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枯草杆菌 !"! 液体发酵联产血栓溶解酶和!#聚谷氨酸

胡淳罡，刘常金!，郑焕兰，周平
（天津科技大学食品工程与生物技术学院，泰达 K.LDM 系统生物技术研究中心，天津 H--!%J）

摘要：【目的】利用枯草芽胞杆菌（.$"&**/0 0/)#&*&0 /K/）进行联产血栓溶解酶和!D聚谷氨酸研究【方法】本研究

以实验室自行分离的 .$"&**/0 0/)#&*&0 /K/ 为出发菌株，进行了液体发酵，通过正交实验研究了碳、氮源对血栓

溶解酶和!D聚谷氨酸联产的影响，并运用多种检测方法对产物进行了鉴定。【结果】在未添加谷氨酸的培养

基中合成了!D聚谷氨酸，表明该菌是非谷氨酸依赖型菌。合成血栓溶解酶的合适碳、氮源分别是可溶性淀

粉和大豆蛋白胨，合成!D聚谷氨酸的合适碳、氮源分别是蔗糖和 0N!2:。【结论】以蔗糖和大豆蛋白胨、0N!2:
分别作为碳源和氮源进行血栓溶解酶和!D聚谷氨酸的联产。在蔗糖 #- I3O、大豆蛋白胨 ,- I3O、0N!2: C I3O
时，血栓溶解酶酶活为 ,1% P ,% .Q3>O，!D聚谷氨酸产量为 #R#CH P -R-#% I3O，均接近了单独合成时的水平。
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!D多聚谷氨酸［T9:+D!DI:)6>=? ’?=G，!DTUS］是一

种对人体和环境无毒害的生物相容性天然高分子。

最早于 #"#H 年在炭疽芽孢杆菌的细胞荚膜中发现。

!D多聚谷氨酸（以下简称!DTUS）是由 OD谷氨酸和 V
或 WD谷氨酸单体之间通过"氨基和!羧基形成肽

键之后生成的聚酰胺［# $ H］

[
，其分子式如下：
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!DTUS 生产菌分为谷氨酸依赖型菌和谷氨酸非依赖

型菌，目前报道的绝大多数是前者，如枯草芽孢杆菌

（.$"&**/0 0/)#&*&0 XYD#!#）［!］、枯草芽孢杆菌（.$"&**/0
0/)#&*&0 .ZLHHH% ）［%］、地 衣 芽 孢 杆 菌（ .$"&**/0
*&"12-&3(’4&0 S@22""!%’）［1］等，而后者的报道很少，如

地衣芽孢杆菌（.$"&**/0 *&"12-&3(’4&0 SH%）［J］。!DTUS
为一种高分子量的聚合物，分子链上有大量游离羧

基，使其具有一般聚羧酸的性质，因此其有很强的吸

水性。此外!DTUS 还具有增稠、乳化、凝胶、成膜、

保温、缓释、助溶和黏接等功能［C $ "］。/K/ 菌产血栓

溶解酶（以下简称 K@E）是一种胞外蛋白酶，具有很

强的溶解纤维蛋白的效果，相对于传统的溶栓药物，

其作用时间长、无副作用、安全性高。国内外对各种

血栓溶解酶和!DTUS 的生产开展了很多工作，#"CJ
年日本学者须见洋行首先从纳豆中分离出具有溶栓

功能的纳豆激酶、齐海萍［#-］也从传统食品豆豉中分

离出豆豉溶栓酶；邵丽等［##］从传统食品豆瓣酱中分

离获得一株产!DTUS 的谷氨酸依赖型菌株 O%H1。

[)(=9\’［#,］以谷氨酸依赖菌 K’?=::); ;)]6=:=; .ZLHHH%
生产!DTUS，用少量的 OD谷氨酰胺来代替 OD谷氨

酸，形成了大量没有任何多糖副产品的!DTUS。但

是同时具有合成血栓溶解酶和!DTUS 能力的非谷

氨酸依赖型菌株还鲜有报道。本实验室从稻草中获

得了产血栓溶解酶的生产菌 .$"&**/0 0/)#&*&0 /K/［#H］，

由于在前期研究中发现生产血栓溶解酶和!DTUS
的操作过程和发酵条件相似，因此本研究对两者的

联产进行了初步探讨。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：枯草芽胞杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’ !"!）为

