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摘　 要:纳豆激酶是一种纤维蛋白降解酶ꎬ最初从纳豆芽孢杆菌发酵的蒸煮大豆中分离提取ꎮ 与现有的纤溶酶相比ꎬ
纳豆激酶因显示出溶纤活性强、效率高和无副作用的优点而备受关注ꎬ但其用量大、产量低、成本高的特点阻碍了其

广泛应用ꎬ提高纳豆激酶产量和活性一直是推进纳豆激酶发展的重点ꎮ 本文介绍纳豆激酶高产菌株的来源、常用筛

选方法和高产菌株诱变方法ꎬ综述了微生物发酵纳豆激酶发酵条件优化、低成本培养原料替代及基因工程等相关研

究进展ꎬ旨在为高产纳豆激酶的研究提供思路ꎬ为纳豆激酶大规模推广应用奠定基础ꎮ
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　 　 纳豆激酶是一种纤维蛋白降解酶ꎬ最早是从纳

豆中分离提纯获得ꎮ 纳豆是由纳豆芽孢杆菌发酵

被蒸煮大豆而制成的一种豆制品ꎬ营养物质十分丰

富ꎬ具有降血压、降血糖、调节肠道、溶解血栓等多

种生物活性[１]ꎮ 纳豆激酶属于枯草杆菌蛋白酶家

族ꎬ分子量大约为 ２８ ｋＤａꎬ由 ２７５ 个氨基酸残基所构

成ꎬ其成熟肽的氨基酸序列与其他枯草杆菌蛋白酶

序列高度同源ꎮ 纳豆激酶等电点为 ８. ６ ± ０. ３ꎬ最适

温度和 ｐＨ 分别为 ５０ ℃和 ８. ０ꎬ在低温中可以保持

较高的稳定性ꎬ在温度超过 ６０ ℃的环境中会迅速失

活[２]ꎮ
纳豆激酶拥有水解纤维蛋白原的活性成分ꎬ能

够降解血栓[３￣４]ꎮ 近年来与血栓相关的脑梗死、中
风和心肌梗死等疾病严重威胁人类健康[５]ꎬ血栓的

主要成因是纤维蛋白和血小板形成血凝块ꎬ预防和

治疗心血管疾病的关键在于降解血凝块[６]ꎮ 临床

中用于溶解血栓的药物及物质逐渐增多ꎬ包括尿激

酶、链激酶等ꎮ 与这些纤溶酶相比ꎬ纳豆激酶溶栓

机制较多ꎬ能够通过 ４ 种直接或间接调节机制溶解

血栓:直接分解纤维蛋白分子ꎬ将其分解为小分子

肽和氨基酸ꎻ通过刺激血管内皮细胞使其分泌组织

型纤维蛋白溶酶原激活物( ｔ￣ａｐ)ꎻ激活尿激酶原激

酶转化为尿激酶ꎻ使纤维蛋白溶酶原激活物抑制剂

(ｐａｉ￣１)降解和失活ꎬ达到纤维蛋白水解的目的ꎮ 纳

豆激酶对溶栓的预防及治疗作用十分显著ꎮ 此外ꎬ
相较于其他纤溶酶ꎬ纳豆激酶无过敏反应及副作

用ꎬ成本较低ꎬ半衰期更长ꎬ更容易被人体吸收ꎬ且
对人体作用持续时间较长[７]ꎮ 纳豆激酶以其食物

来源和较强的纤溶活性为基础ꎬ作为一种功能性食

品添加剂ꎬ具有食品安全、成本低和效果持久的优

点ꎬ将纳豆激酶添加在食品中ꎬ通过食用可降低人

体中血液和血浆的粘度ꎬ达到预防和治疗血栓性疾

病的目的ꎮ
各种临床和流行病学证据都支持纳豆激酶的

抗炎作用ꎬ从膳食中摄取的纳豆可有效减低慢性炎

症疾病(包括关节炎、糖尿病、慢性阻塞性肺病等)
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的流行率及严重程度[８]ꎮ 大量研究表明纳豆激酶

