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摘  要：微生物碱性蛋白酶被广泛应用于洗涤、食品、皮革及纺织等制造工业中．本文围绕碱性蛋白酶的研究与开发，

对微生物碱性蛋白酶的来源、表达调控、分子改造、构效关系及应用进行了阐述，指出了今后的研究方向． 

关键词：碱性蛋白酶；微生物来源；表达调控；构效关系；应用 

中图分类号：Q814.4      文献标志码：A     文章编号：1672-6510(2017)02-0001-06 

 

The Research and Development of Microbial Alkaline Protease 
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(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，Tianjin Key Laboratory of 
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Abstract：Microbial alkaline proteases are widely used in the industrial process of laundry additives，food，leather and

silk．This article introduces the latest development in the research of alkaline protease，including the source，expression regu-

lation，structure-function relationship and the application of microbial alkaline protease．It also points out the direction for

future research. 
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工业酶是重要的工业蛋白质，其作为生物催化和

生物转化的关键，已被广泛应用到食品、医药、饲料、

纺织、造纸、化工、环境、能源等重大工业领域[1]．在

众多的工业用酶中，微生物碱性蛋白酶是可在碱性条

件下水解蛋白质肽键的酶类，其最适 pH 一般为 9～

11，在洗涤剂、食品加工、皮革制造、纺织制造等工业

中被广泛应用和研究[1–2]．因此，本文针对微生物碱

性蛋白酶的研究与开发进行综述． 

1 产碱性蛋白酶的微生物 

1945 年，Jaag 等首次发现了微生物碱性蛋白 

酶[3]．与动植物来源的碱性蛋白酶相比，微生物碱性

蛋白酶可分泌到细胞外，更适合于工业化生产，因

此，筛选产碱性蛋白酶的菌株逐渐成为了研究热点． 

迄今为止，产碱性蛋白酶的微生物主要从盐碱

湖、深海、沙地等碱性环境中分离得到．目前，芽胞杆

菌(Bacillus)、放线菌(Actinomyces)以及真菌均有报

道可以产碱性蛋白酶．芽胞杆菌有地衣芽胞杆菌

(Bacillus licheniformis) 、短 小 芽 胞 杆 菌 (Bacillus 

pumilus)、枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)、解淀粉芽

胞杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)、嗜碱性芽胞杆菌

(Bacillus alcalophilus)和克劳氏芽胞杆菌(Bacillus 

clausii)等；放线菌有灰色链霉菌(Streptomyces gri-

seus)、费氏链霉菌(Streptomyces fradiae)等；真菌有

米 曲 霉 (Aspergillus oryzae) 、赭 曲 霉 (Aspergillus 

ochraceus)、蜂蜜曲霉(Aspergillus melleus)、酱油曲

霉(Aspergillus sojae)等[1–2]．虽然已报道可产碱性蛋

白酶的菌株有很多，但目前碱性蛋白酶在工业生产中

主要以芽胞杆菌属细菌为主，在我国用于工业生产碱
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性 蛋 白 酶 的 菌 株 主 要 为 地 衣 芽 胞 杆 菌 (Bacillus 

