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　　碱性蛋白酶(Alkaline protease)广泛存在于微生

物中 ,最早发现在猪的胰脏中[ 1] , 1913 年 Rhom 首

先将胰蛋白酶作为洗涤浸泡剂使用。1945 年瑞士

的Dr.Jagg 等发现了微生物碱性蛋白酶 ,使其成为

洗涤剂的主要添加剂之一 。碱性蛋白酶在丝绸 、制

革工业 、饲料工业 、动物食品加工中也有广泛用途 ,

如添加到动物饲料中以提高饲料利用率;用于制作

海鲜调味品;用于 CGM(玉米渣)的水解 ,以制取玉

米肽饮料;水解大豆蛋白生产大豆多肽等。由于市

场的需求 ,高产 、高效 、耐高温 、耐高碱的四高型碱性

蛋白酶成为国内外当前研究的热点 。现将我国有关

地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶菌株的选育 、酶生产工艺

条件和碱性蛋白酶基因工程等方面的研究现状介绍

如下 。

1　菌株选育的研究

1.1　从土样中筛选菌株

产碱性蛋白酶的地衣芽孢杆菌菌株大多是从自

然环境中分离筛选而得。冯清平等(1994)采集全国

有关生态土样 28份 ,将初选获得的菌株进行摇床培

养测定 ,挑选出生长快 、易过滤 、性状好 、酶活力较高

的1株为实验菌株 。将其接种在生孢子培养基上

50 ℃培养 72 h ,洗下孢子置 80 ℃水浴中处理 15

min ,然后稀释涂皿 ,挑选单菌落进行摇瓶培养 ,进

一步选育出活力在 45 ℃为 1 250U/ml的菌株 53-

A6[ 2] 。胡承等(1999)从 11份样品中分离到 124 株

产碱性蛋白酶的菌株 ,经反复比较后 ,最终得到 8株

产酶活力超过 1 000 U/ml的菌株 。其中编号为 JF

-1d的菌株产酶活力达 1 400 U/ml ,且产酶稳定 ,

发酵液澄清 ,粘度小[ 3] 。

1.2　紫外诱变原生质体选育碱性蛋白酶高产菌株

为了提高地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶的产量 ,薛

林贵等(1995)以地衣芽孢杆菌 53号菌为出发菌株 ,

在原生质形成和再生的最佳条件下制备原生质体 ,

并对原生质体进行了多次诱变处理 ,最终获得了高

产 、稳定 、耐高温的菌株 53 -G38-6 , 产酶活力由

1 104 U/ml提高到 22 080 U/ml
[ 4]
,该菌株热稳定

性强 ,60 ℃处理 1h剩余酶活 55%,在 pH 9 ～ 10.5

范围内比较稳定 ,这也是近年来用诱变法获得的较

为理想的四高型产碱性蛋白酶的地衣芽孢杆菌菌

株
[ 5]
。方海红等(2001)对曾分离得到的地衣芽孢

杆菌饧山亚种 011菌株进行连续 4次不同的物理化

学诱变 ,最后获得一株高产碱性蛋白酶的变异株(C

-03),产酶活力从 725 U/ml提高到 12 425 U/ml ,

经验证 ,该突变株的最适产酶条件为 pH 8.0 ～ 9.0 ,

培养温度 32 ～ 37 ℃,振荡培养时间 44 ～ 48 h ,从而

为人们诱变高产地衣芽孢杆菌提供了新的经验[ 6] 。

2　酶生产工艺条件的研究

2.1　地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶提取新工艺

如何解决碱性蛋白酶提取工艺落后的问题 ,我

国科研工作者进行了不懈的努力 。周晓云等(1993)

研究了以 Na2SO4 为主要盐析剂提取碱性蛋白酶的

工艺 ,分别就 Na2SO4 加量 、pH 值和温度 3 个因素

进行试验 ,确认 Na2SO4 最佳用量为 25%,最佳 pH

值为 8.5和最佳温度 30 ℃;其中 Na2SO4 是影响盐

析的主要因素 ,而 pH 值和温度的影响较小 ,从而提

出了用 Na2SO4 取代有严重恶臭味的(NH4)2SO4 作

盐析剂的新工艺路线
[ 7]
。彭勇等(2000)将地衣芽

孢杆菌 JF -1d进行3级发酵后 ,将发酵液离心去
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菌体 ,(NH4)2SO4 分段盐析透析后进行 SephadexG

