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提要 主要进行了产生纤维蛋白溶酶菌株的筛选培养和液体发酵条件的优化等方面的研

究工作 ∀结果表明 该菌为一种短杆状菌 革兰氏染色为阴性 具有对血纤维蛋白的产酶依赖

性 ∀用此菌作为菌种进行发酵产酶的最适条件为 碳源 木糖 氮源 血纤维蛋白

发酵液初始 接种量 发酵时间 ∀
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随着血管栓塞类疾病患者的不断增加 各种溶栓

药物也相继被研制 !应用 ∀但从这些溶栓剂的临床效

果来看 均不同程度地出现各种毒副作用 尽管不少

学者运用蛋白质工程 !基因工程对原有溶栓药物进行

了各种结构和功能上的改造 但这些问题仍未得到很

好的解决 ∀从已有溶栓药物的来源看 它们都来源于

陆地 ∀我国拥有辽阔的海岸线和丰富的海洋资源 ∀但

到目前为止 国内外从海洋生物中提取溶栓剂的报道

还不多 ∀作者筛选到一种产血纤维蛋白溶解酶的细

菌 研究其生产和最佳产酶条件 ∀

材料与方法

1 1 材料

仪器 ≠÷± 型蒸汽消毒器 山东医

疗器械厂 • 恒温振荡器 中国深圳 型分

光光度计 上海第三分析仪器厂 2 型干燥箱 上

海市实验仪器厂 2 型冷冻离心机 × ≠ ≥∞

≤ ×⁄ × ≥2 型电热恒温水浴锅

上海跃进医疗器厂 ∀

试剂 血纤维蛋白 本室自制 ∀培养基

碳源为 麦芽糖 !甘油 !蔗糖 !山梨糖 !乳糖 !甘露糖 !葡

萄糖 !木糖 !半乳糖 ∀培养基氮源为 牛肉浸膏 !鱼蛋白

胨 !血纤维蛋白 ∀固体基础培养基为牛肉膏蛋白胨培

养基 ∀固体选择培养基 肉浸膏 鱼蛋白胨

猪血纤维蛋白 ≤ 琼脂

磷酸盐 ° 2 °

缓冲液 ° ≥ ∀固体选择培养基 猪血纤维蛋

白 ≤ 琼脂

磷酸盐缓冲液 ° ≥ ∀试剂均为国产商品试剂

分析纯 ∀

1 2 实验方法

菌株的分离与纯化培养 ≈ 用稀释涂

布平板法和平板划线法 ∀

产酶菌株的筛选与保存 ≈ 用平板划

线法 斜面保存 ∀液体发酵培养 用 三角瓶 装

液体培养基 ε 恒温振荡培养 ∀菌种保存 用

斜面放 ε 下保藏 ∀

菌体生长量的测定 采用光电比浊计

数法 ≈ ∀

酶活力测定 采用改良的 ƒ 2酚试剂

法 ≈ ∀以 × 微克数为横坐标 相应光密度为纵坐标绘

制 × 2 ⁄ 标准曲线 如图 ∀一个酶活力单位规定

为 ε 下每分钟水解蛋白产生 Λ × 为 个活力

单位 记为 ∀

菌株生长曲线和产酶曲线的测定 以

液体基础培养基进行发酵培养 每隔 取样 次

连续发酵 用分光光度法测定发酵液 ⁄ 和离

心上清液的酶活性 ∀

不同碳源对产酶的影响 ≈ 在基础培养

基中加入不同的碳源 配制各种不同的液体培养基 ∀

取菌 ƒ∞ 2 一环在液体培养基中进行预发酵

后 按 接种量分别接入各培养基中 发酵 测

定各发酵液的酶活性 ∀

不同氮源对产酶的影响 ≈ 以木糖为碳
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图 酶活测定标准曲线 图 ƒ∞ 2 生长曲线 图 ƒ∞ 2 产酶曲线

