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双菌株联合发酵
提高鹰嘴豆纳豆激酶活力的研究
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ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｒａｉｎｓ
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摘要：以鹰嘴豆为原料，选取两株不同来源的纳豆芽孢杆菌 Ｆ２４和 Ｓ１５，分别
通过单接种和混合接种的方式，制备鹰嘴豆纳豆，并测定其纳豆激酶活力，结果

表明：通过混合接种方式制备的鹰嘴豆纳豆的纳豆激酶活力明显高于单接种方

式，当Ｆ２４与Ｓ１５接种体积比为１１，且接种量为４％时，鹰嘴豆纳豆的纳豆
激酶活力达到最高值６２８７．１６ＵＩ／ｇ．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｗｉｔｈｃｈｉｃｋｐｅａａｓｍａｔｅｒｉａｌ，ｔｗｏＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｎａｔｔｏｓｔｒａｉｎｓ（Ｆ２４ａｎｄＳ１５）ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｏｕｒｃｅｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｏｃｈｉｃｋｐｅａｔｏｐｒｅｐａｒｅｃｈｉｃｋｐｅａｎａｔｔｏｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙｓｉｎｇｌｅｉｎｏｃｕｌａ
ｔｉｏｎａｎｄｃｏｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ｔｈｅｎｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｈｉｃｋｐｅａｎａｔｔｏｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｎａｔ
ｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｙｃｏｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．ＷｈｅｎｔｈｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｖｅｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｏｆＦ２４ａｎｄ
Ｓ１５ｗａｓ１１，ａｎｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｗａｓ４％，ｔｈｅｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｈｉｃｋｐｅａｎａｔｔｏｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｍａｘｉ
ｍｕｍ６２８７．１６ＵＩ／ｇ．

０　引言

传统纳豆是以大豆为原料，接种纳豆芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｎａｔｔｏ）后，在一定条件下通

