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摘  要: 对来自 4 个不同省份的 5 条蚯蚓的肠道及体表细菌进行分离, 共获得 122 株细菌。通过

脱脂奶粉平板法初筛, 纤维蛋白平板法复筛, 以透明圈为筛选标记, 共筛选出产纤溶酶菌株 12

株, 其中菌株 SC-3-W-3 的纤溶酶活力较高, 达到了 538.64 U/mL (相当于尿激酶的活力单位)。

通过对其形态、培养、生理生化特征进行研究, 发现其与蜡状芽孢杆菌 Bacillus cereus Frankland

的特征很相符。进一步对 SC-3-W-3 的 16S rDNA 序列及系统发育分析表明, 该菌株与蜡状芽孢杆

菌的同源性高达 100%。综合生理生化及 16S rDNA 序列比对结果, 将 SC-3-W-3 菌株鉴定为蜡状

芽孢杆菌。 
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Abstract: One hundred and twenty-two bacteria strains were isolated from the intestinal tracts and body 
surface of five earthworms collected from four different provinces. Twelve fibrinolytic enzyme pro-
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ducing strains were screened based on the size of halo zone by using powdered skim milk and fibrous 
protein as the first and second round screening substrates, respectively. SC-3-W-3 strain with high fi-
brinolytic enzyme activity was identified as Bacillus cereus based on physiological and biochemical 
characteristics, as well as 16S rDNA. The fibrinolytic enzyme activity of SC-3-W-3 strain was up to 
538.64 U/mL. 

Keywords: Earthworm, Fibrinolytic enzyme, Bacillus cereus, Screening, Identification 

