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摘   要：【背景】微生物蛋白酶在工业生物技术上具有广阔的应用前景。在微生物蛋白酶中，碱性

蛋白酶占全球酶总产量的 50%以上，获取产碱性蛋白酶的新微生物资源意义重要。【目的】在海南

近海贝类养殖基地海泥中筛选获得高产碱性蛋白酶的菌株，对其生长特性进行探究并优化菌株产

酶条件，获得新的蛋白酶生产资源。【方法】以酪素培养基为筛选培养基，采用形态学结合系统发

育分析鉴定菌株，通过响应面实验优化菌株的产酶条件。【结果】筛选获得一株高产碱性蛋白酶的

菌株 F3，鉴定为粘质沙雷氏菌 (Serratia marcescens)。菌株在最优产酶条件下发酵酶活达到

(339.36±4.30) U/mL。【结论】筛选获得的菌株粘质沙雷氏菌 F3 有较好的产碱性蛋白酶的能力。 

关键词：微生物筛选；碱性蛋白酶；响应面分析 
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Abstract: [Background] Microbial proteases have broad application prospects in industrial 
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biotechnology. Among microbial proteases, alkaline proteases account for more than 50% of the world’s 

total enzyme production. It is of great significance to explore new microbial resources that synthesize 

alkaline proteases. [Objective] Strains with high production of alkaline proteases were screened from 

the sea mud of Hainan offshore shellfish breeding base and their growth characteristics were explored. 

Moreover, the conditions for the enzyme production were optimized. Thereby, new protease-producing 

resources were obtained. [Methods] Casein medium was employed for screening the protease producers 

and the yielded strain was identified by morphological and phylogenetic analysis. The enzyme 

production conditions of the strain were optimized by response surface methodology. [Results] Strain 

F3 with high production of alkaline protease was screened out and identified as Serratia marcescens. 

The enzyme activity in the fermentation broth of the strain was up to (339.36±4.30) U/mL under the 

optimal conditions. [Conclusion] S. marcescens F3 has strong ability to produce alkaline protease.  

Keywords: microbial screening; alkaline protease; response surface methodology 

碱性蛋白酶是一类具有生物活性的蛋白

酶，可在碱性条件下催化蛋白质中的部分肽键，

水解为短肽或氨基酸 [1]。碱性蛋白酶可以从多

种来源获得，包括微生物、动物和植物[2]。然

而，动植物来源的蛋白酶无法满足日益增长的

工业需求，这激发了人们对微生物蛋白酶的浓

厚兴趣，不同来源分离的产碱性蛋白酶微生物

多有报道(表 1)。微生物碱性蛋白酶不仅在生物

体的代谢过程中发挥着重要作用，而且由于其与

化学催化剂相比具有更强的特异性、温和的反应

条件和环境友好性，以及易于失活或控制，因此，

在皮革加工、洗涤添加剂和饲料添加等工业生产

中有着广泛的应用[11-13]。 

我国有得天独厚的海洋资源，海岸线绵长，

跨越了从温带到热带的辽阔海域，是世界上海

洋生物多样性最丰富的国家之一，因此从海洋

中获取生物资源也具有优势条件[14-15]。海南省

地处我国南海之滨，其独特的热带季风气候构

成了特有的生态环境，这也使得热带海域的微

生物更能适应高温、高盐、缺氧等环境特点，

抗逆性较强。目前，我国对于热带海洋微生物

资源的开发利用十分有限，从海洋中筛选不同

特性的微生物已经成为当前研究的热点。本文

从海南近海贝类养殖基地淤泥中筛选出产碱性

蛋白酶活性高的菌种，对其进行微生物学鉴定，

优化发酵产酶条件，以期为工业生产及应用提

供新的菌株与蛋白酶制剂，并为热带海洋菌种

资源利用提供科学依据。 

 
表 1  产碱性蛋白酶的菌种名称和来源 
Table 1  Names and sources of strains producing 
alkaline protease 

