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研究报告 

桑氏链霉菌 KJ07 抗菌蛋白的分离纯化及部分特性 

彭艳  朱天辉*  张博阳  龙旭梅 
(四川农业大学林学院  四川 成都  611130) 

 
 

摘   要：【目的】桑氏链霉菌(Streptomyces sampsonii) KJ07 对无性阶段的杨树紫纹羽病菌

(Rhizoctonia violacea)有较强的拮抗作用。为研究其抗菌物质，对其发酵液中主要抗菌物质进行

分离纯化并明确其部分性质。【方法】采用硫酸铵分级沉淀、DEAE Sepharose Fast Flow 离子交

换层析、Sephadex G-50 分子筛层析等方法进行分离纯化。【结果】获得单一抗菌活性蛋白，分

子量约为 28.4 kD。该抗菌蛋白抑菌谱较广，能使 R. violacea 菌丝畸形，菌丝隔膜不明显，细

胞壁及胞内原生质开始降解，并产生黑色物质。稳定性试验显示抗菌蛋白最适温度为 25 °C，

最佳 pH 为 6.0，当温度≥60 °C 时，抑菌活性下降大于 20%，当 pH<4.0 或≥8.0 时，抑菌活性下

降大于 12%。其活性还受金属阳离子影响，但对蛋白酶 K 不敏感。利用自动 Edman 降解法测

得抗菌蛋白 N 端 10 个氨基酸序列，但通过 NCBI BLAST 程序未检索到与其相似性较高的已知

抗菌蛋白。【结论】推测该抗菌蛋白可能是一种新的蛋白质。 
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Isolation, purification and partial characterization of an antifungal 
protein from Streptomyces sampsonii KJ07 

PENG Yan  ZHU Tian-Hui*  ZHANG Bo-Yang  LONG Xu-Mei 

(College of Forestry, Sichuan Agricultural University, Chengdu, Sichuan 611130, China) 

Abstract: [Objective] Streptomyces sampsonii KJ07 showed a strongly antifungal activity against 
Rhizoctonia violacea which caused poplar purple root rot. To investigate its antifungal substances, 
the main antifungal substance was isolated and purified, and also the partial characteristics were 
studied. [Methods] Methods of ammonium sulfate precipitation, DEAE Sepharose Fast Flow and 
Sephadex G-50 were used. [Results] A purified antifungal protein was obtained with a molecular 
mass of 28.4 kD by SDS-PAGE. It had a wide antifungal spectrum, which made the hyphae 
deformed, as well as the septa, cell wall and intracellular protoplasm of R. violacea abnormal along 
with the black substances produced. Stability tests showed that the optimum temperature and pH 
were 25 °C and 6.0 respectively. The antifungal activity of the protein decreased more than 20% at 
the higher temperature (≥60 °C), and it declined more than 12% when the pH＜4.0 or ≥8.0. 
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Meanwhile, it was affected by metal cation, but was tolerant of proteinase K. 10 Amino acids of the 
N-terminal sequence were measured by Edman degradation, however no one which had the high 
homology with the antifungal protein was retrieved through NCBI BLAST. [Conclusion] We 
speculated that the antifungal protein we obtained maybe a novel protein. 

Keywords: Streptomyces sampsonii, Antifungal protein, Isolation and purification, N-terminal 
sequence 

