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深海环境中高产蛋白酶菌株的新发现 

于镇铨  陈贝琳  林子健 

（广州市第六中学） 

摘   要 

深海环境中的稀有、新颖的微生物种类众多，部分微生物能分泌出具有水解

深海环境中稀有的或难降解蛋白质功能的蛋白酶，这类仅在深海环境中存在的蛋

白酶也是最具有科研价值和开发前景的蛋白酶。目前，寻找和发现高产酶活的深

海原核微生物菌株，确定最佳产酶优化条件，进而鉴定其物种和推广酶的应用是

国际前沿研究热点和主流方向。 

论文对南海深海的沉积物的高产蛋白酶菌株进行研究。首先设计产酶选择性

分离培养基，继而开展样品涂布培养、产酶菌株的反复选择，从深海沉积物中分

离出蛋白酶活性较强、生长迅速、易于培养的菌株 70 多株，选取蛋白酶活性较

强或圈径比最大的 10 株进行了二次产酶活性优化，菌株圈径比最高提升达 84%。 

其次对圈径比大于 5 的高产酶活性强的 2 株菌株最佳产酶条件再次优化，圈

径比又提升了 55-63%。利用透射电子显微镜观测了高产蛋白酶菌株的显微结构，

对优化的高产菌株经扩增 16S rRNA 基因序列后进行基因测序，确定为芽孢杆菌

属的 5 个菌种，发现了一个潜在的新物种（编号 S09-45）。最后对产酶基因进行

扩增和测序，并进行蛋白酶结构进行预测，发现高产菌株 XB70-3、XB70-8 和

XB70-9 为枯草芽孢杆菌蛋白酶 E，其水解蛋白能力强，应用前景广阔。 

本论文自行设计了寻找产酶微生物的“优中选优”实验方案，确定南海深海沉

积环境中微生物最佳产酶优化条件，我们选择出 10 株高产蛋白酶的菌株并进行

了结构观测和基因测序，首次在南海深海发现了 1 个潜在新物种，测定水解蛋白

能力强的三个菌株为枯草芽孢杆菌蛋白酶 E，为新型蛋白酶酶制剂的研发、应用

提供了重要有价值资料。 
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一 、研究背景 

在生物和化学的课程中，我们了解到人体所需要蛋白质，经过蛋白酶的水

解后蛋白质更易于吸收，蛋白酶对促进蛋白质的高效吸收、减少人类饥荒具有重

要意义。蛋白酶是对蛋白质或多肽作用的一类物质，通过催化肽键水解蛋白质或

多肽。按照来源，蛋白酶划分为微生物蛋白酶、植物蛋白酶、动物蛋白酶、其他

来源的蛋白酶；按产地，蛋白酶可划分陆地环境和海洋环境的蛋白酶。 

人类一直广泛利用的动物、植物来源的蛋白酶，已无法满足当代社会人们

的需求，而研究、开发和利用微生物蛋白酶恰逢其时。微生物源的蛋白酶，在生

存环境和种类方面，与植物、动物源的蛋白酶相比较，具有很多突出优势。首先，

微生物的繁殖速度非常快，每 30 分钟它们就可以繁殖一代，数量增长惊人；其

次微生物的种类非常繁多，功能稀有多样，预示着微生物蛋白酶的物种很多，需

要不断地去研究和发现。 

通过查阅资料，我们获知海洋环境水体、沉积物中微生物都产生蛋白酶。

海洋特别是深海环境，是人类尚未开发和利用的领域，蕴含着亟需攻克的关键科

学问题。海洋环境相较于陆地环境，地貌更加多样性、理化环境具有复杂性，孕

育了与陆地截然不同的生态系统和生物群落。因深海贫营养的特性促使其进化出

能产生多种胞外蛋白酶的微生物，降解深海环境中存在的难利用营养物质，来满

足和维系自身生长的需要，这种特殊环境的微生物具有陆生微生物不具有的、新

的代谢机理和生理特性，是潜在的可利用的重要生物资源。 

目前科研人员主要研究极端环境，比如深海高温、无营养的沉积环境微生

物产生的蛋白酶，这些酶有特殊结构和功能，今后有广泛用途。从微生物中提取

出的蛋白酶，其生长不受物源、环境和空间的限制，具有动物蛋白酶和植物蛋白

