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摘 要：分离自南方小酒药的华根霉-!!（!"#$%&’()"#*+*(#(-!!）以豆粕和麸皮为原料固体发酵

可产生多种纤溶活性组分(采用饱和度3#5"6#5的硫酸铵溶液分步盐析、789,’:;<=+>&?;@+?9
@’&A疏水层析、BC:;<=+>&?;DEF=G;>H&>I+J8;离子交换层析和:;<=+8>,’:C-##凝胶层析方法对活

性组分进行分离提纯，得到电泳纯的纤溶酶(:4:CGKLM方法测定该酶相对分子质量为-0###，凝

胶过滤方法测定相对分子质量为-22##，表明该酶由单亚基组成(
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纤溶酶中血纤维蛋白是溶解血栓的主要成分

是纤溶酶研究开发，一方面，对组织型纤溶酶原激

活剂类进行改造，以提高其特异性和溶栓效果；另

一方面，从不同生物体中寻找新型溶栓剂(微生物

是获得溶栓剂的一个重要来源，除早期发现的溶血

链球菌产链激酶和金黄色葡萄球菌产葡激酶外，又

从枯草杆菌［-，!］、链霉菌［"，3］、白色假丝酵母［$］、镰

孢菌［2］发 酵 物 中 分 离 出 纤 溶 酶(华 根 霉 -!!

（!"#$’%&’()"#*+*(#(）是从南方小酒药中分离的，研

究发现该菌株以豆类和麸皮为原料发酵可产生多
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种纤溶酶!粗酶在体外可以将兔的人工血栓溶解，

粗酶肠溶剂毒理实验经天津医科大学证明为无毒

物质，口服安全，溶栓效果良好，有望开发为新型溶

栓剂!作者首次对华根霉产生的纤溶活性组分进行

了分离提纯!
生物产物的分离和纯化是生物技术中最重要

的核心内容!由于生物活性物质性质和用途的特殊

性，增加了分离提取的难度和复杂性，使分离在生

物技术中的地位愈显重要!

! 材料与方法

!"! 材 料

!!!!! 菌种和培养基" 华根霉"#!（!"#$%&’()"#*
+,(#(），由天津科技大学应用微生物教研室分离自南

方小酒药!保存于斜面培养基［$］!固体发酵培养基

为麸皮%!&’，豆粕"(!&’，水"&)*（含+!#"’
（,-.）#/0.和+!+.’12/0.），3-自然!
!!!!# 试剂和色谱预装柱 牛血纤维蛋白原：/4’5
)6公司产品；凝血酶：中国医学科学院天津血液研

究所产品；尿激酶：南京大学制药厂产品；-789:;<
=4<、0><?@/:3A6BC;:D6;<D@CE、F5/:3A6BC;:-4’A
G:BHCB)62>:"%／"+预装柱、/:3A6>B?@/5"++"%／%+
预装柱均为GA6B)6>46产品；其他试剂均为进口或

国产生化或分析纯试剂!
!!!!$ 仪器 " 离子交换和凝胶层析色谱分析用

/3:><B6G#+++-G*8系统!
!"# 方法

!!#!! 培养方法" 斜面培养方法：保存菌种接入斜

面培养基，#IJ恒温培养&K!
固体发酵方法：将斜面上的孢子洗入装有玻璃

珠的无菌生理盐水中，震荡，计数!按一定的接种量

将孢子悬液接入灭菌的固体发酵培养基中，震荡，

#IJ恒温培养，定时震荡!
!!#!# 纤 溶 酶 活 力 的 测 定" 参 考 L;<BM3 和

1M@@:B<N方法［I］，用尿激酶标准品作纤溶酶活性标

准曲线，($J保温时间为%A，标准曲线采用指数回

归，回归方程为-O+!"+&#:.!+"(P，!#O+!QQ%&!式
中-为酶活力（R／)*），.为溶圈直径（>)）!
!!#!$ 纤溶酶的分离纯化" 酶的浸提和盐析：根霉

固体曲每克加无菌生理盐水&)*浸提.A，.&++
B／)42离心#+)42!取上清液Q份加硫酸铵分别至

#+S，(+S，.+S，&+S，%+S，$+S，I+S，Q+S，

"++S饱和度，.J静止过夜，%+++B／)42离心"&
)42，弃上清液，沉淀用一定量生理盐水溶解，立刻

测定各管溶液纤溶活性和蛋白质质量浓度，绘制硫

酸铵盐析曲线!根据盐析曲线进行.+S"$+S饱和

度硫酸铵分步盐析制得粗酶沉淀!
疏水层析：-789:;<=4<和0><?@/:3A6BC;:.

