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枯草芽孢杆菌纳豆激酶分离纯化及酶学性质

王  刚 1，郭明珠 2，陈 光 1,*
(1.吉林农业大学生命科学学院，吉林 长春      130118；2.长春职业技术学院，吉林 长春      130033)

摘   要：利用 30%～70% 饱和度的硫酸铵沉淀，Sephadex G-50 凝胶过滤层析对浅盘发酵纳豆激酶进行分离纯化并

对其酶学性质进行初步研究。以纤维平板法测定纳豆激酶活力，SDS-PAGE 检验纯化效果。结果表明：纯化后纳

豆激酶为电泳纯，分子质量约 27.518kD，纯化倍数和酶活回收率分别为 19 和 42.1%，纳豆激酶最适温度为 50℃，

最适宜 pH 值为 8.0。
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Abstract：In this study, nattokinase produced by Bacillus subtilis NK-1 after shallow tray fermentation was separated and

purified by 30%－70% saturation ammonium sulfate precipitation and Sephadex G-50 column chromatography and enzymati-

cally characterized. Nattokinase activity was measured by fibrin plate method, and SDS-PAGE was used to analyze its purity.

Electrophoresis-pure nattokinase was obtained, with a molecular weight of about 27.518kD. The purification factor and activity

recovery were 19 and 42.1%, respectively. The optimal reaction temperature and pH of this enzyme were 50 ℃ and 8.0,

respectively.
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心脑血管血栓是心脑血管的大病，全球每年脑血

栓、脑梗塞、心肌梗塞、冠心病、动脉硬化等心脑

血管疾病夺走 1200 万人的生命，接近世界总死亡人数的

1/4，成为人类健康的头号大敌。典型的以溶栓治疗为

目的的药物包括尿激酶和组织型纤溶酶原激活物(TPA)。
这些药物存在价格昂贵，在体内半衰期短等缺点。纳

豆激酶(nattokinase)是一种具有强烈溶栓作用的丝氨酸蛋

白酶，来源于日本纳豆[1-2]、海洋生物[3 ]、天培[4-5]、豆

豉 [ 6 -7 ]等。纳豆激酶具有易于提取，溶栓效果好，成本

低廉，来源于食品，无任何毒副作用。近年来，各国

学者对纳豆激酶开展了广泛的研究，包括菌种分离[8-9]，

纳豆激酶的发酵条件优化[10-12]，分离提取[13]，功能及结

构分析[11-12, 14-16]等。 Fujita 等[17]的研究表明，与纤溶酶相

比，纳豆激酶对纤维蛋白本身更敏感，直接破坏交联

纤维蛋白，而不是破坏体内的纤维蛋白原。更重要的

是纳豆激酶可以由消化道吸收到血液中而引起溶血栓作

用 [ 1 8 ]。因此，纳豆激酶在溶栓药物和保健食品开发方

面，具有极其重要的意义，为获得更好的溶栓、抗栓

效果，实验以 Sephadex G-50 排阻层析对纳豆粗提物进

行分离纯化，以 SDS-PAGE 检验纯化效果，并进行酶

学性质的初步研究，以期为纳豆激酶保健品及纳豆激酶

抗栓制剂的研制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与培养基

纳豆菌 N K - 1 由吉林农业大学生物工程实验室提

供；纤维蛋白原、标准尿激酶(1280U/ 支)    中国药品生

物制品检定所；凝血酶(2000U/ 支)    浙江杭康海洋生物
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药业公司；琼脂糖(进口分装)    宝泰克生物制品有限公

司；其他试剂均为国产分析纯。

斜面培养基：蛋白胨 0 . 5 %、牛肉膏 0 . 5 %、氯化

钠 0 . 5 %、琼脂 2 %、种子培养基：葡萄糖 1 %、蛋白

胨 1 %、氯化钠 0 . 5 %，调节 p H ＝ 7；浅盘发酵培养

基：浸泡过夜大豆 50 g、麦芽糖 0.1%、半乳糖 0.1%、

起始含水量 5 0 %。

1.2 仪器与设备

GD751 分光光度计    上海雷韵试验仪器制造有限公

司；Sartorius BS210S 电子分析天平    德国赛多利斯科学

仪器有限公司；1-6p 高速冷冻离心机    美国 Sigma 公

司；CL-32L 高压蒸汽灭菌锅    日本 ALP 公司；722 紫

外 - 可见分光光度计    山东高密彩虹分析仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 浅盘发酵及纳豆激酶粗提液制备

将市售大豆清洗除杂，2.5～3 倍的清水浸泡过夜，

沥去水分，121℃灭菌 30min，降温至 50～60℃时，接

入纳豆菌，37℃恒温静置培养 24h，4℃冰箱中后熟 24h。
用生理盐水浸提纳豆中的有效成分，经过 10000r/min 冷

冻离心，取上清，即为粗酶液。

1.3.2 纳豆激酶活性测定方法

1.3.2.1 纤维蛋白平板制备

参照 Astrup 等[19]的方法，并进行了一定的改进：

称取琼脂糖 0.5g，溶于 4mL 0.01mol/L 磷酸盐缓冲液中，

沸水浴煮沸，使其完全融化。设其为 Q；另称取纤维蛋

白原 11mg，溶于 5mL 0.01mol/L 磷酸盐缓冲液中，45℃
温浴，设其为 F；称取凝血酶 10U，溶于 1mL 0.01mol/L
的磷酸盐缓冲液中，4 5℃温浴，设其为 T。当 Q 温度

