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芽孢杆菌蛋白酶在食品工业中的应用
研究进展

张明一1，孙庆杰1,2，杨　洁1,2, *

（1.青岛农业大学食品科学与工程学院，山东青岛 266109；
2.青岛特种食品研究院，山东青岛 266109）

摘　要：芽孢杆菌蛋白酶是一种重要的微生物源蛋白酶，其种类多样、活性显著、研究较为深入，已被广泛应用于

食品行业。本文综述了产蛋白酶芽孢杆菌的筛选、高产蛋白酶菌株的选育与工程菌株的构建、蛋白酶发酵条件的

优化，分别以植物蛋白和动物蛋白为作用对象介绍了芽孢杆菌蛋白酶在食品行业中的应用情况，并对将来的研究

方向和发展趋势进行了展望，旨在为芽孢杆菌蛋白酶的深入研究和应用提供参考。
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Abstract：Bacillus protease,  a  microbial  protease known for  its  diverse range,  significant  activity and extensive research,
has  been  widely  used  in  the  food  industry.  This  review  covers  various  aspects,  including  the  screening  and  selection  of
protease  high-producing  Bacillus  strains,  the  construction  of  engineered  bacteria,  the  optimization  of  fermentation
conditions  for  protease  production,  and  the  application  of Bacillus  protease  in  the  food  industry,  specifically  with  plant
proteins  and animal  proteins  as  substrates.  Moreover,  the  future  research direction and development  trend are  forecasted.
The purpose of this review is to serve as a scholarly resource for future investigation and practical  utilization of Bacillus
protease.

Key words：Bacillus；protease；strain screening；strain breeding；construction of engineered bacteria；fermentation condition

optimization；plant protein；animal protein

蛋白酶在食品工业、生物医药、动物饲料等领域

应用广泛[1−4]。据统计，蛋白酶占酶制剂市场份额的

65% [5]。蛋白酶的种类多样，根据来源，蛋白酶可被

分为微生物源蛋白酶、动物源蛋白酶、植物源蛋白

酶[6]。微生物以其来源广泛、培养周期短、便于工程

化操作成为国际上蛋白酶最主要的来源。目前商品

化的微生物源蛋白酶已超过 100种，总产值占蛋白

酶市场的 2/3以上[7]。微生物源蛋白酶中以芽孢杆

菌蛋白酶的研究最为广泛，商业化程度最高。芽孢杆

菌蛋白酶已广泛应用于食品工业，包括动物食品加

工、植物蛋白多肽制备等。芽孢杆菌蛋白酶的主要

来源是枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和短小芽孢杆

菌，其中比较成熟的工业化菌株包括枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis AS1.398、地衣芽孢杆菌 B. licheni-  
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formis 2709、B. licheniformis C1213、短小芽孢杆菌

B. pumilus 289、B. pumilus 209[8]。与国外相比，我国

工业化的芽孢杆菌菌种资源不足，高产蛋白酶的工艺

体系缺乏更新，酶活力和产量有限。在食品行业中，

随着特殊功能性食品的发展，对嗜酸、嗜热、嗜盐等

蛋白酶的需求逐渐凸显。因此，高产蛋白酶菌株的筛

选、新型蛋白酶的开发仍是芽孢杆菌蛋白酶的研究

热点。本文主要综述了产蛋白酶芽孢杆菌的筛选、

提高芽孢杆菌蛋白酶产量的方法、芽孢杆菌蛋白酶

在食品行业中的应用及未来发展趋势的展望。 

1　产蛋白酶芽孢杆菌的筛选
极端环境微生物应用前景广阔，目前从极端环

境中分离嗜酸、嗜碱、嗜热、嗜冷、嗜盐、嗜压的微生

物菌株是芽孢杆菌菌株筛选的研究重点。极端环境

微生物来源的极端酶具有优良的稳定性，可在极端条

件下发挥作用，蛋白酶也不例外。乔羽等[9] 从山西陈

醋中分离得到一株产酸性蛋白酶的暹罗芽孢杆菌 B.
siamens CD92-3。孙同毅等[10] 从天津螗沽盐碱土壤

中分离出一株产碱性蛋白酶的嗜碱芽孢杆菌 B.
alcalophilus HAP。朱檬等[11] 从高温炙烤环境中分

离出产高温丝氨酸蛋白酶的喜油嗜热芽孢杆菌

Geobacillus thermoleovorans G1201。Mushtaq等[12]