酶所无可比拟的优越性。但不是所有微生物产出蛋白酶的效能都一样，有的高产，

有的少产甚至不产。 

资料表明，科学家对海洋环境蛋白酶的研究还比较薄弱，对南海深海沉积物

中高产蛋白酶的微生物筛选与优化研究的工作比较少，鲜有在南海深海环境中发

现高产蛋白酶的微生物的报道。那么在，南海海洋环境中，是否存在尚未被发现

的高产蛋白酶的微生物？通过怎样的方法才能获取，如何进行鉴定和确定新菌种？
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它们的应用前景如何？ 

带着这些好奇、疑惑和求知欲望，我们开展资料查询和向专家、老师请教，

在中国科学院南海海洋所热带海洋生物资源与生态重点实验室副主任田新朋研

究员（博士导师）和广州第六中学生物高级教师宋建陵老师（华南师范大学硕士

研究生导师）指导下，我们对深海沉积物中的蛋白酶微生物进行分析和研究，去

寻找、探究和发现南海沉积物中的高产蛋白酶微生物。 

二 、研究目的 

我们查阅文献知道，对蛋白酶新物种的发掘是研究焦点和热点，主要通过分

离纯化、寻找遴选、优化发酵条件，或通过诱变育种或构建基因工程菌等多种手

段，经过多次培养、优化和筛选，才能获得高产蛋白酶或产特异功能的活性蛋白

酶的优良菌株。新发现的物种，自身携带新的基因和功能，能产生新的化合物，

构建了新的代谢机理，具有新的生理特性。寻找和优化特殊环境中特殊功能的微

生物，是解决当前生物资源开发不足的重点研究领域，也是攻克稀有生物酶种类

少或活性低、稀有活性化合物难发现等的关键。 

我们选择采集自南海深海环境的两个沉积物样品，希望通过培养基筛选出具

有蛋白酶活性的菌株，再通过二次筛选的方式获得蛋白酶活性较强的菌株。通过

16S rRNA 基因测序方法，对筛选出的目标菌株进行测定，获得其属种信息，进

而发现和确定新物种，对遴选的高产酶菌株的产酶基因进行扩增、测序、分析和

蛋白结构预测，为后期研究和开发利用奠定重要基础。 

三、 技术路线与实验设计 

本研究选取南海深海沉积环境样品，选用牛奶培养基、酪素 2216E 培养基

为蛋白酶产生菌选择性分离的培养基。通过稀释涂布和培养的方法，筛选出高产

蛋白酶的活性多菌；经过分离纯化后再进一步进行产酶活性条件优化，通过“优

中选优”的方式获得蛋白酶活性较强的菌株。我们利用 16S rRNA 基因序列方法，

对筛选出的目标菌株进行分类鉴定，获得高产酶活力的新菌株的属种信息，发现

新品种，为后期研究提供重要的基础资料（图 1）。 

https://www.baidu.com/link?url=do1o0t__ytSopIknYfCXSVVar0dKdl7sbFgjXc19BZe8SiH2dLcXTkTYNI0kGOE91zvIOBQNzusaDMinYg56sZ6dSKSRaAVOyejP5pcfNMC&wd=&eqid=ee6cdd9800b31555000000035d7c1fd5


深海环境中高产蛋白酶菌株的新发现 

3 

 

图 1  技术路线图 

 

为完成研究目标，按照技术路线我们设计了以下实验： 

表 1 设计的实验及实验目的 

序号 实验名称 实验目的 

实验一 深海沉积物中产蛋白酶菌株的筛选 
选出圈径比最大的菌株进行优

选和分离纯化 

实验二 高产蛋白酶菌株的培养与分离纯化 选出高产蛋白酶的菌株 

实验三 高产蛋白酶菌株的 DNA提取与测序 鉴定菌种属种信息，尝试新发现 

实验四 高产蛋白酶的基因扩增与蛋白结构预测 确定基因的结构与功能定位 
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四 、实验材料、仪器与试剂 

