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产耐盐蛋白酶深海细菌的分离鉴定 
 

赵谋明，舒会，崔春，雷芬芬，唐雪鹭
 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本文采用高盐富集、复筛发酵及耐盐稳定性实验的方式，从深海海泥中筛选产耐盐蛋白酶的深海海洋细菌。从深海海洋

微生物中共筛选出 25 株耐盐菌，在这 25 株菌株中有 14 株在酪蛋白平板上能产生较大的水解圈；通过发酵复筛及耐盐稳定性实验，

筛选得到一株酶活性能高且耐盐稳定性好的菌株，将其编号为 SWJSS3；对菌株 SWJSS3 进行 16S rDNA 的鉴定并初步研究了盐浓度

对产酶情况和酶稳定性的影响。菌株 SWJSS3 在 0~10% (m/V）的盐浓度条件下均能生长，在 0~10%的盐浓度下，菌液 OD600 的吸光

值范围为 0.08-1.98；通过发酵复筛其所产生的蛋白酶酶活在盐浓度为 1%时达最高，为 233.56±2.16 U/mL；所产蛋白酶在终浓度为 15% 

(m/V)的 NaCl溶液下，混匀 4 ℃保存 1 h，残余酶活为初始酶活的 40.70±2.06%，继续存放一段时间到第 9 h，酶活基本保持不变；通

过 16S rDNA 鉴定其为铜绿假单胞菌，与 Pseudomonas aeruginosa RP28 16S rDNA的相似性达到 99%以上。 
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Abstract: This study was aimed at screening deep-sea bacteria that produce salt-tolerant proteases from deep-sea mud samples based on 

high-salt accumulation, fermentation rescreening, and salt-tolerant stability tests. Twenty-five strains of deep-sea marine microorganisms were 

selected, 14 of which demonstrated an increase in hydrolysis cycles on casein plates. A strain with high enzyme activity and salt stability was 

obtained based on fermentation rescreening and a salt-tolerance test, and was labeled as SWJSS3. Strain SWJSS3 was identified using 16S 

rDNA and a preliminary study on the effects of salt concentration on its protease yield and stability was conducted. The strain was able to grow 

in medium with salt concentrations between 0% and 10% and an OD600 of the bacterial suspension ranging from 0.08 to 1.98. The activity of 

proteases produced by SWJSS3 was maximal for a 1% salt concentration in the fermentation rescreening (233.56 ± 2 U/mL). After treatment 

with 15% (final concentration) sodium chloride solution at 4 °C for 1 h, the enzyme activity decreased to 40.70 ± 2.06% of the initial enzyme 

activity, but remained stable for up to 9 h. strain SWJSS3 was identified as Pseudomonas aeruginosa, exhibiting 99% 16S rDNA sequence 

similarity to P. aeruginosa RP28. 

Key words: deep-sea marine bacteria; protease; salt stability; isolation and identification 

 

海洋是生命的发源地，占地球表面积的 70%，拥

有地球 80%的生物资源[1]。海洋环境一般存在着高盐、

高压、寡营养、低温等特点。海洋微生物为了适应这

些极端环境，在长期的进化过程中逐渐形成了一些独

特的生理生化功能或遗传体系，并可产生新的功能活

性物质，如多肽、胞外多糖、蒽醌类衍生物、大环内 
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酯类、萜类、生物碱等[2]。目前已经鉴定和研究出的

海洋微生物尚不足其生物总量的 5%，已发现的活性

物质就更少，仅占总数的 1%左右[3]。 

已报道的海洋微生物所产酶类主要有蛋白酶、碱

性磷酸单脂酶、脂肪酶、溶菌酶、DNA拓扑异构酶等，

且已获得了部分相关酶的目的基因并对其生物表达和

功能结构有了深入的研究[4]；其中不同的蛋白酶因具

有不同的酶切位点，在一定程度上能够为不同的加工

目的提供选择[5]，故其被广泛应用于洗涤、食品、医

药、饲料废弃物处理等各个行业，在工业应用和科学

研究等领域都有重要的作用，在酶制剂市场更可占到

65%的份额[6]。耐盐微生物或耐盐蛋白酶因其在高盐
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环境下仍能生长，蛋白酶保留有较高活性和稳定性，

