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一株产纤溶酶芽孢杆菌的鉴定及纤溶酶的分离纯化与性质分析
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摘要：【目的】从假蕈状芽孢杆菌 KD0# 菌株中纯化具有纤溶活性的单一组分，测定它的 .D端氨基酸序列进行

比对，并对单一组分的性质进行分析。【方法】利用纤维蛋白平板法检测纤溶酶活性，利用硫酸铵分级沉淀

和阴离子交换色谱从假蕈状芽孢杆菌 KD0# 菌株中纯化纤溶酶。【结果】从该菌株的发酵液中获得了一组纤

溶酶单一组分（K(LF），它的表观分子量为 E! MN;。它在 !O P 2#O活性较稳定，2#O以上活性急剧下降；作

用最适 (Q 值为 (Q2 P 0，在 (Q2 P /# 活性较稳定，在 (QER#，活性几乎丧失；金属离子 1;$ B 、SI$ B 、S:$ B 对酶活

有轻微促进作用，19$ B 则强烈抑制酶活。苯甲基磺酰氟（TS-L）完全抑制它的活性。K(LF 经胰蛋白酶和胃

蛋白酶降解后，活性上升。测得 K(LF .D端 /2 个氨基酸序列为 U@V@.’UV@VWVUXV，序列比对结果表明，

K(LF .D端 /2 个氨基酸序列与来源于蜡状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌和乳杆菌的细菌裂解

酶、中性蛋白酶、水解酶的部分序列同源性为 /##Y。【结论】获得了一组纤溶酶单一组分，其 .D端序列比对

结果尚未发现与其同源性较高的纤溶酶，这为新型纤溶酶的开发提供了重要的理论依据。
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目前临床上使用的溶栓酶普遍存在不足，有的

副作用强，有的半衰期短，价格昂贵，近年来除了利

用蛋白质工程改造已有溶栓酶［/ % $］，寻找新的纤溶

酶的工作一直在进行。微生物是纤溶酶的重要来源

之一。对大量产生蛋白酶的微生物尤其是非致病微

生物进行筛选鉴定，以获得新型纤溶酶产生菌，具有

实际意义。已有多种纤溶酶产生菌被分离鉴定，如

链霉菌［E］、根霉［!］、枯草芽孢杆菌［2］、镰孢菌［0］、脉孢

霉［&］等，并从其发酵物中分离出纤溶酶。本实验室

从自然界分离的纤溶酶产生菌芽孢杆菌 KD0# 菌株，

通过对它的形态特征、生理生化特征进行鉴定，对其

/0- )N.’ 序列进行测定比对，鉴定为假蕈状芽孢杆

菌（.$"&**/0 102/3(45"(&320）。目前，国内外以假蕈状

芽孢杆菌产生的纤溶酶的研究尚未见其它报道。作

者对该菌株产生的纤溶酶进行分离纯化及酶学性质

研究，为纤溶酶的进一步开发提供依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：芽孢杆菌（.$"&**/0 <(=）KD0# 菌株，本

