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　　弹性蛋白酶是一种以水解不溶性弹性硬蛋白为特征的广
谱蛋白水解酶，是一种肽链内切酶［１－２］，广泛存在于动物胰脏

和微生物类群中，细菌、真菌、放线菌中均存在。弹性蛋白酶

是一种经济价值较高的酶制剂［３－４］。弹性蛋白酸作为一种水

解专一性较广的内肽酶，对很多蛋白质均有水解能力［５］。当

弹性蛋白与其他蛋白共存时，它会优先水解弹性蛋白，弹性蛋

白酶可作为理想的肉类嫩化剂应用于食品工业和日常生活

中［６－７］。此外，弹性蛋白酶还可应用于农副产品深加工、高蛋

白食品制作、罐头工业，也可作为益生菌保健食品的促菌剂和

婴儿食品的强化剂［８－１０］。胰脏是弹性蛋白酶的主要来源，由

于脏器资源不足，胰弹性蛋白酶一直供不应求。由微生物发

酵生产弹性蛋白酶成本低、产量大、设备利用率高，且不受原

料来源的限制；因此，利用微生物发酵生产弹性蛋白酶是一条

有效途径。目前，由微生物发酵法生产弹性蛋白酶，关键在于

筛选到产弹性蛋白酶的高产菌株。本研究首次从西藏自治区

不同海拔地区的屠宰场附近采集土样，并从中分离得到产碱

性弹性蛋白酶的菌株ＸＺＪ４，结合生理生化特征和１６ＳｒＤＮＡ，
鉴定该菌株为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。

１　材料与方法

１．１　样品采集
选取西藏自治区林芝市、拉萨市、日喀则市、阿里地区４

个不同海拔地区的屠宰场，在其附近的土样中采集样品共

３０份。
１．２　主要试剂

ｐＭＤ１８－Ｔ载体、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶
ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶等均购自宝生物工程（大连）有限公
司。小量ＰＣＲ产物试剂盒购自ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ公司。其他试
剂均为进口或国产分析纯。

１．３　培养基
培养基的配制参照文献［１１］。

１．４　培养方法
种子斜面及平板培养均于３７℃下培养２４ｈ。进行复筛

发酵培养时，将２０ｍＬ发酵培养基加入２５０ｍＬ三角瓶中，接
种后置于旋转式摇床，于３２～３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下发酵培
养２４ｈ。
１．５　粗酶制备［１２］

将细菌发酵液以１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集去菌体
发酵液进行硫酸铵分级盐析（３０％ ～６５％饱和度），将沉淀溶
于０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值９．０的硼酸缓冲液中即为粗酶液。
１．６　酶活力的测定

采用分光光度法［１３］测定弹性蛋白酶活力。称取 １０ｍｇ
刚果红－弹性蛋白溶于１ｍＬ水中，加入１ｍＬ适当稀释的酶
液以及１ｍＬｐＨ值７．４的０．２ｍｏｌ／Ｌ硼酸缓冲液，于３７℃下
振荡反应３０ｍｉｎ；加入２ｍＬｐＨ值６．０的０．７ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓
冲液终止反应，过滤后取上清液，于波长４９５ｎｍ处测定光密
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度，采用蒸馏水替代酶液的反应体系为空白对照。在此反应

条件下，溶解１ｍｇ刚果红－弹性蛋白底物所需的酶量定义为
１个弹性蛋白酶活力单位（Ｕ）。
１．７　菌落形态观察及生理生化特征

菌体形态特征观察和生理生化鉴定的方法主要参照文献

［１４－１６］。
１．８　ＸＺＪ４菌株的分子生物学鉴定

采用１６ＳｒＤＮＡ寡核苷酸通用引物：Ｐ１，５′－ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′；Ｐ２，５′－ ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ反应按以下扩增程序进行：９６℃预变
性１ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，共３０个循环；
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经电泳检测后，将剩余的 ＰＣＲ
产物纯化，连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载体，委托上海鼎安生物科技有
限公司完成。采用Ｂｌａｓｔ在线软件对测序结果进行相似性分
析，构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　枯草芽孢杆菌的筛选
通过对３０个样品进行混合富集培养、弹性蛋白平板初