4.1 实验材料 

供研究的深海沉积物样品于 2016 年南海科学考察航次采集，按照微生物样

品储运标准进行输运和冷藏，16ZBS09、16XB70 样品站位的经纬度和水深见表

2 和图 2。 

表 2 筛选与优化微生物蛋白酶的沉积物站位信息表 

序号 样品号 经度（°E） 纬度（°N） 水深（m） 采样日期 水深环境 

1 16ZBS09 117.062 20.077 1781 2016.09 深海 

2 16XB70 111.503 13.050 2769 2016.09 深海 

 

图 2 实验的深海样品来源图 

4.2 实验仪器 

本项目用到的主要仪器：松下高压全自动蒸汽灭菌器（松下 MLS-3781L）、

高精度恒温培养箱（ESCO low temperature BOD incubator）、超净工作台（ESCO 
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Laminar Flow Cabinet）、高精密电子分析天平、德国 Eppdoff 梯度 PCR 扩增仪

（Eppendorf Mastercler pros）、凝胶电泳仪（BIO-RAD）、BIO 凝胶成像仪

（BIO-RAD Gel Dox XR
+）和电子扫描显微镜。 

4.3 实验试剂 

脱脂奶粉，琼脂，Premix Taq（全式金，北京），细菌 16S rRNA 通用引物 27F

（ 5’-AGAGTTTGATCCT GGCTCAG-3’ ）， 1492R （ 5’-CGG TTA CC 

TTGTTACGACTT-3’）。 

五、步骤与结果 

5.1 实验一：深海沉积物中产蛋白酶菌株的筛选 

我们用涂布棒均匀涂抹了 100 多个牛奶平板，放置于恒温 28℃培养箱中培

养了 48 小时，获得了可供初筛的菌株（图 4）。 

   

图 4 对产蛋白酶菌株进行培养和筛选 

5.1.1 实验步骤 

（1）冷藏保存的沉积物取出 5g，与灭菌海水以 1:5 的比例稀释，混匀。 

（2）用手摇动 1-2 分钟，待摇匀后，用吸液枪吸取 200μL至培养皿中，用涂

布棒涂抹均匀。 

（3）将做好的平板（图 5），轻轻放置在 28℃培养箱中培养，培养时间为 2

天，即 48 小时。 

（4）用肉眼仔细观察培养好的平板，仔细挑选出通过牛奶培养基上培养后产

生水解圈的单菌落。 

（5）对每个菌落进行编号并用尺子测量水解圈直径与菌落直径（图 5），在实
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验本上记录数据，通过计算求出蛋白酶水解圈直径与菌落直径的比值，并记录和

分析。 

 

图 5 16ZBS09 样品中菌种初筛形貌 

5.1.2 实验结果 

通过对 100 多株产酶菌株的圈径比的分析（图 6），挑取了其中的 70 株进行

了详细的测量和记录，其中 16ZBS09 样品中为 55 株、16XB70 样品中为 15 株，

具体信息如表 3、4 和图 5 所示，获得的 70 株是具有蛋白水解活性、珍贵的深海

微生物菌株，菌株圈径比最高达 84%。 

表 3  16XB70 样品中具蛋白酶活性的菌株信息 

16ZBS09

样品 

水解圈直

径 mm 

菌落直径

mm 
比值 

XB70-1 13 11 1.18 

XB70-2 7 4 1.75 

XB70-3 13 6 2.17 

XB70-4 12 8 1.50 

XB70-5 5 2 2.50 

XB70-6 16 14 1.14 

XB70-7 6 8 0.75 

XB70-8 8 3 2.67 

XB70-9 7 2 3.50 

XB70-10 11 7 1.57 

XB70-11 3 0.5 6.00 

XB70-12 15 13 1.15 

XB70-13 4 2 2.00 

XB70-14 6 4 1.50 

XB70-15 9 7 1.29 
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表 4  16ZBS09 和 16XB70 样品中具蛋白酶活性的菌株信息 

