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纳豆激酶的分离纯化及体外溶栓特性研究
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摘　要：通过硫酸铵分步沉淀和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶过滤层析，分离纯化纳豆激酶，并用 ＳＤＳＰＡＧＥ和 ＰＡＧＥ电泳检

测纯化效果，体外溶栓试验检测纳豆激酶的溶栓特性。ＳＤＳＰＡＧＥ显示纳豆激酶为单一条带，分子量为 ３３ｋＤａ，而

ＰＡＧＥ至少有 ３个具有纤溶活性的区域，表明纳豆激酶可能由几种同工酶组成，体外溶栓结果表明：与蚓激酶相比，纳

豆激酶具有较强的的体外溶栓和抗凝作用，并有一定的溶血作用。
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　　纳豆激酶（Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ，简称 ＮＫ）是日本的传
统食品———纳豆（Ｎａｔｔｏ）在发酵过程中，由纳豆芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｎａｔｔｏ）产生的具有纤溶活性的丝氨酸
蛋白酶

［１－３］
，该酶不但具有明显的溶栓活性，而且还

可以激活体内的纤溶酶原，增加内源性溶纤酶的含

量，具有降血压、抗氧化、抗肿瘤及重要的溶解血栓

等医药功效；且与传统的溶栓制剂相比，有不易引

起出血、无抗原性、半衰期长、安全无毒且成本低廉

和能口服吸收溶栓等优点
［４］
，因而具有广阔的开发

前景，可能成为新一代的溶栓药物。自 １９８７年 Ｄｒ．
Ｓｕｍｉ首次从日本传统发酵食品纳豆中发现并分离
出纳豆激酶以来，便受到世界相关研究人员的广泛

关注
［５］
。而有关纳豆激酶分离纯化的研究中，目前

常用的方法有过滤、离心、盐析、超滤、凝胶过滤、层

析分离。其中阎家麒等
［６－７］

将发酵液通过硫酸铵盐

析沉淀，超滤除盐，经过 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００层析柱后，
再经过 Ｓｅｐｈａｃｒｙ１Ｓ２００层析柱得到 ３１０２０Ｕ·
ｍｇ－１的冻干产物，其纯化方法最好，产物活性最高。

采用自选菌株，通过固体发酵的方法产纳豆激

酶，生理盐水提取后，对粗酶进行分离纯化，经 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ测定其分子量；并对酶液做了体外抗凝、溶栓

和溶血实验，以期为进一步开发利用纳豆激酶提供

依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　菌株　所用菌株为实验室分离的、产酶活

性较高的菌株。

１．１．２　试剂　牛纤维蛋白原、凝血酶和标准尿激

酶，均购自中国药品生物制品检定所，葡聚糖凝胶

（ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００）为 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产品，低相对分

子质量标准蛋白为上海东风生化试剂厂产品，蚓激

酶为市售国药，其它试剂均为国产分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　纳豆激酶的提取　将常温干燥后的发酵成

熟物粉碎，取 １ｇ粉碎物，加入 １０ｍＬ生理盐水中，

混匀，４℃冰箱静置 ４ｈ后，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０

ｍｉｎ，上清液即为 ＮＫ粗酶液（蚓激酶采用相同的提

取方法）。
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１．２．２　纳豆激酶活性测定　根据改进的 Ａｓｔｒｕｐ的
方法

［８］
，将尿激酶标准品 （２０、４０、６０、８０、１００、

１２０ＴＵ·ｍＬ－１）各１０μＬ点样于新配制的纤维蛋白
平板上，静置１０ｍｉｎ，３７℃恒温培养 １８ｈ，取出测定
溶解圈直径，计算溶解圈面积。以标准酶活力对数

为横坐标，以溶解圈面积对数为纵坐标，绘制尿激

酶标准曲线。

吸取粗酶液１０μＬ，点样于纤维蛋白平板上，静
置１０ｍｉｎ，３７℃恒温培养 １８ｈ，测定透明圈的直径。
根据标准曲线，计算纤溶酶的活力，参考周伏忠

［９］

等的方法。

１．２．３　纳豆激酶的分离纯化　硫酸铵盐析浓缩：
在磁力搅拌下，向纳豆激酶粗酶液中缓慢加入研磨

过的 （ＮＨ４）２ＳＯ４，至其饱和度为２５％，４℃冰箱中净

置过夜，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，收集上清液，以
除去部分杂蛋白；按照同样的方法，向收集的上清