从喜马拉雅山脉土壤样品中分离出一株产低温蛋白

酶的嗜冷芽孢杆菌 B. sp. HM49。Wen等[13] 从山区

植被中分离出一株产耐高盐蛋白酶的芽孢杆菌 B.
halotolerans DS5。以上菌株的筛选均采用 10倍梯

度稀释、水解圈法、蛋白酶活性检测、耐受能力分

析，这也是筛选产蛋白酶微生物的常用步骤。表 1
总结了具体的筛选过程和方法。从极端环境中筛选

产蛋白酶菌株，可用于开发在苛刻工业条件下保持高

稳定性、高活性的新型蛋白酶，如嗜酸蛋白酶、嗜碱

蛋白酶、嗜热蛋白酶、嗜冷蛋白酶、嗜盐蛋白酶、嗜

压蛋白酶，在食品、制药等生物技术领域具有潜在的

应用价值。 

2　高产蛋白酶菌株的选育与工程菌株的构建
自然环境中筛选出的微生物源蛋白酶产量普遍

较低，不适用于商业应用[14−15]。通过物理诱变、化学

诱变、基因重组技术选育或构建高产蛋白酶菌株是

国内外的热点研究方向，表 2总结了高产蛋白酶菌

株选育及工程菌株构建的研究进展。黄子凌等[16] 对

产中性蛋白酶的枯草芽孢杆菌 B. subtilis WT进行

紫外诱变、LiCl诱变和紫外-LiCl复合诱变，筛选出

能稳定高产中性蛋白酶的突变菌株 UL-191，其蛋白

酶产量达到 108.8 U/mL，与野生菌株相比提高了

44.2%。胡悦等[17] 对地衣芽孢杆菌 B. lincheniformis
E-417进行诱变，采用 LiCl-常压室温等离子体

（ARTP）复合诱变法，LiCl添加量为 1.5%、ARTP照

射时间为 45 s，筛选得到一株碱性蛋白酶高产菌株

F-3，该菌株遗传稳定性好，蛋白酶产量高，可达

12147 U/mL。物理诱变、化学诱变操作方便、成本

低廉，但是随机性较大、获得正突变的效率较低，另

外常伴有毒素的产生，蛋白酶的分离纯化难度较高。

在传统的物理、化学诱变之外，随着分子生物学

的发展，将基因重组技术应用于蛋白酶的基因序列分

析、结构解析、定点突变、异源表达以及批量生产也

为产蛋白酶工程菌株的构建提供了新思路[18]。芽孢

杆菌蛋白酶基因于 1985年首次克隆成功，目前克隆

表达的芽孢杆菌蛋白酶基因已达数千种。刘丽莉

等[19] 对蜡状芽孢杆菌 B. cereus MBL13-U进行基因

组测序，克隆其胶原蛋白酶基因 Colm13，将该基因

连入大肠杆菌表达载体 pET30a后，转入大肠杆菌宿

主菌株 BL21，经 6‰异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）、

37 ℃ 诱导 6 h后，该重组菌株的胶原蛋白酶产量可

达 64.99 U/mL。周冠宇等[20] 对枯草芽孢杆菌角蛋

白酶 KerZ1的柔性环区域进行复合突变，获得突变

体 T210S/N211S/T212G。该三突变体的低温催化活

性显著提高，与野生酶相比提升了 85.74%。Takenaka
等[21] 对枯草芽孢杆菌中度耐盐丝氨酸蛋白酶进行表

面改造，发现天冬氨酸和精氨酸残基置换后，蛋白突

变体在高盐环境中的表面水合度和溶解度提高，其耐

盐性和 pH稳定性显著上升。基因重组技术应用于

产蛋白酶工程菌株构建不仅能提高蛋白酶的表达
 

表 1    产蛋白酶芽孢杆菌的筛选

Table 1    Screening of protease-producing Bacillus strains

菌种名称 来源 菌株特性 筛选方法 参考文献

暹罗芽孢杆菌
B. siamens CD92-3 山西老陈醋

嗜酸，可耐受pH3.5的酸性环
境，产中性蛋白酶和酸性蛋

白酶

将样品梯度稀释后，涂布于酪素培养基，选择D/d比值较大的
菌落进行复筛，复筛培养基为营养肉汤培养基，培养温度均

为30 ℃
[9]

