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中国传统发酵食品中溶栓酶活性检测方法比较
*
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(重庆师范大学 重庆高校生物活性物质工程研究中心,重庆400047)

摘要:通过正交实验设计建立最佳琼脂糖-纤维蛋白平板法,并比较改进的纤维蛋白平板法和四肽底物法测定中国传

统发酵食品中溶栓酶的活力的线性和精密度,以找出一个灵敏易操作、经济实惠、快速准确地标示溶栓酶效价的活

性检测方法。实验结果显示纤维蛋白平板法和四肽底物法分别在50~800IU·mL-1、0.03~2.60U·mL-1范围

内具有良好的线性关系,且日间和日内变异系数均小于6%。因此,纤维蛋白平板法与四肽底物法均能用于溶栓酶

的活性检测,前者测定结果比较直观,但四肽底物法操作比较简单,经济成本相对较低,灵敏度高,更适合溶栓菌株

的高通量筛选。
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  随着生活水平的日益提高,人们患心血管疾病

的风险性越来越高[1]。血栓性疾病是中老年人群的

高发病,而溶解血栓是治疗此类疾病的重要手段。

1987年,日本人须见洋行[2]等首先发现纳豆中含有

一种高纤溶活性的酶,可治疗和预防血栓病,并将其

命名为纳豆激酶。这种酶不仅具有水解体内血栓的

能力,而且能将体内的纤溶酶原激活为纤溶酶[3]。
此后,在传统的发酵食品中分离出许多产溶栓酶的

菌株,如从韩国大豆酱分离出的产CK纤溶酶菌株

CK-11-4[4];从韩国Doen-Jang中筛选出的菌株DJ-
4[5];从中国豆豉中筛选出的菌株DEF[6];等等。这

些产溶栓酶的菌株经鉴定属于枯草芽孢杆菌[7]。因

此,在高效溶栓菌株的筛选及药物开发过程中,酶活

检测技术是关键技术之一,溶栓酶活性测定方法大

致可分为两类:一是通过生物学方法,利用纳豆激酶

溶解纤维蛋白的特性测定其纤溶活性,如纤维蛋白

平板法[8]、纤维蛋白块溶解时间法[9]等;二是以纳豆

激酶的水解活性为基础来测定,如甲基苯磺酰-L-精
氨酸甲酯(TAME)法[10]、酪蛋白水解法[11]、四肽底

物法[12]等。目前,溶栓酶活性测定方法常见的有纤

维蛋白平板法、纤维蛋白块溶解时间法、四肽底物

法、酶联免疫吸附法[13]、血清法[14]等。本研究通过

比较优化的纤维蛋白平板法和四肽底物法,以便找

出一个灵敏、易操作、经济实惠、快速、准确地标定纳

豆激酶效价的活性检测方法,用于纳豆激酶类溶栓

酶的研究。

1材料与方法

1.1材料

尿激酶标准品(Urokinase)购于中国药品生物

制品 检 定 所;纤 维 蛋 白 原(Fibriongen),凝 血 酶

(Thrombin)及四肽底物购于Sigma公司;其它试剂

均为国产分析纯。

1.2方法

1.2.1纤维蛋白平板法

1)琼脂糖-纤维蛋白平板的制备。纤维蛋白平

板的主要成分是纤维蛋白原和琼脂糖,纤维蛋白原

在凝血酶的作用下被水解成纤维蛋白,琼脂糖是作

为纤维蛋白平板的支架。因此,在优化纤维蛋白平

板法时需要考察纤维蛋白原和琼脂糖两个因素。通

过正交试验设计两因素3水平多组实验,从中找出

一个最佳的纤维蛋白平板方案用于溶栓酶活性的

检测。
取一定量的琼脂糖置于小烧杯中,加入磷酸盐
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缓冲液(pH 值为7.4),加热至完全溶解,冷却至

55~60℃,加50μL的凝血酶(200U·mL-1)。迅

速加入预先配好的纤维蛋白原溶液,混匀后倒入直

径为11cm的平皿中,静置凝结成体积为11mL乳

白色凝块,打孔,放4℃冰箱备用。

实验1      实验2      实验3
(F:6mg,A:50mg)(F:6mg,A:75mg)(F:6mg,A:100mg)

实验4      实验5      实验6
(F:8mg,A:50mg)(F:8mg,A:75mg)(F:8mg,A:100mg)

实验7      实验8      实验9
(F:10mg,A:50mg)(F:10mg,A:75mg)(F:10mg,A:100mg)

