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研究报告 

海洋来源链霉菌 MY0504 产纤溶酶的发酵条件优化 
侯正欣 1,2  董超 2*  马萱 2  史延茂 2 
(1. 河北工业大学化工学院  天津  300130) 

(2. 河北省科学院生物研究所  河北 石家庄  050081) 

 
 

摘  要：【目的】以发酵液纤溶酶活力为指标，优化海洋来源的链霉菌菌株 MY0504 的发酵条   
件。【方法】在菌株生长曲线及单因素试验基础上，采用 Plackett-Burman 设计筛选影响纤溶酶活性

的主要因素，进一步用最陡爬坡试验及 Box-Behnken 中心组合设计法优化发酵条件。【结果】纤

溶酶活性最高的发酵条件为：葡萄糖 21.68 g/L，酵母粉 25.31 g/L，NaCl 5.0 g/L，K2HPO4·3H2O   
3.0 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 g/L，FeSO4·7H2O 0.02 g/L，装液量 50 mL (250 mL 摇瓶)，接种量

10% (体积比)，初始 pH 7.5，温度 24 °C，转速 200 r/min，培养时间 4.5 d。发酵液纤溶酶活

性可达 2 190.6 U/mL。【结论】确定了 MY0504 菌株产纤溶酶的最优发酵条件，为该酶的进一步分离

纯化及性质研究奠定基础。 
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Optimization of fermentation for fibrinolytic enzyme  
production by Streptomyces MY0504 from ocean 
HOU Zheng-Xin1,2  DONG Chao2*  MA Xuan2  SHI Yan-Mao2 

(1. College of Chemistry and Engineering, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China) 
(2. Institute of Biology, Hebei Academy of Sciences, Shijiazhuang, Hebei 050081, China) 

Abstract: [Objective] To optimize the fermentation conditions of Streptomyces strain MY0504 from 
marine environment and improve the fibrinolytic activity in fermentation broth. [Methods] Based on 
the growth curve of MY0504 and single factor test, the main factors affecting enzyme activity were 
found through the Plackett-Burman design, and the fermentation conditions were further optimized 
using steepest ascent experiment and Box-Behnken central composite design. [Results] The optimal 
fermentation conditions were as follows: glucose 21.68 g/L, yeast powder 25.31 g/L, NaCl 5.0 g/L, 
K2HPO4·3H2O 3.0 g/L, MgSO4·7H2O 0.5 g/L, FeSO4·7H2O 0.02 g/L, medium volume 50 mL   
(250 mL flask), inoculum size 10% (V/V), initial pH 7.5, fermentation temperature 24 °C, shaking 
speed 200 r/min, fermentation time 4.5 d. The enzyme activity reached 2 190.6 U/mL in fermentation 
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broth. [Conclusion] The optimal fermentation conditions of strain MY0504 producing fibrinolytic 
enzyme were obtained, which lay a foundation for further purification and characterization of the 
fibrinolytic enzyme. 

Keywords: Ocean, Streptomyces, Fibrinolytic enzyme, Fermentation optimization, Single factor test, 
Response surface 