licheniformis)． 

2 碱性蛋白酶的表达调控 

随着碱性蛋白酶市场需求的不断扩展，研究工作

者开始将注意力集中在碱性蛋白酶高产工程菌株的

构建方面．大肠杆菌(E．coli)和毕赤酵母(Pichia pas-

toris)作为首选宿主菌株被用于碱性蛋白酶的高效表

达．早在 1994 年，Vaughan 等[4]将来源于节瘤拟杆菌

(Dichelobacter nodosus)的碱性蛋白酶基因克隆至大

肠杆菌并成功进行了功能表达，但产量较低，稳定性

较差．2010 年，Salamin 等[5]在毕赤酵母中实现了碱

性蛋白酶 Subtilisin 的功能表达，蛋白酶产量仅为

10,mg/L，仍难以满足工业生产的需要． 

芽胞杆菌作为一种重要的原核表达宿主，具有较

强的蛋白分泌表达系统和蛋白酶耐受性以及相对完

善的载体/宿主系统，因此在碱性蛋白酶异源表达方

面具有独特的优势．研究发现[6]，通过优化其表达调

控元件可使碱性蛋白酶的表达量获得较大提高．其

中，启动子是实现碱性蛋白酶基因高效表达的关键，

通过启动子系统的筛选和优化可使碱性蛋白酶基因

的表达量得到大幅度提高．组成型启动子无需任何

诱导物，可以持续性表达碱性蛋白酶编码基因．芽胞

杆菌中常用的组成型启动子为枯草芽胞杆菌来源的

P43 启动子，该启动子为强启动子，启动强度明显优

于诱导型启动子 PsacB 和 PamyE，被广泛用于表达

载体的调控元件．Yang 等[7]通过启动子诱捕技术，从

地 衣 芽 胞 杆 菌 基 因组中 筛 选获得 一个强启动子 

Pshuttle-09，其强度是 P43 的 8 倍．与组成型启动子

相比，诱导型启动子可根据需要在特定的诱导条件，

快速诱导基因转录的“开”与“关”．枯草芽胞杆

菌中最常见的为受 IPTG 诱导的启动子，此外还有以

木糖为诱导物的启动子 Pxyl，以及以蔗糖为诱导物的

sacB 启动子．除此之外，还有受淀粉诱导可持续性表

达外源基因的启动子 Pamy，以及受磷酸、柠檬酸盐、

四环素、枯草菌素、细胞壁抗生素和甘氨酸等诱导的

启动子[8]．可见，芽胞杆菌启动子种类繁多，而启动

强弱也各有区别，主要与启动子本身的结构和宿主细

胞有关，因此特定的碱性蛋白酶编码基因需要选用特

定的启动子及适当的宿主细胞才能实现碱性蛋白酶

的高效表达．另外，信号肽是另一个实现碱性蛋白酶

高效表达的重要因素，Degering 等[9]系统研究了 173

种来源于枯草芽胞杆菌的信号肽和 220 种来源于地

衣芽胞杆菌的信号肽对碱性蛋白酶 Subtilisin 产量的

影响，与原信号肽相比，来源于地衣芽胞杆菌几丁质

酶(Chitinase)的信号肽 dBli00338 可以使碱性蛋白酶

Subtilisin 在地衣芽胞杆菌 H402 中的分泌表达量提

高 7～8 倍，在枯草芽胞杆菌 TEB1020 中提高 6～7

倍；而来源于枯草芽胞杆菌的信号肽 sYbdN 也可大

幅度提高 Subtilisin 的分泌表达量． 

3 碱性蛋白酶的构效关系 

不同来源及特性的碱性蛋白酶，呈现出不同的三

维结构特征． 

3.1 碱性蛋白酶的结构 

3.1.1 嗜冷碱性蛋白酶 

嗜冷碱性蛋白酶(psychrophilic alkaline protease)

由 α/β 折叠和反平行 β–三明治结构域组成(图 1)，其

催化结构域为 α/β 折叠，锌离子为催化反应的激活

剂；活性中心含有 HEXXHXXGXXH 结合模体，

His173、His179、Tyr209 形成了催化活性中心[10]；底

物结合位点位于催化活性中心，位于 α/β 折叠结构域

的上方． 

 

图 1 嗜冷碱性蛋白酶的结构解析 

Fig. 1 Structural analysis of psychrophilic alkaline 

protease 

3.1.2 嗜盐碱性蛋白酶 

嗜盐碱性蛋白酶(halophilic alkaline protease)呈

现出不同的结构[11]，是由两个 β–桶结构域组成；催化

活性中心由 His41、Asp91、Ser169组成(图 2)． 

 

图 2 嗜盐碱性蛋白酶的结构解析 

Fig. 2 Structural analysis of halophilic alkaline protease 
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3.1.3 芽胞杆菌属碱性蛋白酶 

芽胞杆菌属碱性蛋白酶 KP-43(alkaline protease 

KP-43 from Bacillus sp.)具有 α/β折叠和反平行 β–桶

结构域组成(图 3)，Asp30、His68、Ser255 形成催化

活性中心，底物结合位点位于催化活性区上方，被 α

螺旋区域和 Loop 区所包围[12–13]．碱性蛋白酶 KP-43

具有独特的反平行 β–桶结构域，以及 3 个钙离子结

合位点，分别为 CaⅠ、CaⅡ和 Ca,Ⅲ．其热稳定性与

3 个钙离子结合位点密切相关(图 3)，结构分析发现

CaⅠ位于 α/β 结构域；CaⅡ、Ca,Ⅲ分别位于 β–桶结

构域；3 个钙离子通过氢键网分别与酶分子的氨基酸

相结合．碱性蛋白酶 KP-43 另外一个特点是具有抗

氧化性[14]，通过结构分析发现，其活性位点周围存在

的两个甲硫氨酸 M251、M256 对酶的抗氧化活性起

到关键作用． 

 

图 3 芽胞杆菌属碱性蛋白酶 KP-43的结构解析 

Fig. 3  Structural analysis of alkaline protease KP-43

from Bacillus sp. 