D!D（(!&>)T"+>)）凝胶先用含(+S饱和度硫酸

铵的+!+#)C@／*,6#-G0.5,6-#G0.（3-$!%）缓冲

溶液平衡；将纤溶酶粗酶液调整为(+S硫酸铵饱和

度，经"++++/离心"+)42后上样，用含(+S"+S
硫酸铵饱和度的+!+#)C@／*,6#-G0.5,6-#G0.缓

冲溶液梯度洗脱，体积流量为#)*／)42，逐管收

集，每管"+)*，检测0#I+2)和纤溶酶活力，收集活

性峰，透析脱盐或用/:3A6K:UV5#&（#!&>)T(+
>)）凝胶过滤脱盐，冻干备用!

离子交换层析：F/:3A6BC;:-4’AG:BHCB)62>:
"%／"+预装柱（/3:><B6/?;<:)G#+++-G*8）和疏水

层析得到的活性组分用+!+#)C@／*9B4;5-8@（3-
I!#）缓冲液平衡，样品"++++/离心"+)42，上样

后用相同的缓冲液先洗脱未吸附的蛋白质，再用含

+"")C@／*,68@的+!+#)C@／*9B4;5-8@（3-I!#）

缓冲液梯度洗脱，体积流量")*／)42，紫外检测器

在线 检 测 0#I+2)，自 动 部 份 收 集 器 定 时 收 集"
)*／)42，测 定 各 管 纤 溶 活 性 并 收 集 活 性 组 分，

GWV"++++浓缩备用!
凝胶层析：/:3A6>B?@/5"++-X（"%／%+）预装柱

（/3:><B6/?;<:)G#+++-G*8）和离子交换得到的

活性组分先用+!+#)C@／*9B4;5-8@（3-$!%）（含

+!"&)C@／*,68@）缓冲液平衡，样品"++++/离心"+
)42，上样后用相同的缓冲液以+!&)*／)42的速度洗

脱，紫外检测器在线检测0#I+2)，收集活性峰!
!!#!% 纤溶酶纯度的检验"/Y/5聚丙烯酰胺凝胶

电泳（"#’／K*）!
!!#!& 纤 溶 酶 相 对 分 子 质 量 测 定"/Y/5GLVW
法［Q，"+］：用紫外凝胶成相系统分析!

凝 胶 层 析 法［""］：色 谱 柱 为 /:3A6>B?@/5"++
"%／%+预装柱；标准蛋白质相对分子质量为兔磷酸

化酶Z（Q$.++）、牛血清白蛋白（%$+++）、卵清蛋白

（.(+++）、胰凝乳蛋白酶原L（#&+++）、核糖核酸酶

L（"(+++）!用蓝色葡聚糖#+++测定色谱柱外水体

积1+!
!!#!’ 蛋白质质量浓度测定! 紫外分光光度法，用

快速核酸蛋白分析仪V:2:/3:>7测定计算［"+］!

# 结果与讨论

#"! 粗酶浸提液的性质

华根霉"#!固体发酵采用豆粕为主要原料，加

适量麸皮作碳源并起到疏松物料以利通风的作用!
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固体发酵结束后进行酶液的浸提，在浸提过程中，

