 Chryseomicrobium 菌 株 和

Salegentibacter 菌株有产蛋白酶活性，之前都未见

报道。分离自北黄海的产蛋白酶细菌多样性在门

水平上与之前在阿根廷、中国南海、南极乔治王

岛、中国胶州湾相当，但在属水平上少，如这些

样点分离到的 Shewanella、Colwellia、Planococcus、

Alteromonas、Marinohacter、Idiomarina、Halomoms、

Rheinheimera、Asinibacterium、Photobacterium、

Bacillus、Halobacillus、Microbulbifer、Psychrobacter

等属的菌株在本研究中都未分离到[5–8]，这可能与

样点分布及样品分离时挑菌等主观因素造成，其

基本可以代表该海域沉积物中产蛋白酶细菌多样

性，但由于分离方法局限性不能代表所有细菌的

多样性。新分离的这些菌中属于 Sulfitobacter、

Nesterenkonia、Chryseomicrobium、Salegentibacter

的菌株，拥有产蛋白酶特性，为本文首次报道，

其中 Salegentibacter 的 7 株菌均对 3 种蛋白有较强

的水解能力，特别是菌株 70397 的水解能力最强，

其在酪蛋白平板上 H/C≥6.75；70399 对明胶水解

能力最强，其 H/C≥7.20。70420 对弹性蛋白的水

解能力最强，其 H/C≥4.33。此外，该属菌株产生

的胞外蛋白酶活性较高，酶活值 33–72 IU。这些

新分离到的菌株对于开发海洋功能性微生物资源

具有一定的借鉴作用。 

虽然各个样点菌株类群有所差异(图 2)，但未

发现细菌多样性和 OrgC、OrgN 含量或者 C/N 之

间有明显的相关性，这与之前报道一致[6,8]。北黄

海是中国传统渔业捕鱼场所，而且有大量的海水

水产养殖兴起，有多种水生动物如海参、对虾、

鱼等养殖业密集[20]，Pseudoalteromonas 菌株与水

产动物能发生互作[21]，此外该类菌还能产生次级

代谢产物抑制其他细菌的生长[22]，这可能也是其

是优势菌的原因。在水深较深、温度最低的 2 个

样点(S1，S4)分离到的 Pseudoalteromonas 菌株最

多(表 1)，这与水深较深的样点中 Pseudoalteromonas

是优势产蛋白酶细菌的报道一致，与产蛋白酶的

Pseudoalteromonas 具有较强的冷适应性相关[23]。本

研究选取的 5 个样点中，S4 站点分离到的菌在属水

平上多样性最为丰富，这可能与 S4 靠近北黄海深海

中心，受渤海与南黄海物质与能量交换较大[24]，而少

受养殖业等人类干预的影响造成 Pseudoalteromonas

等菌株的富集有关。 

在蛋白酶酶活抑制实验中，39 株测定菌株的

蛋 白 酶 酶 活 均 被 PMSF 抑 制 ， 抑 制 率 为

2.34%–98.35%；33 株菌的蛋白酶酶活被 OP 抑制，

抑制率为 1.16%–97.62%。除 1 株 PMSF 抑制不显

著的菌(抑制率<10%，70338，抑制率为 2.34%)被

OP 显著抑制。而 3 株被 OP 抑制不显著的菌(抑制

率<10%，70403、70436、70330)被 PMSF 显著抑

制外，其余菌株均较显著被 PMSF 和 OP 抑制(表

2)。虽然 E-64 对 10 株菌和 Pepstatin A 对 16 株菌

的酶活有抑制作用，但都仅对 1 株菌有较为明显

的抑制作用(抑制率>10%)。这表明所有测定的菌

株其蛋白酶属于丝氨酸蛋白酶和/或金属蛋白酶，

仅有少量菌株产的蛋白酶为天冬氨酸蛋白酶或半

胱氨酸蛋白酶，这与之前报道的产蛋白酶细菌胞

外蛋白酶多样性结果一致[6]。在对所有 66 株菌进

行基于酪蛋白、明胶和弹性蛋白的水解实验中，
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所有菌株都能在酪蛋白和/或明胶的平板上产生水

