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皮革工业在创造巨大 经济价值的同时，也给环境带来

了严重的危害. 制革污染主要来自于灰碱法脱毛的过程，采

用蛋白酶法脱毛是从根本上解决制革工业严重污染的有效

途 径 [1~3]. 本实验室 从多个富含蛋白质的土样中，筛选到一

株碱性蛋白酶产生菌——短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）
BA（06），经 反复诱变后得到一株碱性蛋白酶高产菌株 B. 
pumilus UN-31-C-42，该菌株的发酵液有较好的生皮脱毛效

果，脱毛后毛皮胶原蛋白保持完整 [4~5]. 研究发现该菌株只

分泌一种胞外蛋白酶，属于丝氨酸蛋白酶系，相对分子质量

（Mr）约为30×103，纯化后，发现最适反应温度是58 ℃，最

适pH为10，pI为9，Ca2+能提高酶稳定性 [6]. 黄庆等利用PCR从

该短小芽孢杆菌中扩增出碱性蛋白酶基因 [7~8]，利用不同的

启动子实现了该基因在枯草芽孢杆菌中的异源表达 [9]. 
对碱性蛋白酶的前期研究表明，其蛋白酶的产量、酶活

性，以及酶的最适反应温度和pH值都应进一步改善，以便在

制革工业上应用，酶的产量已经通过更换高效率的启动子得

到一定提高. 分子定向进化是改变酶性质的有效途径，通过

对蛋白酶编码基因进行随机突变和重组，定向选择出所需

性质的蛋白酶. 本研究主要是通过对碱性蛋白酶基因进行分

子定向进化，筛选到酶活性有所提高或是反应最 适温度降

低的突变基因. 利用易错PCR方法对碱性蛋白酶基因进行多

轮突变，结合三重筛选方法，成功获得两个突变体，分别称

为pP43AP-M166、pP43AP-M375；对其表达的蛋白酶进行了纯

化，测定了突变蛋白酶最适反应温度和pH值，同时进行了热

稳定性分析. 

1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  菌种与质粒    Escherichia coli DH5α: F– φ80 lacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF) U169 endA1 recA1 hsdR17 (rK–, mK+) supE44 
thi-1 gyrA96 relA1 phoA，本室保存. 

B. subtilis WB600 : trpC2 nprA arp epr bpf mpr nprB, Cmr，
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Abstract   De-hair alkaline protease (DHAP), belonging to serine protease family (S8A), is composed of 275 amino acid 
residues with Asp32, His64 and Ser221 as activity centers, and has no disulfide bond. Random mutation of DHAP gene 
(NCBI No: AY458140) from Bacillus pumilus was carried out with modifi ed prone-error PCR. A random mutation library was 
constructed in Escherichia coli DH5α and then in B. subtilis WB600. The capacity of the random mutation library is 4×105. 
After three sequential error-prone PCR followed by screening, pP43AP-M166, the expected mutant with improved properties 
was obtained. Compared with the wild type, pP43AP-M166 has improved its activity and stability under different pH and 
temperatures. Moreover, its activity was determined, and it was 1.23 fold higher than that of wild type under optimal reaction 
temperature at 50 ℃ and pH 10, while it showed excellent thermal stability. The gene sequence analysis indicated that the 
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composition of catalytic activity center. Fig 4, Tab 3, Ref 21
Keywords   alkaline protease; Bacillus subtilis; directed evolution; prone-PCR; sequence analysis; gene expression
CLC  Q939.106 : X172

摘  要    碱性蛋白酶（DHAP）属于丝氨酸蛋白酶家族（S8A），是由275个氨基酸残基组成的单链多肽，没有二硫

键，以Asp32、His64、Ser221作为活性中心. 采用易错PCR方法，对短小芽孢杆菌碱性蛋白酶基因（GenBank登录号：

AY458140）进行随机突变. 在大肠杆菌中建立随机突变文库，然后转化枯草芽孢杆菌WB600，构建枯草芽孢杆菌突变

文库，筛选出酶活性提高或最适反应温度和pH值有所降低的突变体. 通过3轮的随机突变和筛选，获得2个阳性突变

体pP43AP-M166和pP43AP-M375. 其中pP43AP-M166在不同的温度和pH条件下，与出发菌株相比，酶活都有不同程度提

高，特别是当反应温度为50 ℃、pH 为10时，突变蛋白酶酶活性提高1.23倍，表现出很好的热稳定性. 测序结果表明，该

突变体含有一个氨基酸置换，位于碱性蛋白酶催化三联体活性中心His64旁，与其只有一个氨基酸残基相隔. 图4 表3 
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用于DHAP基因的表达，由加拿大Calgary大学Dr. Wong惠赠. 
短小芽孢杆菌（B. pumilus）UN-31-C-42：自成都市生活

