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摘   要：【背景】碱性蛋白酶是众多芽胞杆菌的发酵产物，是工业上极其重要的一类酶。【目的】利

用酪素培养基从环境样品中筛选出一株产碱性蛋白酶的菌株，对传代次数、发酵的碳源、氮源、

金属离子、磷酸盐、初始 pH、接种量和温度进行优化，提高其产碱性蛋白酶的能力并降低发酵成

本。【方法】采用革兰氏染色法、扫描电镜、生理生化试验、16S rRNA 基因序列对分离的菌株进

行鉴定；采用单因素、Plackett-Burman、最陡爬坡和响应面试验优化碱性蛋白酶的发酵条件，使

用 Minitab 对试验数据进行分析。【结果】经鉴定分离菌株为地衣芽胞杆菌，命名为 Bacillus 
licheniformis NWMCC0046。优化后的发酵培养基组成为(g/L)：豆粕 50.00，葡萄糖 10.00，酵母浸

膏 13.46，CaCl2 0.50，Na2HPO4·12H2O 4.00，KH2PO4 0.30；优化后的培养条件为：pH 7.5，34.81 °C，
接种量 4.13%。在此条件下，摇瓶发酵 48 h 时碱性蛋白酶活性达到 165.41 U/mL，较优化前提高了

8.04 倍。【结论】通过发酵培养基组成和条件优化有效提高了地衣芽胞杆菌产碱性蛋白酶的能力，

为碱性蛋白酶的后续研究提供了参考。 

关键词：地衣芽胞杆菌；碱性蛋白酶；Plackett-Burman 设计；最陡爬坡试验；响应面法  
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Abstract: [Background] Alkaline protease, a fermentation product of many Bacillus species, is an 
important enzyme in industry. [Objective] An alkaline protease-producing strain was isolated by casein 
medium from an environmental sample. The passage number, carbon source, nitrogen source, metal 
ions, phosphate, initial pH, inoculum amount and temperature of the fermentation were optimized to 
increase the alkaline protease production of the strain and to reduce the cost of fermentation. [Methods] 
The isolates were identified via Gram staining, scanning electron microscopy, physiological and 
biochemical tests, and 16S rRNA sequence analysis. The fermentation conditions were optimized by 
single factor test, Plackett-Burman experiment, the steepest ascent method, and response surface 
methodology. The experimental data were analyzed in Minitab. [Results] The strain was identified as   
B. licheniformis and named B. licheniformis NWMCC0046. The optimized formula of the fermentation 
medium was determined as soybean meal 50.00 g/L, glucose 10.00 g/L, yeast extract 13.46 g/L, CaCl2 
0.50 g/L, Na2HPO4·12H2O 4.00 g/L, and KH2PO4 0.30 g/L. The fermentation conditions were optimized 
as pH 7.5, 34.81 °C and the inoculum amount of 4.13%. Under these conditions, the alkaline protease 
activity reached 165.41 U/mL in 48 h of shake flask fermentation, which was 8.04 times higher than that 
before optimization. [Conclusion] The optimization of the medium formula and fermentation conditions 
improved the ability of B. licheniformis to produce alkaline protease, providing a reference for 
subsequent research on alkaline protease. 

Keywords: Bacillus licheniformis; alkaline protease; Plackett-Burman design; the steepest ascent method; 
response surface methodology 

蛋白酶约占工业酶的 65%，碱性蛋白酶具

有在碱性条件下催化效率高和稳定性好等优

点，是世界上蛋白酶中用量最多的一类[1-2]。这

些碱性蛋白酶在洗涤剂 [3-5]、制革 [6]和废物处  
理[7-9]等行业得到广泛应用。微生物所产的碱性

蛋白酶具有生产成本低、耗时少、产量高、效

益高、稳定性好和专一性好的特点，已成为工

业酶的主要来源。 
地衣芽胞杆菌是一种应用广泛的益生菌，

能产生多种活性物质，比如脂肪酶、淀粉酶和

蛋白酶。地衣芽胞杆菌生产的碱性蛋白酶是工

业酶中应用最广泛的酶。培养基的组成和培养

条件直接影响蛋白酶的产量，目前已有大量研

究利用响应面法优化地衣芽胞杆菌产碱性蛋白

酶的能力，如：Mirzapour 等[8]采用响应面法优

化地衣芽胞杆菌 PTCC 1595 碱性蛋白酶活力，

发酵 72 h 可达 283.70 U/mL；Bhunia 等[10]通过

响应面法优化产酶条件使地衣芽胞杆菌 NCIM 
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2042 碱性蛋白酶活力达到 315.28 U/mL；Haddar
等[11]通过响应面法优化地衣芽胞杆菌 RP1 的产