    注:F:纤维蛋白原(Fibriongen)A:琼脂糖(Agarose)。

图1 纤维蛋白平板溶栓效果图

用磷酸盐缓冲液(pH值为7.4)配制1000IU·

mL-1尿激酶标准溶液并进行浓度梯度稀释,各取10

μL滴加到纤维蛋白平板的小孔中,37℃倒置孵育

18h后,测量透明圈直径,并计算透明圈的面积。
以尿激酶活力单位为横坐标,透明圈的面积为

纵坐标,绘制标准曲线。待测样品溶液形成的透明

圈按同样的方法测定,并计算形成的透明圈的面积,
根据最佳纤维蛋白平板的标准曲线以尿激酶活力单

位来表示其纤溶活性。

2)尿激酶标准曲线的建立。参照 Asrup[15]对
纳豆激酶的测定方法,对纤维蛋白平板法进行优化

改进,从而能准确地计算待测样品的纤溶活力。

3)纤维蛋白平板法的线性及精密度。
用磷酸盐缓冲液(pH值为7.4)将待测样品

梯度稀释为1/6原液、1/4原液、1/3原液

和1/2原液;将各梯度稀释液和原液各取

10μL滴加到含纤维白的平板上,测量透明

圈的面积。每个梯度浓度重复3次取平均

值,并用SPSS软件对样品溶液浓度与对应

的透明圈面积进行回归分析[15]。批次间的

变异系数(CV)由日内和日间3次测量值确

定。

1.2.2四肽底物法 四肽底物是人工合成

的小肽,已知纳豆激酶对四肽底物最为敏

感,可以将该底物水解生成对硝基苯胺(p-
NA)而使溶液呈黄色,根据单位时间内对

硝基苯胺的释放量来计算酶的活性。使用

Tris-CaCl2 缓冲液(含0.1mol·L-1Tris,

0.01mol·L-1CaCl2,pH值为8.0)将四肽

底物(Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA)稀释为1
mmol·L-1的溶液。在37℃条件下,取不

同浓度的标准品溶液各10μL加入微孔板

中,同时加入190μL的1mmol·L-1的四

肽底物溶液,混匀,以415nm为测定波长,
用酶标仪测定1min内酶促反应速度(单
位:mOD·min-1)。活力单位定义为,在

37℃条件下,1min时间内1mL反应体系

中,水解四肽底物生成1mmol对硝基苯胺

的酶活为1U。

1)四肽底物法的线性及精密度。用Tris-CaCl2
缓冲 液(含0.1mol·L-1 Tris,0.01mol·L-1

CaCl2,pH值为8.0)将待测样品梯度稀释为1/6原

液、1/4原液、1/3原液和1/2原液,测定原液及稀释

液酶促反应的速度,重复3次取平均值。回归分析

及批次间的差异分析方法纤维蛋白平板法。

2)纤维蛋白平板法和四肽底物法测定值的相关

性。用SPSS软件对纤维蛋白平板法和四肽底物法

的测定结果进行相关性分析。

2结果与分析

2.1纤维蛋白平板法

2.1.1最佳纤维蛋白平板的优化及标准曲线的建

立 根据正交试验设计得出的9组实验产生透明圈

的效果如图1。
由图1可以看出,实验5产生的透明圈边缘比
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较清晰,效果最好,容易测量。且每个平板的纤维蛋