心脑血管栓塞性疾病已成为人类死亡的主要

原因之一 , 其病因是纤维蛋白聚集于动脉管壁所

导致[1]。纤溶酶(纤维蛋白降解酶)是一类蛋白酶, 对

血栓中的纤维蛋白具有一定的降解特异性, 因此其

具有溶解血栓、疏通栓血管的作用, 临床上可用于

治疗血栓性疾病。目前, 在动物[2−4]、植物[5]、微生

物中均发现了天然的纤溶酶。其中微生物是纤溶酶

的一个重要来源, 有报道从枯草芽孢杆菌[6]、短小芽

孢杆菌 Bacillus pumilus[7]、根霉 Rhizopus chinesis[8]、

密环菌 Armillaria mellea[9]、蛹虫草 Cordyceps mili-

taris[10]、链霉菌[11]等微生物中发现了产纤溶酶菌株。

这些产纤溶酶菌株主要是来源于豆豉、酱等传统发

酵食品和土壤、海泥等自然环境, 而关于从蚯蚓肠

道及体表分离筛选产纤溶酶菌株的研究鲜见报道 , 

虽国外已有关于蚯蚓肠道微生物的研究[12], 但仅限

于分离蚯蚓肠道的微生物, 并未进行产纤溶酶活性

的研究。本研究首次从不同地区的蚯蚓肠道及体表

分离筛选出了一株高产纤溶酶菌株, 这将为下一步

进行诱变、优化使其产酶能力提高、微生物纤溶酶

高效表达基因工程菌的构建及微生物纤溶酶的产业

化开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  分离材料: 供分离的 5 个蚯蚓样品分别采自

贵州(HXS)、河南(HN-1, HN-2)、四川(SC-1, SC-3)、

海南(LG) 4 个不同地区。经过鉴定, HXS 为夏威环

毛蚓 Pheretima hawayana Rose, HN-1 为直隶环毛蚓

Pheretima tschiliensis Michaelsen, HN-2 为白颈环毛

蚓 Pheretima californica Kinberg, SC-1 和 SC-3 为威

廉环毛蚓 Pheretima guillemi Michaelsen, LG 为参环

毛蚓 Pheretima aspergillum E. Perrier[13]。 

1.1.2  对照菌株: 产纤溶酶对照菌株: 枯草芽孢杆

菌 Bacillus subtilis B1⑥由贵州大学微生物教研室分

离 并 保 存 ; 生 理 生 化 对 照 菌 株 : 枯 草 芽 孢 杆 菌

Bacillus subtilis 和大肠杆菌 Escherichia coli 由贵州

大学微生物教研室保存。 

1.1.3  主要试剂: 尿激酶 1 280 U/支购于中国药品

生物制品检定所, 凝血酶 200 U/支购于美国 Sigma

公司, 纤维蛋白原 1 g/瓶购于美国 Sigma 公司, 细菌

基因组 DNA 提取试剂盒购于北京天泽基因公司, 其

他试剂均为国产分析纯或进口分装。 

1.1.4  主要仪器: SHZ-82A 气浴恒温振荡器, 常州

奥华仪器有限公司; 2−16 K 高速冷冻离心机, 美国

Sigma 公司; PCR 仪、凝胶成像分析仪, Bio-Rad 公

司; CX41RF 型 OLMPUS 显微镜; JA2003 电子天平, 

上海天平仪器厂; YX400 高压蒸汽灭菌锅, 上海三

申医疗器械有限公司。 

1.1.5  主要培养基 : (1) 细 菌 分 离 和 保 存 培 养 基

(g/L): 牛肉膏 3, 蛋白胨 10, NaCl 5, 琼脂 20, pH 7.2, 

1×105 Pa 灭菌 20 min。 

(2) 产纤溶酶初筛培养基(g/L): 脱脂奶粉 10, 

1×105 Pa 灭菌 20 min; 琼脂 15, 1×105 Pa 灭菌 30 min, 

然后冷却至 50 °C 左右混匀。 

(3) 细菌种子培养基(g/L): 葡萄糖 10, 蛋白胨

10, Na2HPO4 2, NaH2PO4 1, CaCl2 0.2, MgSO4 0.5, 
pH 7.0, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

(4) 细菌发酵培养基(g/L): 葡萄糖 20, 蛋白胨

20, Na2HPO4 2, NaH2PO4 1, CaCl2 0.2, MgSO4 0.5, 
pH 7.0, 1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离: (1) 蚯蚓体表菌株的分离: 在无

菌条件下, 将蚯蚓放入装有玻璃珠和 100 mL 无菌水

的三角瓶中, 摇床上振荡 30 min 使玻璃珠撞击蚯蚓
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体表, 获得菌悬液并稀释适当倍数后涂布营养琼脂