过发酵而制成的一种豆类食品［１］．成熟的纳豆

呈深黄色，有光泽，口感松软，表面黏液明显，用

筷子挑起可以拉起很长的黏液丝状物质，口感

微甜，有淡淡氨臭味［２］．纳豆营养价值很高，具

有抗血栓、降血压、抗肿瘤等多种生理功能，长

期食用可预防或治疗多种亚健康疾病［３］．纳豆

激酶是一种具有强大溶栓活性的丝氨酸蛋白

酶［４］，与临床一线溶栓药物（尿激酶和链激酶）

相比，纳豆激酶具有安全性好、成本低、半衰期

长、可口服等优点，因此作为溶栓药物或保健食

品备受关注［５］．

尽管纳豆是一种成本低、营养价值高的健

康食品，但因其具有特殊氨臭味，不易被广大消

费者接受［６］．鹰嘴豆是仅次于大豆的世界第二

大种植豆类［７］，所含氨基酸种类齐全，且包含了

人体必需的８种氨基酸［８］．金爽等［９］研究发现，

鹰嘴豆经纳豆芽孢杆菌发酵后，具有比传统纳

豆氨臭味轻、拉丝现象少、口感好、纳豆激酶活

性高等优点．因此，用鹰嘴豆发酵制作纳豆具有

广阔的开发前景．

纳豆芽孢杆菌是可应用于食品的安全益生

菌，具有改善人体肠道菌群，助消化，增强肌体

免疫力等功能［１０］．将纳豆芽孢杆菌接种到鹰嘴

豆上进行发酵，可制成富含纳豆激酶的鹰嘴豆

纳豆．纳豆激酶活力是评价纳豆品质和营养价

值的重要指标，其评价方法很多，主要包括纤维

蛋白平板法、纤维蛋白块溶解时间法、四肽底物

法、酶联免疫吸附法、血清板法和 Ｆｏｌｉｎ－酚法

等［１１］．其中，Ｆｏｌｉｎ－酚法简单易行、成本低，可以

同时测定多个样品，且采用此法测得的纳豆激酶

活力与纤溶活力之间存在一定的相关性［１２］．

张俊杰等［１３］分别从市购纳豆和土壤中分

离出纳豆芽孢杆菌，用其发酵制备鹰嘴豆纳豆，

并采用Ｆｏｌｉｎ－酚法测定了鹰嘴豆纳豆的纳豆

激酶活力．高瑞雄等［１０］用分离自市购纳豆中的

纳豆芽孢杆菌菌株发酵得到的纳豆中，纳豆激

酶活力更高；从土壤中分离出的纳豆芽孢杆菌

菌株，在发酵鹰嘴豆纳豆产纳豆激酶方面也有

着接近于市购纳豆中分离出的纳豆芽孢杆菌菌

株的优良性能．此外，接种方式和接种量对纳豆

芽孢杆菌的生长状态具有重要影响，进而影响

其发酵过程［１４］．王瑞珍等［１５］用纳豆芽孢杆菌

与戴尔凯氏有孢圆酵母混合接种发酵核桃粕，

纳豆激酶活力提高了７０．４２％．孙军德等［１６］采

用沼泽红假单胞菌和纳豆芽孢杆菌混合固态发

酵淀粉豆，纳豆激酶活力提高了５３．７４％．张超

凤等［１７］在运用响应面法优化纳豆激酶液态发

酵条件时发现，随着纳豆芽孢杆菌接种量的增

加，纳豆激酶活力也在提高，当纳豆芽孢杆菌接

种量为２％时，纳豆激酶活力最高，而当纳豆芽

孢杆菌接种量超过２％时，纳豆激酶活力急剧

下降．基于此，本研究拟以鹰嘴豆为原料，从分

离自市购纳豆和土壤的纳豆芽孢杆菌中各挑选

一株高产纳豆激酶菌株，同时设置不同的接种

量梯度，并分别采用单接种和混合接种两种方

式制备鹰嘴豆纳豆，以纳豆激酶活力为响应指
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标，研究最佳接种量和接种体积比，以期制得具

