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摘  要：碱性蛋白酶是现代工业酶制剂中最重要的酶类之一，在人类日常生活中扮演着非常重要的角色．本研究以嗜

碱芽胞杆菌(B. alcalophilus)TCCC11006 基因组为模板，从中扩增出碱性蛋白酶基因 apr，并构建重组表达质粒 pHY-

apr，将重组质粒电转入蛋白酶基因缺失的地衣芽胞杆菌(B. licheniformis)H115 中，实现了碱性蛋白酶的分泌表达．重

组菌在 LB 培养基中最高酶活力达到 3,199,U/mL，是出发菌株酶活力的 1.82 倍，发酵周期缩短了 8,h．然后通过单因素

和正交实验对重组碱性蛋白酶水解酪蛋白的工艺参数进行优化，确定了最佳水解温度、pH 和酶添加量分别为 50,℃、

9.5 和 4,000,U/g．在最佳水解条件下，通过钡-乙醇沉淀的方法制备生物活性肽——酪蛋白磷酸肽(CPP)，其得率和氮

磷物质的量比分别为 14.8%,和 8.47．这为碱性蛋白酶在功能性食品制造方面的应用奠定了良好的基础． 
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Abstract：Alkaline protease is one of the most important enzymes in industrial enzymes．It plays a very important role in 

human daily life．Alkaline protease encoded gene(apr)was amplified from B．alcalophilus TCCC11006,genome．Then the 

recombined expression vector pHY-apr was successfully constructed and transformed into protease-deficient strain 

B．licheniformis H115．The alkaline protease gene was expressed in the recombined B．licheniformis H115．The highest alka-

line protease activity was 3,199,U/mL in LB medium，which was 1.82,times of that of the starting strain．The fermentation 

cycle was decreased by 8,h．Then the hydrolyzing casein paramenters of recombined alkaline protease were optimized with

single factor and orthogonal experiments．The optimum hydrolyzing time，temperature，pH and the amount of the enzyme 

were found to be 2,h，50,℃，9.5,and 4,000,U/g substrate．Under the optimal hydrolysis conditions，the yield and N/P mole 

ratio of the casein peptide phosphate(CPPs)prepared were 14.8%, and 8.47，respectively．Knowledge gained in the research 

can be a solid foundation for the application of alkaline protease in the manufacturing of functional food. 
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碱性蛋白酶是指在 pH 偏碱性范围内水解蛋白

质肽键的一大类酶类，是目前工业中用量较多的酶之

一 [1] ，其 每 年 销 售 额 占 全 世 界 酶 类 销 售 额 的

60%,
[2]．随着人们对碱性蛋白酶应用研究的不断深

入，发现其在洗涤剂、食品加工、医药、环境保护、皮

革制造、丝绸制造等行业都有十分重要的作用 [3–9]. 

其中，地衣芽胞杆菌和枯草芽胞杆菌是我国碱性蛋白

酶的主要生产菌，但地衣芽胞杆菌具有比枯草芽胞杆
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菌更强的分泌表达系统，大约是枯草芽胞杆菌分泌能