酶能力，酶活由 233 U/mL 提高到 1 400 U/mL。

然而以往工作只涉及一种氮源对产酶的影响，

忽略了地衣芽胞杆菌对于氮源的依赖性，而且

设计的影响因素过于单一[12]；最陡爬坡试验初

始值及步长也因试验条件而定，优化效果无法

达到最佳[13]。 
本研究通过较为全面的单因素试验、

Plackett-Burman 设计、最陡爬坡试验和响应面

设计相结合的方法对从屠宰场废弃血污放置土

壤中筛选的地衣芽胞杆菌的产酶条件进行优化，

以期为后续碱性蛋白酶的开发应用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  土壤样品 

试验样品采集于西藏某屠宰场废弃血污放

置土壤(经纬度：89°60′92.18″E，28°91′00.74″N，

海拔 4 000 m 左右)。 
1.1.2  培养基 

酪素培养基(g/L)：Na2HPO4·12H2O 2.0，
NaCl 5.0，干酪素 10.0，牛肉浸粉 3.0，琼脂 20.0，
1×105 Pa 灭菌 20 min。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 10.0，pH 自然，1×105 Pa 灭菌 20 min。 
初始发酵培养基(g/L)：豆粕 40.0，玉米粉

30.0，Na2HPO4·12H2O 4.0，KH2PO4 0.3，pH 自

然，1×105 Pa 灭菌 20 min。  
1.1.3  主要试剂和仪器 

干酪素，上海阿拉丁公司；福林酚和豆粕，

北京索莱宝科技有限公司；葡萄糖、碳酸钠和

三氯乙酸等均为国产分析纯。紫外分光光度计，

赛默飞公司；便携式 pH 计，上海梅特勒-托利

多有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  产蛋白酶菌株的分离鉴定 

用无菌离心管将土壤样品进行梯度稀释并

涂布于干酪素平板，37 °C 恒温培养 48 h，挑取

透明水解圈最大的菌落进一步纯化后甘油冻

存。参照《常见细菌系统鉴定手册》[14]对分离

菌株的菌体细胞及菌落形态特征、培养特性、

糖利用能力、触酶等生理生化反应进行菌种鉴

定。菌株基因组 DNA 提取及 16S rRNA 基因序

列分析参照周雪雁等[7]所述方法。 
1.2.2  蛋白酶酶活力测定方法 

取保存于−80 °C 的甘油菌接种于 50 mL LB
培养基中，37 °C、180 r/min 培养 8−10 h 活化菌

体细胞。250 mL 锥形瓶装 50 mL LB 培养基，将

一级种子液按2% (体积分数)接种量接入LB培养

基中，37 °C、180 r/min 培养 8−10 h。250 mL 锥

形瓶装 50 mL 发酵培养基，将二级种子液按 5% 
(体积分数)接种量转接至发酵培养基中，37 °C、

180 r/min 摇瓶发酵培养 48 h，测定发酵液酶活力。 
采用 Folin-酚法测定蛋白酶活力[7]。以每毫

升样品在 40 °C、pH 11.0 条件下每分钟水解酪

蛋白产生的酪氨酸质量(μg)来表示碱性蛋白酶

活力单位(U)。 
1.2.3  单因素试验 

(1) 培养基优化 
分别对产酶培养基种子液传代次数、碳源、

氮源、金属离子和磷酸盐进行优化，其他产酶

参数参照 1.1.2，按照 1.2.2 测定发酵液酶活力。 
(2) 培养条件优化 
对产酶初始 pH、温度和接种量进行优化，

其他产酶参数参照 1.1.2，按照 1.2.2 测定发酵液

酶活力。 
1.2.4  响应面试验 

(1) Plackett-Burman 试验设计 
以蛋白酶酶活力(Y)为响应值，将上述 8 个
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单因素利用 Minitab 软件进行 n=12 的 Plackett- 
Burman (PB)试验设计。PB 试验设计的各因素