3.1.4 克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶 

克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶(alkaline protease 

from B．clausii)具有 α/β 折叠的单结构域(图 4)，

Asp32、His65、Ser221 为其催化活性中心的 3 个氨基

酸残基，Arg19、Arg275、Glu271 形成了其特有的盐

桥结构[15]． 

 

图 4 克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶的结构解析 

Fig. 4  Structural analysis of alkaline protease from 

B．clausii 

通过比较克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶与芽胞杆

菌属碱性蛋白酶 KP-43 发现，两种碱性蛋白酶催化

残基完全保守，β–折叠区域与分子内部核心区的 α螺

旋空间位置一致，但外围 α 螺旋区及 Loop 区域空间

位置具有很大差异(图 5)． 

 

图 5 克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶与芽胞杆菌属碱性蛋

白酶 KP-43的结构比较 

Fig. 5 Structural comparison between alkaline protease 

from B．clausii and Bacillus sp. 

通过比较克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶与地衣芽

胞杆菌(Bacillus licheniformis)碱性蛋白酶发现，两种

碱性蛋白酶在氨基酸序列上具有 50%,相似度，但其

立体结构高度保守，均由 α/β 折叠单结构域组成，底

物结合区域也相同(图 6)． 

 

图 6 克劳氏芽胞杆菌碱性蛋白酶与地衣芽胞杆菌碱性

蛋白酶的结构比较 

Fig. 6 Structural comparison between alkaline protease 

from B．clausii and B．licheniformis 

3.2 碱性蛋白酶的改造 

基于碱性蛋白酶的结构特征，研究工作者通过改

变碱性蛋白酶不同位置的氨基酸残基，研究其对抗氧

化性、热稳定性和催化活性的影响． 

3.2.1 抗氧化性 

由于洗涤用碱性蛋白酶在使用过程中会遇到强

氧化 剂 ，所以亟需提高 碱 性 蛋 白 酶 的抗氧化 能

力．Stauffer 等[16]将碱性蛋白酶 Subtilisin Carlsberg 
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经双氧水处理，发现仅有 222位蛋氨酸被氧化成蛋氨

酸亚砜，而另外 4 个蛋氨酸没有被氧化；氧化后碱性

蛋白酶活性降低 57%,～92%,，降低程度随所用酶浓

度不同而变化；为了提高碱性蛋白酶的抗氧化能力，

对活性位点附近的 222 位蛋氨酸进行改造，当将

Met222 突变为 Ala 或 Cys 时虽然会大大降低酶活

力，分别为野生型的 20%,和 30%,，但由于突变酶具

有更高的抗氧化能力，其洗涤能力分别比野生型高出

54%,和 51%,．Vojcic 等[17]改造来源于枯草芽胞杆菌

(Bacillus subtilis)DB104 的 Subtilisin Carlsberg，获得

两种突变体 M4(T58/W216M/M221)和 M6(T58A/ 

W216L/M221C)，可分别将其抗氧化性能提高 2.6 倍

和 1.5倍． 

3.2.2 热稳定性 

引入分子间二硫键来提高蛋白质稳定性是最常

用的方法之一．Takagi 等[18]利用定点突变技术在枯

草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)Subtilisin E 碱性蛋白酶

的 61 和 98 位引入两个半胱氨酸，使其形成二硫键，

结果表明突变体的半衰期提高了 2～3 倍，Tm 值比

野生型高 4.5,℃．Huang 等 [19]发现短小芽胞杆菌

(Bacillus pumilus)碱性蛋白酶 V149突变成 I会破坏

底物结合区域的柔性，通过增强酶和底物之间的亲和

性来提高酶的热稳定性，突变体的半衰期是野生型的

2 倍；与之相反，R249E 突变会破坏蛋白酶 C–末端的

相互作用，从而导致酶的热稳定性降低，其半衰期仅

为野生型的 26.4%,． 

3.2.3 催化活性 

目前提高碱性蛋白酶催化活性的常用方法主要

有以下 3 种． 

(1)增加碱性蛋白酶活性位点(尤其是 Loop 区)