故在污水处理、酱油发酵等领域受到研究者的青睐。

目前国内外很多学者已经对耐盐微生物或耐盐蛋白酶

有了一定的研究，其中 D Wang
[7]等从米曲霉中分离筛

选出一株耐高盐的中性蛋白酶并研究了其酶学性质；

S D Gohel
[8]等研究了一株耐盐碱的放线菌的热力学稳

定性及特征；Mahadevan
[9]等研究了产耐盐蛋白酶的铜

绿假单胞菌的耐盐机制。 

本文旨在利用海洋环境的高盐特点，通过高盐富

集、复筛发酵和酶活测定等方式从深海海泥中筛选出

耐盐且高产蛋白酶的菌株，以期利用其高产蛋白酶和

在高盐环境下酶活较稳定的特点将其应用于酱油发

酵、泡菜腌制、鱼露风味形成等食品加工领域或污水

处理、生物降解、皮革脱毛等工业领域。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本实验筛选菌种所用样品取自中国南海、太平洋

的深海海泥及红树林的不同区域。 

人工海水由高级海水素（广州市海宝生物科技有

限公司）配制而成，1 kg 海水素可配制 30 L人工海水。 

Folin 试剂：根据GB/T 23527-2009
[10]

规定的方法

配制。 

酪氨酸购自Sigma 公司，酪蛋白、酵母粉、牛肉

膏等试剂均为市售分析纯。 

1.2  培养基 

富集培养基（g/L 人工海水）（1）：蛋白胨 5，酵

母粉 1，磷酸铁0.1，pH 7.2±0.1。 

富集培养基（g/L 人工海水）（2）：蛋白胨 5，酵

母粉 1，磷酸铁0.1，氯化钠100，pH 7.2±0.1。 

筛选培养基（酪蛋白平板）g/L人工海水）：酪蛋

白 10，牛肉浸粉 3，磷酸二氢钾 2，琼脂粉 15，pH 

7.2±0.1。 

种子培养基：同富集培养基（1）。 

发酵培养基（g/L 人工海水）：葡萄糖 5，酵母粉

10，磷酸氢二钾0.5，氯化钙 1，硫酸铵 1，硫酸镁 0.3，

氯化钠 10，pH 7.2±0.1。 

保藏培养基（g/L人工海水）：牛肉膏4，蛋白胨 6，

氯化钠 5，酵母粉 2，琼脂粉 15，pH 7.2±0.1。 

1.3  方法 

1.3.1  样品的富集及初筛 

样品富集：称取 1 g海泥样品于 50 mL加有玻璃

珠的灭菌离心管中，加入10 mL 0.9%的无菌生理盐水

后置于水浴摇床中振荡培养 30 min 使其充分分散，取

1 mL上清液于富集培养基（1）中，37 ℃、180 r/min

恒温培养 12 h 后取1 mL于富集培养基（2）中，37 ℃、

180 r/min 恒温培养 24 h。 

样品初筛：取 2 次富集后的培养液 1 mL用 0.9%

的无菌生理盐水将其梯度稀释为 10
-1、10

-2、10
-3三个

浓度，从中各取 100 μL 加注到已凝固的酪蛋白平板

上，涂布均匀，倒置在 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h。 

分离纯化：从上述酪蛋白平板上挑取形态不同且

有明显水解圈的单菌落，在新的酪蛋白平板上反复划

线分离三次，得到纯的培养物接种到试管保藏斜面上，

保藏于 4 ℃冰箱中。 

1.3.2  样品的复筛 

将上述保藏在试管斜面上的纯培养物活化三次后

接种到种子培养基中，于 37 ℃、180 r/min 恒温振荡

培养箱中培养 12 h，以 1%接种量接种到发酵培养基

中，相同条件下培养 48 h，取出离心，取上清液即得

粗酶液。粗酶液做适当稀释后测其酶活。 

1.3.3  酶活的定义  

酶活力单位的定义：1 mL酶制剂在一定温度下，

1 min 内水解酪蛋白产生 1 μg酪氨酸为 1 个酶活力单

位。采用 Folin-酚显色法测酶活
[11]