降为 5 0℃左右时，把 Q 倒入 T 中，然后倒入 F，迅速

混匀，防止气泡的产生，倒平板。每平板打孔 5～6 个，

点样品，3 7℃培养 1 6 h。

1.3.2.2 标准曲线的绘制

在纤维蛋白平板上以打孔器打 5 个孔，每孔内加入

0.01mol/L 磷酸盐缓冲液(pH7.5)10μL。将稀释好的标准

品尿激酶(1U/mL)依次加入 5 个孔中，体积分别为 0.2、
0 . 4、0 .6、0 . 8、1 . 0μL，混匀，3 7℃保温 1 6～1 8h。
用游标卡尺测量每个溶菌圈的直径，然后以溶菌圈面

积(cm2)为纵坐标，以标准尿激酶活力(U)为横坐标作标

准曲线，得标准方程为 y ＝ 3.2782x(R2 ＝ 0.9641)。

1.3.2.3 纳豆激酶活力

纳豆中加入 200mL 生理盐水浸提 1h，3000r/min 离

心 1 0 m i n，取上清液，稀释点样于纤维蛋白平板，根

据标准曲线计算出纳豆激酶相对于尿激酶的活力。

1.3.3 硫酸铵盐析

采用硫酸铵盐析，取硫酸铵的饱和度分别为 10%、

20%、30%、40%、50%、60%、70%，静置过夜后，

离心。分别测定上清和沉淀中的纳豆激酶酶活力。

1.3.4 柱层析分离纳豆激酶

采用葡聚糖凝胶 Sephadex G-50 对盐析后的样品进行

进一步分离。柱层析的条件为：柱长：100cm；柱径：

1cm；柱温：室温；上样量：1mL；检测波长：254nm；

流速：0.5mL/min；洗脱液：pH8.0 10mmol/L Tris-HCl
缓冲液(含 2mmol/L CaCl2)。

1.3.5 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检测

SDS-PAGE 不连续凝胶电泳[20-21]。

1.3.6 蛋白质含量测定

以 Bradford 法[22]测定蛋白含量，采用牛血清白蛋白

为标准蛋白。

1.3.7 pH 值对纳豆激酶活力的影响

将纳豆激酶溶于各种不同梯度的 p H 值缓冲液中

(pH4～7：柠檬酸 - 磷酸氢二钠缓冲液；pH8～11：广

泛缓冲液)，以纤维蛋白平板法测定酶活力，以最适条

件下的酶活力(即最高值)为 100%。

1.3.8 温度对纳豆激酶活力的影响

在不同温度( 2 5、3 0 、3 7 、4 0 、4 5 、5 0 、5 5、
60℃)条件下保温 16h，以纤维蛋白平板发测酶活力，以

最适条件下的酶活力(即最高值)为 100%。

2 结果与分析

2.1 纳豆激酶的分离纯化

2.1.1 硫酸铵盐析结果

由图 1 可知，随着硫酸铵饱和度的不断增加，纳豆

激酶逐渐的转移到沉淀当中。硫酸铵饱和度在 0～30%
时，纳豆激酶大部分存在于上清液当中，沉淀中的蛋

白大部分为杂蛋白，可以除去，因此选择去除杂蛋白

的硫酸铵饱和度为 30%。当硫酸铵的饱和度为 70% 时，

纳豆激酶大部分转移到沉淀中，硫酸铵饱和度继续增加

时，沉淀中纳豆激酶酶活不再上升，因此，本实验中

选择沉淀纳豆激酶的硫酸铵饱和度为 70%。

图 1 硫酸铵饱和度对纳豆激酶酶活力的影响

Fig.1   Effect of degree of ammonium sulfate saturation on the
precipitation of nattokinase
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2.1.2 Sephadex G-50 柱层析分离纳豆激酶

由图 2 可知，经葡聚糖凝胶 Sephedex G-50 分离之

后，得到 4 个吸收峰，其中吸收峰 1 和吸收峰 3 的浓度

较大，吸收峰 2 和吸收峰 4 的浓度较小，其分离效果不

很明显。将 4 个组分收集并分别经纤维蛋白平板法测纳

豆激酶酶活，吸收峰 3 为目的吸收峰。

2.1.3 纳豆激酶分离结果的电泳检测

葡聚糖凝胶层析分离后的组分，经 SDS-PAGE 对目

标组分进行检测，结果如图 3 所示。

由图 3 可知，经过 Sephadex G-50 柱层析后的纳豆

激酶显示为一条带，表明分离效果较好。同时以已知

标准蛋白分子质量的对数( 1 g M r)为纵坐标，相对迁移

率为横坐标绘图，其回归方程为 y ＝－ 1.055x ＋ 5.2197
(R2 ＝ 0.9574)。按此方程计算，纳豆激酶的分子质量为

27518D，与相关文献[23-24]报道接近。

2.1.4 纯化过程评价

纯化步骤
总蛋白含量 /总酶活力 / 酶比活力 / 纯化

回收率 /%
(mg/mL) (U/mL) (U/mg) 倍数

发酵粗提液 1.895 2233.33 2785.00 1178.54 100.00
(NH4)2SO4盐析 0.674 1877.50 2785.00 2.36 84.10