-100柱层析得粗酶制剂 ,比活力从 1 878 U/mg 提

高到 6 795 U/mg ,酶活力回收率为 35.3%,并测得

此酶水解酪蛋白的最适反应温度为 55 ℃,最适 pH

为10.5 ,并具有较高的热稳定性 ,对 SDS有较强的

耐受性[ 8] 。

2.2　提高碱性蛋白酶生产效率的工艺条件

为了提高碱性蛋白酶的生产效率 , 裘娟萍等

(1995)就蛋白酶生产中培养基原料的选择 、表面活

性剂的添加及发酵终点的控制对产酶及酶活稳定性

进行了研究。在摇瓶发酵 20 h ,产酶进入旺盛阶段 ,

加入表面活性剂 ,当发酵液 pH 达 7.0 左右时终止

发酵 ,比较添加的表面活性剂对产酶的促进作用 。

在地衣芽孢杆菌生长到对数期后期 ,添加 0.01%表

面活性剂 Tx -10碱性蛋白酶产量提高 27%,而添

加其他表面活性剂 ,或者在对数周期前期 、中期添加

Tx-10表面活性剂产量都会下降 ,生产中应注意表

面活性剂的选用和添加时间。分别用新鲜的和有霉

味 、挂丝结块的玉米粉配制发酵培养基 ,进行产量试

验时 ,发现霉变的玉米粉产生大量的泡沫 ,酶产量下

降65%;用东北大豆生产的豆饼粉做原料 ,则产酶

量较高
[ 9]
。

3　地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶基因的克隆及表达

3.1　地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶基因在枯草芽孢杆

菌中的克隆及表达

Jacobs等(1985)对B.Licheniformis subtilisin 基

因进行了克隆 、DNA 序列分析和二级结构的比较研

究 ,所克隆的基因需要 B.subiilis 的启动子才能表

达
[ 10]