16ZBS09

样品 

水 解

圈 直

径mm 

菌 落

直 径

mm 

比值 

 
16ZBS09

样品 

水解圈

直 径

mm 

菌 落

直 径

mm 

比值 

S09-1 9 6 1.50  S09-29 10 7 1.43 

S09-2 6 3 2.00  S09-30 8 4.5 1.78 

S09-3 5 4 1.25  S09-31 11 7 1.57 

S09-4 7 4 1.75  S09-32 11 7 1.57 

S09-5 4 3 1.33  S09-33 6 3.5 1.71 

S09-6 8 4 2.00  S09-34 5.5 3 1.83 

S09-7 8 2 4.00  S09-35 5.5 3 1.83 

S09-8 4 2 2.00  S09-36 6 1 6.00 

S09-9 5 3 1.67  S09-37 6 3.5 1.71 

S09-10 6 3 2.00  S09-38 13 8.5 1.53 

S09-11 5 2 2.50  S09-39 9 5 1.80 

S09-12 5 4 1.25  S09-40 9.5 4 2.38 

S09-13 6 4 1.50  S09-41 8.5 4 2.13 

S09-14 4 3 1.33  S09-42 9 4.5 2.00 

S09-15 5 3 1.67  S09-43 12 7.5 1.60 

S09-16 7 3 2.33  S09-44 9 3.5 2.57 

S09-17 7 2 3.50  S09-45 8 3 2.67 

S09-18 6.5 3 2.17  S09-46 9 5 1.80 

S09-19 12 5 2.40  S09-47 6.5 2 3.25 

S09-20 8 5 1.60  S09-48 5 2 2.50 

S09-21 7 5 1.40  S09-49 6.5 4 1.63 

S09-22 7 4 1.75  S09-50 10 4 2.50 

S09-23 4 3 1.33  S09-51 8.5 3.5 2.43 

S09-24 7 5 1.40  S09-52 3 0.5 6.00 

S09-25 4 3 1.33  S09-53 14.5 6 2.42 

S09-26 4 2 2.00  S09-54 8.5 3.5 2.43 

S09-27 11 4 2.75  S09-55 1.5 0.6 2.50 

S09-28 7.5 4 1.88      
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图 6 择选菌株水解圈、菌落直径及圈径比的高产酶菌株 

 

在两个深海沉积物样品中，水解圈大于 10mm 的菌株有 15 株，其中 16ZBS09

样品中有 9 株，占统计数的 16.4%，16XB70 样品中有 6 株，占统计数的 40.0%

（图 6）。由表 3、4 中还可看出，圈径比为 2 及以上的有 32 株，其中 16ZBS09

样品中有 26 株，16XB70 样品中有 6 株；圈径比为 2.5 及以上的有 11 株，在两

个样品中数量基本相当。选 16ZBS09 样品中 6 株和 16XB70 样品中 4 株共 10 株

圈径比值比较最大的菌株进行第二次优选分析。 

5.2 实验二：高产蛋白酶菌株的培养与分离纯化 

5.2.1 实验步骤 

选取 S09-52 和 S09-7 样品中水解圈直径与菌落直径差值最大菌株，取 1/3

菌落大小的菌体，分别置于温度、NaCl 溶液、pH、碳源和海水中培养，希望能

找到高产蛋白酶菌株。 

  ①温度：采用牛奶培养基，分别接种在复筛结果中圈径比最大的两株菌

S09-52 和 S09-7，在 0-55℃（每个梯度间隔 5℃）下培养 2 天，观察、记录和其

圈径比，结果见图 7a。 

②盐度：在牛奶培养基中加入不同浓度（w / v）的 NaCl，浓度范围 0-30%

（每个梯度间隔 2.5%），分别接种菌株 S09-52 和 S09-7，在 28℃培养箱中培养 2

天，观察其圈径比（图 7b）。 

③pH 液：在牛奶培养基中添加缓冲溶液，配制成 pH 4、pH 5、pH 6、pH 7、
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pH 8、pH 9、pH 10 等 7 种不同溶液，分别接种菌株 S09-52 和 S09-7 并在 28℃

培养箱中培养 2 天，观察其圈径比（图 7c）。 

 

 

图 7 温度（a）、NaCl 浓度（b）、Ph 值（c）、碳源（d）和海水浓度（e）菌

株 S09-52 和菌株 S09-7 产酶影响及活性提升对照图（f） 

 

④碳源：在牛奶培养基中，选取 7 种浓度为 0.5%的不同的碳源，分别为麦

芽糖、乳糖、蔗糖、葡萄糖、淀粉、纤维二糖和果糖，分别接种菌株 S09-52 和

S09-7 并在 28℃培养箱中培养 2 天，观察其圈径比（图 7d）。 

⑤海水浓度：在牛奶培养基中加入不同比例的海水，分别是 0-160%，每个

梯度间隔 20%，海水比例超出 100%时加热蒸发海水至特定体积，形成浓缩海水。

在 28℃培养箱中培养 2 天，观察其圈径比（图 7e）。 
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5.2.2 实验结果 

