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血栓相关的心血管疾病严重威胁着人类的健

康，世界上每年都有 1 700万人死于这些疾病。不

溶性纤维蛋白的堆积是形成血栓的主要原因，且

会进一步导致各种心血管疾病的并发症，因此预

防和治疗心血管疾病的关键是降解不溶性纤维蛋

白。目前治疗心血管疾病的临床药物主要有尿激

酶、链激酶、纤溶酶原激活剂等［1］。纳豆激酶（nat⁃
tokiase，NK）来源于日本的传统食物纳豆，是一种

丝氨酸蛋白酶，对溶解纤维蛋白有显著的作用，相

比其他治疗血栓的临床药物，NK具有半衰期长，

无副作用，价格低廉的优点［2］。

NK在 pH 6-12表现出高活性且稳定，不仅可

产纳豆激酶的枯草芽孢杆菌基因工程菌发酵条件的
响应面优化
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摘 要：采用实验室前期构建的能够高产纳豆激酶的枯草芽孢杆菌基因工程菌株，对其液体发酵条件进行

优化。通过单因素实验和响应面 Box-Behnken模型优化液体发酵培养参数，五因素三水平的响应面分析

表明最佳发酵培养条件为：蛋白胨 26.05 g/L，葡萄糖 29.29 g/L，MgSO4 1.5 g/L，CaCl2 0.74 g/L，NaCl 10 g/L，
pH 9.0，接种量 3 %。在最优发酵培养条件下，纳豆激酶最高酶活达到 2 186.17 IU/mL，比优化前提高了

269 % ，这表明响应面法优化枯草芽孢杆菌工程菌能够明显的提高纳豆激酶活性，为该菌株规模化生产纳

豆激酶提供了基础应用参考。
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Optimization of Fermentation Conditions for Nattokinase Production by
Genetically Engineered Bacillus Subtilis Using Response Surface Methodology

TIAN Li ，LU Yinan ，ZHU Jian ，ZHANG Youhong*

School of Environmental Ecology and Bioengineering，Wuhan Institute of Technology，Wuhan 430205，China

Abstract：A strain of Bacillus subtilis genetically engineered with high yield of nattokinase was previously
prepared. Its liquid fermentation conditions were optimized by single factor experiment and response surface
methodology（RSM）Box-Behnken model in the present work. The results of five-factor and three-level response
surface analysis show that the optimal fermentation conditions are obtained at peptone of 26.05 g/ L，glucose of
29.29 g/L，MgSO4 of 1.5 g/L，CaCl2 of 0.74 g/L，NaCl of 10 g/L，pH of 9.0，and inoculation amount of 3%，the
highest enzyme activity of nattokinase reaches 2 186.17 IU/mL，269% higher than the one before optimization.
It indicates that response surface methodology can effectively improve the activity of nattokinase，which
provides a basic application reference for the production of nattokinase.
Keywords：Nattokinase；enzyme activity；Bacillus subtilis；fermentation optimization
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以直接溶解纤维蛋白，而且可以促进细胞释放组

织型纤溶酶原激活剂；NK还能催化尿激酶原从肝

脏释放，从而激活循环中的纤溶酶原［3］；此外 NK还

可以降低血浆中的纤维蛋白原、凝血因子 VII 和

凝血因子 VIII［4-5］。NK作为潜在的新一代治疗心

血管疾病的临床药物，具有安全、高效、经济等特

点［6-7］，另外NK保健品也相继出现在国内市场，NK
未来的应用前景十分广阔。

目前，NK多通过从纳豆食品中筛选出的纳豆

芽孢杆菌发酵生产［8-9］。野生菌株合成 NK的途径

复杂，且杂蛋白较多，导致后期分离纯化的过程复

杂，较难分离出高纯度成品［10］。本实验室前期构

建了一株能够高效表达 NK 的以枯草芽孢杆菌

WB800N为宿主细胞的基因工程菌株。本研究以

该菌株为出发菌株，利用响应面 Box-Behnken 模

型对液体发酵条件进行优化，提高纳豆激酶的酶

活力。

1 实验部分

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌 种 枯 草 芽 孢 杆 菌 工 程 菌

（PHT43-WB800N）为本实验室构建保藏菌株，可重

组高效表达NK酶。

1.1.2 主要试剂 尿激酶（1 240 IU/支，北京中科

质检生物技术有限公司）；纤维蛋白原和凝血酶

（上海源叶生物科技有限公司）；IPTG 来源于 Bio
Basic Inc；胰蛋白胨粉和酵母提取物粉（英国Oxoid
公司）；氯霉素（上海生工生物工程有限公司）；大