正常情况下血液中凝血机制和抗凝血机制处

于动态平衡状态，这种平衡可以维持血液通畅和伤

口愈合，当抗凝和纤溶机制出现问题时，不溶性的

纤维蛋白在血管中积累导致血栓形成，进一步导致心

肌梗死等心血管疾病，严重危害人类的生命健康[1]。

在现代饮食结构及生活习惯等因素的影响下，心血

管疾病发病率和死亡率有逐年升高的趋势，据世界

卫生组织报道，在 2008年全世界有 1 730万人死

于心血管疾病，并推测到 2030年将有超过 2 300万

人死于此类疾病[2]。因此，关于血栓疾病药物的研

究一直被持续关注。 

目前，被广泛用于治疗血栓病的疗法是溶栓疗

法[3-4]，溶栓剂主要分为两种类型，一种是纤溶酶

原激活物，如组织型纤溶酶原激活物(t-PA)[5]和尿

激酶(u-PA)[6]；另一种是纤溶酶类物质，它们可以

直接作用于血纤维蛋白，从而迅速溶解血栓，如纳

豆激酶[7]、蚓激酶[8]等。u-PA 和 t-PA 仍广泛应用

于溶栓治疗，但这些药物副作用较大，仅能注射不

可口服，且价格昂贵。因此，国内外研究人员一直

在努力寻找更安全有效的溶栓剂。  

海洋微生物日益成为研究的焦点，它们具有独

特的生理功能，可以在极端环境中生存，产生很多

新型的代谢产物[9-11]。而放线菌早已被证实能产生

种类繁多的活性物质[12]，因此，海洋来源放线菌

逐渐成为生产新的天然产物的最具潜力的类群，其

产生的代谢物质很可能更加符合人类对有效药物

的需求。 

本实验室从渤海海域筛选到了一株产纤溶酶

的链霉菌 MY0504，本文对其产纤溶酶的发酵条件

进行了优化，提高了发酵液酶活，为进一步分离纯

化并确定此纤溶酶的性质奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种：菌株 MY0504，由本实验室自渤海海

域海水中分离，通过生理生化试验及 16S rRNA基

因序列分析确定其为链霉菌属，菌株已保藏在中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心

(CGMCC)，保藏编号 No. 10664。 

1.1.2  培养基：牛肉膏蛋白胨培养基[13](g/L)：蛋

白胨 10.0，牛肉膏 3.0，NaCl 5.0。 

1.1.3  主要试剂和仪器：牛纤维蛋白原购自 Sigma

公司；凝血酶购自石家庄华瑞创新生物科技开发中

心；尿激酶购自辽宁卫星制药厂。 

1.2  分析方法 
1.2.1  菌株的生长曲线：保藏菌种经斜面活化后，

挑取部分到 600 mL (3 L摇瓶)牛肉膏蛋白胨培养

基中，28 °C、200 r/min培养 6 d，每隔 12 h取样

测菌体干重及发酵液酶活，做 3次重复。 

1.2.2  纤溶酶酶活测定：发酵液中纤溶酶酶活采

用改进的纤维蛋白平板法进行测定[14]。每个样品

在已制备好的纤维平板上点样 10 µL，37 °C培养

箱中恒温孵育 15 h，得到的透明圈面积与酶活对数

成正比关系，用尿激酶作为标准品，再根据透明圈

面积可得到样品酶活。 

1.3  发酵条件优化设计 
1.3.1  单因素试验：不同碳源对 MY0504 菌株产纤
溶酶的影响：以蛋白胨(10 g/L)为氮源，分别以浓度
为 5 g/L的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、果糖、可溶性淀
粉作为碳源，装液量 50 mL (250 mL摇瓶)，接种量
10% (体积比)，28 °C、200 r/min培养 4.5 d。每个处
理做 3 个平行。发酵结束后用纤维蛋白平板法测定
发酵上清液酶活，确定不同碳源对菌株产酶的影响。 
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不同氮源对 MY0504 菌株产纤溶酶的影响：
以葡萄糖(5 g/L)为碳源，分别以浓度为 10 g/L的蛋
白胨、豆饼粉、酵母粉、(NH4)2SO4作为氮源，装

液量 50 mL (250 mL摇瓶)，接种量 10% (体积比)，
28 °C、200 r/min培养 4.5 d。每个处理做 3个平行。
发酵结束后用纤维蛋白平板法测定发酵上清液酶

活，确定不同氮源对菌株产酶的影响。 
无机盐对 MY0504 菌株产纤溶酶的影响：以牛

肉膏蛋白胨培养基为基础，分别加入不同数量级浓度

的NaCl、K2HPO4·3H2O、MgSO4·7H2O、FeSO4·7H2O，
装液量 50 mL (250 mL摇瓶)，接种量 10% (体积比)，
28 °C、200 r/min培养 4.5 d。每个处理做 3个平行。
发酵结束后用纤维蛋白平板法测定发酵上清液酶

活，确定不同浓度的无机盐对菌株产酶的影响。进

一步确定各无机盐浓度应处的水平。 
1.3.2  Plackett-Burman 设计：根据单因素试验结

果，选取 8 个因素进行 P-B 试验设计，将每个因
素设置高低两个水平，并设置 3个虚拟因素用于估
算误差，如表 1所示。 
1.3.3  最陡爬坡试验：对 P-B 试验设计选出的 3 个
显著因素，进行步长和变化方向的设计，按一定梯

