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肝素酶产生菌的筛选及发酵条件

高宁国 程秀兰 杨 敬 张树政
（中国科学院微生物研究所 北京 !%%%#%）

提 要 从土壤中筛选到一株活性较高的肝素酶产生菌株!"#$%&’()*&#+,-)*+。培养及产

酶最佳条件表明，最适培养基组成（,／-）：胰蛋白胨(%，氯化钠!，磷酸氢二钾(./，硫酸镁

%./，麦芽糖(%，*01./。最适生长温度(23，最佳产酶温度&!3。在/%%4-三角瓶中装

’%4-培养基，在&%3，(%%5／467摇床上培养(’8，每升发酵液可产酶!2%%9。
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肝素酶（=>(.(.(.2）是一类能降解肝素类物质的裂解酶。很长时间以来，肝素黄杆

菌（./(0"’()*&#+,-1&2(#+%,-）一直是肝素酶的主要来源。目前已经从肝素黄杆菌中分

离纯化出三种肝素酶：肝素酶!［!］、"［(］和#［&］，它们能特异性地断裂肝素链上具有特定

修饰的不同的序列，从而产生不同的寡糖片段，分析研究这些寡糖片段将得到很多关于肝

素的结构及结构与功能之间相互关系的信息［’$2］。肝素酶具有多种重要用途，包括体外

循环中肝素的消除［#］，肝素精确结构的确定［"］，肝素抗凝机理及肝素结构与功能的研

究［!%，!!］，制备低分子量肝素［!!，!(］及抗肿瘤药物［!&］。另外，肝素酶本身可抑制新血管生

成及碱性成纤维细胞生长因子介导的血管内皮细胞的增殖［!’］。目前商品化的肝素酶均

由肝素黄杆菌生产，价格非常昂贵，并且其生产受专利保护，而国内尚未有肝素酶的报道。

我们从土壤中筛选到一株国内外均未见报道的肝素酶产生菌棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,-
)*+），并对其产酶条件作了初步研究。

! 材料和方法

!"! 培养基

!+!+! 分离培养基：在!%%4- %.%(4?@／-*01./的磷酸缓冲液中，加入%.(,肝素

（#%AB／4,，购自南京生化制药厂），%.!,（C0’）(DE’及!.&,的琼脂，制成平板。

!"!"# 鉴定培养基（,／-）：蛋白胨!%，CF>@!，G(0HE’(+/，I,DE’%+/，肝素(，调

*01./。

!"#"$ 基础培养基（,／-）：CF>@!，G(0HE’(+/，I,DE’%+/，肝素(，调*0至1./。

!"$ 菌种的分离

取少许土样，用无菌水浸提，取上清液稀释涂平板，待菌落长出后挑到牛肉汁斜面上。

平板上长出的菌落不一定能降解肝素，需破碎细胞测酶活作进一步鉴定。
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!"# 培养方法及粗提液中肝素酶活的测定

!"#"! 培养方法：将纯化的菌种从牛肉汁斜面上接入基础培养基（!"#$培养基／%""
#$三角瓶），&"’("")／#*+摇床上培养,(!,!-，接入装有!"#$发酵培养基的%""#$
的三角瓶中，相同条件下培养(!-。

!"#"$ 无细胞粗提液的提取：将细菌培养液离心，（,."""/0，,"#*+），用1234.，"4"(%
#56／$磷酸缓冲液洗涤菌体(次，按每毫升缓冲液"7(0湿菌体的比例加入"7"(%#56／

$，1237.的磷酸缓冲液，在冰浴内超声破碎%#*+（,"次，每次&"8）。离心，(""""/0，

!"#*+，上清液即为无细胞粗提液。

!"#"% 酶活测定：用天青9法［,%］。取("""$上清，加入%""$!:肝素（,%";<／#0），

(%""$"7(#56／$12=7"的磷酸缓冲液，&"’水浴保温,-，每隔("#*+取出%"$反应液，

加入%#$("#0／$的天青9液，测!"%"%。根据标准曲线确定反应液中未降解肝素的浓

度从而得出肝素的降解量。酶活单位定义为在&"’12=7"的条件下每小时降解,#0
肝素所需的酶量为一个单位。

!"& 菌体生物量的测定

取"7,#$发酵液，加入&7>#$水，测!"3""。

!4’ 仪器与试剂

分光光度计：=(,型。超声破碎仪：?7?)@A+BC5+*D("""型。天青9：C*0#@公司产品。

粗品肝素：.";<／#0，购自南京生化制药厂，精品肝素：,%";<／#0，来自上海生化制药厂。

表! 氮源对菌体生长及产酶的影响

E@F6G, HIIGDJ85I+*J)50G+85A)DG85+J-GF@DJG)*A#0)5KJ-

@+L-G1@)*+@8G1)5LADJ*5+

氮 源

M*J)50G+85A)DG

生物量

?*5#@88／!"3""

