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枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶的系统生物信息分析 
 

袁宇峰，白 琳，毛淑红 
(天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：利用 NCBI 等数据库，对枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶的生物信息特征进行分析。结果表明，甘氨酸(G)、缬氨酸

(V) 、丙氨酸(A)常常出现在碱性蛋白酶的保守位点。大部分碱性蛋白酶属于肽酶 S8 家族，包括两种常见的类型：枯草

菌素亚家族型，长度 379～382 个氨基酸，等电点在 9 左右，不稳定指数在 11～25 之间，脂肪指数在 80～83 之间，亲水

性蛋白质；S8-1 亚家族型，长度 400～442 个氨基酸，等电点在 5 左右，不稳定指数在 30～36 之间，脂肪指数在 78～80

之间，亲水性蛋白质。部分碱性蛋白酶含有抑制因子 i9 超家族结构域。本研究分析碱性蛋白酶的结构域与功能，为提

升其工业应用价值提供理论依据。 
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Systematic Bioinformatics Analysis of Alkaline Proteases 

from Bacillus subtilis 

YUAN Yufeng，BAI Lin，MAO Shuhong 

(College of Biotechnology，Tianjin University of Science and Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In this present study，the bioinformatic characteristics of Bacillus subtilis were analyzed with the use of such

databases as NCBI. The results indicated that G，V，and A amino acids often appeared as conserved sites in alkaline prote-

ases. Most alkaline proteases belonged to the peptidase S8 family，including two common types：one is the subtilisin subfam-

ily with a length of 379-382 amino acids，an isoelectric point of around 9，an instability index of 11-25，and a fat index of 80-

83；the other is S8-1 subfamily with a length of 400-442 amino acids，an isoelectric point of around 5，an instability index 

between 30-36，and a fat index between 78-80. Both of them are hydrophilic proteins. Moreover，some alkaline proteases 

contained inhibitory factor i9 superfamily domains. Further analysis of the domain and function of alkaline protease in this

study is of great significance for enhancing its industrial application. 
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  碱性蛋白酶是一种能够在碱性条件下水解蛋白

肽键的酶，其最适合的 pH 范围为 9～11，被广泛应

用于洗涤剂、食品、医疗保健、酿酒、丝绸、皮革制造

等行业。许多微生物都能产碱性蛋白酶。工业生产中

使用的主要菌株是枯草芽孢杆菌和链霉菌。枯草芽

孢杆菌是一种重要的原核表达宿主，具有强大的蛋白

质表达和分泌系统，且具有蛋白酶耐受性和相对完整

的载体/宿主系统，因此在碱性蛋白酶的异源表达方
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面具有独特的优势。大多数枯草芽孢杆菌产生的碱

性蛋白酶具有含丝氨酸的活性中心，属于丝氨酸蛋白

酶。目前枯草芽孢杆菌是工业上最常用的芽孢杆菌，

也是市场上大多数商业碱性蛋白酶的生产菌株[1-2]。

全球商品酶巨头诺维信(Novozymes)最具代表性的

碱性蛋白酶制剂 Alcalase 即用枯草芽孢杆菌生产[3]。

Emon 等[4]从家禽粪便混合土壤中分离出一株枯草芽

孢杆菌 AKAL7 菌株，具有角蛋白溶解活性，能够溶

解鸡毛等天然的角蛋白底物，可用于洗涤剂生产，还

在皮革加工业中具有脱毛酶的潜力。Yang 等[5]利用

枯草芽孢杆菌 WB600，成功表达高地芽孢杆菌 W3

的 AprE 基因，碱性蛋白酶产物具有一定热稳定性，

可在乳制品蛋白脱敏过程中发挥作用。 

  针对碱性蛋白酶的生物信息学分析已有相关研

究[6-7]，但这些研究只是针对一种酶，并没有对一类酶

的系统性比较研究。目前已有其他酶的比较研究[8]，

但还没有碱性蛋白酶系统的生物信息学分析，缺乏对

碱性蛋白酶进化保守规律、构效关系等的系统性了

解，制约了对碱性蛋白酶的挖掘与设计。本研究对具

有代表性的若干枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶的序列信

息、理化性质、结构域、保守序列、系统发育树等进行

生物信息学统计分析，并对比枯草芽孢杆菌的中性蛋

白酶以及链霉菌的碱性蛋白酶，为研究碱性蛋白酶的

性质和碱性蛋白酶的改良提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 蛋白酶生物信息的收集 

  从 NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.Gov) 

