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高效溶栓菌株的筛选鉴定及发酵条件优化
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摘要：采用酪蛋白平板法，从纳豆激酶胶囊、纳豆及多种发酵食品中筛选出了１４６株产溶栓酶菌株；然后利用纤维蛋白平
板法比较发酵后溶栓酶活力，并从初筛菌株中筛选出１株溶栓酶活达１６３７．６ＩＵ／ｍＬ的高产菌株ＨＴ８；依据菌种形态和
生理生化特征以及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，鉴定为枯草芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）。在此基础上，对此高效溶栓菌株的
液体培养条件进行了单因素初步实验，方差分析后设计正交试验Ｌ１８（３７），通过软件ＳＰＳＳ分析确定该菌最佳发酵条件为
初始ｐＨ值８．０、温度４０℃、培养体积９０ｍＬ（容量为５００ｍＬ的三角瓶装９０ｍＬ的培养液）、０．５％牛肉膏和２％大豆蛋白
胨；优化后的相对酶活力达１８０４．０８ＩＵ／ｍＬ。研究结果为进一步开发纳豆等保健食品提供理论基础。
关键词：溶栓菌；菌种筛选；枯草芽孢杆菌；发酵条件；纳豆激酶
中图分类号：Ｑ５０３；Ｑ５５６ 文献标志码：Ａ　　　 文章编号：１６７２６６９３（２０１３）０３０１２１０６

　　纳豆芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊狀犪狋狋狅）是从日本
传统大豆发酵食品纳豆中分离得到的一种产蛋白酶益
生菌［１］属好氧型革兰氏阳性菌［２］。纳豆芽孢杆菌又称
纳豆菌，除了具有抗菌、调节肠道微生态平衡、提高免
疫力等益生功能外，在增殖过程中还产生的大量蛋白
酶，能够提高蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶等酶活性，使发
酵产品中富含氨基酸、有机酸、寡聚糖等多种易被人体
吸收的成分，且使发酵产品具有多种保健功能，如抗肿
瘤、降血压等作用，还可预防骨质疏松、抗氧化等［３６］。
纳豆菌产生的这种蛋白酶最早由须见洋行博士发现，
并命名为纳豆激酶，为纳豆菌发酵的胞外产物，是一种
可溶解交联纤维蛋白的碱性丝氨酸蛋白酶［７］。纳豆激
酶除有效溶解血栓外，还可降低血液粘度、抑制血小板
凝固、降血脂、降胆固醇、改善血液循环状况、维持血细
胞的正常形态和功能等。作为新一代的抗血栓物质，
具有较大的开发潜能。又因为纳豆激酶来源于食品，
无毒副作用，而且价廉易得，为此开发溶栓保健食品具
有实用价值［８１０］。本研究采用酪蛋白平板法从纳豆、
市售纳豆菌以及昆虫与分子生物学研究所保存的３７
株纳豆菌株中初筛，再通过纤维蛋白平板法复筛得到
１株具有高溶栓活性的菌株，并对它生产溶栓酶的发
酵条件进行优化，以确定该菌株产溶栓酶的最佳发酵
条件，为今后开发溶栓保健食品提供理论依据。

