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红河传统发酵豆豉中高纤溶活性菌株的分离筛选 
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摘要：运用脱脂乳固体培养基及纤维蛋白固体培养基的两步分离筛选法，从云南红河传统发酵豆豉中分离筛选具有高产豆豉纤

溶酶活性的菌株，同时对它们的豆豉纤溶酶基因进行克隆分析，以期为新型功能性豆豉的研发提供备选菌株及理论依据。研究结果表

明，两步分离筛选法能有效地从云南红河传统发酵豆豉中筛选到高产豆豉纤溶酶的菌株 Bacillus subtilis LC-2-1，对该高产菌株的豆豉

纤溶酶成熟肽基因分析及预测结果表明，菌株B subtilis LC-2-1确实能分泌一种由 825个碱基编码 275个氨基酸残基且分子量约为 27.4 

kDa 的豆豉纤溶酶，与纳豆激酶及其他豆豉纤溶酶相比差异显著，同源性仅为 85.1%。同时其豆豉纤溶酶活性分析结果则表明，菌株

B subtilis LC-2-1 所产纤溶酶活性较高，可达 79.84 U/mL。因此，本研究结果将为新型且具有溶血栓功能发酵豆豉的研发提供备选菌

株及理论依据。 
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Abstract: High-yield fibrinolytic enzyme-producing bacterial strains were isolated and screened from traditionally fermented douchi from 

Honghe, by a two-step screening method, in which skim milk agar and fibrin agar were used. The bacterial gene encoding the fibrinolytic 

enzyme was cloned and analyzed to provide bacterial reference strains and a theoretical basis to develop a new version of functional douchi. 

Using these methods, a high-yield fibrinolytic enzyme-producing strain Bacillus subtilis LC-2-1 was successfully isolated, which secreted a kind 

of douchi fibrinolytic enzyme. The molecular mass of the enzyme was 27.4 kDa that contained 275 amino acids encoded by 825-bp. Compared 

to other douchi fibrinolytic enzymes and nattokinase, the enzyme produced by B. subtilis LC-2-1 showed significant differences, and the amino 

acid sequence homology was 85.1%. Additionally, the enzyme had high fibrinolytic activity, which was up to 79.84 U/mL. Thus, these results 

could provide a bacterial reference strain and theoretical basis to develop a new version of fermented douchi with thrombolytic activity. 
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豆豉纤溶酶（Douchi fibrinolytic enzyme，DFE）
是中国学者受日本学者 Sumi[ 1 ]等研究纳豆激酶

（Nattokinase，NK）启发，从中国传统发酵豆豉中分 
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离纯化的一类由杆菌属细菌分泌产生并具有纤溶活性

的丝氨酸蛋白酶[2]。研究表明，DFE 可以通过激活体

内纤溶酶原及增加内源性纤溶酶活性等机制发挥溶栓

作用，在发挥溶栓作用时有着纤溶活性高、无毒副作

用、不引起内出血、半衰期长及可口服等优点，因此

DFE 无论作为抗血栓新药，还是作为预防心脑血管疾

病的保健食品，均具有极高的开发应用价值[3~4]。云南

除海拔 2600 米以上的高寒山区外，全省各地全年均可

播种夏大豆[5]，因此云南的大豆资源极其丰富。云南
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独特的气候条件与多样的人文环境，为创造特有的传