力的 2 倍，且地衣芽胞杆菌生长较慢，有利于刚分泌

的蛋白充分折叠和运输[10]．另外，利用微生物源碱性

蛋白酶制备酪蛋白磷酸肽(CPP)已成为当前的研究

热点．被誉为“矿物质载体”的酪蛋白磷酸肽具有

促进钙、铁、锌、硒离子的吸收和利用的功能，也是目

前促进钙吸收较好的生物活性剂，被广泛应用于食

品、医药等领域[11]．现阶段，CPP 的生产通常采用价

格较高的胰蛋白酶[12]，这在很大程度上限制了 CPP

的应用．因此，国内外许多专家学者都在寻找一种价

格较为低廉的微生物源蛋白酶代替胰蛋白酶来制备

CPP．而筛选高表达蛋白酶的新菌种、菌种诱变和构

建高表达的重组菌是解决这个问题的主要方法． 

目前，利用芽胞杆菌表达系统获得重组蛋白酶来

制备 CPP 的研究较少．本研究通过重组 DNA 的手段

实现嗜碱芽胞杆菌来源的碱性蛋白酶在地衣芽胞杆

菌中的分泌表达，提高其表达量并缩短了发酵周

期．利用正交实验优化重组碱性蛋白酶水解酪蛋白

的工艺参数，提高产品中 CPP 的纯度．旨在为碱性蛋

白酶的大规模工业化生产及其替代胰蛋白酶制备

CPP 等方面奠定基础． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株与质粒 

嗜碱芽胞杆菌(B．alcalophilus)TCCC11006、地

衣芽胞杆菌(B．licheniformis)H115(蛋白酶基因缺失

菌株)宿主菌和表达载体 pHY 等均由本研究室保藏． 

1.1.2 培养基 

嗜碱芽胞杆菌生长培养基(g/L)：牛肉膏 8，酵母

浸粉 2，多聚蛋白胨 5，NaCl 2，琼脂 17，酪蛋白 4，

K2HPO4 18，pH自然． 

嗜碱芽胞杆菌发酵培养基(g/L)：酵母浸粉 17，

棉籽饼粉 30，麦芽糊精 100，柠檬酸钠 3，氯化钙 

2.6，K2HPO4 18，pH自然． 

地衣芽胞杆菌 H115 生长和发酵培养基均为 LB

培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母提取物 5，NaCl 10． 

干酪素筛选培养基(g/L)：干酪素 8，酵母抽提

物 2，K2HPO4 14，KH2PO4 6，(NH4)2SO4 2，琼脂粉 

20，pH 7.2～7.4． 

1.1.3 主要试剂 

Pyrobest DNA 聚合酶、限制性内切酶、T4,DNA 

连接酶、DNA Marker 和琼脂糖凝胶回收试剂盒等均

购自 TaKaRa 公司；卡那霉素、PCR 产物纯化试剂

盒、小量 DNA 产物纯化试剂盒、福林酚和酪蛋白等

均购自上海生工生物工程有限公司；其他分析纯试剂

均由北京国药集团有限公司提供． 

1.2 方法 

1.2.1 碱性蛋白酶基因的扩增 

  参照 GenBank报道的嗜碱芽胞杆菌 TCCC11006

菌株碱性蛋白酶 apr 基因序列(GenBank 登录号：

F J 9 4 0 7 2 7 . 1 )设计引物 ．上游引物 为 5 ′ - C G C 

GGATCCGCTGAAGAAGCAAAAGAAAAATAT-3′； 

下游引物为 5′-TCCCCCGGGTTAGCGTGTTGCCGC 

TTCT-3′．其中在上游引物和下游引物中分别加入

BamHⅠ和 SmaⅠ酶切位点 ．PCR 反应 体 系 为

Pyrobest
TM

 DNA聚合酶 0.25,μL、10×Pyrobest buffer 

Ⅱ(Mg
2+

Plus)5,μL、dNTP Mixture(2.5,mmol/L)4,μL、

模板 1,μL、上游引物和下游引物各 1,μL、超纯水

37.75,μL；PCR 反应条件为 94,℃ 5,min，94,℃ 30,s，

55,℃ 30,s，72,℃ 60,s，72,℃ 10,min，15,℃ 60,min. 