嗜碱芽孢杆菌
B. alcalophilus HAP 天津螗沽盐碱土壤 嗜碱，在pH7.0~11.0条件下生

长，最适生长pH为10.0 将样品梯度稀释后，涂布于牛肉膏蛋白胨培养基，用划线法纯化 [10]

喜油嗜热芽孢杆菌
Geobacillus

thermoleovorans G1201
蒸汽排气口下含油

土样
嗜热，所产蛋白酶的最适反应

温度为70 ℃
将样品梯度稀释后，涂布于脱脂奶粉培养基，培养温度为65 ℃，

选择D/d比值较大的菌落进行复筛，复筛温度为70 ℃ [11]

嗜冷芽孢杆菌
B. sp. HM49

喜马拉雅山脉西北
部海拔1743米处的

草原土壤

嗜冷，产酶温度为10~30 ℃，
最适产酶温度为20 ℃，所产
蛋白酶耐受温度低至5 ℃

将样品梯度稀释后，涂布于营养琼脂培养基，用划线法纯化获得
可培养菌株，将获得的可培养细菌在脱脂牛奶平板上初筛，选择
形成透明水解圈的菌株，培养温度均为37 ℃左右；将上述菌株

在10~40 ℃培养，观察其在低温环境中的产酶情况

[12]

耐盐芽孢杆菌
B. halotolerans DS5

山西省左权山区富
含枯叶的植被表面 耐盐，耐受高浓度10%的NaCl 将样品梯度稀释后，涂布于牛奶平板，选择D/d比值较大的菌落

进行复筛，复筛培养基为液体产酶培养基，培养温度均为37 ℃ [13]

注：D/d表示水解圈直径（D）/菌落直径（d）的比值。
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量、定向改造蛋白酶的性能，还能简化菌株培养和蛋

