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摘要：本文主要综述了微生物碱性蛋白酶在国内外的应用研究和现状，对微生物碱性蛋白酶的产生菌，碱性蛋白酶的应用、基

因结构及性质，高产工程茵的选育技术等方面的研究进展进行了概述，并根据当前应用研究状况对微生物碱性蛋白酶在今后的发展进

行了展望。 
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Abstract: The current research status of microbial alkaline protease and its application at home and abroad were summarized. The 

producing strains, gene structure and properties of the alkaline protease, the screening and culturing of engineering strains with high production 

of the alkaline protease were introduced and the develop of alkaline protease was forecasted according to current applications studies. 
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碱性蛋白酶（Alkaline protease）是指在 pH 值偏

碱性范围内水解蛋白质肽键的酶类，1913 年 Rohm 首

先将胰蛋白酶作为洗涤浸泡剂使用，1945 年瑞士

Dr.Jaag 等人在地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）
中发现了碱性蛋白酶[1]。有数据显示，全世界工业用

酶每年销售额大约为 1 亿美元[2]，在所有的工业用酶

制剂中 75%是蛋白水解酶，而蛋白酶是工业用酶中占

据比例最大的酶类，大约占全世界每年总销售量的

60%左右[3]。碱性蛋白酶在食品、洗涤及制革等行业

中有着广泛的用途[4~6]。由于微生物蛋白酶均为胞外

酶，与动、植物源蛋白酶相比具有下游技术处理相对

简单、价格低廉、来源广、菌体易于培养、产量高、

高产菌株选育简单、快速、具有动植物蛋白酶所具有

的全部特性，同时易于实现工业化生产。而且碱性蛋

白酶比中性蛋白酶具有更强的水解能力和耐碱能力，

有较大耐热性且有一定的酯酶活力。因此，碱性蛋白

酶研究成为蛋白酶研究的热点[7~9]。本文综述了碱性蛋

白酶国内外研究现状、高产菌株的选育新途径、基因

结构与功能，并根据当前研究现状，对碱性蛋白酶在

今后的发展进行了展望。 

1  微生物碱性蛋白酶应用研究现状 

1.1  微生物碱性蛋白酶主要产酶菌种 
收稿日期：2007-11-05 

目前，碱性蛋白酶主要产生菌及研究对象有：地

衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）、短小芽孢杆菌

（Bacillus pumilus）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、
解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）、嗜碱

性芽孢杆菌（Bacillus Sp）和链霉菌（如灰色链霉菌、

费氏链霉菌等）以及霉菌。我国用于工业化生产的蛋

白酶菌种主要有：地衣芽孢杆菌 2709[10]、地衣芽孢杆

菌 C1213
[11]以及短小芽孢杆菌 289 和 209[12]。 

1.2  微生物碱性蛋白酶应用与研究现状 
1.2.1  国外研究现状 

目前，国外碱性蛋白酶主要应用于洗涤及皮革等

行业中，99%以上洗涤剂均添加了碱性蛋白酶，因此

市场需求出现了供不应求的现象。相信随着碱性蛋白

酶研究的进一步深入，该现象将会得到有效的缓解。

当前国外碱性蛋白酶高产菌株的选育主要用基因工程

技术和蛋白质工程手段进行工业微生物菌种的定向选

育，目的性强，而且酶结构研究得也比较的深入。

Tsuyoshi Nonaka[13]等人研究了枯草杆菌抗氧化性稳

定性并期望能应用于洗涤剂行业。Kunamneni 
Adinarayana[14]等人研究了枯草芽孢杆菌PE-11的热稳

定性。研究表明，该酶在 60 ℃处理了 350 min 酶仍保

持 100%活力。极端碱性蛋白酶和高活力碱性蛋白酶

工程菌构建成为国外碱性蛋白酶的热点[15]。 
1.2.2  国内研究现状 
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碱性蛋白酶主要应用于洗涤、制革、食品等行业