解圈，这与所有菌株的分离培养基为酪蛋白-明胶

培养基一致[6]。而仅有 48 株菌能水解弹性蛋白，

这与弹性蛋白结构复杂有关，这也与之前报道一

致[6]。Pseudoalteromonas 菌株被认为是深海沉积

物中蛋白酶酶活较高的一类菌[25]，本研究筛选到

的 Pseudoalteromonas 菌株亦有较强的水解蛋白的

能力。而本研究分离到的菌株 Salegentibacter 中

(5/7)，对三种蛋白具有更强的水解能力，这些菌代

表了本研究蛋白酶酶活最高的菌株。而其余 5 个属

Marinobacter、Sulfitobacter、Vibrio、Nesterenkonia、

Chryseomicrobium 的菌株虽然也有较强水解酪蛋

白、明胶的能力，但都不能水解弹性蛋白。因此，

Salegentibacter 和 Pseudoalteromonas 的菌株可能

在北黄海沉积物中的有机氮降解过程中发挥着更

为重要的作用。此外，虽然 Pseudoalteromonas、

Sulfitobacter 和 Salegentibacter 的不少菌株其 16S 

rRNA 基因相似性为 100%，它们可能属于同一个

种，但菌株间蛋白酶活性及蛋白酶种类有一定的

差异(表 2)，因此高效菌的选取应以菌株为单位进

行筛选。 

本研究首次报道了北黄海产蛋白酶细菌及蛋

白酶多样性，从北黄海的 5 个站点分离到 66 株产

胞外蛋白酶细菌，通过系统发育分析表明，这些

细菌属于 4 个门的 7 个属，其中 Pseudoalteromonas 

(69.9%)、Sulfitobacter (12.1%)和 Salegentibacter 

(10.6%)是优势菌群。蛋白酶酶活抑制实验表明，

所有测定菌株产生的蛋白酶属于丝氨酸和/或金属

蛋白酶。对所有菌株进行 3 种底物的水解实验表

明 ， 所 有 菌 株 能 降 解 酪 蛋 白 和 / 或 明 胶 ， 仅

Pseudoalteromonas 和 Salegentibacter 菌株具有水

解弹性蛋白的能力，且 Salegentibacter 菌株对 3 种

底物具有更强的蛋白水解能力。本研究筛选到的

Sulfitobacter、Nesterenkonia、Chryseomicrobium、

Salegentibacter 为首次报道的胞外蛋白酶产生菌，

为海洋产蛋白细菌及新蛋白酶的挖掘提供了新的

产蛋白酶细菌及基因资源。 
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Cultivable protease-producing bacteria in the sediments of 
North Yellow Sea 
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Abstract: [Objective] To uncover the diversity of extracellular protease-producing bacteria and to expand our 
knowledge on protease-producing bacteria in the sediments of North Yellow Sea, and to screen efficient protease 
production strains that might provide flora resources for mining marine protease-producing microorganisms. 
[Methods] Protease-producing bacteria were isolated by using casein gelatin plate from 5 sediment samples of the 
North Yellow Sea. The bacteria diversity was evaluated through phylogenetic analyses based on 16S rRNA genes. 
The protease diversity was evaluated through the inhibition tests for 39 strains with higher enzymatic activities by 
using 4 inhibitors: phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF, serine protease inhibitor), 1,10-phenanthroline (O-P, 
metalloproteinase inhibitor), E-64 (cysteine protease inhibitor) and pepstatin A (aspartic protease inhibitor). 
Furthermore, degradation abilities for different protein substrates such as casein, gelatin and elastin were evaluated 
through observing hydrolytic zones. [Results] A total of 66 protease-producing strains were isolated from 5 
sediment samples. These isolates were classified into 7 genera of 4 phyla including Bacteroidetes, Proteobacteria, 
Actinobacteria and Firmicutes, with Pseudoalteromonas (69.9%), Sulfitobacter (12.1%) and Salegentibacter 
(10.6%) as the dominant. The richness of the cultivable protease-producing bacteria reached 104 cells/g in all 
sediment samples. The inhibition tests indicated that all the tested strains produced serine protease and/or metal 
protease, only a few strains produced cysteine protease or aspartic protease. [Conclusion] The cultivable 
protease-producing bacteria in the North Yellow Sea are diverse with Pseudoalteromonas, Sulfitobacter and 
Salegentibacterbacteria as the dominant groups and the extracellular proteases belong to serine proteases and/or 
metalloproteinases. 

Keywords: marine sediment, protease-producing bacteria, diversity, serine protease, North Yellow Sea 
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