产生的纤溶酶和其他酶类以及多种可溶性物质一

同进入浸提液中!通过浸提液的多种聚丙烯酰胺凝

胶电泳分析，发现浸提液中有几十种蛋白质，且酸

性蛋白质居多!进一步对酶浸提液进行加底物血纤

维蛋白的聚丙烯酰胺凝胶活性电泳，结果表明，华

根霉"#!以豆粕为原料的固体发酵产生至少两种纤

溶活性组分，此外固体发酵浸提液含有大量的色素

物质!这些因素给纤溶酶的分离提纯增加了难度!
!"! 硫酸铵分级盐析

华根霉固体发酵浸提液的盐析曲线见图"!当

硫酸铵饱和度小于$%&时，纤溶酶不形成沉淀；

$%&"’%&饱和度范围时，纤溶酶的沉淀量随硫酸

铵饱和度增加而增加；当硫酸铵饱和度达到’%&
时，纤溶酶沉淀量不再增加!考虑用$%&饱和度硫

酸铵沉淀去除杂蛋白，再用’%&以上饱和度硫酸铵

对上清盐析沉淀纤溶酶!由于高质量浓度样品盐析

存在共沉淀的问题，因此，需考虑用$%&饱和度硫

酸铵去杂蛋白后，再用分级盐析试验来确定最适的硫

酸铵分级盐析饱和度!硫酸铵分级盐析结果见表"!

图# 硫酸铵盐析曲线

$%&"# ’()*+,-.//,0%(/1(2-.3+1.23%0&4,(3

表# 发酵浸提液的硫酸铵分级盐析结果

5.6"# 7+1(231,-.//,0%(/1(2-.3+3)+.3/+03

硫酸胺
处理

蛋白质
质量浓度／

（()／(*）

酶活／
（+／(*）

比活力／
（+／()）

收率／

&
倍数

粗提 ,,!-% ",%!% #!$ . .

$%&"’%&
（/0$）#12$ "#!%% "34!% "-!# 54!4 3!3

$%&"4%&
（/0$）#12$ "-!3% "3,!% ""!, 5’!4 $!4

$%&"5%&
（/0$）#12$ "%!,4 "$5!% "%!4 5-!$ $!3

$%&""%%&
（/0$）#12$ "#!,3 "$’!% 5!" 5"!5 -!’

由表"知，发酵浸提液用$%&"’%&饱和度硫

酸铵 盐 析 时 效 果 最 好，此 时 活 力 回 收 率 达 到

54!4&!增大硫酸铵后其活力回收率反而减小，可

能是沉淀中高硫酸铵盐质量浓度对纤溶酶活性有

抑制作用，从而使沉淀的表观纤溶活性变小!硫酸

铵饱和度增大后，沉淀的杂蛋白相对增加，反而不

利于后面阶段的纤溶酶的纯化!因此选用$%&"
’%&饱和度硫酸铵对发酵浸提液进行盐析!
!"8 疏水性层析

!!8!# 疏水层析固定相的选择 亲水性蛋白质总

有一些疏水性基团或极性基团的疏水部位暴露在

蛋白质表面!这部分疏水基团可与亲水性固定相表

面偶联的弱疏水基发生弱疏水性相互作用，被疏水

性吸附剂所吸附，蛋白质在疏水吸附剂上的分配系

数随流动相离子强度的提高而增大，据此可进行蛋

白质的分离!蛋白质的疏水性与其电荷性质相比复

杂得多，与吸附剂的配基结构和修饰密度以及流动

相的组成等因素有关!采用疏水相互作用层析试剂

盒的"(*小柱进行试验，小柱的疏水配基分别为

高取代度和低取代度的苯基、正丁烷基和正辛烷

基!结果表明，采用正辛烷基为配基时，纤溶酶分离

效果最好!
!!8!! 26789:1;<=>?@A;BB疏水性层析" 经分步盐

析得到的粗酶液进行疏水相互作用层析，层析曲线

见图#!结果表明，华根霉固体发酵产生至少两个纤

溶活性组分，先洗脱组分的纤溶活性大，第二个组

分的纤溶活性稍小!对第一个活性组分进一步进行

分离提纯!

图! 9:3;24<+=>.),1+$$疏水层析洗脱曲线

$%&"! ?@’,09:3;241+=>.),1+$$:>),/.3,&).=&;
从疏水作用色谱分离纤溶酶的作用结果来看

（见表#），华根霉纤溶酶活性回收率较高，酶比活力

提高较大!而且值得提出的是，酶浸提液中的绝大

部分色素物质具有较强的疏水性，上样后与疏水层

析介质较牢固的吸附，在进行-%&"%&饱和度的

梯度洗脱时不随洗脱液流出，而在用无盐的去离子

4# 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第##卷
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水清洗层析柱时又基本能全部洗出，这就首先解决