中检索“alkaline protease”和“neutral protease”，

筛选枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)具有代表性的 

蛋白酶和链霉菌(Streptomyces)的碱性蛋白酶作为 

样本。 

1.2 序列信息比对和理化性质研究 

  运用 Clustal X 软件分析比对所有样本的氨基酸

序列，寻找保守程度较高的位点[9]，使用 GeneDoc
[10]

优化结果。使用 Expasy 的 ProtParam 工具(https:// 

web.expasy.org/protparam/)预 测 蛋 白 酶 的 物 理 化 学 

性质[11]。 

1.3 进化分析 

  使用 Clustal Omega 在线网站(https://www.ebi.ac. 

uk/Tools/msa/clustalo/)对样本进行多重序列比对[12]。

使用 MEGA 11 构建系统发育树[13]，采用 neighbor-

joining (NJ)算法分析。 

1.4 基序(motif)和保守结构域预测 

  采用 MEME(http://memesuite.org/tools/meme)预

测蛋白酶的 motif 结构，参数设为 12
[14-15]。使用

Batch CD-Search(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struc-

ture/bwrpsb/bwrpsb.cgi)预测保守结构域。最后使用

Tbtools将预测结果进行可视化输出[16]。 

2 结果与分析 

2.1 蛋白酶样本的选取 

  从 NCBI 数据库选取具有代表性的枯草芽孢杆

菌碱性蛋白酶 26 项、中性蛋白酶 6 项以及链霉菌碱

性蛋白酶 6项(表 1—表 3)，酶 ID 是 NCBI 数据库的

GenBank编号(Accession)即检索号。 

表 1 26种枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶及其来源 

Tab. 1 26 alkaline proteases from B. subtilis and their sources 

酶 ID 来源 酶 ID 来源 

AAA22742.1 B. subtilis(strain 168) AOA53643.1 B. subtilis HJ0-6 

AAC63365.1 B. subtilis K-54 BAA00186.1 B. subtilis subsp. amylosacchariticus 

AAX35771.1 B. subtilis B4069 BAJ41479.1 B. subtilis FP-133 

ABY83469.1 B. subtilis ZJ06 BAM57214.1 B. subtilis BEST7003 

ADK11043.1 B. subtilis HT24 CCU57488.1 B. subtilis E1 

ADM37095.1 B. subtilis subsp. spizizenii str.W23 EFG91258.1 B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 

AFH88394.1 B. subtilis D-2 GAK79858.1 B. subtilis Miyagi 4 

AFQ56946.1 B. subtilis QB928 KIN27816.1 B. subtilis B4069 

AGE62884.1 B. subtilis XF-1 OAZ67669.1 B. subtilis SRCM101280 

AGE63567.1 B. subtilis XF-1 QDJ95743.1 B. subtilis R5 

AGL34969.1 B. subtilis 50a QIN90910.1 B. subtilis K3 

AGV98709.1 B. subtilis DMA-09 RAP06595.1 B. subtilis MG27 

AKD34420.1 B. subtilis HJ5 SCV44579.1 B. subtilis Ia1a 
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表 2 6种枯草芽孢杆菌中性蛋白酶及其来源 

Tab. 2 Six neutral proteases from B. subtilis and their sources 

酶 ID 来源 酶 ID 来源 

AAA82609.1 Bacillus subtilis NS15-4 BAJ41480.1 Bacillus subtilis FP-133 

AGA21175.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. BSP1 OAZ67749.1 Bacillus subtilis SRCM101280 

AOR97542.1 Bacillus subtilis BS38 POD83287.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis SRCM101384 

表 3 6种链霉菌碱性蛋白酶及其来源 

Tab. 3 Six alkaline proteases from Streptomyces and their sources 

酶 ID 来源 酶 ID 来源 

AQT71043.1 Streptomyces sp. fd1-xmd RST05026.1 Streptomyces sp. WAC05374 

QEV16121.1 Streptomycesfradiae ATCC 10745 THA86047.1 Streptomyces sp. A0592 

QNE28904.1 Streptomyces sp. INR7 WKD36329.1 Streptomyces xanthophaeus GA114 Liu 

 

2.2 蛋白酶的保守序列信息 

  对 38 种蛋白酶氨基酸序列进行分析，结果如图

1 所示，图中亮黄色位点为高度保守区域。

 
图 1 38种蛋白酶氨基酸序列比对图 

Fig. 1 Comparison of 38 proteases sequences 



 

2025 年 6 月              袁宇峰，等：枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶的系统生物信息分析 ·23·

 