在改善肥胖相关的氧化应激方面具有有益作用ꎬ纳
豆激酶可显著恢复肝脏抗氧化酶活性ꎬ防止肝脏组

织中的脂质过氧化和炎症细胞的浸润ꎬ并减少肝脏

和肾脏组织中的脂质积累[９]ꎮ 纳豆激酶也被认为

是抑制血管损伤后内膜增厚的膳食补充剂ꎬ一些研

究集中于纳豆激酶对增生性玻璃体视网膜疾病的

治疗作用[１０]ꎮ Ｋｏｕ 等[１１] 利用聚唾液酸(ＰＳＡ)修饰

纳豆激酶表面结构产生的复合物ＮＫ￣ＰＳＡ和 ＤＯＸ￣
ＳＡＬ 组合ꎬ抗肿瘤疗效分析表明ꎬＮＫ￣ＰＳＡ 使抗肿瘤

活性增强ꎬ这种结合有望成为抗击血栓性肿瘤的有

效策略ꎮ
因此ꎬ纳豆激酶作为微生物酶在临床、制药和

食品研发中具有广泛应用潜力[１２]ꎬ但纳豆激酶生产

成本高、产量低、研究起步较晚ꎬ并且国民对纳豆激

酶的认知度较低ꎬ阻碍了纳豆激酶的大规模生产和

应用ꎮ 本文综述了近年通过微生物发酵提高纳豆

激酶产量的研究进展ꎬ包括从自然界中筛选野生高

产菌株ꎬ通过物理化学及复合诱变方法提高菌株产

酶量、优化发酵培养基及培养环境ꎬ利用价格低廉

的碳源或者氮源合成培养基及基因工程等方法的

应用等方面内容ꎬ旨在为纳豆激酶大规模生产提供

思路ꎬ为纳豆激酶在各领域被开发利用奠定基础ꎬ
从而提升纳豆激酶被生活化应用的可能性ꎮ

１　 纳豆激酶生产菌株筛选

１. １　 产纳豆激酶菌株

纳豆激酶生产菌株主要从发酵食物中获得ꎬ例
如中国的传统发酵食品大豆酱豆豉、韩国的发酵食

品 Ｃｈｕｎｇｋｏｏｋ￣Ｊａｎｇ、发酵豆浆和牛乳等[１３]ꎮ 从这些

发酵食品中所获得的假单胞菌、海洋生物和芽孢杆

菌属被认为是有效的纳豆激酶生产者ꎬ其中枯草芽

孢杆菌是公认的相对安全的益生菌ꎬ通常用作纳豆

发酵的发酵菌株ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１４] 将从纳豆中分离的

菌株(Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＮＦＥ０１２６)作为生产菌株ꎬ其在液体

发酵培养中的溶栓活性为 ３ ５１１ Ｕ􀅰ｍＬ － １ꎮ 姚明静

等[１５] 从 传 统 的 韩 国 发 酵 豆 浆 中 分 离 得 到

Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＷＲＬ１０１和 Ｂ. ｓｐ. ＤＪ￣４ꎬ将其鉴定为具有

强纤溶活性的海洋细菌 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｒｕｂｉｄａｅａ ＫＵＡＳ００１ꎬ
对其深层发酵强化产酶的工艺参数进行优化ꎬ使纤

