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链霉菌 !"#$%& 的分类鉴定与链霉亲和素的分离纯化研究
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摘 要：从土壤中筛选得到 # 株高产链霉亲和素的放线菌 EF%!$A，根据形态观察、培养特征、生理生化鉴定以及

#3G *HIJ序列分析，初步判定该菌株为链霉菌属中的淡紫灰链霉菌（!"#$%"&’()$* +,-$./0+,$）。经发酵，EF%!$A 的链霉

亲和素产量可达 $%#K%8:0L。进一步采用硫铵沉淀和凝胶过滤层析纯化，链霉亲和素的回收率为 "3K2"M，纯度可

以达到 A"K%5M。该方法简单易行，成本低廉，可得到高产量、高纯度、高活性的目的蛋白，为链霉亲和素发酵产品

的大规模纯化提供了依据。
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链霉亲和素（GO*(PO,Q9?9;）作为一种非糖基化的

中 性 蛋 白 质，于 #A35 年 首 次 从 阿 维 丁 链 霉 菌

（!"#$%"&’()$* ,-1/1.11）培养液中发现并分离得到［#］。

由于链霉亲和素与生物素分子的结合具有高亲和

力、强特异性、多级放大以及可行使桥联作用等特

征，使得生物素 B 链霉亲和素系统在低成本纯化、高

灵敏度检测以及其它方面具有十分重要的实用价

值［$］。目前开发出的可与链霉亲和素特异性可逆结

合的链霉亲和素结合肽标签（GO*(P4标签），又有力地

推动了真核细胞表面展示技术，以及蛋白质之间相

互作用等方面的研究［5］。鉴于阿维丁链霉菌产生链

霉亲和素的能力有限，链霉亲和素已先后在大肠杆

菌［!］、苏云金芽孢杆菌［6］等细菌中成功地获得表达。

但以包涵体形式的表达，也带来了表达蛋白溶解性

较差，易于聚集，天然活性降低等弊端［3］，因此筛选

高产链霉亲和素的菌株显得十分必要。

本实验室从自然界中筛选得到 # 株高产链霉亲

和素的菌株 EF%!$A，经过形态观察，生理生化特征

检测以及 #3G *HIJ 相似性比较，初步判定为淡紫灰

链霉菌（!"#$%"&’()$* +,-$./0+,$）。通过对该菌株产生

链霉亲和素分离纯化的研究，得到高产量、高纯度、

高活性的目的蛋白，为进一步产业化生产链霉亲和

素奠定了基础。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌种来源：本实验室从辽宁、天津、河北、河

南、云南等地采集的 ### 个土样中得到 A$% 株放线

菌，其中产链霉亲和素的菌株有 #3 株，高产菌株 5
株。本实验选择 EF%!$A 菌株为出发菌株进行研究。

’(’(% 培养基：!种子培养基成分：每升含可溶性

淀粉 #%:、天冬酰胺 ":、蛋白胨 $:、酵母粉 %K6:、
R$STU!·#$S$U %K#:、RS$TU!·$S$U $:、V:GU!·"S$U
%K6:、’(GU!·"S$U %K%#:、PS 2K%。"发酵培养基成

分：每升含葡萄糖 56:、牛肉膏 !:、酵母粉 #K2:、蛋白

胨 5:、I,W/ ##:、W,WU5 3K6:、PS 2K6。#%%=T,，灭菌

$%89;。所用试剂均为国产分析纯。

’(’() 主要试剂和仪器：2,3 XIJ 聚合酶和 ?I.T
购自北京鼎国生物工程公司；TWH 引物由北京三博

远志生物有限责任公司合成；活化生物素（Y+/Z[4
ISG4LW4\9[O9;7E4L9;=.V）购自 T9(*@( 公司；牛血清白

蛋白（\GJ），辣 根 过 氧 化 物 酶，邻 苯 二 胺（UTX），

5]，5]4二氨基联苯胺（XJ\）和链酶亲和素标准品购

自 G9:8, 公司。菌株形态观察使用 ’7^ 公司 7G7V
N+,;O, $%% 扫描电子显微镜；TWH 扩增使用 \9[8(O*,
公司的 .4:*,?9(;O TWH OC(*8[@-@/(*；链霉亲和素的含