中。目前我国洗涤行业中加酶洗涤剂也占 90%以上，

且占有率有上升趋势。我国碱性蛋白酶的研究发展很

快。邱秀宝[16]采集 38 个不同土样，从中筛选到一株

产碱性蛋白酶的嗜碱性短小芽孢杆菌 R115，经 NTG 和

利福平处理，获得一株具有高产稳产的碱性蛋白酶变

异株 B45。徐子渊[17]等将碱性蛋白酶生产菌 2709 进行

诱变育种，获得变异株 C1213，酶产量提高了 40%。郑

铁曾[18]等对如何提高 C1213 碱性蛋白酶活力进行了研

究，通过优化设计，酶活力达到 21000 U/mL，相对原

始菌株 2709 酶活提高了 170%。冯清平[19,20]等也从土

样中筛选到一株产碱性蛋白酶的嗜碱性地衣芽孢杆菌

53-A6，对其原生质体进行复合诱变处理，从中选育出

了耐高温、耐碱的碱性蛋白酶高产株。在生物技术领

域中，碱性蛋白酶可作为工具酶用于核酸纯化过程中

的蛋白质（包括核酸酶类）去除，因为蛋白酶作用条

件温和，对 DNA 的完整性不会造成破坏。刘成圣[38]

等人从海洋弧菌（Vibrio pacini）X4B 一 7 分离纯化得

到电泳纯碱性蛋白酶，该酶可用于解聚组蛋白，DNA
琼脂糖凝胶电泳证明：酶对 DNA 酶有降解作用，而

对 DNA 没有降解作用，该酶有望应用于核酸的提取。

此项研究为蛋白酶的应用指明了一个新发展方向。 

2  高产菌株的选育 

高碱性蛋白酶活力菌株是工业化生产实现的前提

和基础，然而从自然界分离得到的碱性蛋白酶菌株酶

活力一般都较低，不能直接应用于工业化生产。为此，

必须对产酶菌株进行定向或非定向性的改造，以提高

原始菌株产酶能力符合工业化生产的要求，一般可以

采取以下措施： 
2.1  利用传统的物理、化学因子单独或复合诱变选育

高活力菌株 
早期许多研究表明，通过物理、化学因子单独或

复合诱变选育高活力产碱性蛋白酶菌株是一种切实可

行的方法，至今仍不失为菌种选育的一种好方法。那

淑敏[22]（1987）利用 NTG 和紫外线复合诱变地衣芽

孢杆菌获得变异株 Bacillus licheniformis 533-F13，产

酶活力达 10000 U/mL，相对出发菌株酶活提高了近

20 倍 。 邱 秀 宝 [23] 利 用 NTG 对 Alkaliphilic 
Bacilluspunilus 进行了诱变并利用利福平抗性株筛选

到比原始菌株蛋白酶活力出 11.8 倍的变异株。最近，

我们课题组对从土壤中分离纯化得到一株产中性蛋白

酶芽孢杆菌（Bacillus B4）进行了产酶条件优化研究，

粗酶液蛋白酶活力比原始菌株提高近 8 倍[24]。由此可

见，通过物理、化学因子诱变或优化发酵条件选育高

活力菌株的确是一个切实可行的办法。 
2.2  原生质体技术选育碱性蛋白酶高产菌株 

通过原生质体技术改良碱性蛋白酶菌株有很多成

功的研究报道[9,25,26]。潘延云[25]用原生质体融合的方

法，将碱性蛋白酶生产菌 2709 与含有碱性蛋白酶基因

克隆载体 pDW2的工程菌枯草杆菌BDl05 进行原生质

融合，得到 1 株高效表达的高产碱性蛋白酶的工程菌

A16，通过双亲的形态学，营养特征和不同抗药性为筛

选指标进行观察证明 A16 携有双亲的遗传物质，表型

和生长特征与 2709 相似，发酵液酶活比 2709 高 50%~ 
100%，摇瓶发酵的产酶水平达到国际领先水平，最高

可达 30000 U/mL。薛林贵[26]等人对地衣芽孢杆菌

（Bacillus lichniformis）53 号菌株在原生质体形成最

佳条件下进行原生质体制备并多次紫外线诱变终得一

株稳定高产的碱性蛋白酶产生菌 53-G38-6，酶活由原

来的 1104 U/mL 提高到 22080 U/mL，活力提高了近

20倍。杨文博[27]以短小芽孢杆菌Bacillus pumilus C172
为出发菌株，采用 UV 照射、DES 和原生质体 NTG
诱变等复合诱变处理选育出 C172-415 突变株，碱性蛋

