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肝素类分子是一类结构异常复杂的高度硫酸化的糖胺聚糖，是临床上的一种主要的抗凝剂。除了

抗凝血及其相关的抗栓活性以外，肝素还具有多种其他生物学功能，如抗平滑肌细胞及肾小球系膜细胞

的增殖［&］、抗炎症［$］和阻止肿瘤生长及转移的作用［"］等。因而肝素可用于防治球囊扩充血管成型术后

的血管再狭窄、肾小球系膜细胞增生性肾炎、病理性炎症及肿瘤。但由于完整肝素的抗凝血活性，会引

起出血及血小板减少综合症等负作用，限制了肝素在这些方面的临床应用。研究表明，肝素的抗凝血活

性依赖于一种独特的肝素五糖序列，约占完整肝素链的 &E"，除了五糖序列以外，还需要附近的至少 &"
糖残基，因而不含五糖序列或含五糖序列小于 &5糖的肝素其抗凝活性大大降低［!］。而六糖以上的肝素
片段就具有抗平滑肌细胞增生、抗炎症及抗肿瘤的活性，并且这些活性与抗凝活性无关。因此，可利用

特异性的肝素酶降解肝素长链，产生一系列不同结构及大小的肝素片段，并从中筛选出具有不同生物活

性的片段。

肝素酶是一类能降解肝素类物质的裂合酶。主要来源于肝素黄杆菌（!"#$%&#’()*+,- .)/#*+0,-）。目
前已经从肝素黄杆菌中分离纯化出 "种肝素酶：肝素酶!（8* 4* !F$F$FA）、"（无 8* 4号码）和#（8* 4*
!F$F$F5）［7］。它们能特异性地切开肝素链上具有特定修饰的不同序列，从而产生不同的寡糖片段，分析
研究这些寡糖片段将有助于了解肝素精确结构及其结构与功能之间相互关系的信息。现在，肝素酶已

被用于体外循环中肝素的消除［#］、肝素精确结构的确定［A］、肝素抗凝机理的研究［5］、制备低分子量肝

素［2，&%］及抗肿瘤药物［&&］。另外，肝素酶本身可抑制新血管生成［&$］和血管平滑肌细胞增生［&"］，因而可能

成为抗肿瘤和抗血管再狭窄的潜在药物。目前商品化的肝素酶均由肝素黄杆菌生产，价格非常昂贵。

我们在继从土壤中筛选得到新的肝素酶产生菌种棒杆菌（1%*20)&#’()*+,- =G*）［&!］以后，又从土壤中筛选
到一株国内外均未报道的活力更高的肝素酶产生菌鞘胺醇杆菌（ 3/.+04%&#’()*+,- =G*），并研究了酶的产
生条件和纯化及酶的性质。

! 材料和方法

!"! 菌种和培养基
从土壤中筛选得到一株菌，经本所鉴定为鞘胺醇杆菌（ 3/.+04%&#’()*+,- =G*）。基础培养基：每升含

194) &H、I$JKL! $F7H、MHNL! %F7H、肝素 $H，GJ至 #F7。

!"# 仪器和试剂
O,-P.9< Q$3$&高速冷冻离心机，N(0R9) "O3G)@=大容量冷冻离心机，O* O09@<3N(<:- $%%%型超声破碎



仪。天青 !，"#$%&产品；粗品肝素为南京生化制药厂产品；精品肝素为烟台生化制药厂产品。
!"# 培养方法和肝素酶活力测定
!"#"! 培养方法：将菌种从牛肉汁斜面上接入基础培养基（’(%)培养基 * ’((%)三角瓶），+(, -((./%#0
摇床上培养 123，然后按 45的接种量接入装有 ’(%)发酵培养基的 ’((%)的三角瓶中，相同条件下培养
+(3。
!"#"$ 无细胞粗酶液的提取：细菌培养液 1(((($离心 1(%#0，用 (6(-%78/)磷酸缓冲液（9:26;）洗涤菌体
-次，按 (6-$湿菌体/%)缓冲液的比例加入 (6(-%78/)的磷酸缓冲液（9:26;），在冰浴内以脉冲方式超声
破碎细胞 1(%#0。-(((($离心 4(%#0，上清液即为无细胞粗提液。
!"#"# 酶活力测定：取 1((!) 用 (6(’%78/) 磷酸缓冲液（9:<6(）配制的 -5肝素溶液，在 +2,预热
1 = +%#0，加入 1((!)适当稀释的酶液，准确反应 13，加 4%) (6(’%78/) :>8终止反应。然后，采用天青 !
法［1’］测定 !"’(’，通过标准曲线计算出被降解的肝素量。以在上述条件下，每小时降解 1%$肝素所需要