来源 

Sources 

菌种名称 

Strains name 

参考文献

References

海洋沉积物 

Marine sediments 

香鱼海槽芽孢杆菌 

Bacillus alveayuensis  

CAS 5 

[3] 

家禽养殖场 

Poultry farm 

耐盐芽孢杆菌 

Bacillus halodurans  

RSCVS-PF21 

[4] 

油田 

Oilfield 

沙福芽孢杆菌 

Bacillus safensis RH12 

[5] 

丝茅草 

Silk thatch 

旱獭埃希氏菌 

Escherichia marmotae 

[6] 

红树林沉积物 

Mangrove sediments

弧菌 

Vibrio sp. 

[7] 

深海 

Deep sea 

链霉菌 

Streptomyces MML1614

[8] 

海水 

Seawater 

短小芽孢杆菌 

Bacillus pumilus MP27 

[9] 

贝类肠道 

Shellfish gut 

弧菌 

Vibrio sp. 

[10] 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

从海南省海口市东寨港红树林、桂林洋近

海生蚝等贝类养殖基地采集淤泥、水样，具体

信息见表 2。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

酪氨酸标准品，北京索莱宝科技有限公司；

福林酚试剂和干酪素，国药集团化学试剂有限

公司。 

紫外可见分光光度计，上海美谱达仪器有

限公司；高速台式离心机，艾本德股份公司；

扫描电子显微镜，日立公司。 

1.1.3  培养基 

分离筛选培养基(g/L)：酪蛋白 3.0，酵母提

取物 2.0，明胶 5.0，琼脂粉 15.0，pH 9.5。种子

培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，NaCl 10.0，酵母粉 5.0，

琼脂粉 15.0。基础发酵培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，

蛋白胨 10.0，磷酸氢二钾 5.0，NaCl 10.0，pH 9.5。

所有培养基于 1×105 Pa 灭菌 20 min，其中葡萄糖

(称取 10 g 溶解于 50 mL 无菌水中，在超净工作

台内用 0.22 μm的滤膜过滤除菌)与其他培养基分

别灭菌后混合。 

1.2  方法 
1.2.1  产碱性蛋白酶菌株的筛选 

初筛：称取 10 g 泥样加入到装有玻璃珠和

90 mL 无 菌 水 的 锥 形 瓶 中 ， 梯 度 稀 释 至

10−3−10−5，取 0.2 mL 涂布于分离筛选培养基平

板上，于 30 °C 培养直至有透明圈出现。将透

明圈较大的菌株多次划线培养，直至得到纯的

菌株。 

复筛：初筛菌株接种于发酵培养基中，

30 °C、150 r/min 培养 48 h。在 4 °C、6 000 r/min

离心 20 min，收集上清液即为粗酶液，采用 Folin

酚法测定蛋白酶活性[16]。酶活定义：在 pH 9.0、

40 °C 条件下，每分钟水解 1%酪素溶液产生

1 μg 酪氨酸的酶量为 1 个酶活力单位(U/mL)。 

1.2.2  菌株鉴定 

形态学鉴定：接种菌株于种子培养基上，

30 °C 培养 24 h，观察培养基上菌落的大小、形

态、质地等外表特征。利用扫描电子显微镜

S-3000N 观察其细胞形态。 

分子生物学鉴定：采用 16S rRNA 基因通

用引物进行 PCR 扩增[17]，将测序结果在 NCBI

上与已知菌种进行比对分析，用 MEGA 10.0 软

件采取邻接法构建系统发育树[17]。 

1.2.3  生长曲线和产酶曲线绘制 

在无菌环境中，将 OD600 为 0.02 的菌液接

入基础发酵培养基中，30 °C、150 r/min 恒温培

养。自接种 6 h 起，间隔 6 h 取发酵液，测定

相应的 OD600 值及碱性蛋白酶酶活，实验重复

3 次，根据数据绘制菌株 F3 的生长曲线及产酶

变化曲线。 
 

表 2  采样信息表 
Table 2  Sampling information table 

样品编号 

Sample  

No. 