第二次菌株培养后，样品 16ZBS09 中的菌株形状均为圆形，表面光滑；样

品 XB70-3 中的菌株，形状为圆形—不规则椭圆形，表面光滑或不光滑（图 8），

其中 3 个平板（XB70-3、XB70-8 和 XB70-9）长满菌株，表明这 3 株菌株在与

其他菌株相比，在相同条件下生长迅速，能够快速水解牛奶平板上的蛋白。 

 

 

图 8  挑选出的 10 个菌种复筛的形貌 

 

表 5 复筛后得到 10 个菌株形态特征 

菌株编号 颜色 菌落直径 

mm 

水解圈直径

mm 

比值 形状 表面（光滑/

不光滑） 

XB70-3 透明 2 90 45 圆形 不光滑 

XB70-8 透明 2 90 45 圆形 不光滑 

XB70-9 乳白 9 90 10 椭圆 光滑 

XB70-11 乳白 9 51 5.67 椭圆 光滑 

S09-7 乳黄 4 17 4.25 圆形 光滑 

S09-17 黄 4 15 3.75 圆形 光滑 

S09-45 乳黄 5 19 3.8 圆形 光滑 

S09-52 乳白 4 25 6.25 圆形 光滑 

S09-54 黄 4 15 3.75 圆形 光滑 

S09-55 乳白 7 25 3.57 圆形 光滑 

 

从图 7 中可以看出，温度对目标菌株的产酶优化条件为约 40℃、NaCl 浓度

是 25%，pH 对目标菌株的产酶条件影响最佳为 pH7。海水浓度对目标菌株产酶

条件影响不大，碳源中的葡萄糖对目标菌株产酶条件有一定影响。对目标菌株产

酶情况在最佳条件优化（温度约 40℃、NaCl 浓度是 25%、pH7）后，产酶菌株
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的圈径比提升了 55-63%（图 7f），酶活均有显著的提高（图 9），达到了预期的

效果。从两次筛选结果看，筛选和优化选取出菌落直径明显大于其他菌落，具备

生长迅速、易于培养的能力的 10 个菌株（图 9），它们的水解圈直径与菌落直径

的比值范围为 3.57-45，具有稳定的蛋白高产特性或高活性的生理学特性，这些

菌株为下一步产蛋白酶菌株的鉴定和产酶基因的克隆实验打下了基础。 

 

 

图 9 两次择选菌株的水解圈与菌落间圈径比 

 

5.3 实验三：高产蛋白酶菌株的 DNA 提取与测序 

5.3.1 实验步骤 

（1）对二次筛选和优化出的 10株蛋白酶活性强的菌株，我们通过Chelex-100

试剂法，从菌株中提取出基因组 DNA，将少量菌体挑入 Chelex-100 试剂的离心

管中，放置在沸水浴中保持 15min，取出冷却后，放在 12000rpm 转速的离心机

中离心 10 分钟。上清液为蛋白酶菌株基因组 DNA。 

（2）采用细菌 16S rRNA 基的通用引物：27F（5’-AGAGTTTGATCCT 

GGCTCAG-3’）和 1492R（5’-CGG TTA CC TTGTTACGACTT-3’）进行 PCR 特

异性扩增，从而获得的 16S rRNA 基因产物。将产物送专门的基因测序公司完成

基因测序。 

（3）通过 NCBI 数据网站对测定的基因序列信息进行比对分析。 
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5.3.2 实验结果 

对选出的 10 株菌株的 16S rRNA 基因序列进行测定，经过 NCBI 数据网站

比对，获得与该 10 株高产酶活菌株亲缘关系最相近的已知菌种属种信息，比对

结果见表 6。从表 6 可以看出，测定的株菌经鉴定后全部属于芽孢杆菌属，与已

知 5 个物种相近，但其中 S09-45 菌株的 16S rRNA 基因序列，相似性与已知物

种的国际标准相比，低于 98%。因此，我们确认发现了潜在新物种菌株，这在南

海深海极端环境中属于首次。 

 