平板, 30 °C 倒置培养 2 d, 挑取单菌落进行划线纯化

结合显微镜观察, 获得纯菌株接种于营养琼脂斜面, 

4 °C 保存。 

(2) 蚯蚓肠道菌株的分离: 先将蚯蚓进行 10%

酒精麻醉后, 用 75%的酒精对体表消毒 5 次, 然后

用无菌水冲洗 3 次, 无菌条件下解剖, 取其肠道内

容物捣烂, 移入盛有玻璃珠和 100 mL 无菌水的三角

瓶中, 摇床上振荡 30 min 使其彻底分散, 稀释适当

倍数后涂布营养琼脂平板。30 °C 倒置培养 2 d, 挑

取单菌落进行划线纯化结合显微镜观察, 获得纯菌

株接种于营养琼脂斜面, 4 °C 保存。  

1.2.2  产纤溶酶菌株的初筛: 将分离得到的细菌点

种于产纤溶酶初筛培养基中, 以点接产纤溶酶菌株

B1⑥作为阳性对照, 点接不能产生纤溶酶的大肠杆

菌 E. coli 作为阴性对照, 35 °C 倒置培养 48 h, 分别

测量菌落直径(d)与透明圈直径(D) 3 次, 计算平均

值, D/d 比值表示菌株产蛋白酶能力的大小, D/d 比

值≥1.5 的菌株作为复筛菌株。 

1.2.3  产纤溶酶菌株的复筛: 将初筛得到的产纤溶

酶菌株挑取一环, 转接于装有 50 mL 种子培养基的

250 mL 三角瓶中, 30 °C、150 r/min 摇床培养 24 h, 

按 4%接种量转接于装有 50 mL 发酵培养基的

250 mL 三角瓶中, 30 °C、150 r/min 摇床培养 72 h

后, 12 000 r/min 离心 5 min, 取上清液 5 μL 点样于

纤维蛋白平板中, 同时在纤维蛋白平板中点样产纤

溶酶菌株 B1⑥的发酵液作为阳性对照, 点样无菌生

理盐水作为阴性对照。室温平稳放置 10 min, 再置

于 37 °C 恒温培养 18 h, 测其溶解圈垂直直径, 各测

3 次计算平均值, 垂直直径的乘积为溶解圈的面积。

溶解圈面积最大的菌株作为发酵生产纤溶酶的目的

菌株。 

1.2.4  纤溶酶活性的测定: (1) 双层纤维蛋白平板

的制作。根据文献稍作修改[14−15], 配制成双层纤维

蛋白平板。取 10 mL 2%的琼脂溶液倒入 9 cm 平板

中, 凝固后形成第一层。将 5 mL pH 7.8、0.04 mol/L

巴比妥缓冲液(含 10 mg 纤维蛋白原)与 5 mL 1%的

琼脂糖溶液于 50 °C 充分混合 , 迅速加入 100 μL 

100 IU/mL 的凝血酶溶液, 迅速混匀后倒入第一层

平板中, 形成双层纤维蛋白平板。该配制方法能够

确保每个平板的厚度均一, 从而减少实验误差。 

(2) 尿激酶标准曲线的制作。配制浓度分别为

220、180、140、100、40、5 U/mL 的尿激酶标准溶

液, 取各浓度酶液 5 μL 点样于纤维蛋白平板的小孔

内(直径 3 mm), 在 37 °C 温育 18 h, 测定溶解圈的垂

直直径。根据报道[16], 溶解圈的两垂直直径之积(A)

与浓度(C)有以下关系, A=K×Ca, 因此以测定的不同

浓度的溶解圈垂直直径乘积的对数与不同浓度标准

品的对数作一元线性回归方程。以尿激酶浓度的对

数值为横坐标, 溶解圈面积的对数值为纵坐标, 绘

制尿激酶标准曲线。 

(3) 样品纤溶酶活性的测定。将 5 μL 样品加入

纤维蛋白平板的小孔(直径 3 mm)内, 于 37 °C 温育 

18 h, 测定纤溶圈垂直直径, 得到其乘积。根据尿激

酶标准曲线计算出样品的纤溶活性, 得到的纤溶酶

活相当于尿激酶的活力单位。同时, 在纤维蛋白平

板中点样产纤溶酶菌株 B1⑥的发酵液作为阳性对

照, 点样无菌生理盐水作为阴性对照。 

1.2.5  产纤溶酶目的菌株的鉴定: (1) 传统分类学

鉴定参照文献[17−18]的方法进行, 其中生理生化试

验分别以枯草芽孢杆菌、大肠杆菌作为阳性、阴性

对照, 以未接种的培养基作为空白对照。 

(2) 目的菌株的 16S rDNA 的 PCR 扩增与序列

测定。将目的菌株接种在肉汤培养基中, 30 °C 振荡

培养至对数生长期后期, 12 000 r/min 离心 2 min, 收

集菌体, 提取基因组 DNA。用于 16S rDNA 的 PCR

扩增反应的引物为一对通用引物[19], 其序列为: 正

向 序 列 27f: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; 

反向引物 1492r: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′。

PCR 反应体系: 2×Mix 10 μL、27f (0.1 g/L) 0.4 μL、

1492r (0.1 g/L) 0.4 μL、模板  DNA 1 μL, 补水至

20 μL。PCR 条件 : 94 °C 5 min; 94 °C 1 min, 54 °C 

1 min, 72 °C 1.5 min, 30 个循环; 72 °C 10 min。PCR

扩增产物由南京金斯瑞生物科技公司测序。 
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2  结果 

2.1  菌株的分离、筛选结果 
采用分离培养基, 从 5 条蚯蚓肠道及体表分离

到菌株 122 株(表 1)。其中体内 66 株, 体表 56 

株。经过脱脂奶粉平板(图 1)初筛 , 纤维蛋白平板

法(图 2)复筛, 共获得了 12 株产纤溶酶的细菌(表
2)。其中 SC-3-W-3 纤溶酶活性最大 , 纤溶圈面积

达到了 355.21 mm2, 因此将该菌株作为鉴定的目

的菌株。
 

表 1  蚯蚓肠道和体表细菌分离情况 
Table 1  Bacteria from intestinal tract and body surface of earthworm 

序号 
Number 

蚯蚓 
Earthworm 

蚯蚓种类 
Species 

肠道菌株数(株) 
Strains from intestinal tract 

体表菌株数(株) 
Strains from body surface

1 HXS 夏威环毛蚓 Pheretima hawayana Rose 15 13 

2 SC-1 威廉环毛蚓 Pheretima guillemi Michaelsen 4 4 

3 SC-3 威廉环毛蚓 Pheretima guillemi Michaelsen 7 8 

4 HN-1 直隶环毛蚓 Pheretima tschiliensis Michaelsen 3 2 

5 HN-2 白颈环毛蚓 Pheretima californica Kinberg 10 0 

6 LG 参环毛蚓 Pheretima aspergillum E. Perrier 27 29 

合计 Total   66 56 

 

 

图 1  SC-3-W-3 在奶粉平板上形成的透明圈 
Fig. 1  The transparent circle in the skimmed milk powder 
plate 

 