附近结构的柔性．通过在 Subtilisin PB92活性位点附

近的柔性 Loop 区域增加一个或数个氨基酸残基，进

一步提高该 Loop 区域的柔性，可增强碱性蛋白酶和

底物之间的结合能力，从而起到提高其催化活性的 

目的[20]． 

(2)改变蛋白酶表面的带电性质或等电点．将嗜

碱芽胞杆菌(Bacillus alcalophilus)碱性蛋白酶(SBA)

表面 110 位的 Glu 突变为 Ala，突变体在 10,℃催化

活性提高了 50%,
[21]；将吉氏芽胞杆菌(Bacillus gib-

sonii)碱性蛋白酶(BgAP)表面的 Asn 和 Gln 分别突

变为 Asp 和 Glu，可提高其催化活性，但降低了其最

适 pH
[22]；碱性蛋白酶 Subtilisin 309(即 Savinase)中

42、114 和 115位的 Asn突变为 Arg 的突变体，在 pH 

10～11、温度 46～58,℃之间具有较高的催化活性， 

同时还具有较长的存储时间[23]． 

(3)活性位点附近优化，提高底物和活性位点之

间的亲和性．Wells 等[24]将 Subtilisin Carlsberg 活性

位点(即 Asp32、His64 和 Ser221)附近的 Glu156 和

Asp166 均突变为 Lys，可使其催化活性提高 1,900 倍

以上，而 K27R、N87S、T274A 则对活性影响较小或

基本没有影响． 

4 碱性蛋白酶的应用 

碱性蛋白酶因其相对较强的水解能力和耐碱能

力，可广泛应用于食品、洗涤、皮革和饲料等工业 

领域． 

4.1 碱性蛋白酶在食品行业中的应用 

碱性蛋白酶具有相对较强的水解能力，并且因为

多数动植物蛋白的碱溶性比较好，所以碱性蛋白酶对

大部分动植物蛋白的水解效率相对要高，可有效应用

于动植物蛋白的加工，以改善蛋白食品的品质和风

味，增强食品的营养和功能，制备生物活性肽等．目

前，国内外已开发了玉米肽、大豆肽、乳肽、降血压肽

和抗氧化肽等多种多样的生物活性肽产品．通过蛋

白酶水解动植物蛋白，尤其是蛋白类废料或副产品，

转化成附加值比较高的生物活性多肽，将会大大促进

动植物蛋白资源的综合利用． 

尽管碱性蛋白酶在碱性条件下水解能力较强，但

其很少单独应用于蛋白水解，而是主要与其他种类蛋

白酶制剂配成复合酶制剂，然后应用于蛋白水解，以

期获得更好的风味或更高的水解度．路福平等[25]以

中成药血必净药渣为材料，利用蛋白酶水解制备生物

活性肽，通过考察比较酸性、中性和碱性蛋白酶水解

药渣的效果，确定了复合蛋白酶配方及水解工艺；梁

秋丽等[26]以水解度为指标，比较了不同蛋白酶对大

豆分离蛋白的水解能力，结果显示碱性蛋白酶的水解

寡肽收率最高，在此基础上进一步采用多酶复合水

解，通过复合比例的优化获得了比单独采用碱性蛋白

酶更高的寡肽收率；李绮丽等[27]运用碱性蛋白酶和

中性蛋白酶双酶水解米渣蛋白质，经两次酶解所得米

渣蛋白酶解液，水解度达到了 15%,，高于单独使用碱

性蛋白酶或者中性蛋白酶的水解度；Bah 等[28]采用两

种碱性蛋白酶和两种真菌来源的蛋白酶分别水解牛

血清蛋白，发现不同酶制剂水解的产物在生理活性上

差异很大；Ko 等[29]采用碱性蛋白酶、胰蛋白酶等酶

制剂水解比目鱼，从中分离鉴定到了两种抗氧化性能

优异的多肽．由此可见，不同种类的蛋白酶协同水解
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底物蛋白之所以能够获得更高的水解效率，原因在于