１材料与方法
１．１材料

本研究用以分离溶栓菌的样品包括：将门纳豆（大
连将门食品有限公司）、燕京纳豆（北京燕京中发生物
技术有限公司）、高纯度纳豆菌（北京纳康保健销售中
心）、佰禾美纳豆菌（北京源生素源生物科技有限公
司）、天津百德永生肽纳豆菌（天津百德生物工程有限
公司）、海摩尔纳豆菌（海摩尔（北京）生物食品有限公
司）、常温纳豆菌（江苏创业园实验室）、川秀纳豆菌（江
苏纳克生物工程有限公司）、第三代恒通纳豆菌（北京
纳克生物工程有限公司）、易行纳豆菌（珠海市御品堂
生物科技有限公司）、昆虫与分子生物学研究所保存的
３７株具有溶栓作用的菌株。尿激酶标准品（Ｕｒｏｋｉ
ｎａｓｅ，１２８０ＩＵ／支），购于中国药品生物制品检定所；
纤维蛋白原（Ｆｉｂｒｉｏｎｇｅｎ，１００ｍｇ／支），购于Ｓｉｇｍａ公
司；凝血酶（Ｔｈｒｏｍｂｉｎ），购于Ｓｉｇｍａ公司；细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒，购于天根生化科技（北京）有限公
司；其他有关试剂均为国产分析纯。
１．２方法
１．２．１高效溶栓菌株的分离与初筛　称取１ｇ或适量
样品放入１０ｍＬ无菌生理盐水的试管中，于３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ。用移液器吸取１ｍＬ的菌
悬液到１．５ｍＬ的离心管中，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
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倒掉上清，再用１ｍＬ的无菌生理盐水将菌体悬起，
８５℃水浴５ｍｉｎ，杀死大部分的营养体及杂菌［１１］。将
菌液以１０倍梯度稀释为原浓度的１０－１、１０－２、１０－３、
１０－４、１０－５和１０－６。每个梯度吸取１００μＬ涂酪蛋白
平板，目测菌落与透明圈比值大的进行划线，分离纯化
菌株，直至为单菌落；然后活化此菌株，一部分甘油保
藏，一部分作为种子接入发酵培养基，发酵处理，保存
粗酶液。
１．２．２高效溶栓菌株的复筛　１）粗酶液的制备。将
初筛得到的菌株接入装有１０ｍＬＬＢ培养基的试管
中，活化１２ｈ后，再从试管中吸取１００μＬ接入液体种
子培养基摇菌１２ｈ后，再按照２％的接种量接入液体
发酵培养基，在３７℃下培养４８ｈ。８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃沉淀。上清用５０％的硫酸铵盐析过夜，
１００００ｇ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀用１ｍＬ
ＰＢＳ缓冲液溶解，即为样品粗酶液，－２０℃保存备用。

２）蛋白质标准曲线的建立及样品含量的测定。
蛋白质标准曲线的建立及样品浓度的测定为考马斯亮
蓝法［１２１４］。每种样品取２０μＬ到９６孔酶标板中，测定
吸光值。根据蛋白质标准曲线计算出未知样品的蛋白
质含量（单位：ｍｇ／ｍＬ）。
３）纤维蛋白平板法复筛。依据邵荣军的方

法［１５］，进行综合改进后，制备纤维蛋白平板方法。根
据每一种样品中蛋白质含量，计算出每种样品合适的
点样体积，在３７℃恒温培养箱中培养１８ｈ，测定溶圈的
直径。以尿激酶标准曲线计算样品的相对酶活力大小。
１．２．３菌株鉴定　１）菌株的形态与生化鉴定。将分
离的菌株接种到酪蛋白平板上，观察菌落形态，并进行
革兰氏染色。参照马明等菌种鉴定的方法［１６］进行菌
种的生理生化的鉴定，包括厌氧生长、过氧化氢酶、糖
发酵（如蔗糖、山梨醇、葡萄糖、甘露醇、可溶性淀粉
等）、运动性、酪蛋白水解试验、硝酸盐还原等。按照第８
版《伯杰氏细菌鉴定手册》［１７］对枯草芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊
狊狌犫狋犻犾犻狊）的描述，对比鉴定所筛选出的高效菌株。