与水平如表 1 所示。 
(2) 最陡爬坡实验 
根据 Plackett-Burman 试验结果，根据各因

素相关系数设计显著影响因子合适的步长和爬

坡方向，其他因子为最佳值，以获得响应面试

验的中心点。 
(3) 中心复合试验 
采 用 中 心 复 合 试 验 (central composite 

design，CCD)对酵母浸膏(A)、温度(B)和接种量

(C)进行优化，试验方案中的各因素和水平如 
表 2 所示。 

 
表 1  Plackett-Burman 试验设计因素及水平 
Table 1  Plackett-Burman experiment design factors 
and levels 
Factor  Level 

  Low (−1) High (+1) 

A: Glucose (g/L) 5.0 20.0 
B: Soybean meal (g/L) 45.0 55.0 
C: Yeast extract (g/L) 1.0 10.0 
D: CaCl2 (g/L) 0.3 1.0 
E: Phosphate (g/L) 0.0 2.5 
F: pH 7.5 9.0 
G: Inoculum amount (%) 3.0 5.0 
H: Temperature (°C) 33.0 37.0 
X1  −1 +1 
X2  −1 +1 
X3  −1 +1 

 
表 2  中心复合试验因素与水平 
Table 2  Central composite experiments factors 
and levels 
Factor  Level 

−2 −1 0 +1 +2 
A: Yeast extract (g/L) 2.6 6.0 11.0 16.0 19.4 
B: Temperature (°C) 33.4 34.2 35.4 36.6 37.4 
C: Inoculum amount (%) 3.5 3.8 4.2 4.6 4.9 

2  结果与分析 
2.1  产蛋白酶菌株的分离与鉴定 
2.1.1  形态学鉴定 

用酪素培养基初筛到一株透明圈极其明

显的菌株，其透明圈直径 (D)与菌落直径 (d)
比值分别达到 14.6 (结果未展示)，表明该菌

株具有较高的蛋白酶生产能力，该菌株命名为

NWMCC0046。菌株 NWMCC0046 在酪素培

养基上菌落呈灰白色，扁平，表面湿润有褶皱，

具黏性(图1A)。经革兰氏染色，菌株NWMCC0046
为杆状菌，菌体细胞呈蓝紫色，鉴定为革兰氏

阳性菌(100×，图 1B)。电镜观察显示，该菌菌

体呈杆状，大小为(0.2−0.4) μm×(1.0−1.5) μm 
(图 1C)。 
2.1.2  生理生化特征 

菌株 NWMCC0046 不发酵乳糖，V-P 试验

阳性，能利用枸橼酸盐，水解淀粉，同时可产

生 DNA 酶，还原硝酸盐，但不产硫化氢。能利

用葡萄糖、木糖醇、淀粉和明胶等多种碳源，

对氮源的利用能力及蛋白质代谢能力较相同分

离基质的其他菌株更强。对阿莫西林、头孢西

丁、环丙沙星、阿米卡星及氯霉素敏感，而对

头孢他啶和红霉素固有耐药。 
2.1.3  16S rRNA 基因序列分析 

将得到的 16S rRNA 基因序列(1 372 bp)与
NCBI 已提交的序列进行比对。其结果显示

NWMCC0046 与 Bacillus licheniformis DSM 13
的序列相似性为 99.85%，与 Bacillus licheniformis 
BCRC 11702 的序列相似性为 99.23%。将分离

菌株的 16S rRNA 基因序列和 BLAST 结果中

的序列进行比对并构建系统发育树 (图 2)。
NWMCC0046 与地衣芽胞杆菌位于同一个分支

上，相似性高达 99%以上，具有较近的遗传距

离，鉴定为地衣芽胞杆菌。 
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图 1  菌株 NWMCC0046 形态学鉴定结果   A：菌落形态；B：革兰氏染色结果；C：扫描电镜结果 
Figure 1  Morphological identification results of strain NWMCC0046. A: Colony morphology; B: Gram 
staining results; C: Scanning electron microscopy results. 