的酶量为一个酶活力单位。

!"#"% 菌体生物量的测定
取 (61%)发酵液，加入 +6?%)水，测 !"2((。

$ 结果

$"! 肝素酶的最佳产生条件
$"!"! 氮源对菌体生长及产酶的影响：在基础培养基中分别加入 15的不同种类的氮源，培养 +(3后收
集菌体，分别测菌体生物量及酶活。结果表明，大豆蛋白胨的效果最好（表 1）。
$"!"$ 碳源对菌体生长及产酶的影响：在基础培养基中加入 15的大豆蛋白胨及 15不同种类的碳源，
培养 +(3后收集菌体，测菌体生物量及酶活，结果表明，蔗糖的产酶效果最好（表 -）。

表 ! 氮源对菌体生长及产酶的影响
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表 $ 碳源对菌体生长及产酶的影响
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$"!"# 氮源、碳源浓度及氮源碳源比例对产酶及菌体生长的影响：在基础培养基中加入不同浓度的大
豆蛋白胨及不同浓度的蔗糖，相互交叉，共设制 12组，培养 +(3后收集菌体，测菌体生物量及酶活，结果
表明，以大豆蛋白胨的浓度为 -5，蔗糖浓度为 16’5时效果最好。

$"!"% 培养基初始 9:对菌体生长及产酶的影响：分别以硫酸或氢氧化钠调培养基的起始 9:，培养 +(3
后收集菌体，测菌体生物量及酶活，结果表明，起始 9:为 <6’时效果最好。

$"!"& 最适培养温度的确定：通过温度梯度摇床试验，生长及产酶的最适温度是 +-,（图 1）。

$"!"’ 通气量对菌体生长及产酶的影响：在 ’((%)三角瓶中分别装入不同量的培养基，接种后培养 +(3
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收集菌体，结果表明，装 !"#$培养基的效果最好。
!"#"$ 种龄及接种量对产酶及菌体生长的影响：按不同接种量将不同种龄的液体种子接入发酵培养基
中，培养 %"&，测定结果表明，’( ) ’*&的种子产酶较高，而接种量影响不大，+, ) *,均可采用。
!"#"% 培养时间对菌体生长及产酶的影响：在最适培养基条件及 %"-发酵培养菌体，不同时间取样测
定。结果表明（图 +），菌体生长及酶活在 %*&达最高。

图 # 温度对菌体生长及产酶的影响
图 ! 菌体生长及产酶曲线

& 讨论

筛选得到的肝素酶产生菌鞘胺醇杆菌（ !"#$%&’()*+,-$./ ./0）是国内外尚未报道的新的肝素酶产生
菌种，也是微生物分类学上未曾报道的鞘胺醇杆菌属的一个新种，其产酶条件与肝素黄杆菌（01)2’()*+,3
-$./ #,")-$%./）及棒杆菌（ 4’-5%,()*+,-$./ ./0）均不同。粗酶液很不稳定，在 (-时半衰期仅 (1&，而经
23435678898:.7和羟基磷灰石吸附及 ;7/&<=>?8 ; +""柱层析部分纯化后，酶稳定性大大提高，在 (-放置 %
个月酶活无明显的降低。

参 考 文 献

［ ’］ @<>A:B<.C? D，3E78#<AE 3 F0 G7/<>HAI&7/<><A .98J<K7 >7L98<KH:A :J B<.=98<> .#::K& #9.=87 =788 M7&<BH:> 0 6$-7)58 )%9 :)83
*.1)- ;,/’9,11$%&，’NN(，#：’(! ) ’!+O

［ +］ $<A7 2 4，$HAE<&8 P0 4AKH5HAJ8<##<K:>? 7JJ7=K. :J &7/<>HA <AE HK. E7>HB<KHB7. HA&HMHKH:A :J =:#/87#7AK <AE 8?#/&:=?K7 #HL><5
KH:A0 QA：$<A7 2 4，,+ )1 0 7E0 G7/<>HA <AE F78<K7E R:8?.<==&<>HE7.0 S7T U:>C：R87A9# R>7..，’NN+O %+N ) %("O