白酶分离纯化的步骤，但是发酵过程中加入的诱导

剂，不符合食品行业的安全性要求。

对产蛋白酶菌株进行遗传改造，构建高产蛋白

酶的底盘细胞也逐渐引起科学家的重视。构建底盘

细胞的主要手段是基因组简化，常用的芽孢杆菌出发

菌株为 B. subtilis 168、B. subtilis BSK814、B. subtilis

BSZ10、 B.  subtilis  IIG-Bs20、 B.  amyloliquefaciens

LL3，采用以同源重组系统、位点特异性重组系统和

CRISPR/Cas系统为主的基因组编辑方法，已经实现

芽孢杆菌底盘细胞构建[22−26]。Morimoto等[27] 报道

了一株芽孢杆菌 B. subtilis MBG874，敲除基因组序

列的 20%（874 kb），相比于野生株，其蛋白酶产量提

高了 150%。李昕悦[28] 以 B. amyloliquefaciens TCCC

111018为原始菌株，对其基因组进行了 179.14 kb

的精简，相比于出发菌株，精简菌株的碱性蛋白酶产

量提高了 36.55%。通过高产蛋白酶底盘细胞的构

建，降低基因组的复杂程度和非必要代谢途径的干

扰，芽孢杆菌蛋白酶的生产能力得以提高。构建底盘

细胞需在维持基因组稳定性的前提下进行，成本和难

度较高，另外遗传工具的匮乏限制了非模式菌株工业

底盘细胞的构建。 

3　产蛋白酶芽孢杆菌的发酵条件优化
芽孢杆菌的胞外蛋白酶产量受碳源、氮源等培

养基组分和培养温度、pH等培养条件的影响，对以

上因素进行优化可以大幅提高菌株的蛋白酶产量。

响应面法（Response Surface Method，RSM）因其可以

有效减少实验次数、并得出不同因素之间的交互作

用的优势已成为优化微生物发酵条件的主要方

法[29]。培养基与培养条件优化流程见图 1。目前，常

用 Design Expert软件进行响应面试验设计与数学建

模[30]。Yewande等[31] 根据单因素实验的结果发现影

响蛋白酶产量的 4个最显著的因素为发酵温度、初

始接种量、碳源、氮源，进一步使用 Design Expert 11

软件进行 Box-Behnken响应面设计，对蜡样芽孢杆

菌 B. cereus ABBA1、枯草芽孢杆菌 B. subtilis RD7
和 B. subtilis NRD9的产酶条件进行优化，优化后的

最高酶活分别提高 33.54、42.21、36.64倍。除液态

发酵之外，固态发酵也是提高微生物胞外酶产量的常

见方式[32]。Tuly等[33] 以鸡毛粉（CFP）和豆渣为原料

对地衣芽孢杆菌突变株进行固态发酵条件优化，发现

最适的豆渣与 CFP比值为 7:10，最适接种量和时间

分别 15%和 90 h，最终角蛋白酶产量达 910.12 U/g，

肽量达到 185.99 mg/g，抗氧化清除活性达到 85.03%，

 

表 2    高产蛋白酶菌株的选育与工程菌株的构建

Table 2    Selection of protease high-producing strains and construction of engineering bacteria

诱变育种与工程菌株
构建技术

作用方式 优点 缺点 作用效果举例 参考文献

物理诱变

紫外诱变 操作方便、成本低廉、
诱变效果好

工作量大，效率较低；
产生蛋白酶的同时伴
有毒素的产生，分离纯

化难度高

紫外照射时间240 s，芽孢杆菌诱变菌株
U-16蛋白酶产量为82.28 U/mL，与出发菌株

相比提高了9.6%
[16]

常压室温等离子
体诱变

作用温度低、效果
显著，安全、简便、

成本低
—* —*

化学诱变 LiCl诱变 高效、低毒
LiCl浓度2.1%，芽孢杆菌诱变菌株L-49蛋白酶
产量为95.612 U/mL，与出发菌株相比提高了

17.2%
[16]

物理-化学复合诱变

紫外-LiCl复合诱变
具有协同效应，提高正
突变率，诱变效果显著

紫外照射时间240 s，LiCl浓度2.1%，芽孢杆
菌复合诱变菌株UL-191蛋白酶产量达到
108.8 U/mL，与野生菌株相比提高了44.2%

[16]

LiCl-常压室温等离子
体复合诱变

氯化锂浓度1.5%，ARTP照射45 s，芽孢杆菌复
合诱变菌株F-3蛋白酶产量达到12147 U/mL，

与原始菌株相比提高了31.7%
[17]

基因工程菌株构建

异源表达

提高蛋白酶的表达量，
可定向提高酶的应用
性能、简化菌体培养
和蛋白酶分离纯化的

步骤

发酵过程中加入诱导
剂，不符合食品行业

的安全性要求

对蜡状芽孢杆菌B. cereus MBL13-U进行基因
组测序，克隆其胶原蛋白酶基因Colm13，将该
基因连入大肠杆菌表达载体pET30a后，转入
大肠杆菌宿主菌株BL21，经6‰ IPTG、37 ℃
诱导6 h后，该重组菌株的胶原蛋白酶产量可

达64.99 U/mL

[19]

定点突变

对枯草芽孢杆菌角蛋白酶KerZ1的柔性环区
域进行复合突变，获得突变体

T210S/N211S/T212G，与野生酶相比，
其低温催化活性提升了85.74%

[20]

蛋白质表面改造

对枯草芽孢杆菌中度耐盐丝氨酸蛋白酶进行
表面改造，天冬氨酸和精氨酸残基置换后，突
变体在高盐环境中的表面水合度和溶解度提

高，耐盐性和pH稳定性显著上升

[21]

底盘细胞构建

降低基因组的复杂程
度，减少非必要代谢

途径的干扰，提高菌株
的底物利用率及产物

产量

非模式菌株构建工业
底盘细胞的发展受限
于遗传工具的匮乏

敲除枯草芽孢杆菌B. subtilis MBG874基因组
序列的20%（874 kb），相比于野生株，蛋白酶

产量提高了150%
[27]

对B. amyloliquefaciens TCCC111018基因组序
列进行179.14 kb的精简，精简菌株的碱性蛋

白酶产量提高了36.55%
[28]