统发酵豆豉资源提供了极佳条件，其中红河州的豆豉

资源尤为丰富，但是由于多方面原因使人们未能正确

认识云南传统发酵豆豉的营养价值，使其长期处于手

工作坊式生产状态。 
基于上述现状，本研究首先以脱脂乳固体培养基

对具有蛋白酶活性菌株进行初筛，随后采用纤维蛋白

固体培养基对具有纤溶酶活性菌株进行复筛，同时应

用茚三酮法测定纤溶酶活性，并由此探究云南省红河

州传统发酵豆豉中高产豆豉纤溶酶菌株的分布状况及

其特性，以期为具有高营养附加值发酵豆豉的工业化

生产及开发，尤其是具有溶血栓作用的新型功能性发

酵豆豉研发提供备选菌株及理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验样品 

采集自云南省红河州的 63个传统发酵豆豉样品。 

1.2  试验用培养基 

营养肉汤（杭州天和微生物试剂，加 2%琼脂后

即 NA 平板）；17%明胶培养基：22 g 营养肉汤培养基

中加入明胶 170 g，用去离子水定容至 1 L，121 ℃灭

菌 15 min；LB 培养基：10 g 胰蛋白胨，5 g 酵母浸膏，

10 g 氯化钠，去离子水定容至 1 L，121 ℃灭菌 15 min；
0.3%纤维蛋白琼脂糖平板[6]：将 3.0 g 纤维蛋白溶于

500 mL 灭菌磷酸盐缓冲液（浓度为 50 mmol/L，pH 
7.4）中搅拌过夜；然后将 10 g 琼脂糖溶于 500 mL 灭

菌磷酸盐缓冲液（浓度为 50 mmol/L，pH 7.4），待琼

脂糖溶液冷却至 70 ℃时将二者混匀配制成平板，每

个平板 25 mL，凝固后打孔（孔径为 6.0 mm）。 

1.3  试验用试剂及溶液 

1.3.1  主要试剂 
胶原蛋白，Sigma；明胶，Sigma；三氯乙酸，简

称 TCA，天津市化学研究所；茚三酮，天津市化学研

究所；CTAB，Novon；Tris base，Novon；1.25 U EX Taq 
DNA 聚合酶，Takara, Dalian, China；16S rDNA 通用

引物 27F ： 5′-AGAGTTTGATCAT-GGCTCAG-3′和
1492R：5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′，北京

鼎国生物技术有限责任公司；UNIQ-10 柱式 DNA 胶

回收试剂盒，上海生工；试验用试剂除特别注明外，

均为分析纯。 
1.3.2  主要溶液 

0.01 mol/L L-亮氨酸溶液（Novon）：将 0.1312 g L-

亮氨酸溶于 0.2 mol/L 柠檬酸缓冲液，最终定容至 100 
mL；0.3 mol/L 三氯乙酸：4.89 g 三氯乙酸，添加蒸馏

水混匀并定容至 100 mL，4 ℃避光保存；柠檬酸缓冲

液（pH 5.0）：21.0 g 柠檬酸溶于 250 mL 蒸馏水及 200 
mL 1 mol/L NaOH，将 pH 调至 5.0 后定容至 500 mL，
4 ℃保存；0.3%纤维蛋白溶液：将 15.4 g Na2HPO4和

1.25 g NaH2PO4溶于 800 mL 蒸馏水，将 pH 调至 7.4
后加入 3.0 g 纤维蛋白，待纤溶蛋白溶解后定容至 1 L；
氯化锡溶液：将 0.1 g 氯化锡溶于 6.2 mL 柠檬酸缓冲

液（0.2 mol/L，pH 5.0，用时配制；快检缓冲液：2 mol/L 
NaOH 2.5 mL，10% SDS 2.5 mL，0.5 mol/L EDTA 0.5 
mL，1 mol/L Tris-HCl (pH 8.0) 2.5 mL，超纯水定容至

50 mL。 

1.4  试验用试剂及溶液 

恒温摇床，上海智诚 ZHWY-200D；电子分析天

平，德国赛多利斯 SI-234；PCR 仪，ABI PCR system 
2720, Singapore；高速冷冻离心机，德国 SIGMA 
3-18K；紫外分光光度计，英国 GENOVA；恒温水浴