［ %］ $<//H7>>7 V，G:8#7 @，$<# $，,+ )1 0 6&7#H=<8 #:EHJH=<KH:A. :J &7/<>HA K&<K EH#HAH.& HK. <AKH=:<L98<AK M9K />7.7>B7 HK. &7/<5
>HA<.75HA&HMHK:>?，<ALH:.K<KH=，<AKH5K9#:> <AE <AKH5#7K<.K<KH= />:/7>KH7.0 <15*’($’1’&5，’NN*，’（%）：%!! ) %**O

［ (］ 2<.<H P F，R7KHK:9 W，XY:>C Q，,+ )1 0 W7=&<AH.# :J &7/<>HA <=KHBHKH:A :J <AKHK&>:#MHA0 = >$’1 4#,/，’NN1，!$&（’%）：

Z(Z1 ) Z(1ZO
［ !］ $:&.7 2 $，$HA&<>EK F D0 R9>HJH=<KH:A <AE =&<><=K7>H[<KH:A :J &7/<>HA 8?<.7. J>:# 01)2’()*+,-$./ #,")-$%./ 0 = >$’1 4#,/，

’NN+，!’$（(）：+(%(Z ) +(%!!O
［ *］ $<AL7> F，$HA&<>EK F D，G:JJM7>L ;，,+ )1 0 3A[?#<KH= .?.K7# J:> >7#:BHAL &7/<>HA HA 7\K><=:>/:>7<8 K&7></?0 !*$,%*,，’N1+，

!#$：+*’ ) +*%O
［ Z］ 3>A.K ;，]7AC<K<><#<A ^，_HAC8<> ;，,+ )1 0 3\/>7..H:A HA ?8*#,-$*#$) *’1$，/9>HJH=<KH:A <AE =&<><=K7>H[<KH:A :J &7/<>HA<.7 Q

J>:# 01)2’()*+,-$./ #,")-$%./ 0 >$’*#,/ =，’NN*，&#(：!1N ) !NZO
［ 1］ $HAE<&8 P0 ;K>9=K9>7 :J K&7 <AKHK&>:#MHA5MHAEHAL .HK7 HA &7/<>HA0 @-’* A+)1 6*)9 !*$ B!6，’NZN，$’：%’N1 ) %+"+O
［ N］ X<>>:T=8HJJ7 ‘ _0 $:T #:87=98<> T7HL&K &7/<>HA：>78<KH:A.&H/ M7KT77A <AKHK&>:#M:KH= <AE <AKH=:<L98<AK 7JJ7=K.0 692 ?C" D,9

>$’1，’NN+，&#&：+"! ) ++" 0
［’"］ $HA&<>EK F D，^><AK 4，6::A7? 6 $，,+ )1 0 2HJJ7>7AKH<8 <AKH=:<L98<AK <=KHBHK? :J &7/<>HA J><L#7AK. />7/<>7E 9.HAL #H=>:MH<8

!’1* 期 高宁国等：鞘胺醇杆菌肝素酶的产生



!"#$%&’$(") ! "#$% &’()，*+,-，!"#：./*0 1 ./*/2
［**］ 3454$’& 6，75(&8$9$ :) ;<%&=&>$4&5’ 5= >!5’?%5&4&’$(" @ $’? A!5’?%5&4&’$(" A <(&’B BCD>5($E&’5BCD>$’FG5<’? HIFJ"#!$%5("

K@) &*+,$’-.+ /(0，*+.+，#$：-+L 1 /0M2
［*-］ J$(&("N!$%$’ O，P5("( P H，6<B"’4 P H，(1 *% ) I"#$%&’$(" &’!&G&4( ’"5Q$(><C$%&8$4&5’) 2+$3 4*1% 53*. 63# 765，*++K，

%&：*L-K 1 *L-,2
［*/］ J&CQ"% ; R，P5%"$< R ;，S"’!5CE T，(1 *% ) I"#$%&’$(" ! C&E&4( %$4 $%4"%&$C (E554! E<(>C" >"CC #%5C&="%$4&5’ &’ Q&4%5 $’? &’