实验室分离保存。

!"!"# 培养基：斜面培养基（.’）和液体种子培养

基（.K）组成参考文献［C］。发酵产酶培养基：蔗糖

/2 I3X，豆 饼 粉 /2 I3X，S:-Z!·Q$Z ER! I3X，1;1+$
ERE I3X，W$QTZ!·EQ$Z #RC I3X，WQ$TZ! #R$ I3X，

SI-Z!·&Q$Z &R! I3X。

!"!"$ 主要试剂和仪器：纤维蛋白原（ [*\)*:8IA:）、

凝血酶（65)8>\*:），苯甲基磺酰氟（TS-L）、FN@’、亮



抑肽素（!"#$"$%&’）、抑肽酶（($)*%&’&’）、大豆胰蛋白酶

抑制 剂（+,-.）、鸡 卵 类 粘 蛋 白（/0&1"’ *2*3#4*&5，

/678），+&93( 公司；胰蛋白酶（ %):$;&’）、胃蛋白酶

（$"$;&’），天 津 生 物 化 学 制 药 厂；尿 激 酶（<= 万 单

位），沈阳广大制药公司产品；牛血清白蛋白，>*40"
公司；其他常规试剂均为国产或进口分析纯。

阴 离 子 交 换 柱 ?@A@ +"$0()*;" B(;% B!*C，

A3");0(3 $0()3(4&( 公司；高速冷冻离心机，上海安

亭实验仪器总厂；冷冻干燥机，/0)&;% 公司；蛋白电泳

仪，,&*D>(5 公司。

!"# !"#$%%&’ $%&’ 菌株的鉴定

!"#"! !"#$%%&’ ,DE= 菌株的形态特征：将菌株接种

至灭菌水，FGH I J=H加热 <G 3&’，取 <==!K，涂 LA
平皿，放于 MNH温箱培养 < I M 5。革兰氏染色观察

细菌形态。

!"#"# 生理生化特征：参照文献［J］，对 !"#$%%&’ ,D
E= 菌株进行生理生化鉴定。

!"#"( <E+ )?LA 序列测定与比对：按常规方法［<=］

提取菌株的总 ?LA，采用通用引物进行 <E+ )?LA 的

O/> 扩增，O/> 产物送上海生工测序，然后将所测得

<E+ )?LA 序列与 P"’,(’1 数据库中的 <E+ )?LA 序

列进行比对。

!"( !"#$%%&’ $%&’ 菌株培养方法

液体种子培养基培养方法：将斜面生长的菌株

接入 G= 3K 液体种子培养基，摇床转速 Q== )R3&’，

MQH培养 <= 0 至对数生长期，以 MS 接种量接入发

酵培养基震荡培养。

发酵产酶培养方法：培养温度 MQH，培养基初

始 $6 ETG I NT=，装液量 QG= 3K 的三角瓶 G= 3K，接

种量 QS I ES，发酵时间 GG 0 左右。

!") 纤溶酶活性测定方法

纤维蛋白平板法［<<］。用直径 M 33 的打孔器打

孔，每孔点样 <=!K 样品，<F 0 测溶圈直径。

!"* !"#$%%&’ $%&’ 菌株蛋白的提取、纤溶酶的纯化

与性质分析

!"*"! !"#$%%&’ ,DE= 菌株提取物的制备：将发酵液

离心去菌体后，上清液加至 Q=S的硫酸铵饱和度，

离心去沉淀，再将上清加至 FGS的硫酸铵饱和度，

离心，弃上清液，保留沉淀。

!"*"# +"$0(4):! +D<== 凝胶过滤色谱：凝胶色谱的

洗脱液为 $6 FTE 的<= 33*!RK -)&;D6/! 缓冲液。

将硫酸铵 FGS 饱和度的沉淀物用 $6 FTE 的

<= 33*!RK -)&;D6/! 缓冲液溶解，上凝胶过滤柱脱盐，

更换样品缓冲液。

!"*"( ?@A@D+"$0()*;" B(;% B!*C 阴离子交换色谱：

用 $6 FTE 的 <= 33*!RK -)&;D6/! 缓冲液充分平衡

?@A@D+"$0()*;" B(;% B!*C（<TF 43 U Q= 43）离子交换

色谱柱。将凝胶过滤柱洗出的溶液加入阴离子交换

色谱 柱，L(/! 梯 度 洗 脱（=T=G，=T<，=TQ，<T= 3*!RK
L(/!），流速为 < 3KR3&’。收集各峰蛋白测定分离后

各组分的纤溶活性。

!"*") 检测分离效果和目标蛋白的相对分子质量

（8)）：<QS的 +?+DOAP@（<QS分离胶、VS浓缩胶），