本实验室分离筛选并保存。

!"!"# 斜面培养基和发酵基础培养基：参见文献

［#$］。

!"!"$ 主要试剂和仪器：牛纤维蛋白原为 !%&’( 公

司产品；凝血酶为 )*+,( 公司产品；丙烯酰胺、甲叉

双丙烯酰胺、十二烷基磺酸钠（!-!）、./0/-、过硫

酸铵、巯基乙醇、溴酚蓝、曲拉通（.1%23 45#66）、氨基

黑为 ""7 公司产品；其余试剂均为国产试剂纯。北

京瑞利分析仪器公司 895:#66 型紫外5可见分光光

度计，北京普析通用仪器公司 .85#:6# 型双光束紫

外5可见分光光度计，天津东港科技发展公司 ;&<5
$6 型双光束红外分光光度计，"%25=(> 蛋白质电泳

仪，北京“六一”仪器厂 ;-5:?#$" 凝胶成像系统，

@&%*A3B ##66 高效液相色谱仪，@&%*A3B .C5C*D 色谱柱

（!?EF ’’ G HI6 ’’）。

!"# 液体种子制备及摇瓶培养

参见文献［#$］。

!"$ 目的产物的制备

参照胡淳罡的方法［#?］进行血栓溶解酶的分离

纯化；参照 J2B2 等的方法［I］进行改进，发酵液经离

心后取上清液，利用乙醇沉淀，透析去除盐，等电点

沉淀等方法，然后冷冻干燥得到精制的"5KJ@，用于

结构分析。

!"% 分析方法

!"%"! 生物量的测定：读取 F66 3’ 处的吸光度值

*+F66。

!"%"# 产物的紫外分析：将产物溶于蒸馏水配制成

# ’&L’M 溶液用紫外5可见分光光度计测定。

!"%"$ 产物的红外分析：N"1 压片法［#I］

!"%"% 血栓溶解酶酶活的测定：采用改进的纤维蛋

白平板法［#$］。#6 ’M 生理盐水中加入 6E#I & 琼脂糖

后加热熔化，冷却至 I6O后加入 6E6$ & 牛纤维蛋白

原和 # ’M 凝血酶（#6 8L’M），迅速混匀，冷却凝固后

在平板上打孔 $ ’’。配制浓度分别为 #6 78L’M、

H6 78L’M、I6 78L’M、D6 78L’M、#66 78L’M 的尿激酶标

准溶液。各取 #6#* 点样于纤维蛋白平板的小孔内，

$PO保温 #D <，游标卡尺测定透明圈的两个垂直直

径，以不同单位标准尿激酶的对数为横坐标，以透明

圈两垂直直径的积的对数为纵坐标作标准曲线。将

发酵液离心后以上述同样方法测定透明圈的两个垂

直直径，和尿激酶标准曲线作比较，得出与尿激酶酶

活单位（78L’M）相对应的血栓溶解酶的酶活。

!"%"& 纤维蛋白5十二烷基硫酸钠5聚丙烯酰胺凝胶

电 泳（)%Q1%35!-!5K@J/）：在 #6R 分 离 胶 中 添 加

6E6IR的纤维蛋白原和 6E6I ’M 凝血酶（#6 78L’M）。

$E:R浓缩胶。?R .1%23 45#66 溶液复性，$PO酶反

应，6E#R氨基黑染色液染色，蒸馏水脱色。

!"%"’ "5KJ@ 水解后液相分析：（#）水解条件：取样

品 6E6H & 放入水解管中，加入 #6 ’M F ’2*LM 的 SC*，
通入氮气，维持 #6 ’%3 后封口。##6O水解 H? <，冷

却后移至 #6 ’M 容量瓶中。超纯水定容、过滤后备

用。（H）衍生方法：衍生剂：H，?5二硝基氟苯；衍生缓

冲液：T(HCU$ ?EH & 定 容 至 #66 ’M；定 容 缓 冲 液：

