
第３４卷　第１期

２０１５年　 ２月

大 豆 科 学

ＳＯＹＢＥＡＮＳＣＩＥＮＣＥ
Ｖｏｌ．３４　Ｎｏ．１

Ｆｅｂ．　　２０１５

纳豆激酶液态发酵工艺的优化
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摘　要：对由纳豆芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｎａｔｔｏ）液体摇瓶发酵生产纳豆激酶的发酵条件进行优化，并对５Ｌ发酵罐放大工
艺进行研究。结果表明：以４％ （ｗ／ｖ）的可溶性淀粉作为碳源，种龄１０ｈ，接种量３％ （ｖ／ｖ），通气量０．５ｖｖｍ，发酵罐
转速由２２０ｒ·ｍｉｎ１提升至７００ｒ·ｍｉｎ１，使发酵罐中溶解氧保持在２０％以上，以上条件更有利于纳豆激酶的表达。条
件优化后，摇瓶中纳豆激酶的表达量由低于１０００ＩＵ·ｍＬ１，提高到２０５１．３ＩＵ·ｍＬ１（以尿激酶活为标准）。
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　　纳豆是常见的传统发酵食品，由黄豆通过纳豆
菌（枯草杆菌）发酵制成，具有黏性，不仅保有黄豆

的营养价值、富含维生素 Ｋ２、提高蛋白质的消化吸
收率，更重要的是发酵过程产生了多种生理活性物

质，具有溶解体内纤维蛋白及其他调节生理机能的

保健作用。须见洋行等［１］在１９８７年从纳豆中提取
出一种具有溶栓功能的物质并将其命名为纳豆激酶

（Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ，简称ＮＫ），它是由纳豆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｎａｔ
ｔｏ）发酵纳豆所产生的酶。纳豆菌是好氧的革兰氏
阳性菌，属细菌科，芽孢杆菌属，其原始菌株与枯草

芽孢杆菌相同，是枯草芽孢杆菌的一个亚种。该酶

是一个由２７５个氨基酸组成的单链蛋白质，其分子
量为２７７２８Ｄａ，能显著溶解机体内外血栓，明显缩
短优球蛋白的溶解时间（ＥＬＴ），并能激活静脉内皮
细胞产生纤维蛋白溶酶原激活剂（ｔＰＡ）［２３］。作为
一种新型的溶血栓药物，纳豆激酶与当前使用的溶

血栓药物相比，具有成本低、作用迅速、安全性好，以

及可通过液体发酵大规模生产等优点［４］。

在国内液态发酵相关资料的基础上［５７］，本文通

过对纳豆激酶液态发酵培养基及发酵条件进行优

化，在提高纳豆激酶产量的同时，减少了发酵时间，

降低了生产成本，为工业化生产奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　纳豆枯草芽孢杆菌由本中心从市售
纳豆中分离，筛选获得，并经广东省微生物分析检测

中心鉴定为枯草芽孢杆菌，检测报告编号为粤微检

２０１２ＺＤ０１７５。
１．１．２　仪器及设备　超净工作台（ＳＷ ＣＪ２ＦＤ，
苏州净化）、电热恒温振荡培养器（ＴＨＺ Ｑ，太仓华
美）、立式灭菌锅（ＹＸＱ ＬＳ ７０Ａ，上海博迅）、电热
恒温培养箱（ＤＨＰ ９１６２，上海一恒）、发酵罐（ＢＩＯ
６００５Ｂ／Ｇ／Ｂ／Ｎ，上海高机生物）。
１．１．３　培养基　斜面固体培养基：蛋白胨１．０％，牛肉
膏０．５％，ＮａＣｌ１．４％，琼脂２％，ｐＨ７．０～７．２，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ；种子培养基：蛋白胨１．０％，牛肉膏０．５％，ＮａＣｌ
１．４％，ｐＨ７．０～７．２，１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ；初始发酵培养
基：大豆蛋白胨１．０％，可溶性淀粉２．０％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．０５％，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ０．４％，ＫＨ２ＰＯ４０．１５％，ＣａＣｌ２
０．０１％，调ｐＨ７．０～７．２，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．１．４　试剂　纤维蛋白原（Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ），凝血酶
（Ｔｈｒｏｍｂｉｎ）购自中国食品药品鉴定研究院，尿激酶
购自北京金赛，其余试剂均为国产试剂。
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１．２　方法
１．２．１　种子液制备　用接种环在斜面上取半环菌
种，接种至装有３０ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ三角瓶
中，３７℃，１６０ｒ·ｍｉｎ１摇床恒温培养。每隔 ２ｈ取
样，直至３０ｈ，１００００ｒ·ｍｉｎ１离心３０ｍｉｎ，弃上清，
称量菌体湿重，以时间为横坐标，湿重为纵坐标，作