，再按下式计算出

酶活： 

NKODmL  )10/4()/U( 680酶活力  

注：OD680：待测样品与空白对照之间的吸光度差值；K：

吸光系数，即OD 值为 1.0 时对应的 1 mL酪氨酸的质量（μg），

本实验中 K=94.309；4：反应试剂总体积（mL）；10：反应时

间（min）；N：粗酶液的稀释倍数。 

1.3.4  耐盐蛋白酶菌株的筛选 

取一定量具有酶活的粗酶液稀释5倍与NaCl混合，

使盐浓度为15%，以相同处理方式但不加NaCl的粗酶

液为对照，4 ℃冰箱中放置3 h，分别测其残余酶活，

计算相对值。 

的粗酶酶活不加的残余酶活加相对酶活 NaClNaCl /%/   

1.3.5  16S rDNA 分子鉴定及生物进化树 

细菌总DNA的测定：按照CTAB
[12]方法。 

16S rDNA的分子鉴定：使用细菌通用的16S rDNA

基因的通用引物，引物序列为：（正向引物

5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’）和（反向引物

5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）。PCR反应总体系

为（50 μL），包括:模板基因DNA 1.25 μL；上下游引

物（20 μmol/L）各2.5 μL；Taq DNA聚合酶0.5 μL；

10×buffer 5.0 μL；4种脱氧核苷酸混合物dNTP（各2.5 

mmol/L）4.0 μL，25 mmol/L MgCl2 4.0 μL，双蒸水

http://link.springer.com/search?facet-author=%22D.+Wang%22
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（ddH2O）30.25 μL。PCR反应程序采用两步法：第一