NSHKU? $E? & 加入 6E# ’2*LM T(US #?IEI ’M，用水定

溶至 I66 ’M。#6#M 样品 V #I6#M衍生缓冲剂 V
#I6#M衍生剂 V F:6#M 定容缓冲液，混匀，F6O保温

# <，6E?I#’ 膜过滤后备用。（$）液相色谱条件：流

动相 @ W乙腈L水 # W #，流动相 "：T(@X5S@X（YSFE?），

柱温：$6O，流 速 6ED ’ML’%3，紫 外 检 测 器，波 长：

$F6 3’，进样量 H6#M。

# 结果和分析

#"! 血栓溶解酶和!()*+ 的联产

!"! 菌产血栓溶解酶是一种胞外蛋白酶，在液

体发酵培养基中添加氨基酸类物质对其合成具有抑

制作用，而本实验菌株是非依赖型"5KJ@ 合成菌

株，并不需要在培养基中加入谷氨酸，因此，有可能

利用本菌株进行二者联产。本实验初步研究了几种

不同碳、氮源对血栓溶解酶和"5KJ@ 联产的影响。

表 ! 不同碳源对 ,-. 酶活和!()*+ 产量的影响

.(Q*A # /ZZAXB 2Z X(1Q23 [2+1XA 23 "./ (XB%\%B]
(3> B<A Y12>+XB%23 2Z"5KJ@

C(1Q23 [2+1XA "./ (XB%\%B]L（78L’M） #（"5KJ@）L（&LM）

J*+X2[A H6P ^ #D 6E##? ^ 6E6HH
!+X12[A HH6 ^ HH 6E:IH ^ 6E6$F
0(*B2[A #6$ ^ #I #EH$$ ^ 6E6I6
!2*+Q*A [B(1X< HI# ^ $F 6E?HP ^ 6E6II
C%B1%X (X%> 6 #E:F# ^ 6E6?D

#"!"! 碳源对联产的影响：在不改变发酵基础培养

基其他条件的情况下，选择葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、可

溶性淀粉和柠檬酸作为碳源进行发酵，前期研究表

明碳源浓度过大会降低血栓溶解酶的活性，因此碳

源的添加量为 #6 &LM。结果显示（表 #），添加可溶性

淀粉为碳源，血栓溶解酶的酶活最高，其次是蔗糖，

而添加柠檬酸时几乎检测不到酶活；添加柠檬酸后

6I C<+3&(3& S+ AB (* _ L,#)" -$#./($/%/0$#" 1$2$#"（H66:）?:（#）



!!"#$ 的产量最高，其后依次是麦芽糖与蔗糖，而葡

萄糖作为碳源时!!"#$ 的产量最低，因此本实验选

择蔗糖作为联产时的碳源。

!"#"! 氮源对联产的影响：在不改变发酵基础培养

基其他条件的情况下，选择大豆蛋白胨、酵母膏、胰

蛋白胨、豆浆汁（蛋白质含量 %& ’()）及 *+%,- 作为

氮源进行发酵。结果显示（表 .），有机氮源对血栓

溶解酶和!!"#$ 的产量影响不显著，使用无机氮源

*+%,- 时!!"#$ 的产量最高，这可能是因为无机氮

源中的铵离子在!!"#$ 合成过程中更容易被利用；

但是加入无机氮源 *+%,- 后血栓溶解酶的酶活较

低，而加入大豆蛋白胨后血栓溶解酶的酶活最高，这

表 ! 不同氮源对 $%& 酶活和!’()* 产量的影响

/01-2 . 344256 74 *8697’2: ;7<952 7: =/3 0568>86?