维蛋白溶解酶活性提高至 ３９４. ９ ＩＵ􀅰ｍＬ － １[１６]ꎮ 巩涛

等[１７]从 ４ 种不同风味不同产地的纳豆和豆豉食品

中分离得到 ２６ 株菌株ꎬ筛选得到 ２ 株纳豆激酶高产

菌株ꎮ
由于不同研究人员所使用的纳豆激酶活性测

定方法不同ꎬ导致纳豆激酶活性定义单位不一致ꎬ

如 ＦＵ􀅰ｍＬ － １、Ｕ􀅰ｍＬ － １、ＩＵ􀅰ｍＬ － １、ＦＵ􀅰ｇ － １、Ｕ􀅰ｇ － １等ꎬ
因此较难对这些产酶菌株生产纳豆激酶的能力进

行比较ꎮ 此外ꎬ从环境中分离得到的野生菌株发酵

产生的纳豆激酶的活性较低ꎬ生产能力有限ꎮ 这些

因素都制约高效纳豆激酶菌株的大规模应用ꎮ
１. ２　 高产菌株筛选

研究中一般采用诱变技术和抗生素处理菌样ꎬ
通过初筛、复筛和验证等步骤获得纳豆激酶高产菌

株ꎮ 初筛一般在固体培养基平板上进行ꎬ筛选蛋白

酶活性较高的菌样ꎬ常用的方法包括酪蛋白法、脱
脂蛋白平板法等ꎮ 复筛一般将初筛获得的菌样在

固体或者液体培养基中培养ꎬ进一步筛选纳豆激酶

活性较高的菌株等ꎮ 纳豆激酶活性的测定方法包

括酶联免疫吸附法[１８]、四肽底物法[１９]、纤维蛋白平

板法[２０]、紫外分光光度法[２１] 和 Ｆｏｌｉｎ￣酚法[２２] 等ꎮ
酶联免疫吸附法和四肽底物法是较早用于纳豆激

酶活性测定的方法ꎬ但由于操作复杂、成本高、准确

性不高等原因ꎬ近年来的研究中几乎不再使用ꎮ 目

前研究使用较多的酶活测定方法为纤维蛋白平板

法和紫外分光光度法ꎮ
１. ２. １　 酪蛋白法初筛　 酪蛋白法一般应用于纳豆

激酶高产菌株的初筛[２３]ꎬ将菌株进行活化、液培、离
心、水浴加热、梯度稀释等一系列处理后ꎬ用玻璃棒

均匀涂布在酪蛋白培养基上ꎬ再置于 ３７ ℃培养箱中

约 ２４ ｈꎬ估算透明圈与菌落直径的差值ꎬ挑选差值最

大的菌种并在固体 ＬＢ 培养基中进行分离纯化ꎬ将
纯种菌株放入装有甘油的试管中并在 － ８０ ℃冰箱

中保存ꎮ
酪蛋白法在筛选产纳豆激酶菌株过程中能够

选择过滤大部分非蛋白酶菌株ꎬ还需要通过复筛获

得具有较高纤溶活性的菌株ꎮ 王晓云等[２４] 将诱变

后的枯草芽孢杆菌 ＢＣ２ 的菌悬液均匀涂布于含酪

蛋白的平板上ꎬ挑选出透明圈与菌落直径差值最大

的菌株ꎬ经多次重复试验获得突变菌株 Ｂ３８ꎮ 钱泽

栋等[２５]酪蛋白平板法进行初筛ꎬ从日本北海道生产

的纳豆食品中筛选到 ５ 株产纳豆激酶的菌株ꎮ 薛莹

莹等[２６]通过酪蛋白平板法联合抗生素抗性筛选法ꎬ
从诱变菌株中获得高产纳豆激酶的突变菌株ꎮ 高

宏等[２７]利用酪蛋白初筛培养基筛选诱变菌株ꎬ获得

了高产菌株 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＸＺＩ１２５ꎮ
１. ２. ２　 纤维蛋白平板法复筛　 纤维蛋白法一般应

用于纳豆激酶高产菌株复筛[２８]ꎬ用接种环或牙签挑

取在酪蛋白培养基中挑选出的纯化菌株ꎬ点种在纤

维蛋白平板上ꎬ在 ３７ ℃的培养箱中培养ꎬ估算透明

圈与菌落直径差值ꎬ分离纯化差值最大的菌株ꎬ放
置在装有甘油的试管中并于 － ８０ ℃冰箱保存ꎮ 钱
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泽栋等[２５]利用纤维蛋白法复筛获得 １ 株高产纳豆