槽，KTS-2346，日本 AS ONE；金属浴，日本

FUNAKOSHI。 

1.5  豆豉中高纤溶活性菌株的分离鉴定 

1.5.1  豆豉中高纤溶活性菌株的分离与筛选  

无菌条件下将精确秤取的1.0 g各豆豉样品置于5 
mL 灭菌生理盐水中捣碎，浸泡 30 min，充分洗脱附

着微生物后，取 20 μL 适宜稀释度的混悬液（10-6和

10-7）涂布至 NA 平板，35 ℃倒置培养 48 h，随后根

据菌落形态从每个平板上随机挑取 5~10 个克隆菌落

进行纯化[7]与编号，再用 5 mL 灭菌营养肉汤对纯化菌

株进行扩大培养（35 ℃，170 r/min 振荡培养 48 h），
并分别将 20 μL 纯化增菌液接种至 5 mL 明胶培养基

中，35 ℃培养 48 h 后，置于 4 ℃静置 30 min 以检验

菌株的明胶液化能力，同时用脱脂乳培养基检测明胶

液化试验阳性菌株的产蛋白酶能力。最后对产蛋白酶

能力强，即脱脂乳培养基上透明圈明显的菌株进行复

壮，然后各取 50 μL 离心上清（8000 r/min，4 ℃，10 
min）滴加至纤维蛋白平板，35 ℃孵育 48 h，观察菌

株的产纤溶蛋白酶能力。 
1.5.2  高纤溶活性菌株的分子生物学鉴定 

首先应用 CTAB 法提取待测菌株的基因组

DNA[4]，然后用 16S rDNA 通用引物[8]对其进行扩增，

反应体系为 50 μL：2 μL DNA 模板，25 μL 1.25 U 
ExTaq 酶混合液（TaKaRa），引物 F27 和 R1492 各 1 μL
（浓度均为 10 μmol/L），21.0 μL ddH2O；扩增程序为
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95  5 min℃ ，1 个循环；95 ℃变性 1 min，60 ℃退火 1 
min，72 ℃延伸 2 min，35 个循环；随后 72 ℃延伸 10 
min。最后将扩增产物进行纯化测序，并将测序结果

在 GenBank 中进行比对，当标准株与参考株的核苷酸

序列同源性大于 97%时，可将它们确定为同一个种[9]。 
1.5.3  纤溶酶活性测定（茚三酮法）[10~11] 
1.5.3.1  L-亮氨酸标准曲线绘制 

将 0.01 mol/L L-亮氨酸标准液依次稀释至 0.5、1、
1.5、2、2.5、3、3.5、4 μmol/mL，分别取不同浓度的

亮氨酸 200 μL 与 50 mmol/mL Tris-HCl 缓冲液 300 μL
（pH 7.5，含 0.5 mmol/mL CaCl2）及 0.3 mol/L TCA
溶液 500 µL 混合，37 ℃振荡反应 2 h（150 r/min），
然后再分别吸取 100 µL 上述各亮氨酸反应上清

（12000 r/min，4 ℃，10 min）与 900 µL 柠檬酸缓冲

液、100 µL 氯化锡溶液及 2 mL 茚三酮溶液振荡混匀，

100 ℃水浴煮沸 20 min 后定容至 10 mL，检测 570 nm
的吸光度（OD），每个浓度同时测定三个样品，最终

以亮氨酸浓度为横坐标，OD 值为纵坐标绘制标准曲

线。 
1.5.3.2  纤溶活性测定 

将 200 μL 待测菌株的离心上清与 300 μL 0.3%纤

维蛋白溶液混合，然后加入 500 µL 0.3 mol/L TCA 溶

液，37 ℃振荡反应 2 h（150 r/min），每个样品做三个

平行，反应结束后将离心上清（12000 r/min，4 ℃，

10 min）即粗酶反应液置于-20 ℃灭活 30 min，然后取

100 µL 灭活反应液按上述方法检测 570 nm的OD值。

同时以 500 µL 50 mmol/mL 的 Tris-HCl 缓冲液（pH 
7.5，含 0.5 mmol/mL CaCl2）作为空白对照；以 200 μL
粗酶液与300 μL的Tris-HCl缓冲液混合作为酶空白对

照（每个样品做一个对照）；200 µL Tris-HCl 缓冲液与

300 µL 0.3%纤维蛋白溶液混合作为底物对照，并计算

该酶在 37 ℃，pH 7.5 时的纤溶酶活性（最终样品 OD
值=样品 OD 值-酶空白对照 OD 值-底物对照 OD 值；

计算公式=(A×C)/T，A 代表样品反应液中亮氨酸的含

量，C 代表样品稀释倍数，T 代表反应时间）。 

1.6  豆豉由来高纤溶活性菌株的 DFE 基因分

析 

1.6.1  DFE 基因扩增 
根据 DFE 基因成熟肽核苷酸序列设计引物（上游

引物 5′-CGCCATGGCGCAGTCCGTGCCTTAC-3′；下
游 引 物 5′-GTCGGATCCTTACTGAGCTGCCGCCT 
GTAC-3′）[12~13]进行基因扩增；反应体系为 25 μL：包

括 1 μL DNA 模板，12.5 μL 5 U ExTaq 酶混合液

（TaKaRa），上游引物和下游引物各 0.5 μL (10 
μmol/L)，10.5 μL ddH2O；扩增程序为 94  5 min℃ ，1
个循环；94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

