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一种产生纤溶酶的链霉菌 ! " #$$%的鉴定及发酵研究
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摘 要：对一株从土壤中分离的纤溶酶产生菌链霉菌 8 3 522"的形态、培养、生理生化和化学
分类特征进行了研究，发现其与泛温链霉菌（!"#$%"&’()$* $+#(",$#’+* 8’/-9: $" -. ) %124）的特征
很相符。通过对链霉菌 8 3 522"的 %2; /<0=序列进行测定与比对，发现它与泛温链霉菌的
%2; /<0=序列也有高达 14>%1?的同源性。根据多相分类原则，认为链霉菌 8 3 522"属于泛
温链霉菌。对链霉菌 8 3 522"的发酵培养基组成等的研究表明，合适的发酵培养基中应含有
氮源黄豆饼粉 ">$?、碳源淀粉 %>$?和葡萄糖 ">#?以及少量的无机盐类如硫酸镁。链霉菌

87522"的发酵过程研究表明，纤溶酶是在菌丝体生长停止之后才大量产生。
关键词：泛温链霉菌，链霉菌 8 3 522"，链霉菌纤溶酶，发酵
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纤维蛋白降解酶，简称纤溶酶，是治疗和预防心脑血管血栓栓塞性疾病的药物，具有

溶解血栓、疏通栓血管的作用。纤溶酶是一类蛋白酶，对血栓中的纤维蛋白具有一定的降

解特异性。已知许多微生物具有分泌蛋白酶的能力，对产生大量蛋白酶的微生物尤其是

非致病微生物进行筛选，期望获得产生新型纤溶酶的微生物，具有实际意义。例如 ABCD,9
E等人对一种来源于枯草芽孢杆菌（/-)0..+* *+1"0.0*）的纳豆激酶（F9,,’GDF9H.）进行了溶栓
方面的研究，希望将其开发为新的溶栓药物［%，"］。

链霉菌是一类在自然界尤其是在土壤中广泛存在的微生物，而且绝大多数链霉菌对

人体无害。链霉菌属 IJ细菌，大部分链霉菌分泌多种蛋白质（包括各种酶，如蛋白酶、淀

粉酶和纤维素酶等），尤其是蛋白酶于胞外。链霉菌还是大多数抗生素的产生菌，已广泛

地应用于抗生素制药工业。但是，到目前为止，对产生纤溶酶的链霉菌进行深入的研究报

道，尚不多见。最近，我们从一株链霉菌 8 3 522"的发酵液中分离纯化出一种纤溶酶，并
对其药效学进行了初步研究［5，!］。本文报道链霉菌 8 3 522"的特征和分类以及该菌株发
酵产生纤溶酶的条件。

& 材料和方法

& ’& 菌种
链霉菌 8 3 522"，系本所从土壤中分离。



! "# 链霉菌 ! $ %&&#培养特征及分类鉴定
! "#’! 形态特征：于高氏 "号琼脂和葡萄糖天冬素琼脂上 #$%培养 &’。观察孢子丝和
基内菌丝形态。

! "#’# 培养特征：选择链霉菌的八种常用的不同营养培养基（表 "），在 #$%培养 & ( ")’，
观察菌丝体在各种不同培养基中的表观特征。

! "#’% 生理生化特征：参照“伯杰氏细菌系统鉴定手册第四卷”，对链霉菌 ! * +,,#进行
了生理生化特征鉴定。

! "#’( 化学分类：（"）细胞壁化学组分分析按照 -./01.2. 3等的快速薄板层析法，进行全
细胞水解液的氨基酸及糖型分析［)］；（#）按文献［,］进行磷酸类脂分析。
! "#’) ",4 5678序列测定［&］：按常规方法［$］提取菌株 ! * +,,#的总 678，采用通用引物
进行 ",4 5678的 9!:扩增，9!:产物经纯化后直接用 3.; 6<060=>< 305?@A.B=5 !<CD0 40E
;F0AC@A1 G@B 测序，电泳及数据分析由 8HHD@0’ I@=/</B0?/ 678 40;F0AC05（?=’0D +&&）自动进
行。然后，将所测得的 ",4 5678序列与 J0AI.AK数据库中的 ",4 5678序列进行比对。
! "% 链霉菌 ! $ %&&#的发酵
分别固定碳源变换氮源、固定氮源变换碳源以及变换无机盐，进行发酵培养基组成研