步预变性94 ℃、2 min，变性98 ℃、10 s，退火55 ℃、

1 min，延伸68 ℃、30 s（25个循环）,最后一次延伸时

间延长到10 min；第二步，利用测序仪对样本的PCR扩

增片段进行测序。（16S rDNA基因的克隆与测序由广

州基迪奥生物科技有限公司完成）。 

16S rDNA基因系统发育树：将测出的物种的16S 

rDNA基因序列输入到NCBI上的数据库中进行BLAST

的分析，与GenBank中所有已测定的模式菌株的16S 

rDNA序列进行比较，根据比较结果下载相关的模式菌

株的16S rDNA基因序列输入到文档中，使用Clustal软

件进行比对，将比对结果导入MEGA6.0软件中构建细

菌的16S rDNA基因系统发育树。 

1.3.6  菌株 SWJSS3 在不同盐浓度下的生物量

及产蛋白酶的最适盐浓度分析 

在发酵培养基已有盐浓度的基础上继续添加向发

酵培养基中补加 NaCl，使发酵培养液的其盐浓度分别

达到为 1%、2%、3%、4%、5%、10%。另以盐浓度

为 0%的发酵培养液为对照，37 ℃、180 r/min 恒温培

养 48 h 后取出；以未接种的发酵液调零，在600 nm

处测其 OD 值，而后将各盐浓度下的发酵液离心，测

定所得粗酶液的酶活力。 

1.3.7  菌株 SWJSS3 的粗酶液在 15%高盐环

境下存放不同时间的耐盐稳定性 

将菌株SWJSS3的粗酶液稀释 5 倍后补加一定量

的 NaCl，使其盐浓度为 15%，以存放相同处理方式但

不加 NaCl的粗酶液为对照，4 ℃冰箱中放置 1 h、3 h、

5 h、7 h、9 h，在不同时间点分别取样测量各自的粗

酶酶活，计算其酶活的相对值。 

的粗酶酶活不加的残余酶活加相对酶活 NaClNaCl /%/   

1.3.8  数据分析 

数据平均测定三次取其平均值，用 Excel 2003 进

行数据分析处理并作图，实验数据表示为“平均值±标

准偏差”的形式。 

2  结果与讨论 

2.1  蛋白酶产生菌的筛选及分离 

从深海海泥样品中，以 10%高盐富集的方式筛选

出 25 株耐盐微生物，其中有 14 株在初筛酪蛋白平板

上能产生明显的水解圈，以 3次划线分离将这 14株菌

纯化后点接至酪蛋白平板，37 ℃恒温培养36 h 后，每

株菌各取 3 个平行测其水解圈和菌落直径，结果见表

1。可知菌落直径（DC）为 0.61~2.00 cm，水解圈直

径（DTC）为0.89~3.81 cm，水解圈与菌落直径的比

值（DTC/DC）范围为 1.46~4.03，其中比值在 3.50 以

上的有 7 株，分别为 A1、A4、A5、B6、B7、B10、

C12。  

将 14 株菌进行 37 ℃、48 h摇瓶发酵复筛，结果

如表 1 所示，蛋白酶活在 200 U/mL以上的有 5 株，

分别是 A1、A3、A4、B10、C12，酶活最高的是菌株

A3，达到 233.56 U/mL，菌株 A2、B6、B9、C11 的

酶活力均低于 20 U/mL，故不做进一步研究。从

DTC/DC 的比值和蛋白酶活的高低可看出，液体发酵

产蛋白酶的能力与水解圈的大小并不一定呈正相关，

这可能是菌株在固体和液体培养基中产酶能力不同所

致，相关研究中也有类似报道
[13]

，所以不能仅由水解

圈大小来判定产酶的酶活高低。 

表 1 微生物产蛋白酶菌株的筛选结果 

Table 1 Screening of protease producing strains 

菌株 
菌落直径

/cm 

水解圈直

径/cm 

水解圈/

菌落圈 

蛋白酶活
/(U/mL) 

A1 0.61±0.07 2.15±0.24 3.52±0.03 220.87±7.45 

A2 1.18±0.05 2.26±0.17 1.92±0.13 2.88±0.52 

A3 0.89±0.01 2.51±0.14 2.82±0.25 233.56±2.16 

A4 0.68±0.02 2.51±0.21 3.69±0.41 221.85±7.88 

A5 0.78±0.06 2.75±0.08 3.53±0.19 98.10±4.87 

B6 0.81±0.01 2.95±0.04 3.64±0.08 8.88±1.01 

B7 0.78±0.04 2.88±0.26 3.69±0.33 124.56±5.28 

B8 2.00±0.01 3.81±0.28 1.91±0.32 74.99±2.83 

B9 0.61±0.08 0.89±0.25 1.46±0.68 1.45±0.48 

B10 0.71±0.07 2.82±0.20 4.03±0.44 203.95±8.94 

C11 0.62±0.08 1.75±0.11 2.82±0.21 13.01±1.28 

C12 0.81±0.09 2.85±0.17 3.52±0.24 203.16±8.48 

C13 1.08±0.02 2.11±0.14 1.95±0.09 21.67±2.97 

C14 1.01±0.04 3.01±0.07 2.98±0.32 168.93±5.66 

2.2  耐盐蛋白酶菌株的筛选 

将酶活高于 20 U/mL 的 10 株菌的发酵液稀释 5

倍配成终浓度为 15%的 NaCl溶液，混匀后存放于 4 ℃

冰箱，3 h后测其残余酶活，以不加 NaCl的菌株发酵

液为对照，计算相对酶活值（%），结果如表 2所示，

从表中可以看出菌株 A3 的相对活力最高，为 40.70%，

结合表 1 所示的初筛和复筛结果，确定 A3 为后续实

验的研究对象，将其编号为 SWJSS3。 

2.3  菌株 SWJSS3 的 16S rDNA 的序列分析及

生物进化树 

提取菌株 SWJSS3 的基因组 DNA，进行 16S 
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rDNA的 PCR 扩增反应，将纯的扩增产物送到广州基

迪奥生物科技有限公司进行测序，得到供试菌株的

16S rDNA 序列。通过 BLAST 软件将其与 GenBank

中所有已测得的原核生物的 16S rDNA 序列进行比

对，将比对结果中相近的模式生物的 16S rDNA序列

下载下来用 Clustal软件进行分析，导入到 MEGA 6.0

软件中构建细菌的 16S rDNA基因系统发育树，结果

如图 1 所示，从系统发育树可以看出菌株 SWJSS3 与

Pseudomonas aeruginosa RP28（KJ631608.1）处于同

一分支上，其相似性达到 99%以上，故可确定 SWJSS3

为铜绿假单胞菌属。 

表 2 蛋白酶耐盐菌株的筛选 

Table 2 Screening of strains producing salt-tolerant proteases 

菌株 
发酵酶活
/(U/mL) 