豆蛋白胨、蛋白胨、葡萄糖、蔗糖、淀粉、纤维素、柠

檬酸钠、谷氨酸钠、NH4NO3、（NH4）2SO4、NH4Cl、
NaNO3等（国药集团化学试剂有限公司）。

1.1.3 培养基

LB固体培养基：胰蛋白胨 10 g/L、酵母粉 5 g/L、
NaCl 10 g/L、琼脂粉 3%、pH 7.2~7.4。

种子培养基：胰蛋白胨 10 g/L、酵母粉 5 g/L、
NaCl 10 g/L、pH 7.2~7.4。

发酵培养基：蛋白胨 20 g/L、葡萄糖 20 g/L、
K2HPO4 1.5 g/L、KH2PO4 1.5 g/L、MgSO4 0.5 g/L、
CaCl2 0.5 g/L、NaCl 10 g/L、谷氨酸钠 10 g/L、柠檬酸

钠 20 g/L、pH 7.2~7.4。
1.2 实验方法

1.2.1 种子培养 用接种环取少量甘油菌株至 LB
（含 Cm5抗生素）平板上划线，37 ℃过夜培养。挑

取单菌落接种于 LB液体培养基（含 Cm5抗生素），

37 ℃，200 r/min，摇瓶培养 12 h，活化菌种。按 2%

的接种量接种于 LB液体培养基（含 Cm5抗生素），

37 ℃，200 r/min，摇瓶培养 8 h，即为发酵种子液。

1.2.2 发酵条件 取 2%接种量的种子液接种至

250 mL锥形瓶（内含 50 mL液体发酵培养基且含有

Cm5抗生素）中，37 ℃，200 r/min，摇瓶培养至OD值

达到0.6时，加入1 mmol/L IPTG诱导剂诱导表达6 h。
1.2.3 单因素实验 在发酵培养基的基础上，通

过单因素实验来考察碳源、氮源种类和质量浓度、

谷氨酸钠质量浓度、柠檬酸钠质量浓度、金属盐离

子质量浓度、接种量和 pH等因素对 NK酶活力的

影响。其中碳源：葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、木糖、甘

油、乳糖、纤维素、可溶性淀粉，质量浓度均为

20 g/L；氮源：大豆蛋白胨，蛋白胨，胰蛋白胨，酵母

粉，NH4NO3、（NH4）2SO4、NH4Cl、NaNO3，质量浓度均

为 20 g/L。氮源、碳源、谷氨酸钠、柠檬酸钠、NaCl
浓度梯度设为 0 g/L、10 g/L、20 g/L、30 g/L、40 g/L、
50 g/L、60 g/L、70 g/L；MgSO4、CaCl2、K2HPO4、

KH2PO4 质量浓度梯度设为 0 g/L、0.5 g/L、1.0 g/L、
1.5 g/L、2.0 g/L。接种量分别为：1%、2%、3%、4%、

5%、6%、7%、8%；pH分别取值：5、6、7、8、9、10。
1.2.4 Box-Behnken 实验设计和响应面分析 在

单因素实验的基础上，利用软件Design-Expert8.0.6
中的 Box-Behnken模块对发酵培养基中的碳源、氮

源、MgSO4、CaCl2和 pH 五因素三水平进行实验设

计安排，并对实验结果进行响应面分析，从而确定

最优发酵条件。

1.2.5 酶活检测 本研究采用纤维蛋白平板法检

测 NK酶活性［11］，实验中所需要的尿激酶溶液、凝

血酶溶液、琼脂糖溶液和纤维蛋白原溶液均为

10 mmol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.5）配制。向 50 mL
锥形瓶中加入 5 mL琼脂糖溶液（10 g/L）、5 mL纤

维蛋白原溶液（2.2 g/L）和 100 μL（10 IU）凝血酶，

混匀，及时倒入洁净干燥的培养皿中，室温放置

1 h，待纤维蛋白凝块形成后打孔备用。稀释 8个

不同浓度的尿激酶标准品溶液，绘制纳豆激酶标

准曲线，其具体实验操作见参考文献［12］。取 1 mL
发酵液，8 000 r/min，离心 2 min，向纤维蛋白平板

中加入 4 μL上清液，37 ℃，孵育 18 h，测量溶纤透

明圈的直径，根据透明圈面积，在标准曲线上得到

对应的NK酶的酶活力大小。

2 结果与讨论

2.1 尿激酶标准曲线

由图 1 可知，NK 标准曲线线性关系为 Y=
2.373 55X-107.619 52，R2=0.998。根据测量纤维
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平板上透明圈的直径，计算出透明圈面积，再利用