采样时间 

Sampling  

time 

采样地点 

Sampling location 

采样经纬度 

Sampling latitude  

and longitude 

水深 

Water  

depth (m) 

样品类型 

Sample type 

1 2021-4-12 海南省海口市东寨港近海生蚝、虾养殖基地 

Offshore oyster and shrimp breeding base in  

Dongzhai port, Haikou city, Hainan province 

110°35′E, 

19°51'N 

1.5 淤泥、水样 

Sludge,  

water samples

2 2021-4-12 海南省海口市桂林洋近海贝类养殖基地 

Guilin Yang Offshore shellfish breeding base,  

Haikou city, Hainan province 

110°49′E, 

19°98′N 

1.2 淤泥、水样 

Sludge,  

water samples
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1.2.4  产碱性蛋白酶菌株发酵条件优化 

(1) 单因素条件优化 

以吸光度值为指标，利用单因素实验研究

碳源、氮源、pH、装液量、接种量、氯化钠浓 

度、磷酸盐浓度对产碱性蛋白酶活力的影响。

分别选取碳源：果糖、麦芽糖、半乳糖、蔗糖

和葡萄糖，浓度为 0、5、10、20 和 30 g/L；氮

源：硫酸铵、酪蛋白、酵母粉、氯化铵和尿素，

浓度为 10、20、30、40 和 50 g/L；pH 值为 5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 和 11.0；装液量：在

500 mL 锥形瓶中分别倒入 50、100、150 和

200 mL 培养基；接种量：OD600 值为 0.01、0.02、

0.05 和 0.10；氯化钠浓度：5、10、20、30、40

和 50 g/L；磷酸盐浓度：5、10、20、30 和 40 g/L。

实验设置 3 组重复，对发酵条件进行初步优化，

确定较佳因素的实验参数范围。 

(2) 响应面优化设计 

对单因素实验中确定的 7 个因素(半乳糖、

蛋白胨、pH、磷酸氢二钾、氯化钠、接种量和

装液量)进行 Plackett-Burman 实验设计，每个因

素取高、低 2 个水平，如表 3 所示。 

对结果进行回归分析，比较各因素对菌株

F3 产酶影响的显著性，运用 Design Expert 8.0

软 件 ， 以 碱 性 蛋 白 酶 活 力 为 响 应 值 设 计

Box-Behnken 实验，以此得出菌株 F3 的最佳发 
 

表 3  Plackett-Burman 实验因素及水平 
Table 3  Plackett-Burman experimental factors and 
levels 

因素 

Factors 

低水平 

Low level  

(−1) 

高水平 

High level 

(+1) 

A 半乳糖 Galactose (g/L) 20 30 

B 蛋白胨 Peptone (g/L) 20 30 

C pH 9 11 

D 接种量 Inoculum (OD600) 0.01 0.02 

E NaCl (g/L) 5 8 

F 装液量 Liquid volume (mL) 150 250 

G K2HPO4 (g/L) 10 15 

酵培养基条件。 

1.2.5  质谱鉴定 

将菌株 F3 在最适发酵条件下进行发酵，收

集有活性的粗酶液送样至北京诺禾致源科技公

司进行质谱鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  产碱性蛋白酶菌株的筛选 
从海南近海淤泥中分离得到了纯培养菌株

67 株，其中能产生蛋白酶透明圈的菌株 33 株，

挑选了 7 株水解圈(D)和菌落直径(d)比值(D/d)

相对较大的菌株进行酶活测定，实验结果如图 1

所示。 

由图 1 中可以看出，所选的 7 株菌经过发

酵培养，有 4 株产酶酶活超过 100 U/mL，其中

菌株 F3 产蛋白酶酶活最高，因此选择菌株 F3

作为出发菌种进行后续的实验研究。 

2.2  产碱性蛋白酶菌株的鉴定 
2.2.1  菌落和细胞形态特征 

菌株 F3 在固体培养基平板上培养 12 h 后，

观察到的结果如图 2 所示，单菌落呈圆形，颜 
 

 
 

图 1  各菌株酶活和对应 D/d值   不同小写字母

表示在 P<0.05 水平差异显著，下同 

Figure 1  Enzyme activity and corresponding D/d 
value of each strain. Different lowercase letters 
indicate significant differences at the P<0.05 level, 
the same below.  
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图 2  菌株 F3 在种子培养基(A)和酪素筛选培养基(B)的形态图 
Figure 2  Morphology of strain F3 in seed medium (A) and casein selection medium (B).  