注：*常压室温等离子体诱变常用于霉菌、细菌、酵母的诱变改造，但未见于高产碱性蛋白酶芽孢杆菌的选育。
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芽孢杆菌分泌蛋白酶发酵鸡毛粉和豆渣有利于其在

食品工业中的高值化应用。优化芽孢杆菌的发酵条

件不仅提高了蛋白酶的产量，还为廉价的农业废料的

高值生物转化提供了新途径。 

4　芽孢杆菌蛋白酶在食品工业中的应用
芽孢杆菌蛋白酶在食品行业中的应用主要基于

其对植物蛋白、动物蛋白的水解。目前芽孢杆菌蛋

白酶的应用对象较多，包括大豆蛋白、豌豆蛋白、花

生蛋白、米糠蛋白在内的多种植物蛋白以及胶原蛋

白、弹性蛋白等动物蛋白。蛋白酶的应用可获取高

值化、易吸收的蛋白肽，也可用于提高植物蛋白的

提取率和肉类的嫩度，表 3总结了芽孢杆菌蛋白酶

以不同植物蛋白和动物蛋白为应用对象在食品中的

应用。 

4.1　以植物蛋白为应用对象

植物蛋白具有良好的营养价值、低廉的成本，被

广泛用于多种食品。大豆蛋白被认为是营养价值最

高的植物蛋白[34]。豌豆蛋白是一种相对新型的优质

植物蛋白质[35]。榨油后的花生副产品中的蛋白质含

量达到 50% [36]。米糠中蛋白质含量约为 10%~20%，

其中 6%~8%为胚乳[37]。芽孢杆菌蛋白酶已用于大

豆蛋白、豌豆蛋白、花生蛋白、米糠蛋白等植物蛋白

肽的制备、加工和脱苦。通过芽孢杆菌蛋白酶水解

将植物蛋白转化为小分子的肽，可以提高其吸收率和

生物可及性，并降低植物蛋白的致敏性。 

4.1.1   植物蛋白肽的制备　地衣芽孢杆菌蛋白酶

Alcalase酶解制备的大豆蛋白肽具有良好的生理功

能和营养价值 [38]。地衣芽孢杆菌 B.  licheniformis

 

产蛋白酶芽孢杆菌的
发酵条件优化

碳源 发酵温度

氮源 培养基优化 培养条件优化
接种量

碳氮比 培养时间

响应面设计

得出最佳产酶条件

单因素实验

pH

图 1    产蛋白酶芽孢杆菌的发酵条件优化流程

Fig.1    Schema for the optimization of protease-producing
Bacillus strains fermentation conditions

 

表 3    芽孢杆菌蛋白酶在食品工业中的应用

Table 3    Application of Bacillus proteases in the food industry

作用对象 来源菌株 蛋白酶 作用效果 参考文献

植物蛋白

大豆蛋白

地衣芽孢杆菌B. licheniformis 碱性蛋白酶Alcalase 高效水解大豆分离蛋白，制备的大豆蛋白肽具有良
好的生理功能和营养价值 [38]

枯草芽孢杆菌B. subtilis
MTCC5480

枯草芽孢杆菌
B. subtilis MTCC1747

纤维蛋白水解酶
高效水解大豆，随着大豆蛋白水解程度的提高，多
肽和游离氨基酸的释放量增加并呈现出较强的抗

氧化性能，可用于开发为食品/饲料添加剂
[44]

巨大芽孢杆菌B. megaterium 羧肽酶cpm32
羧肽酶cpm与碱性蛋白酶联合使用对大豆分离蛋白
进行脱苦处理，苦味值降低到商业上可接受的水

平，有效改善大豆分离蛋白的风味
[47]

豌豆蛋白

地衣芽孢杆菌B. licheniformis 热稳定蛋白酶（EC 3.4.21.19） 提高豌豆蛋白中精氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、组氨
酸、酪氨酸、丙氨酸和脯氨酸的可消化率 [45]

地衣芽孢杆菌B. licheniformis
LBA46 碱性蛋白酶LBA

地衣芽孢杆菌豌豆蛋白水解物呈现出显著的
DPPH自由基清除率、氧自由基吸收率和铁离子还

原抗氧化能力
[39]