NK标准曲线线性关系，则可以计算出发酵液纤溶

酶活力。

2.2 单因素实验结果

2.2.1 不同碳源和氮源对 NK酶活性的影响 如

图 2（a）所示，有机氮源与无机氮源相比，有机氮源

能明显提高NK酶活力。其中以蛋白胨为氮源时，

NK 酶活力最高达到 1 340.92 IU/mL；其次是以酵

母粉为氮源时，NK酶活达到 1 175.43 IU/mL；无机

氮源（NH4）2SO4相比其他无机氮源表现出较高酶

活；这是因为 NK酶是一种丝氨酸蛋白酶，其酶活

可能需要蛋白质或蛋白质水解产物的参与［13］。因

此选蛋白胨为该工程菌株的最佳氮源，这与之前

的文献报道一致［14］。由图 2（b）可知，不同碳源表

现出的酶活差别不大，其中以葡萄糖为碳源时，

NK 酶活最高达到 1 330.29 IU/mL；其次是以可溶

性淀粉为碳源时，其 NK酶活为 1 157.75 IU/mL；乳
糖被吸收利用的效果低于其他碳源。因此选葡萄

糖是该菌株的最佳碳源，此前也有相同报道［15-17］。

2.2.2 不同浓度碳源和氮源浓度对 NK 酶活的影

响 有文献［18］报道，谷氨酸钠是NK酶表达的显著

影响因子，谷氨酸钠能够促进 NK酶活力；柠檬酸

钠是三羧酸循环的重要中间代谢产物，能促进谷

氨酸的合成，从而能提高NK酶的活力。因此本实

验研究了不同质量浓度谷氨酸钠和柠檬酸钠对

NK酶活的影响。图 3（a）显示，不同质量浓度的谷

氨酸钠和柠檬酸钠对NK酶活性影响不大，这说明

不同菌株间的合成调控机制不一样，对酶活影响

的因素有差异。当不添加蛋白胨时，NK酶活力极

低；随着蛋白胨质量浓度的增加，NK酶活力逐渐

增加，当蛋白胨质量浓度为 20 g/L时，NK酶活达到

最大值 1 320.64 IU/mL；当蛋白质量浓度大于 40 g/L
时，NK酶活明显下降；因此初步选择蛋白胨适宜

质量浓度为 20 g/L。不添加葡萄糖时，NK有少量

活性，此时谷氨酸钠和柠檬酸钠可以充当碳源；当

葡萄糖质量浓度为 20 g/L时，NK酶活性达到最大

值；因此葡萄糖质量浓度为 20 g/L是最佳碳源浓度。

2.2.3 不同金属盐离子浓度对 NK 酶活性的影响

如图 3（b）所示，当 NaCl质量浓度为 10 g/L时，NK
表现出最高活性；随着 NaCl质量浓度的增加，NK
酶活呈下降趋势；当 NaCl质量浓度接近 40 g/L时，

NK酶活下降显著；因此最佳NaCl质量浓度为10 g/L。
不同质量浓度K2HPO4和KH2PO4对NK酶活性影响

不大，MgSO4 和 CaCl2 对 NK 酶活性影响显著。当

MgSO4质量浓度由 0 g/L增加至 1 g/L时，NK酶活呈

明显上升趋势，随着MgSO4质量浓度继续增加时，

NK酶活开始逐渐下降；当 CaCl2质量浓度由 0 g/L~
0.5 g/L时，NK酶活呈明显上升趋势，随着 CaCl2质
量浓度继续增加时，NK酶活开始呈下降趋势；因

此最佳 MgSO4质量浓度为 1 g/L，最佳 CaCl2质量浓

度为 0.5 g/L。
2.2.4 不同 pH和接种量对 NK酶活的影响 如图

4（a）所示，pH 值对 NK酶活影响略大，当 pH 值为

6～9 时，NK 表现出高活性，差异不明显；其中当

pH为 7.0时，NK酶活性相对较高；在强酸性条件，

NK酶表现出低活性，这是因为在酸性条件下，纳

图 1 NK标准曲线

Fig. 1 Nattokinase standard curve
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图 2 对NK酶活性的影响：（a）氮源，（b）碳源