 
色为乳白色，表面光滑且湿润，外轮廓平整规

则。通过扫描电子显微镜观察(图 3)，可以发现

细胞分散存在，多为直杆状，直径为 0.4−0.7 μm，

长为 0.7−1.2 μm，端圆。 

2.2.2  分子生物学鉴定 

PCR 扩增后得到菌株 F3 的 16S rRNA 基因

序列，利用 GenBank 中的 BLAST 程序检索结

果表明，该菌与沙雷氏菌属的相似度极高，因

此选择合适的模式菌株的 16S rRNA 基因序列，

采用 MEGA 10.0 软件构建菌株 F3 的系统发育

树(图 4)，菌株 F3 与 Serratia marcescens 聚在同 
 

 
 

图 3  菌株 F3 扫描电镜图 
Figure 3  Scanning electron microscope image of 
strain F3.  

 

一分支且可信度极高。 

2.3  生长曲线和产酶曲线的绘制 
如图 5 所示，菌株 F3 在 0−36 h 时处于快速

生长状态，此时酶活力也随之增加。36−60 h 时

菌株生长进入稳定期，此时菌体量最大。酶活力

在 48 h 时达到最高值，达到了(151.3±2.6) U/mL。

随着发酵时间的延长，酶活不再随之增加。因

此确定后期发酵培养时间为 48 h。 

2.4  产酶发酵条件优化 
2.4.1  单因素实验 

(1) 温度对菌株 F3 产酶的影响 

由图 6 可以看出，培养温度为 22−30 °C 时

菌株 F3 产酶活力逐渐升高，达到 30 °C 时蛋白

酶活力达到最大值，而当培养温度继续升高时

酶活力呈急剧下降趋势。因此后续选择 30 °C

作为发酵培养的温度。 

(2) 不同碳源对产酶的影响 

碳源对菌株 F3 产蛋白酶有重要的影响，以

半乳糖为碳源时菌液酶活力最高；其次是麦芽

糖、果糖、葡萄糖；以蔗糖为碳源时酶活力较

低(图 7A)。因此选择半乳糖作为发酵培养基的

碳源。 
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图 4  利用 neighbor-joining 法构建菌株 F3 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树   括号中序号是相关

菌株的 GenBank 登录号；分支点上的数字是 bootstrap 支持率；标尺刻度 0.005 是序列差异的分支长度 

Figure 4  Construction of strain F3 phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences using 
neighbor-joining. Numbers in parentheses are the accession numbers of related strains; The numbers in each 
branch points are percentages supported by bootstrap; Bar=0.005 is nucleotide divergence.  

 

 
 

图 5  菌株 F3 的生长曲线及产酶曲线图 
Figure 5  Growth curve and enzyme production 
curve of strain F3.  

 

半乳糖添加量对菌株 F3 产蛋白酶的影响也

十分显著，半乳糖浓度由 0 增加到 30 g/L 时产

酶量呈现先增加后降低的趋势，浓度为 20 g/L

时酶活力最高(图 7B)。因此选择 20 g/L 作为半

乳糖的最适添加量。 

 
 

图 6  温度对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 6  Effect of temperature on the production of 
alkaline protease by strain F3.  

 

(3) 不同氮源对产酶的影响 

硫酸铵、氯化铵等无机氮作为氮源时，菌

株 F3 生长状况不佳，因此酶活很低；而有机氮

源能被菌株 F3 更好利用，其中蛋白胨为氮源时

酶活最高(图 8A)。因此选择蛋白胨为最适氮源。 
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图 7  碳源(A)及半乳糖浓度(B)对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 7  Effect of carbon source (A) and galactose concentration (B) on alkaline protease production of strain F3.  

