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摘  要 

纳豆激酶是从传统发酵食品纳豆中提取分离得到的一种由枯草杆菌分泌的碱性丝氨酸蛋白酶，因其具有

强大的溶解血栓的能力，受到广大研究者的关注，有望成为新一代溶栓药物。本文首先从结构、理化特

性、催化及溶栓机制方面对纳豆激酶做了介绍，其次简述了纳豆激酶全酶的分子生物学研究，包括信号

肽、前导肽和成熟肽的改造，最后进行展望。本文期望为后续纳豆激酶结构和功能关系、药物开发及生

物工程研究提供理论基础和新思路。 
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Abstract 
Nattokinase is a kind of alkaline serine protease secreted by Bacillus subtilis, which is extracted 
and isolated from traditional fermented food natto. Due to its powerful thrombolysis ability, nat-
tokinase has attracted the attention of most researchers and is expected to become a new genera-
tion of thrombolysis drugs. In this paper, the structure, physicochemical properties, catalysis and 
thrombolytic mechanism of nattokinase were firstly introduced. Secondly, the molecular biologi-
cal research of nattokinase was briefly introduced, including the modification of signal peptide, 
propeptide and mature peptide. Finally, the prospect was made. The paper is expected to provide 
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theoretical basis and new ideas for the relationship between structure and function of nattokinase, 
bioengineering research and drug development. 
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1. 引言 

心血管疾病(CVD)一直是威胁人类健康的罪魁祸首之一，现有的用于 CVD 预防和治疗的药物较少且

不良反应多，难以满足人们的用药需求。纳豆是一种发酵食品，主要由枯草杆菌在一定的温度下发酵制

成。这种食品在一些亚洲国家中已经有两千多年的食用历史。多项研究表明纳豆的摄入有利于降低 CVD
疾病死亡率，而纳豆激酶是纳豆能够促进心血管健康的关键[1]，须见洋行博士在上世纪八十年代破解了

纳豆溶栓的玄机，并将这种具有强大纤溶酶活性的纳豆提取物命名为 Nattokinase (NK)，即纳豆激酶[2]。
许多国内外学者已对 NK 进行了大量研究，如纳豆激酶在药理作用方面除了具备强大溶栓功能之外还具

有抗高血压[3]、抗动脉粥样硬化和降低血脂[4]、神经保护[5]、改善视网膜[6]、治疗鼻窦炎[7]等作用；

在药物递送方面，纳豆激酶可通过脂质体[8]、多糖[9]、环糊精[10]及蛋白质[11]等载体进行包埋递送，从

而有效避免胃肠道的不利影响，提高纳豆激酶的稳定性；在发酵表达方面，可通过优化培养基[12]、构建

工程菌[13]等手段提高纳豆激酶产量及活性。此外，纳豆激酶安全性高，成本低，这也使得纳豆激酶在医

药及食品领域具有非常广阔的开发及应用潜力。 

2. 纳豆激酶简介 

2.1. 纳豆激酶结构 

纳豆激酶基因由 aprN 基因编码，具有 1146 bp 的开放阅读框，以 GTG 为起始密码子，共编码 381
个氨基酸，包括 NK 的信号肽(pre)，前导肽(pro)以及成熟肽(nk)。信号肽、前肽及成熟肽分别由 29，77，
275 个氨基酸构成，且依次连接[14]。信号肽能引导 NK 通过细胞膜，分泌到胞外。前导肽具有帮助 NK
正常折叠形成活性构象的功能。去除信号肽的NK蛋白前体(含前导肽和成熟肽)称为纳豆激酶原(pro-nk)。
2010 年 Yanagisawa 等人[15]采用凝胶过滤层析法从纳豆枯草芽孢杆菌中分离纯化得到纳豆激酶，并通过

X 射线衍射，解析了 NK 的三维结构，如图 1A 所示。纳豆激酶成熟功能肽的二级结构主要由 9 个 α螺旋

和 2 个 β折叠组成，此外还存在 2 个 Ca2+结合位点，其与酶结构稳定性相关。纳豆激酶的两个 β折叠位

于 C 末端结构域中，而其他七个的 β折叠则位于结构中心附近，纳豆激酶的 9 个 β折叠与 9 个 α螺旋反

向组装，其中 7 个 α 螺旋在同一表面上[15]。纳豆激酶的活性中心由保守的催化三联体(Asp32，His64，
Ser221)组成，与其他枯草杆菌蛋白酶类似，纳豆激酶底物结合位点主要包含三个保守的氨基酸(Ser125，
Leu126，Gly127) [16] (图 1B)。 