花生蛋白 地衣芽孢杆菌B. licheniformis
CGMCC0635 地衣芽孢杆菌胞外蛋白酶

提高花生蛋白中粗蛋白、有机酸、酸溶性寡肽等活
性物质、矿物质和抗氧化特性、氨基酸平衡和体外

消化率，增强花生营养和功能特性
[43]

米糠蛋白

嗜热芽孢杆菌B. thermophilus 嗜热芽孢杆菌蛋白酶
Thermolysin 消化处理米糠，制备的肽具有抗高血压功能 [41]

枯草芽孢杆菌B. subtilis WS9 胰蛋白酶和氨肽酶ScAPase
制备的大米蛋白肽对血管紧张素转换酶呈现明显
的抑制活性，并有较高的抗氧化活性，可用于制备
生物活性肽、降低苦味以及提高大米分离蛋白水解

物品质

[46]

动物蛋白

胶原蛋白 蜡状芽孢杆菌B. cereus
CMCC63303 胶原蛋白酶

制备的胶原蛋白肽具有显著的抗氧化活性，对
ABTS+自由基清除率高达99.21%±0.35%，同时具有
较高的DPPH自由基清除力和还原力；获得五个具

有Gly-Xaa-Yaa重复序列的抗氧化肽

[50]

弹性蛋白

枯草芽孢杆菌B. subtilis
BEM01 弹性蛋白酶 对肉类样品的嫩化效果强于木瓜蛋白酶 [55]

枯草芽孢杆菌B. subtilis 10071 弹性蛋白酶 可水解猪肉、牛肉的主动脉，使其韧度下降，最适作
用温度为50 ℃ [56]

枯草芽孢杆菌B. subtilis B13
暹罗芽孢杆菌B. siamemsis S6

丝氨酸蛋白酶
金属蛋白酶

能高效水解弹性蛋白和牛肉肌内胶原蛋白，可用作
嫩肉剂 [54]

枯草芽孢杆菌B. subtilis 枯草芽孢杆菌蛋白酶
CTC E-ssentials™ MT-70N

在室温下对卡拉牛肉有显著的嫩化作用，并且比含
有木瓜蛋白酶的市售嫩肉剂的嫩化作用更明显，具

有取代植物源蛋白酶嫩肉粉的潜质
[57]

芽孢杆菌B. sp. EL31410 弹性蛋白酶 在4 ℃下处理48 h，对牛肉的嫩化作用显著，可用于
低温条件下适用的肉类嫩化剂 [58]
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LBA46蛋白酶可用于水解豌豆蛋白制备豌豆蛋白