２）菌株的分子生物学鉴定。使用细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌基因组ＤＮＡ，细菌
１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物序列为正向序列：５′ＣＧＴ
ＧＧＧＣＡＡＣＣＴＧＣＣＴＧＴＡＴＧＡＣＡ３′，反向序列：５′
ＧＣＧＴＧＧＴＣＡＡＧＣＣＡＡＴＣＣＣＡＴ３′。ＰＣＲ反应体
系包括上下游引物各１μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，Ｔａｑ酶
０．２μＬ，ｄＮＴＰ３μＬ，Ｍｇ２＋１．５μＬ，ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，无
菌水补充至２５μＬ。扩增条件为９４℃预热５ｍｉｎ；
９４℃变性４０ｓ；５１．５℃退火４５ｓ；７２℃延伸１ｍｉｎ；
如此进行３０个循环。最后７２℃保温１０ｍｉｎ。反应
后取出１０μＬ，产物用１％琼脂糖凝胶进行检测［１８１９］。
将ＰＣＲ扩增产物纯化后送华大测序公司进行测序。
１．２．４菌株发酵条件的优化　１）单因素实验。分别
考察不同温度（２８、３１、３４、３７、４０℃）、不同ｐＨ值（５、

６、７、８、９）、不同的接种量（１％、２％、３％、４％）、不同转
速（１６０、１８０、２００、２２０、２４０ｒ／ｍｉｎ）、不同培养体积（即
容量为５００ｍＬ的三角瓶装培养液的体积，本实验中
为８０、９０、１００、１１０、１２０ｍＬ等几个处理）等因素对产
酶条件的影响。４次重复试验，记录数据，利用ＳＰＳＳ
软件进行单因素方差分析。参照大肠杆菌生长曲线制
作的方法［１８］对菌株的接种时间进行优化。取出在
－８０℃保藏的液体菌种，自然解冻，在超净工作台中，
用移液枪取１００μＬ接入装有１０ｍＬＬＢ的培养基的
１１支无菌试管中。上述试管分别被标记为０、２ｈ、
４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ、１２ｈ、１４ｈ、１６ｈ、１８ｈ、２０ｈ、２２ｈ和
２４ｈ，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养，以标记为０、盛有
ＬＢ培养基但没有接种的试管调零点，测定完毕后，
０试管继续放置摇床培养，按照标记的时间在６００ｎｍ
下测定每一支的ＯＤ值。
２）正交试验Ｌ１８（３７）。根据单因素实验结果对实

验进行正交设计（表１），利用ＳＰＳＳ软件对正交结果进
行有重复观察值无交互作用的多因素多水平方差分
析，进而确定最佳发酵条件。

表１　产溶栓酶菌株发酵条件优化的正交设计表

因素 水平
１ ２ ３

温度／℃ ３４ ３７ ４０
ｐＨ ６ ７ ８
碳源 １％蔗糖 １％葡萄糖 ０．５％牛肉膏
接种量 １％ ２％ ３％

转速／（ｒ／ｍｉｎ） １８０ ２００ ２２０
培养体积／ｍＬ ９０ １００ １２０

氮源 ２％蛋白胨２％大豆蛋白胨２％硫酸铵

２结果与分析
２．１高效溶栓菌株的初筛

将样品稀释液涂布于酪蛋白平板培养基上，３７℃
下培养２４ｈ后，根据蛋白酶水解酪蛋白形成透明圈这
一特点，挑取透明圈直径与菌落直径比值大的菌落，初
步筛选出了１４６株产蛋白酶活力较高的菌株。初筛菌
株水解酪蛋白形成的透明圈见图１。

图１　部分菌株水解酪蛋白形成的透明圈
２．２高效溶栓菌株的复筛

绘制蛋白质标准曲线。以牛血清白蛋白标准溶液
含量为横坐标，以吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。回
归方程为犢＝０．００８８犡＋０．３４５３（犚２＝０．９８９７），小
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牛血清白蛋白含量在０～７０μｇ／ｍＬ内与对应吸光度
呈良好的线性关系。将初筛得到的１４６株菌株活化，
制备粗酶液，测定酶活力。

以纤维蛋白平板法对初筛的１４６株菌株进行复
筛，分别测量溶栓圈直径，每个菌株重复测３次，按照
平均值计算得出相对酶活力。从表２可知，来自恒通
第三代纳豆胶囊中的ＨＴ８菌株活力最高，达到了
１６３７．６ＩＵ／ｍＬ。因此选择ＨＴ８菌株进行形态和生
化鉴定。