 
 
图 2  基于 16S rRNA 基因序列建立的 NWMCC0046 菌株系统发育树   菌株的 GenBank 登录号用括

号内的序号表示；分支结点处的数字表示可信度；标尺的数据 0.005 0 代表进化距离；黑体编号代表

本次实验分离得到菌株序列；B. pumilus ATCC 7061 (NR043242)和 B. pumilus SBMP2 (NR118381)是外

类群 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain NWMCC0046 based on 16S rRNA sequence. The GenBank accession 
number of the strain is indicated by the serial number in brackets; The number at the branch node indicates 
the credibility; the scale data 0.005 0 represents the evolutionary distance; The bold numbers represented the 
cultures isolated in this study; B. pumilus ATCC 7061 (NR043242) and B. pumilus SBMP2 (NR118381) are 
outgroup. 
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2.2  单因素试验结果 
2.2.1  传代次数对产酶的影响 

多次传代可能会引起菌种的退化，使菌种

的繁殖力降低、产酶能力降低甚至丧失的现  
象[15]。当传代 2 次后，NWMCC0046 碱性蛋白

酶活力达到 49.17 U/mL (图 3A)。因此试验接种

产酶培养基的菌液均选择传代 2 次的种子液。 
2.2.2  最佳碳源的确定 

选用 7 种碳源进行培养基碳源优化，当碳

源为葡萄糖时，NWMCC0046 碱性蛋白酶活力

最高，麦芽糖和蔗糖次之，玉米粉最低(图 3B)。
当选择浓度为 10 g/L 的葡萄糖时酶活最高，达

到 76.58 U/mL (图 3C)。这与产碱性蛋白酶菌株

Bacillus licheniformis N-2 的研究结果[16]一致。

葡萄糖含量太低导致营养不足，影响菌生长代

谢；而葡萄糖含量太高导致渗透压增大，影响

菌株的生长和产酶[17]。因此，选择 10 g/L 的葡

萄糖作为后续优化的碳源。 
2.2.3  最佳氮源的确定 

选用 8 种氮源进行优化，有机氮源作为唯

一氮源对 NWMCC0046 产碱性蛋白酶的促进效

果显著优于无机氮源。以豆粕为氮源时，碱性

蛋白酶活力最高(图 3D)。当培养基中豆粕质量

浓度为 50 g/L 时，酶活力达 81.17 U/mL，继续

提高豆粕质量浓度，碱性蛋白酶活力呈下降趋

势(图 3E)。由于不同来源的氮源对菌体生长和

产酶促进作用不同，复合氮源能进一步促进菌

株产蛋白酶[18]，因此向发酵培养基中添加第二

氮源，探究其对本菌株产碱性蛋白酶的影响。

补充氮源能显著促进本菌产碱性蛋白酶，添加

酵母浸膏促进产酶的效果最好(图 3F)。当培养

基中酵母浸膏浓度为 10 g/L 时，碱性蛋白酶活

力达到 90.22 U/mL (图 3G)。 
2.2.4  最佳金属离子的确定 

金属离子可稳定目的产物，促进菌体细胞

的代谢。添加 Ca2+时对该菌产碱性蛋白酶的促

进效果最好(图 3H)。当培养基中 CaCl2 浓度为

0.5 g/L 时促进效果最好，碱性蛋白酶活力为

75.21 U/mL (图 3I)。因此，选择浓度为 0.5 g/L
的 CaCl2 为发酵培养基提供金属离子。 
2.2.5  最佳磷酸盐浓度的确定 

磷酸盐为菌株提供足够的磷元素，并调节

培养基 pH 值。固定 Na2HPO4·12H2O 与 KH2PO4

质量比为 13:1，高浓度磷酸盐对产酶抑制较明

显，磷酸盐浓度为 1.27 g/L 时，碱性蛋白酶活

力为 76.48 U/mL；磷酸盐浓度进一步提升会导

致酶活力下降。当磷酸盐浓度达到 7.5 g/L 时，

酶活力无明显变化(图 3J)，确定产酶最佳磷酸

盐浓度为 1.27 g/L。即 Na2HPO4·12H2O 浓度为

4 g/L、KH2PO4 浓度为 0.3 g/L。 
2.2.6  最佳初始 pH 的确定 

pH 可以改变培养基成分的离子化程度，影

响菌株的代谢过程。培养基初始 pH 7.5 时，碱

性蛋白酶活力达 76.00 U/mL；初始 pH<7.0 时对

酶活抑制较大；初始 pH>8.0 时，碱性蛋白酶活

力降低并呈现稳定水平，与酸性环境相比，菌

株对碱性环境的耐受性较强(图 4A)。 
2.2.7  最佳接种量的确定 