度增加或减少 3 个显著变量的值，根据响应值大小
确定各因素的最佳浓度范围，使因素趋近中心点[15]，

在最佳范围内建立更准确的响应面拟合方程。 
1.3.4  Box-Behnken 设计：根据最陡爬坡试验结

果，选取 3个因素的高中低水平，如表 2所示，在 
 

表 1  Plackett-Burman 设计因子水平及编码 
Table 1  The levels and codes of variables used in the 

Plackett-Burman design 
编码 
Code 

变量 
Variables 

低水平 
Low level–1 

高水平 
High level+1

A Glucose (g/L) 5 10 
B Temperature (°C) 23 28 
C Dummy 1 − − 
D pH 7.0 9.0 
E Yeast powder (g/L) 10 20 
F Dummy 2 − − 
G MgSO4 ·7H2O (g/L) 0.5 1.0 
H NaCl (g/L) 5 10 
J Dummy 3 − − 
K K2HPO4·3H2O (g/L) 2 4 
L FeSO4·7H2O (g/L) 0.02 0.04 

 

表 2  Box-Behnken 试验因素水平及编码 
Table 2  The levels and codes of variables used in the 

Box-Behnken design 

因素 
Variables 

 Level  

−1 0 1 

(A) Glucose (g/L) 15 20 25 

(B) Yeast powder (g/L) 20 25 30 

(C) Temperature (°C) 21 24 27 

 
此基础上用 Design-Expert 8.0 软件进行设计并做
统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1   MY0504 菌株的生长曲线及产酶曲线 
如图 1所示，菌株在 0–24 h的生长处于迟缓

期，24 h后进入对数生长期，发酵 60 h后进入平
稳生长期，培养 6 d未见明显衰亡。在对数生长期
期间菌株最健壮，最适合作为种子液接种到发酵培

养基中，因此，选取生长 48 h的菌株作为种子。
从产酶曲线可见，在 4.5 d时发酵液酶活最高，因
此，选择发酵时间为 4.5 d。菌株在进入平稳期时
开始产生纤溶酶并积累，说明该酶的产生和菌体生

长是非偶联的关系，酶的合成类型属于滞后合成

型。在 4.5 d时酶活力最高，之后酶活下降，分析
可能在发酵进行 4.5 d后纤溶酶积累过多造成反馈
抑制，或者产生了抑制纤溶酶活力或抑制其合成的

新的产物。 
 

 
 

图 1  MY0504 菌株生长曲线及产酶曲线 
Figure 1  The growth and enzyme production curves of 
strain MY0504 
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在优化后培养条件下，菌株生长环境发生较大

改变，因此在优化后的发酵过程中曾定时取样测发

酵液酶活，发现在 4.5 d时发酵液酶活力仍最高，
因此其他培养条件的改变对此菌株产纤溶酶的最

佳发酵时间影响不大。 

2.2   发酵条件的优化 
2.2.1  单因素试验：单因素试验结果见图 2、图 3、
图 4及图 5，可以看出，对菌株 MY0504产纤溶酶 

 

 
 

图 2  不同碳源对酶活的影响 
Figure 2  Effects of different carbon sources on    
enzyme activity 
 

 
 

图 3  不同氮源对酶活的影响 
Figure 3  Effects of different nitrogen sources on  
enzyme activity 

 
 

图 4  不同浓度无机盐对酶活的影响 
Figure 4  Effects of inorganic salt with different 
concentration on enzyme activity 

 

 
 
图 5  不同浓度 FeSO4·7H2O 对酶活的影响 
Figure 5  Effects of FeSO4·7H2O with different 
concentration on enzyme activity 