垃圾分离、诱变所得，其分泌的蛋白酶有良好的脱毛效果，

且胶原水解活性极低 [4]. 
1.1.2  质 粒   pSUGV4：6.4 kb，Kanr Apr，E. coli-B. subtilis穿

梭载体，由本实验室构建，其多克隆位点区与pUC18的多克

隆位点区相同[10]. 
pP43AP：7.6 kb，P43启动子，DHAP连接到质粒pSUGV4

中的表达质粒，本实验室构建，主要用作突变蛋白酶基因文

库的构建和突变基因的表达. 
1.1.3  主要试剂    Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶购自宝生

物工程（大连）有限公司（Takara），DNA限制性内切酶购自

Fermentas公司产品，PCR产物快速胶回收试剂盒和小量质

粒抽提试剂盒购自北京博大泰克生物基因技术公司，AAPF
（Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA）购自Sigma公司，其他试剂均为

国产分析纯试剂. DNA序列测定及引物合成由上海生工生物

工程技术服务有限公司完成. 
1.2  方 法
1.2.1  易错PCR（Error-prone PCR）扩增AP基因    根据本实

验室已扩增的DHAP基因 [7]（GenBank登录号：AY458140）序

列设计引物，以pP43AP为模板，用改良后的易错PCR方法扩

增碱性蛋白酶基因，得到的产物用胶回收试剂盒纯化. 
1.2.2  随机突变文库构建    由于枯草芽孢杆菌的转化方法

和转化效率远远低于大肠杆菌，要在枯草芽孢杆菌中建立基

因的随机突变库以进行目的基因的筛选通常有较大难度，因

此本研究先在大肠杆菌中建库，再将重组子转入枯草芽孢杆

菌中建库. 
纯化 后的易 错 PCR产 物与双 酶切（Hind Ⅲ /PstⅠ）的

pP43AP大片段相连，转化 E. coli DH5α [11, 19]，建立了大肠杆

菌 随 机突 变 文 库，再 将所 有的 突 变 子 转 化 枯草 芽 孢 杆 菌

WB600 [12]，构建枯草芽孢杆菌随机突变文库. 
1.2.3  筛 选    突变文库菌液适当稀释，均匀涂布含有卡那

霉素的牛奶平板，37 ℃恒温培养12~16 h，对突变文库进行初

筛. 
挑选 水解圈出现时间早和水解圈大的突变子，接种到

每孔含1 mL优化发酵培养基 [4]（麸皮2.5%，黄豆粉2%，酵母
膏0.3%，K2HPO4 0.4%，NaH2PO4 0.04%，CaCO3 3%）的96孔
板中，37 ℃摇床培养48~60 h，发酵液与AAPF反应，在酶标仪
（MQX 200）上测定410 nm处OD值. 挑选出具有较高OD值的
突变株，进行试管发酵，发酵上清液测定酶活. 
1.2.4  蛋白酶活性测定    以酪素为底物，采用福林酚法 [6]测
定酶活. 
1.2.5  突变株蛋白酶纯化以及Bradford法测定蛋白含量    酶
的纯化方 法参照文献 [6]，蛋白质含量测定采用Bradford法
[13]，用BSA做标准曲线. 
1.2.6  pH值对蛋白酶活性的影响    纯化后的蛋白酶分别溶
解在pH为7.0、8.0、9.0、10.0、11.0的缓冲液中，按照福林酚法
测酶活. 以相对酶活对反应pH值作图，确定突变蛋白酶的最
适反应pH值，以及与对照相比，酶活性提高程度.  
1.2.7  温度对蛋白酶活性的影响    蛋白酶在25 ℃、37 ℃、50 
℃反应10 min，按照福林酚法测酶活. 以相对酶活对反应温度

作图，确定突变蛋白酶的最适反应温度，以及酶活提高比例. 
1.2.8  酶的热稳定性分析    将酶分别在60 ℃、65 ℃、70 ℃、

75 ℃、80 ℃放置30 min，冰浴10 min，按照福林酚法测酶活. 
未经过热处理的酶在最适条件下测定的酶活设为100%，将

经过热处理后的酶活折合成相对剩余酶活，对温度作图，用

于确定酶的热稳定性. 
1.2.9  阳性突变株碱性蛋白酶基因序列测定、结构预测和位点

突变分析    蛋白酶的基因测序由华大公司完成. 在SWISS-
MODEL数据库输入突变蛋白的氨基酸序列，预测蛋白的三

级结构，分析位点突变效应. 

