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摘  要: 通过血粉培养基富集、纤维蛋白培养基筛选, 从自然环境中分离到一株纤溶酶产生菌, 命
名为 ML909。利用传统细菌分类鉴定方法对其形态和生理生化特征进行了研究, 发现其与藤黄微

球菌的特征相符, 16S rDNA 序列分析的结果也表明它与藤黄微球菌的 16S rDNA 序列的同源性高

达 99%, 因此该菌在系统分类学上属于微球菌属(Micrococcus Cohn)藤黄微球菌(Micrococcus lu-
teus)。通过 PCR 方法对其纤溶酶的编码区序列进行了克隆和序列分析, 基因登录 GenBank, 登录

号为 EU232121。 
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Isolation of a Micrococcus luteus Strain with Producing  
Fibrinolysin and Cloning of Fibrinolitic Enzyme Gene 
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Abstract: A strain, producing a fibrinolytic enzyme, was isolated from the nature environment by using 
blood powder plates gathering and fibrin plates screening, and was named ML909. All results from mor-
phological, physiological and biochemical characterization, the 16S rDNA sequence and phylogenetic assay 
identified that the strain belongs to Micrococcus luteus. The DNA fragment encoding mature peptide of fi-
brinolytic enzyme was cloned by PCR and sequenced. The gene sequence was registered in GenBank of 
NCBI and the accession number is EU232121. 
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 血栓栓塞性疾病如心肌梗塞、脑栓塞等是当前

危害人类健康, 导致死亡率最高的疾病之一。目前, 
治疗此类疾病的主要手段之一是溶栓疗法即注射溶

栓剂使血管再通。尽管已有不少的溶栓药物用于临

床治疗, 但这些药物各自都存在不同程度缺陷, 如
有的有出血毒副作用, 有的用药后会再栓塞, 有的
是酶的稳定性差、半衰期短, 有的是价格昂贵。因
此, 研究开发新型溶栓药物具有巨大的发展潜力和
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应用前景。由于微生物能够产生大量的胞外蛋白酶, 
它已经成为开发新型溶栓药物的重要来源。除早期

发现的β-溶血链球菌 [1]产生的链激酶和金黄色葡萄

球菌 [2]产生的葡激酶外, 近年来又陆续筛选到可产
生纤溶酶活性的芽孢杆菌 [3−5]、放线菌 [6]、黄青霉 
菌[7]、尖镰胞菌[8]、镰胞菌[9]、旋孢霉菌[10]、蘑菇[11]、

海藻[12]和海洋假单胞菌[13]。与此同时, 在溶栓酶基
因的克隆表达方面也取得了一些成果。1992 年 , 
Nakamura T等[14]用鸟枪法克隆了纳豆激酶全长基因

序列 , 2003 年 , 彭勇等 [15]克隆了豆豉溶栓酶基因

Subtilisin DFE。本研究首次从自然环境中分离筛选
到一株纤溶酶产生菌, 通过对其形态、生理生化特
征及 16S rDNA序列的分析研究, 将其鉴定为藤黄
微球菌(Micrococcus luteus), 并克隆了其纤溶酶成
熟肽的编码序列。 

1  材料与方法 

1.1  材料和培养基 
1.1.1  试剂：纤维蛋白原、凝血酶、尿激酶购自中

国药品生物制品检定所; 纤维蛋白为 Sigma 公司产
品; pMD18-T、Taq DNA聚合酶、限制性核酸内切
酶及其它分子生物学试剂购自大连 TaKaRa 公司; 
引物由赛百盛公司合成。 
1.1.2  富集培养基：猪血粉 2％, 蛋白胨 1％, NaCl  
5％, 琼脂 2％, pH 7.2 
1.1.3  纤维蛋白培养基：纤维蛋白 2％ , 蛋白胨 
10％, NaCl 0.5％, 琼脂 2％, pH 7.2 

1.2  菌株  
解淀粉芽孢杆菌 DC-4, 本室从豆豉中分离, 藤

黄微球菌ML909本室从自然环境中分离, 大肠杆菌
Escherichia coli DH5α为本室保存。 

1.3  菌种的分离 
根据本实验室建立的一套纤溶酶产生菌的筛选

方法[16], 先用血粉琼脂平板在自然环境中富集, 然
后在纤维蛋白培养基平板上初筛, 再通过摇瓶复筛, 
取上清液用纤维蛋白平板测定纤溶活性。 

1.4  纤溶酶活性的测定 
纤溶酶活性测定见文献[17]。 

1.5  形态及理化鉴定 
参阅《伯杰氏细菌鉴定手册》[18]。 

1.6  分离菌株 G+C mol% 
细菌总DNA提取采用氯仿苯酚混合提取法制备

[19], DNA溶于 0.1×SSC溶液中。确定Tm采用热变性
解链法。G+C mol%含量按照经验公式 0.1×SSC 
G+C % = 2.44(Tm-53.9)计算[20]。 