 
最有利的碳氮源为葡萄糖和酵母粉。一定量的

NaCl、MgSO4·7H2O、K2HPO4·3H2O、FeSO4·7H2O
对纤溶酶产生有利，且它们较为适合的水平分别为

(质量体积比)：0.5%、0.05%、0.5%、0.002%。在
此基础上，确定初始发酵培养基为(g/L)：葡萄糖
5.0，酵母粉 10.0，NaCl 5.0，MgSO4·7H2O 0.5，
K2HPO4·3H2O 5.0，FeSO4·7H2O 0.02。培养条件为：
温度 28 °C，初始 pH 7.5，接种量 10% (体积比)，
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装液量 50 mL (250 mL摇瓶)，摇床 200 r/min培养
4.5 d。在此条件下，发酵液酶活达到 927 U/mL。 
2.2.2   Plackett-Burman 设计筛选主要因素：

Plackett-Burman试验设计及结果见表 3，进行 12组

试验，运用 Design-Expert 8.0软件对表 3中的结果

进行统计学回归性分析，得到各因素的回归系数及

重要性评价(表 4)，结果表明，温度、葡萄糖、酵

母粉是影响发酵液纤溶酶酶活的 3 个最显著的因

素。其中，葡萄糖、酵母粉的浓度对纤溶酶活的影

响是正效应，温度对纤溶酶活的影响是负效应。其

他因素对酶活的影响不大，根据各因素效应的正负

及节约成本原则，调整它们的取值。 

2.2.3  最陡爬坡试验结果：如表 5所示，随着发酵
温度的降低，葡萄糖和酵母粉浓度的上升，发酵液

酶活先上升后下降，在发酵温度为 24 °C，葡萄糖
浓度为 20 g/L，酵母粉浓度为 25 g/L时，酶活力最
高，因此选此组数值作为响应面优化的中心点。 
2.2.4  响应面试验确定最佳发酵条件：三因素三水平

的响应面试验设计及结果如表 6所示，共进行 17组
试验。运用Design-Expert 8.0软件分析试验结果，得 

 
表 3  Plackett-Burman 实验设计及结果 

Table 3   Plackett-Burman experiment design and response values 

Test No. A B (C) D E (F) G H (J) K L Enzyme 
activity (U/mL) 

1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 1 −1 1 1 197.2 

2 1 −1 1 1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 1 019.3 

3 −1 1 1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 1 589.0 

4 1 1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 1 −1 712.2 

5 1 −1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 1 1 484.1 

6 −1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 1 1 710.3 

7 1 −1 1 1 1 −1 −1 −1 1 −1 1 1 084.9 

8 −1 1 −1 1 1 −1 1 1 1 −1 −1 579.2 

9 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 1 1 −1 992.7 

10 1 1 1 −1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 722.8 

11 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 529.1 

12 1 1 −1 −1 −1 1 −1 1 1 −1 1 497.2 

 
表 4  回归系数及重要性分析 

Table 4  Regression coefficient and analyses of    
their significance 

因素 
Factors 

回归系数 
Regression 
coefficient 

贡献值 
Contribution 

(%) 

重要性 
Significance

Glucose 160.08 21.92 2 

Temperature −210.20 28.78 1 

pH −42.65 5.84 6 

Yeast powder 147.18 20.15 3 

MgSO4·7H2O 90.95 12.45 4 

NaCl 35.28 4.83 7 

K2HPO4·3H2O 43.38 5.94 5 

FeSO4·7H2O 0.62 0.09 8 
 

 

表 5  最陡爬坡试验设计及结果 
Table 5  The path of steepest ascent experiment design 

and response values 

Test 
No. 

Glucose
(g/L) 

Yeast 
powder (g/L) 

Temperature 
(°C) 

Enzyme 
activity 
(U/mL) 

1 5 10 30 581.2 

2 10 15 28 848.5 

3 15 20 26 1 035.9 

4 20 25 24 1 850.1 

5 25 30 22 961.1 

6 30 35 20 493.6 
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到二次回归拟合方程 Y (发酵液纤溶酶活力)=2 026.2+ 
124.69A+29.75B+153.44C−43.63AB−51.00AC+ 
65.38BC−114.97A2−261.35B2−612.98C2，决定系数

R2=93.1%。方程及各因素的方差分析见表 7，可以看
出，二次方程显著性检测 P<0.05 显著，失拟项显著
性检测 P>0.1不显著，说明模型拟合性良好，能准确
反映实际情况。利用Design-Expert 8.0软件根据回归
方程进行响应面分析，绘制响应面分析图及其对应的