了色素与酶的分离这一难题，又保证了疏水层析柱

的易再生性，同时避免了色素物质污染下一步的离

子交换层析介质!分级盐析后样品直接进行疏水层

析，样品处理量大，还省去了脱盐的步骤，简化了操

作程序，提高了纯化工作效率，操作容易放大!因

此，选择"#$%&’()*+,-./)00疏水层析进行华根霉

产生纤溶酶提纯的第一步操作比较合适!
表! 华根霉纤溶酶纯化结果

"#$%! &’()*)+#,)-.,#$/0*-(*)$().-/1,)+0.2130-*45)2-6’7
+5).07)7

提取
过程

总蛋白质
质量／

（12）

总活
力／3

收率／

4
相对酶活／
（3／12）

纯化
倍数

粗 提 55677 857777 877 9!: 8
:74!;74
（<=:）9(": 89777 8>?7?7@?!? 86!9 >!>

"#$%&’()*+,-./)
00 8?87 877:?759!? >>!> 96!8

A’()*+,-./)
=B 8?9 ;>?:7 :;!: :85!; 8;6!5

()*+,#-%&
(’877 68!? 5?857 :9!5 98:6!: ?@6!8

!%8 离子交换层析

经疏水层析得到的活性组分，首先用CDED’
()*+,-./)00小柱（8!7#1F87#1，初始洗脱液为

*=;!5G-H/’=I&，梯度洗脱用*=;!5G-H/’=I&含

7!81.&／J<,I&）进行实验，发现样品中的纤溶活

性组分没被吸附或吸附很弱，提示目标纤溶酶可能

是碱性蛋白质，同时发现较多的杂蛋白能被吸附!
再选用A()*+,-./)=H2+B)-K.-1,L#)离子交换预

装柱进行层析，提高操作时缓冲液的*=值到?!9，

层析结果见图6!

图9 :;065#(-70<)=5&0(*-(3#.+0离子交换洗脱曲

线

>)=%9 :;065#(-70<)=5&0(*-(3#.+0)-.0?+5#.=0
+5(-3#,-=(#65

由图6可看出，活性组分在进行<,I&浓度梯

度洗脱之前即被起始缓冲液洗脱下来，说明活性组

分未被离子交换层析固定相吸附或吸附非常弱!因
选择的层析固定相为强阴性离子交换介质，且洗脱

缓冲液*=?!9，提示目标纤溶酶是一种等电点高于

?!9的碱性蛋白质!这与以往文献描述的多数根霉

产酸性蛋白酶不同［89］!实验结果还表明，经疏水层

析后样品中含有多种等电点小于?!9的杂蛋白，被

离子交换固定相吸附，和目标纤溶酶一起得到分

离!经过阴离子交换柱后，样品得到进一步的纯化

和浓缩，其活性回收和纯化倍数计算结果见表9!
将离子交换层析放在根霉纤溶酶提纯第二步

的优点在于避免粗酶液中的色素物质对离子交换

层析介质的污染!色素物质带电性质复杂，实验中

发现色素物质一旦吸附到离子交换介质上，即使使

用强的酸碱也很难使介质完全再生，这样就会减小

离子交换介质的交换容量，缩短介质的使用寿命!
!%@ 凝胶层析

与疏水相互作用层析和离子交换层析相比，凝

胶层析的特点是上样量小，而且样品中不能有太多

的待分离组分，否则会严重影响分离效果!纤溶酶

粗酶液经过分级盐析、疏水层析和离子交换层析

后，已经除去了大部分杂蛋白!样品经聚丙烯酰胺

电泳检测，结果表明，样品中只剩有:!>种含量较

高的蛋白质，可以采用凝胶层析的方法进行最后的

分离!为保证分离效果，应尽量采用颗粒细小均匀、

分离度高的层析介质!图:是进行()*+,#-%&(’877
预装柱凝胶层析的洗脱曲线!