究；通过测定 "+#L内发酵过程的相对纤溶酶活性、菌丝浓度、H-以及还原糖的含量等参
数，对链霉菌 ! * +,,#产生纤溶酶的过程进行研究。
! "( 纤溶酶活性测定
纤维蛋白平板法［M］。

! ") 菌丝浓度测定
取 "N?O发酵液，置于刻度离心管，在 # )NN5P?@A离心 "N?@A，菌丝所占体积百分比即

为菌丝浓度。

! "& 还原糖测定
蒽酮比色定糖法［"N］。

# 结果和讨论

# "! 链霉菌 ! $ %&&#培养特征及分类鉴定
# "!’! 形态特征：菌株 ! * +,,#的基内菌丝无横隔、不断裂，孢子丝波曲至螺旋形，孢子
椭圆形，表面光滑（图 "、#）。
# "!’# 链霉菌 ! * +,,#的菌丝体在各种不同培养基中的表观特征：结果见表 "。
# "!’% 生理生化特征：链霉菌 !E+,,#的生理生化特征鉴定结果见表 #。
# "!’( 化学分类：链霉菌 !E+,,#含 OOE二氨基庚二酸及甘氨酸，无特征性糖（糖型 !）。细
胞壁化学组分属于 Q型；菌株 !E+,,#含磷脂酰乙醇胺，磷酸类脂属于!型。
# "!’) ",4 5678序列测定与比对结果：链霉菌 !E+,,#的 ",4 5678全序列见图 +。其与
帕奈链霉菌（ !"#$%"&’()$* %+,+($,*-*）、黑胡桃链霉菌（ !"#$%"&’()$* ,&.+/+"$#）、泛温链霉菌
（!"#$%"&’()$* $0#("1$#’0*）、灰色链霉菌灰色亚种（!"#$%"&’()$* .#-*$0* /FR/HS .#-*$0*）和桑氏链
霉菌（!"#$%"&’()$* *+’%*&,--）的 ",4 5678序列同源性非常高，核苷酸序列的同一性分别为
M$T$#U、M$T&)U、M$T"MU、M$TN)U和 M$TNNU。
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图 ! 链霉菌 "# $%%&菌丝体及
孢子丝形态（ ’ ()*）

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

0 1 2334 5’,6"7# (’8 ),+.’,9,#: ,/ ):*89";) -7< (’8 5."+-9

5.,+8=>8-+"7# /"9-)87(5

图 & 链霉菌 "# $%%&孢子的
表面特征（ ’ %***）

!"#$4 ?*-77"7# 898*(+,7 )"*+,#+-.’ ,/

!"#$%"&’()$* 0 1 2334 5’,6"7# (’8 5),,(’

5;+/-*8 ,/ 5.,+85

表 ! 链霉菌 "# $%%&的培养特征
@->98 % @’8 *;9(;+-9 *’-+-*(8+"5("*5 ,/ !"#$%"&’()$* 0=2334 "7 8"#’( <"//8+87( )8<"-

A8<"- B8+"-9 ’:.’-8 ?;>5(+-(8 ):*89";) ?,9;>98 ."#)87(

C-;58D5 E,$% 5:7(’8("* F-+G ,9"H8=#+-: &"#’( *"77-),7 E,78
)8<";) -#-+

C9;*,58 -5.-+-#"78 -#-+ E8;(+-9 #+-: E,78 E,78
C9:*8+,9 7"(+-(8 -#-+ I+,67 #+-: A;5(-+< >+,67 E,78
?(-+*’ -)),7";) -#-+ &"#’( #+-: I+,67"5’ E,78
A-9-(8 *-9*";) -#-+ C+-: 6’"(8 &"#’( :899,6"5’ E,78

>+,67
E;(+"87( -#-+ I+,67 #+-: F"+(: >+,67 &"#’(

>+,67
J-( .,6<8+ -#-+ B5’ #+-: &"#’( :899,6"5’ E,78

>+,67
K,(-(, "7/;5",7 -#-+ I+,67 #+-: &"#’( >+,67 &"#’(

>+,67

表 & 链霉菌 "+$%%&的生理生化特征
@->98 4 @’8 .’:5",9,#"*-9 *’-+-*(8+"5("*5 ,/ !"#$%"&’()$*

!!!