凝胶用考马斯亮蓝染色法［<Q］。

!"*"* !"#$%%&’ ,DE= 菌株纤溶酶的 LD端氨基酸序

列测定：单一蛋白 +?+DOAP@ 后转到 OW?B 膜上，委

托北京大学生命科学学院用 O>7/.+@ 氨基酸序列

仪（A$$!&"5 ,&*;:;%"3，X+A），@53(’ 降解法测定其 LD
端氨基酸序列。

!"*"& ,DE= 菌株提取物纤溶比活力及分离后单一

组分的纤溶比活力的测定和比较：用 ,)(5Y*)5 法测

蛋白质浓度［<M］，以尿激酶活力标准曲线测定蛋白质

提取物和分离后单一组分的纤溶活力并计算比活

力。

蛋白质比活力 Z 相对尿激酶活力单位（X）R
（蛋白质浓度（39R3K）U 点样体积（3K））。

!"*"+ !"#$%%&’ ,DE= 菌株纤溶酶 ,$B@ 的酸碱稳定

性和温度稳定性：酸碱稳定性的测定是用 G!K ,$B@
分别与 G!K $6 M I <= 的缓冲液混合，在 MNH温箱放

置 Q 0，测残余酶活。缓冲液分别为：$6MT=、$6VT=、

$6GT=、$6ET=、$6NT=、$6FT= 的 =T< 3*!RK 磷酸氢二

钠D柠檬酸缓冲液，$6JT=、$6<=T= 的 =T< 3*!RK 甘氨

酸 [ 氢氧化钠缓冲液。

温度稳定性的测定是用 G!K ,$B@ 与 G!K 灭菌

水混合，分别在 VH、<FH、MNH、G=H、EMH、NGH放

置 Q 0，测残余酶活。

!"*", 蛋白酶抑制剂对 !"#$%%&’ ,DE= 菌株纤溶酶

,$B@ 活性的影响：参照文献［<V］。配制 <= 33*!RK
的 O8+B，G 33*!RK、Q= 33*!RK 的 @?-A，G 39R3K 的

亮抑肽素（!"#$"$%&’），<= 39R3K 的抑肽酶（($)*%&’&’），

M= 39R3K的 +,-.，M= 39R3K 的鸡卵粘蛋白（/678），

E 种溶液，其中 O8+B 用异丙醇溶解，@?-A 用 $6FT=
的 L(76 溶液溶解，其它试剂用灭菌水溶解。每种

取G!K，分别与 G!K ,$B@ 混匀，在 MNH温箱放置

Q 0，测残余酶活。

!"*"- 金属离子对 !"#$%%&’,DE= 菌株纤溶酶 ,$B@
活性的影响：参照文献［<G］。用灭菌水配制浓度均

为 <= 33*!RK 的 L(/!、\/!、/(/!Q、8’/!Q、89/!Q、
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!"#$%、#&’() 溶液。每种取*!+，分别与 *!+ ,-./
混匀，在 012温箱放置 % 3，测残余酶活。

!"#"!$ 胰蛋白酶和胃蛋白酶对 !"#$%%&’,456 菌株

纤溶酶 ,-./ 的作用：参照文献［75］。用灭菌水配

制浓度为 %86 9:;9+ 的胰蛋白酶（<=>-?@"）溶液，用

-A086、687 9B$;+ 磷酸氢二钠4柠檬酸缓冲液配制浓

度为 5 9:;9+ 的胃 蛋 白 酶（CD-?@"）溶 液。每 种 取

*!+，分别与 *!+ ,-./ 混匀，外加 7 9:;9+ 的胰蛋

白酶（<=>-?@"）溶液做对照，在 012温箱放置 % 3，测

0 组样品的残余酶活。

% 结果

%"! 分类鉴定

%"!"! !"#$%%&’ ,456 菌株的形态特征：经过高温加

热后，!"#$%%&’ ,456 菌株仍然生长。革兰氏染色观

察，细胞形态为短杆，芽孢中生，呈椭圆状，菌体多成

对或链状。

%"!"% 生理生化特征：!"#$%%&’ ,456 的生理生化鉴

定结果见表 7。由表 7 可知，!"#$%%&’ ,456 的生理生

化特征与假蕈状芽孢杆菌很相符。

图 ! !"#$%%&’ &’($ 菌株与 ) 株标准菌的 !(* +,-. 序列比对

.@:E7 <3D 75’ =FGH ?DI&D"JD K$@:"9D"L BM !"#$%%&’ ,456 K"N MB&= =D$KLDN L>-D ?L=K@"?