2  结果与分析
2.1  易错PCR突变文库的构建及突变基因筛选

按照上述的方法和建库过程，在枯草芽孢杆菌中成功

构建了短小芽 孢杆菌碱性蛋白酶 基因突变文库，文库含有

40 000个转化子. 随机挑取24个转化子提取质粒，电泳结果

显示，它们的大小与质粒pP43AP一致；对重组质粒进行双酶

切（Hind Ⅲ/PstⅠ），也能得到预期大小的片段，表明它们都

是重组子，因此，构建的突变体文库的重组率为100%. 
将文库进行适当稀释后均匀涂布在牛奶平板上进行初

筛. 培养12 h后，平板上开始出现水解圈，挑选水解圈出现时

间早和水解圈大的突变子，共挑取了2 534个重组子，挑选的

频率约为6%. 
在低温 酶活和热 稳定性 2个筛 选指标下，经酶 标仪 复

筛后，挑出36个潜在阳性突变子. 对它们进行发酵筛选，发

酵液在紫外分 光光度计下进行酶动力学分析，再结合福林

酚法测定酶的活性数据，成功挑选到2个阳性突变子，分别

命名为pP43AP-M166、pP43AP-M375，其蛋白酶分别命名为

DHAP-M166、DHAP-M375. 
2.2  蛋白酶基因测序和突变位点分析

对pP43AP-M166、pP43AP-M375进行序列测定，结果表

明，两个突变蛋白酶都发生了氨基酸突变，并且都是由于单

碱基的替换造成的. pP43AP-M166的置换氨基酸是F62C，位

于成熟肽N端，在活性位点His64旁边；pP43AP-M375的置换

氨基酸是I271T，位于成熟肽C端. 
根据两个突变子的基因序列，在SWISS-MODEL数据库

中预测蛋白酶三级结构. 预测结果表明，两个突变子的三级

结构基本与DHAP一致，没有变化. 
2.3  突变蛋白酶的酶学性质
2.3.1  碱性蛋白酶纯化及鉴定    分别培养1.5 L 的pP43AP、

pP43AP-M166、pP43AP-M375，发酵液离心后的上清液经过

60%硫酸铵沉淀，凝胶层析（Sephacry S-200），磷酸缓冲液

透析，冻干，然后进行SDS-PAGE电泳（图1），得到了较纯的

蛋白酶. 
2.3.2  温度对突变碱性蛋白酶活性的影响    按照Bradford法

测定的蛋白质含量，在pH 9.6的硼酸-NaOH缓冲液中，取适量

的纯化酶液，分别在25 ℃、37 ℃、50 ℃反应10 min测定酶活

（表1）. 温度对突变碱性蛋白酶活性影响的方差分析表明，

温度对蛋白酶活性的影响极其显著，同一温度下碱性蛋白酶

之间的差异也是显著的. 
如图2所示，碱性蛋白酶低温（25 ℃、37 ℃）的酶活性不
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及最适反应温度（50 ℃）酶活性的50%，尤其在25 ℃，酶活

仅为最高酶活的30%左右. 突变株pP43AP-M166的酶活性普

遍比对照高，在低温（25 ℃）时，酶活性提高1.1倍；最适温度

（50 ℃）酶活性提高1.22倍. 
2.3.3  pH值对突变碱性蛋白酶活性的影响   按照Bradford法测

定的蛋白质含量，取适量的纯酶液，分别在pH值为7.0、8.0、

9.0、10.0、11.0的缓冲液中，50 ℃反应10 min后测定酶活（表

3）. 由图3可知，3种碱性蛋白酶的反应最适pH值为10；但在

pH 7时，蛋白酶的活性仅为最高酶活的20%左右；在最适pH
值条件下，突变株pP43AP-M166的相对酶活比对照高1.23倍. 
2.3.4  突变碱性蛋白酶的热稳定性分析    按照Bradford法测

定的蛋白质含量，取适量的酶液，将酶溶解在pH 9.6的硼酸

缓冲液中，在60 ℃、65 ℃、70 ℃、75 ℃、80 ℃放置30 min，冰

浴10 min，在50 ℃反应10 min，测定剩余酶活（表4），绘制热

失活曲线（图4）. 如图4所示，突变碱性蛋白酶在65 ℃放置30 
min，活性仍可达到最适条件下酶活性的90%以上，由此可见

突变蛋白酶在酶活性提高的同时，其热稳定性并没有降低. 