0=2334

0’-+-*(8+"5("*5 L85;9(5 0’-+-*(8+"5("*5 L8!! 5;9(5

!!?;#-+ ;("9"M-(",7 C89-("7 9"N;8/-*(",7 O

!!F=#9;*,58 O A"9G 5,9"<"/"*-(",7 1

!!&=-+->"7,58 1 A"9G .8.(,7"M-(",7 O

!!F=P:9,58 O ?(-+*’ ’:<+,9:5"5 O

!!F=/+;*(,58 O E"(+-(8 +8<;*(",7 1

!!&=+’-)7,58 1 C+,6(’ "7 *899;9,58 1
F=)-77,58 O Q4? .+,<;*(",7!! O

!!?;*+,58 O A89-7"7=9"G8 5;>5(-7*8 O

!! .+,<;*(",7

!!L-//"7,58 O @:+,5"7-58 .+,<;*(",7 O
&="7,5"(,9
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图 ! 链霉菌 "# !$$%的 &$’ ()*+序列
!"#$% &’( )*+ ,-./ 0(12(34( 56 !"#$%"&’()$* 7 8 %**9

根据多相分类定种原则，综合考虑菌株 7:%**9的培养、生理生化和化学分类特征以
及 )*+ ,-./序列比对结果，认为链霉菌 7:%**9与泛温链霉菌更接近，所以将其定名为泛
温链霉菌 7:%**9（+;,(<;5=>4(0 (2,>;’(,=20 7:%**9）。
% ,% 链霉菌 7 # !$$%发酵产生纤溶酶的研究
% ,%-& 发酵培养基组成的研究：将在合成 ?号培养基上 9@A培养 BC的链霉菌 7 8 %**9
的新鲜斜面，挖块接种于含葡萄糖 9D?E、淀粉 )DFE、黄豆饼粉 9DFE、GH9IJKFDF?E、

L#+JK·BH9JFDF?E、7M7J%FD%E的发酵培养基（)FF=N培养基O?FF=N三角瓶）中振荡培养

K@ ’，然后按 ?E P @E的接种量，转种于相同组成的发酵培养基（装量同上）中振荡培养 Q*
’，离心除去菌丝体，将如此得到的发酵上清液的纤溶酶活性定为 )FFE。在上述发酵培
养基基础上，分别固定氮源变换碳源、固定碳源变换氮源，结果见表 %。发酵培养基的氮
源以黄豆饼粉为宜，碳源以葡萄糖和淀粉组合为宜；黄豆饼粉的浓度为 9DFE、葡萄糖和
淀粉的浓度分别为 9D?E和 )DFE时，发酵液中的纤溶酶活性较高。
在固定培养基组成为葡萄糖 9D?E、淀粉 )DFE、黄豆饼粉 9DFE、GH9IJKFDF?E、

7M7J%FD%E的条件下，变换无机离子发酵的结果见表 K。从表 K可以看出，一定量的无机
离子（!(9 R，729 R，S39 R）对纤溶酶的产生有利，并且不依赖于菌体量；过量的无机离子对纤
溶酶的发酵有抑制作用；L#9 R 对纤溶酶发酵的促进作用限于一定的浓度范围（FDF?E P
FDF@E）内。
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表 ! 不同氮、碳源培养基对链霉菌 "#!$$%发酵产生纤溶酶活性的影响

!"#$% & !’% %((%)*+ ,( -.((%/%0* 0.*/,1%0 "0- )"/#,0 +,2/)%+ ,0 *’% (%/3%0*"*.,0 ,( (.#/.0,$4*.) %0543% ,( !"#$%"&’()$*

!
!!!!

6 7 &889

:.*/,1%0 "0- )"/#,0
+,2/)%+;<

=%$"*.>% (.#/.0,$4*.)
")*.>.*4;<

:.*/,1%0 "0- )"/#,0
+,2/)%+;<

=%$"*.>% (.#/.0,$4*.)

!!

")*.>.*4;<

!!:.*/,1%0 6"/#,0

!!?,4#%"0 3%"$ 9 @A BAA C%D*/.0 9 @E EA

!!6,/0 +*%%F $.G2,/ 9 @A 8E H$4)%/,$ 9 @E I &A
J%"+* %D*/")* 9 @A &K H$2),+% 9 @E L ?*"/)’ B @A BA!! A
M%F*,0% NOA& 9@A I &A H$2),+% 9 @E L C%D*/.0 B @A 8!! P