嗜碱芽胞杆菌基因组 DNA 的提取、质粒 DNA 的制

备等方法参考文献[13]． 

1.2.2 重组质粒 pHY-apr 的构建、转化与验证 

将扩增出来的碱性蛋白酶基因片段与质粒 pHY

分别进行酶切、纯化，再进行连接．采用电转化法将

连接产物转入地衣芽胞杆菌 H115 中，并在含有

20,μg/mL 卡那霉素的酪素筛选培养基上对转化子进

行筛选、验证． 

1.2.3 重组菌的验证 

在含有 20,μg/mL 卡那霉素的酪素筛选培养基上

对阳性转化子进行点接．观察有无透明圈形成． 

1.2.4 重组菌碱性蛋白酶的表达 

将验证正确的重组菌接种到含有 20,μg/mL 卡那

霉素的 30,mL LB液体培养基中，37,℃、200,r/min培

养过夜后，按照 2%,的接种量转接到 50,mL LB 发酵

培养基中进行发酵实验，每隔 8,h 取样，取样后将发

酵液 12,000,r/min 离心 10,min，测定上清液酶活力． 

1.2.5 碱性蛋白酶活力的测定 

按照 GB/T 23527—2009
[14]测定酶活力，1 个酶

活力单位(U)是 1,mL 酶液在 40,℃、pH 10.5 条件下

反应 1,min 产生 1,μg 酪氨酸所需要的酶量． 

1.2.6 重组碱性蛋白酶水解酪蛋白工艺参数的确定 

酪蛋白水解度的测定采用茚三酮比色法[15]．酪

蛋白溶液总氮含量的测定采用微量凯氏定氮法[16]. 

水解度(DH)按照式(1)进行计算． 
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tot

DH 100%
6.25

c

Hρ
= ×

× ×
 (1)

 

式中：c 为样品中氨基的含量，µmol/mL；ρ 为底物溶

液中总氮含量，mg/mL，6.25×ρ 为水解物中蛋白的

含量，mg/mL；Htot 为 1,g 原料蛋白质的肽键总数，酪

蛋白的 Htot 为 8.2,mmol/g． 

(1)时间的变化对水解度的影响：用 pH 为 10.5

的硼砂–氢氧化钠缓冲液配制 100,mL 2%,的酪蛋白溶

液，按照 2,000,U/g 添加重组碱性蛋白酶，在 40,℃恒

温水浴锅中进行水解反应，每隔 30,min 取样，研究时

间对酪蛋白水解度的影响． 

(2)温度的变化对水解度的影响：pH,10.5 的条件

下水解 2%,酪蛋白溶液，重组碱性蛋白酶的添加量为

2,000,U/g，水解 2,h，测定不同温度下的水解度． 

(3)pH 的变化对水解度的影响：在水解温度为

50,℃条件下水解 2%,酪蛋白溶液，重组碱性蛋白酶的

添加量为 2,000,U/g，水解 2,h，测定不同 pH 下酪蛋

白溶液水解度． 

(4)酶添加量的变化对水解度的影响：在 pH , 

10.5、水解温度 50,℃的条件下水解 2%,酪蛋白溶液，

水解 2,h，测定不同酶添加量下酪蛋白溶液水解度． 

(5)正交实验优化：在上述单因素实验的基础

上，选择水解温度、pH 和酶添加量 3 个因素，分别取

3 个水平，并以 L9(3
3
)正交表进行正交实验，通过方

差分析筛选出关键因素，从而确定最优水解条件组

合．其中，正交实验的设计和分析采用软件正交实验

助手Ⅱ 3.1.1 进行． 

1.2.7 酪蛋白磷酸肽的制备与理化性质检测 

在最佳水解条件下，采用钡–乙醇沉淀法[17]制备

CPP．总磷含量的测定参照 GB/T 5009.87—2003
[18]的

钼蓝比色法．测定钡–乙醇沉淀得到的粗品质量(m1)

和初始酪蛋白质量(m2)，按照式(2)计算酪蛋白磷酸

肽得率．分别测定氮、磷的质量分数(wN 和 wP)，按照

式(3)计算氮磷物质的量比． 

   1

2

100%
m

m

= ×酪蛋白磷酸肽得率  (2)

 

   N

P

31

14

w

w

×
=

×
氮磷物质的量比  (3)

 

2 结果与分析 

2.1 碱性蛋白酶基因 apr 的扩增 

提取嗜碱芽胞杆菌 TCCC11006染色体 DNA，以

此为模板，apr-F 和 apr-R 为引物 PCR扩增碱性蛋白

酶基因 apr．所扩增片段的大小为 1,100,bp 左右，与

理论值(1,060,bp)相符(图 1)． 

 

M. 1,kbp DNA ladder；1. 碱性蛋白酶 apr基因的 PCR产物 

图 1 嗜碱芽胞杆菌 TCCC11006,apr 基因的 PCR扩增

Fig. 1 Amplification of apr gene encoded alkaline prote-

ase from B. alcalophilus TCCC11006 

2.2 重组质粒 pHY-apr 的构建 

将 PCR 获得的片段经过 BamHⅠ酶切后，与经

过 BamHⅠ和 SmaⅠ酶切的表达载体 pHY 连接，采

用电击转化方法转入感受态细胞中，在含有卡那霉素

的干酪素平板上筛选转化子．其中，重组载体 pHY-

apr 的构建方案如图 2所示． 

 