2.2. 纳豆激酶理化性质 

纳豆激酶的成熟肽是一条单链多肽，分子量约为 27.7 kDa，无半胱氨酸和二硫键，等电点为 8.6，最适 
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(a)                                                    (b) 

Figure 1. Three-dimensional structure of nattokinase 
图 1. 纳豆激酶三维结构图 
 

pH 为 7.0、8.0 [17]。NK 活力受到温度、金属离子、pH 等的影响。低温下纳豆激酶活性较高，温度高于 45℃
时活力下降明显，长期保存需在偏碱性的环境中，且温度最好低于 37℃。不同浓度、不同种类的金属离子

对纳豆激酶的活性作用也不同，如 Mg2+、Ca2+对活性有激活作用，且在低浓度时表现出的激活效应更为显

著；Fe2+、Zn2+、Cu2+、Ba2+、Al3+、Mn2+对纳豆激酶的活性有不同程度的抑制效果，且与浓度无关；低浓

度的 K+没有表现出提高或是抑制纳豆激酶活性的效果，反而在高浓度下会抑制 NK 的活性[18]。 

2.3. 纳豆激酶的催化及溶栓机理 

目前，纳豆激酶的催化机制尚未报道。但由于纳豆激酶结构与其家族中其他枯草杆菌蛋白酶的三维

结构基本吻合，其催化机制与枯草杆菌蛋白酶相似。催化机制主要包括[19]：1) 活性中心的 His64 残基

的环氮原子接收 Ser221 的羟基质子，增强了 Ser221 的亲核能力，并攻击底物肽键的羟基碳，形成四面体

过渡态中间体，2) Asp32 通过羧基的负电荷稳定 His64 的质子化状态，3) His64 向新形成的氨基捐赠一个

质子以释放第一个产物(酰化反应)，同时形成共价酰基酶复合物，4) 水分子攻击共价酰基–酶复合物形

成四面体中间体时，His64 将质子转移回 Ser221，过渡态分解释放出第一种产物，从而完成脱酰化反应。 
纳豆激酶除了具备直接溶栓的能力之外，还可通过其他途径产生间接溶栓的效果，其溶栓途径主要

有以下 4 种[20]：1) 纳豆激酶与交联的纤维蛋白相互作用，发挥蛋白酶水解活性，将纤维蛋白水解为氨

基酸及肽段，2) 尿激酶途径。纳豆激酶将尿激酶原激活形成尿激酶，从而进一步激活纤溶酶原，产生具

有溶栓活性的纤溶酶，溶解血栓，3) t-PA 途径。NK 可帮助组织型纤溶酶原激活剂(t-PA)的生成，促进产

生纤溶酶，4) PAI-1 途径。纤溶酶原激活物 1 型抑制剂(PAI-1)可抑制纤维蛋白降解并促进纤维蛋白的沉

积，纳豆激酶可降解 PAI-1，提升溶栓作用。 

3. 纳豆激酶分子生物学研究 

3.1. 信号肽 

纳豆激酶全基因共编码 381 个氨基酸，包括信号肽、前导肽及成熟肽。其中信号肽与酶的分泌表达

相关，信号肽的改变对酶的表达效率产生显著影响。Liang X [21]将纳豆激酶天然信号肽替换成 PelB 信号
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肽，在大肠杆菌中成功表达处活性纳豆激酶，培养基中的纳豆激酶显示出高纤溶活性且重组纳豆激酶的

特性与来自枯草芽孢杆菌 YF38 的天然纳豆激酶相当。何孝天[22]为提高纳豆激酶表达水平，将 3 种不同

信号肽(wapA, yncM, prep)分别与 pro-NK 进行连接构建穿梭表达载体，并实现其在枯草芽孢杆菌中的表

达，结果表明，与其他两个信号肽相比，wap A 信号肽实现分泌表达效率最高，且纤溶活性最高。Wei X 
[23]首次将纳豆激酶在地衣芽胞杆菌中进行异源重组，同时对 vpr 信号肽功能进行研究，发现 vpr 信号肽

能实现纳豆激酶的高效分泌表达。 

3.2. 前导肽 

纳豆激酶前导肽(propeptide)由 77 个氨基酸构成，是一种分子内伴侣[24]，参与协助酶的正确折叠[25]，
其过程包括 1) 前导肽自身折叠形成含有空间结构的多肽，2) 前导肽介导成熟肽正确折叠，3) 具有蛋白