筛、分离纯培养，获得１８０株产碱性弹性蛋白酶的菌株。对弹
性蛋白水解圈与菌落直径之比（Ｈ／Ｃ）较大的９０株菌株进行
摇瓶复筛，得到１株酶活力最高的菌株，编号为ＸＺＪ４，酶活为
３３Ｕ／ｍＬ。
２．２　菌株ＸＺＪ４的形态和生理生化特征
２．２．１　形态特征　将菌株 ＸＺＪ４接种于弹性蛋白培养基上，
于３０℃下倒置培养４８ｈ，形成蛋白水解圈（图１）。图１显
示，该菌株菌落呈圆形、乳白色、不透明，隆起度较高。显微镜

下形态见图２，为革兰氏阳性杆菌，大小（宽 ×长）为（１．０～
１．４）μｍ×（２．０～２．４）μｍ，两端钝圆，单个排列或短链状排
列。芽孢椭圆位于菌体中央，有鞭毛，无荚膜。

２．２．２　生理生化特征　由生理生化特征试验结果（表１）可
知，菌株 ＸＺＪ４葡萄糖产酸、水解淀粉、木糖产酸、Ｌ－阿拉伯
糖产酸、柠檬酸盐利用、硝酸盐还原、接触酶、甘露醇产酸试验

为阳性，葡萄糖产气、厌氧生长、吲哚、丙二酸盐、卵黄卵磷脂

酶试验为阴性，这与已报道的枯草芽孢杆菌具有相同或近似

的生理生化特征［１７－１８］。

表１　菌株ＸＺＪ４的生理生化特征

特征 试验结果

葡萄糖产酸 ＋
水解淀粉 ＋
木糖产酸 ＋
Ｌ－阿拉伯糖产酸 ＋
柠檬酸盐利用 ＋
硝酸盐还原 ＋
接触酶 ＋
甘露醇产酸 ＋
葡萄糖产气 －
厌氧生长 －
吲哚 －
丙二酸盐 －
卵黄卵磷脂酶 －

　　注：“＋”为阳性，“－”为阴性。

２．３　菌株ＸＺＪ４的分子生物学鉴定
利用 Ｐ１、Ｐ２引物扩增 １６ＳｒＤＮＡ区域，片断大小约为

１５００ｂｐ（图３），与预期相符。将产物进行凝胶电泳检测，纯
化后连接ｐＭＤ１８－Ｔ载体，筛选出的阳性转化子委托上海鼎
安生物科技有限公司完成。

　　将测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ的Ｂｌａｓｔ上进行比对，扩增片段与
ＧｅｎＢａｎｋ上报道的枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｓｔｉｌｉｓ，ＧｅｎＢａｎｋ
登录号ＮＢＲＣ１３７１９）１６ＳｒＤＮＡ的同源性达１００％，与枯草芽
孢杆菌（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＪＣＭ１４６５）１６ＳｒＤＮＡ的同源性达
９９％。序列采用Ｂｌａｓｔ软件与数据库中已知的１６ＳｒＤＮＡ进行
相似性比对，应用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对目的序列进行比对和聚类
分析，使用ＭＥＧＡ６．０６生物软件构建进化树（图４）。
　　系统进化树结果表明，ＸＺＪ４菌株属于芽孢杆菌属，与模
式菌株枯草芽孢杆菌亲缘性最近。

３　结论与讨论

选取西藏自治区不同海拔地区的屠宰场，在其附近的土

样中采样３０份样品。通过混合富集培养、弹性蛋白平板初
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筛、分离纯培养获得１８０株产碱性弹性蛋白酶的菌株，对弹性
蛋白水解圈与菌落直径之比（Ｈ／Ｃ）较大的９０株菌株进行摇
瓶复筛，得到 １株酶活力最高的菌株，编号为 ＸＺＪ４，酶活为
３０Ｕ／ｍＬ。结合生理生化和１６ＳｒＤＮＡ序列分析，鉴定该菌株
为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）。本研究为进一步筛选高
产碱性弹性蛋白酶菌株及其工业化发酵奠定了基础，下一步

可通过克隆该菌株的弹性蛋白酶基因构建基因工程菌，以期

为西藏自治区本土碱性弹性蛋白酶的工业化发酵生产提供

依据。
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