 
蛋白胨浓度对菌株 F3 产蛋白酶的影响实

验结果表明(图 8B)，蛋白胨浓度为 20 g/L 时菌

株产酶活力最高；随着蛋白胨浓度的增加，酶

活力明显降低，因此选择 20 g/L 为蛋白胨的最

适浓度。 

(4) 不同初始 pH 对产酶的影响 

pH 对于菌株的生长有着重要的影响。如图 9

所示，当培养基初始 pH 值逐渐升高，蛋白酶

活力逐渐增大；当初始 pH 值大于 9.0 后酶活力

显著下降。因此选择 pH 9.0 作为发酵培养基的

起始 pH 值。 

(5) 不同装液量对产酶的影响 

由图 10 可知，当使用 500 mL 锥形瓶，装

液量为 50、100 和 150 mL 时，酶活力显著高于

装液量为 200 mL 时。考虑到经济效益最大化，

选择 150 mL 为发酵培养基的最佳装液量。 

 

 
 

图 8  氮源(A)及蛋白胨浓度(B)对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 8  Effect of nitrogen source (A) and peptone concentration (B) on alkaline protease production of strain F3.  
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图 9  pH 对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 9  Effect of pH on the production of alkaline 
protease by strain F3.  

 

 
 

图 10  装液量对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 10  Effect of liquid loading on the production 
of alkaline protease by strain F3.  

 

(6) 不同接种量对产酶的影响 

由图 11 可知，当接种量超过 0.02 的 OD600

时，随着接种量的增加，酶活力呈下降趋势，

可能是由于接种量大导致菌体前期生长较快，

消耗营养物质多，同时产生了大量代谢废物，

从而抑制了菌体的正常生长。接种量为 0.01、

0.02 的 OD600 时，蛋白酶活力最大，因此选择

0.01 的 OD600 作为起始接种量。 

(7) 氯化钠浓度对产酶的影响 

氯化钠可以维持细胞的渗透压，是培养基

中不可或缺的成分[18]。由图 12 可以看出，NaCl

为 5 g/L 时蛋白酶活力最高，随着 NaCl 浓度的

增加，酶活下降趋势明显，因此确定最佳 NaCl

浓度为 5 g/L。 

(8) 磷酸盐浓度对产酶的影响 

磷元素不仅是生物体细胞内磷脂、ATP 等的

重要组分，还参与生命活动的重要代谢过程[19]。

由图 13 可以看出，磷酸氢二钾浓度对产酶的  

 

 
 

图 11  接种量对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 11  Effect of inoculation amount on alkaline 
protease production of strain F3.  

 

 
 

图 12  氯化钠浓度对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 12  Effect of sodium chloride concentration 
on the production of alkaline protease by strain F3.  
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图 13  磷酸盐浓度对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响 
Figure 13  Effect of phosphate concentration on the 
production of alkaline protease by strain F3.  