酶活性的成熟肽水解前导肽和成熟肽之间的肽键，4) 前导肽降解，成熟肽释放。前导肽的功能最初在枯

草杆菌蛋白酶[26]中发现，在体外复性折叠试验中，枯草杆菌蛋白酶成熟肽经变性及复性后，成熟肽不能

正确折叠，且无活性，因此成熟肽不具备折叠所需的所有信息；而当含有前导肽的成熟肽经相同变性和

复性后，成熟肽就能够正确折叠形成有空间结构的蛋白质，并且具有活性。因此，前导肽对于酶的折叠

有着极为重要的作用。Jain SC [27]报告了一种枯草杆菌蛋白酶 E 与前导肽的复合物结构，分辨率达 2.0
埃。复合物结果显示枯草蛋白酶 E 与前导肽之间存在多种相互作用，进一步阐述了前导肽在折叠过程中

对成熟肽的重要性。 
在高度同源的纳豆激酶中，前导肽同样也扮演着重要角色。田莉[28]分别将序列 NK 和 pro-NK 与表

达载体连接，构建了两个纳豆激酶枯草芽孢杆菌重组菌，研究结果表明，只有含前导肽的蛋白产生活性。

同样，Weng [29]等人也比较了纳豆激酶全酶(前肽 + 成熟肽)和纳豆激酶成熟肽的溶栓活性，发现只有同

时表达前肽和成熟肽的纳豆激酶具有溶栓活性，推断前肽参与纳豆激酶作为分子内伴侣的正确折叠。Jia 
[30]通过分子生物学手段对纳豆激酶的前导肽功能进行研究，通过单点和多点突变发现，前导肽上的保守

氨基酸(Tyr10, Gly13, Gly34, Gly35)与前导肽结构的稳定性相关，且突变会对纳豆激酶结构和功能造成影

响。 

3.3. 成熟肽 

近年来，为改善纳豆激酶特性、提升酶学性质，许多学者们利用基因工程、蛋白质工程等手段对纳

豆激酶进行了不同的突变改造。如 Cai [31]采用定向进化方法，经过 3 轮 DNA 家族改组，获得了一个具

有 16 个氨基酸取代的理想突变体，该突变体的催化效率约为野生型纳豆激酶的 2.3 倍。Wu 等[32]通过对

S3 亚区的氨基酸进行突变，发现 S3 亚区的氨基酸对酶的催化活性有重要影响。赵菡[33]基于改变电荷网

络，将纳豆激酶表面的 Asn 和 Gln 分别突变为 Asp 和 Gsp，得到了两个酶学性能(活性、热稳定性)提升

的突变体Q59E及N218D。Weng [34]根据序列比对分析，将优势突变 I31L引入纳豆激酶(包括野生型NK、

突变体 M222A、T220S)，结果表明 31 位突变为 Leu 使催化效率(kcat/km)得到提升，其原因可能是因为

31 位的 Leu 增强了反应过程的电子效应，从而提升了催化能力。何孝天[35]根据 Zhao [36]的研究结果，

引入正向突变并构建了 5 个突变体，其中突变体 P14L 和 N76D 提高了热稳定性。刘朔[37]对 NK 的成熟

肽基因 nkD 和 nkB 进行体外诱变处理，并实现其在毕赤酵母中的表达，经序列比对发现，突变体 D36G
热稳定性提高了 20%，比活力提高了 16.6%。 

4. 展望 

心脑血管疾病已成为危害人类健康的“杀手”之一，如何治疗及预防心脑血管疾病的发生也是目前

倍受关注的问题。目前临床上常用的抗血栓药物有链激酶、组织纤溶酶原激活剂等，但都存在不良反应
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多、半衰期短等问题。而纳豆激酶具备溶栓能力，且安全性高、口服有效，是一种新型的具有潜在开发

价值的溶栓药物，已成为心血管药物研发的重点。 
目前，纳豆激酶在医药及食品领域仍存在许多问题。首先，纳豆激酶溶栓药物的开发离不开其结构

和功能关系的研究，目前为止相关研究较少。而随着计算机领域的发展，未来利用一些软件工具将有助

于对纳豆激酶的深入研究，如挖掘纳豆激酶与交联纤维蛋白相互作用位点、功能关键结构域。其次，纳

豆激酶的酶学性能无法满足工业化生产和应用，如何提高纳豆激酶活性、pH 稳定性及热稳定性等需要更

多的投入及研究。除此之外，缺乏与其他药物联用的报道，纳豆激酶与其他药物的联用也可能为血栓类

疾病的治疗提供新方法。 
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