适宜的接种量可以有效提高发酵速度，接

种量太小会造成微生物生长缓慢，接种量太大

则会导致菌株产蛋白酶效率下降。当接种量为

1%−4% (体积分数)时，碱性蛋白酶活力随着

接种量的增加而增加，接种量为 4%时酶活力为

84.01 U/mL (图 4B)。 
2.2.8  最佳产酶温度的确定 

细胞中的糖类、脂质和蛋白质等营养物质

都需要酶在合适的温度下进行催化分解，因此

温度对菌株代谢过程有重要影响[19]。随着温度

升高，碱性蛋白酶活力先升高后降低，35 °C 时

酶活力达 84.07 U/mL (图 4C)。 
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图 3  培养基成分对菌株 NWMCC0046 产碱性蛋白酶的影响   A：传代次数；B：碳源种类；C：葡

萄糖浓度；D：氮源种类；E：豆粕浓度；F：第二氮源种类；G：酵母浸膏浓度；H：金属离子；I：
CaCl2 浓度；J：磷酸盐浓度 
Figure 3  Effects of medium composition on the alkaline protease production of strain NWMCC0046. A: 
Passage number; B: Type of carbon source; C: Concentration of glucose; D: Type of nitrogen source; E: 
Concentration of soybean meal; F: Type of secondary nitrogen source; G: Concentration of yeast extact; H: 
Type of metal ion; I: Concentration of CaCl2; J: Concentration of phosphate. 
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图 4  培养条件对菌株 NWMCC0046 产碱性蛋

白酶的影响   A：初始 pH；B：接种量；C：

温度 
Figure 4  Effects of culture conditions on the 
alkaline protease production of strain 
NWMCC0046. A: Initial pH; B: Inoculum 
amount; C: Temperature. 

2.3  响应面试验 
2.3.1  Plackett-Burman 试验设计结果 

用 Minitab 软件设计 Plackett-Burman (n=12)
试验对单因素试验中的 8 个因素进行显著性考

察(表 3)。酵母浸膏、温度和接种量在进行 F 检

验后，P<0.01，选取以上 3 个极显著因素进行

下一步优化试验(表 4)。 
2.3.2  最陡爬坡试验结果 

在其他因素不变的前提下，当酵母浸膏为

11.00 g/L、温度为 35.40 °C、接种量为 4.20%时，

碱性蛋白酶活力达 152.63 U/mL，以此条件作为

中心复合试验的中心值(表 5)。 
2.3.3  中心复合试验设计与结果分析 

将酵母浸膏、温度、接种量作为变量，以蛋

白酶活力(Y)为响应值，进行响应面设计(表 6)。
利用 Minitab 软件对试验结果进行分析，得到回

归方程为： 
Y=−5128+35.43A+317.4B−227C−0.5405A2−

6.15B2−77.7C2−5.06AC+26.86BC。模型中除了

AB 影响不显著之外，其余对 Y 值影响极显著 
(表 7)。接种量与温度、酵母浸膏的等高线较陡，

说明两者交互作用对酶活影响极显著，而酵母

浸膏与温度之间几乎无交互作用(图 5)。模型

F=26.09，P<0.000 1，R2=0.959 2，R2
adj=0.922 4，

说明模型的可信度较高，可以用于实际碱性蛋

白酶生产的预测与分析。 
2.3.4  模型预测与验证试验 

利用 Minitab 软件预测得到发酵培养基最

佳工艺参数为：酵母浸膏浓度为 13.46 g/L，温

度 34.81 °C，接种量为 4.13%，这些条件下理论

最高酶活可达到 166.37 U/mL。利用上述试验条

件进行 6 次平行验证，测得蛋白酶平均酶活为

(166.37±1.13) U/mL (图 6)。实际值与预测值较为

接近，说明响应面法优化能较好地预测地衣芽胞

杆菌 NWMCC0046 产碱性蛋白酶的实际情况。 
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表 4  Plackett-Burman 试验方差分析 
Table 4 The variance of the Plackett-Burman design 
Source df Sum of 

