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摘　 要:以实验室保藏的纳豆芽孢杆菌 SIPI-W-N5 为出发菌株,通过紫外诱变和 DES 诱

变,获得了突变株 SIPI-W-N5-16,采用响应面优化试验对其发酵培养基进行优化。 结果

表明,突变株 SIPI-W-N5-16 较出发菌株产纳豆激酶活力提高了 149. 24%,并确定了该

突变株最佳摇瓶发酵配方,采用该发酵培养基发酵突变株 SIPI-W-N5-16,其产纳豆激酶

活力较优化前提高了 104%。
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Abstract:
 

Using
 

a
 

Bacillus
 

subtilis
 

SIPI-W-N5
 

strain
 

preserved
 

under
 

laboratory
 

conditions
 

as
 

the
 

starting
 

strain,
 

a
 

mutant
 

strain
 

SIPI-W-N5-16
 

was
 

obtained
 

through
 

ultraviolet
 

(UV)
 

and
 

diethyl
 

sulfate
 

(DES)
 

muta-
genesis.

 

Response
 

surface
 

methodology
 

(RSM)
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

optimize
 

the
 

fermentation
 

medium
 

for
 

the
 

mutant
 

strain. The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

nattokinase
 

activity
 

of
 

SIPI-W-N5-16
 

was
 

149. 24%
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

original
 

strain.
 

The
 

optimal
 

fermentation
 

medium
 

for
 

shake
 

flask
 

cultivation
 

of
 

the
 

mutant
 

strain
 

was
 

determined.
 

Fermentation
 

of
 

SIPI-W-N5-16
 

with
 

the
 

optimized
 

medium
 

led
 

to
 

a
 

104%
 

enhancement
 

in
 

nat-
tokinase

 

activity
 

compared
 

to
 

pre-optimization
 

conditions.
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　 　 近年来,我国心血管疾病的发病率和死亡率均