为纳豆菌的生长曲线。

１．２．２　摇瓶发酵　在５００ｍＬ三角瓶中装有７５ｍＬ
发酵培养基，接种量为３％，３５℃，１６０ｒ·ｍｉｎ１培养
４８ｈ。从原始菌种起，每２４ｈ取上一代菌种，接种
到下一斜面中，共传代１８代，摇瓶发酵检测其稳定
性。同时考察葡萄糖，３％、４％、５％可溶性淀粉及种
龄为９，１０，１１ｈ的种子对产酶的影响。
１．２．３　５Ｌ发酵罐液态发酵　发酵罐装液量为
３．５Ｌ，初始ｐＨ为７．０，以氨水和乙酸酸调节 ｐＨ，接
种量为３％。通气量为０．５ｖｖｍ，搅拌速度为２２０～
７００ｒ·ｍｉｎ１（随着发酵时间的延长而调大），整个发
酵周期为２８～３２ｈ。
１．２．４　电泳检测　以ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳检测，按要求
配制５％浓缩胶，１０％分离胶，上样，电泳。染色液染色
１５ｍｉｎ，脱色液脱至无色。拍照，分析实验结果。
１．２．５　蛋白含量检测　参照ｌｏｗｒｙ等［８］的方法检测。

１．２．６　酶活性检测方法　参照 Ａｓｔｒｕｐ等［９］的方法

制备双层纤维蛋白平板进行酶活检测。

１．３　数据分析
采用Ｅｘｃｅｌ２００７及Ｂｉｏｒａｄ凝胶成像系统自带

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析处理。

２　结果与分析

２．１　纳豆菌生长曲线
由图１可知，从接种到种子培养基前４ｈ，纳豆

菌几乎没有生长，此时为纳豆菌的生长的延滞期，

４～１６ｈ为纳豆菌数量快速扩增，为菌株生长的指数
生长期，１６ｈ后进入菌株生长的平稳期。已有研
究［１０］表明处于指数生长期尤其是指数生长期中期

的幼龄种子产酶活性高，因此确定摇瓶发酵最适种

子种龄范围为９～１１ｈ。

图１　纳豆菌生长曲线
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｎａｔｔｏ

２．２　纳豆菌接种量及稳定性考察
由图２可知，在２８ｋＤａ位置有条带出现，说明有目

的蛋白表达，且条带浓度差异不大，说明分泌表达的纳

豆激酶的量差不多。由活性检测结果可知０９２１批（第
１代）及１００８批（第１８代）菌株在４２ｈ最大活性的溶
圈面积都为２０７．４５ｍｍ２（此时尿激酶１０００ＩＵ·ｍＬ１单
位的溶圈面积为２１２．３７ｍｍ２），说明在此种情况下，纳
豆激酶活性接近１０００ＩＵ·ｍＬ１，两代菌株无明显差
异，菌株稳定性好。在以３％、４％、５％接种量下，活性
无明显差异，考虑到后续发酵罐扩大培养对种子的需

求，最终确定接种量为３％。

　　从左到右：泳道１：蛋白标准品（ｋＤａ）；泳道２～４：第１代３％、

４％和５％接种量；泳道５～７：第１８代３％、４％和５％接种量。

Ｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ：Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄ（ｋＤａ）；Ｌａｎｅ２

４：Ｔｈｅ１ｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｏｃｕｌｕｍｓｓｉｚｅａｓ３％，４％ ａｎｄ５％，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ５ ７：Ｔｈｅ１８ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｏｃｕｌｕｍｓｓｉｚｅ

ａｓ３％，４％ ａｎｄ５％ ．

图２　第１代菌种和第１８代菌种不同接种量纳豆
激酶表达情况ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｓｉｚｅｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｈｅ１ｓｔａｎｄ１８ｔｈｂａｃｔｅｒｉａ