激酶的菌株ꎮ
１. ２. ３　 纤维蛋白平板法测定酶活　 纤维蛋白平板

法测定酶活主要是以尿激酶活性测定方法为基础ꎬ
并根据纳豆激酶的特征加以改进而建立的酶活测

定方法[２０]ꎬ利用纤维蛋白平板和尿激酶绘制标准曲

线ꎬ以标准曲线为参考计算纳豆激酶活性ꎮ 王玉雪

等[２９]将挑选出的菌株进行发酵ꎬ离心获得上清液并

加入打孔的纤维蛋白平板中培养ꎬ测量透明圈直径

并与尿激酶标准曲线对比得到发酵液的实际酶活ꎮ
李宝库[３０]采用纤维蛋白原平板法进行复筛ꎬ进一步

确定产纤溶酶菌株发酵产酶活性高低ꎬ并确定目的

菌株 ＨＦ１、ＨＦ３ꎮ 薛健等[３１] 利用纤维蛋白平板法测

定初筛菌株的纳豆激酶活性ꎬ最终筛选出高产纳豆

激酶的菌株ꎮ 张杰等[３２] 利用超声波和紫外线诱变

处理菌株ꎬ再利用纤维蛋白平板法测定突变菌株的

酶活ꎬ选育出优势菌株 ＢＳＣＺ￣４ꎮ 宋文超[２２] 对纳豆

芽胞杆菌 ＢＳＮ￣３ 菌体进行紫外诱变ꎬ采用脱脂牛奶

平板法初筛ꎬ采用 Ｆｏｌｉｎ￣酚法测定酶活进行复筛ꎬ然
后采用纤维蛋白平板法进一步筛选出 １ 株高产稳定

的产纳豆激酶菌株 Ａ１０￣５ꎮ
纤维蛋白平板法虽操作简单、反应直观ꎬ但纤

维蛋白原、凝血酶及尿激酶较贵ꎬ使得测定成本较

高ꎬ而且纤维蛋白平板上的透明圈测定具有主观

性ꎬ反应时间、温度以及批次等存在误差ꎬ因此纳豆

激酶活性测定结果存在准确性低、重复性较差等

缺点ꎮ
１. ２. ４　 紫外分光光度法测定酶活　 紫外分光光度

法是根据样液 ２７５ ｎｍ 处的吸光度计算纳豆激酶酶

活的方法[２１]ꎮ 高泽鑫[３３] 将筛选出的 １５ 株高产纳

豆激酶菌株再通过紫外分光光度法进行精确测定ꎬ
获得各菌株产生的纳豆激酶酶活ꎮ 王昶[３４] 通过利

用紫外分光光度法ꎬ测定菌株发酵的产酶活性作为

指标ꎬ诱变育种获得纤溶酶高产菌株ꎬ以及突变菌

株的最佳发酵条件ꎮ
利用紫外分光光度法测定纳豆激酶酶活所得

数据较稳定、操作简单且重复性强ꎬ但目前在测定

过程中所使用的纤维蛋白原和凝血酶价位较高ꎬ导
致利用紫外分光光度法测定纳豆激酶活性的成本

偏高ꎮ

２　 菌株诱变技术

２. １　 物理诱变

２. １. １　 紫外诱变　 传统诱变技术是大多数微生物

育种方法中提高菌株性能的重要途径ꎮ 紫外线辐

射是一种重要的物理诱变方法ꎬ是筛选优良芽孢杆

菌菌株的有效手段ꎮ 其作用机理是紫外线辐射能

量使菌株 ＤＮＡ 分子嘧啶之间形成二聚体ꎬ导致碱基

配对异常、细胞发生突变或死亡[３５]ꎮ
Ｅｔｈｉｒａｊ 等[３６￣３７]研究表明ꎬ紫外线辐射 ４０ ｓ 使突变

菌株的酶活性相比于野生型菌株(２ ７７０ ＥＵ􀅰ｍＬ －１)增
至 ３ ２３４. ９ ＥＵ􀅰ｍＬ － １ꎮ 王晓云等[２４] 对枯草芽孢杆

菌 ＢＣ２ 进行 ６ 次紫外线诱变ꎬ筛选出蛋白酶活高达

８６. ８２ Ｕ􀅰ｍＬ － １的突变菌株ꎬ酶活是初始菌株 ＢＣ２ 的

３. １４ 倍ꎮ 钱泽栋等[２５] 将原始菌株 ＸＤ２ 制成菌悬

液ꎬ放置在紫外灯下辐照诱变 １５０ ｓꎬ突变菌株致死率

达到 ８４. ０９％ꎬ筛选出发酵后纳豆激酶活性较高且稳

定性较强的菌株ꎬ酶活性最高达 １ １３７. １５ Ｕ􀅰ｍＬ －１ꎬ比
未诱变的菌株发酵后的酶活性提高了 １５％ ꎮ 紫外

线辐照诱变菌株能够在一定程度上提高纳豆激酶

活性ꎬ但紫外诱变需要防止光复活现象ꎬ操作过程

需要避光ꎮ
２. １. ２　 等离子体诱变　 等离子体诱变技术在近年

来的工业微生物育种领域发挥着重要的作用ꎬ诱变

过程在常温常压下进行ꎬ等离子体中的活性粒子使

细胞中的多个双链 ＤＮＡ 位点发生改变ꎬ导致菌株基

因序列改变[３８￣３９]ꎮ 薛莹莹等[２６] 采用纤维蛋白平板

法判定纳豆激酶活力ꎬ采用常压室温等离子体诱变

系统(ＡＲＴＰ)对枯草芽孢杆菌 ＸＺＩ１２５ 进行诱变ꎬ联
合抗生素进行筛选ꎬ得到 ３ 株产纳豆激酶活性相对

较高的菌株 Ａ２７、Ａｒ４１ 和 Ａｃ３５ꎬ发酵后的纳豆激酶

活性分别比未诱变菌株(２ ４９０ ＩＵ􀅰ｍＬ － １ )提高了

２３􀆰 ０％ 、２５. １％和 ２６. ５％ ꎮ 等离子体诱变在正常环

境中即可进行ꎬ操作比较简单ꎬ具有高度的可操作

性ꎬ相比于紫外线和化学诱变ꎬ引起的 ＤＮＡ 损伤程

度更高[４０]ꎮ
２. １. ３　 离子束注入诱变　 离子束生物技术是近年

来发展起来的新兴技术ꎬ离子注入诱变已成功应用

于作物和微生物育种[４１]ꎮ 当低能离子束注入机体

后ꎬ生物体内的能量会沉淀下来ꎬ染色体会易位、重
复、缺失及倒置ꎬ导致突变ꎬ生物体内的物质也会沉

淀下来ꎬ某些 ＤＮＡ 分子被其他物质取代或补充ꎬ阻
碍修复ꎮ 高宏等[２７] 用离子束诱变枯草芽孢杆菌

ＸＺ３ꎬ筛选出的菌株发酵产生的纤溶酶活性提高

１６０％ ꎬ达到 １ ２３０. ４５ Ｕ􀅰ｍＬ － １ꎮ
２. ２　 化学诱变

化学诱变是常用的诱变手段ꎬ是通过利用化学

诱变剂自身分子结构的不稳定性对生物体进行诱

变ꎮ 在化学诱变中常用的诱变剂是烷基化剂ꎬ烷化

剂的种类比较多ꎬ常见的有亚硝基胍、硫酸二乙酯

等ꎬ这类诱变剂主要影响 ＤＮＡ 复制过程ꎬ使碱基产

生错配、缺失或者移码等[４２]ꎮ 臧学丽[４３] 使用亚硝
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基胍对产纳豆激酶枯草芽孢杆菌进行诱变ꎬ诱变后