不断增高,其中,血栓是引起脑卒中和冠心病的重

要诱因[1] 。 目前临床上使用广泛的溶栓药如尿激

酶、链激酶等价格高昂、不良反应严重[2] 。 纳豆激

酶(Nattokinase,NK) 是一种由日本心脑血管专家

须见洋行教授从农产品纳豆的发酵产物中发现的

一种具有超强溶栓能力的碱性丝氨酸蛋白酶[3~ 5] 。
纳豆激酶的主要优势体现在安全性高,不易引起出

血等不良反应,在体内作用时间长,既可制成注射

剂又可制成口服制剂等[6~ 10] 。 纳豆激酶主要通过

固体发酵和液体发酵两种方式制备,与固体发酵相

比,液体发酵可控性更强,产率高,后处理简单,是



目前生产纳豆激酶的主要方式[6] ,而液体发酵制

备纳豆激酶的关键取决于发酵用菌株和发酵工艺

参数两个方面。 该研究以实验室保藏的纳豆芽孢

杆菌 SIPI-W-N5 为出发菌株,通过物理诱变和化

学诱变的方式对出发菌株进行诱变育种,进一步获

得高产纳豆激酶的发酵菌株,最后通过响应面优化

试验对发酵培养基进行优化,得到该突变株纳豆激

酶发酵的最佳培养基组成。

1　 材料与设备

1. 1　 菌株来源

来自实 验 室 保 藏 的 纳 豆 芽 孢 杆 菌 SIPI -
W-N5。
1. 2　 初始发酵培养基

液体发酵培养基( g / L):可溶性淀粉 10,大豆

蛋白胨 5,Na2HPO4·12H2O
  

4,KH2PO4
 1. 5。

1. 3　 培养条件

接种量 1%装至 50 / 250
 

mL 三角瓶中,30
 

℃
 

250
 

r / min 摇床上振荡培养 3
 

d。
1. 4　 主要试剂与仪器

奶粉(光明乳业有限公司);牛血清纤维蛋白

原(上海宝曼);琼脂糖(西格玛奥德里奇有限公

司);凝血酶、上海源叶(上海源叶);玉米浆液化

液、鹰嘴豆豆浆(自制);诱变箱(自制);生化培养

箱(LRH-250,上海一恒);摇床( ZHWY - 2102,上
海智城)。

2　 方法

2. 1　 诱变与筛选

2. 1. 1　 产蛋白酶活力及产纳豆激酶活力筛选模型

建立　 初筛模型:由于纳豆激酶是一种蛋白酶,因
而在诱变过程中采用酪蛋白平板法对诱变菌株产

蛋白酶活力进行初步筛选[11] 。
复筛模型:采用琼脂糖-纤维蛋白平板法[12] ,

对初筛得到的突变株产纳豆激酶活力进行测定,最
终筛选出高产诱变菌株。 用无菌生理盐水将尿激

酶标准品分别配制成 62. 5
 

U / mL、125
 

U / mL、250
 

U / mL、400
 

U / mL、500
 

U / mL
 

5 个浓度,每个浓度取

20
 

μL 采用纸片法在琼脂糖-纤维蛋白平板上点

样。 每个浓度做 3 个平行,37
 

℃
 

孵育 18
 

h。 孵育

结束后测定溶解圈直径,并计算直径平均值和对应

溶解圈面积。 以溶解圈面积(mm2)为横坐标,纳豆

激酶酶活(U / mL)为纵坐标,制作尿激酶标准曲线

并拟合标准曲线的回归方程。 根据实验结果得到

标准曲线的线性回归方程为 y
 

=
 

2. 591x
 

–
 

1176,
R2 值为 0. 978,说明纳豆激酶酶活与溶解圈面积呈

良好的线性关系。
2. 1. 2　 菌株诱变　 采用物理诱变( UV)和化学诱

变(DES)对出发菌株纳豆芽孢杆菌 SIPI-W-N5 进

行菌种选育,通过如下计算公式计算正突变率和致

死率,进而确定诱变条件。
致死率(%)=

对照组平板上的菌落数-相同稀释倍数平板上的诱变菌落数
对照组平板上的菌落数

×100

正突变率(%)=
蛋白酶水解圈直径大于对照菌株蛋白酶水解圈直径的突变株数目

所挑选突变株的总数目

×100

UV 诱变:吸取 9
 

mL 培养 20
 

h 的菌液在 15
 

W
紫外灯下进行诱变处理后,稀释涂布于酪蛋白平板

上,待菌落 37
 

℃ 下培养成熟后,计算正突变率

(%)和致死率(%)。
DES 诱变:2%硫酸二乙酯溶液诱变处理,稀释

涂布于酪蛋白平板,待菌落 37
 

℃下培养成熟后,计
算正突变率(%)和致死率(%)。

联合诱变:同时采用 UV 诱变和 DES 诱变。
2. 2　 纳豆激酶发酵培养基优化

2. 2. 1　 单因素优化　 发酵过程中代谢产物受不同

营养成分的影响是显著的[13,14] 。 该研究对发酵培

养基中的碳源、氮源、微量元素等营养成分进行考

察,并对各营养成分的含量进行优化。
2. 2. 2　 响应面优化试验