２．３　种龄及碳源对产酶的影响
从图３可知：以葡萄糖作为碳源时，杂带少，目

的条带为主带，以可溶性淀粉作为碳源时，杂带多，

　　从左到右：泳道１～３：以葡萄糖为碳源；泳道４～５，７：以可

溶性淀粉为碳源；泳道６：蛋白标准品（ｋＤａ）。

Ｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ：Ｌａｎｅ１３：Ｗｉｔｈｇｌｕｃｏｓｅａｓｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ；

Ｌａｎｅ４５，７：Ｗｉｔｈｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈａｓｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ；Ｌａｎｅ６：Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｔａｎｄａｒｄ（ｋＤａ）．

图３　纳豆激酶在不同条件下表达的ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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但目的条带的浓度要高于以葡萄糖为碳源，说明纳

豆激酶在以可溶性淀粉作为碳源的培养基的表达量

要高于在以葡萄糖为碳源的培养基。由活性检测结

果可知：纳豆菌种龄为９，１０和１１ｈ时，以可溶性淀
粉为碳源的产纳豆激酶的活性要高于以葡萄糖为碳

源的活性，纳豆菌种龄为１０ｈ时，以可溶性淀粉为
碳源的产酶活性最高为２１８．１７ｍｍ２（此时尿激酶
１０００ＩＵ·ｍＬ１单位的溶圈面积为１７７．８８ｍｍ２），因
此确定以培养１０ｈ的纳豆菌作为种子，以可溶性淀
粉作为发酵培养基的碳源。

由图４可知，在以３％为接种量的条件下，随着
可溶性淀粉浓度的增高，纳豆激酶目的条带的浓度

也随之增高，说明纳豆激酶的表达量随着可溶性淀

粉的浓度增高而增高，因此以４％的可溶性淀粉为
发酵培养基的碳源浓度。

　　从左到右：泳道１：蛋白标准品（ｋＤａ）；泳道２～４：２％可溶性淀
粉；泳道５～７：３％可溶性淀粉；泳道８～１０：４％可溶性淀粉。

Ｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ：Ｌａｎｅ１：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄ（ｋＤａ）；Ｌａｎｅ２
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图４　纳豆激酶在不同浓度可溶性淀粉为碳源的
发酵培养基表达的ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈ（ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ）ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

２．４　５Ｌ发酵罐放大发酵试验
以优化后的基础发酵培养基为发酵培养基，以

种龄为１０ｈ，３％（ｖ／ｗ）接种量，进行５Ｌ发酵罐（培
养基体积为３．５Ｌ）的液态发酵，在发酵过程中，分别
在发酵进行１４，２４和２８ｈ和发酵结束的３０ｈ取样，
将样品稀释 ２倍上样检测活性。标准曲线为：ｙ＝
１．８９０３－１．３１４７ｘ（Ｒ２＝０．９９０６），其活性在前２８ｈ
随发酵时间的增加而增长，到第２８小时活性达到最
大值，为２０５１．３ＩＵ·ｍＬ１，比摇瓶发酵所需时间更
短、活性更强。

３　结论与讨论

明飞平等［１１］的研究发现液态发酵纳豆激酶在

碳源优化中最佳碳源浓度为２％葡萄糖，而本文中
４％可溶性淀粉是最佳碳源浓度，可能原因是纳豆枯
草芽孢杆菌有淀粉酶活性，能够直接利用淀粉，但葡

萄糖更有利于菌体生长［１２］。

本文在现有研究的基础上经条件优化，工艺改

进，确定液态发酵最佳条件：纳豆枯草芽孢杆菌种子

的种龄为１０ｈ，接种量为３％，碳源为４％可溶性淀
粉，大豆蛋白胨１．０％，ＫＨ２ＰＯ４０．１５％，Ｎａ２ＨＰＯ４·
１２Ｈ２Ｏ０．４％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，ＣａＣｌ２０．０１％
为发酵培养基，发酵罐装液量为３．５Ｌ，３７℃，初始
ｐＨ为７．０，以氨水和乙酸调节 ｐＨ，通气量为 ０．５
ｖｖｍ，搅拌速度为２２０～７００ｒ·ｍｉｎ１（随着发酵时间
的延长而调高转速），整个发酵周期为 ２８～３２ｈ。
最终发酵罐中纳豆菌湿重能达到１６０．８９ｇ·Ｌ１，发
酵液上清得总蛋白 １．０７ｇ·Ｌ１，纳豆激酶活性超
２０００ＩＵ·ｍＬ１相当于尿激酶活力。
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