的菌株产酶活性达到 ４ １００ Ｕ􀅰ｇ － １ꎬ发酵产酶量提高

１２２􀆰 ２％ ꎮ 牛春华等[４４]采用亚硝基胍(ＮＴＧ)和硫酸

二乙酯(ＤＥＳ)诱变枯草芽孢杆菌 ＪＡＡＳＢꎬ获得 ７ 株

蛋白酶分泌能力提高且遗传稳定性较好的菌株ꎮ
虽然化学诱变剂的毒性较小ꎬ但诱变剂产生的正突

变率低[４５]ꎮ
２. ３　 复合诱变

复合诱变也是诱变菌株常用的手段ꎬ紫外诱

变、等离子体诱变常与其他物理或化学诱变复合使

用[３９]ꎮ 复合诱变通过复合理化因素诱发突变的效

果优于单因素诱变ꎮ 王玉雪等[２９] 对 ＪＮＦＥ１１２６ 菌株

进行紫外线和６０Ｃｏ￣γ 射线联合诱变ꎬ筛选出纳豆激酶

细胞产量显著提高的突变菌株ꎬ并检验了其第 ５ 代和

第 １０ 代摇瓶发酵的遗传稳定性ꎮ 卞承荫等[４６] 利用

紫外诱变与甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)复合诱变方法对豆

豉中挑选出的枯草芽孢杆菌菌株进行诱变ꎬ诱变菌株

发酵后纳豆激酶酶活力达到 １６ ３５１ Ｕ􀅰ｍＬ －１ꎮ 杨子

琼等[４７]采用甲基磺酸乙酯和紫外复合诱变的方法

对芽孢杆菌 ＸＤ２ 进行诱变筛选ꎬ获得一株纳豆激酶

高产稳产菌株 ＹＣ４ꎮ 复合诱变通常是通过物理诱变

与化学诱变复合或者利用某种单一诱变方式多次

作用于野生菌株ꎬ与单一诱变相比ꎬ复合诱变所产

生的突变频率较高ꎮ
此外ꎬ利用一种方法进行多次诱变也往往可以

产生更好的诱变效果ꎮ

３　 发酵条件优化

３. １　 培养基优化

纳豆杆菌发酵纳豆激酶培养基组分通常由碳

源、氮源、金属离子、无机盐等组成ꎬ利用响应面以

及正交试验方法优化发酵培养基是提高发酵产物

性能最基础的手段ꎮ Ｄｅｅｐａｋ 等[４８] 通过使用响应面

法优化培养基中葡萄糖、蛋白胨、氯化钙和硫酸镁

含量ꎬ使纳豆激酶活性增加到 ３ １９４. ２５ Ｕ􀅰ｍＬ － １ꎮ
田莉等[４９]采用单因素试验和响应面方法优化得出

液体培养基的最佳配比ꎬ蛋白胨 ２６. ０５ ｇ􀅰Ｌ －１、葡萄糖

２９. ２９ ｇ􀅰Ｌ －１、ＭｇＳＯ４ １. ５ ｇ􀅰Ｌ －１、ＣａＣｌ２ ０. ７４ ｇ􀅰Ｌ － １、
ＮａＣｌ １０ ｇ􀅰Ｌ － １、接种量 ３％ ꎬｐＨ９􀆰 ０ꎬ使纳豆激酶活性

高达２ １８６. １７ ＩＵ􀅰ｍＬ － １ꎬ比优化前提高了 ２６９％ ꎮ
庞远祥等[５０] 从自然发酵作用大酱中筛选获得 １ 株

高产纳豆激酶菌种 ＳＨ２１ꎬ同时使用响应面优选方

法优化发酵条件ꎬ ｐＨ６. ０、接种量 ３％ 、发酵温度

３８ ℃ꎮ纳豆激酶活力值从最初的 １６６. ９９ Ｕ􀅰ｍＬ － １

上升到 ２０４. ５２ Ｕ􀅰ｍＬ － １ꎮ 培养基优化过程操作比较

简单ꎬ并能使纳豆激酶产量明显提高ꎮ

３. ２　 培养环境优化

除了合适的培养基外ꎬ产品的形成环境条件也

是发酵成功的条件之一ꎮ 纳豆激酶发酵环境一般

包括 ４ 个因素:发酵温度、发酵时间、发酵初始 ｐＨ
和菌种密度(即接种量) [５１]ꎬ此外ꎬ振荡速度、发酵

培养基 装 瓶 量[５２￣５３]、 网 孔 粒 径、 液 固 比 和 珠 固

比[５１ꎬ５４]等也是环境优化经常考虑的条件ꎮ 研究表

明发酵环境的优化能够明显提高纳豆激酶的产量ꎮ
满丽莉等[５２] 研究了 ５ 个单因素变量温度、初始 ｐＨ
值、接种量、装液量和摇床转速对枯草芽孢杆菌 ＭＸ￣６
发酵产纳豆激酶活性的影响ꎬ并采用响应面法优化发

