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摘　要：采用静态吸附方法验证了大豆颗粒对纳豆激酶的亲和吸附特性，测定了其静态吸附动力学特性和吸附等温

线以及一些吸附条件。结果表明：该亲和吸附等温线符合 Ｌａｎｇｍｉｕｒ方程，吸附动力学符合扩散方程；吸附的最佳缓冲

液选择 ｐＨ６．０、０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＰＢＳ，在静态时选用大豆颗粒的最大吸附量为 ６３５１．５８ＩＵ·ｇ－１，洗脱后收率达到

８１．３０％，纯化倍数约 ３０．２３倍。初步推断大豆蛋白中含有与纳豆激酶特异性吸附的的配体结构。
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　　纳豆激酶是由纳豆芽孢杆菌发酵产生的一种
碱性丝氨酸蛋白酶

［１］
，具有强烈的溶栓活性，其溶

栓效果最早由日本学者须见洋行博士发现
［２］
。药

理学研究表明
［３］
，纳豆激酶具有易于吸收、体内半

衰期长，安全性好和可以规模化生产等优点
［３－４］

。

纳豆激酶是一种极具开发价值的溶栓药物，国内外

许多科研工作者对纳豆激酶的发酵和提取工艺进

行了研究
［５－６］

，分离提取工艺是限制纳豆激酶大规

模生产的瓶颈问题。目前，实验室中对纳豆激酶的

分离提取工艺主要采用盐析和各种层析相结合的

方法，最终可以得到电泳纯的纳豆激酶，但由于层

析介质价格昂贵，盐析工艺不易扩大化生产以及存

在污染等问题，使纳豆激酶的生产成本大大提高。

与其它层析方法相比，亲和层析具有专一性强、分

离效果高的特点，有时只需一步处理即可使目标分

子从复杂的混合物中分离出来，尤其是针对蛋白类

的生物大分子，亲和层析可以使产物保持较高的生

物活性
［７］
。因此，该研究采用亲和层析进行纳豆激

酶的分离提取，并采用静态吸附实验验证了大豆颗

粒对纳豆激酶的特异性吸附，研究了大豆颗粒与纳

豆激酶的吸附性能。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
牛纤维蛋白原（Ｓｉｇｍａ公司）；凝血酶（石家庄市

华瑞创新生物科技开发中心）；注射用尿激酶（辽宁

卫星制药厂有限责任公司）；台式保温培养箱（ＰＷ／
１０００２重庆实验设备厂）；纳豆芽孢杆菌，该实验室
保存。

１．２　试验方法
１．２．１　纳豆激酶发酵液的处理　纳豆芽孢杆菌在
２０Ｌ发酵罐中发酵２４ｈ，将发酵液过０．２２μｍ膜除
菌体，得到纳豆激酶粗酶液；将粗酶液冷冻干燥得

到粗酶冻干粉，它的酶活为２６０．３９ＩＵ·ｍｇ－１。
１．２．２　吸附介质—大豆颗粒的制备　将大豆冲洗
干净，用水浸泡 １５ｈ，充分膨胀。装入纱布袋，放入
高压锅内１１５℃保持３０ｍｉｎ。将熟大豆在研钵内捣
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碎，加入少量无菌水，搅拌均匀，过 ４０目筛后再用
６０目筛截取，得到大豆颗粒。将之用 １ｍｏｌ·Ｌ－１的
盐酸、水、１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ、水、１ｍｏｌ·Ｌ－１的
ＮａＣｌ、水的顺序清洗后，在２～５℃低温保存备用。
１．２．３　吸附等温线　将处理好的的大豆颗粒，用
ｐＨ６．０的 ＰＢＳ缓冲液充分平衡，称取不同质量的粗
酶冻干粉溶于一定量的缓冲液中得到不同浓度的

纳豆激酶粗酶液，取 １０支试管，每个管中加 １．０ｇ
平衡好的大豆颗粒，加入不同浓度的纳豆激酶粗酶

液，分别在 ２５℃、１５℃、５℃摇床震荡吸附 ４ｈ，测粗
酶液初始和吸附平衡后的酶活，按下式计算吸附

量，绘制吸附等温线。

Ｑ＝（ＣｏＣｅ）Ｖ／Ｗ，式中：Ｑ—吸附量（ＩＵ·ｇ－１）；
Ｃｏ—起 始 酶 活 （ＩＵ· ｍＬ－１）；Ｃｅ—平 衡 酶 活
（ＩＵ·ｍＬ－１）；Ｖ—溶液体积（ｍＬ）；Ｗ—亲和介质
重量（ｇ）。
１．２．４　静态吸附动力学　称 １５ｇ湿大豆颗粒加到
６０ｍＬ粗酶液中，２５℃摇床震荡吸附，每隔一定时间
取样测酶活，按１．２．３中的公式计算吸附量。并绘
制大豆颗粒对纳豆激酶的静态吸附动力学曲线。