 
影响效果十分显著。其中，当磷酸氢二钾浓度

为 10 g/L 时，碱性蛋白酶酶活明显高于其他

浓度。 

2.4.2  响应面实验设计 

(1) Plackett-Burman 试验设计 

采用 Plackett-Burman 试验设计进行碱性蛋

白酶酶活测定的结果见表 4。利用 Design Expert 

8.0 软件分析各因素对菌株 F3 产碱性蛋白酶影

响的显著性结果见表 5。 

由表 5 对多因子显著性分析结果可知，该

回归模型 F=15.12、P<0.01，线性回归模型极显

著。由表 5 各因素 F 值可知，在发酵优化分析

中，各因素对菌株 F3 产碱性蛋白酶的影响重要

性排序为：pH>半乳糖>盐度>磷酸氢二钾>接种

量>装液量>蛋白胨，其中 pH、半乳糖和氯化钠

的 P 值分别小于 0.01 或 0.05，说明这 3 个因素

对产碱性蛋白酶酶活有极显著或显著影响，因

此选择这 3 个因素作为主要的影响因子进行后

续的爬坡试验。 

(2) 最陡爬坡试验 

根据上述分析结果设计最陡爬坡试验方

案，如表 6 所示，当半乳糖浓度为 10 g/L、pH

值为 8.5、氯化钠为 5 g/L 时酶活最高，为      

(336.9±3.4) U/mL ， 因 此 选 择 该 条 件 作 为

Box-Behnken 实验的中心点。 

 
表 4  Plackett-Burman 实验组合设计及结果 
Table 4  Plackett-Burman experimental combination design and results 

实验号 

No. 

因素水平 

Factor levels 

酶活 

Enzyme activity

(U/mL) A 
半乳糖 

Galactose 

B 
蛋白胨 

Peptone 

C 
pH 

D 
接种量 

Inoculum 

E 
NaCl 

F 
装液量 

Liquid volume 

G 
K2HPO4 

1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 333.1±7.3 

2 1 −1 −1 −1 1 −1 1 234.8±4.1 

3 −1 −1 −1 1 −1 1 1 338.4±2.2 

4 −1 1 1 −1 1 1 1 166.8±6.5 

5 1 1 1 −1 −1 −1 1 126.8±1.4 

6 1 −1 1 1 −1 1 1 137.6±9.6 

7 −1 1 −1 1 1 −1 1 261.2±8.3 

8 1 −1 1 1 1 −1 −1 131.6±5.2 

9 −1 −1 1 −1 1 1 −1 172.4±0.3 

10 1 1 −1 1 1 1 −1 233.2±10.5 

11 1 1 −1 −1 −1 1 −1 331.6±9.1 

12 −1 1 1 1 −1 −1 −1 226.8±7.8 
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表 5  Plackett-Burman 实验中各因素的显著性分析 
Table 5  Significance analysis of various factors in Plackett-Burman experiment 

来源 

Sources 

平方和 

Adj SS 

均方差 

Adj MS 

自由度 

DF 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

显著性 

Significance 

模型 Model 67 009.29 9 572.76 7 15.120 0.009 8 ** 

A 半乳糖 Galactose 7 655.80 7 655.80 1 12.090 0.025 4 * 

B 蛋白胨 Peptone 0.19 0.19 1 0.001 0.987 1 NS 

C pH 49 446.84 49 446.84 1 78.080 0.000 9 ** 

D 接种量 Inoculum 112.24 112.24 1 0.180 0.695 4 NS 

E NaCl 7 217.71 7 217.71 1 11.400 0.027 9 * 

F 装液量 Liquid volume 359.71 359.71 1 0.570 0.493 0 NS 

G K2HPO4 2 216.80 2 216.80 1 3.500 0.134 7 NS 

误差 Error 2 533.26 633.31 4    

总和 Cor total 69 542.54  11    

Note: *: P<0.05; **: P<0.01; NS: Not significant.  

 
(3) Box-Behnken 试验回归分析 

为确定半乳糖、pH 和氯化钠这 3 个因素之

间的交互作用，进行三因素三水平的响应面试 

验，其试验因素及水平见表 7，Box-Behnken 试

验设计的方案及实验结果见表 8，数据用 Design 

Expert 8.0 软件进行回归分析，结果见表 9。 
 

表 6  最陡爬坡实验设计及结果 
Table 6  Experimental design of steepest climbing 

实验号 

No. 

A 半乳糖 

Galactose  

(g/L) 

C pH E NaCl  

(g/L) 

酶活 

Enzyme activity 

(U/mL) 

1 25 10.0 6.5 286.3±5.3 

2 20 9.5 6.0 304.5±6.7 

3 15 9.0 5.5 328.1±5.1 

4 10 8.5 5.0 336.9±3.4 

5 5 8.0 4.5 301.2±7.2 

 

表 7  响应面分析试验因素及水平 
Table 7  Response surface analysis test factors and 
levels 

因素 

Factors 

水平 Levels 

−1 0 1 

A 半乳糖 Galactose (g/L) 8 10.0 12 

C pH 8 8.5 9 

E NaCl (g/L) 4 5.0 6 

表 8  Box-Behnken 试验设计及结果 
Table 8  Box-Behnken experimental design and 
results 

实验号 

No. 