  枯草芽孢杆菌所有碱性蛋白酶在第 63、218、

303、367、427、489 位都有甘氨酸(G)，71 位都有甲

硫氨酸(M)，133、234、259、488 位都有丙氨酸(A)，

210、237 位都有缬氨酸(V)，226、493、531 位都有亮

氨酸(L)，301、308 位都有异亮氨酸(I)，305 位都有

谷氨酸(E)，即以上是它们的高度保守位点，此外存

在大量的红色连续保守区域。G、V、A 这 3 个氨基酸

出现最多，推测其与酶催化活性有关。甘氨酸(G)空

间位阻最小，在三维结构中较为灵活，且对 β-转角的

形成具有重要作用。缬氨酸(V)是疏水氨基酸，常常

位于蛋白质核心，丙氨酸(A)是无特殊侧链的中性氨

基酸，都对稳定蛋白质结构和发挥活性有着关键作

用。除了 AGE63567.1、AGV98709.1 和 QDJ95743.1，

其他蛋白酶的序列都高度相似。 

  链霉菌碱性蛋白酶的序列明显与枯草芽孢杆菌

碱性蛋白酶序列相似度低，但保守位点 A-L(170、171

位)、A-V(285、286 位)和 G(266、295 和 391 位)均与

后者高度相同，表明 G、V、A 这 3个氨基酸对两种生

物来源的碱性蛋白酶都有关键影响。 

  枯草芽孢杆菌中性蛋白酶的序列也明显不同于

枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶，前者与链霉菌碱性蛋白酶

一样，只存在一些分散的位点，几乎没有连续的保守

区域。枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶有自己专属的保守

结构。 

2.3 蛋白酶的系统发育树与分类 

  38 种蛋白酶的系统发育树如图 2 所示。 

 

图 2 38种蛋白酶的系统发育树 

Fig. 2 Phylogenetic evolution tree of 38 proteases 
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  枯草芽孢杆菌的碱性蛋白酶、中性蛋白酶以及链