不同种类蛋白酶在水解位点上存在差异和互补性． 

4.2 碱性蛋白酶在洗涤行业中的应用 

碱性蛋白酶是最早应用于洗涤剂产品的酶制剂

种类，而目前洗涤剂用酶已由单一型转变为复合型，

即不仅添加蛋白酶，还添加淀粉酶、脂肪酶、纤维素

酶等酶类，以满足消费者对多种污渍类型去除的需

求．但是，蛋白酶作为一种蛋白质降解酶，在加酶洗

涤剂的存储过程中不仅水解自身，也会分解产品中的

其他酶．因此，有效抑制蛋白酶的活性就成了维持复

合酶稳定性的关键技术．传统的酶稳定剂为硼酸和

丙二醇体系，该体系可以在产品贮存过程时起到抑制

蛋白酶的作用，而在洗涤过程中随着其浓度的稀释，

蛋白酶的活力又可以释放出来．研究工作者很早了

解到苯基硼酸及其同分异构体对蛋白酶活性有可逆

的抑制作用，诺维信公司开发了高效的蛋白酶抑制剂

4-FPBA 用于稳定洗涤剂碱性蛋白酶产品，随后又致

力于开发以肽醛为基础的抑制剂，理论上其安全性更

高，对环境更为友好[30]． 

酶制剂在洗涤剂配方中的稳定性一直是加酶洗

涤剂发展的关键技术难题，而复合酶制剂在洗涤剂配

方中的稳定性则是一个更大的技术挑战．对于固体

洗衣粉而言，通过包裹造粒等技术已经很好地解决了

酶制剂的稳定性．但对液体洗涤剂而言，因是溶液体

系，酶分子会与水、表面活性剂以及其他洗涤助剂充

分接触，所以很容易变性失活．1999 年，诺维信公司

开发出了微胶囊型的液体碱性蛋白酶产品 Savinase 

LCC
[31]，用于液体洗涤剂中酶的复配使用，表现出了

较好的稳定性．随着洗涤剂种类和用途的变化，复合

型加酶洗涤剂产品将不断地进入市场，洗涤剂中增加

复合酶制剂的用量、尽量降低化学物质总量将成为洗

涤剂行业发展的一个必然趋势，因此洗涤用酶制剂的

市场前景较好． 

4.3 碱性蛋白酶在制革行业中的应用 

自 20 世纪初 Rohm 公司尝试用酶软化和脱毛以

来，皮革用酶已有一百多年的历史，但至今仍未成为

制革工艺的主流技术．碱性蛋白酶可以应用于制革

工艺的浸水、浸灰、脱毛、软化和废水处理等多个环

节[32–33]．浸水工序的目的是使生皮吸收水分恢复到

鲜皮状态．传统方法主要是采用表面活性剂来加速

浸水．而采用蛋白酶浸水，能切断生皮干燥过程中形

成的交联键，溶解和除去纤维间质，进而促进生皮的

回湿．浸水酶制剂主要是碱性蛋白酶，它对非胶原蛋

白去除效果明显，目前产品主要有诺维信公司生产的

NovocorS、德瑞公司(TFL)的 ErhazymC、希伦赛勒赫

公司的 AglntanPR 等．浸灰环节的作用是松散胶原纤

维，碱性蛋白酶应用于浸灰，可以促进皮纤维的松

散，减少其他助剂的使用量，增加革的柔软性和强度

等．诺维信公司的 NUE0.6MPX 是目前的市场主力

产品，浸灰要求蛋白酶具有很强的耐碱性．碱性蛋白

酶也可以用于脱毛环节[34]，但目前尚存在一些问题，

水解程度难以控制，在脱毛的同时对胶原纤维的破坏

比较大，而且毛通常难以完全去除． 

虽然目前碱性蛋白酶在制革工业中还面临以上

问题，但随着我国政府和国民对环境保护重视程度的

提高，通过酶技术等绿色生产技术，革新传统高污染

的皮革工业，已成为研究与应用的热点和趋势． 

5 展 望 

随着各工业领域的进一步发展，碱性蛋白酶的市

场仍在逐步扩大，这对碱性蛋白酶的催化特性、活

性、生产以及应用均提出了更高的要求．因此，应继

续对碱性蛋白酶进行如下方面的研究：挖掘与改造碱

性蛋白酶分子，以适应不同加工种类和过程的需求，

如耐热、嗜冷、抗氧化等；构建与优化碱性蛋白酶高

效表达系统，创建其高产菌株；调整与控制碱性蛋白

酶发酵工艺，实现其规模化高水平的制备；开发与拓

展碱性蛋白酶应用技术，提升其应用效能和应用领

域．对碱性蛋白酶相关理论和技术问题不断的探索

和突破，可为我国酶制剂工业的理论和技术创新提供

重要支撑，对于推动我国酶制剂行业的纵深发展和产

业链升级具有重要意义． 
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