液中继续加入研磨过的 （ＮＨ４）２ＳＯ４，至饱和度为

６５％，４℃冰箱中净置过夜，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
３０ｍｉｎ，弃上清，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．４的 ＰＢＳ溶
解沉淀和壁附物（溶液浓缩 １０倍）。浓缩后的酶液
放入 ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ ｐＨ７．４的 ＰＢＳ中，透析除去
（ＮＨ４）２ＳＯ４。

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶层析分离纯化：按照王
萍

［１０］
等的方法，将溶胀吸水后的 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００装

柱（１．０×３０ｃｍ）；将１ｍＬ透析后的ＮＫ浓缩液加入
层析柱，至样品全部进入凝胶后，开始收集洗脱液，

控制流速３ｍＬ·１０ｍｉｎ－１，每１０ｍｉｎ收集１管（约３
ｍＬ），并按照洗脱顺序编号，直至洗脱液中检测不到
蛋白质为止，共收集洗脱液２０管。

ＳＤＳＰＡＧＥ测定 ＮＫ分子量并检测纯化效果：
参考文献［１１］，将柱层析后的洗脱液（每管约 ３
ｍＬ）置于透析袋中，聚乙二醇浓缩 １０倍左右后，用
纤维蛋白平板检测其 ＮＫ活性，得到的高活性样品
（２、３、４、５、６号管），通过 ＳＤＳＰＡＧＥ（１２％的分离胶
和５％的浓缩胶）检测其纯化效果。

纳豆激酶的活性电泳 （ＰＡＧＥ）：按照文 献
［１２－１３］，在配制 １０％（Ｗ／Ｖ）聚丙烯酰胺分离胶
时，加入终浓度为０．０１２％的牛纤维蛋白原，电泳结
束后，置于０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．４的 ＰＢＳ缓冲液中，
３７℃保温８ｈ，考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色 １ｈ，脱色后，
观察凝胶的未着色区带。

１．２．４　纳豆激酶体外抗凝、溶栓，溶血的初步观察
　根据王萍等和段智变等［１４－１５］

的方法，进行体外

抗凝、溶栓、溶血试验。

体外抗凝：将适当稀释的各组粗酶液各取 １ｍＬ

加入洁净试管内；大白兔心脏取血，将部分新鲜兔

血１ｍＬ迅速加入各个预加有不同浓度 ＮＫ粗酶液
或生理盐水的试管内，轻微震摇、混匀，室温放置

（２０～２５℃），观察纳豆激酶的抗凝效果。
体外溶栓：取部分新鲜兔血，自然凝固后，切成

２～５ｍｍ３的小血凝块，用吸水纸吸干表面水分，称
重后，加入含有１ｍＬ不同浓度粗酶液的试管中，同
时设生理盐水为空白对照，放于 ３７℃温箱内，定时
观察纳豆激酶的溶栓效果，并于 ４ｈ后取出试管中
的血块，用吸水纸吸干表面水分称重。

对兔血红细胞的影响：取部分新鲜兔血迅速加

入带有玻璃珠的三角瓶内，振荡 １０ｍｉｎ脱纤，２５００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清，红细胞沉淀物用生理
盐水洗涤离心数次，直至离心上清液不再显红色为

止，后用０．９％氯化钠配置 ２％红细胞悬液；取不同
浓度的纳豆激酶粗酶液或生理盐水各１ｍＬ，与１ｍＬ
红细胞悬液混合，放于 ３７℃培养箱中，定时观察各
试管的变化。

２　结果与分析

２．１　纳豆激酶的纯化
ＮＫ粗酶液经过硫酸铵盐析浓缩、ＥｐｈａｄｅｘＧ

１００凝胶层析纯化后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示为１条分
子量约３３ＫＤ的单一蛋白条带（图 １Ａ）；而经 ＰＡＧＥ
活性电泳显示，则有 ３条具明显纤溶酶活性的区带
（图１Ｂ），说明纳豆激酶可能由几种同工酶组成。

Ａ：１．蛋白质分子量 Ｍａｒｋｅｒ；２、３、４、５．分别为 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱

层析２、３、４、５号洗脱液；６．粗酶液

Ｂ：１、２、３分别为 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱层析２、３、４号洗脱液

Ａ：１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２、３、４、５．ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｂｙＳｅｐｈ

ａｄｅｘＧ１００；６．Ｃｒｕｄｅｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ

Ｂ：１、２、３ＰｕｒｉｆｉｅｄＮＫｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００

图 １　ＳＤＳＰＡＧＥ分析（Ａ）和 ＰＡＧＥ分析（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥＡｎａｌｙｓｉｓ（Ａ）ａｎｄＰＡＧＥＡｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）

２．２　纳豆激酶体外抗凝、溶栓、溶血效果
２．２．１　体外抗凝特性　兔血加入等体积水中，瞬
时全部凝固；生理盐水中加入的兔血，在 ２ｍｉｎ内全
部凝固；发酵产生的纳豆激酶粗酶液的５倍和１０倍
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稀释液，以及蚓激酶提取液的 ２倍、５倍和 １０倍稀
释液，均在１０ｍｉｎ内凝固；ＮＫ粗酶液和２倍稀释液
以及蚓激酶提取液样品中的兔血，在 １０ｍｉｎ时开始
出现不同程度的凝固。表１和图２分别为 ８ｈ后凝
固的兔血称重结果和所拍照片，由此可以看出，纳

豆激酶的抗凝能力较蚓激酶强。

表 １　体外抗凝试验

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅ

ＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｎｄＬｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ

希释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

纤溶活性

Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｇ－１

兔血重量

Ｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｂｌｏｏｄｃｌｏｔ／ｇ

纳豆激酶
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图 ２　不同浓度纳豆激酶和蚓激酶的体外抗凝效果

Ｆｉｇ．２　Ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅ

ＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｎｄＬｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ

２．２．２　体外溶栓特性　纳豆激酶和蚓激酶提取液
溶解兔血凝块。表 ２和图 ３分别为 ３７℃溶解兔血
凝块４ｈ后称重结果和所拍照片，由二者可知，实验
室发酵产生的 ＮＫ的溶栓能力较国药蚓激酶强；结
合血块溶解量与溶出红细胞的浓度，可以发现，纳

豆激酶和蚓激酶血凝块溶解量与其溶出红细胞的

浓度并不成正比，表明在酶浓度较高时，对溶出的

红细胞具有一定的裂解作用。

表 ２　纳豆激酶和蚓激酶的溶栓效果

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅＮａｔｔｏｋｉｎａｓａｎｄＬｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ

稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

前期兔血重量

Ｆｉｒｓｔｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｂｌｏｏｄｃｌｏｔ／ｇ

最后兔血重量

Ｌａｓｔｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｂｌｏｏｄｃｌｏｔ／ｇ

溶解兔血重量

Ｗｅｉｇｈｔｏｆｄｉｓｓｏｌ

ｖｅｄｂｌｏｏｄｃｌｏｔ／ｇ

相对溶解率

Ｒｅｌａｔｉｖｅｄｉｓｓｏｌｖｅ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％

绝对溶解率

Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｄｉｓｓｏｌｖｅ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％