1.7  16S rDNA 和纤溶酶基因的克隆与测序 
1.7.1  16S rDNA 的扩增和序列测定：扩增 16S 

r D N A 的引物为细菌通用引物：上游引物为：

5′-ATGGATCCGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′
下游引物为：5′-TATCTGCAGTGGTGTGACGGGC 

GGTGT-3′。 50 μL反应反应体系中含有 0.2 mmol/L 

dNTPs, DNA 模板 100 ng, 引物 0.2 mmol/L,  Taq 

DNA 聚合酶 1.5 U, 1/10 体积的 10×PCR 缓冲液,  

1.5 mmol/L MgCl2。PCR反应条件：94℃变性 5 min; 

94℃变性 40 s, 54℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min, 30

个循环; 72℃延伸 8 min。PCR产物−20℃冻存待用。

PCR产物经 0.7％琼脂糖凝胶电泳后, 采用冻融法从

琼脂糖凝胶里回收目的片段, 16S rDNA PCR产物与

pMD18-T载体的连接, 方法见宝生物公司连接Kit：

溶液Ⅰ 5 μL, 胶回收的PCR产物 1 μL, pMD18-T载

体 0.5 μL, 补水至 10 μL, 16℃左右保温 14 h~16 h。 

用连接反应产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细

胞, 通过蓝白菌落筛选, 选取少量白色菌落与一个

蓝色菌落, 用小量提取法提取其质粒, 经电泳初步

鉴定重组子的大小。然后通过与对照质粒比较, 选

取重组质粒进行酶切及 PCR分析, 鉴定重组子。将

鉴定的重组子质粒, 用通用引物 M13(+)、M13(−), 

根据双脱氧链终止法进行正反双向测序。 

1.7.2  纤溶酶基因的克隆与测序：扩增纤溶酶基因

的上游引物：5′-CGCCATGGCGCAGTCCGTGCCT 

TAC-3′, 下游引物：5′-GTCGGATCCTTACTGAGCT 

GCCGCCTGTAC-3′, 反应体系同上。PCR反应条件：

94℃ 5 min; 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 30个

循环; 72℃ 8 min。PCR 产物−20℃冻存待用。PCR

产物的克隆、重组子筛选、鉴定及测序方法同上。 

所测序列提交GenBank数据库, 用Blast进行相

似性搜索和同源性比对。用 MEGA4 进行多序列比

对 , 并以距离矩阵法中的邻接法 (neighbor-joining 

method)构建进化树。  

2  结果 

2.1  形态学特征 
经富集和分离, 获得一株纤溶酶产生细菌—菌
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株 ML909, 革兰氏染色反应呈阳性, 菌体细胞为球
形, 直径 0.5 μm~2 μm, 成对、四联体或成簇出现, 
但不成链, 不运动, 不生芽孢。 

2.2  生理生化特征 
接触酶阳性 , 氧化酶阳性 , 抗溶菌酶 , 详细结

果见表 1。 
 

表 1  ML909 菌株的生理生化特征与藤黄微球菌 
的比较 

Table 1  Characteristics comparison of isolated  
ML909 and M. luteus 

特征 
Characteristics 

菌株 ML909 
Strain ML909 

藤黄微球菌
M. luteus 

菌落颜色 Colour of colony 黄 色 黄 色 

产酸：Producing acid   

葡萄糖 Glucose − − 

甘油 Glycerin − − 

甘露糖 Mannose − − 

乳糖 Lactose − − 

水解明胶 Hydrolyzing gelatin + + 

硝酸盐还原 Nitrate reduction − − 

生长：Growth   

无机氮琼脂 
Inorganic nitrogen agar 

+ + 

柠檬酸琼脂 Citric acid agar − − 

7.5% NaCl营养琼脂 Nutrient agar 
containing 7.5% NaCl 

+ + 

37℃ + + 

 
2.3  分离菌株的 G+C mol％含量 

由热扫描曲线得出菌株 ML909 的 Tm 值为

81.8。由公式计算得 DNA中的 G+C mol%为 68%。
符合微球菌属 (Micrococcus Cohn,1872)的 G+C 
mol%含量特征。 

2.4  16S rDNA 的克隆及序列分析 
以总 DNA为模板, 采用按细菌 16S rDNA保守

序列设计的引物进行 PCR扩增, 扩增出大小约 1.4 kb 
的一条特异带(图 1), 将其纯化后克隆在 pMD18-T
载体上, 筛选有插入 DNA片段的重组子, 重组质粒
经 BamH I和 Sal I双酶切后, 切出约 1.4 kb 的插入
片段, 与预期片段大小一致(图 2)。对鉴定的重组质
粒进行正反向测序(图 3)。 