(1)Plackeet-Burman 试验设计

根据 2. 3 实验结果,选取对纳豆激酶发酵产量

有较大影响的 8 个因素,每个因素选取 2 个水平,
试验选用 N = 12 的 PB 设计,预留 3 个虚变量用以

估计误差,响应值为纳豆激酶水解圈直径(cm),平
行对照三组。

(2)最陡爬坡试验

通过 Plackeet-Burman 试验结果筛选出最主要

影响纳豆激酶产量的因素,根据试验数据拟合的一

次多项式能有效确定最陡爬坡方向,由此逼近最大

响应区域。
(3)Box-Behnken 试验

根据 PB 试验和最陡爬坡试验确定的试验因

素和水平,进行三因素三水平的响应面试验,通过

Design
 

Expert
 

8. 0 对实验数据进行分析。
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3　 结果与分析

3. 1　 菌种选育

3. 1. 1　 UV 和 DES 诱变条件筛选　 以 SIPI-W-N5

菌株作为出发菌株,分别对比不同处理时间的

UV、DES 以及两者联合的诱变方式所得致死率与

正突变率,结果如表 1 所示。

表 1　 不同诱变条件的致死率和正突变率对比

UV 处理

时间 / s
致死率

/ %
正突变率

/ %
DES 处理

时间 / min
致死率

/ %
正突变

率 / %
联合诱变处

理时间 / min
致死率

/ %
正突变率

/ %

60 7. 27 1. 90 0 0 0 0 0 0

120 18. 18 13. 33 20 8. 51 4. 65 5 40. 96 11. 63

180 29. 09 17. 84 40 51. 06 30. 43 15 65. 91 32. 81

360 60. 00 27. 27 60 76. 59 27. 27 25 82. 45 39. 96

480 72. 72 20. 00 80 95. 74 0 35 90. 91 21. 96

600 98. 91 0 100 100 0 45 100 0

　 　 由此可见,UV 处理 360
 

s 或 DES 处理 40
 

min,
亦或是联合诱变处理 25

 

min,致死率都较高且正突

变率相对最高,该诱变条件下具备较好的筛选

效率。
3. 1. 2　 诱变选育改造　 根据 3. 1. 1 中得到的最佳

诱变条件,对出发菌株 SIPI-W-N5 进行育种,经过

多轮诱变筛选,挑选不同单菌落通过酪蛋白平板进

行产蛋白酶能力筛选,最终得到产蛋白酶活力最佳

的 SIPI-W-ZW16,对其进行自然分离得到 SIPI-W
-N5-16,其诱变谱系如图 1 所示。

图 1　 诱变谱系图

　 　 通过摇瓶发酵检测其产纳豆激酶活力,结果如

表 2 所示,可以看出突变株 SIPI-W-N5-16 产纳

豆激酶酶活为 251. 31±2. 47
 

U / mL,较出发菌株 SI-
PI-W-N5 提高了 149. 24%

表 2　 高产突变株复筛

高产菌株 纳豆激酶酶活(U / mL)

SIPI-W-N5(出发菌株) 100. 83±2. 62

SIPI-W-N5-16 251. 31±2. 47

3. 2　 发酵培养基的优化

3. 2. 1　 单因素优化试验,各因素影响水平如下。
(1)碳源对发酵水平的影响 　 碳源是培养基

的主要营养成分之一,由于不同微生物所含的碳源

分解酶并不完全一样,因此它们对各种碳源的利用

能力也不完全相同。 选取 1%不同碳源,以 1%可

溶性淀粉为对照,其他发酵成分保持不变,由图 2
可知最优碳源为可溶性淀粉与麦芽糊精组成的复

合碳源,通过进一步的含量优化可知 1. 5%可溶性

淀粉+1%麦芽糊精为最佳配比。
　 　 (2)氮源对发酵水平的影响　 选取 0. 5%的不

同氮源,以 0. 5%的大豆蛋白胨作为对照,其他发

酵成分保持不变,由图 3 可知最优氮源为大豆蛋白

胨与酪蛋白组成的复合氮源,通过进一步的含量优

化可知 1. 5%的大豆蛋白胨+1%的酪蛋白为最佳

配比。
(3)微量元素对发酵水平的影响 　 微量元素

在菌体生长繁殖和代谢活动中的生理功能是多方

面的,可作为酶的组成部分,也是代谢途径中许多

重要酶的激活剂,还参与细胞膜通透性的调节等。
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本实验考察了含量为 0. 05%的不同金属离子对发