表 6  16S rRNA 基因序列比对获得的最相近菌种信息表 

菌株编号

号 

相近属种信息 16S rRNA 基因序列相似

度 S09-7 阿氏芽孢杆菌 Bacillus aryabhattai 

B8W22(T) 

100 

S09-17 阿氏芽孢杆菌 Bacillus aryabhattai 

B8W22(T) 

99.86 

S09-45 阿氏芽孢杆菌 Bacillus aryabhattai 

B8W22(T) 

97.6 

S09-52 鲁蒂杆菌 Bacillus luti TD41(T) 100 

S09-54 阿氏芽孢杆菌 Bacillus aryabhattai 

B8W22(T) 

99.93 

S09-55 脱氮芽孢杆菌 Bacillus nitratireducens 

4049(T) 

100 

XB70-3 高地芽孢杆菌 Bacillus altitudinis 

41KF2b(T) 

99.86 

XB70-8 高地芽孢杆菌 Bacillus altitudinis 

41KF2b(T) 

100 

XB70-9 厦门芽孢杆菌 Bacillus xiamenensis 

HYC-10(T) 

100 

XB70-11 鲁蒂杆菌 Bacillus luti TD41(T) 100 

 

利用获得 16S rRNA 基因全序列图谱，通过 Mega 7.0 软件构建了 10 株芽孢

杆菌的系统发育树状图（图 10），结果显示出与 16S rRNA 比对结果完全一致，

进一步证明了该 10 株细菌为 Bacillus aryabhattai，Bacillus luti，Bacillus 

nitratireducens，Bacillus altitudinis 和 Bacillus xiamenensis 五个物种的菌株，确定

了这 10 株深海产酶微生物的分类谱系，其中菌株 S09-45 形成了单独的分支，与

已知菌种显示出较远的亲缘关系（图 10），显示出潜在新物种的系统发育地位，

新物种需要进行分子、化学等分析后才能确定。 

我们选取高产蛋白酶中其中的 XB70-3、XB70-8 和 XB70-9 菌株，在透射电
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子显微镜下进行观测，我们观察了菌体的形态（图 11），确定菌株 XB70-3、XB70-8

和 XB70-9 均为杆状。 

 

图 10 发现新种及具有蛋白酶活性菌株的系统发育树（基于 16S rRNA 基因序列） 

 

 

图 11 菌株 XB70-3（a）、菌株 XB70-8（b）、菌株 XB70-9（c）透射电子显微镜 

 

潜在新物种！ 
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5.4 实验四：高产蛋白酶的基因扩增与蛋白结构预测 