肽，利用响应面法优化了豌豆蛋白的水解条件，最终

选择 pH10、酶浓度 100 U/mL作为最优的水解工艺

条件，水解产物具有显著的 DPPH自由基清除率、氧

自由基吸收率（ORAC）和铁离子还原抗氧化能力

（FRAP），表现出一定的应用潜力[39]。据报道，蛋白酶

水解米糠蛋白可以释放抗高血压肽。嗜热芽孢杆菌

蛋白酶 Thermolysin倾向于裂解疏水氨基酸的

N端，如亮氨酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、缬氨酸[40]。

Thermolysin消化处理米糠，制备的肽的抗高血压功

能已经在人体临床研究中得到证实[41]。 

4.1.2   植物蛋白的加工　利用中性蛋白酶和碱性蛋

白酶控制水解度在 1%~10%之间，可以提取花生蛋

白，并改善花生蛋白溶解度、乳化性和发泡性[42]。另

外，在蛋白酶的作用下，花生蛋白的肽键断裂，释放包

裹在蛋白质中的脂肪，不仅提高了花生油的提取率，

还能得到花生蛋白肽。Yang等[43] 发现地衣芽孢杆

菌 B. licheniformis CGMCC 0635能够改善花生蛋白

酶解产物的粗蛋白、有机酸、酸溶性寡肽、矿物质等

营养特性，并增强抗氧化性能、氨基酸平衡和体外消

化率等功能特性。Samurailatpam等[44] 使用枯草芽

孢杆菌B. subtilis MTCC5480和B. subtilis MTCC1747
蛋白酶水解大豆蛋白，释放的多肽和游离氨基酸呈现

出较强的抗氧化性能。据报道，利用地衣芽孢杆菌

B. licheniformis 蛋白酶处理豌豆，可提高豌豆蛋白中

多种氨基酸的可消化率[45]。 

4.1.3   植物蛋白的脱苦　植物蛋白水解物的苦味是

将其开发为食品配料或添加剂的限制因素之一。

Yan等[46] 在食品级表达宿主枯草芽孢杆菌中表达了

氨肽酶 ScAPase，联合使用胰蛋白酶（2.0 g/g RPI）和
氨肽酶 ScAPase（3.5 g/g RPI），对大米分离蛋白进行

品质改良，反应温度为 50 ℃，反应时间为 4 h，制备

的大米蛋白肽无任何苦味，并对血管紧张素转换酶呈

现明显的抑制活性，有较高的抗氧化活性，显著提高

了大米分离蛋白水解物的品质。Ding等[47] 联合使

用巨大芽孢杆菌 B.  megaterium 羧肽酶 cpm32与

4%碱性蛋白酶，对大豆分离蛋白进行脱苦处理，苦

味值降低 47.6%，达到食品行业可接受的水平。 

4.2　以动物蛋白为应用对象 

4.2.1   胶原蛋白肽的制备　肉类加工的副产品动物

骨、皮，如猪皮、牛骨、鱼鳞中富含胶原蛋白[48]。胶

原蛋白因其特殊的三链螺旋结构，不易被普通蛋白酶

水解。胶原蛋白酶可特异性识别并切割胶原蛋白，释

放胶原蛋白肽。胶原蛋白酶水解动物胶原蛋白是提

高其附加值和消化吸收率的有效措施[49]。Song等[50]