量和纯度的测定分别使用 \^U.7WS 公司的 7L_2%%
型酶标仪和岛津公司的高效凝胶排阻色谱（STG7W）

系统。

’(% 菌株 !"#$%& 的鉴定

’(%(’ 形态特征：采用高氏 # 号平板培养基进行埋

片培养，$2‘培养 6?。取埋片用 $K6M戊二醛固定

#$C 后，用 PS "K$ 的 %K#8[/0L 磷酸盐缓冲液漂洗 5
次，转入 #M锇酸溶液中固定 #C，再用上述缓冲液漂



洗 ! 次，经 "#$、%#$、&#$和 ’##$乙醇梯度脱水，

置醋酸异戊酯中 (#)*+，取出，临界点干燥，喷金后

于扫描电子显微镜下观察菌体形态特征。

!"#"# 培养特征和生理生化特性：依据《链霉菌鉴

定手册》［%］和《放线菌分类基础》［,］中推荐的常用微

生物鉴定方法观察并记录菌株的培养特征与生理生

化特性。

!"#"$ ’-. /012 序列分析：放线菌 34#5(& 基因组

612 的提取采用微波快速提取法［&］，并以此为模版

进行 780 扩增。’-. /012 扩增用 780 引物：（7/*)9/
2：":;2424<<<42<88<448<824;!:；7/*)9/ =：":;
2244244<42<882488482;!:）。 780 扩 增 条 件：

&"> ")*+；&5> ’)*+，"-> ’)*+，%(>延伸 ,#?，进行

!# 个循环；%(> ’#)*+。780 产物测序由北京三博

远志 生 物 有 限 责 任 公 司 完 成。将 所 测 得 的 ’-.
/012 序列与 49+=@+A 数据库中的 ’-. /012 序列进

行相似性比较分析，并利用 612B21 "C# 软件绘制

系统发育进化树。

!"$ 放线菌 %&’(#) 的发酵培养

放线菌 34#5(& 在高氏 ’ 号平板上，(,>生长

%D。挑取单菌落接种于摇瓶种子培养基培养 ’D，以

’$的接种量接入 "#)E 发酵培养基，(,>培养 ’#D。

!"( 链酶亲和素的分离纯化

将链 霉 亲 和 素 产 生 菌 34#5(& 的 发 酵 液 于

,###/F)*+ 离心 ’#)*+，取上清液，加入饱和硫铵至终

浓度 ,#$，放置 5G，’(###/F)*+ 离心 (#)*+。将沉淀

溶解于无菌水中进行 .9HG@D9I 4;"# 凝胶过滤层析

（!#J) K ’C-J)），用蒸馏水洗脱，检测流出液中链

霉亲和素的活性。合并活性峰，用聚乙二醇 (####
浓缩后进行 .9HG@D9I 4;(## 凝胶过滤层析（-#J) K
(C!J)），收集合并含有链霉亲和素的活性峰，并对其