酶活力

H+NO#G@DJ*P*JO／（A／$）

酪蛋白Q@8G*+ "4,=% &!"
酪蛋白水解物Q@8G*+-OL)56O8@JG "4(,. (!3
胰蛋白胨E)O1J*D@8G "4(%3 %."
大豆胨C5OJ5+G "4(!" !.3
玉米浆Q5)+8JGG16*RA5) "4"&> ,.
牛肉膏?GGIGSJ)@DJ "4,>3 (%"
硫酸铵9##5+*A#8A6I@JG "4"%& ,!
硝酸钠C5L*A#+*J)@JG "4"3. ,,(
尿素<)G@ "4"%! &!"

$ 结果和讨论

$"! 菌种筛选

从多株细菌中筛选得到一株肝素酶产生菌株，经本所细菌分类室初步鉴定为棒杆菌

属（#$%&’()*+,(%-./814）。该细菌为TU，在肝素平板上形成表面光滑的淡黄色菌落。

$"$ 肝素酶的最佳产生条件

$"$"! 氮源对菌体生长及产酶的影响：在基础培养基中分别加入,:的不同种类的氮

源，培养(!-后，分别测菌

体生物量及酶活。结果（表

,）表明，胰蛋白胨的效果最

好。

$"$"$ 碳源对菌体生长及

产酶的影响：在基础培养基

中加 入,:的 胰 蛋 白 胨 及

,:不 同 种 类 的 碳 源，培 养

(!-后，测菌体生物量及酶

活，表(表明，麦芽糖的效果

最好。

$"$"% 氮源、碳源浓度对产

酶及菌体生长的影响：在基
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表! 碳源对菌体生长及产酶的影响

!"#$%& !’%%((%)*+,()"-#,.+,/-)%+,.*’%#")*%-0/12-,3*’

".4’%5"-0".+%5-,4/)*0,.

碳 源

6"-#,.+,/-)%+

生物量

70,1"++
／89:;;

酶活力

<.=>1%")*0?0*>
／（/／@）

无糖A,+/2"- ;B&C& D:E
葡萄糖F$/),+% ;BE:; G&:
麦芽糖 H"$*,+% ;BI&D C;D;
蔗糖J/)-,+% ;BI;; GCI
右旋糖酐9%K*-". ;B&DC &:;
柠檬酸60*-0)")04 ;B;CD ;
木糖L>$,+% ;B&EC :I;
9M半乳糖 9M2"$")*,+% ;BEG: N:;
乳糖 @")*,+% ;BE;; :I;

础培养基中加入不同浓度的胰蛋白胨

及不同浓度的麦芽糖，相互交叉，共设

制C:组，培养&I’后收获，测菌体生

物量及酶活，结果表明，以胰蛋白胨的

浓度为&O，麦芽糖浓度为&O时效果

最好。

!"!"# 最适起始5P：分别以硫酸或

氢氧化钠调培养基的起始5P，培养

&I’后收获，测菌体生物量及酶活，结

果表明，起始5P为:QD时效果最好。

!"!"$ 最适温度的确定：通过温度

梯度摇床试验，如图C所示，生长的最

适温度是&RS，而产酶的最适温度是

ECS。

!"!"% 通气量对菌体生长及产酶的影响：在D;;1@三角瓶中分别装入不同量的培养基，

在E;S，&;;-／10.的摇床上培养&I’后，结果表明，装&;1@培养基效果最好。

!"!"& 种龄及接种量对产酶及菌体生长的影响：按不同接种量将不同种龄的液体种子接

入发酵培养基中，CI!C:’的种子产酶较高，而接种量的影响不大。

!"!"’ 培养时间对菌体生长及产酶的影响：在最适培养基条件及E;S发酵培养菌体，不

同时间取样测定。图&的结果表明，菌体生长及酶活在&I’达最高，&N’开始下降。

图C 温度对菌体生长及产酶的影响

T02BC !’%%((%)*+,(*%15%-"*/-%,.

*’%2-,3*’".4%.=>1%5-,4/)*0,.

图& 菌体生长及产酶曲线

T02B& !’%),/-+%,(2-,3*’".4

’%5"-0."+%5-,4/)*0,.

( 讨论
筛选得到的肝素酶产生菌!"#$%&’()*&#+,-+5B是国内外尚未报道的肝素酶产生菌

株，产生的肝素酶是一种诱导的胞内酶，其生长条件与产酶条件都与国外常用的肝素黄杆

菌不同。酶的纯化和性质的研究工作正在进行之中。
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