等高线图，如图 6所示，可直观的看出各因素之间交

互作用的强弱及最优响应值对应的变量取值。 
解方程后得到最大响应值即发酵液最大酶活为

2 078.3 U/mL，对应的变量浓度为：葡萄糖 21.68 g/L，
酵母粉 25.31 g/L，温度 24 °C。 

2.3  模型的验证 
为了验证模型预测的准确性，在预测的最佳发

酵条件下进行 4次发酵试验。测得了发酵液平均纤
溶酶酶活为 2 190.6 U/mL，与模型预测值相差不
大，因此该模型可以较好的预测实际酶活值。 

 
表 6  Box-Behnken 试验设计及结果 

Table 6  Box-Behnken experiment design and response values 
Test No. Glucose (A) Yeast powder (B) Temperature (C) Enzyme activity (U/mL) 

1 −1 0 1 1 185.5 
2 0 0 0 2 218.0 
3 0 1 −1 1 540.4 
4 0 0 0 2 175.0 
5 0 1 1 1 285.0 
6 0 0 0 2 068.0 
7 −1 −1 0 1 441.5 
8 1 0 1 1 586.0 
9 −1 0 −1 1 208.5 

10 0 −1 −1 1 205.0 
11 0 0 0 1 965.5 
12 −1 1 0 1 562.0 
13 0 0 0 1 804.0 
14 1 −1 0 1 825.0 
15 1 1 0 1 771.0 
16 0 −1 1 1 413.0 
17 1 0 −1 1 313.0 

 
表 7  回归方程分析结果 

Table 7  Results of regression equation analysis 
项目 Item 平方和 Sum of squares 自由度 Degree of freedom F values P>F 

Model 1.955E+006 9 10.50 0.002 6 
A 2.441E+005 1 11.80 0.010 9 
B 41 112.78 1 1.99 0.201 5 
C 5 151.13 1 0.25 0.633 1 
AB 56 287.56 1 2.72 0.143 1 
AC 21 904.00 1 1.06 0.337 8 
BC 53 592.25 1 2.59 0.151 6 
A2 2.725E+005 1 13.17 0.008 4 
B2 1.981E+005 1 9.57 0.017 5 
C2 9.243E+005 1 44.67 0.000 3 
Residual 1.449E+005 7   
Lack of fit 32 975.69 3 0.39 0.765 6 
Pure error 1.119E+005 4   
Cor total 2.100E+006 16   
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图 6  二因素交互作用响应面图及等高线图 
Figure 6  Surface and contour plots of two factor interactions 

 

3  讨论 

血栓病逐渐成为危害人类生命健康的最大杀

手，急需寻找更加安全有效且价格低廉的溶栓药

物，本实验室从渤海海域分离出一株具有纤溶活性

的链霉菌 MY0504，通过优化发酵条件提高了纤溶
酶产量，为进一步研究此纤溶酶的结构及开发为新

型溶栓药物奠定基础。本文通过单因素试验及响 

应面设计确定了最优发酵条件，最终发酵液纤溶酶

活力可达 2 190.6 U/mL，是优化前酶活的 4倍，且

在同类研究中处于较高水平[16-18]。 

用 Plackett-Burman 设计筛选主要因素时，发

现温度对酶活的影响很大，且是负效应，说明在温

度较低情况下有利于产生纤溶酶，同时发现菌株喜

低温，在低温条件下生长良好，菌体较多，这可能
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与该菌株分离自海洋环境有关，但是温度太低可能

会造成代谢缓慢，产物减少，因此经响应面优化后

确定的最优发酵温度为 24 °C。以优化的发酵条件，

本实验室尝试在 100 L发酵罐中进行扩大培养，结

果发酵液纤溶酶活力未达到预期值，推测是由于发

酵罐搅拌叶产生的机械损伤较大，或者为消泡加入

了较多的食用油而影响了菌体产酶。因此，该菌株

的发酵工艺扩大还需要进一步探索。但本试验的发

酵条件优化方法和结果对于后续研究有良好的指

导作用。 
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