ƒ ≥ ∏√ √ ƒ ∏√ ƒ∞ 2 ƒ ƒ∞ 2 ∏√

图 不同碳源对产酶的影响 图 不同氮源对菌株产酶的影响 图 不同血纤维蛋白浓度对产酶的影响

ƒ ∞ ƒ ∞ ƒ ∞

∏ ∏

培养和液体发酵条件的优化等方面的研究工作 ∀结果

表明 该菌为一种短杆状菌 革兰氏染色为阴性 具有

对血纤维蛋白的产酶依赖性 ∀图 !图 表明 在发酵

培养 以前 随着时间的延长菌量逐渐增加 到

时达到最大值 菌体密度达 ≅ 个 以

后 逐渐趋于平衡 直到发酵 仍无下降趋势 酶活

力变化与菌体生长情况呈现一定的相关性 在

以前 随着时间的延长酶活力逐渐升高 到 时达

到最大值 尔后随发酵时间的延长酶活变化不大 ∀从

菌体生长和酶活情况来看 为该菌的最佳液体发

源 氮源分别为 牛肉浸膏 !鱼蛋白胨

牛肉浸膏 !鱼蛋白胨 血纤维蛋白

血纤维蛋白 ∀

不同血纤维蛋白量对产酶的影响 根

据上述实验条件 分别配制氮源血纤维蛋白含量为

的液体发酵培养基进行发酵 ∀

接种量对菌株产酶的影响 按

不同的接种量将种子培养液接入培养基

中进行发酵培养 测定发酵液的酶活性 ∀

发酵培养基初始 对产酶的影响

用 ° 2 ° 配成初始 分别为

的液体培养基进行发酵

测定发酵液酶活性 ∀

结果与讨论

待筛选菌在固体基础培养基上培养 后 转接

于固体选择培养基 上 后观察发现 菌体

基本不能生长 而接于含有血纤维蛋白作为营养源的

固体选择培养基 中的菌体生长良好 经过多次纯化

培养 得到菌株 ƒ∞ 2 其菌落为乳白色半透明状

圆形 边缘较清晰 中央凸起 底部深入培养基内部 ∀

经细菌革兰氏染色 该菌为革兰氏阴性 菌 显微

镜观察 菌体为短杆状 ∀有关菌种鉴定工作尚在进行

中 ∀将此菌作为产酶菌种进行液体发酵条件的研究和

酶的提取分离纯化 ∀

菌株 ƒ∞ 2 生长情况如图 所示 产酶情况如

图 ∀

不同碳源对产酶的影响如图 所示 ∀

不同氮源对产酶的影响结果由图 表示 ∀

不同血纤维蛋白含量对发酵产酶的影响如图

所示 ∀

接种量对菌株产酶的影响由图 表示 ∀

发酵培养基初始 对产酶的影响如图 所示 ∀

本文主要进行了产生纤维蛋白溶酶菌株的筛选
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图 接种量对产酶的影响 图 发酵液初始 对产

酶的影响

ƒ ∞ ∏ ƒ ∞

∏

酵时间 ∀由图 ∗ 可以看出碳源与产酶量的顺序为

木糖 !山梨糖 !甘露糖 !乳糖 !麦芽糖 !甘油 !葡萄糖 !半

乳糖 !蔗糖 ∀以木糖为碳源的培养基中生长的菌所产

酶活力最高 山梨糖中次之 蔗糖为最低 ∀这一结果与

傅俐等 ≈ 所叙述的枯草杆菌产生枯激酶所需碳源相

同 从而选择木糖作为该菌发酵产酶的最佳碳源 ∀图

表明 不同氮源对产酶量影响较大 适合该菌发酵

的氮源依次为 血纤维蛋白 ! 血纤维蛋白

加 牛肉浸膏和鱼蛋白胨 ! 牛肉浸膏和鱼

蛋白胨 ∀由此可以看出 血纤维蛋白是菌体产酶的最

佳碳源 而牛肉浸膏 !鱼蛋白胨则不能为菌体产酶提

供必需的营养 表现出该菌对血纤维蛋白作为氮源的

产酶依赖性 这也是该菌不同于其他细菌如枯草杆菌
≈ 产生枯激酶最佳氮源为大豆胰蛋白胨 的特异

性 ∀图 表示不同血纤维蛋白含量对菌株产酶的影

响 结果表明 随着血纤维蛋白含量的增加 发酵液菌

体浓度明显增加 酶活呈现上升趋势 当血纤维蛋白

含量达到 时 菌体浓度最大 产酶活力达到最

高值 由此确定液体发酵培养加入血纤维蛋白

为最适用量 ∀图 表明接种量对产酶的影响

为 开始时随接种量增加酶活逐渐上升 接种量为

时 产酶活力最高 之后又表现为下降趋势 ∀因

此 接种量 最适于菌体发酵产酶 ∀由图 可以看

出 在初始 为 时产酶活力最高 在低于或高于

此 时均呈现一定的下降趋势 ∀因此 左右

为菌体发酵的最适初始 ∀对该菌的诱变 !性质等方

面的研究工作还有待于进一步深入开展 ∀
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