5.4.1 实验步骤 

（1）选取在第二次筛选实验中水解圈与菌落直径比值较大的菌株 XB70-3、

XB70-8 和 XB70-9。 

（2）通过查阅文献和 NCBI 网站上同物种基因组信息，运用软件 Primer 

Premier 5 设计蛋白酶引物 K1（5'-AATCTTTACGATGGCGTTCAGCA-3'）和 K2

（5'- TTATTGTGCAGCTGCTTGTACGT-3'）。 

（3）我们采用蛋白酶引物 K1 和 K2 方法，对菌株基因组 DNA 进行 PCR 特

异性扩增蛋白酶基因，送广州天一辉远基因科技有限公司进行菌株基因测序。 

（4）通过 SWISS-MODEL 网站对测定的蛋白酶基因序列信息进行比对分析

和蛋白酶结构预测。 

5.4.2 实验结果 

我们查阅了 NCBI 数据库中 Bacillus altitudinis GQYP101 菌株的全基因组信

息（序列号 NZ_CP040514），发现它的基因组大小为 3.89Mb，GC 含量为 41.29%，

由一个环状 DNA 和一个质粒组成，含有编码基因 4027 个，其中蛋白编码基因

3837 个。 

NCBI 数据库中 Bacillus xiamenensis VV3 的基因组（序列号 NZ_CP017786）

大小为 3.64Mb，GC 含量为 41.5%，含有编码基因 3811 个，其中蛋白编码基因

3811 个。我们根据已经报道的芽孢杆菌蛋白酶基因序列（序列号 AY708655），

结合 NCBI 网站上 Bacillus altitudinis GQYP101 和 Bacillus xiamenensis VV3 菌株

的全基因组信息，采用软件 Primer Premier 5 设计的蛋白酶引物，由广州天一辉

远测序公司合成引物 K1 和 K2。以菌株 XB70-3、XB70-9 和 XB70-8 的总 DNA

为扩增模板，通过引物 K1 和 K2 获得蛋白酶基因产物，对照琼脂糖凝胶电泳检

验扩增产物，可知蛋白酶基因产物长度为 1200bp 左右（如图 12）。 

蛋白酶基因测序得到的 DNA 序列，通过 SWISS-MODEL 网站进行蛋白酶结

构预测与构建，蛋白酶结构预测结构与比对结果见图 13-15。 

菌株 XB70-3、XB70-8 和 XB70-9 的蛋白酶基因都与数据库中的 3whi.1.A 蛋

白具有最近的相似度，相似度分别为 85.51%、86.08%和 95.45%。数据库中的资

料显示 3whi.1.A 蛋白为枯草芽孢杆菌蛋白酶 E，具有水解蛋白的能力，与菌株
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XB70-3、XB70-8 和 XB70-9 的蛋白酶功能一致，进而我们解析出菌株 XB70-3、

XB70-8 和 XB70-9 蛋白酶结构预测 3D 图。 

 

图 12  琼脂糖电泳显示菌株 XB70-3、XB70-8 和 XB70-9 的蛋白酶基因条带 

（标红区域） 

 

图 13 菌株 XB70-9 蛋白酶结构预测 3D 图(a,b)和比对结果（c） 
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图 14 菌株 XB70-8 蛋白酶结构预测 3D 图(a,b)和比对结果（c） 
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图 15 菌株 XB70-8 蛋白酶结构预测 3D 图(a,b)和比对结果（c） 

5.5 实验总结 

（1）完成了实验设计的各项目标，达到预期效果。 

序号 实验名称 实验结果 

实验一 
深海沉积物中产蛋白酶菌株的筛

选 

从样品中选出 10 株圈径比

最大的菌株 

实验二 高产蛋白酶菌株的分离纯化 
选出 3 株高产蛋白酶的菌

株，观测了它们形状 

实验三 
高产蛋白酶菌株的 DNA 提取与测

序 

鉴定出这 10 株菌全部属于

芽孢杆菌属，发现了 1 个潜

在新物种菌株 S09-45 

实验四 
高产蛋白酶的基因扩增与蛋白结

构预测 

确定这些枯草芽孢杆菌具有

水解蛋白能力的蛋白酶 E  
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（2）我们从第一次筛选中获得了 70株具有蛋白酶活性的深海菌株，再通过