有高纳豆激酶活力的鹰嘴豆纳豆．

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　原料　鹰嘴豆，购自云南文山自治州丘

北县；纳豆芽孢杆菌菌株Ｆ２４和Ｓ１５，分别分

离自市购纳豆和土壤，现保存于郑州轻工业大

学４２３实验室菌库（ＷＹＣＣＷＦ）．

１．１．２　主要培养基与试剂　ＬＢ固体培养基和

胰蛋白胨（生化试剂），北京奥博星生物技术有

限责任公司产；Ｆｏｌｉｎ－酚试剂（分析纯），北京

索莱宝科技有限公司产；酵母浸粉（生化试

剂），北京双旋微生物培养基制造厂产；Ｌ－酪

氨酸（分析纯），合肥博美生物科技责任有限公

司产；ＨＣｌ，ＮａＣｌ，Ｎａ２ＨＰＯ４，ＫＨ２ＰＯ４，Ｎａ２ＣＯ３，

ＭｇＳＯ４等化学试剂（分析纯），天津市永大化学

试剂有限公司产．

１．１．３　主要仪器与设备　ＤＨ－６００Ａ型电热

恒温培养箱、１０１型电热鼓风干燥箱，北京中兴

伟业仪器有限公司产；ＳＷ－ＣＪ－２Ｄ型超净工

作台，苏州净化设备有限公司产；ＤＭＥＸ３０型生

物显微镜，宁波舜宇仪器有限公司产；ＢＣＤ－

２２１ＴＭＢＡ型冰箱，青岛海尔股份有限公司产；

ＦＯＲＭＡ－８６Ｃ型超低温冰箱，郑州金友宁仪器

有限公司产；ＺＷＹ－１００Ｈ型摇床，上海智城分

析仪器制造有限公司产；ＡＥ２２４型分析天平，北

京赛多利斯天平有限公司产；ＴＧＬ－１６Ｇ型离

心机，上海安亭科学仪器厂产；ＳＣ－１５型恒温

水浴锅和 ＳＣＩＥＮＴＺ－１０Ｎ型真空冷冻干燥机，

宁波新芝生物科技有限公司产；Ｔ６型紫外可见

光分光光度计，北京普析通用仪器有限责任公

司产．

１．２　实验方法
１．２．１　菌株的活化　从－８０℃冰箱中取出筛

选保存的供试纳豆芽孢杆菌菌株 Ｆ２４和 Ｓ１５

甘油管，待甘油管在室温下融化后，在超净工作

台内吸取１００μＬ菌液，采用划线平板法均匀涂

在ＬＢ平板上，于３７℃条件下倒置培养．待菌落

长出后，挑取单菌落接种于５０ｍＬ液体培养基

中，于３７℃条件下振荡培养２４ｈ，备用．

１．２．２　鹰嘴豆纳豆的制备　鹰嘴豆纳豆的制

备工艺流程为：原料预处理→蒸煮→接种→发

酵→后熟．具体制作步骤如下．

１）原料预处理：挑选颗粒饱满、大小均匀

的鹰嘴豆，清水淋洗去除鹰嘴豆中的杂质，于室

温下清水浸泡２４ｈ．

２）蒸煮：将浸泡后的鹰嘴豆在０．１３ＭＰａ压

力下蒸煮２０ｍｉｎ．

３）接种：于无菌条件下按设定的接种量和

接种体积比接种纳豆芽孢杆菌．接种后轻轻晃

动三角瓶，使鹰嘴豆与菌液充分接触．

４）发酵：于３７℃恒温恒湿培养箱中发酵培

养２４ｈ．

５）后熟：发酵结束后，置于４℃条件下后熟

２４ｈ［１３］，即得鹰嘴豆纳豆．

１．２．３　单接种实验　将 Ｆ２４和 Ｓ１５两株菌

的菌液分别以Ｖ（单菌株）ｍ（鹰嘴豆）＝２％，

４％，６％，８％，１０％的接种量接种到灭菌蒸熟的

鹰嘴豆中，采用１．２．２中的发酵条件制备鹰嘴

豆纳豆，然后测定各样品纳豆激酶活力．

１．２．４　混合接种实验　将 Ｆ２４和 Ｓ１５两株

菌的菌液分别以１３，１２，１１，２１，３１

的体积比混合后，以 Ｖ（混合菌株）ｍ（鹰嘴

豆）＝２％，４％，６％，８％，１０％的接种量分别接种

到灭菌蒸熟的鹰嘴豆中，采用１．２．２中的发酵条

件制备鹰嘴豆纳豆，同时测定各样品纳豆激酶

活力．

１．２．５　纳豆激酶粗酶液的制备　将发酵好的

新鲜纳豆送入预冷室冷冻至－３５～－４０℃，然

后进行冷冻干燥，最后用粉碎机粉碎即得含纳

豆激酶的纳豆样品粉末．在每 ｇ纳豆样品粉末

·７１·



　２０１９年７月 第３４卷 第４期

中加入５ｍＬ质量分数为０．９％的生理盐水，于

４℃ 条件下浸提 ４ｈ，再于 ４℃ 条件下

４５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，所得上清液即为纳豆

激酶粗酶液［１７］．

１．２．６　酪氨酸标准曲线的绘制　按照表１所

示Ｆｏｌｉｎ－酚法试剂表依次加入 Ｔｙｒ标准溶液、

蒸馏水和试剂 Ａ，混匀，室温放置１０ｍｉｎ，再加

入试剂Ｂ，立即混匀，室温放置３０ｍｉｎ，以０＃管

作为空白对照调０，于 ６８０ｎｍ波长处测定其他

各管ＯＤ值，然后以酪氨酸（Ｔｙｒ）标准溶液质量

浓度／（μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，ＯＤ值为纵坐标，

绘制酪氨酸标准曲线．

表１　Ｆｏｌｉｎ－酚法试剂表

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｓｔｏｆａｇｅｎｔｓｕｓｅｄｆｏｒ

Ｆｏｌｉｎｐｈｅｎｏｌｍｅｔｈｏｄ ｍＬ

试管编号 Ｔｙｒ标准溶液 蒸馏水 试剂Ａ 试剂Ｂ
０＃ ０ ０．５００ ２．５００ ０．２５０
１＃ ０．０２５ ０．４７５ ２．５００ ０．２５０
２＃ ０．０５０ ０．４５０ ２．５００ ０．２５０
３＃ ０．０７５ ０．４２５ ２．５００ ０．２５０
４＃ ０．１００ ０．４００ ２．５００ ０．２５０
５＃ ０．１５０ ０．３５０ ２．５００ ０．２５０
６＃ ０．２００ ０．３００ ２．５００ ０．２５０