序列测定结果表明, ML909菌株的 16S rDNA序
列长为 1386 bp。用 Blastn 程序对 ML909 的 16S 
rDNA 序列和 GenBank 中已登录的 16S rDNA 序列
进行核苷酸同源性比对 , 结果发现 , 同源性达到

99%以上的均为藤黄微球菌的 16S rDNA序列, 将该
序列输入 RPD—Ⅱ数据库进行同源性比对, 结果与
GenBank 中的比对结果一致, 结合生理生化特征,将
该菌初步鉴定为藤黄微球菌 (Micrococcus luteus), 
命名为 ML909。 

 

 
 

图 1  16S rDNA 的 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 

Fig. 1  Agarose gel electrophoretogram of 16S rDNA PCR 
product  
1: DL2000 DNA marker; 2: 1.4 kb PCR product of 16S rDNA 
 

 
 
图 2  克隆 16S rDNA 的重组子酶切电泳鉴定 

Fig. 2  Agarose gel electrophoretogram of restriction en-
donuclease digested recombinant plasmid 
1: DL2000 DNA marker; 2: Recombinant plasmid; 3: Fragments of 
recombinant plasmid digested by BamH I and Sal I 
 
2.5  菌株 ML909 的系统发育分析 

将 ML909的 16S rDNA序列与微球菌属及其它
菌属中的不同菌株的 16S rDNA 用 MEGA4 进行比
对, 再用程序包中的 N-J 进化树程序构建系统发育
树。结果表明菌株 ML909 与藤黄微球菌聚成一群, 
结合其生理生化及形态特征, 可推断ML909是藤黄
微球菌的一个株系。 

2.6  纤溶酶的克隆与序列分析 
按豆豉溶栓酶基因序列设计一对引物 ,  以

ML909 菌株的总 DNA 为模板进行 PCR 扩增, 同时 
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图 3  菌株 ML909 的 16S rDNA 基因序列 
Fig. 3  The 16S rDNA gene sequence of strain ML909 

 

 
 

图 4  菌株 ML909 的系统发育学地位 
Fig. 4  The phylogenetic position of strain ML909 
 

以解淀粉芽孢杆菌 DC-4 为正对照, 结果从 ML909
中扩增的特异性的 DNA片段约 828 bp(见图 5), 与
豆豉溶栓酶 (DFE)成熟肽基因片段大小完全相同 , 
将 PCR 产物纯化后克隆在 pMD18-T 载体上, 重组
质粒经酶切鉴定后(见图 6), 再进行测序(图 7)。 

测序结果表明, 该基因全长 828 bp, 编码由 275
个氨基酸残基组成的酶蛋白, 即藤黄微球菌纤溶酶, 
将其命名为 ML-FE。它与豆豉溶栓酶基因成熟肽长
度完全相同, 同源性达到 99%。碱基组成上仅有 2
个碱基的差异(图 7中黑方框内的碱基), 即 215位碱

基由解淀粉芽孢杆菌的 T 转变成 C, 与此相对应导
致一个氨基酸的不同, 即 72 位的 Val 变成了 Ala; 
456位由A转变成G, 该位点碱基的变化并没有引起
氨基酸的变化 , 该基因在 GenBank 中的登录号为

EU232121。  
 

 
 
图 5  溶栓酶 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 5  Agarose gel of PCR products of fibrinolytic enzyme 
from the strain ML909 
1: λDNA/EcoR I+Hind III marker; 2: PCR products of fibrinolytic 
enzyme from the strain ML909; 3: PCR products of fibrinolytic 
enzyme from the strain DC-4 
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图 6  重组质粒的酶切电泳鉴定 
Fig. 6  Agarose gel electrophoretogram of restriction en-
donuclease digested recombinant plasmid 
1: PCR products of fibrinolytic enzyme from the strain ML909; 2: 
λDNA/EcoR I+Hind III marker; 3: The recombinant plasmid di-
gested by Nco I+BamH I; 4: The recombinant plasmid 

通过与 11 个细菌蛋白酶基因成熟肽核苷酸序

列 和 氨 基 酸 序 列 的 比 对 , 其 中 BA-DFE[21] 、

BS-DFE[22]分别由本实验从一株解淀粉芽孢杆菌和

一株枯草杆菌中克隆的溶栓酶, 结果表明, 其同源

性均在 80%以上。尽管这些蛋白酶无论是核苷酸还

是氨基酸一级结构都很相似, 但蛋白酶的功能及生

物学活性却有所不同。根据蛋白酶系统进化树分析, 

纤溶酶聚为两大类, 一类是MLFE、BA-DFE、K-54, 

另一类是NAT、BS-DFE、QK。总之, 从细菌来源的

溶栓酶, 无论是从核苷酸还是氨基酸的组成上都明

显的分成两大类, 一类为豆豉溶栓酶类, 另一类为

纳豆激酶类。 

 