残余酶活
/(U/mL) 

相对活力
/% 

A1 220.87±7.45 76.07±3.57 34.44±2.85 

A3 233.56±2.16 95.05±3.56 40.70±2.06 

A4 221.85±7.88 71.74±5.37 32.34±2.92 

A5 98.10±4.87 27.18±2.82 27.70±1.82 

B7 124.56±5.28 36.72±4.25 29.48±1.46 

B8 74.99±2.83 20.01±2.64 26.68±2.17 

B10 203.95±8.94 63.18±4.65 30.98±3.59 

C12 203.16±8.48 65.25±4.27 32.12±2.82 

C13 21.67±2.97 3.18±0.33 14.66±2.86 

C14 168.93±5.66 46.85±3.39 27.74±2.28 

 
图 1 依据 16S rDNA序列构建的供试菌株 SWJSS3及相关菌株的

系统发育树 

Fig.1 The phylogenetic tree of the test strain SWJSS3 and related 

strains based on 16S rDNA sequences 

2.4  菌株 SWJSS3在不同盐浓度下的生物量及

产蛋白酶的最适盐浓度 

在发酵培养基已有盐浓度的基础上继续添加

NaCl，使其发酵培养液的盐浓度分别达到 1%、2%、

3%、4%、5%、10%，以盐浓度为 0%的发酵培养液为

对照，37 ℃、180 r/min 摇床培养 48 h后测其生物量

及酶活，结果如图 2 所示，可以看出，菌株 SWJSS3

在 0%~10%的盐浓度下其 OD600值为 0.08~1.98，说明

菌株 SWJSS3 在 0%~10%的盐浓度下均可生长；菌株

SWJSS3 产蛋白酶的最适盐浓度为 1%和 2%，其对应

酶活分别为 235 U/mL和 226 U/mL，在 0%、3%盐浓

度下酶活较低，在 4%、5%、10%的盐浓度下基本无

酶活。说明该菌株在 0%~10%的盐环境下能够生长且

在 1%~3%的盐浓度下生物量较高，但当盐浓度超过

4%时，菌株已基本不产蛋白酶。 

 

图 2 氯化钠对菌株 SWJSS3 产蛋白酶和生物量的影响 

Fig.2 The effects of NaCl on protease and biomass production for 

strain SWJSS3 

2.5  菌株 SWJSS3 的粗酶液在 15%高盐环境

下存放不同时间的耐盐稳定性 

 
图 3 氯化钠对菌株 SWJSS3 生产的蛋白酶稳定性的影响 

Fig.3 The effects of NaCl on the stability of proteases produced by 

strain SWJSS3 

取菌株 SWJSS3 的粗酶液稀释 5 倍与一定量的

NaCl混合，使其盐浓度为 15%，放置在 4 ℃冰箱中，

在 1 h、3 h、5 h、7 h、9 h 时各取一定量测其酶活，

以不加 NaCl 的发酵液为对照，结果如图 3 所示。以

不加 NaCl时的初始酶活为 100%，蛋白酶活在 1 h 内

已降到初始酶活的 40%左右，在后面的数小时内酶活

基本保持稳定，说明 NaCl 加入到发酵液后，蛋白酶
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出现了瞬时失活效应，其后高浓度的 NaCl 则对蛋白

酶的稳定性有一定的提高作用，相关现象在其它文献

中也有报道
[14]

。 

3  结论 

3.1  本研究从深海海泥中筛选出一株酶活性能高且

耐盐稳定性好的菌株 SWJSS3，据 16S rDNA 测序后

与 GenBank 中的模式菌株进行比对，鉴定该菌株为

Pseudomonas aeruginosa。该菌株产蛋白酶的发酵培养

基所需最适盐浓度为 1%，蛋白酶活达到 230 U/mL左

右，粗酶在 15% NaCl 溶液中会产生瞬时失活效应，

残余酶活为初始酶活的 40%左右。 

3.2  实验结果显示，菌株SWJSS3是一株具有较好的

酶活性能和耐盐稳定性的菌株，其在生产中的应用有

待进一步研究。 
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