酵的影响,以不加任何微量元素为对照组,由图 4
可知,当向发酵培养基中加入 Ca2+ 、Mg2+ 时能够明

显促进纳豆激酶的生成。 通过进一步含量优化可

知当向培养基中加入 0. 1%的 Ca2+和 0. 3%的 Mg2+

时,发酵效果最佳。

图 2　 碳源对纳豆激酶酶活的影响

图 3　 氮源对纳豆激酶酶活的影响

图 4　 微量元素对纳豆激酶酶活的影响

3. 2. 2　 响应面优化试验
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(1)Plackeet-Burman 试验

根据单因素试验优化结果并结合相关文献调

研,Plackeet - Burman 试验选取大豆蛋白胨、酪蛋

白、可溶性淀粉、麦芽糊精、MgSO4 ·7H2O、CaCl2、
Na2HPO4·12H2O

 

、KH2PO4 共 8 种培养基成分,进
行 12 次试验,平行对照 3 组,其中 3 个虚变量用以

估计误差,响应值为纳豆激酶水解圈直径(cm),编
号 X1 -X11,分别用“ -1,1”表示,“1”代表高水平,
“ -1”代表低水平。 试验过程及结果见表 3 ~ 5。

表 3　
 

Plackeet-Burman 试验设计因素水平及编码

因素
水平

-1 1
X1 大豆蛋白胨 / % 1 5
X2 酪蛋白 / % 0. 5 5
X3 可溶性淀粉 / % 1 3
X4 麦芽糊精 / % 1 3
X5 MgSO4·7H2 O / % 0. 1 0. 3
X6 CaCl2 / % 0. 01 0. 1
X7 KH2 PO4 / % 0. 1 0. 3
X8 Na2 HPO4·12H2 O / % 0. 2 0. 6
X9 空白 1 -1 1
X10 空白 2 -1 1
X11 空白 3 -1 1

表 4　 Plackeet-Burman 试验及结果

实验号 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 直径 / cm

1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 2. 83

2 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 2. 88

3 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2. 73

4 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 2. 70

5 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 2. 72

6 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 2. 84

7 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 2. 62

8 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 2. 75

9 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 2. 83

10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 2. 64

11 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 2. 83

12 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 2. 67

表 5　 偏回归系数及影响因子的显著性分析

因素 平方和 标准误差 系数估计值 F 值 P 值 重要性排序

Model 0. 079 7. 454E-003 2. 75 29. 48 0. 000
 

2
F-X6 0. 056 7. 454E-003 0. 068 84. 05 <0. 000

 

1 1
C-X3 8. 533E-003 7. 454E-003 -0. 023 12. 80 0. 009

 

0 2
E-X5 7. 500E-003 7. 454E-003 0. 025 11. 25 0. 012

 

2 3
A-X1 6. 533E-003 7. 454E-003 -0. 023 9. 80 0. 016

 

6 4

　 　 由表 5 可以看出,P = 0. 000
 

2<0. 05,说明该模

型在整个被研究的整个回归区域拟合度很好。 6 个

考察因素中排在前 3 位的依次是 CaCl2、可溶性淀

粉、MgSO4·7H2O。 这三个因素对纳豆激酶产量影

响较大,其中无水氯化钙和七水硫酸镁对产量的影

响是正效应,可溶性淀粉对产量的影响是负效应。

(2)最陡爬坡试验

通过 Plackeet-Burman 试验结果筛选出最主要

影响纳豆激酶产量的 3 个因素是 CaCl2、可溶性淀

粉、MgSO4 ·7H2O。 各个因素变化的步长根据因

素效应值大小和正负来确定。 每组做三个平行。
试验设计及结果见表 6。
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表 6　 最陡爬坡试验设计及结果

组别 CaCl2 / % MgSO4·7H2 O / % 可溶性淀粉 / % 纳豆激酶水解圈直径 / cm

1 0 0. 1 3 2. 76
2 0. 025 0. 2 2. 5 2. 81
3 0. 05 0. 3 2 2. 85
4 0. 075 0. 4 1. 5 2. 89
5 0. 1 0. 5 1 2. 87
6 0. 125 0. 6 0. 5 2. 86