酵条件ꎬ发酵温度 ３６. ６９ ℃ꎬ初始 ｐＨ６. ９４ꎬ接种量

３􀆰 ０３％ꎬ装液量 ４８. ７７ ｍＬꎬ振荡速度 １７０. ０５ ｒ􀅰ｍｉｎ －１ꎬ
纳豆激酶透明圈直径达到 ２０. ７１ ｍｍꎬ与初始菌株相

比增加了 ３５. ５４％ ꎮ

４　 发酵培养基原料替代

纳豆激酶的应用前景广泛ꎬ需求量较大ꎬ目前

研究中对于生产包括纳豆激酶在内的纤溶酶的低

成本原材料的探索非常有限ꎮ Ｓａｈｏｏ 等[５５]研究以高

营养含量的工业废弃物奶酪乳清代替发酵培养基

中的碳源ꎬ生产低成本的发酵培养基ꎮ 在枯草芽孢

杆菌的生长和纳豆激酶的发酵生产中ꎬ在培养基中

添加适当的氮源ꎬ最终得到成本较低的富含奶酪乳

清培养基ꎬ与普通培养基相比成本降低了 ５５％ ~
６０％ ꎮ Ｗａｎｇ 等[５６] 发酵培养基以虾壳废物为唯一

碳 /氮 源ꎮ Ｐａｎ 等[５７] 以 海 洋 枯 草 芽 孢 杆 菌

(Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｄ２１￣８)发酵ꎬ优化获得了豆粕 ２３. ２ ｇ􀅰Ｌ －１、
木薯淀粉 ２４. １ ｇ􀅰Ｌ － １、ＣａＣｌ２ １. ６ ｇ􀅰Ｌ － １的低成本培

养基ꎮ Ａｎｕｓｒｅｅ 等[５８]优化了发酵过程中工艺参数和

营养来源的浓度ꎬ如麦芽糖(１. ５％ Ｗ∶ Ｖ)、酵母提

取物(１. ５％ Ｗ∶ Ｖ)、ＮａＣｌ(１. ５％ Ｗ∶ Ｖ)和脱脂奶粉

(０. １５％ Ｗ∶ Ｖ)ꎬ使纤维蛋白溶解酶活性增强至

３９４. ９ ＩＵ􀅰ｍＬ － １ꎮ 纳豆激酶生产原料成本降低是纳

豆激酶应用研究的重要基础ꎬ为纳豆激酶在临床以

及生物技术中的应用奠定基础ꎮ

５　 基因工程技术应用

近年来ꎬ分子生物学技术发展迅速ꎬ在枯草芽

孢杆菌发酵过程中ꎬ基因工程技术也常用来改变菌

株的基因片段ꎬ以获得高产纳豆激酶菌株ꎮ 韩宇星

等[５９]研究表明敲除纳豆杆菌中合成 ｇ￣ＰＧＡ 的关键

基因 ｐｇｓＢ 能够提高纳豆激酶的分离纯化效率ꎮ 李

佳增等[６０]以毕赤酵母 Ｘ３３ 为真核表达宿主ꎬ以质粒

ａ￣Ａ￣ＮＫｔ 为模板ꎬ构建双启动子表达载体ꎬ使纳豆激

酶蛋白酶的表达量明显提高ꎬ酶活性显著提高ꎮ 赵
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菡等[６１]通过改变纳豆激酶表面的氨基酸ꎬ使纳豆激

酶表面的天冬氨酸、谷氨酰胺两种氨基酸分别突变

为天冬氨酸、谷氨酸ꎬ提高了纳豆激酶的活性和稳

定性ꎮ 筛选得到的 Ｑ５９Ｅ 突变菌株的纳豆激酶活性

比野生型明显增加ꎮ 此外ꎬ也可通过枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌、毕赤酵母等菌株实现纳豆激酶的高