 
 

图 7  ML909 纤溶酶成熟肽编码序列和推测的氨基酸序列 
Fig. 7  Coding sequence of mature peptide of fibrinolytic enzyme from the stain ML909 and its amino acid sequence 
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图 8  蛋白酶的核酸(A)和氨基酸序列(B)聚类分析图 
Fig. 8  The phylogenetic comparative analysis of the nucleotide (A) and amino acid (B) sequences homology of proteases 

 
2.7  ML909 纤溶酶活性的检测 

在纤维蛋白培养基平板上, ML909 同解淀粉芽
孢杆菌 DC-4 一样, 在菌落周围均能产生明显的水
解圈, 发酵液在纤维蛋白原平板上也能产生清晰的
水解圈(图 9、图 10)。 
 

 
 
图 9  纤维蛋白培养基板上活性检测 
Fig. 9  Fibrin plate assay for fibrinolitic enzyme of the 
strain ML909 
1: The strain ML909; 2: Bacillus amyloliquefaciens DC-4 
 

 
 
图 10  纤维蛋原白平板活性检测 
Fig. 10  Fibrinogen plate assay for fibrinolytic activity 
1: The supernatant of Bacillus amyloliquefaciens DC-4; 2: The 
supernatant of the strain ML909 
 

3  讨论 

微生物是重要的基因资源库, 目前已从很多种

微生物中筛选到了具有溶栓活性的蛋白酶, 这些酶
都属于丝氨酸蛋白酶家族。本实验首次从一株藤黄

微球菌中克隆出了纤溶酶成熟肽编码序列, 尽管它
与已报道的产豆豉溶栓酶的解淀粉芽孢杆菌 DC-4
无论是形态还是遗传关系都相差很大, 但是, 编码
纤溶酶基因的DNA序列却相当保守, 只有一个氨基
酸的差异, 而且, 这两种酶都与 K-54 具有极高的同
源性, 但它们与纳豆激酶却明显不同。通过对一些
细菌蛋白酶聚类分析表明, 目前, 由微生物产生的
纤溶酶分为两类 , 一类是纳豆激酶类 , 另一类是
K-54 类, 两类酶都具有很强的纤溶酶活性, 而且都
与其它芽孢杆菌丝氨酸蛋白酶的同源性较高, 如纳
豆激酶和枯草杆菌素 E 两者在核苷酸序列组成上均
有 1473 个碱基, 但仅 13 个碱基不同, 其中 12 个在
成熟肽编码区, 其组成一致性达 99%。这些蛋白酶
在一级结构上具有惊人的一致性, 但是它们在一些
酶动力学参数及底物特异性上迥异, 这可能与酶蛋
白空间构象不同有关。通过对纤溶酶蛋白基因组成

的深入研究, 将有助于进一步了解其与蛋白质的空
间构象之间的关系, 这对揭示纤溶酶及与纤溶酶同
源性很高的其它丝氨酸蛋白酶的分子作用机制方面

具有重要的价值。 
为了避免 PCR的污染, 本研究在实验中以无菌

水为阴性对照, B.amyloliquefaciens DC-4 的基因组
DNA为阳性对照, 用 4对不同引物(上游引物分别按
豆豉溶栓酶基因的 5′-端序列、信号肽、前导肽及成
熟肽序列设计引物), 试图分别扩增藤黄微球菌纤溶
酶的全基因、整个编码区序列、去掉 5′-非编码区及
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信号肽的编码序列、包含前导肽和成熟肽部分的序

列及只有成熟肽的序列。PCR 在阴性对照中均不能
扩增出片段 , 阳性对照均能扩出目的片段。在
ML909 中 , 除了成熟肽序列设计引物能扩增出与
BA-DFE 成熟肽一样大小的片段外, 其它引物均不
能扩增出目的带。由此也可推断, MLFE与 BA-DFE
基因组成可能并不完全相同, 所扩增产物亦非 PCR
的污染。本实验所克隆的 MLFE基因来自一株藤黄
微球菌 , 这种细菌常分离自脊椎动物皮肤和土壤 , 
从食品和空气中也常能分离到, 对人无致病性, 因
此无论是将其作为溶血栓药物还是预防血栓病的保

健食品, 都具有十分重要的开发价值。 
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