。何超刚等(1988)对碱性蛋白酶生产菌

B.licheniforis 2709的碱性蛋白酶基因进行克隆 ,得

到 5.0kb DNA 片段[ 11] 。吴宝东等(1992)采用

DNA重组技术 ,用鸟枪法克隆获得地衣芽孢杆菌

C1213碱性蛋白酶基因 ,在对载体枯草芽孢杆菌穿梭

质粒(PMK4DNA)进行处理时 ,是将经 BamHI 酶切

后用 CIP 脱磷;而 C1213染色体 DNA的处理 ,则是将

经 Sau3A 酶切后用琼脂糖凝胶电泳法去除无效小

分子和大分子 DNA 片段 。将上述 2 种处理过的

DNA片段按 2∶3的比例混合后用 T4 DNA 连接酶

进行连接 ,然后用其含 30 μg PMK4 DNA 的连接混

合物对 BD105进行转化 ,在 DM3+Cm 平板上得到

2.2×104 个菌落 ,将这些菌落复印到脱脂奶平板

上 ,共得到有水解圈的菌落 2株。将得到的 1 株产

蛋白酶的 BD105接种在不含 Cm 的 LB中 ,经摇床培

养 37 ℃8 h 及 45 ℃2 h后涂布于脱脂奶平板 ,共观

察 2 509个菌落 ,其中 60株有水解圈 ,并且只有这

60株有 Cm 抗性 ,说明蛋白酶基因重组于 PMK4质

粒上 ,用 SDS —聚丙烯酰胺凝胶电泳法测定其胞外

蛋白质分子量 ,得知此基因产物与 C1213碱性蛋白酶

分子量相同 ,是同一种蛋白酶 ,再用酶切和琼脂糖凝

胶电泳法确定所克隆 DNA 片段的物理图谱 ,其大

小为2.3kb[ 12] 。

3.2　地衣芽孢杆菌 6816碱性蛋白酶基因在大肠杆

菌中的克隆和表达

大多数碱性蛋白酶的基因克隆表达是在枯草芽

孢杆菌蛋白酶缺失宿主中进行 ,但要构建合适的表

达载体并非易事 ,成功地获得高表达的情况也很少。

地衣芽孢杆菌 6816碱性蛋白酶具有良好的特性 ,为

获得高效表达的碱性蛋白酶 ,唐雪明等(2001)将地

衣芽孢杆菌 6816碱性蛋白酶基因成功地引入含 T7

启动子的大肠杆菌高效表达载体 PET -20b 中 ,对

碱性蛋白酶的高效表达进行研究。地衣芽孢杆菌

6816碱性蛋白酶基因通过 PCR扩增后 ,经纯化回

收 ,再用 T4DNA 连接酶连接转化大肠杆菌 JM 109 ,

充分利用 PET -20b载体上的信号肽 ,使重组质粒

为分泌表达载体 ,命名为 pAPRI 。经 SDS -PAGE

分析显示 ,融合表达产物的分子量为 30kD ,同核酸

序列测定所推导的值相符 ,表达产物占细胞总蛋白

7.5%,重组菌的酶活提高 3.3倍;重组菌表达的碱

性蛋白酶在进入大肠杆菌周质空间时存在前肽自动

脱落的现象[ 13] 。

4　结语

随着研究的深入 ,特别是基因工程在菌种选育

方面的运用 ,地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶产量提高将

有巨大的发展前景 。在重视基因工程技术的同时 ,

不能忽视对自然界中四高菌株的筛选和诱变 ,应加

强对酶生产工艺条件的研究 ,以满足工农业生产中

对酶的大量需求。
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　　新城疫病毒(NDV)所致疫病鸡新城疫(ND)又

称亚洲鸡瘟 ,是禽类的一种以呼吸道 、消化道黏膜出

血为典型症状的高度接触性急性败血性传染病 ,严

重危害养禽业的发展。我国于 1935年首次发现有

ND的流行 ,但到 1948年才得以最后证实[ 1] 。由于

ND给世界养禽业造成的巨大损失 , 故对其病原

NDV 的研究一直是禽病研究的重点 。现就新城疫

病毒的一般生物学特性及其致病的分子学基础综述

如下 。

1　NDV的一般生物学特性

1.1　病毒的分类和理化特性

NDV 属于副黏病毒科 、副黏病毒亚科的腮腺炎

病毒属 。病毒粒子呈多形性 ,直径约为 100 ～ 250

nm ,有囊膜的病毒粒子一般呈圆形 ,但常因囊膜破

损而形态不规则 。

影响 NDV 在宿主外生存的主要因素包括病毒

的数量 、毒株的种类 、温度 、湿度 、阳光照射 、贮存条

件及是否存在有机物等。一般来说 ,NDV 对理化因

素的抵抗力较强 ,在 4 ℃经几周 , -20 ℃经几个月 ,

-70 ℃经几年仍能保持其感染力;大多数去污剂能

迅速将其灭活;Na2CO3 和 NaOH 的消毒效果不稳

定;NDV 对酸 、碱的耐受力较强 ,在 pH 2和 pH 10

条件下可存活数小时;在 ND爆发后经 28周仍能从

蛋壳 、羽毛和鸡舍及鸡舍内物品中分离到 NDV 。

1.2　NDV 的生物学活性

NDV可凝集所有两栖类 、爬行类 、禽类及小鼠 、

豚鼠的红细胞 ,但凝集牛 、绵羊 、猪 、马及人 O 型血

红细胞的能力 ,则随毒株或血清型的不同而不同。

NDV 凝集红细胞是由于其囊膜表面的 HN 糖蛋白

与红细胞表面的受体结合所引起的。常用鸡红细胞

做 HA试验 ,同时结合HI试验来进行 ND的抗体监

测及诊断
[ 2]
。

NDV还具有神经氨酸酶活性(NA)。神经氨酸

酶是 HN 蛋白的一部分 ,该酶的主要作用是将病毒

逐渐从红细胞上洗脱下来。

和其他副黏病毒类似 , NDV 可引起红细胞溶解

或细胞融合。在病毒复制时 ,其囊膜附着于相应细

胞膜的受体位点 ,进而导致 2个或多个细胞的融合。

僵硬的红细胞膜常因与病毒间的膜融合而导致溶
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