１．２．５　ｐＨ值对纳豆激酶稳定性的影响　分别用
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＨＣｌ和 ＮａＯＨ调粗酶液的 ｐＨ值为
２～１２，４℃过夜测酶活，酶活保留率 ＝过夜后不同
ｐＨ值酶活／原始酶活 ×１００％。
１．２．６　ｐＨ值对大豆颗粒吸附纳豆激酶的影响　
用 ｐＨ值为 ５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０的
０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１缓冲液分别平衡大豆颗粒，分别准确
称取大豆颗粒放入三角瓶中。称取 ０．０５ｇ冻干粗
酶粉溶解到１０ｍＬ如上的 ｐＨ值缓冲液中，将溶解
好的粗酶液加到对应的三角瓶中，酶液和介质的比

例为１０∶１ｍＬ·ｇ－１（ｖ／ｍ），２５℃摇床震荡吸附 ４ｈ，
测初始和吸附后的酶活。由于纳豆激酶的酶活受

到酸碱环境的影响，此时吸附量 Ｑ＝（初始酶活 ×
酶活保留率吸附后的酶活）×Ｖ／亲和介质的重量。
１．２．７　离子强度对大豆颗粒吸附纳豆激酶的影响
　称取粗酶冻干粉 ０．０５ｇ加到 １０ｍＬｐＨ６．０的
ＰＢＳ缓冲液中，加入２ｇ的大豆颗粒介质，２５℃摇床
震荡吸附４ｈ，加入 ０．０１、０．０５、０．１、０．２、０．４、０．６、
０．８、１．０ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ浓度洗脱液，摇床震荡
３０ｍｉｎ，测初始和洗脱后的上清的酶活。
１．２．８　大豆颗粒介质对纳豆激酶粗酶液的吸附收
率和纯度测定　以 ｐＨ６．０的 ＰＢＳ缓冲液充分平衡
的大豆颗粒介质，称取 １０ｇ入三角瓶，加入粗酶液
１００ｍＬ，２５℃摇床震荡吸附 ２ｈ，将介质装入层析
柱，滤出上清液，用 ５倍体积的 ｐＨ６．０的 ＰＢＳ缓冲
液（约 １Ｌ）淋洗，沥干，取出吸附纳豆激酶的介质，

加入１００ｍＬ１．０ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ溶液，摇床震荡
解吸２ｈ，过滤取滤液测酶活和电泳测定。纳豆激
酶活力测定方法见文献［８］。

２　结果与分析

２．１　吸附等温线
在温度为 ２５℃、１５℃、５℃，ｐＨ６．０的情况下，大

豆颗粒对纳豆激酶的吸附等温线如图１所示。

图 １　吸附等温线

Ｆｉｇ．１　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｉｓｏｔｈｅｒｍｓ

由图１可以看出，大豆颗粒对纳豆激酶的吸附
量随平衡浓度的增加而增大，随温度的升高而降

低，这是由于亲和吸附作用随温度升高而减小，吸

附过程一般伴随熵的降低，但升高温度利于解吸，

所以可以选择５℃低温上样吸附，而升至 ２５℃解吸
洗脱。同时用 Ｌａｎｇｍｕｉｒ（Ｃｅ／Ｑｅ＝Ｃｅ／ｑｍ＋１／ＫＬｑｍ）
和 Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ（ｌｎＱｅ＝ｌｎＫＦ＋１／ｎｌｎＣｅ）等温方程对图

１数据拟合，其中 Ｑｅ为平衡吸附量（ｍｇ·ｇ－１）．Ｃｅ
为平衡浓度（ＩＵ·ｍＬ－１），ＫＬ和 ＫＦ分别为两方程的
吸附系数。结果表明，Ｌａｎｇｍｕｉｒ等温方程能很好的
描述大豆颗粒介质对纳豆激酶的吸附（Ｒ２＞０．９５），
Ｌａｎｇｍｕｉｒ等温方程的 ｑｍ（即最大吸附量）随着温度
的升高而减小，这也表明温度升高时树脂对纳豆激