90 s，35 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。另外，同时

以 DFE 前导肽与成熟肽核苷酸序列设计引物(上游引

物：5′-CTGAATTCGCAGGGAAATCAAACGG-3′；下

游引物：5′-TGATCCGATTACGAATGC-3′)进行扩增，

反应体系同上，扩增程序为 94  5 min℃ ，1 个循环；

94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 150 s，35
个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。 
1.6.2  豆豉纤溶酶基因的核苷酸序列分析 

应用 UNIQ-10 柱式 DNA 胶回收试剂盒将上述

PCR 产物直接进行纯化，随后将 DFE 成熟肽基因连

接至相应载体，反应体系 10 μL，包含 2 μL 载体

（Invitrogen PCR®2.1 vector），10×连接缓冲液 1 μL、
无菌水 4 μL、T4 DNA 连接酶 1 μL 及 2 μL 新鲜 PCR
纯化产物，混匀后置于 14 ℃金属浴进行连接反应过

夜。连接完成后将其与100 μL感受态细胞（Escherichia. 
coli DH5α）混匀，冰浴 30 min 后 42 ℃水浴热激 90 s，
随后冰浴 2 min 并与 1 mL LB 液体培养基混合，37 ℃
振荡培养 3 h（250 r/min）。培养结束后离心 30 s（4 ℃，

6000 r/min），弃上清，取 100 μL 沉淀涂布至氨苄青霉

素平板，37 ℃培养过夜，随机挑取菌落，用快检缓冲

液裂解菌体，然后进行琼脂糖凝胶电泳检测，最后将

含有目的基因片段的阳性单克隆菌落用 LB 液体培养

基培养过夜，用于双向测序(北京三博公司)与保存，

并将测序结果提交 NCBI (National Center for 
Biotechnology Information, NCBI；http://www. ncbi. nlm. 
nih. gon)进行核苷酸同源比对，同时对核苷酸序列进

行系统进化分析及氨基酸序列的预测分析。 

1.7  数据处理与分析 

本研究所得实验数据均采用计算 RSD 值的统计

软件进行计算处理，所得平均值和标准偏差均由两个

以上样品的测量结果经计算得到；在进行核苷酸序列

比对时，首先利用 CLUSTAL X[14]软件对核苷酸序列

进行多重比对，随后再利用 MEGA 4.0 软件构建系统

进化树（NJ 法，neighbor-joining method）[15]，由此分

析豆豉纤溶酶的系统进化，最后再利用 DNAman 软件

对豆豉纤溶酶的氨基酸序列进行预测分析。 

2  结果与讨论 

2.1  豆豉中高纤溶活性菌株的分离与筛选 

云南红河等地区有着丰富的豆豉资源，在这些传
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统发酵豆豉中蕴藏着大量的微生物资源，其中蕴含的

枯草芽孢杆菌具有药食兼用特性，因此它被广泛应用

于工农业生产及药物研发等方面，而其所具备的溶栓

特性更是近年的研究热点。由于诸多原因，云南的豆

豉资源未被充分利用，本研究正是基于这一现状，利

用现代发酵技术并根据生产需要从云南传统发酵豆豉

中筛选功能性菌株进行多菌种混合发酵，以期开发出

风味独特、保健功能及市场前景良好的新型功能性豆

豉。 
筛选高活性纤溶酶菌株的传统方法是以大量液体

培养为基础，再辅以含凝血酶及纤维蛋白原的固体培

养基进行筛选，此方法存在工作量庞大、成本高，筛

选效率低及重复性差等不足。与之相比，本研究采用

的以脱脂乳固体培养基进行初筛，再辅以纤维蛋白固

体培养基进行复筛，同时采用茚三酮法测定纤溶酶活

性的两步固态分离法则具有简便易行、工作量小、成

本低，重复性好等优势。表 1 结果显示，云南省红河

州传统发酵豆豉中蕴藏大量产纤溶酶微生物菌株，其

比例占分离菌株的 32.8%，其中分离自建水样品的菌

株产纤溶酶能力最强，其纤溶圈直径均值可高达

2.07±0.22 cm。随后实施的纤溶蛋白复筛结果表明，编

号为 LC-2-1 的菌株纤溶能力最强，它的分子生物学鉴

定结果表明，菌株 LC-2-1 与枯草芽孢杆菌的同源性高

达 100%，因此将它命名为 B subtilis LC-2-1（GenBank 
No. JX993831）。另外，表 1 结果还表明，分离自红

河州传统发酵豆豉中的菌株在产纤溶酶特性上存在明

显的地域差异，推测导致该差异的原因可能与产地气

候、豆豉生产发酵工艺及后发酵阶段所添加香辛料不

同有关，具体原因还有待于进一步实验验证。 

表1 不同地区豆豉由来菌株产蛋白酶能力的差异 

Table 1 The different protease activities between various fermented douchi collected from different regions 