图 2  SC-3-W-3 在纤维蛋白平板上的纤溶圈 
Fig. 2  The transparent circle of strain SC-3-W-3 in fibrin 
plate 

 
表 2  产纤溶酶菌株的筛选结果 

Table 2  The screening result of strains with producing fibrinolytic enzyme 
序号 

Number 
菌株 

Strains 
D/d 纤溶圈面积 

Dissolution area (mm2)
序号 

Number 
菌株 

Strains 
D/d 纤溶圈面积 

Dissolution area (mm2)
0 B1⑥ 2.61±0.03 285.54±0.49 7 LG-W-27 2.26±0.04 203.06±0.63 

1 SC-3-W-3 3.31±0.02 355.21±0.54 8 HXS-N-6 2.21±0.05 200.22±0.56 

2 HN-2-N-9 2.67±0.02 291.73±0.53 9 HXS-N-11 2.13±0.03 200.02±0.72 

3 HXS-N-1 2.54±0.04 240.25±0.68 10 SC-3-W-6 2.06±0.02 183.60±0.47 

4 HXS-N-5 2.39±0.05 217.50±0.78 11 SC-1-W-1 1.95±0.05 170.31±0.62 

5 HN-2-N-7 2.35±0.03 210.25±0.43 12 SC-1-W-3 1.72±0.04  25.50±0.51 

6 HXS-N-2 2.30±0.02 203.10±0.34     
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2.2  纤溶酶活性的测定 
根 据 尿 激 酶 标 准 曲 线 (图 3), 计 算 得 到 菌 株

SC-3-W-3 产纤溶酶的活力为 538.64 U/mL。 

2.3  目的菌株的鉴定  
2.3.1  菌落及菌株形态观察: 菌株 SC-3-W-3 用普

通琼脂营养平板 35 °C 培养 48 h, 单菌落为圆形或

近圆形 , 边缘呈锯齿状 , 菌落中央稍有凸起 , 不透

明, 质地软, 有一定湿度、光泽的灰白色菌落(图 4)。

革兰氏染色呈阳性、菌体为杆状、两端钝圆、长为

3.1 μm−3.8 μm, 宽为 1.0 μm−1.1 μm, 可见单个散生

或形成 3−5 链状排列, 芽孢中生(图 5)。SC-3-W-3

在肉汤中培养呈均匀浑浊生长, 静置后菌体形成白

色沉淀。 
 

 

图 3  尿激酶标准曲线 
Fig. 3  The standard curve of urokinase activity 
 

 

图 4  菌株 SC-3-W-3 菌落形态 
Fig. 4  The colonial morphology of strain SC-3-W-3 

 

图 5  菌株 SC-3-W-3 的显微形态(×1 000) 
Fig. 5  Micrograph of strain SC-3-W-3 (×1 000) 
 
2.3.2  生理生化测定: 从表 3 可看出, 菌株 SC-3-W-3
发酵甘露醇、乳糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖不能

产酸产气, 无运动性, 在 5 °C、45 °C 时不能正常生

长, 在 10% NaCl 中不能生长。其他反应均为阳性。

接种枯草芽孢杆菌、大肠杆菌作为阳性、阴性对照, 
以未接种的培养基为空白对照。 

根据菌株 SC-3-W-3 的个体形态特征、菌落形

态特征及上述各项生理生化试验结果, 参照《伯杰

细菌鉴定手册》[18]和《常见细菌系统鉴定手册》[17], 
菌株 SC-3-W-3 初步鉴定为蜡状芽孢杆菌 Bacillus 
cereus。 
2.3.3  16S rDNA 全序列测定与系统发育分析: 将

扩增产物用 1%琼脂糖进行电泳检测, 结果显示菌

株 SC-3-W-3 的 16S rDNA 扩增产物大小为 1 500 bp
左右。将目的菌株的 16S rDNA 序列(GenBank 登录

号为 HQ992816)通过 BLAST 与 GenBank 中核酸数

据进行同源性搜索比对, 结果表明, 该菌株序列与

蜡 状 芽 孢 杆 菌 Bacillus cereus 的 相 似 度 达 到 了

100%。根据 16S rDNA 序列同源性比对结果, 与来

自核酸数据库的 11 株相似度在 99%以上的部分同种

及近源属、种的 16S rDNA 序列进行发育分析, 以

邻接法构建系统树, 在分支上的数据为 1 000 次重

复获得的自展检验 Bootstrap 值, 以评估系统发育树

的置信度。从图 6 可知, 菌株 SC-3-W-3 与来自核酸

数据库的 3 株蜡状芽孢杆菌以 85%的自展支持率聚

在一起。综合考虑菌株 SC-3-W-3 的培养、生理生化

特征以及 16S rDNA 序列比对结果, 将 SC-3-W-3 菌

株鉴定为蜡状芽孢杆菌 Bacillus cereus。 
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表 3  菌株 SC-3-W-3 生理生化鉴定结果 
Table 3  Physiological and biochemical characters of strain SC-3-W-3 