%"!"/ 75’ =FGH 序列测定与比对：!"#$%%&’ ,456 菌

株的 75’ =FGH 序列登录号为：/O1)55P5。

!"#$%%&’ ,456 菌株与下列菌株的 75’ =FGH 序列

同 源 性 很 高，分 别 为：! E "()*+"#$’ QQ80PR、

! E ,’-&./01#/$.-’ QQ80PR、 ! E #-+-&’ QQ807R、

! E )*&+$(2$-(’$’ QP8P)R、 ! E 01#/$.-’ QP8%QR、

表 ! 芽孢杆菌 &’($ 的生理生化特征

<KS$D 7 <3D -3>?@B$B:@JK$ K"N S@BJ3D9@JK$ J3K=KJLD=@?L@J? BM !"#$%%&’ ,456

#3K=KJLD=@?L@J? !"#$%%&’ ,456

A>N=B:D" -D=BT@ND D"U>9D
V=BWL3 "B BT>:D"
X4C 9D"?&=KL@B"
X4C -A Y 5

-A Z 1
HJ@N -=BN&JL@B" F4V$&JB?D

+4K=KS@"B?D
F4T>$B?D
F49K""B?D

V$&JB?D VK? -=BN&JL@B"
#K?D@" 3>N=B$>?@?
VD$KL@" 3>N=B$>?@?
’LK=J3 3>N=B$>?@?
<>=B?@"D 3>N=B$>?@?
C3D">$K$K"@"D FDK9@"K?D
[B$\ $DJ@L3@"K?D
G@L=KLD =DN&JL@B"
]"NB$D -=BN&JL@B"
GDDN BM GK#$ K"N ^#$
V=BWL3 KL $>?BU>9D
V=BWL3 KL -A58P
V=BWL3 KL -A*81

_
_
_
_
‘
_
‘
‘
‘
‘
_
_
_
‘
‘
_
_
_
‘
_
_
_

! E 3-$*-(’)-,*"(-(’$’ QP8%QR、! E %&#$4-+-(’$’ Q)81QR、

! E "#$.$#/%" Q08PQR。

!"#$%%&’ ,456 菌株与 ) 株标准菌株的 75’ =FGH
序列比对见图 7。

!"#$%%&’ ,456 菌株系统发育树状图见图 %。

形态特征、生理生化特征结合 75’ =FGH 序列比

对结果，鉴定 ,456 菌株为假蕈状芽孢杆菌（!"#$%%&’
,’-&./01#/$.-’）。

)Q) #3K":$@": V& DL K$ E ;5#)" 6$#+/7$/%/2$#" 8$($#"（%66Q）)Q（)）

Absent Image
File: 0



图 ! !"#$%%&’ "#$% 菌株及相关菌株的系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0’*1",# /+)2-"*,0’"3 4+-1++, !"#$%%&’ 5678

2,9 /+)2-+9 0-/2",0$

!&! !"#$%%&’ "#$% 菌株纤溶酶的纯化与性质分析

!&!&’ :;<; =+3’2/*0+ !! 阴离子交换色谱：用 3>
?@7 的 A8 BB*)CD E/"06>F) 缓冲液，以 8@8G、8@A、8@%、