图 2 重组表达质粒的构建示意图 

Fig. 2 Diagram of the construction of the recombined

plasmid 

2.3 重组菌的筛选和鉴定 

重组质粒经 BamHⅠ和 SmaⅠ双酶切后得到两

条大小分别为 4.6,kbp 和 1.1,kbp 的条带(图 3)，表明

目的基因已经插入到 pHY 载体上，将该重组子命名

为 pHY-apr． 
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M. Gene ruler 1,kbp DNA ladder；1. 重组载体经 BamHⅠ/SmaⅠ酶切 

图 3 重组质粒的酶切鉴定 

Fig. 3  Identification of recombined plasmid through

double digestion with BamHⅠ and SmaⅠ 

2.4 重组菌验证 

将含有目的基因的载体与不含目的基因片段的

空载转入地衣芽胞杆菌后，得到的转化子分别在酪素

筛选培养基中进行点接，培养 32,h，结果如图 4所示. 

 
1. B. licheniformisH115/pHY-apr菌株； 

2. B. licheniformisH115/pHY菌株 

图 4 重组菌鉴定 

Fig. 4 Identification of the recombined bacteria 

2.5 重组菌与出发菌株的产酶水平比较 

  在发酵过程中，每隔 8,h 进行取样，测定上清液

酶活力．重组菌 H115/pHY-apr 在 LB 发酵培养基中

发酵 56,h 时，酶活力达到最大，为 3,199,U/mL；而出

发 菌 株 TCCC11006 在 发 酵 64,h 时酶 活 力仅为

1,758,U/mL(图 5)． 

 

图 5 重组菌与出发菌株发酵酶活的比较 

Fig. 5  Comparison of the activities of alkaline proteases

from the recombined strain and the starting strain

2.6 重组碱性蛋白酶水解酪蛋白工艺条件的确定 

2.6.1 时间的变化对水解度的影响 

重组碱性蛋白酶水解 2%,酪蛋白溶液时，其水解

度(DH)随着时间的变化趋势如图 6 所示．由图 6 可

知，水解时间为 0.5～2,h，水解度随着时间的增加而

变大．当水解时间为 2,h 时，水解度达到 15.6%,．继

续增加水解时间，水解度保持不变． 

 

图 6 不同时间段酪蛋白水解度比较 

Fig. 6 Effects of time on the hydrolysis of casein 

2.6.2 温度对水解度的影响 

不同温度下，酪蛋白水解度的变化如图 7 所

示．在 35～50,℃的温度范围内，酪蛋白的水解度随

着温度的增高而变大．当温度达到 50,℃时，蛋白酶

的水解度达到 17.9%,．继续增加温度，水解度反而 

降低． 

 

图 7 温度对水解度的影响 

Fig. 7 Effects of temperature on the degree of hydrolysis  

2.6.3 pH 对水解度的影响 

不同 pH 对水解度的影响如图 8 所示．当反应

pH 达到 9.5 时，其水解度最大，为 17.6%,．但是，随

着反应 pH增大或减小，其水解度均逐渐变小． 

2.6.4 酶添加量对水解度的影响 

不同酶添加量对水解度的影响结果如图 9 所

示．在一定量的酶添加量的范围内，酪蛋白的水解度

随着酶量的增加而变大．添加量在 1,000～4,000,U/g

范围内，水解度变化较明显，但是继续增加酶的添加

量时，其水解度基本保持不变． 
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图 8 pH对水解度的影响 

Fig. 8 Effects of pH on the degree of hydrolysis 

 

图 9 酶添加量对水解度的影响 

Fig. 9  Effects of the amount of enzyme on the degree of

hydrolysis 

2.6.5 正交实验 

根据单因素实验结果，选取温度(A)、pH(B)、酶

添加量(C)进行正交实验设计，进一步考察各因素对

酪蛋白水解度的影响．正交实验结果见表 1． 

表 1 水解度正交实验的因素水平和结果 

Tab. 1  Factors ，levels and results of orthogonal experi-

ment of the degree of hydrolysis 

 