优化实验条件，获得了 10 株蛋白酶活性强的菌株，它们的水解圈直径与菌落直

径的比值范围为 3.57-45。 

（3）通过 16Sr RNA 序列测序得知它们都归属于芽孢杆菌属。同时，我们对

常温条件下生长最迅速的 3株菌 XB70-3、XB70-8和 XB70-9进行了产酶基因扩增

与蛋白结构预测，菌株 XB70-3、XB70-8和 XB70-9的蛋白为枯草芽孢杆菌蛋白酶

E，具有较强的水解蛋白的能力。 

（4）芽孢杆菌属产生在抗逆性强的芽孢以适应残酷、恶劣的环境，筛选得

到了深海来源的高产蛋白酶菌株，有望通过工程改造与人工选育，进一步运用于

有毒蛋白质降解或难降解角蛋白、几丁质等领域，或者降解产生功能肽领域，以

应用于医药、解毒、洗涤等人类生活。 
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六、主要创新点 

（1）使用了稀有独特的实验材料 

研究样品采自水深 1700-2800米的南海深海环境，目前对具有新代谢机理和

生理特性的深海高活性、新颖的产酶微生物优化研究鲜有报道，样品稀有，选题

新颖独特。 

（2）独创“优中选优”的筛选方法 

设计和建立了一种高效实用的寻找功能菌株的快速有效方法，包括产蛋白酶

菌株的寻找，菌株的纯化和保藏，产酶活性条件优选以及所获得的菌株的分类鉴

定整个流程。 

（3）快速选出高产蛋白酶的菌株 

获得了 70 株具有蛋白水解活性、珍贵的深海微生物菌株，菌株圈径比最高

达 84%；对其中两株圈径比大于 5的菌株进行了最佳产酶条件优化，优化后产酶

的圈径比提升了 55-63%，达到了预期的效果，优化后的菌株具有显著的产酶活

性强、生长速度快、易于培养等良好的工业应用前景。 

（4）准确鉴定菌株发现了新物种 

鉴定了 10 株高产酶活性的深海微生物的属种信息，它们都归属于芽孢杆菌

属；对 3株蛋白酶活性最高的菌株进行蛋白酶基因克隆与蛋白结构预测，完成系

统发育树的构建和显微形态观察，发现有广阔的应用前景的潜在新物种 S09-45。 

（5）提供应用和结构改造关键信息 

     对发现的三个菌株的基因组进行系统分析，发现其产生蛋白酶可能的基因，

设计扩增引物，扩增出蛋白酶基因序列，并通过通过 SWISS-MODEL 网站进行

比对和蛋白酶结构预测，成功完成三个菌种蛋白酶结构预测，为后期蛋白酶水解

功能和结构优化打下良好基础。 

七、心得与体会 

本次课题研究过程中我们深入了解了蛋白酶水解蛋白的机制，对海洋深海环

境中丰富的微生物资源与微生物特性都有了更深刻的认识。我们获得了宝贵的深

海沉积物样品，通过自己动手参与蛋白酶菌株的筛选实验，掌握了基本的微生物

实验操作，如菌株的接种、鉴定和保藏。同时还进行了部分现代分子生物学实验
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和生物信息学研究，如菌株 DNA 的提取，琼脂糖电泳和 DNA 序列的分析、数

据库比对以及蛋白酶结构预测等。 

我们意识到科学实验是一个需要不断探索、不断思考的过程，我们从感性认

识开始，通过查阅资料，分析问题，自己设计实验，并进行假设和验证实验，观

察和分析结果，最终收获从发现问题，到深入的理性认识，到设计实验解决未知

的科学问题的全部过程探索的喜悦与艰辛。我们的动手能力和思维能力都得到了

锻炼和提升，同时培养我们的科研能力并增强深海微生物科学研究生产了浓厚兴

趣， 有利于我们今后科研方向规划。 

八 、思考与展望 

本次实验研究的两个深海沉积物样品 16ZBS09、16XB70，虽然都采集于南

海深海，但深海洋盆环境中的 16XB70 样品比大陆坡环境的 16ZBS09 样品，直

径大于 10mm 水解圈的比率要高，表明深海洋盆地环境中生物酶资源较丰富。

Bacillus luti 是 16ZBS09、16XB70 两深海沉积环境共有的菌种，Bacillus 

aryabhattai 是 16ZBS09 环境种特有的蛋白酶活性菌株，而 Bacillus altitudinis 和

Bacillus xiamenensis 是 16XB70 中特有的蛋白酶活性菌株。从这些菌株资源的分

布情况看，深海环境存在相同的微生物类群，但每个样点均显示出其特有的微生

物类群，显示出不同深海环境产酶微生物资源存在较大的差异，也预示着深海环

境产酶微生物的丰富性和多样性。但从生态学角度看，造成这种群落结构和物种

功能差异的原因需今后进行深入研究。 

本实验从深海样品采集，设计产蛋白酶菌株的选择性分离培养基，最终分离

发现了 70 多株高产蛋白酶的菌株，选择其中产酶活性最好或圈径比最大的 10

株进行了二次产酶活性筛选优化，最终获得了高产酶活的深海原核微生物菌株，

为后期深入的蛋白酶酶制剂的开发和应用打下了基础。 

本实验以脱脂奶粉中蛋白为基础，进行深海蛋白酶产生菌的培养和筛选，从

透明圈的大小以及透明程度不同，判断筛选的每种菌株产生的蛋白酶或复合蛋白

酶存在一定的差异。因此，每种菌株通过自身产生并释放到胞外的蛋白酶对脱脂

奶粉中蛋白的降解应产生不同的水解产物，其水解后产物的功效应具有差异，应

该深入的研究，可应用于蛋白降解产生功能性或药物的功能小分子而应用于临床。
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