Fig. 2 Effects on nattokinase activity：（a）nitrogen source，
（b）carbon source
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豆激酶缺乏功能和结构的稳定性［19］。图 4（b）中，

接种量对 NK酶活性影响不明显，当接种量为 3%
时，NK酶活力略高。

2.3 响应面法优化发酵条件结果分析

2.3.1 响应面实验因素水平设计 以蛋白胨（A）、

葡萄糖（B）、MgSO4（C）、CaCl2（D）、pH（E）为自变

量，以透明圈直径为响应面值，进行五因素三水平

响应面实验，实验因素水平见表 1，五因素三水平

响应面实验设计及实验结果见表 2。

2.3.2 模 型 建 立 及 显 著 性 分 析 利 用 软 件

Design-Expert8.0.6中的 Box-Behnken模块对表 2进

行多元回归拟合分析，得到透明圈直径（Y）二次多

元回归模型方程：

Y=26.21+3.34A+2B+4.25C-0.590+
0.94E-0.62AB+1.11AC-0.13AD-0.56AE+
0.89BC+0.45BD+2.36BE+0.68CD+0.48CE+
1.36DE-2.21A2-2.63B2-2.85C2-1.89D2-0.91E2

回归方程决定系数 R2=0.914 7，信噪比 RSN=
13.754。由表 3可知，模型F值为 13.41，P< 0.000 1，
显著性显示为极为显著，表明回归方程的拟合度

和可信度较高，可用此模型对实验结果进行分析。

由表 3可知，蛋白胨（A）、葡萄糖（B）和MgSO4

（C）方差分析表中 P< 0.000 1，说明 A，B，C对NK酶

活影响是极为显著的；交叉项 BE对酶活的影响显

著；其他交叉项对酶活影响不显著；平方项 A2，B2，

C2，D2对酶活影响极为显著。

变量

A（Peptone）/ g / L
B（Glucose）/ g / L
C（MgSO4）/ g / L
D（CaCl2）/ g / L

E（pH）

实验因素水平

-1
0
0
0
0
6

0
15
15
0.75
0.5
7.5

1
30
30
1.5
1
9

表 1 响应面因素水平表

Tab. 1 Factors and levels in response surface analysis
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图 3 对NK酶活的影响：（a）碳源和氮源质量浓度，（b）金属盐离子质量浓度

Fig. 3 Effects on nattokinase activity ：（a）carbon and nitrogen source mass concentration ，（b）ion salts mass concentration

图 4 （a）不同 pH值和（b）接种量对NK酶活的影响

Fig. 4 Effect of（a）pH and（b）inoculation amount on nattokinase activity
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试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

蛋白胨质量浓度（A）/
（g/L）

0
-1
1
0
-1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
-1
1
0
0
0
1
0
1
-1
0
1
0
0
-1
0
0
-1
1
-1
0
0
0
-1
0
0
0
1
0

葡萄糖质量浓度（B）/
（g/L）

-1
-1
0
0
1
0
0
0
-1
0
0
1
0
-1
0
0
0
0
0
1
1
0
0
-1
0
0
0
-1
0
1
0
0
0
0
0
0
0
-1
1
0
0
1
1
-1
0
0

MgSO4质量浓度（C）/
（g/L）

0
0
-1
1
0
1
0
0
-1
0
-1
0
-1
0
1
0
1
0
-1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
-1
0
0
0
-1
0
0
1
1
1
0
0
0
0
0
1
-1

CaCl2质量浓度（D）/
（g/L）

0
0
0
-1
0
0
0
1
0
0
0
-1
0
1
0
-1
1
0
0
0
1
-1
0
0
1
0
0
0
0
0
0
1
-1
-1
0
1
0
0
0
0
-1
0
0
-1
0
1

pH（E）

-1
0
0
0
0
-1
0
-1
0
0
1
0
-1
0
1
0
0
0
0
0
0
-1
0
0
1
1
1
1
-1
0
0
0
1
0
-1
0
0
0
0
0
0
1
-1
0
0
0

透明圈直径/mm
22.78
14.93
18.73
26.00
21.23
25.69
25.83
19.73
15.79
26.02
18.07
22.92
17.54
19.86
28.16
26.33
25.9
26.14
14.78
26.79
22.33
21.23
26.54
22.96
27.71
28.77
21.98
15.5
26.55
16.81
25.78
17.49
23.77
19.35
17.54
23.05
20.6
22.82
27.41
26.96
20.23
26.79
24.65
22.26
28.98
16.53