效表达ꎬ使表达过程和转运成分工程化ꎬ以提高纳

豆激酶产量ꎮ 因此ꎬ通过基因工程技术改变菌株的

遗传信息ꎬ提高菌株产纳豆激酶的活性ꎬ是比较有

效的研究策略ꎮ

６　 前景与展望

纳豆激酶的应用越来越广泛ꎬ利用微生物生产

纳豆激酶的主要优点是在使用廉价的培养基上ꎬ在
较短的时间内获得较高的产率ꎮ 纳豆激酶具有抗

炎、抗血栓、抗肿瘤功能ꎬ有望作为功能性的添加

剂ꎮ 目前医药形式主要为肠溶性微胶囊以及压片ꎮ
然而ꎬ纳豆激酶的应用也具有一定的局限性ꎬ

其稳定性很容易受温度、ｐＨ 值、金属离子、小分子化

合物和有机物的影响ꎬ提高纳豆激酶的稳定性能够

为纳豆激酶的应用提供支持ꎮ 此外ꎬ在从发酵液中

提取和纯化纳豆激酶的过程中ꎬ回收效率低、纯度

低的特点也限制了纳豆激酶的工业化生产ꎬ而制药

工业不久也将需要超高纯度的纳豆激酶ꎬ在未来的

研究中ꎬ还需要开发下游分离纯化技术ꎬ以提高纳

豆激酶的纯化率、活性和稳定性ꎮ 相比于国外技

术ꎬ我国对于纳豆激酶研究不够成熟、发展较慢的

特点一直制约其在日常生活中的广泛应用ꎬ而提高

纳豆激酶产量能从本质上促进纳豆激酶的深入研

究及产业化应用ꎮ
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[３８] ＭＡ Ｙꎬ ＹＡＮＧ Ｈꎬ ＣＨＥＮ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ
ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｂｙ ａ ｎｏｖｅｌ
ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｔｏｏｌ (ＡＲＴＰ): Ａｌｋａｌｉｎｅ α￣ａｍｙｌａｓｅ ａｓ ａ ｃａｓｅ
ｓｔｕｄｙ [ Ｊ ] . Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １１４:
８２￣８８.

[３９] 耿海波ꎬ 郑辉ꎬ 张丽媛ꎬ 等. 常压室温等离子体诱变选育耐酸

酿酒酵母菌株[Ｊ] . 中国酿造ꎬ ２０２２ꎬ４１(２): １４４￣１４８. (ＧＥＮＧ
Ｈ Ｂꎬ ＺＨＥＮＧ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ａｃｉｄ ｔｏｌｅｒａｎｔ
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ａｎｄ ｒｏｏｍ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｐｌａｓｍａ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂｒｅｗｉｎｇꎬ ２０２２ꎬ ４１
(２): １４４￣１４８. )

[４０] ＺＨＡＮＧ Ｃꎬ ＱＩＮ Ｊ Ｆꎬ ＤＡＩ Ｙ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ａｎｄ ｒｏｏｍ
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｙｅａｓｔ Ｃａｎｄｉｄａ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ２９６: ７￣１３.

[４１] ＫＨＡＮＥＧＨＡＨ Ａ Ｍꎬ ＭＯＯＳＡＶＩ Ｍ Ｈꎬ ＯＬＩＶＥＩＲＡ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｂｅａｍ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｅｒｅａｌ￣ｂａｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ: Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ
ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ １４３: １１１５５７.

[４２] 李娟宁ꎬ 吕英ꎬ 赵桂琴ꎬ 等. 化学诱变剂 ＥＭＳ 和 ＭＮＵ 对燕麦

种子萌发和幼苗生长的影响[Ｊ] . 草原与草坪ꎬ ２０２１ꎬ ４１(３):
１１. (ＬＩ Ｊ Ｎꎬ ＬＹＵ Ｙꎬ ＺＨＡＯ Ｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｍｕｔａｇｅｎｓ ＥＭＳ ａｎｄ ＭＮＵ ｏｎ ｏａｔ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ[Ｊ] . Ｐｒａｉｒｉｅ ａｎｄ Ｌａｗｎꎬ ２０２１ꎬ ４１(３): １１. )

[４３] 臧学丽. 纳豆激酶生产菌的亚硝基胍诱变[ Ｊ] . 中国农业信

息ꎬ ２０１６(２０): １３４. ( ＺＡＮＧ Ｘ Ｌ. Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ [ Ｊ ] . Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ２０１６(２０): １３４. )

[４４] 牛春华ꎬ 迟燕平ꎬ 高岩ꎬ 等. 高产蛋白酶枯草芽孢杆菌 ＪＡＡＳＢ
的多种诱变选育 [ Ｊ] . 食品工业ꎬ ２０１３ꎬ ３４ (５ ): １５９￣１６３.
(ＮＩＵ Ｃ Ｈꎬ ＣＨＩ Ｙ Ｐꎬ ＧＡＯ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｈｉｇｈ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＡＡＳＢ [ Ｊ] .
Ｆｏｏｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙꎬ ２０１３ꎬ ３４(５): １５９￣１６３. )

[４５] 李雪平ꎬ 金珂ꎬ 张向军. 化学诱变剂诱变植物的研究进展

[Ｊ] . 现代农业ꎬ ２０１９(２): ２. (ＬＩ Ｘ Ｐꎬ ＪＩＮ Ｋꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｊ.
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｕｔａｇｅｎｓ ｍｕｔａｇｅｎ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ ] .
Ｍｏｄｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ ２０１９(２): ２. )