霉菌的碱性蛋白酶各自聚类，且枯草芽孢杆菌的碱性

蛋白酶和中性蛋白酶亲缘关系更近，QDJ95743.1 与

其他蛋白酶亲缘较远。全部样本大致可以分为 3 组，

每组之间的亲缘性与来源菌株亚种无明显关系。 

2.4 蛋白酶的理化性质 

  26 种枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶的理化性质见表

4。除了 AGE63567.1、AGL34969.1、AGV98709.1 和

QDJ95743.1，大多数酶的氨基酸残基数是 381 个或

382 个，等电点在 9.04～9.31 之间，脂肪指数在

79.41～82.28之间，而且都是稳定的亲水性蛋白质。 

表 4 26种枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶的理化性质 

Tab. 4  Physicochemical properties of 26 B. subtilis alka-

line proteases  

酶 ID 
残基数 

量/个 

相对分 

子质量 
等电点 

不稳定 

指数 

脂肪

指数

总平均

亲水性

AAA22742.1 381 3.950×104 9.04 29.71 80.97 -0.068

AAC63365.1 382 3.925×104 9.23 25.07 82.02 0.000

AAX35771.1 381 3.947×104 9.04 30.07 81.23 -0.061

ABY83469.1 382 3.918×104 9.23 24.29 82.28 -0.008

ADK11043.1 381 3.959×104 9.04 30.93 81.23 -0.080

ADM37095.1 381 39.55×104 9.25 30.60 82.23 -0.059

AFH88394.1 382 3.914×104 9.31 23.94 82.02 -0.019

AFQ56946.1 381 3.948×104 9.04 29.06 81.23 -0.061

AGE62884.1 381 3.958×104 9.05 30.19 81.23 -0.077

AGE63567.1 404 4.332×104 4.87 38.13 79.41 -0.402

AGL34969.1 361 37.35×104 8.95 31.65 81.39 -0.068

AGV98709.1 449 4.959×104 6.08 32.87 68.40 -0.432

AKD34420.1 381 3.951×104 8.91 30.19 81.23 -0.067

AOA53643.1 381 3.947×104 9.04 30.07 81.23 -0.061

BAA00186.1 382 3.947×104 9.23 31.45 80.97 -0.069

BAJ41479.1 382 3.910×104 9.14 23.81 82.02 -0.016

BAM57214.1 381 3.947×104 9.04 30.07 81.23 -0.061

CCU57488.1 381 3.945×104 9.04 30.80 81.23 -0.062

EFG91258.1 381 3.955×104 9.25 30.60 82.23 -0.059

GAK79858.1 381 3.951×104 9.04 28.84 81.73 -0.055

KIN27816.1 381 3.945×104 9.04 29.79 81.23 -0.054

OAZ67669.1 381 3.948×104 9.04 29.06 81.23 -0.061

QDJ95743.1 400 4.273×104 5.38 22.46 95.92 -0.194

QIN90910.1 382 3.910×104 9.16 25.02 82.28 -0.017

RAP06595.1 381 3.945×104 9.04 30.80 81.23 -0.062

SCV44579.1 381 3.963×104 9.16 31.32 82.23 -0.072
 

  6 种枯草芽孢杆菌中性蛋白酶的理化性质见表

5。6 种蛋白酶的氨基酸残基数是 521个或 538个，等

电点虽然相差较大，但是酶发挥最高活性仍在中性

pH，且都为稳定的亲水性蛋白质。 

  6 种链霉菌碱性蛋白酶的理化性质见表 6。氨基

酸残基数为 147 个或 145 个，多数酶的等电点大于

7，稳定性并不同，如 QEV16121.1 和 RST05026.1 并

不稳定，而其他酶稳定。链霉菌碱性蛋白酶是疏水性

蛋白质。 

表 5 6种枯草芽孢杆菌中性蛋白酶的理化性质 

Tab. 5 Physicochemical properties of six B. subtilis neu-

tral proteases  

酶 ID 
残基数

量/个

相对分 

子质量 
等电点 

不稳定 

指数 

脂肪

指数

总平均

亲水性

AAA82609.1 521 5.652×104 7.16 30.09 74.38 -0.510

AGA21175.1 521 5.652×104 7.16 30.09 74.38 -0.510

AOR97542.1 538 5.934×104 5.66 25.86 73.48 -0.488

BAJ41480.1 521 5.686×104 8.48 25.52 73.22 -0.551

OAZ67749.1 538 5.932×104 5.60 26.29 73.48 -0.487

POD83287.1 538 5.934×104 5.66 25.86 73.48 -0.488

表 6 6种链霉菌碱性蛋白酶的理化性质 

Tab. 6 Physicochemical properties of six Streptomyces

alkaline proteases  

酶 ID 
残基数

量/个

相对分 

子质量 
等电点 

不稳定 

指数 

脂肪

指数

总平均

亲水性

AQT71043.1 147 1.488×104 6.53 29.60 83.88 0.194

QEV16121.1 147 1.541×104 8.88 42.92 79.25 0.003

QNE28904.1 147 1.486×104 8.49 29.47 79.32 0.195

RST05026.1 145 1.518×104 8.97 56.76 82.14 0.128

THA86047.1 147 1.479×104 7.68 29.18 80.61 0.239

WKD36329.1 147 1.473×104 8.88 32.49 79.93 0.288

 

2.5 蛋白酶的 motif 结构和保守结构域分析 

  蛋白酶 motif 结构和保守结构域分析图如图 3

所示。枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶 AGE63567.1 和

AGV98709.1 只包含 4 个 motif 结构，QDJ95743.1 不

包含任何 motif 结构，其他碱性蛋白酶都包含 motif 

结构 1—11。有趣的是，枯草芽孢杆菌中性蛋白酶和

链霉菌碱性蛋白酶都只包含 motif 12。枯草芽孢杆菌

碱性蛋白酶与其他两种酶之间不存在相同的 motif

结构。枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶 AGE63567.1 和

AGV98709.1 只 有 Peptidases_S8_1 结 构 域 ，

QDJ95743.1 只有 DegQ 结构域，其余碱性蛋白酶都 

含有 Peptidases_S8_Subtilisin_subset 结构域，大多数

碱性蛋白酶还有 Inhibitor_i9 superfamily 结构域。枯

草芽孢杆菌中性蛋白酶均含有 LasB 结构域，链霉菌

碱性蛋白酶大都涉及 SSI 结构域。3 种类型的酶之间

不存在相同的结构域。 

  绝大多数枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶属于肽酶 S8

家族，其中典型的都属于肽酶 S8 家族的枯草菌素亚

家族，有的还属于抑制因子 i9 超家族。肽酶 S8 枯草

菌素亚家族(Peptidases_S8_Subtilisin_subset)结构域

是肽酶 S8 家族酶的一个显著特征，其组成为 Asp(天

冬氨酸)/His(组氨酸)/Ser(丝氨酸)催化三联体，此三

联体作为酶的电荷中继系统为酶提供活性，且需要与

Ca
2+结合才能诱导酶的折叠进而稳定结构、发挥活
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性。该三联体也在胰蛋白酶类蛋白酶中发现，但三维