图8 ;065#+(1/;ABCC凝胶过滤洗脱曲线

>)=%8 ;065#+(1/;ABCC=0/*)/,(#,)-.+5(-3#,-=(#6=1
经纤溶活性检测，洗脱峰8为活性组分!由洗

脱曲线可知，()*+,#-%&(’877凝胶过滤对样品进行

分离时，洗脱峰8（活性组分）峰形对称，基线近零，

表明用其对A’()*+,-./)离子交换后样品进行最后

的分离纯化时，效果较好!
!%D 华根霉纤溶酶纯度的电泳鉴定及纯化回收

对()*+,#-%&(’877层析后的活性组分进行浓

缩，用碱性系统（;!>2／MJ和892／MJ）和酸性系统

（;!>2／MJ和892／MJ）的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳
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（!"#$）进一步鉴定其纯度%结果在不同条件下的

常规不连续系统!"#$都呈现单一条带%通过对华

根霉发酵浸提液作各步纯化处理，&’’’()浸提液

的酶活力回收率和纯化倍数见表*%
!"# 纤溶酶的相对分子质量测定

!%#%$ +,+-!"#$方法测定& 经+./012345+-&’’
凝胶过滤后样品冻干后，用+,+-!"#$测定其相对

分子质量%电泳结果见图6%结果显示，华根霉纤溶

酶分子可能由相对分子质量相同的&个或几个蛋

白质亚基组成%凝胶成像系统)17893:;软件分析

亚基相对分子质量约为&<’’’%+,+-!"#$结果还

支持了凝胶过滤后样品均一的结论%

图% 根霉纤溶酶的&’&()*+,结果

-./"% &’&()*+,010234.4566.78.15239.:;1<3=;

!%#%! 凝胶过滤法纤溶酶相对分子质量测定& 做

标准蛋白质相对分子质量对数（5=!3）与可用分配

系数（"1>）关系标准曲线%"1>?（#.@#9）／（#A@
#9）%+./012345+-&’’凝胶柱的外水体积#9用蓝

色葡聚糖*’’’上样洗脱测定，因为蓝色葡聚糖*
’’’在+./012345+-&’’色谱柱上被完全排阻，因此

其洗脱体积（#.）相当于色谱柱外水体积%测得B9
为C’%D()，柱床总体积#A为&*’%6()%相同条件

下测定各相对分子质量标准的洗脱体积（#.），重复

*次，求平均值%计算相应"1>，用$E2.5*’’’做

5=!3与"1>关系曲线如图D，得到回归方程5=!3?
@&%F&*D"1>G6%’D*D，$*?’%FHFI%

测定华根霉纤溶酶的洗脱体积为H’%&()，

"1>?’%ICFC%根据标准曲线或代入上述回归方程，

求得纤溶酶相对分子质量对数5=!3?I%****，进

而求得纤溶酶相对分子质量约为&DD’’%
实验中发现，+./012345+-&’’在低盐质量浓度

时对蛋白样品有非特异性吸附作用，因此柱子的平

衡和洗脱液含盐浓度加大到’%C(95／)时，实验效

果良好%
凝胶过滤法测定华根霉纤溶酶相对分子质量

（&DD’’）与+,+-!"#$测定的结果（&<’’’）接近，

提示华根霉纤溶酶分子只由一个蛋白质亚基组成%
与其他正在研究开发的微生物来源、动物来源的纤

溶酶相比［&!D］，相对分子质量相对较小，免疫原性

可能相对较小%

图> 相对分子质量对数（2/!8）与可用分配系数（"0?）

关系

-./"> @;209.517;9A;;12/!801B"0?51&;CD0:832

&($EE$>／>E

F 结 论

采用疏水层析、离子交换层析和凝胶层析方法

对活性组分进行分离提纯，效率较高%经分离提纯

的华根霉纤溶酶比活力较高，是一种碱性蛋白酶，

其等电点和最适溶纤作用/J值都位于碱性侧%
+,+-!"#$方法测定该酶相对分子质量为&<’’’，

凝胶过滤方法测定相对分子质量为&DD’’，该酶由

单亚基组成%从初步实验结果判断，该酶是一种新的

纤溶酶%因此进一步开展酶学性质和相关生物医学领

域研究，有望将其开发成一种新型的纤溶酶制剂%
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> 结 论

B）以大蒜片的形式进行冻干可以获得较好的

产品*
!）采用酸浸泡的方法脱臭，既可以达到脱臭的

目的，也可以较好地保留%Q9和大蒜素*
F）最佳冷冻干燥过程：预冻至DFE_，加热板

升到@?_后 保 持A*E’，再 降 温 到<?_保 持

<!E’*
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