表２　复筛菌株的溶栓活力
复筛菌
株编号

１８ｈ测量
直径／ｍｍ

１８ｈ相对酶
活力／（ＩＵ／ｍＬ）

２４ｈ测量
直径／ｍｍ

２４ｈ相对酶
活力／（ＩＵ／ｍＬ）

ＨＴ８２９．２０ １４５９．５７ ３０．４４ １６３７．６０
Ｂ１８ ２８．９０ １４４２．６０ ３０．３６ １６２４．７９
Ｃ６ ２８．１８ １３９６．６９ ３０．３０ １６１５．２１
Ｆ３ ２７．７２ １２２０．５０ ２８．９８ １４０８．９１
Ｃ７ ２７．３２ １１６２．５１ ２９．５２ １４９２．１６
Ｃ１１ ２７．１０ １１３０．９５ ２９．２０ １４４５．７３
Ｆ５ ２７．０２ １１１９．５３ ２９．１０ １４２７．２８

２．３菌株鉴定
１）ＨＴ８菌株的形态与生化鉴定。ＨＴ８菌株为短

杆状，大小为（２．０～５．０）μｍ×（０．５～０．８）μｍ，革兰
氏阳性（图２左）。在酪蛋白培养基上呈现白色，不透
明，绒毛状，边沿不整齐，生长良好（图２右）。

图２　ＨＴ８菌株的革兰氏染色（左）及菌落形态特点（右）
ＨＴ８菌株的生理生化特征见表３。根据对菌种

个体形态、培养特征及生理生化实验的检测结果，参照
第８版《伯杰氏细菌鉴定手册》［１７］，初步确定选到的
ＨＴ８菌株为枯草芽孢杆菌。

表３　ＨＴ８菌株的生理生化特征
实验项目 结果 实验项目 结果
运动性 ＋ 硝酸盐还原试验 ＋
蔗糖 ＋ 渗透压实验２％ＮａＣｌ ＋
葡萄糖 ＋ 渗透压实验５％ＮａＣｌ ＋
甘露醇 ＋ 渗透压实验７％ＮａＣｌ ＋
山梨醇 ＋ ＮａＣｌ渗透压实验１０％ ＋

可溶性淀粉 ＋ 耐高温 ＋
酪蛋白水解 ＋ 对氧需求 ＋

　　注：“＋”表明与第８版《伯杰氏细菌鉴定手册》对枯草芽孢
杆菌的描述和生化特征一致。

２）ＨＴ８菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列和系统发育树
分析。将测序得到的序列通过ＢＬＡＳＴ进行同源序列
检索发现，ＨＴ８菌株与枯草芽孢杆菌属成员具有很高
的相似性，相似性为９９％。选取芽孢杆菌内２０个种
的１６ＳｒＲＮＡ序列（登录号见图３），利用ＭＥＧＡ５．１
软件中的ＮＪ法构建系统发育树，结果见图３。其中可
以看出，菌株ＨＴ８与枯草芽孢杆菌亲缘关系最近。

图３　菌株ＨＴ８的系统发育树
２．４ＨＴ８菌株液体培养条件的初步研究
２．４．１单因素的研究　１）生长曲线的测定。从保藏的
菌株吸取１００μＬ接入种子培养基中，测定波长６００ｎｍ
处的ＯＤ值，绘制种子生长曲线。由图４可见，０～４ｈ
为延缓期，４～１１ｈ对数期，之所以在８～１０ｈ出现菌
体增长缓慢，应与芽孢开始逐渐形成，随后又开始快速
生长有关。１１～２０ｈ为稳定期，此时有芽孢大量形
成。２０ｈ以后进入衰亡期，培养基中营养缺乏及有害
代谢产物积累，菌体代谢活性逐渐降低，发生衰老并自
溶。所以１１ｈ为最佳移种时间。
２）温度对菌种发酵产酶的影响。在温度实验中，

将菌种以２％的接种量接入液体发酵培养中，分别在
温度为２８、３１、３４、３７、４０℃的摇床中２００ｒ／ｍｉｎ发酵
４８ｈ，饱和度５０％硫酸铵盐析后，用纤维蛋白平板法