0:@ 6A2 B97@<5687: 74!!"#$

*8697’2: ;7<952 =/3 0568>86?(（CD(E)） !（!!"#$）(（’()）

F7?0 B2B67:2 .&G H .. &IJKJ H &I&.L

M20;6 2N69056 LKG H .& &IOG. H &I&LJ

/9?B67:2 .&P H L. &IJL% H &I&Q.

F7?120: E8-R .&& H QP &IPPQ H &I&.P

*+%,- %& H K LIOQ. H &I&PL

可能是因为有机氮源分解后所得的小分子物质对血

栓溶解酶的合成有诱导作用。

!"#"+ 正交实验：对血栓溶解酶酶活影响较大的培

养基成分是大豆蛋白胨，而对!!"#$ 合成有利的碳

氮源是蔗糖和 *+%,-，因此，选择蔗糖、大豆蛋白胨

和 *+%,- 作为关键组分设计三水平 )（QQ ）正交实

验，研究培养基主要成分对两种物质合成的影响，分

别以血栓溶解酶酶活和!!"#$ 产量为指标对正交

实验结果进行分析。结果显示（表 Q），蔗糖浓度对

联产的影响最显著，增加蔗糖浓度可以提高!!"#$
产量，但过量的蔗糖会对血栓溶解酶酶活有抑制作

用；大豆蛋白胨的浓度对血栓溶解酶酶活影响显著，

增加大豆蛋白胨浓度，可以提高血栓溶解酶酶活，但

对!!"#$ 的影响很小。因此，可以适当调节蔗糖和

大豆蛋白胨的浓度来控制血栓溶解酶和!!"#$ 的

发酵，而不对另一种物质产生过大影响，为二者的联

产提供了前提条件。正交实验结果表明，对血栓溶

解酶和!!"#$ 联产有利的组成为蔗糖 L& ’()、大豆

蛋白胨 LP ’()、*+%,- K ’()。在此条件下，血栓溶解

酶 的 酶 活 达 到 .OP H .P CD(E)，!!"#$ 产 量 为

LILKQ H &I&LP ’()，均接近了单独合成时的水平。

表 + 正交实验设计及实验结果

/01-2 Q S2;8’: 0:@ 92;<-6; 74 796A7’7:0- 2NB298E2:6;

*7I !（F<597;2）(（’()） !（F7?0 B2B67:2）(（’()） !（*+%,-）(（’()） =/3 0568>86?(（D(E)） !（!!"#$）(（’()）

L L（P） L（L&） L（%） L.O &IJP.

. L（P） .（LP） .（O） LPQ LI&&O

Q L（P） Q（.&） Q（K） LPQ LI.LL

% .（L&） L（L&） .（O） .%P &IGGQ

P .（L&） .（LP） Q（K） .OP LILKQ

O .（L&） Q（.&） L（%） .JK LI&PJ

J Q（LP） L（L&） Q（K） LQP LILP&

K Q（LP） .（LP） L（%） LOK &IPKK

G Q（LP） Q（.&） .（O） LOO &IKO.

RL L%% LOG LGL

R. .OQ LGP LKK

RQ LPO .&& LK%

T LLG QL J

!"! 枯 草 杆 菌 !"#$%%&’ ’&()$%$’ ,$, 的 发 酵 进 程

曲线

发酵过程中每隔一定时间取样，测定生物量、

B+值、血栓溶解酶活力和!!"#$ 产量。如图 L 所

示，菌体在培养初期大量繁殖，在 Q. A 后达到稳定

期，J& A 后进入衰亡期。在发酵过程中 B+ 值先下

降后上升最后略高于初始值；菌种在发酵前期不产

生血栓溶解酶，对数期内产酶量大量增加，OK A 左右

达到最大值，而!!"#$ 的生产从 QO A 开始，逐渐增

加至 O& A 左右达到最高峰，然后迅速下降。因此，

发酵时间控制在 J& A 内，既不影响血栓溶解酶的生

产，同时可获得!!"#$。此外，在培养过程中发现谷

氨酸浓度一直很低，表明菌株在合成!!"#$ 的过程

中很少分泌胞外谷氨酸。

LP胡淳罡等：枯草杆菌 F=F 液体发酵联产血栓溶解酶和!!聚谷氨酸 U (微生物学报（.&&G）%G（L）



图 ! 枯草杆菌 "#" 的发酵曲线

!"#$% !&’(&)*+*",) -,.’/& -.’0& ,1 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 232$