[４６] 卞承荫ꎬ 黄舒婷ꎬ 潘大仁ꎬ 等. 利用紫外线和 ＥＭＳ 诱变选育

高产枯草芽孢杆菌[ Ｊ] . 福建农林大学学报(自然科学版)ꎬ
２０１４ꎬ ４３(３): ３１２￣３１５. (ＢＩＡＮ Ｃ Ｙꎬ ＨＵＡＮＧ Ｓ Ｔꎬ ＰＡＮ Ｄ Ｒꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｙｉｅｌｄｉｎｇ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｂｒｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｎｄ ＥＭＳ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｅｄｉｔｉｏｎ)ꎬ
２０１４ꎬ ４３(３): ３１２￣３１５. )

[４７] 杨子琼ꎬ 李迪文ꎬ 赵小斌ꎬ 等. 纳豆激酶高产菌株的复合诱变

选育[Ｊ] . 武汉工程大学学报ꎬ ２０２２ꎬ ４４(１): ５. (ＹＡＮＧ Ｚ Ｑꎬ
ＬＩ Ｄ Ｗꎬ ＺＨＡＯ Ｘ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈ￣
ｙｉｅｌｄｉｎｇ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ ｓｔｒａｉｎｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｗｕｈａｎ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０２２ꎬ ４４(１): ５. )

[４８] ＤＥＥＰＡＫ Ｖꎬ ＫＡＬＩＳＨＷＡＲＡＬＡＬ Ｋꎬ ＲＡＭＫＵＭＡＲＰＡＮＤＩＡＮ Ｓꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｄｉａ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｕｓｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ [ Ｊ ] .
Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ９９(１７): ８１７０￣８１７４.

[４９] 田莉ꎬ 卢轶男ꎬ 朱建ꎬ 等. 产纳豆激酶的枯草芽孢杆菌基因工

程菌发酵条件的响应面优化[ Ｊ] . 武汉工程大学学报ꎬ ２０１８ꎬ
４０(６):８. (ＴＩＡＮ Ｌꎬ ＬＵ Ｙ Ｎꎬ ＺＨＵ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｇｅｎｅ￣
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｗｕｈａｎ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１８ꎬ ４０(６): ８. )

[５０] 庞远祥ꎬ 谢远红ꎬ 金君华ꎬ 等. 低嘌呤ꎬ高纳豆激酶活性枯草

芽孢杆菌 ＳＨ２１ 筛选及发酵条件优化[ Ｊ] . 食品与发酵工业ꎬ
２０２１ꎬ ４７ (１１): ６. ( ＰＡＮＧ Ｙ Ｘꎬ ＸＩＥ Ｙ Ｈꎬ ＪＩＮ Ｊ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｌｏｗ
ｐｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＳＨ２１ [ Ｊ] .

Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｉｎｄｕｓｔｒｙꎬ ２０２１ꎬ ４７(１１): ６. )
[５１] ＮＧＵＹＥＮ Ｔꎬ ＣＯＮＧ Ｈ Ｎ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅａｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｂｙ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ １４２３[Ｊ] . Ｅｎｅｒｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２０ꎬ ６(Ｓ１): ８３１￣８３６.

[５２] 满丽莉ꎬ 向殿军. 响应面法优化枯草芽孢杆菌 ＭＸ￣６ 产纳豆

激酶发酵条件[ Ｊ] . 食品研究与开发ꎬ ２０１９ꎬ ４０ (２１ ): ６.
(ＭＡＮ Ｌ Ｌꎬ ＸＩＡＮＧ Ｄ Ｊ. Ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｓ
ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＸ￣６ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ￣
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２０１９ꎬ ４０
(２１): ６. )

[５３] 周雪琴ꎬ 刘良忠. 枯草芽孢杆菌筛选及其产纳豆激酶的液态

发酵条件优化[ Ｊ] . 食品工业科技ꎬ ２０２２ꎬ ４３(７): １６３￣１６９.
( ＺＨＯＵ Ｘ Ｑꎬ ＬＩＵ Ｌ Ｚ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｎｄ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ￣
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ[Ｊ] . Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｆｏｏｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙꎬ ２０２２ꎬ ４３(７):
１６３￣１６９. )

[５４] ＮＡ Ｇꎬ ＳＯＮＧ Ｘ Ｒꎬ ＰＩＮＧ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｍａｇｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｔｔｏ ｏｎ ｇｉｎｋｇｏ
ｓｅｅｄｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ[ Ｊ] . ＬＷＴꎬ ２０１８ꎬ
９７: １７２￣１７９.

[５５] ＳＡＨＯＯ Ａꎬ ＭＡＨＡＮＴＹ Ｂꎬ ＤＡＶＥＲＥＹ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｕｓｉｎｇ ｃｈｅｅｓｅ ｗｈｅｙ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｗａｔｅｒ Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２０２０ꎬ ３８: １０１５３３.

[５６] ＷＡＮＧ Ｓ Ｌꎬ ＣＨＥＮ Ｈ Ｊꎬ ＬＩＡＮＧ Ｔ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ＴＫＵ０１５ ｕｓｉｎｇ ｓｈｒｉｍｐ ｓｈｅｌｌｓ ａｓ
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