白原用量只有8mg,与国内杨明俊等[16]所制备的

纤维蛋白平板(100mg)和齐香君[17]等制备的纤维

蛋白平板(45mg)相比较,实验成本大幅度降低。
因此,最佳的纤维蛋白平板制备方案是:纤维蛋白原

为8mg,琼脂糖为75mg,总体积为11mL。
图2显示,在50~800IU·mL-1浓度范围内,

尿激酶活力单位与透明圈的面积呈线性关系。

图2 尿激酶活性标准曲线

2.1.2纤维蛋白平板法的线性及精密度 通过对样

品稀释后的相对浓度与透明圈面积的关系作图,发
现各浓度与相应的透明圈面积呈良好的线性关系,
如图3所示。

图3 样品溶液稀释后的相对浓度与透明圈之间的关系

各浓度梯度的样品溶液在日内和日间分别重复

3次测定,其结果如表1。从表1结果可以看出,批
间CV 值较小,均小于4%;且随着样品溶液相对浓

度的增加,CV 值也明显降低。因此,该方法具有较

高的精密度。该法在样品相对浓度低时,其变CV
值较高的原因是由于样品溶液形成的透明圈的边界

较模糊容易引起测量误差,且低浓度的样品形成的

透明圈较小,该误差对测定结果的影响也就很明显。
因此,在使用该法测量样品活性时,应尽量避免样品

溶液的浓度过低。

表1 纤维蛋白平板法的日内和日间精密度分析

样品溶液

相对浓度

日内 日间

透明圈面积

平均值/mm2
变异系数

CV/%

透明圈面积

平均值/mm2
变异系数

CV/%

1/6样品原液 257.2 3.82 271.6 3.24

1/4样品原液 292.4 3.73 292.4 3.73

1/3样品原液 311.4 1.67 310.3 3.10

1/2样品原液 344.1 1.92 342.9 2.96

样品原液 460.1 0.91 452.9 1.64

2.2四肽底物法

2.2.1吸光值标准曲线 不同浓度的对硝基苯胺与

其相应的吸光值的关系如图4所示。对硝基苯胺在

0.03~0.5mmol·L-1的浓度范围内,其吸光值与

相对应的浓度呈线性关系。

图4 对硝基苯胺溶液吸光值的标准曲线

2.2.2四肽底物法的线性及精密度 以样溶液的浓

度与相应的酶促反应速度作图结果如图5所示。由

图5可知,样品溶液的浓度与相应酶促的速度呈线

性关系。通过SPSS进行回归,其显著性概率小于

1%,具有极显著的回归关系。

图5 样品溶液浓度与反应速度的关系

将样品的各浓度分别在日内和日间各进行3次

重复实验测定,其结果见表2。通过对数据进行分

析,在日内和日间进行3次实验,其CV 值均小于

6%,因此,该方法具有较高的精密度,符合样品测定

要求,且随着样品浓度的升高,其CV 值明显降低。
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表2 四肽底物法的日内和日间精密度分析

样品溶液

相对浓度

日内 日间

反应速度

平均值/

(mOD·min-1)

变异

系数

CV/%

反应速度

平均值/

(mOD·min-1)

变异

系数

CV/%

1/6样品原液 255 6.09 264 5.46

1/4样品原液 286 4.25 290 4.19

1/3样品原液 317 2.69 314 3.97

1/2样品原液 387 2.11 394 2.27

样品原液 548 1.67 552 2.67

2.3纤维蛋白平板法与四肽底物法测定值之间的相

关性

图6显示,在样品溶液相同浓度梯度下,将两种

方法测得的结果进行相关性统计分析,其结果呈显

著的正相关关系(p<0.05),因此,四肽底物法也可

以用来测定溶栓酶的纤溶活性,两种方法之间的关

系如图6中的方程所示。

图6 纤维蛋白平板法和四肽底物法测定结果的关系

3讨论与结论

纳豆激酶在中国具有广阔的开发前景,它所具

有的独特优点使之很有可能成为一种预防和治疗血

栓及栓塞性疾病的理想药物,具有潜在的药物开发

价值。国内外学者已相继从传统的发酵食品中筛选

出多株产溶栓酶菌株[4-6]。由于高效溶栓菌株筛选

的工作量很大,而溶栓酶活性检测是高效菌株筛选

和药物开发的一个非常重要的环节;因此,溶栓酶的

活性检测备受关注。目前纳豆激酶活性的测定大多

从测定溶栓作用入手,如纤维蛋白平板法[8]、纤维蛋

白块溶解时间法[9]等,通过参考尿激酶标准品来定

出活性。这些方法直观,但测定值受温度的影响较

大,难以进行大批量样品的高通量筛选。四肽底物

法则可进行高通量筛选,且实验操作简便、快速。但

由于该法并非直接测定溶栓活性,而是测定待测酶

的酰胺水解活性,因而测定结果是否可代表纳豆激

酶的溶栓作用一直受到质疑。
本研究通过优化纤维蛋白平板法并与四肽底物

法对溶栓酶样品的活性进行检测,从线性和精密度

两个方面对两种方法进行了比较,并分析了两种方

法测定结果间的相关性。结果显示,纤维蛋白平板

法和四肽底 物 法 分 别 在50~800IU·mL-1和

0.03~2.60U·mL-1范围内具有良好的线性关系。
两方法测定所得结果间具有显著的正相关关系

(p<0.05),二者关系为:纤维蛋白平板法测定值

(单位:IU)=420.22四肽底物法测定值(单位:U)-
368.51,R2=0.9920。由此本文认为,四肽底物法

可适用于溶栓酶菌株的高通量筛选。
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ComparisonbetweenMethodsofDetectingThrombolyticEnzymeActivity
inChineseTraditionalFermentedFood

SHAORong-jun,CHENBin,HAOYou-jin,HEZheng-bo
(ChongqingEngineeringResearchCentreofBioactiveSubstance,ChongqingNormalUniversity,

Chongqing400047,China)

Abstract:Toseekaconvenient,fastandaccuratemethodfordetectingfibrinolyticactivityinChinesetraditionalfermented
food,theimprovedfibrinplatemethodandtetra-peptidesubstratemethodwereevaluatedandcomparedbetweenthelinearity
andtheprecision,andtheirresults’correspondencewasalsoinvestigated.Theresultsshowedthattheactivitylinearranges
were50~800IU·mL-1forfibrinplatemethodand0.03~2.60U·mL-1fortetra-peptidesubstratemethodrespectively,

whilebothCVswerelessthan6%inwithin-dayandday-to-daytests.Therefore,thefibrinplatemethodandthetetra-peptide
substratemethodarebothapplicablefordetectingfibrinolyticactivityinChinesetraditionalfermentedfood.Thefibrinplate
methodcandirectlyreflectfibrinolyticactivityinChinesetraditionalfermentedfood.Thetetra-peptidesubstratemethodwasa
convenient,economic,fast,sensitiveandsuitableapproachforhigh-throughputscreeningofbacterialstrainsinChinesetradi-
tionalfermentedfoodshowingthrombolyticactivity.
Keywords:thrombolyticenzyme;fibrinplatemethod;tetra-peptidesubstratemethod
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