Q&Q5) 89+ ! 2’*+)*3$%，*++,，’"&：.+ 1 ,/2
［*K］ 高宁国，程秀兰，杨 敬，等 ) 肝素酶产生菌的筛选及发酵条件 ) 微生物学报，*+++，’%（*）：MK 1 M.2
［*L］ U$CC&!"% ; P，A55’"D A V，V$’B"% O，(1 *% ) I"#$%&’$(" #%5?<>4&5’ GD :%*;$,*31(+#9) ’(<*+#=9) ) 5<<% 8=;#+$ >#3+$，*+,*，

(&：/M0 1 /ML2

)*+,-./0+1 +2 3 4+567 8693*013:6 ;*+< !"#$%&’()*+,-$./ :9 )

U$5 6&’BB<5 A!"’B W&<C$’! 7$’B R&’B :!$’B J!<8!"’B
（ ?=01#191( $@ >#3+$,#$%$A-，&’#=(0( *3*.()- $@ 63#(=3(0，"(#B#=A *000,0，&’#=*）

=>:/*3./：X!" ’5Q"C !"#$%&’$("F#%5?<>&’B G$>4"%&$C (4%$&’ 6<’#=A$,*31(+#9) (#) 9$( &(5C$4"? $’?
(>%""’"? =%5E (5&C ) X!" 5#4&E<E E"?&<E >5E#5(&4&5’ &(（BYV）：J5D45’" -0，6$AC *，Z-I;3K

-2L，PBJ3K 02L，I"#$%&’ -，J<>%5(" *L，#I .2L2 X!" 5#4&E<E 4"E#"%$4<%" =5% B%594! $’? "’8F
DE" #%5?<>4&5’ 9$( /-[ ) \!"’ ><C4<%"? $4 $ %54$4&’B (!$N"% $4 /0[ =5% /M !5<%(，-00%YE&’，
L0EV E"?&<E &’ L00EV =C$(N，4!" #%5?<>4&5’ 5= !"#$%&’$(" %"$>!"? K000]YV)
?6@ A+*,:：I"#$%&’$("，6<’#=A$,*31(+#9)，;%5?<>4&5’ >5’?&4&5’(

^5<’?$4&5’ &4"E：X!" +4! ^&Q" 7"$%( ;%5B%$E( =5% J>&"’>" $’? X">!’5C5BD S"Q"C5#E"’4 5= A!&’$（+MFA0-0/0,）
!A5%%"(#5’?&’B $<4!5% ) X"C：,MF*0FM-LL0/ML；TFE$&C：_&$’(‘a (<’) &E) $>) >’
O">"&Q"? ?$4"：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
0*F*.F-00/

欢迎订购《中国病毒学》

《中国病毒学》是由中国科学院武汉病毒研究所和中国微生物学会共同主办、科学出版社出版，国内

外公开发行的学报级刊物。为我国生物学和医学核心期刊，被 A!"E&>$C HG(4%$>4、@&5C5B&>$C HG(4%$>4、@b3F
JbJ、V&=" J>&"’>"( A5CC">4&5’、X3WVb6T和《中国生物学文摘》、《中国医学文摘》、《中国农业文摘》、《中国学
术期刊光盘版》、万方数据库、中国科技引文索引（AJAb）、《中国科技论文与引文数据库》（AJX;AS）、《中文
科技期刊数据库》、《中文生物医学期刊文献数据库》（APAA）等国内外数十种重要检索刊物和数据库摘
引和收录。它定期反映我国病毒学的最新理论研究动态及各分支学科———人体病毒、动物病毒、昆虫病

毒、植物病毒、噬菌体及亚病毒等在工、农、医、林、牧、渔诸方面的应用研究的最新成果。欢迎读者订阅。

本刊为双月刊，大 *M开 +M页，全年 M期，双月末出版。每期定价 *0元，全年 M0元。邮发代号：/,F
/L*。请及时到当地邮局订阅。漏订读者请直接汇款至本刊编辑部，免收邮寄费。地址：湖北省武汉市
武昌小洪山 中国科学院武汉病毒研究所内《中国病毒学》编辑部，邮编：K/00.*，联系人：张静林。电话
和传真：0-. c ,.*++*L.。电子信箱：G‘Ga#"’4&<E) 9!&5Q) $>) >’。

M*, 微 生 物 学 报 K/ 卷