生理生化实验 
Physiological and biochemical test 

鉴定结果 
Result 

生理生化实验 
Physiological and biochemical test 

鉴定结果 
Result 

接触酶 Catalase + 分解酪氨酸 Hydrolyse of tyrosine + 

V-P 试验 V-P test + 硝酸盐还原 Nitrate reduction + 

淀粉水解 Hydrolyse of starch + 抗溶菌酶 Anti-lysozyme + 

运动性 Mobility − pH 5.7 营养肉汤生长 pH 5.7 nutrient broth + 

酪素水解 Hydrolyse of Casein + 生长温度 Growth at 

柠檬酸盐利用 Citrate utilization + 5 °C − 

糖发酵产酸 Acid production of fermentation 10 °C + 

蔗糖 Sucrose + 20 °C + 

麦芽糖 Maltobiose + 30 °C + 

甘露醇 Mannitol − 40 °C + 

乳糖 Lactose − 45 °C − 

半乳糖 Galactose − 耐盐性 Salt tolerance 

木糖 Xylose − 2% + 

阿拉伯糖 Arabinose − 5% + 

D-葡萄糖 D-Glucose + 7% + 

  10% − 

注: +: 阳性 −: 阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
 

 

图 6  菌株 SC-3-W-3 的系统发育树 
Fig. 6  Phylogenetic tree of strain SC-3-W-3 and related strains based on 16S rDNA 

注: 在树节上的数字代表 1 000 取样的百分比; 括号中为菌株的 GenBank 登录号; 比例尺代表 2%的序列差异. 
Note: The numbers at the nodes indicate the percentages of occurrence in 1 000 bootstraped trees. The GenBank accession number of each 
strain is indicated in parentheses and the scale bar represents 2% sequence difference. 
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3  讨论 

血 栓 栓 塞 性 疾 病 严 重 危 害 人 类 的 身 体 健 康 , 

全世界共有血栓病人 1 500 万, 所需溶栓剂潜在市

场约 20 亿美元[20]。目前临床注射的抗血栓药物普

遍存在药效短、副作用大、价格高等缺点, 因此世

界各国都在寻找新型的安全性高、疗效好、价格低

廉的溶栓药物。微生物是溶栓药物的重要来源, 到

目前为止, 在细菌、真菌、放线菌中均发现有产纤

溶酶的种类。产纤溶酶细菌的大多数种类为芽孢杆

菌属的枯草芽孢杆菌[6]、蜡状芽孢杆菌[21]、解淀粉

芽孢杆菌[22]、短小芽孢杆菌[7], 还有少数的 β-溶血

链球菌[23]、金黄色葡萄球菌[24]、微球菌属的藤黄微

球菌[25]。用这些野生型细菌菌株进行液体发酵时的

纤溶酶活力一般可达 200−300 U/mL, 菌株诱变和工

艺优化后可达 600−3 000 U/mL, 最高纤溶酶活力可

达 5 989 U/mL[26]。本研究从蚯蚓中分离的菌株

SC-3-W-3 的初始发酵酶活为 538.64 U/mL, 相比文

献来看, 产酶能力达到了中等水平。但这仅是野生

菌株的产酶活力, 可以通过进一步诱变、发酵工艺

优化、基因工程改造等手段进一步提高其产酶能力。

通过形态、生理生化及 16S rDNA 鉴定 , 把菌株

SC-3-W-3 鉴定为蜡状芽孢杆菌, 与 Kim HJ 等[12]报

道的从蚯蚓中分离的微生物相似。本研究还发现蚯

蚓肠道及体表细菌中产纤溶酶菌株较多, 因此, 认

为从蚯蚓微生物中筛选新型纤溶酶潜力巨大。可进

一步对 SC-3-W-3 菌株的安全性、产酶稳定性进行

检测 , 通过诱变 , 优化提高其产酶能力 , 为微生物

纤溶酶的大规模生产及临床应用提供菌种资源。 
致谢: 感谢上海交大农业与生物技术学院邱江平教

授在蚯蚓鉴定中给予的极大帮助!  
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