结构不同，并且二者不同源。 

  肽酶 S8-1 家族(Peptidases_S8_1)结构域也是属

于肽酶 S8 家族酶的一个特征。它也有与肽酶 S8 枯

草菌素亚家族类似的 Asp/His/Ser 催化三联体，但相

比前者 Asp 位点靠后。Ca
2+可以增强酶的稳定性，酶

可以通过不同亲和力的结合位点结合多达 4 个

Ca
2+。这个家族的一些酶含有二硫键，使其可在极端

温度和 pH 下发挥活性[17]。结合前面对理化性质的分

析，样本的理化性质分为两种类型：枯草菌素亚家族

型，长度 379～382 个氨基酸，等电点在 9 左右，不稳

定指数在 11～25 之间，脂肪指数在 80～83 之间，亲

水性蛋白质；S8-1 亚家族型，长度 400～442 个氨基

酸，等电点在 5 左右，不稳定指数在 30～36 之间，脂

肪指数在 78～80之间，亲水性蛋白质。 

 

图 3 蛋白酶的 motif结构和保守结构域分析 

Fig. 3 Motif structure and conserved domains anlysis of proteases 

  抑制因子 i9 超家族(inhibitor I9)结构域在酿酒

酵母的蛋白酶 B 抑制因子和来自枯草杆菌蛋白酶家

族肽酶的激活肽中较为常见，其参与了枯草菌素蛋白

酶成熟肽酶的折叠过程[18]。DegQ(sacQ)为调节肽，

属于 cl06985 超家族，DegQ 肽家族控制枯草芽孢杆

菌细胞内降解酶的合成速率。DegQ 包含 46 个氨基

酸，可激活降解酶的合成，该肽的表达受到降解酶的

产物抑制和上游 DegS-DegU 基因产生的双组分调节

蛋白的介导，主要是通过 DegQ 上游-393 至-186 位

区间的靶点正调控，该区域可能是位于上游的基因转

录终止子或参与调节 DegQ 基因表达的结构[19-20]。

此外，在米曲霉碱性蛋白酶中也发现其具有典型

Peptidase_S8 保守结构域，且催化三联体线型排列也

与枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶一样，为 DHS。因此可以

认为二者较为相似，且催化机理同为酸碱催化和同源

催化协同作用[21]。 
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对 具 有 代 表 性 的 枯 草 芽 孢 杆 菌 碱 性 蛋 白 酶

AAX35771.1 进行建模，三维结构如图 4 所示，主要

由α-螺旋(红色部分)和 β-折叠(黄色部分)构成。 

 

图 4 枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶 AAX35771.1三维结构 

Fig. 4  3D structure of B. subtilis alkaline protease

AAX35771.1 

3 讨 论 

  碱性蛋白酶广泛应用于各种工业生产领域，为适

应不同的应用场景，利用蛋白质工程提升酶的催化性

能成为酶研究领域的热点[2]。在碱性蛋白酶的改进方

案中，定点突变是一个很好的改良手段。有研究将短

小芽孢杆菌碱性蛋白酶位于中心的缬氨酸(V)替换

为异亮氨酸(I)，可改变其与底物的结合能力，增加底

物亲和性[22]。甘氨酸(G)常常参与 β-转角的形成，有

研究将较为灵活的脯氨酸(P)取代碱性蛋白酶中 β-

转角的 G，提高了酶分子的稳定性[23]。肽酶 S8 家族

也称为枯草菌素家族，是丝氨酸肽酶的第二大家族，

分布广泛。 

  本研究选用的碱性蛋白酶大多属于 S8 家族。枯

草菌素家族蛋白中常常存在多个保守结构域，如抑制

因子 i9、肽酶 S8-3、蛋白酶相关(PA)枯草菌素蛋白样

(PA-subtilisin-like)、肽酶 S8-S53 等[24]。这些独特的

结构域组合赋予蛋白质各种各样的功能。抑制因子

i9 结构域可以阻断蛋白质的催化中心，从而调节肽酶

前体的折叠和活性。PA 结构域能够形成同型二聚

体，与自抑制 β-发夹结构域结合，从而解除自抑制，

产生活性酶，还能决定最佳底物长度。肽酶 S8-3 和

肽酶 S8-S53 结构域可能在降解特定底物方面具有潜

在的作用[25]。 

  本研究通过对枯草芽孢杆菌来源的碱性蛋白酶

生物信息挖掘，系统分析了碱性蛋白酶序列、理化性

质、结构域、保守序列、系统发育树等信息。结果表

明，G、V、A 这 3 个氨基酸通常出现在枯草芽孢杆菌

碱性蛋白酶的保守位点。系统发育树上越接近的酶，

亲缘关系越近，同源性越高。枯草芽孢杆菌碱性蛋白

酶具有保守结构域的特征，进一步研究不同结构域与

其功能的关系，对碱性蛋白酶改造，以满足其工业应

用具有重要的价值。 
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