含量，纯度和活性进行鉴定。

!"* 链霉亲和素的含量测定

!"*"! ELM/N 法测定蛋白含量：按文献［’#］进行。

!"*"# OEP.2 法定量测定链霉亲和素：取 ’#!QF)E
生物素化兔 PQ4 抗体于酶标板各孔中，!%>放置 (G，

包被酶标板。封闭后，分别加入系列稀释的链霉亲

和素样品溶液 ’##!E，室温反应 !#)*+ 后，充分振荡

洗涤 " 次，加入 (### 倍稀释的生物素化辣根过氧化

物酶 ’##!E，室温反应 !#)*+。清洗后，加入 R76 底

物溶液 ’##!E，反应 ’#)*+；加入 ’)LSFE T(.R5 "#!E
终止反应，于 5&#+) 处测定吸光度。

!"+ ,-,./0&1 和免疫印迹分析

.6.;724O 参照 E@9))S* 方法［’’］采用 ,$分离胶

和 5$浓缩胶，并用考马斯亮蓝 0;("# 染色。为了保

证链霉亲和素的结 合 活 性，先 将 电 泳 胶 放 入 ’$
</*UL+ V;’## 溶液中浸泡 ’ G 除去 .6.，再转移至硝

酸纤维素膜上，用生物素化辣根过氧化物酶反应后，

以 62= 底物显色进行免疫印迹分析［’(］。

!"2 3/,14 分析

采用高效液相排阻层析（T7.O8）系统对链霉亲

和素 的 纯 度 进 一 步 分 析。 色 谱 柱：<.W;4OE
4(###.XVE（!#J) K %C,))），进样体积：(#!E。流动

相：7=.（#C#()LSFE 磷酸缓冲液，#C’")LSFE 1@8S，HT
%C5）；流速：#C,)EF)*+；检测波长：(,#+)；柱温：(">。

图 ! %&’(#) 的显微镜照片（#*’ 5 ）（0）和扫描电镜照片

（#’’’’ 5 ）（6）

Y*QZ’ 34#5(& *+ )*J/L?JLH9（("# K ）（2）@+D *+ .J@++*+Q OS9JU/L+
B*J/L?JLH9（(#### K ）（=）Z

# 结果

#"! 菌种的分离与筛选

从采集的 ’’’ 个土样中分离得到了 &(# 株放线

菌，采用 OEP.2 法筛选得到具有链霉亲和素分泌活

性的菌株 ’- 株，其中 34#5(& 的链霉亲和素产量最

高并且分泌活性稳定。因此，34#5(& 菌株被选用

于进一步的研究工作。

#"# 菌种鉴定

#"#"! 形态特征：34#5(& 菌株在高氏 ’ 号培养基上

气生菌丝发达，呈淡紫灰色。显微镜观察可见（图

, 3T214 E9* !" #$ Z F%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（(##%）5%（’）



!"#），孢子丝较直；$%%%% 倍电镜下观察气生菌丝体

形成孢子链，孢子圆柱形，成串生长，呈竹节状，表面

光滑无刺（图 !"&）。

图 ! 依据 "#$ %&’( 序列构建的系统发育树

’()* $ +,-./)0102(3 2400 5,/6(1) 2,0 40.72(/15,(85 79/1) 40:040130
5247(15 71; 0<804(90127. 5247(15 =750 /1 2,0 !>? 4@A# )010 50BC01305*
AC9=045 (1 874012,0505 408405012 2,0 50BC01305D 733055(/1 1C9=04 (1
E01&71F* G,0 1C9=04 72 073, =4713, 8/(125 (5 2,0 80430127)0 5C88/420;
=- =//252478* &74：!H 50BC0130 ;(I04)0130*