　 　 由上述结果可知,从第二组开始,酶活力明显

增加,第四组达到峰值,第五组开始下降,这表明第

二组和第五组是发酵培养基最佳组合,故选择响应

面优化试验中心点是 0+4。
(3)Box-Behnken 试验

根据最陡爬坡试验结果,选 0+4 作为响应面

试验 设 计 为 零 水 平, 以 CaCl2、 可 溶 性 淀 粉、
MgSO4·7H2O

 

3 个重要因素为自变量,每组做三

个平行,各因素编码水平及试验结果如表 7 ~ 9

所示。
表 7　 试验因素与水平的设计

因素
水平

-1 0 1

X1 可溶性淀粉 / % 1 1. 5 2

X2 MgSO4·7H2 O / % 0. 3 0. 4 0. 5

X3 CaCl2 / % 0. 05 0. 075 0. 1

表 8　 Box-Behnken 试验设计及结果

序号 可溶性淀粉 MgSO4·7H2 O CaCl2 纳豆激酶水解圈直径 / cm

1 1. 50 0. 50 0. 05 2. 84
2 1. 50 0. 40 0. 08 2. 88
3 1. 50 0. 40 0. 08 2. 89
4 1. 00 0. 50 0. 08 2. 84
5 1. 00 0. 40 0. 05 2. 85
6 2. 00 0. 30 0. 08 2. 84
7 1. 50 0. 40 0. 08 2. 86
8 1. 50 0. 50 0. 10 2. 88
9 1. 50 0. 30 0. 05 2. 85
10 2. 00 0. 40 0. 05 2. 83
11 1. 50 0. 40 0. 08 2. 88
12 1. 00 0. 30 0. 08 2. 84
13 2. 00 0. 50 0. 08 2. 85
14 1. 50 0. 40 0. 08 2. 89
15 2. 00 0. 40 0. 10 2. 90
16 1. 50 0. 30 0. 10 2. 85
17 1. 00 0. 40 0. 10 2. 84

　 　 由表 9 可知,Prob>F
 

=
 

0. 008
 

4,小于 0. 05,显
著;Lackof

 

Fit
 

=
 

0. 768
 

1,大于 0. 05,不显著;R2 =
0. 901

 

8,这表明 90. 18%的试验结果可以用该模型

解释,模型具有显著性,在考察浓度范围内能较好

的表征纳豆激酶产量的变化。 各因子对纳豆激酶

酶活的影响程度依次为:无水氯化钙>可溶性淀

粉>七水硫酸镁。 根据 Design-expert
 

7. 1. 3 分析软

件得到以下回归方程。
Y = 2. 613

 

75+0. 097
 

5X1 +1. 162
 

5X2 -2X3 +0.
05X1X2 + 1. 6X1X3 + 4X2X3 - 0. 075X12 - 1. 875X22

-10X32
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表 9　 回归分析结果

因素 自由度 平方和 均方 F 统计量 Prob>F 值

Model 9 7. 119E-003 7. 910E-004 7. 14 0. 008
 

4
A-X1 1 3. 125E-004 3. 125E-004 2. 82 0. 136

 

8
B-X2 1 1. 125E-004 1. 125E-004 1. 02 0. 347

 

0
C-X3 1 1. 250E-003 1. 250E-003 11. 29 0. 012

 

1
AB 1 2. 500E-005 2. 500E-005 0. 23 0. 649

 

1
AC 1 1. 600E-003 1. 600E-003 14. 45 0. 005

 

7
BC 1 4. 000E-003 4. 000E-003 3. 61 0. 099

 

1
A2 1 1. 480E-003 1. 480E-003 13. 37 0. 008

 

1
B2 1 1. 480E-003 1. 480E-003 13. 37 0. 008

 

1
C2 1 1. 645E-004 1. 645E-004 1. 49 0. 262

 