图 $ !%&’( 的紫外光谱

!"#$4 56 /7&-*’.( ,1!89:;$

)*+ 产物鉴定

)*+*! 血栓溶解酶活力的测定：采用纤维蛋白平板

法和纤维蛋白—十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶

电泳（!"<’")82=289;:>）法相结合。如图?所示，以

图 ) 枯草杆菌血栓溶解酶活力的测定

!"#$? ;-*"0"*@ A&*&’(")+*",) ,1 3B>$

不同浓度的尿激酶标准溶液作为对照，得到尿激酶

标准曲线为 * C DE4F4%+ G %EH?IJ，,? C DEKK4I。表

明利用尿激酶标准曲线表示血栓溶解酶活力的方法

是可行的。图 ? 中间最大的透明圈为 232 菌单产的

血栓溶解酶溶解纤维蛋白的透明圈。

)*+*) 血栓溶解酶分子量的确定：血栓溶解酶的

2=289;:> 图谱见胡淳罡［%4］，分子量为 H? L=+。根

据枯草杆菌血栓溶解酶能水解纤维蛋白的性质，建

立了纤维蛋白8十二烷基硫酸钠8聚丙烯酰胺凝胶电

泳（!"<’")82=289;:>）。并尝试进行微波染色和蒸馏

水微波脱色的方法，以缩短实验时间，节约试剂。如

图 H 所示，经 2=289;:> 检验为单一组分的酶产品

具有溶解纤维蛋白的能力，此法不但可以证明粗酶

溶液中只有分子量为 H? L. 的枯草杆菌血栓溶解酶

具有溶解纤维蛋白的能力，而且相比纤维蛋白平板

法，在操作上可以节约大量时间。

图 + 枯草杆菌血栓溶解酶的 ,-./-0%"1"%&(’2 图谱

!"#$H !"<’")82=289;:> ,1 3B> +1*&’ 2&7M+A&N :8JO PM’,(+*,#’+7M@$

%E3B>；?EP’.A& 3B>$

此外，通过微波的方法，可将染色时间缩短至

O (")，以蒸馏水为脱色剂脱色时间缩短至 %D Q %O (")，

不但缩短了实验时间，也大大节约了脱色液的用量。

)*+*+ 紫外光谱鉴定：将初步提纯后的!89:; 溶于

?O PM.)#+)# R. &* +S $ T-#)" .$#/0($0%01$#" 2$3$#"（?DDK）4K（%）
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水，配制成 ! "#$"% 的溶液，进行紫外扫描。结果显