A 半乳糖 

Galactose 

C pH E NaCl 酶活 

Enzyme activity 

(U/mL) 

1 0 0 0 335.4±8.1 

2 −1 −1 0 310.9±2.3 

3 0 −1 −1 309.4±1.6 

4 0 −1 1 316.3±3.9 

5 1 1 0 321.5±5.2 

6 −1 0 −1 289.5±6.3 

7 −1 1 0 287.5±2.8 

8 0 0 0 336.2±1.1 

9 0 1 1 301.2±3.7 

10 1 0 −1 320.7±2.9 

11 0 0 0 339.1±4.1 

12 1 0 1 319.2±2.3 

13 1 −1 0 326.3±2.4 

14 −1 0 1 299.2±6.1 

15 0 1 −1 289.5±2.7 

16 0 0 0 333.8±4.6 

17 0 0 0 334.2±4.1 
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表 9  Box-Behnken 试验回归方程和方差分析 
Table 9  Box-Behnken test regression equation and analysis of variance 

来源 

Sources 

平方和 

Adj SS 

均方差 

Adj MS 

自由度 

DF 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

显著性 

Significance 

模型 Model 4 884.73 542.75 9 101.43 <0.000 1 ** 

A 半乳糖 Galactose 1 265.04 1 265.04 1 236.41 0.000 1 ** 

C pH 499.28 499.28 1 93.31 <0.000 1 ** 

E NaCl 89.78 89.78 1 16.78 0.004 6 ** 

AC 86.49 86.49 1 16.16 0.005 1 ** 

AE 31.36 31.36 1 5.86 0.046 0 * 

CE 5.76 5.76 1 1.08 0.334 0 NS 

A2 470.42 470.42 1 87.91 0.000 1 ** 

C2 781.07 781.07 1 145.97 <0.000 1 ** 

E2 1 367.24 1 367.24 1 255.51 0.000 1 ** 

残差 Residual 37.46 5.35 7    

失拟 Lack of fit 19.71 6.57 3 1.48 0.347 2 NS 

纯误差 Pure error 17.75 4.44 4    

总和 Cor total 4 922.19  16    

Note: *: P<0.05; **: P<0.01; NS: Not significant; R2=0.992 4; AdjR2=0.982 6; PredR2=0.930 3; CV%=0.73; Adeq 

precisior=27.796.  

 

由表 9 可知，该模型的 P 值小于 0.01，说

明该模型具有极高显著性；失拟项 P 值为

0.347 2>0.05，不显著，说明实验误差小；相关系

数 R2为 0.992 4，说明有 99.24%的数据可以用该

模型确定；变异系数(coefficient of variance，CV)

值为 0.73%<10%，说明二次回归方程可以很好

地对响应值进行预测。方差分析结果表明，半

乳糖、pH、盐度的一次项和二次项均对碱性蛋

白酶酶活的回归模型影响极显著(P<0.01)。半乳

糖浓度和 pH (P<0.01)对碱性蛋白酶酶活效果的

交互影响极显著，半乳糖浓度和盐度(P<0.05)