对蜡状芽孢杆菌 B. cereus CMCC63303胶原蛋白酶

进行了异源表达和分离纯化，并将其应用于牛骨胶原

蛋白的水解以制备胶原蛋白肽。采用响应面法对胶

原蛋白肽的制备工艺进行优化，制备的胶原蛋白肽具

有显著的抗氧化活性，并获得五个具有 Gly-Xaa-

Yaa典型重复序列的抗氧化肽，具有开发为骨胶原功

能食品的潜力。 

4.2.2   肉类的嫩化　芽孢杆菌蛋白酶通过降解弹性

蛋白和肌原纤维进而使肉品嫩度增加[51]。刘书亮

等 [52] 发现枯草芽孢杆菌紫外诱变株 B.  subtilis
BEM01分泌的弹性蛋白酶具有比木瓜蛋白酶更强

的肉品嫩化作用。韩建春等[53] 研究了枯草芽孢杆

菌 B. subtilis 10071所产弹性蛋白酶对肉类样品的

嫩化作用，发现该弹性蛋白酶可水解猪肉、牛肉的主

动脉，使其韧度下降。Sorapukdee等[54] 发现芽孢杆

菌 B. subtilis B13和 B. siamemsis S6分泌的蛋白酶

能高效水解牛跟腱胶原蛋白，与木瓜蛋白酶和菠萝蛋

白酶相比，这两种芽孢杆菌蛋白酶对弹性蛋白和牛肉

肌内胶原蛋白的水解活性更高，对牛肉肌原纤维蛋白

的降解率较低，最适酶活温度分别为 50 ℃ 和 60 ℃，

可以用作嫩肉剂。

在低温条件下进行肉品嫩化处理，更有利于保

持肉品的新鲜程度、提高肉品的品质，因此低温蛋白

酶的开发很有必要 [55−56]。CTC  E-ssentials™ MT-
70N是一种商品化的枯草芽孢杆菌蛋白酶，能在室温

下嫩化卡拉牛肉，其嫩化作用比含有木瓜蛋白酶的市

售嫩肉剂更明显，具有取代植物源蛋白酶嫩肉粉的潜

质[57]。Chen等[58] 研究了芽孢杆菌 B. sp.  EL31410
分泌的一种新型弹性蛋白酶对牛肉的嫩化作用，在

4 ℃ 处理 48 h后，该弹性蛋白酶选择性降解肌原纤

维结构的弹性蛋白，说明该蛋白酶为低温蛋白酶，有

望开发成低温条件下适用的肉类嫩化剂。 

5　结语及展望
随着生物技术的发展和产业结构的调整，微生

物源蛋白酶尤其是芽孢杆菌蛋白酶的研究取得了重

大进展，其在食品工业中的应用也获得了广泛的关

注。芽孢杆菌属是主要的蛋白酶产生菌，研究较多的

有枯草芽孢杆菌（B.  subtilis）、地衣芽孢杆菌（B.
licheniformis）、解淀粉芽胞杆菌（B.  amyloliquefa-
ciens）、短小芽孢杆菌（B. pumilus）、蜡样芽孢杆菌

（B. cereus）和暹罗芽孢杆菌（B. siamemsis）。工业上

对动植物蛋白资源的利用主要依赖于酸碱水解、高

温高压水解。相比于这些理化方式，酶解法具有能耗

低、环境污染小、营养损失小的优势。但是，芽孢杆

菌所产蛋白酶的实际应用受限于产量低、活性差、性

质弱等劣势，尤其是野生型产蛋白酶芽孢杆菌的酶表

达量不高，难以满足工业化生产和应用。目前，国内

外专家学者对产蛋白酶芽孢杆菌的筛选、高产蛋白

酶菌株的选育及工程菌株的构建、芽孢杆菌蛋白酶

的发酵条件优化及应用潜力评价等方面的研究较为

深入。保持酶的高产量、高活性、高稳定性、高纯度

是蛋白酶在工业应用中绕不开的挑战，有赖于经典的

发酵技术和提纯工艺的进步，近年来飞速发展的合成

生物学也为解决这些难题提供了新的途径。蛋白酶

基因的定点突变、异源表达、底盘细胞设计等新技术
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的发展有望提高微生物源蛋白酶的活力、稳定性和

产量。

于食品行业而言，酶制剂的一个不可忽视的问

题是安全性。致病微生物或转基因微生物来源的酶

制剂具有一定的安全隐患。根据《食品添加剂使用

标准》（GB 2760）与食品添加剂公告规定的食品用酶

制剂及其来源名单，允许使用的微生物源酶制剂有

137种。蛋白酶是应用最广泛的工业化酶制剂。GB
2760中规定使用的芽孢杆菌蛋白酶来源于枯草芽孢

杆菌（B. subtilis）、解淀粉芽孢杆菌（B. amylolique-
faciens）、热解蛋白无氧芽孢杆菌（Anoxybacillus
caldiproteolyticus）、嗜热脂解地芽孢杆菌（Geobaci-
llus stearothermophilus）等。但是该名单中的酶制剂

在来源、品种及表述方式方面已不能完全适用于当

今食品行业的需要。除此之外的酶制剂均应作为新

型酶制剂进行申报，经审批后才能应用于食品工业。

食品用酶制剂的安全性评价体系的建立及相关法规

标准的健全是规范酶制剂管理、保证食品安全的必

要条件，也是将来需要重点发展的方向。

产蛋白酶微生物资源库的丰富仍是未来的研究

重点，尤其是来源于极端环境中的微生物及蛋白酶有

更大的应用潜力。目前从极端环境中分离到的嗜

热、嗜冷、嗜盐、嗜碱、嗜酸微生物均有芽孢杆菌属

细菌的身影，其中多株能分泌高稳定性的蛋白酶，为

食品工业应用提供了更多的选择。常用的极端环境

微生物筛选方法仍是基于传统的微生物分离培养技

术，但是极端环境中的绝大部分微生物是不可培养

的，限制了极端环境微生物菌种资源和基因资源的发

掘。近年来发展起来的宏基因组学是开发未培养微

生物基因资源的有效途径，不依赖于微生物的纯培养

环节，直接对特定环境中的微生物总基因组进行研

究，筛选其中特定功能的基因。该技术已逐渐应用于

特殊性质酯酶、蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶的基因筛

选。但是该技术在筛选新型蛋白酶的应用中还受限

于测序的速度和费用、从巨大的文库中高效筛选目

的基因的序列分析法、异源基因的表达，今后需要不

断的探索和改进。
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