编号 A/℃ B C/(U·g
-1

) 水解度/%,

1 45 8.5 2,000 16.9 

2 45 9.5 3,000 17.3 

3 45 10.5 4,000 17.5 

4 50 8.5 3,000 19.2 

5 50 9.5 4,000 20.4 

6 50 10.5 2,000 18.3 

7 55 8.5 4,000 19.4 

8 55 9.5 2,000 18.6 

9 55 10.5 3,000 19.2 

k1 17.233 18.500 17.933  

k 2 19.300 18.767 18.567  

k 3 19.067 18.333 19.100  

R 2.067 0.434 1.167  

由表 1可知，影响酪蛋白水解度的显著性大小的

顺序为 A＞C＞B．通过正交实验确定了最佳水解条

件为：水解温度 50,℃，pH,9.5，酶添加量 4,000,U/g． 

2.7 酪蛋白磷酸肽的制备 

2.7.1 酪蛋白磷酸肽得率 

参照钡–乙醇沉淀法制备酪蛋白磷酸肽，用 2,g

固体酪蛋白经过重组碱性蛋白酶在其最佳水解条件

下进行水解，经过烘干后，得到酪蛋白磷酸肽粗品的

质量为 0.296,g，得率为 14.8%,． 

2.7.2 酪蛋白磷酸肽氮磷物质的量比 

按照酪蛋白磷酸肽含氮量和含磷量测定方法进

行测定，酪蛋白磷酸肽中氮含量为 11.9%,，磷含量为

3.11%,，氮磷物质的量比为 8.47． 

3 讨 论 

本研究将碱性蛋白酶基因 apr 成功导入地衣芽

胞杆菌 H115 中，并实现了分泌表达，在 LB 液体培

养基(50,mL/250,mL)中进行摇瓶发酵，其最大酶活

力为 3,199,U/mL，是出发菌株酶活的 1.82 倍，同时发

酵周期较出发菌株缩短了 8,h，为碱性蛋白酶的大规

模生产奠定了一定的基础． 

酪蛋白磷酸肽作为功能性食品的添加剂，日益受

到人们的关注．目前，CPP 的生产主要依赖于动物源

的胰蛋白酶，但是价格昂贵、提取较复杂、得率较低

等一系列因素[19]，使得胰蛋白酶在 CPP 的大规模生

产和应用方面受到限制．本研究中，利用微生物源的

蛋白酶制备 CPP，其中，用重组碱性蛋白酶水解 2%,

酪蛋白溶液时，随着水解时间的逐渐增加，其水解度

也不断增加，当水解时间达到 2,h 后，其水解度基本

维持在 15.8%,左右；由于蛋白酶对温度和 pH 比较敏

感，研究发现，重组碱性蛋白酶在 50,℃、pH 为 9.5

时，其水解度较大，可能原因是重组碱性蛋白酶在温

度和 pH 不适宜的环境下，其稳定性差有所降低，使

重组酶受到不同程度的影响，导致水解度的降低[20]；

另外，由于酶与底物的结合是有一定限制的，所以对

其酶添加量进行研究发现，酶添加量在 4,000,U/g

时，其水解度达到最大，所以本研究最终获得的最佳

水解条件是水解时间 2,h，水解温度 50,℃，水解 pH

为 9.5，酶添加量为 4,000,U/g． 

利用重组碱性蛋白酶在其最优水解条件下水解

酪蛋白制备 CPP，CPP 的得率为 14.8%,，氮磷物质的

量比为 8.47，虽然得率与胰蛋白酶的 17%,相比稍有

差距[19]．但是，本研究利用微生物源蛋白酶制备的

CPP，具有更低的氮磷物质的量比，纯度更高，磷酸丝

氨酸基团更容易得到富集，使得其结合钙离子的能力
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越强，阻止钙离子沉淀的效果越好．这为其替代胰蛋

白酶制备 CPP 以及在其他功能性食品的制造方面打

下了坚实的基础． 
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