样品产地 分离菌株数 明胶试验阳性 蛋白酶试验阳性 蛋白酶透明圈直径/cm 

红河 24 10 8 1.79±0.32 

元阳 18 10 7 1.83±0.26 

绿春 21 13 6 1.92±0.25 

个旧 17 9 4 1.73±0.12 

弥勒 41 16 15 1.93±0.26 

开远 25 5 4 1.96±0.12 

石屏 27 17 15 2.03±0.15 

建水 34 15 9 2.07±0.22 

合计 207 95 68 - 

注：结果为平均值±标准偏差。 

 

2.2  DFE 活性测定 

豆豉纤溶酶活性测定方法通常有纤维蛋白平板

法、酶标仪法、酶联免疫吸附法、四肽底物法等多种

方法，虽然这些方法各自具有相应优势，然而却普遍

存在误差较大、重复性差、方法复杂、使用条件受限

等不足[16]。本研究所采用的茚三酮法则克服上述不

足，具有简便易行、准确及重复性好等优点。本次研

究采用茚三酮法测定纤溶酶活性时的亮氨酸标准线性

回归方程为线性回归方程y ，R=0.999，
同时将每分钟水解纤维蛋白产生 1 μmol 亮氨酸所需

酶量定义为一个酶活单位（U/mL），而最终测定结果

表明，菌株 B subtilis LC-2-1 的纤溶酶活性最高，可达

79.84 U/mL。 

图1 菌株B. subtilis LC-2-1所产豆豉纤溶酶的成熟肽基因

与前肽-成熟肽基因扩增结果 006.0x192.0 −=

Fig.1 The amplifying results of mature fibrinolytic enzyme and 

mature enzyme with pre-peptide derived from B. subtilis LC-2-1 

注：Lane M：DNA marker；Lane 1：空白对照；Lane 3菌

株LC-2-1的MA扩增结果；Lane 6：LC-2-1菌株的Q扩增结果。 

DFE 成熟肽基因（MA）和前导肽-成熟肽基因（Q）

的核苷酸序列是豆豉纤溶酶分子研究的目的基因，本

研究分别按照 DFE 成熟肽基因和前导肽-成熟肽基因

2.3  DFE 基因分析 

2.3.1  DFE 基因的 PCR 扩增 
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设计引物，对 B subtilis LC-2-1 菌株的 DFE 基因进行

扩增。结果表明，只有运用豆豉纤溶酶成熟肽基因设

计的引物才能扩增出约 800 bp 的目的基因片段（图

1），而运用前导肽-成熟肽基因设计的引物则未能扩增

出相应的目的基因片段；由此可初步推测上述两菌株

所分泌的纤溶酶基因与 DFE 的全基因相比存在一定

变异。 
2.3.2  DFE 基因分析 

DFE 是一类由杆菌属细菌分泌产生的单链多肽

纤溶酶，其成熟肽由 825 个脱氧核糖核酸编码的 275
个氨基酸残基组成，分子量约为 27.7 kDa，活性中心

高度保守，由 Asp-32，His-64 和 Ser-221 三个氨基酸

残基组成[17]。本研究中分离自红河传统发酵豆豉的

DFE 成熟肽基因序列经 DNAman 软件进行氨基酸序

列预测分析，结果表明菌株 B subtilis LC-2-1 所分泌产

生的 DFE 成熟肽由 275 个氨基酸组成（图 2），分子

量约为 27.4 kDa，与文献报道的结果相符。 
将预测的 DFE 成熟肽氨基酸序列与 Bacillus 

subtilis subsp. Natto BEST195 (YP_005560283) ，
Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens 
DC-12 (ZP_11393657) 及 Bacillus subtilis 
DC-2(ABA29609)所分泌的纤溶酶进行同源性分析

（图 3，表 3），分析发现 4 种不同来源的纤溶酶分属

两大类群（图 3），本研究中的实验菌株 B subtilis 
LC-2-1 所 分 泌 的 DFE 氨 基 酸 序 列 与 B 
amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DC-12 
(ZP_11393 ZP_11393657657)由来 DFE 的氨基酸序列相比