对碱性蛋白酶酶活效果的交互影响显著，盐度

和 pH (P>0.05)对碱性蛋白酶酶活效果的交互影

响不显著。 

利用 Design Expert 8.0 软件对该模型进行

分析，得到回归方程：R=335.74+12.58A−7.9C+ 

3.35E+4.65AC−2.8AE+1.2CE−10.57A2−13.62C2−
18.02E2。各因素交互作用对产碱性蛋白酶活力

的曲面图和等高线图如图 14 所示。 

2.4.3  最佳产酶条件确定与验证 

由 Design Expert 8.0 软件分析可知最佳的

产酶条件为：半乳糖 11.09 g/L，pH 8.4，盐度

5.04 g/L，蛋白胨 20 g/L，接种量 0.01 的 OD600，

磷酸氢二钾 10 g/L，装液量为 150 mL/500 mL，

培养温度 30 °C，培养时间 48 h，相应的发酵液

中 碱 性 蛋 白 酶 活 力 理 论 预 测 值 可 达 到

340.02 U/mL。以此条件进行了 3 组平行实验，

获得的酶活为(339.36±4.3) U/mL，所测得数值

占理论预测值的 99.81%，说明该模型可信度高，

符合预期实验结果。 

2.5  质谱鉴定结果与分析  
通过数据库比对发现，该酶与 Serratia 

marcescens 的 Periplasmic serine endoprotease 

DegP-like (PSEE)匹配度较高，序列相似度达

45.2%，匹配得分为 66.12。该蛋白质 ID 是

A0A1L6QLX1，相对分子质量为 47.4 kDa，等电

点为 9.08。图 15 为活性物质质谱鉴定序列，红

色粗体部分表示活性物质与 PSEE 匹配的肽段。 
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图 14  各因素交互作用对碱性蛋白酶酶活影响的响应面和对应等高线图   A 和 B：半乳糖和 pH 交互

作用对酶活影响的响应面和对应等高线图；C 和 D：半乳糖和 NaCl 交互作用对酶活影响的响应面和对

应等高线图；E 和 F：NaCl 和 pH 交互作用对酶活影响的响应面和对应等高线图 

Figure 14  Response surface and corresponding contour map of the interaction of various factors on the enzyme 
activity of alkaline protease. A, B: Response surface and corresponding contour map of the effect of galactose and 
pH interaction on enzyme activity; C, D: Response surface and corresponding contour map of the effect of 
galactose and NaCl interaction on enzyme activity; E, F: Response surface and corresponding contour plot of the 
effect of NaCl and pH interaction on enzyme activity. 
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图 15  活性物质质谱鉴定序列   红色粗体部分

表示活性物质与 PESS 匹配的肽段 

Figure 15  Active substance mass spectrometry 
identification sequence. The part in bold red indicates 
the peptide that matches the active substance with 
PESS. 

3  讨论与结论 

本研究采集海南近海贝类养殖基地海泥，

对碱性蛋白酶生产菌株进行酪素平板初筛和酶

活测定复筛，获得了一株产碱性蛋白酶活力达

(153.78±2.5) U/mL 的粘质沙雷氏菌。利用单因素

和响应面优化设计法，对发酵产碱性蛋白酶培养

条件进行了优化，预测该菌株最佳产酶条件为：

半乳糖 11.09 g/L，pH 8.4，盐度 5.04 g/L，蛋白胨

20 g/L，接种量 0.01 的 OD600，磷酸氢二钾 10 g/L，

装液量为 150 mL/500 mL，培养温度 30 °C，培养

时间 48 h。通过实验验证，碱性蛋白酶活力达到

(339.36±4.3) U/mL，较优化前提高了 2.21 倍。菌

株 F3 初始酶活是 Bacillus weihenstephanensis 

ZJ1502 的 3.78 倍、Aspergillus sp.的 1.56 倍及

Bacillus subtilis W1 的 4.63 倍。优化后酶活提高

倍数大于 Aspergillus sp.、Bacillus subtilis GA 

CAS8、Bacillus subtilis W1 和 Jeotgalicoccus 
sp.。由此可见，菌株 F3 产碱性蛋白酶能力及发

酵优化结果较其他菌株[20-24]有较大优势。 

粘质沙雷氏菌 F3 产碱性蛋白酶能力较强，

而且发酵培养速度较快，但工业化应用碱性蛋

白酶主要以纯酶为最终目标。后续工作会分离

纯化目标酶，对酶学性质进行探究。 
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