A@8 B*)CD H2F) 溶液梯度洗脱 :;<; 离子交换色谱

柱，分离图见图 I。其中未结合峰为一模糊条带，峰

A 组分有较强的纤溶活性，=:=6&<J; 为单一条带，

分子量为 IK L:2，命名为 53!;，见图 K。

图 ( ! ) (’)&*+,-#+$*)’ "#$% 菌株纤溶酶的阴离子交换

色谱图谱

!"#$I <,"*,6+M.’2,#+ .’/*B2-*#/23’( *N ! $ (’)&*+,-#+$*)’ 5678

!&!&! 53!; H6端序列：委托北京大学生命科学学

院 用 &OPFQ=; 氨 基 酸 序 列 仪（<33)"+9 5"*0(0-+B，

R=<）测定 H6末端 AG 个氨基酸序列为：H S TEJEH
<TJEJ UJTDJ。 利 用 HF5Q 网 站 的 &=Q65D<=E

（&*0"-"*,6=3+."N". Q-+/2-+9 5D<=E）软件，对测得的 AG
个氨基酸进行同源性序列比对，结果发现，此 AG 个

氨基酸与 42."))*)(0",、,+V-/2) 3/*-+20+、’(9/*)20+ 的部

分序列同源性为 A88W。与 AG 个氨基酸序列 A88W
同源的蛋白大部分为腊状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆

图 * ! ) (’)&*+,-#+$*)’ "#$% 菌株纤溶酶（"+,-）的 ./.#
012-
!"#$ K =:=6&<J; *N ! $ (’)&*+,-#+$*)’ 5678 N"4/",*)(-". +,X(B+

（53!;）$

菌、炭疽杆菌和乳杆菌的一些类嗜热金属蛋白酶、水

解酶及中性蛋白酶等，并未发现有相关纤溶酶的报

道。

!&!&( ! $ (’)&*+,-#+$*)’ 5678 菌株提取物与分离

后纤溶酶单一组分比活力的测定与比较：由牛血清

蛋白标准曲线 - Y 8@G%8Z. [ 8@887G（O% Y 8@ZZ%Z），

尿激酶活力标准曲线 - Y A %KI@K. [ %@?%7（ -6溶

圈有效面积，.6相对激酶活力）计算蛋白浓度和纤溶

活力，结果见表 %。

表 ! ! ) (’)&*+,-#+$*)’ "#$% 菌株提取物分离前后组分的

蛋白浓度和比活力

E24)+ % &/*-+", .*,.+,-/2-"*, 2,9 03+."N". 2.-"\"-( *N +M-/2.- 2,9 53!;

F*B3*6
,+,-

</+2 *N
’(9/*)(X+9
."/.)+CBB%

F*B32/2-"\+
2.-"\"-( -*
V/*L",20+CR

P:
F*,.+,-/2-"*,
*N +,X(B+C

（B#CBD）

=3+."N".
2.-"\"-(C

（RCB#）

;M-/2.- Z?Z@A 8@]ZI 8@%?K G@II8 AK@?]?