酶的吸附能力减小。在试验浓度范围内特征分离

系数［Ｒ＝１／（１＋ＫＣｏ）］，０＜Ｒ＜１，表明大豆颗粒
对纳豆激酶的吸附为优先吸附。

一般情况下符合 Ｌａｎｇｍｕｉｒ方程的吸附可以用
单分子层吸附理论来描述，即一个活性中心只能吸

附一个分子，且被吸附的分子间无相互作用，而蛋

白质的吸附等温线虽然可以用 Ｌａｎｇｍｕｉｒ方程来描
述，但 Ｌａｎｇｍｕｉｒ平衡模型只是表象平衡模型，不是
机理平衡模型

［９］
。结果表明，大豆颗粒对纳豆激酶

的吸附同样可用 Ｌａｎｇｍｕｉｒ方程来拟合，但吸附机理
不能用单分子理论来解释，实际的吸附随介质表面

结构、立体结构、蛋白质分子大小的不同而异，需要

进一步研究。

２．２　静态吸附动力学
大豆颗粒对纳豆激酶的吸附动力学曲线如图 ２
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所示，随着时间的延长，大豆颗粒对纳豆激酶的吸

附量逐渐增大，当时间在 ２０ｍｉｎ以内时，吸附量的
增加非常明显，３０ｍｉｎ以后随着时间的延长，吸附
量不再增加，表明此时大豆颗粒对纳豆激酶的吸附

已经达到饱和，大豆颗粒对纳豆激酶的最大吸附量

为６３５１．５８ＩＵ·ｇ－１。
根据 Ｌａｎｇｍｕｉｒ方程：ｌｎ（ＱｅＱｔ） ＝ｌｎＱｅｋｔ，其

ｋ为准一级动力学方程表观速率常数［１０］
。也可转

换为：ｌｎ（１Ｑｔ／Ｑｅ）＝ｋｔ或ｌｎ（１Ｆ）＝ｋｔ，其中 Ｆ＝
Ｑｔ／Ｑｅ。如果以ｌｎ（１Ｑｔ／Ｑｅ）或ｌｎ（１Ｆ）对时间 ｔ做
图得良好的线性关系，则吸附动力学可用准一级动

力学描述。根据直线斜率可得表观吸附速率常数

ｋ。利用扩散方程ｌｎ（１Ｆ）＝ｋｔ对图 ２数据进行拟
和，结果如图３所示，拟合方程为ｌｎ（１Ｆ）＝０．０４４ｘ
＋０．３６９５，其相关系数 Ｒ２为 ０．９９４１，其中，Ｆ＝ｑｔ／
ｑｅ，ｑｔ为吸附时间 ｔ时大豆颗粒对纳豆激酶的吸附

量（ＩＵ·ｇ－１），ｑｅ为吸附达到平衡时大豆颗粒对纳

豆激酶的吸附量（ＩＵ·ｇ－１），ｋ为吸附平衡速率常
数，ｔ为吸附时间。吸附平衡速率常数 ｋ＝０．０４４ｍｉｎ。

图 ２　吸附动力学曲线

Ｆｉｇ．２　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓ

图 ３　吸附动力学回归曲线

Ｆｉｇ．３　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

２．３　ｐＨ值对纳豆激酶的稳定性影响
由图４可知，不同的酸碱环境会影响纳豆激酶

的活性，在 ｐＨ值小于 ５时，酶活急剧下降；在 ｐＨ
６．０～９．０范围内可以达到 ８０％的保留酶活；大于
９．０时缓慢下降。

２．４　ｐＨ值对吸附量的影响
选取 ｐＨ值５～８范围内测定对介质吸附量的影

响，大豆颗粒对纳豆激酶的吸附量变化趋势如图５。

图 ４　不同 ｐＨ值下纳豆激酶的保留率曲线

Ｆｉｇ．４　ＣｕｒｖｅｏｆｒｅｔｅｎｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

图 ５　吸附量随 ｐＨ的变化趋势

Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｏｆａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

由图５可知，ｐＨ６．０～８．０的范围内，纳豆激酶
的酶活保留率达到 ８０％以上，ｐＨ６．０时吸附量最
大。由于纳豆激酶的等电点为 ８．６，因此在 ｐＨ６．０
～８．０的范围内，纳豆激酶均带正电荷，当 ｐＨ值逐
渐增大时，纳豆激酶所带的正电荷逐渐减少，纳豆

激酶的空间构象也同时随着电荷数的减小而发生

改变，这使得纳豆激酶与大豆颗粒中与之发生特异

性吸附的配基之间的亲和力减弱，最终表现为纳豆

激酶在大豆颗粒上的吸附量减小。ｐＨ６．０时酶活
会随时间有一定的损失，那么此时实际的吸附量要

高于图５所示。综合考虑选择６．０为大豆颗粒吸附
纳豆激酶的最佳 ｐＨ值。

２．５　ＮａＣｌ浓度对吸附量的影响
不同的 ＮａＣｌ浓度下，纳豆激酶在大豆颗粒上

的吸附量的变化趋势见图６。ＮａＣｌ浓度对纳豆激酶
在大豆颗粒上的吸附量影响较大，当 ＮａＣｌ浓度在０

图 ６　吸附量随 ＮａＣｌ浓度的变化趋势

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｏｆａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｙ

ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＣｌ
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～０．４ｍｏｌ·Ｌ－１内变化时，吸附量随 ＮａＣｌ浓度的增
加而减小，这是因为随着缓冲液中离子强度的升

高，在大豆颗粒与纳豆激酶之间形成的离子屏蔽削

弱了静电作用力，降低了配基与纳豆激酶之间的亲

和吸附能力。当 ＮａＣｌ浓度大于０．４ｍｏｌ·Ｌ－１时，吸
附量随 ＮａＣｌ浓度的增加不再增加，ＮａＣｌ浓度不再
对其吸附量产生影响。因此，可选择不含 ＮａＣｌ的
ｐＨ６．０的 ＰＢＳ缓 冲 液 中 进 行 吸 附，以 高 于
０．４ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ溶液进行洗脱。
２．６　大豆颗粒介质对纳豆激酶粗酶液的吸附收率

和纯度测定结果

由表１可以看出，采用大豆颗粒对纳豆激酶发
酵液一步的静态提取，收率可以达到 ８１．３０％，纯化
倍数可以达到３０．２３倍。并且电泳检测可以达到 １
条带（图７）。

表 １　纳豆激酶的不同分离提取工艺

与亲和提取的比较（５００ｍＬ发酵液）

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈａｆｆｉｎｉｔｙｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ（５００ｍＬｆｅｒｍｅｎｔｅｄｆｌｕｉｄ）
总酶活

Ｇｅｎｅａｌ
ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ／ＩＵ

比活力

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ
／ＩＵ·ｍｇ－１

该步收率

Ｔｈｅｓｔｅｐ
ｙｉｅｌｄｓ／％

总收率

Ｔｏｔａｌ
ｙｉｅｌｄ／％

纯化倍数

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ

发酵粗酶液

Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｃｒｕｄｅ
ｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

１．１５×１０６ １３６．７６ １００ １００ １

２０％盐析
２０％ｓａｌｔｉｎｇｏｕｔ １．０４×１０６ １３８．８０ ９０．８３ ９０．８３ １．０１

６０％盐析
６０％ ｓａｌｔｉｎｇｏｕｔ ８．４８×１０

５ ４４１．５７ ８１．２１ ７３．７６ ３．２３

亲和吸附

Ａｆｆｉｎｉｔｙ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

９．３５×１０６ ４１３４．２５ ８１．３０ ５９．１３ ３０．２３

图 ７　不同工艺产物的 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇ．７　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｒａｆｔｗｏｒｋｐｒｏｄｕｃｔｓ

３　结论与讨论

结果表明，大豆颗粒中存在与纳豆激酶发生特

异性吸附的物质，其对纳豆激酶的吸附为优吸型吸

附，吸附等温线符合 Ｌａｎｇｍｕｉｒ方程。大豆颗粒对纳
豆激酶的吸附受 ｐＨ值和离子强度影响较大，确定

最佳 ｐＨ值为 ６．０，吸附量随离子强度的增加而减
小，因此可在低离子强度的条件下上样吸附，在高

离子强度的条件下进行解析。其最佳的静态吸附

工艺为：介质平衡液为 ｐＨ６．０的 ＰＢＳ缓冲液，吸附
时间４ｈ，１．０ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ溶液进行洗脱。

研究发现该吸附可以同时达到脱色的目的，选

择亲和层析作为纳豆激酶生产工艺的初步提取步

骤，可以代替盐析、离心和脱色等耗能高的工艺，一

步浓缩倍数可达 ３０左右。该亲和层析工艺用于纳
豆激酶发酵提取的第一步处理，可以减少下游处理

步骤，提高生物收率，减少工艺成本，为后续的精制

提取工艺打好基础。

大豆蛋白的结构非常复杂，三级立体结构含有

多个亚基对，二级结构的分子量和氨基酸残基也有

相关报道，但是一级结构的氨基酸排列至今没有完

成
［１１－１２］

。经高温处理后的大豆颗粒对纳豆激酶的

吸附量比用生大豆要高，因为高温可以引起蛋白的

三级立体结构和部分二级结构的破坏，一级氨基酸

的排列受到影响较小。纳豆激酶属于丝氨酸蛋白

酶，共同特征是含有一个特异的催化三联体，由

Ａｓｐ，Ｈｉｓ和 Ｓｅｒ残基组成［１３］
，推测大豆蛋白中的某

段氨基酸链可以与纳豆激酶的催化三联体有亲和

吸附，并且氨基酸链不会太长，所以其吸附不应该

是以复杂的立体结构作为亲和吸附的基础。但是

配体结构还不清楚，相关验证和实验工作有待后续

研究。
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