图４　ＨＴ８菌株的生长曲线
测定酶活力。从方差分析可以看出在２８、３１℃下透明
圈的直径相差不大，即可认为溶栓酶活力在２８～３１℃
之间差异不显著；３１～３４℃之间时酶活力增加较快，
在３７～４０℃之间酶活力无明显增加（图５Ａ）。
３）ｐＨ对菌种发酵产酶的影响。在单因素ｐＨ实
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验中，将发酵培养培养基的初始ｐＨ值分别调至５、６、
７、８、９，然后接入菌种进行发酵处理，测酶活力。方差
分析可以看出ｐＨ值为５时溶栓圈很小，ｐＨ值为５～
６时直径明显增加，且有明显差异，ｐＨ值为６～９时溶
栓圈的直径无明显差异，且酶活力在重复试验中差异
也不显著（图５Ｂ）。
４）转速对菌种发酵产酶的影响。图５Ｃ为转速对

菌株产酶的影响结果。其中显示转速过快或者过慢对
溶栓酶活力都有很大的影响。
５）培养体积对菌种发酵产酶的影响。从图５Ｄ可

以看出，培养体积在９０ｍＬ和１００ｍＬ与其他处理都
有显著差异（狆＜０．０５）。该实验目的在于了解溶氧量
对菌株产酶的影响：培养体积太多，导致溶氧量降低，纳

豆激酶产量降低；培养体积过少，酶的产量也不会太高。
６）发酵时长对菌种产酶的影响。通过改变菌种

发酵的时间即２４、３６、４８、６０、７２ｈ，在发酵后测酶活
力。具体结果见图５Ｅ，其中２４ｈ处理下酶活力较低，
且与其余时间处理都有显著性差异（狆＜０．０５）；３６～
７２ｈ处理间则无显著性差异。考虑到经济效益节约
省时，在正交试验中均选用４８ｈ作为菌种发酵的最佳
时间。
７）接种量对菌种发酵产酶的影响。按照单因素

实验的要求，分别以１％、２％、３％和４％的接种量接
种，处理后测酶活力。结果显示接种量之间并没有显
著性差异，这一点与纤维蛋白定量点样的预测一致（图
５Ｆ）。

　 　
Ａ　 Ｂ　 Ｃ

　 　
Ｄ　 Ｅ　 Ｆ

　　注：Ａ：发酵温度；Ｂ：ｐＨ；Ｃ：转速；Ｄ：培养体积；Ｅ：时间；Ｆ：接种量。
图５　各种因素对ＨＴ８菌株产酶的影响

２．４．２正交试验　上述分析结果表明，发酵温度、ｐＨ、
摇床转速和装液量对ＨＴ８菌株发酵产酶有很大的影
响；另外有其他研究者实验结果表明碳源、氮源以及接
种量对犅犪犮犻犾犾狌狊狀犪狋狋狅液态发酵产纳豆激酶有很大的
影响［１０］。故设计正交试验来确定ＨＴ８菌株适宜的发
酵条件，分析结果如表４所示。从表中可知，温度、
ｐＨ、碳源、装液量、氮源对试验结果影响显著（狆＜
０．０５）；接种量与转速差异对试验结果影响不显著。因
此应考察不同温度、ｐＨ、碳源、装液量、氮源产酶活性
高低的多重比较结果。最终选出最优组合为：ｐＨ值
为８，发酵温度为４０℃，培养体积９０／５００ｍＬ，碳源为
０．５％的牛肉膏以及氮源为２％的大豆蛋白胨。

３讨论
菌体生长曲线测定表明，纳豆菌ＨＴ８的生长曲

线和典型的细菌生长曲线有差异，呈现了二次生长现

表４　正交试验统计分析
变差来源 平方和犱犳 均方 犉 狆
温度 ７２１．７８０２３６０．８９０３５．３８１０．０００
ｐＨ ３３８．９０４２１６９．４５２１６．６１３０．０００
碳源 ９８０．３４０２４９０．１７０４８．０５５０．０００
接种量 ９．４４４２ ４．７２２０．４６３０．６３３
转速 ３．７０７２ １．８５４０．１８２０．８３５