squares 
Mean 
square 

F value P 
value 

Model 12 34 834.3 2 902.9 316.18 0.003 

Linear 11 16 032.6 1 457.5 158.75 0.006 

A: Glucose 1 871.1 871.1 94.88 0.01 

B: Soybean meal 1 267.2 267.2 29.1 0.033 

C: Yeast extract 1 8 890.1 8 890.1 968.32 0.001 

D: CaCl2 1 318.7 318.7 34.71 0.028 

E: Phosphate 1 19.7 19.7 2.15 0.28 

F: Initial pH 1 672.3 672.3 73.23 0.013 

G: Inoculum 
amount 

1 1 072.4 1 072.4 116.81 0.008 

H: Temperature 1 2 565.5 2 565.5 279.44 0.004 

X1 1 36.1 36.1 3.93 0.186 

X2 1 6.7 6.7 0.73 0.482 

X3 1 1 312.9 1 312.9 143.01 0.007 

Error 2 18.4 9.2 

Total 14 34 852.6 

表 5  最陡爬坡试验结果 
Table 5  The steepest ascent method results 
Run Yeast 

extract 
(g/L) 

Temperature 
(°C) 

Inoculum 
amount 
(%) 

Protease activity 
(U/mL) 

1 1.00 33.00 5.00 76.98±0.21 
2 6.00 34.20 4.60 134.87±0.11 
3 11.00 35.40 4.20 152.63±0.09 
4 16.00 36.60 3.80 122.35±0.26 
5 21.00 37.80 3.40 118.58±0.18 
6 26.00 39.00 3.00 106.95±0.05 
7 31.00 40.20 2.60 91.65±0.11 

3 讨论与结论

本研究从西藏土壤中筛选出一株产碱性蛋

白酶菌株，命名为 NWMCC0046。对该菌株进

行形态学鉴定和分子生物学鉴定，鉴定结果为地

衣芽胞杆菌(Bacillus licheniformis)。对地衣芽胞

杆菌 NWMCC0046 产酶条件进行优化，优化后的  

表 6  中心复合试验结果

Table 6 Results of central composite experiments 
Standard Run A: Yeast extract (g/L) B: Temperature (°C) C: Inoculum amount (%) Y: Protease activity (U/mL) 
16 1 11.00 35.40 4.20 149.63±0.01 
17 2 11.00 35.40 4.20 153.42±0.13 
18 3 11.00 35.40 4.20 160.86±0.09 
13 4 11.00 35.40 3.53 107.33±0.16 
8 5 16.00 36.60 4.60 134.62±0.23 
19 6 11.00 35.40 4.20 166.37±0.07 
14 7 11.00 35.40 4.87 131.15±0.16 
2 8 16.00 34.20 3.80 166.01±0.35 
6 9 16.00 34.20 4.60 134.42±0.27 
9 10 2.59 35.40 4.20 100.36±0.19 
12 11 11.00 37.42 4.20 120.68±0.17 
10 12 19.41 35.40 4.20 131.99±0.25 
7 13 6.00 36.60 4.60 140.03±0.13 
3 14 6.00 36.60 3.80 79.54±0.05 
1 15 6.00 34.20 3.80 114.96±0.17 
4 16 16.00 36.60 3.80 119.86±0.21 
15 17 11.00 35.40 4.20 164.69±0.04 
11 18 11.00 33.38 4.20 137.99±0.31 
5 19 6.00 34.20 4.60 118.65±0.27 
20 20 11.00 35.40 4.20 155.25±0.16 
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表 7  中心复合试验方差分析 
Table 7  The variance of the central composite experiments 
Source df Sum of squares Mean square F value  P value  Significant 