53!; %?G@] 8@%%? 8@8K8 8@I%K ]8@%?K

!&!&* 53!; 的 温 度 稳 定 性 和 酸 碱 稳 定 性：! $
(’)&*+,-#+$*)’ 5678 纤溶酶温度稳定性和酸碱适应

性见图 G6<，图 G65。

由图 G6< 可知，53!; 在 G8^ 以 下 活 性 不 变，

G8^以上活性急剧下降，]G^活性完全丧失，说明

53!; 有一定的耐热性。

由图 G65 可知，53!; 在 3>G@8，3>7@8 活性最

高，在 3>I@8 时，活性几乎丧失，而在 3>A8@8 时仍能

保留大部分活性，说明 53!; 比较适应中性和碱性

环境。

!&!&3 蛋白酶抑制剂对 53!; 活性的影响：蛋白酶

GZK顾昌玲等：一株产纤溶酶芽孢杆菌的鉴定及纤溶酶的分离纯化与性质分析 $ C微生物学报（%88Z）KZ（K）

Absent Image
File: 0



图 ! "#$% 的热稳定性（&）及酸碱稳定性（"）

!"#$% &’() *)(+",")- ./ 01!2（3）(45 1& *)(+",")- ./ 01!2（0）$

抑制剂对 ! $ "#$%&’()*’+&$# 0678 菌株纤溶酶活性的

影响见图 763。

由图 763 可知，9:;! 完全抑制 01!2 的活性，

;0<= 抑制部分活性低浓度的 2><3 对纤溶活性有轻

微促进作用。

% ?#@?A 的亮抑肽素（,’B1’1)"4），C8 ?#@?A 的抑

肽酶（(1D.)"4"4），E8 ?#@?A 的 ;0<=，E8 ?#@?A 的鸡卵

类粘蛋白（F&G:）对它的活性无明显影响。

’(’() 金属离子对 01!2 活性的影响：金属离子对

! $ "#$%&’()*’+&$# 0678 纤溶酶活性的影响见图 760。

由图 760 可知，F(H I 、:#H I 、:4H I 对酶活有轻微

促进作用，FBH I 则强烈抑制酶活。

’(’(* 胰蛋白酶和胃蛋白酶对 01!2 的作用：实验

表明，胃蛋白酶不水解纤维蛋白，01!2 在 1&EJ8 的

溶液中几乎没有活性，而与胃蛋白酶作用后，活性反

而上升。01!2 在 1&E 的条件下与胃蛋白酶反应后

活性约为中性环境中的 K8L。胰蛋白酶能够水解

纤维蛋白，01!2 与胰蛋白酶反应后，纤溶活性大于

两者之和，01!2 纤溶活性约增加 %8L。这说明胰

蛋白酶和胃蛋白酶将 01!2 降解后，部分小肽有了

纤溶活性。

+ 讨论

01!2 M6端 C% 个氨基酸序列的比对结果，它与

细菌裂解酶、中性蛋白酶、水解酶的部分序列同源性

为 C88L，但是并没有相关纤溶酶的报道。

关于 01!2 的酶学性质，现在报道的一些纤溶

酶大部分属于丝氨酸蛋白酶家族。实验发现，丝氨

图 ) 蛋白酶抑制剂（&）及金属离子（"）对 "#$% 的作用

!"#$7 =4/,B’4N’ ./ 1D.)’(*’ "4O"+").D（3）(45 "4/,B’4N’ ./ "4.D#(4"N *(,)*
（0）.4 01!2$ A’B "45"N()’ ,’B1’1)"4，(1D. "45"N()’ (1D.)"4"4，9:;!
"45"N()’ 9O’4-,?’)O-, *B,/.4-, /,B.D"5’，;0<= "45"N()’ *.-+’(4 )D-1*"4
"4O"+").D，F&G: "45"N()’ NO"NP’4 .Q.?BN."5，2><3 "45"N()’ ’)O-,’4’
5"(?"4’ )’)D((N’)"N (N"5，FR "45"N()’ N.4)D., $

酸蛋白酶抑制剂 9:;! 溶液能完全抑制 01!2 的活

性，并且溶解 9:;! 的有机溶剂 %8L浓度的异丙醇

不能使 01!2 失活；低浓度的 2><3 对酶活有轻微促

进作用。但郭晓军等通过 !",- 基因的克隆表达，

对 01!2 全长氨基酸序列比对，结果发现 01!2 不具

有丝氨酸蛋白酶结构域，而具有金属蛋白酶结构域

（另文发表）。01!2 的酶学性质有待分析。

! $ "#$%&’()*’+&$# 0678 纤溶酶具有广泛的温度

适应性和酸碱适应性，被胃蛋白酶、胰蛋白酶降解后

活性增强，可能降解后部分小肽有了纤溶活性，这一

特点与延胡索纤溶酶相似［CS］。文献报道纳豆激酶

（MR）在胃环境中活性有不可逆的钝化作用，而胰蛋

白酶对纳豆激酶的纤溶活性无影响，因此纳豆激酶

宜制成肠溶型制剂［C%］。与 MR 相比，01!2 可能更适

于制成口服型或肠溶型制剂。

因为 01!2 被胃蛋白酶、胰蛋白酶降解后活性

增强，下一步也可考虑将 !",- 基因克隆表达之后

的产物，用胃蛋白酶或胰蛋白酶降解后再分离活性

小肽做进一步的研究。
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