每５００ｍＬ装液量３１８．９０５２１５９．４５２１５．６３２０．０００
氮源 ３４７８．９３６２１７３９．４６８１７０．５３３０．０００

重复实验 １０．６０６２ ５．３０３０．５２００．５９９
误差 ３７７．４０６３７１０．２００
总计 ３２３７４．２６７５４

校正的总计６２４０．０２７５３
　　注：犚２＝０．９４０（调整犚２＝０．９１３）。
象［２０］，该现象的产生应与培养基中酵母粉、蛋白胨中
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含有丰富的氨基酸和肽类有关。菌体生长过程中首先
利用氨基酸和肽类作为氮源；当该类氮源耗尽后，菌体
生长经过短暂的停滞，再以蛋白胨为氮源重新快速生
长，因此会出现二次生长现象。细菌生长受培养条件
和菌种特性等许多因素影响，纳豆菌ＨＴ８菌体生长
曲线与典型细菌生长曲线之间差异产生的具体原因还
有待进一步研究。

在温度对菌种发酵产酶的影响中，３４、３７和４０℃
温度下，溶栓圈直径无明显差异，这与逯京华等［２１］所
报道的纳豆激酶在温度低于４５℃时，酶活性相对稳定
基本一致，与刘婷等［２２］所提到的蛋白酶最适反应温度
一般在３０～５０℃之间也不矛盾。
ｐＨ对菌株产酶的影响中，ｐＨ值为６～９时溶栓

圈的直径无明显差异，且酶活在重复试验中差异也不
显著。这与丁友学等［２３］所报道的纳豆激酶在室温ｐＨ
值为５～１１时酶活力相对稳定，在ｐＨ值为６．３～１０．８
时酶活力可保持４０ｈ相似。

对ＨＴ８菌株培养条件单因素分析，能大致了解
各因素对菌株生长情况的影响，而通过正交实验进行
多因素分析，能得到该菌株比较合理的培养条件组合。
由多因素分析结果可知，单因素培养的最佳组合．不一
定为实际最佳培养条件。正交分析中接种量对产酶影
响不大的原因在于，利用纤维蛋白平板法测酶活时，采
取定量的方法点样，与接种量的多少无关。而正交分
析中转速的作用与单因素所研究的结果一致，即在
１８０、２００、２２０ｒ／ｍｉｎ时，对菌株产酶影响不大。

４结论
本研究通过酪蛋白初筛和纤维蛋白复筛两种方法

相结合筛选得到１株具有高效溶栓活性的菌株，命名
为ＨＴ８，相对酶活力达１６３７．６ＩＵ／ｍＬ。通过形态学
鉴定，确定ＨＴ８菌株属于杆状菌，革兰氏阳性，菌落
形态与枯草芽孢杆菌相似；又通过ＨＴ８菌株的生理
生化鉴定和分子鉴定，进一步确定ＨＴ８属于枯草芽
孢杆菌属。

本研究对ＨＴ８进行了发酵条件的初步优化，使
它的产酶活性进一步得到了提高，测量纤维蛋白培养
１８ｈ后的溶栓圈直径比优化前大了２ｍｍ，按１８ｈ计
算，相对活力达１８０４．０８ＩＵ／ｍＬ。最佳发酵条件为
ｐＨ值为８．０，温度为４０℃，培养体积９０ｍＬ，碳源为
０．５％的牛肉膏，氮源为２％的大豆蛋白胨。

另外，本研究团队还计划从ＨＴ８菌株出发，利用
蛋白纯化技术，对代谢产物进行纯化，以期获得纯度高
的溶栓活性物质；并从此种物质的功能活性等方面进
一步研究，开发出一种具有溶栓保健作用的食品。
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