示（图 &），该产物只有 ! 个主吸收峰，其最大吸收波

长在 ’(& )" 处，而在 ’*( )" + ’,( )" 没有明显的吸

收峰，这表明该物质中不含有蛋白质，对产物进行茚

三酮显色反应，结果呈阴性，表明产物中没有游离的

氨基。将产物水解后进行茚三酮反应，结果呈阳性，

表明水解产物含氨基，证明了在聚合物中氨基参与

成键。

!"#"$ 红外光谱鉴定：图 - 为!./01 的红外扫描结

果，波长在 2&3’ 4"5 !是 6.7 对称伸缩震动带，波长

在 !*&! 4"5 ! 有很明显的羧酸盐（.8995 ）的特征谱

带，!&(( 4"5 ! 处的吸收峰表明了分子结构中存在

87’ 的 8.7 变形振动，低频区 !((( + -(( 4"5 ! 的宽

吸收峰是（87’）!（ ! : &）的平面摇摆振动及面内弯

曲振动。通过图谱解析结合标准谱图［!*］对照，可推

断该物质是!./01。

图 % !&’() 的红外光谱

;<#=- ;>.?@ ABC4DEF" GH!./01=

!"#"% 7/%8 鉴定：将!./01 水解后进行高效液相

色谱分析。结果显示（图 *），左侧第 ! 个峰的出峰

时间为 &I,3 "<)，与 %.谷氨酸标准品的出峰时间一

致，可以表明水解产物是 %.谷氨酸。右侧为衍生

剂峰。

图 * 水解物的液相色谱图

;<#=* 7/%8 ABC4DEF" GH DJC JKLEGMKANDC=

# 两种产物初步分离的讨论

通过微生物发酵得到的!./01 分子量较大，一

般为 2(( + !((( OPN［!3 5 !,］，而前期研究表明 "#$%&&’(

(’)*%&%( QRQ 产血栓溶解酶的分子量约为 2’ OPN，两

者的分子量存在很大的差距，因此可以将发酵液离

心，除去菌体等杂质后，加入无水 8N8M’，搅拌并调节

B7* + 3，达到初步脱色、除杂并降低粘度的作用，以

利于超滤的进行。冷冻离心后收集上清液备用。

上清 液 用 2(( OPN 超 滤 膜 超 滤 脱 盐，压 力 为

(I! SBN，血栓溶解酶含在超出液中，而!./01 被截

留，实现了联产后两种产物的初步分离，在大规模工

业生产中完全可行而且利于控制成本。

$ 结论

以实验室自行分离的 "#$%&&’( (’)*%&%( QRQ 为出

发菌株，进行了液体发酵联产血栓溶解酶和!./01

2-胡淳罡等：枯草杆菌 QRQ 液体发酵联产血栓溶解酶和!.聚谷氨酸 = $微生物学报（’((T）&T（!）
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研究，在未添加谷氨酸的培养基中合成了!!"#$，表

明该菌是非谷氨酸依赖型菌。在发酵过程中谷氨酸

浓度一直很低，表明菌株在合成!!"#$ 的过程中很

少分泌胞外谷氨酸。正交实验结果表明：在培养基

中适当增加碳、氮源的浓度能分别促进血栓溶解酶

和!!"#$ 的合成，而不抑制另一产物的合成，有利

于两者的联产。在蔗糖 %& ’()、大豆蛋白胨 *& ’()、

+,-./ 0 ’() 时，血栓溶解酶酶活为 *12 3 *2 45(6)，

!!"#$ 产量为 %7%08 3 &7&%2 ’()，均接近了单独合成

时的水平。由于生产血栓溶解酶和!!"#$ 的操作

过程和发酵条件相似，可以利用两者分子量的差异

通过超滤等方法进行初步分离提纯，因此充分利用

了资源，为工业化生产奠定了基础，以创造更大的经

济效益。
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《微生物学报》答作者问——— 关于审稿

问：贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：我们的承诺是争取在 X 个月之内给予答复，I a J 个月之内刊出。

（W）收到来稿后，首先将请 X 位专家进行初审，再送主编进行最后的总审，这个过程一般不会超过 X 个月。如果初审的 X 位专

家的意见分歧较大，编辑部将再请第 F 位专家进行初审，之后再送主编总审，那么此稿的审理时间可能会超过 X 个月。

（X）完成审稿后（即主编给出总审意见），编辑会给作者发出 . b ?’*, 告知修改意见（包括学术上的和写作格式上的），作者在

返回修改稿后经本刊审核合格后方可被录用。在此提醒作者不要在远程系统中看到初审意见时就急于修改稿件。

问：如我的投稿没有被贵刊录用，是否告知退稿原因？对退稿有异议怎么办？

答：本着对每一篇投稿负责的原则，本刊一贯遵循三审制的制度，即：编辑部内审、专家初审、主编总审。所以无论录用和退

稿，都会给作者一份比较全面的审稿意见。

（W）对于每一篇退稿，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。

（X）如您对退稿意见有异议，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。

问：我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避？

答：您在投稿时可以附上您推荐的审稿人名单，或请予回避的审稿人名单，供编辑部参考，但编辑部是否采纳将视具体情况而定。
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