!! H$2),+% 9 @E L 6,/0 F,Q-%/ B @A 8P

!!6"/#,0

!!H$2),+% 9 @E O& H$2),+% 9 @E L ?2)/,+% B @A 8B

!!?*"/)’ 9 @E 8O H$2),+% 9 @E L R")*,+% B @A SB

!!6,/0 F,Q-%/ 9 @E I &A H$2),+% 9 @E L T"$*,+% B @A 8B
!!R")*,+% 9 @E 8B H$2),+% 9 @E L H$4)%/,$ B @A SA

?2)/,+% 9 @E I &A

表 & 无机离子对链霉菌 "’ !$$%发酵产生纤溶酶的影响

!"#$% O !’% %((%)*+ ,( -.((%/%0* .0,/1"0.) ./,0+ ,0 *’% (%/3%0*"*.,0 ,( (.#/.0,$4*.) %0543% ,( !"#$%"&’()$* 6U&889

V0,/1"0.) ./,0+ T4)%$.23 ),0)%0*/"*.,0+;< =%$"*.>% (.#/.0,$4*.) ")*.>.*4;<

N%?WO ;< AXAAB 8E BBA
AXAAE 8O BAA
AXABA 8E KE
AXA9A 8A S&

62?WO ;（!1;3R） B EA BBA
E S& O&
BA 8& K8
EA EP ES

Y06$9 ;（!1;3R） B 8E BBS
E 8E EB
BA EP I &A
EA &P 0,0%

T06$9 ;（!1;3R） B SA PE
E S9 PE
BA 8& PE
EA 8B PA

R.6$9 Z（!1;3R） B 8E K8
E 8A PE
BA 8B PA
EA 8B KA

T1?WO ;< AXAAA 8B O8
AXABA SE OK
AXAEA S8 BAA
AXAKA 8B BAA
AXBAA ES I &A
AX9AA E& I &A

另外，我们还发现在不加无机盐情况下，链霉菌 6 7 &889的发酵上清液只有 EA<的
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纤溶酶活性，说明一定种类及数量的无机盐确是发酵大量纤溶酶所必需的，但无机离子影

响链霉菌 ! " #$$%产生纤溶酶的机制还有待进一步研究。
! "!#! 链霉菌 ! " #$$%发酵产生纤溶酶的过程：图 &是采用发酵培养基葡萄糖 %’()、淀
粉 *’+)、黄豆饼粉 %’+)、,-%./&+’+()、012/&·3-%/+’+()、!4!/# +’#)发酵的过程参
数。在链霉菌 ! " #$$%的发酵过程中，菌丝的生长高峰在 &5 6 3%7，而此时基本没有纤溶
酶的产生，当菌丝生长基本停止之后，纤溶酶的产生达到了高峰（8$ 6 *#%7），这时，培养基
中的还原糖已利用殆尽。已知链霉菌是多种抗生素的产生菌，并且多数链霉菌是在对数

生长后期产生抗生素。!749:; ,<［**］的研究表明，链霉菌在分批培养时，其分泌蛋白酶与
产生抗生素在时间上具有一致性；,=> ? 2等［*%，*#］的研究表明，链霉菌分泌产生的蛋白酶
在链霉菌菌丝的发育与分化中具有重要作用。链霉菌 ! " #$$%发酵过程参数的测定结果
表明，纤溶酶大量产生的时间是在菌丝体生长基本停止后，与 !749:; ,<的结论基本相符。
但是链霉菌 ! " #$$%分泌纤溶酶的生理作用还有待进一步研究。

图 $ 链霉菌 %& ’((!的发酵过程
<=1@& A7: B:;>:C949=DC EDF;G: DB !"#$%"&’()$* ! " #$$%

—!—0HE:I=F> EDCE:C9;49=DC； —"—J:I49=K: B=L;=CDIH9=E 4E9=K=9H；

—#—M-； —$———2F14; EDC9:C9 @
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中国科学院微生物研究所被列为国家卫生部

认定的菌种鉴定机构
根据卫法监发［?DD?］:;号文件，各单位各企业凡申报生产真菌、益生菌保健食品时，

必须出具生产菌种检测鉴定报告。中国科学院微生物研究所被列为国家卫生部认定的菌

种鉴定机构，该所资深研究人员将为您提供可靠、优质的服务，同时也提供其他菌种的鉴

定服务。

联系地址：北京市海淀区中关村北一条 8F号
邮政编：8DDD:D
联系电话：（D8D）G?==FD=9 G?=G;G9E
联 系 人：戴秀玉

GDG 微 生 物 学 报 ;? 卷