3  讨 论
3.1 突变文库筛选

随机突变文库构建后，一个高灵敏度、高效率的筛选方

法是至关重要的，决定着实验的成败 [14~17]. 常用的筛选方法

有：利用底物显色反应，改变培养条件（如逐步提高培养温

度，或改变培养基的pH值等），利用蛋白质的固有性质，如产

生绿色荧光，或高通量筛选（HTS）. 在本研究中，突变株分

泌的碱性蛋白酶能够水解脱脂牛奶，能够在牛奶平板上形成

大小不等的水解圈，并且水解圈的大小和酶的活性有一定的

线性关系. 因此，选择这种半定量的方法对突变文库进行初

筛，大大增加了突变库的筛选容量，降低了筛选强度. AAPF
能够与碱性蛋白酶反应，产物在410 nm处有最大吸收峰，与

碱性蛋白酶活性呈线性关系，结合酶标仪的高通量筛选和紫

外分光光度计的高准确度筛选，大大提高了筛选的效率和准

确度；再用福林酚显色法进行第3轮的筛选，确保能够筛选

图1  突变碱性蛋白酶的SDS-PAGE分析

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of mutated alkaline proteases
Lanes 1, 3 and 5: DHAP, DHAP-M166 and DHAP-M375 without purifi cation; 
Lanes 2, 4 and 6: Purified products (arrow) of DHAP，DHAP-M166 and 
DHAP-M375

表1  温度对突变碱性蛋白酶活性的影响
Table 1  Effect of temperature on the activity of mutated alkaline 

proteases
Protease activity

(Λ/u mL-1)
θ/℃

25 37 50
DHAP 354 0.29* 542 0.45 1215 1

DHAP-M166 482 0.30 716 0.45 1590 1
DHAP-M375 403 0.29 594 0.43 1384 1

*The ratio of enzyme activity at 25 ℃ to that at 50 ℃. The other ratios are 
the same

图2  温度对碱性蛋白酶相对活性的影响
Fig. 2  Effect of temperature on the relative activity of alkaline protease 

表2  pH值对突变碱性蛋白酶活性的影响
Table 2  Effect of pH on the activity of mutated alkaline proteases

Proteases activity
(Λ/u mL-1)

pH
7 8 9 10 11

DHAP 285 880 1119 1227 926
DHAP-M166 289 995 1296 1578 944
DHAP-M375 260 898 1117 1376 937

图3  pH值对碱性蛋白酶相对活性的影响

Fig. 3   Effect of pH on the relative activity of alkaline protease 

表3  突变碱性蛋白酶热稳定性分析
Table 3  Analysis of the thermal stability of mutated alkaline 

proteases
Protease activity

(Λ/u mL-1)
θ/℃

60 65 70 75 80
DHAP 1042 1038 650 187 0

DHAP-M166 1263 1243 927 236 0
DHAP-M375 1147 1089 757 204 0

图4  突变碱性蛋白酶的热稳定性分析
Fig. 4   Analysis of the thermal stability of mutanted alkaline proteases 
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到所需要的目的突变基因. 因此，这种3重筛选方法，扩大了

筛选容量，提高了筛选效率. 
3.2  影响蛋白酶活性的突变位点

碱性蛋白酶（DHAP）由一条肽链折叠而成，无二硫键，

属α/β型蛋白质，其三级结构只有1个域，由4个α螺旋环绕5
个β链组成. 在分子表面，除了有许多水分子的结合位点外，

还有几个钙离子的结合部位 [18]. 由残基Ser221、His64和Asp32
构成丝氨酸蛋白酶的催化三联体，也处于分 子表面一浅沟

槽里，形成一个Oxyanion Hole，Ser是亲核体，His是质子受

体，而Asp起固定质子受体的作用 [20]. 本研究所获得的突变

体DHAP-M166碱性蛋白酶62位上的氨基酸残基由Cys取代

Phe，与催化三联体的活性中心His64只有1个氨基酸残基相

隔，影响活性中心周围的电极性，有利于His64与质子的结合

和过渡态复合物的稳定，同时又大大减小了质子与His64结合

的空间位阻，更加有利于活性中心与质子的结合. 
Thermitase和蛋白酶K对热有一定的抵抗能力，都在活

性中心 位 点附近有一 个自由巯 基 [21]. 由此可以推 测突变体

DHAP-M166蛋白酶Cys取代Phe，在活性中心His64旁添加一

个自由巯基，增强了碱性蛋白酶的热稳定性. 同时巯基有利

于形成分子间二硫键，实现蛋白酶分子间的相互协作，共同

催化底物. 
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