白酶摇瓶产酶最高活力达 13977 U/mL。原生质体诱变

选育高产碱性蛋白酶菌株还有大量报道。实践表明，

制备原生体后对其进行诱变能大大提高菌种产酶量或

直接原生质融合选育高产碱性蛋白酶菌株不失为一个

好的方法。 
2.3  利用基因工程技术选育高产菌株的选育 

自 1985 年 Jacobs[28]第一次通过建立基因文库克

隆了第一条碱性蛋白酶基因以来，利用基因工程手段

获得高产碱性蛋白酶高产工程菌已成为当前蛋白酶研

究的热点之一。利用基因工程技术手段提高菌种的产

酶能力，不仅使菌种产酶量有极大的提高，且能够改

变酶某些特性以求满足生产需求，促进了理论研究与

实践应用的紧密融合，大大缩短了从探索研究到生产

应用的周期，同时也克服了传统菌种选育方法的随机

性和盲目性，为微生物育种提供一条新的思路和途径。

杨文博[29]等人将 Bacillus pumilus C172-60 为受体株，

采用原生质体转化技术将携带糖化型 α-淀粉酶基因

（Amy）、Cmr基因，Kmr基因的 pBX96 质粒成功导

入到受体内，并获得能直接利用淀粉作为碳源并保留

噬菌体抗性、产碱性蛋白酶的工程菌 C172-306
（pBX96）。雷虹[30]等成功利用 PCR 技术从地衣芽孢

杆菌 2709 菌株的染色体 DNA 中扩增了 2709 碱性蛋

白酶的编码序列并肯定了 2709 菌碱性蛋白酶属典型

的 Sublilisin Carlberg。刘永亮[31]等利用枯草杆菌碱性
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蛋白酶 E 基因的信号顺序构建分泌表达载体获得成