Model 9 10 219.8 1 135.54 26.09 0.000 ** 
Linear 3 2 898.3 966.10 22.20 0.000 ** 
A 1 1 757.5 1 757.49 40.38 0.000 ** 
B 1 581.3 581.33 13.36 0.004 ** 
C 1 559.5 559.47 12.85 0.005 ** 
Square 3 5 044.0 1 681.32 38.63 0.000 ** 
A2 1 2 631.5 2 631.48 60.46 0.000 ** 
B2 1 1 131.3 1 131.31 25.99 0.000 ** 
C2 1 2 226.3 2 226.35 51.15 0.000 ** 
Two-factor interaction 3 2 277.6 759.20 17.44 0.000 ** 
AB 1 127.3 127.28 2.92 0.118 Not significant 
AC 1 820.3 820.33 18.85 0.001 ** 
BC 1 1 330.0 1 329.99 30.56 0.000 ** 
Residual 10 435.2 43.52    
Lack of fit 5 214.5 42.89 0.97 0.512 Not significant 
Pure error 5 220.8 44.15    
Total 19 10 655.1     
注：**：影响极显著，P<0.01  
Note: **: Highly significant effect, P<0.01. 
 
发酵培养基为：豆粕 50 g/L，葡萄糖 10 g/L，酵

母浸膏 13.46 g/L，CaCl2 0.5 g/L，Na2HPO4·12H2O 
4 g/L，KH2PO4 0.3 g/L；优化后的培养 pH 值为

7.5、温度为 34.81 °C、接种量为 4.13%。在此

条件下，摇瓶发酵 48 h 碱性蛋白酶活力达到

165.41 U/mL，较优化前提高了 8.04 倍。此外，

试验值和预测值之间的高度相似反映了所采用

的实验设计的准确性和有效性。 
国内外对地衣芽胞杆菌发酵产碱性蛋白酶

的优化主要集中在碳源与氮源，而培养基其他

成分的研究相对较少[20-21]。氮源对于地衣芽胞

杆菌极为重要[22]，豆粕含有种类繁多的蛋白质、

无机盐、维生素和促生长因子，比其他氮源更

有营养，更能促进蛋白酶的产生，本研究产酶

所需豆粕高于以往报道[20,23]。酵母浸膏作为第

二氮源能提高菌株的生长速率及蛋白酶得率，

这在地衣芽胞杆菌产酶优化试验中鲜见。碱性

蛋白酶研究集中在高产菌株的筛选上，却忽略

了在发酵过程中菌种传代次数带来的问题[11]。

本研究表明连续传代 2 次后菌种会发生退化，

蛋白酶活力与种子液传代次数显著相关，传代

次数过多会使菌种的繁殖力及产酶能力降低。

与 Haddar 等[11]和王颖等[24]的研究结果一致，高

浓度的磷酸盐减弱了菌株的产酶能力，这是因

为高浓度的磷酸盐浓度抑制了蛋白酶合成途

径中某种酶的活性。弱酸性环境中，各种金属

很容易引起不良的氧化还原反应，导致细胞死

亡，从而降低蛋白酶的产量[25]。研究发现，地

衣芽胞杆菌产酶最适 pH 值普遍在 7.0−9.0 之 
间[20,26]，极少数的芽胞杆菌在强碱性条件下产

酶[27]，筛选菌最适 pH 与刘海进等[28]的研究结

果相似，均在 pH 值为 7.5 时有最大酶活力。与 
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图 5  酵母浸膏、温度及接种量的等高线图和响应面图   A：温度和酵母浸膏的等高线图；B：接种

量和酵母浸膏的等高线图；C：接种量和温度的等高线图；D：温度和酵母浸膏的响应面图；E：接种

量和酵母浸膏的响应面图；F：接种量和温度的响应面图 
Figure 5  Contour plot and surface plot of the influence of yeast extract, temperature and inoculum amount on 
protease activity. A: Contour plot of temperature and yeast extract; B: Contour plot of inoculum ratio and yeast 
extract; C: Contour plot of inoculum amount and temperature; D: Surface plot of temperature and yeast extract; 
E: Surface plot of inoculum ratio and yeast extract; F: Surface plot of inoculum amount and temperature. 
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图 6  地衣芽胞杆菌 NWMCC0046 产碱性蛋白酶

曲线 
Figure 6  Bacillus licheniformis NWMCC0046 alkaline 
protease production curve. 

 
其他菌株相比，NWMCC0046 产碱性蛋白酶能

力较强，发酵产酶原料廉价易得、发酵条件易

满足。后续工作将围绕碱性蛋白酶的纯化、酶

学特性及工业应用的可能性展开研究。 
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