!)!)! 培养特征：JE%K$L 菌株在高氏合成 ! 号琼

脂中气生菌丝淡紫色，基内菌丝麦秆黄色；马铃薯浸

汁琼脂中气生菌丝豆蔻紫色，基内菌丝褐色；淀粉琼

脂中气生菌丝淡紫色，基内菌丝杏仁黄色；察氏琼脂

中气生菌丝紫色，基内菌丝白色；葡萄糖天门冬素琼

脂中气生菌丝灰白色，基内菌丝黄色。可见，JE%K$L
菌株气生菌丝和基内菌丝颜色变化均不明显，但在

同种培养基上气生菌丝和基内菌丝之间颜色变化较

大；仅在土豆培养基上产生褐色的可溶性色素，而在

其他培养基上无色素产生。

!)!)* 生理生化特性：JE%K$L 能使淀粉水解、明胶

液化、牛奶胨化和凝固，产生黑色素；不产生硫化氢，

不水解纤维素；可利用葡萄糖、木糖、果糖、甘露糖、

山梨糖、半乳糖和甘露醇作为碳源生长，不利用鼠李

糖、蔗糖、肌醇和棉子糖。

!)!)+ !>? 4@A# 全序列的相似性比较和系统发育

分析：JE%K$L 菌 株 的 !>? 4@A# 核 酸 序 列 全 长 为

!M!N=8。将所测序列与 E01&71F 数据库中的相关种

进行比较，构建以 !>? 4@A# 全序列为基础的系统发

育 树。 如 图 $ 所 示，JE%K$L 菌 株 与 链 霉 菌 属

（!"#$%"&’()$*）同源性都很高，其中与淡紫灰链霉菌

（!"#$%"&’()$* +,-$./0+,$）具有 LLO%!H的相似性而与

维几尼亚链霉菌（ !"#$%"&’()$* -1#21.1,$）的相似性为

LPO>!H。结合形态学特征、培养特征和生理生化特

征分析，将菌株 JE%K$L 的分类地位确定为链霉菌属

淡紫灰链霉菌。并将 JE%K$L 菌株的 !>? 4@A# 碱基

序列提交 E01&71F，登记号：QRKML%!L。

图 + 链霉亲和素纯化产物的 ,-$./ 分析

’()*K S+?TU 717.-50 /: 8C4(:(0; 5240827I(;(1*

图 * $0$1-(2.（(）和免疫印迹分析（3）

’()*N ?Q?"+#ET（#）71; V052041 =./2 717.-50（&）* W：84/20(1
974F04；! 71; N：:049012 84/;C32(/15；$ 71; K：8C4(:(0; 84/;C32(/15*

表 " 发酵液中链霉亲和素的纯化

G7=.0 ! +C4(:(372(/1 /: 5240827I(;(1 :4/9 3C.2C40 5C804172712

+C4(:(372(/1 5208 +4/20(1
X（9)XY）

?240827I(;(1
X（9)XY）

@03/I04-
XH

+C4(2-
XH

+C4(:(372(/1
:732/4

?C804172712 $ZK%O% $%!O% X $O> X
#99/1(C9 5C.:720

8403(8(272(/1 $KK>O% !PLON LKO$ ZOZ NO%

?08,7;0< E"M% $LNOM !ZZO% PPO! >%ON $NOM
?08,7;0< E"$%% !>%ON !MKOM Z>OL L>OK NZO>

!)* 链霉亲和素的分离纯化

以上述培养条件对链霉菌 JE%K$L 进行发酵培

养，取发酵液 M%9Y，经由硫铵沉淀、?08,7;0< E"M% 脱

盐和 ?08,7;0< E"$%% 柱层析得到纯化 NZOML 倍的链

霉亲和素。如表 ! 所示，其活性收率和纯度分别达

到 Z>OPZH和 L>ONPH。?Q?"+#ET 和免疫印迹分析

结果表明，在分子量为 >!O%FQ7 处出现单一活性蛋

白质条带（图 N）。由 S+?TU 的结果确证（图 K），纯

度可达到 LZO%NH，与经过三步纯化后的链霉亲和

素纯度测定结果基本一致。

L张 蕾等：链霉菌 JE%K$L 的分类鉴定与链霉亲和素的分离纯化研究 * X微生物学报（$%%Z）KZ（!）



! 讨论

自 !"#$ 年 %&’()*+ 等采用肉汤培养基培养阿维

丁链霉菌（ !"#$%"&’()$! *+,-,.,,）发现链霉亲和素以

后，国内外学者对其性质和应用进行了大量的研

究［,］，但研究对象均局限于产量较低的菌株的生物

学研究［!$］。本实验室以从土壤中分离得到的链霉

菌 -./0," 菌株作为研究的出发菌株，经菌种鉴定，

包括形态和培养特征、生理生化试验以及 !#% 1234
序列的同源性比较，确认 -./0," 为淡紫灰链霉菌。

目前，国内外大规模发酵生产链霉亲和素的出发菌

株多为阿维丁链霉菌，有关淡紫灰链霉菌的此类报

道较少。

本文使用含有葡萄糖，牛肉膏，酵母粉等成分的

培养基发酵培养 -./0,"，经发酵条件优化链霉亲和

素产量可以达到 ,/!5/6789，高于报道菌株发酵生产

链霉亲和素的 0/ : ;/6789［!$，!0］。其天然产物的高产

量为其后续的纯化工作提供了物质基础。

目前链霉亲和素的纯化工艺相对成熟，国内外

对其分离普遍采用离子交换层析［!0］和亲和层析［!$］

等方法。!"</ 年，=>?6’@@ 等首次采用偶联有亚氨

基生物素的 %*(A’1>B* 0C 亲和纯化链霉亲和素［!D］，

现在已有多家公司出售该产品的亲和层析柱，以及

采用磁性微球纯化链霉亲和素，虽然上述操作简便

快速，纯化产物纯度高，但是由于价格昂贵，色谱柱

体积有限，一般很难应用于产业化制备链霉亲和素。

本实验室采用自行改进的链霉亲和素纯化方法，通

过硫铵沉淀，%*(A’E*F .GD/ 和 %*(A’E*F .G,// 层析

三步可分离得到高纯度高活性的目的蛋白。该方法

简单易行，为链霉亲和素发酵产品的大规模纯化提

供了依据。
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