差异较小，差异率仅为 0.7%（表 3）；而与 B subtilis 
subsp. Natto BEST195 (YP_005560283)和 B subtilis 
DC-2 (ABA29609)由来DFE的氨基酸序列相比差异较

大，可达 14.9%（表 3）。而图 4 的分析结果则表明，

红河传统发酵豆豉中获得的 DFE 与 B subtilis subsp. 
Natto BEST195 (YP_005560283)和 B subtilis DC-2 
(ABA29609)由来 DFE 存在较大差异，但它们均保有

丝氨酸蛋白酶活性中心的三个高度保守氨基酸残基

（Asp-32、His-64、Ser-221；图 4 中红色矩形框标记

部分）。此外，由于本实验未对所获得的 DFE 进行分

离纯化及相应生化特性研究，因此还有待于对源自菌

株 B subtilis LC-2-1 的 DFE 进行大量制备表达及分离

纯化，同时对其生化特性进行研究，以期为后续的研

究奠定理论基础。 
综上所述，云南传统发酵豆豉中确实存在着分泌

产生豆豉纤溶酶的微生物资源，而本研究所创建的以

脱脂乳固体培养基进行初筛，再以纤维蛋白固体培养

基进行复筛的筛选体系确实可行。为更好提升发酵豆

豉的保健功能及风味，后续发酵试验将以 B subtilis 
LC-2-1 主要试验对象，深入探讨豆豉的纯种发酵或多

菌种混合发酵的可能性，实现功能性豆豉开发应用的

产业化；也坚信随着研究的深入实施，云南豆豉资源

将得到有效开发，达到物尽其用。 

 
图2 B subtilis LC-2-1由来豆豉纤溶酶成熟肽编码基因序列及

其相应氨基酸序列 

Fig.2 Nucleotide (upper line) and deduced amino acid (lower line) 

sequences of subtilisin DFE gene which derived from B. subtilis 

LC-2-1 

 
图3 B subtilis LC-2-1由来豆豉纤溶酶氨基酸序列的同源性分

析 

Fig.3 A phylogenetic tree showing the relationship of deduced 

amino acid sequences of different subtilis fibrinolytic enzymic 

gene 
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Note: The tree was constructed using neighbor-joining analysis 

based on partial deduced amino acid sequences of subtilis 

fibrinolytic enzymic gene, numbers at nodes indicate bootstrap 

values (n=500 replicates). Bar: 0.01 nucleotides substitution per site. 

表2 豆豉纤溶酶基因差异率比较 

Table 2 The differences of evolutionary rate between various 

DFE genes 

序号及菌株编号 1 2 3 4

1. LC-2-1 

2. YP_005560283 0.149

3. ZP_11393657 0.007 0.14  

4. ABA29609 0.149 0.056 0.149 
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Note: YP_005.pro: YP_005560283 alkaline serine kinase [B. 

subtilis subsp. Natto BEST195]; ZP_113.pro: ZP_11393657 

subtilisin [B. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DC-12]; 

ABA296.pro: ABA29609 nattokinase precursor [B. subtilis] DC-2; 

LC-2-1 .pro : JX_993831 mature peptide of DFE [B. subtilis] 

LC-2-1. 

 
图4 B. subtilis LC-2-1由来豆豉纤溶酶与已知成熟肽氨基酸序

列同源性比对结果 

Fig.4 Alignment comparison of amino acid sequences of mature 

peptide of fibrinolytic enzyme derived from B. subtilis LC-2-1 

between registered sequences 

3  结论 

3.1  本研究所创建的以脱脂乳固体培养基进行初筛，

再以纤维蛋白固体培养基进行复筛并用茚三酮法测定

DFE 酶活的筛选体系确实可行，可用于云南传统发酵

豆豉等传统发酵制品中产 DFE 菌株的分离筛选。 
3.2  本研究从红河传统发酵豆豉中成功分离到具有

高纤溶活性的菌株 B subtilis LC-2-1，其分泌的 DFE
活性更是高达 79.84 U/mL，因此它们均可应用于后续

功能性发酵豆豉研发。 
3.3  本研究所获得 DFE 与 B subtilis subsp. Natto 
BEST195 (YP_005560283) 及 B subtilis DC-2 
(ABA29609)由来 DFE 的氨基酸序列相比差异显著，

同源性仅为 85.1%。 
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