透析脱盐 0.472 1750.00 3707.68 8.15 78.46
Sephadex G-50层析 0.042 940.23 22388.81 19.00 42.10

表 1   分离纯化结果

Table 1   Protein purity, total and specific kinase activity of isolate at
different stages of purification

在纯化纳豆激酶的整个过程中，需要对每个步骤进

行测定评价，即对纯化过程的每一步收集的酶液进行有

效(有活性)成分含量的测定，并计算酶比活力、总酶活

力、纯化倍数和回收率，结果如表 1 所示。纯化过程

中总蛋白、总酶活力呈逐渐降低的趋势，但其酶比活

力、纯化倍数逐渐增高。经 Sephadex G-50 层析后，纯

化倍数为 19，回收率为 42 .1%。

2.2 纳豆激酶的酶学性质研究

2.2.1 纳豆激酶的最适反应 pH 值

由图 4 可知，随着 p H 值的增加，纳豆激酶活力

呈先增加后降低的趋势，当 p H 值为 4 时，纳豆激酶

相对酶活力仅 3 8 %，当 p H 值为 8 时，相对酶活力最

高，pH7.0～9.0 为最适反应 pH 值。

2.2.2 纳豆激酶的最适反应温度

由图 5 可知，随着温度的升高，纳豆激酶的相对

酶活力，呈先增高后降低的趋势，5 0℃时纳豆激酶的

相对酶活力最高；温度降为室温(25℃)时，纳豆激酶的

活力仅为 30%。当温度大于 50℃，纳豆激酶的活力开

始逐渐降低。

3 讨  论

3.1 纳豆激酶的分离纯化

分离纯化是一个复杂的过程，在纯化过程中，随

着纯化倍数的提高，酶活性逐渐降低，得率也逐渐下

降，但酶比活力是逐渐升高的。采用离心、盐析、

图 2 葡聚糖凝胶 Sephadex G-50 的分离图谱

Fig.2   Elution profile of Bacillus subtilis nattokinase on Sephadex G-
50 column
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图 4 纳豆激酶的最适 pH 值

Fig.4   Effect of pH on the activity of Bacillus subtilis nattokinase
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图 5 温度对纳豆激酶活力的影响

Fig.5   Effect of temperature on the activity of Bacillus subtilis
nattokinase
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1. Marker；2. (NH4)2SO4 盐析后样品；3. Sephadex G-50 柱层析后样品。

图 3 纳豆激酶分离组分的电泳检测

Fig.3   SDS-PAGE of purified nattokinase
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Sephadex G-50 凝胶色谱法对纳豆激酶发酵的粗提物进行

纯化，从发酵粗酶液到最后的 Sephadex G-50 柱层析，

纯化倍数为 1 9 倍，回收率为 4 2 . 1 %，全过程损失了

57.9%，纯化倍数与前人的研究[10, 13, 25-26]接近，略高于

高大海等[ 27 ]的研究。

3.2 酶学性质的研究

酶蛋白分子上带有很多酸性和碱性氨基酸残基，

pH 值的变化会直接影响到这些残基侧链基团的解离状

态，进而影响酶与底物的结合能力、催化反应、酶的

空间结构及酶的活性。由于酶是蛋白质，可随温度的

升高而变性，因此酶促反应应有一个最适温度，在此

温度下酶促反应速度最快。纳豆激酶的最适反应温度为

50℃，与江晓等[28 ]的研究接近。与董志奎[ 2 4 ]、朱健辉

等[ 29 ]的研究不同。最适反应 p H 值为 8 . 6，与慕娟[ 30 ]、

鲍艳霞等[31 ]的研究接近。

4 结  论

4.1 纳豆激酶纯化工艺为：纳豆激酶粗提液离心，30%
饱和度硫酸铵去除杂蛋白，70% 饱和度硫酸铵沉淀纳豆激

酶，沉淀用 10mmol /L  pH6 .4 磷酸缓冲液溶解后，经

Sephadex G-50 凝胶层析，收集活性部分纳豆激酶的纯度很

高，酶比活力为 22388.81U/mg，SDS-PAGE 电泳检验为单

一条带。最终的纯化倍数为 19，酶活回收率为 42.1%
4.2 纳豆激酶最适反应 pH 值为 pH7.0～9.0，纳豆激酶

最适反应温度为 45～55℃。

4.3 该纯化工艺适于实验室高纯度制备纳豆激酶，以

供进一步研究其溶栓机理。
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