表 2 Box-Behnken试验设计及结果

Tab. 2 Design and results of Box-Behnken experiments
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2.3.3 响应面分析 图 5为响应面分析曲面图和

等高线图，反应了五因素之间的相互交叉作用对

酶活的影响。根据模型求响应面的极值点，最佳

发酵条件为：蛋白胨 26.05 g/L，葡萄糖 29.29 g/L，
MgSO4 1.5 g/L，CaCl2 0.74 g/L，pH 9.0，NK 酶最高

酶活为 2 246.33 IU/mL。以最佳发酵条件进行实

验 验 证 ，重 复 实 验 3 次 ，取 NK 酶 活 平 均 值 为

2 186.17 IU/mL，与预测值接近，表明该模型是可

行的，具有一定的实践价值。

来源

Model
A-Peptone
B-Glucose
C-MgSO4

D-CaCl2
E-PH
AB

AC

AD

AE

BC

BD

BE

CD

CE

DE

A2

B2

C2

D2

E2

Residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total

平方和

714.49
178.09
64.12
288.66
5.63
14.14
1.53
4.91
0.073
1.23
3.19
0.82
22.18
1.85
0.94
7.40
42.45
60.42
71.07
31.27
7.26
66.60
65.56
1.04

781.09

自由度

20
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
25
20
5
45

均方

35.72
178.09
64.12
288.66
5.63
14.14
1.53
4.91
0.073
1.23
3.19
0.82
22.18
1.85
0.94
7.40
42.45
60.42
71.07
31.27
7.26
2.66
3.28
0.21

F 值

13.41
66.85
24.07
108.36
2.11
5.31
0.57
1.84
0.027
0.46
1.20
0.31
8.33
0.69
0.35
2.78
15.93
22.68
26.68
11.74
2.73

15.73

P值

< 0.000 1
< 0.000 1
< 0.000 1
< 0.000 1
0.158 5
0.029 8
0.456 3
0.186 9
0.869 9
0.502 7
0.284 5
0.584 2
0.007 9
0.412 6
0.557 6
0.108 1
0.000 5
< 0.000 1
< 0.000 1
0.002 1
0.111 3

0.303 1

显著性

***
***
***
***

**

**
***
***
**

表 3 响应面二次回归方程模型方差分析结果

Tab. 3 ANOVA for Response Surface Quadratic Model Analysis of variance table
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3 结 语

本次研究对影响枯草芽孢杆菌基因工程菌株

产纳豆激酶的发酵培养参数进行了初步探讨。通

过单因素实验和响应面 Box-Behnken模型优化液

体发酵培养参数，其中有机氮源的利用率明显高

于无机氮源，这可能是因为NK酶活需要蛋白质或

蛋白质水解产物的参与；不同碳源对酶活影响不

大，从经济角度来考虑可以选择可溶性淀粉作为

碳源；金属离子K+ 和 PO43- 对NK活性影响不明显，

而 Mg2+和 Ca2+对 NK 活性影响显著；该菌株在 pH

6~9的环境下，生长状态良好且产物 NK表现出高

酶活。本次研究获得了NK最优液体发酵条件：蛋

白胨 26.05 g/L，葡萄糖 29.29 g/L，MgSO4 1.5 g/L，
CaCl2 0.74 g/L，NaCl 10 g/L，pH 9.0，接种量 3 %。在

最佳发酵条件下 ，IPTG 诱导发酵 6 h，NK 获得最

高酶活为 2 186.17 IU/mL，比优化前提高了 269%。

基因工程菌比野生菌株发酵产物 NK 表现出更

高活性，且发酵产物杂蛋白少，为高纯度的 NK的

高产化奠定了一定的基础，为未来制备预防、治疗

血栓等心血管疾病临床药物的开发提供了新思

路［20］。

图 5 各因素间相互作用对纳豆激酶酶活影响：（a）（b）蛋白胨质量浓度和葡萄糖质量浓度相互作用，

（c）（d）蛋白胨质量浓度和MgSO4质量浓度相互作用，（e）（f）葡萄糖质量浓度和 pH相互作用

Fig. 5 Response surface plots and contour line showing the interaction between each factor and nattokinase activity：
（a）（b）effects of petone and glucose mass concentration interaction on nattokinase activity，（c）（d）effects of petone
and MgSO4 mass concentration interaction on nattokinase activity，（e）（f）effects of glucose mass concentration and

pH interaction on nattokinase activity

注：（a）（c）（e）响应面图，（b）（d）（f）等高线图
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