１．２．７　纳豆激酶粗酶液 ＯＤ值的测定　参考

标准 ＳＢ／Ｔ１０３１７—１９９９［１８］的方法，在 １．５ｍＬ

离心管中加入３００μＬ纳豆激酶粗酶液，再加入

３００μＬ质量分数为１％的酪蛋白溶液，混匀，

４０℃ 水浴加热１０ｍｉｎ，再加入３００μＬ质量分

数为１０％的三氯乙酸溶液终止反应．于室温条

件下 ４５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ．取上清滤液

２０μＬ，用上述Ｆｏｌｉｎ－酚法测定６８０ｎｍ波长处

的纳豆激酶粗酶液ＯＤ值．

１．２．８　纳豆激酶活力计算方法
在４０℃条件下，每ｇ样品每ｍｉｎ水解酪蛋

白产生１μｇ酪氨酸，即被定义为１个蛋白酶活

力单位．样品纳豆激酶活力计算公式如下．

样品纳豆激酶活力＝ Ａ
１０Ｍ×４５Ｎ

式中：Ａ为由样品测得的 ＯＤ值，带入标准曲线

得相应的酪氨酸质量／μｇ；１０表示反应时间

１０ｍｉｎ；Ｍ为样品质量／ｇ；４５表示从９００μＬ反

应液中取出２０μＬ进行测定，即４５倍；Ｎ为酶

液稀释的倍数．

１．３　数据处理
使用Ｏｒｉｇｉｎ９．１进行数据处理．

２　结果与分析

２．１　酪氨酸标准曲线的绘制与分析
图１为用 Ｆｏｌｉｎ－酚法绘制的酪氨酸标准

曲线，得到的标准曲线回归方程为 ｙ＝

０．０５６５ｘ＋０．００３，相关系数 Ｒ２＝０．９９９１，表明

两者之间线性关系良好，能够用于样品纳豆激

酶活力的测定．

图１　用Ｆｏｌｉｎ－酚法绘制的酪氨酸标准曲线

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＴｙｒｏｓｉｎｅｓｔａｎｄａｒｄ

ｃｕｒｖｅｏｆＦｏｌｉｎｐｈｅｎｏｌｍｅｔｈｏｄ

２．２　单接种对纳豆激酶活力的影响
图２为单接种对纳豆激酶活力的影响结

果．从图２可以看出，采用单一菌株发酵制备的

鹰嘴豆纳豆的纳豆激酶活力较低，均在

３０００ＵＩ／ｇ以下，且纳豆激酶活力均呈现出随着

接种量的增加先升高后降低的趋势．其中，

Ｆ２４菌株在接种量为４％时纳豆激酶活力最

高，达２８２７．０９ＵＩ／ｇ，显著高于 Ｓ１５菌株的

１４４３．９９ＵＩ／ｇ；而Ｓ１５菌株在接种量为６％时

纳豆激酶活力最高，为２０１７．７８ＵＩ／ｇ，与接种
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Ｆ２４菌株的２０３２．７９ＵＩ／ｇ无显著差异．这可

能是因为随着接种量增加，纳豆芽孢杆菌在发

酵过程中产生的大量代谢产物抑制了其自身生

长，从而使发酵后期的纳豆激酶活力有所降低．

２．３　混合接种对纳豆激酶活力的影响
图３为混合接种对纳豆激酶活力的影响结

果．从图３可以看出，经混合接种发酵后，纳豆

激酶活力显著提升，均高于５０００ＵＩ／ｇ，显著高

于单接种时的纳豆激酶活力．当 Ｆ２４菌株与

Ｓ１５菌株的接种体积比为１３，１２和３１

时，在接种量为 ６％时达到最大值，分别为

６１５７．１６ＵＩ／ｇ，５７９３．１２ＵＩ／ｇ和５９０６．８８ＵＩ／ｇ；

且当 Ｆ２４菌株与 Ｓ１５菌株的接种体积比为

１３时，纳豆激酶活力随着接种量的增加呈现

出先增加后减少的趋势，而当Ｆ２４菌株与Ｓ１５

菌株的接种体积比为１２和３１时，纳豆激

酶活力在接种量为６％时达到最高值后随着接

种量的增加呈现出一定的波动．当 Ｆ２４菌株

与Ｓ１５菌株的接种体积比为１１和２１时，

在接种量为 ４％ 时达到最大值，分别为

６２８７．１６ＵＩ／ｇ和５６２６．７８ＵＩ／ｇ．而在相同的接

种量下，纳豆激酶活力均在两株菌接种体积比

为１１时达到最高．当接种体积比为１１，接

种量为４％时，纳豆激酶活力为所有接种组合

中的最高值，为６２８７．１６ＵＩ／ｇ．因此，确定当菌

株Ｆ２４与Ｓ１５的混合接种体积比为１１，接

种量为４％时，为两菌珠混合接种的最优接种

参数．

３　结论

本研究采用两株分离自市售纳豆和土壤的

纳豆芽孢杆菌 Ｆ２４和 Ｓ１５，分别采用单接种

和混合接种两种方式发酵鹰嘴豆，制备鹰嘴豆

纳豆．结果表明，与单接种相比，Ｆ２４菌株和

Ｓ１５菌株混合接种后，鹰嘴豆纳豆的纳豆激酶

活力从不到３０００ＵＩ／ｇ增加到５０００ＵＩ／ｇ以上，

图２　单接种对纳豆激酶活力的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｎｇｌｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ

图３　混合接种对纳豆激酶活力的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ
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有了显著的提升．当两菌株接种体积比为１１，

接种量为４％时，鹰嘴豆纳豆中纳豆激酶活力

最高，达６２８７．１６ＵＩ／ｇ．这说明在混合接种条

件下，两菌协同生长可以更好地促进纳豆激酶

的产生．

该研究的结果已证明混合接种相较于单接

种对提高纳豆激酶活力有着明显的优势，而影

响鹰嘴豆纳豆的纳豆激酶活力的因素还有很

多，比如发酵时间、发酵温度等．接下来拟进一

步研究混合接种其他因素对鹰嘴豆纳豆感官品

质的影响，以便为鹰嘴豆纳豆的开发和推广提

供参考．
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