溶解红细胞浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｂｌｏｏｄ

ｃｅｌｌ（ｅｎｔｒｉｅｓ／ｍＬ）

Ｃｒｕｄｅ

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ

 ０．５２４ ０．０５１ ０．４７３ ９０．３ ７４．２ １．５６×１０８

２ ０．４９９ ０．０６９ ０．４３０ ８６．２ ７０．１ ８．４８×１０８

５ ０．４８ ０．２４５ ０．２３５ ４９．０ ３２．９ ２．９６×１０８

１０ ０．５０ ０．３４２ ０．１５８ ３１．６ １５．５ １．６０×１０８

Ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

Ｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ

 ０．４９０ ０．０６２ ０．４２８ ８７．３ ７１．３ ４．００×１０８

２ ０．４３４ ０．１５３ ０．２８１ ６４．７ ４８．６ ２．５６×１０８

５ ０．４４６ ０．２９５ ０．１５１ ３３．９ １７．８ ７．２０×１０７

１０ ０．５５９ ０．３６０ ０．１９９ ３５．６ １９．５ １．３４×１０８

０．９％ ＮａＣｌ  ０．４６１ ０．３８７ ０．０７４ １６．１  ５．２０×１０７

图 ３　不同浓度纳豆激酶和蚓激酶的体外溶栓效果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅ

ａｎｄＬｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅ

２．２．３　纳豆激酶体外溶血特性　红细胞溶血实
验，３７℃保温 ４ｈ后，结果如图 ３。兔血红细胞在蒸

馏水中瞬间破裂，形成血红色液体，生理盐水试管

组，兔血红细胞在３０ｍｉｎ时出现明显分层，４ｈ红细
胞几乎全部沉淀，而蚓激酶提取液、２倍稀释液和 ５
倍稀释液，以及 ＮＫ提取液和 ２倍稀释液中的红细
胞可能已经全部破裂，液体呈暗红色；蚓激酶 １０倍
稀释液和 ＮＫ的 ５倍、１０倍稀释液中出现明显的分
层现象。结果表明高浓度的蚓激酶和纳豆激酶对

血红细胞均有一定破坏作用，而低浓度的蚓激酶和

纳豆激酶对红细胞的破坏作用则相对较小。

结合体外抗凝、溶栓和溶血试验发现，纳豆激

酶抗凝和溶栓能力均较蚓激酶强，这为纳豆激酶的

产业化生产奠定了坚实的基础。
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图 ４　不同菌株所产纳豆激酶的溶血结果

Ｆｉｇ．４　ＨｅｍｏｌｙｓｉｓｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｅａｎｄ

Ｌｕｍｂｒｏｋｉｎａｓｅｏｎｒａｂｂｉｔｂｌｏｏｄｃｅｌｌ

３　讨论

纯化后的纳豆激酶样品，经 ＳＤＳＰＡＧＥ呈单一

条带，分子量约为３３ｋＤａ；但 ＰＡＧＥ活性电泳后，显

示至少有３条具有纤溶活性的区带，这与凌洪博［１２］

单一活性组分的结果不同，表明该试验所用菌株发

酵产生的纳豆激酶，可能由几种同功酶组成。体外

抗凝，溶栓结果与王萍等
［１４］
的结果基本一致，表明

纳豆激酶具有非常显著的体外抗凝和溶栓作用，为

纳豆激酶的产业化奠定了坚实的基础；但溶血结果

发现，高浓度纳豆激酶对红细胞具有一定的破坏作

用。因此，开发纳豆激酶溶栓药物或食品，必须研

究血液中纳豆激酶可以达到的最高浓度。

参考文献

［１］　张锋，金杰，安莹，等．纳豆激酶高活性菌株的筛选及其液体

发酵条件的优化［Ｊ］．食品研究与开发，２００６（４）：２７３０．

（ＺｈａｎｇＦ，ＪｉｎＪ，ＡｎＹ，ｅｔａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｓｔｒｏｎｇ

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｌｉｑｕｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎ

ｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００６（４）：２７３０．）

［２］　鲁艳莉，宁喜斌．发酵豆制品中产溶纤酶菌株的筛选［Ｊ］．中

国调味品，２００５（８）：１３３１．（ＬｕＹＬ，ＮｉｎｇＸＢ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｆｉ

ｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｆｒｏｍｓｏｕｒｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］Ｃｈｉｎａ

Ｃｏｎｄｉｍｅｎｔ，２００５（８）：１３３１．）

［３］　ＳｕｍｉＨ，ＨａｍａｄａＨ，ＮａｋａｎｉｓｈｉＫ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｆｉ

ｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｐｌａｓｍａｂｙｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａｔｔｅｋｉｎａｓｅ

［Ｊ］．ＡｃｔａＨａｅｍａｔｏｌ，１９９０，８４：１３９１４３．

［４］　刘柳，郭勇．层析法分离纳豆激酶的研究［Ｊ］．现代食品科技，

２００７，２３（１）：１７１９．（ＬｉｕＬ，ＧｕｏＹ．Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｗｉｔｈＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．ＭｏｄｅｒｎＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ

ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，２３（１）：１７１９．）

［５］　马明，杜金华，于玲，等．高纳豆激酶酶活枯草芽孢杆菌的筛

选及菌种鉴定［Ｊ］．中国食物与营养，２００６（８）：２９３２．（ＭａＭ，

ＤｕＪＨ，ＹｕＬ，ｅｔａｌ．ＢｒｅｅｄｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈＮａｔｔｏｋｉ

ｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ［Ｊ］．ＮｕｔｒｉｔｉｏｎｉｎＣｈｉｎａ，２００６（８）：２９

３２．）

［６］　张新．豆豉纤溶酶的研究进展［Ｊ］．安徽农业科学，２００７，３５

（２０）：６００８６０１０．（ＺｈａｎｇＸ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎ

ｚｙｍｅｉｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓｏｙｓａｕｃｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｈｕｉＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００７，３５（２０）：６００８６０１０．）

［７］　阎家麒，童岩，臧莹安．豆豉纤溶酶的纯化及其性质研究

［Ｊ］．药物生物技术，２０００，７（３）：１４９１５２．（ＹａｎＪＱ，ＴｏｎｇＹ，

ＺａｎｇＹＡ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎ

ｚｙｍｅｉｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓｏｙａｂｅａｎｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０００，７（３）：１４９１５２．）

［８］　ＡｓｔｒｕｐＴ，ＭüｌｌｅｒｔｚＳ．Ｔｈｅｆｉｂｒｉｎｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｅｓｔｉｍａｔｉｎｇｆｉ

ｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，

１９５２，４０：３４６３５１．

［９］　周伏忠，贾蕴莉，陈国参，等．纤溶酶高产菌株筛选及其液体

发酵条件研究［Ｊ］．河南科学，２００８（１）：１２５１３０．（ＺｈｏｕＦＺ，

ＪｉａＹＬ，ＣｈｅｎＧＣ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｓｔｒａｉｎｓｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｉｑｕｉｄｆｅｒ

ｍｅｎｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅ［Ｊ］．ＨｅｎａｎＳｅｉｅｎｃｅ，

２００８（１）：１２５１３０．）

［１０］　王萍，陈钧，杨小明，等．纳豆激酶分离纯化及纤溶活性研究

［Ｊ］．食品科学，２００５，２５（２）：５９６３．（ＷａｎｇＰ，ＣｈｅｎＪ，ＹａｎｇＸ

Ｍ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｏｆ

ＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｆｒｏｍＮａｔｔｏ［Ｊ］．ＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，２５（２）：５９６３．）

［１１］　ＵｒａｎｏＴ．ＴｈｅｐｒｏｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎＮＡＴｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍ

ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｃｌｅａｖｅｓａｎｄｉｎａｃｔｉｖａｔｅｓｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｔｙｐｅ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００１，２７６（２７）：２４６９０

２４６９４．

［１２］　凌洪博，郑喜群，连桂香，等．脉孢菌纤溶酶的纯化和性质初

步研究［Ｊ］．齐齐哈尔大学报，２００２，１８（４）：５８．（ＬｉｎｇＨＢ，

ＺｈｅｎｇＸＱ，ＬｉａｎＧＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｉｅｓｏｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ａｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｆｒｏｍＮｅｕｒｏｓｐｏｒａｓｐ．［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＱｉｑｉｈａｒ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００２，１８（４）：５８．）

［１３］　ＫｉｍＳＨ，ＣｈｏｉＮＳ，ＬｅｅＷＹ．Ｆｉｂｒｉｎｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ：ａｄｉｒｅｃｔａｎａｌｙ

ｓｉｓｏｆｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｏｎｇｅｌｓ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

１９９８，２６３：１１５１１６．

［１４］　王萍，陈钧，陈红斌．纳豆激酶分离纯化及体外溶栓和溶血

作用研究［Ｊ］．中国药学杂志，２００５，４０（２１）：１６６９１６７１．

（ＷａｎｇＰ，ＣｈｅｎＪ，ＣｈｅｎＨＢ．ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＩｔｓｔｈｒｏｍｂｏｌｙｔｉｃ

ｅｆｆｅｃｔｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，

２００５，４０（２１）：１６６９１６７１．）

［１５］　段智变，江汉湖，张书霞，等．纳豆激酶纤溶功能及其机理研

究［Ｊ］．食品与发酵工业，２００３，２９（２）：１５．（ＤｕａｎＺＢ，ＪｉａｎｇＨ

Ｈ，ＺｈａｎｇＳＸ，ｅｔａｌ．ＳｔｕｄｉｅｓｏｎｆｉｂｒｉｎｏｌｙｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅ

ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＦｏｏｄａｎｄＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，２００３，

２９（２）：１５．）