功。王培之[32]等成功利用遗传工程的方法构建一个分

泌型高表达的枯草杆菌碱性蛋白酶 E（Subtilisin E）的
枯草杆菌质粒-宿主系统。唐雪明[33]等对重组碱性蛋白

酶工程菌株BP071高产碱性蛋白酶的发酵条件进行了

优化研究，酶活达 24480 U/mL。目前，国内用于碱性

蛋白酶生产的菌种，酶活一般都维持在 18000 U/mL，
与国外的 25,000~30,000 U/mL 相比还比较低。因此，

通过基因工程手段定向改造产酶菌株有很好的发展前

景，将为我国碱性蛋白酶的发展起到推波助澜的作用。 
2.4  蛋白质工程技术选育高产菌株的选育 

蛋白质工程（protein enginerring）是指通过对天

然蛋白质或蛋白质衍生物的结构分析，确定其三级结

构模型，然后通过分子设计合成突变基因，经筛选突

变体 DNA，合成相应蛋白质的方法[33]，主要集中在

提高碱性蛋白酶的稳定性，抗氧化性及改变蛋白酶的

专一性等方面。我国在蛋白质工程技术选育高产碱性

蛋白酶菌株取得了重大的成就。王贤舜[34]用蛋白质工

程的方法在计算机图像系统上对预定的分子改造方案

进行了预测，成功地完成了构建 1 个分泌热稳定性比

野生型枯草杆菌蛋白酶 E 高 4 倍的工程菌。1998 年

wells 和 Estell 将 BPN 酶与底物残基侧链关系密切的

三个残基逐步改换成 Carlsberg 酶底物的残基，同时对

于活性部位的 Ser221，His64，Asnl55 也做了替换，

实现了 BPN 酶的专一性转化为类似于 Carlsberg 酶的

专一性[35]。 

3  碱性蛋白酶基因结构及功能 

20 世纪 80 年代以后，微生物蛋白酶研究转向基

因结构、空间结构以及结构与功能的关系的研究上来。

随着生物技术基础研究的快速发展，蛋白质工程也有

了突飞猛进的发展。枯草杆菌蛋白酶与蛋白质工程主

要集中在酶的专一性和催化机理、稳定性作用力和结

构预测等方面[36,37]。大多数微生物碱性蛋白酶的活性

中心含有丝氨酸，属于丝氨酸蛋白酶（ serine 
protease）。当遇到作用于丝氨酸的试剂二异丙基氟磷

酸（DFP）便失活，这是碱性蛋白酶的一个重要特征。

碱性蛋白酶需要有金属离子的激活，必须的金属离子

有 Mn2+、Mg2+、Zn2+、Co2+、Fe2+等。Ca2+对碱性蛋

白酶有稳定作用[38]。 
信号肽的存在是区分胞质蛋白和输出蛋白的唯一

显著特征。有研究发现，在 B.amyloliquefaciens、
B.subtilis、B.stearo-thermophi-lus 中分泌的中性蛋白酶

与在 B.amyloliqufaciens、B．subtilis、B．1icheniformis

中分泌的碱性蛋白酶信号肽同源程度很高的保守序列
[39]。信号肽保守序列位于带正电荷的 N 端紧跟一段疏

水残基，在极性 C 区有一个共有序列切割位点：

Ala-*-Ala，一般切割点位于 C 端 Ala 之后，这两个

Ala 残基常被其它短肽链氨基酸残基取代。*位优先选

择大体积的氨基酸残基。雷虹[30]等通过设计合适的引

物，利用 PCR 技术从地衣芽孢杆菌 2709 菌株的染色

体 DNA 中扩增了 2709 碱性蛋白酶的编码序列。对两

个克隆的 PCR 片段的全序列分析结果显示，2709 碱

性蛋白酶的编码序列同相应的 NCIB6816 序列相比有

3%左右的碱基组成差异，与已发表的两种 Substilisin 
Carlsberg 型氨基酸序列长度（274 个氨基酸）一致，

同源性为 98%~99%。由此肯定了 2709 碱性蛋白酶属

典型的 sublitilis Carlsberg 类。不同菌株产生的碱性蛋

白酶其翻译加工、切除信号肽和导肽的过程及调控机

制基本一致。 

4  研究前景 

目前，我国碱性蛋白酶研究已经达到了分子水平，

利用基因工程手段和蛋白质工程手段定向改造碱性蛋

白酶产生菌产酶活力及酶学性质是今后很长时间的一

个发展趋势。随着生物技术基础研究深入和应用技术

手段的完善，碱性蛋白酶研究将会进入一个全新阶段。

今后，我国碱性蛋白酶研究方向主要转向：（1）继续

运用生物技术和蛋白质手段进一步提高目前工业微生

物菌种产酶能力和酶的性质。如构建、克隆高产碱性

蛋白酶基因文库并高效表达，选育耐热、耐碱、抗噬

菌体和抗氧化高产碱性蛋白酶菌株等。（2）建立新的

碱性蛋白酶高产基因宿主系统，为碱性蛋白酶构建更

多表达载体，解决革兰氏阴性胞外酶分泌问题。（3）
为蛋白酶的应用开拓新渠道，特别是在医学（生物制

药及化疗等）及生物技术领域中应用。（4）选育极端

碱性蛋白酶产生菌。如低温碱性蛋白酶产生菌、耐高

温碱性蛋白酶。综上所述，碱性蛋白酶研究是富有前

景的领域，同时，也相信随着碱性蛋白酶研究的进一

步深入，碱性蛋白酶将会成为一个新的经济增长点。 
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