4
Lack

 

of
 

Fit 3 1. 750E-004 5. 833E-005 0. 39 0. 768
 

1

图 5　 各因素交互作用对纳豆激酶酶活的影响

　 　 利用 Design
 

Expert
 

8. 0 分析软件做出各因素

交互作用对纳豆激酶酶活影响的响应曲面和等高

线分析图,见图 5,可知模型存在极大值,其中无水

氯化钙与其他因素交互作用较为显著。 对上述模

型求导,得出该模型的最大值。 结果显示,当大豆

蛋白胨 1%、酪蛋白 0. 5%、可溶性淀粉 1. 86%、麦
芽糊精 1%、 MgSO4 ·7H2O

 

0. 44%、 CaCl2
 0. 1%、

KH2PO4
 0. 1%、Na2HPO4·12H2O

  

0. 6%时,对应的

纳豆激酶水解圈直径(Y 值)为 2. 90
 

cm,约纳豆激

酶 535. 40
 

U / mL。
(4)验证试验

通过响应面优化试验,确定了纳豆激酶最佳摇

瓶发酵条件,为了检验模型的准确性,对最佳发酵

条件进行验证。
由图 6 可知,在最佳发酵条件下纳豆激酶的活

性达到 549. 72
 

U / mL,与理论预测值 535. 40
 

U / mL

相对误差小于 5%,说明模型预测与实际试验较符

合。 相较于初始工艺纳豆激酶活性提高了 104%。

图 6　 新旧工艺纳豆激酶产量比较

4　 讨论与结论

纳豆激酶作为有望被开发的新一代使用方便、
安全的溶栓药物其工业化量产是亟需解决的痛点,
因此培育出能够高产纳豆激酶的生产菌株至关重
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要。 该研究通过对出发菌株 SIPI-W-N5 进行不断

地紫外诱变和化学诱变,在大规模菌种选育后获得

一株具有正突变效应的发酵菌株 SIPI-W-N5-16,
相较于出发菌株其产纳豆激酶活力提高了 149.
24%。 由此可见,实验室在前期自然选育的 SIPI-
W-N5 菌株基础上,采用物理诱变、化学诱变以及

两者联用的方式借助射线、化学物质等不断刺激野

生型菌株,采用蛋白酶初筛方法大量筛选,最终是

可以明显提高菌株突变几率,但是要控制好射线或

者化学物质的诱变剂量,剂量过低易导致正突变率

低下,剂量过高易导致死亡率过高。 同时,在紫外

诱变时注意光修复对诱变的影响,因此每轮紫外诱

变结束以后需进行暗培养操作。
纳豆激酶是纳豆芽孢杆菌的初级代谢产物,主

要是在纳豆芽孢杆菌前中期生长繁殖过程中大量

产生,因此对发酵培养基成分具有一定要求。 该研

究以突变菌 SIPI-W-N5-16 作为发酵纳豆激酶的

目标菌,对其发酵培养基进行优化,通过单因素试

验和响应面试验优化得到最佳摇瓶发酵条件,在此

条件下纳豆激酶的活力相较于初始工艺纳豆激酶

活性提高了 104%。 由此可见,复合碳、氮源以及

钙、镁离子对发酵菌株 SIPI-W-N5-16 产纳豆激

酶影响较大。 在发酵过程一方面需避免使用具有

阻遏作用的碳、氮源从而克服初级代谢产物分解代

谢阻遏,另一方面使用复合碳、氮源相互协同可为

发酵菌株提供更加丰富的碳、氮源种类并降低底物

抑制作用,调节菌株代谢途径。 与此同时,微量元

素钙、镁离子作为产物的组成部分或者调节代谢反

应,能够显著提高纳豆激酶酶活。 本文在纳豆激酶

生产菌株选育和发酵培养基成分方面的研究为纳

豆激酶进一步量产奠定了菌种和发酵培养基的研

究基础。
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