链霉菌是一类具有丝状分枝细胞的高     

G+C mol%革兰氏阳性细菌[1]，广泛存在于不同的自

然环境中，土壤中分布居多[2]。相比于其他细菌，

链霉菌具有较为复杂的分化发育过程，形态分化的

同时伴随着大量具有广泛实际用途和重要经济价

值的次级代谢产物生成，能产生多种抗生素[3]和几

丁质酶、葡聚糖酶等多种抗菌蛋白[4-8]，对许多植物

病原菌具有较强的拮抗作用[9-10]。大多数抗菌蛋白

不仅具有较强的抗菌作用，而且其相应的编码基因

还较容易克隆得到，能为基因工程菌的构建以及转

基因抗病植物的培育提供外源基因，因此分离纯化

高活力的抗菌蛋白是植物生防研究中一项重要的

基础性工作[11]。桑氏链霉菌(S. sampsonii)隶属于链

霉菌属，目前国内外关于 S. sampsonii 的研究鲜有

报道，针对其抗菌活性方面，Jain等[12]从菜园土壤

样 品 中 筛 选 出 了 能 分 泌 多 烯 类 抗 生 素 的         

S. sampsonii GS1322 瑄，吴浩 等利用大孔吸附树脂

对 S. sampsonii HP-47抗真菌活性物质进行了吸附

工艺的研究 [13]，李姝江等研究了 S. sampsonii 

112903产几丁质酶特性[14]。对于 S. sampsonii抗菌

蛋白分离纯化方面，目前报道较少。本实验室从健

康的杨树根际土壤中分离得到了一株对杨树紫纹

羽病菌具有较强拮抗作用的 S. sampsonii KJ07，以

杨树紫纹羽病菌 Rhizoctonia violacea为指示菌，对

S. sampsonii KJ07的抗菌蛋白进行了分离纯化以及

部分理化性质的研究，以期为其在植物病害生防上

的应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株：拮抗菌：S. sampsonii KJ07分离

自健康杨树的根际土壤；病原菌：杨树紫纹羽病菌

R. violacea、栗疫病菌 Cryphonectria parasitica、杂

交竹梢枯病菌 Arthrinium phaeospermum、山茶灰斑

病菌 Pestalotiopsis guepini、腐皮镰刀菌 Fusarium 

solani、油橄榄果腐病菌 Alternaria sp.、核盘菌

Sclerotinia sclerotiorum、尖孢镰刀菌 F. oxysporum、

桉树焦枯病菌 Cylindrocladium scoparium和新壳梭

孢菌 Neofusicoccum parvum，均保存于四川农业大

学林学院森林保护学实验室。 

1.1.2  发酵培养基：参考赵娜等所用培养基[15]。 

1.1.3  主要试剂和仪器：柱层析填充材料为 DEAE 

Sepharose Fast Flow、 Sephadex G-50， 美 国

Pharmacia 公司；标准蛋白， TaKaRa 公司；

PEG20000，成都市科隆化学品有限公司。蛋白分

离纯化所使用仪器为 Biologic LP低压层析系统、

Mini-PROTEAN® Tetra Cell 电泳装置，美国

Bio-Rad 公司；5415D 型高速冷冻离心机，德国

Eppendorf公司。 

1.2  活性粗蛋白的制备 

将 S. sampsonii KJ07菌株接种于小米液体培养

基中，25 °C、140 r/min振荡培养 3 d，10 000 r/min

离心 20 min，取上清液用孔径为 0.22 μm的微孔滤

膜过滤除菌。采用硫酸铵分级沉淀法[16]获取粗蛋

白：取 6份 100 mL无菌发酵滤液，均以发酵原液

为初始浓度，在 0 °C条件下加入硫酸铵分别至饱和

度 0、20%、40%、50%、60%和 80%，4 °C条件下

静置 2 h；10 000 r/min离心 20 min，分别收集上清

液，在上清液中继续加入固体硫酸铵至下一个相邻

的更高饱和度，最高加至饱和度 100%，4 °C条件

下静置过夜；10 000 r/min离心 20 min，分别收集上

清液和沉淀，沉淀溶于1/25发酵液体积的20 mmol/L 

pH 7.2的 PBS中，4 °C下用 8−14 kD的透析袋透析

脱盐。采用琼脂平板扩散法测定各沉淀溶解液和上

清的抑菌活性，以确定最佳硫酸铵饱和度，即得到
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粗蛋白。 

1.3  抗菌蛋白的纯化 

1.3.1  DEAE Sepharose Fast Flow 弱阴离子交换

层析：DEAE Sepharose Fast Flow 层析柱(20 cm×  

1.5 cm)用 1 mol/L的 NaCl溶液浸泡 30 min后，倒

掉 NaCl溶液，用蒸馏水洗 3−4次，加入 0.02 mol/L

的 PBS缓冲液充分平衡。取 2 mL粗蛋白上样后，

先用 0.02 mmol/L pH 7.2的 PBS缓冲液洗脱平衡至

基线，再用 0.02 mmol/L pH 7.2的 PBS和 1 mol/L

的 NaCl进行阶式梯度洗脱，流速为 2 mL/min。收

集各洗脱蛋白峰，经 20 mmol/L pH 7.2的 PBS透 

析、PEG20000包埋浓缩，各浓缩蛋白峰液均调整至   

2 mL，于 0.22 μm细菌过滤器过滤，测定其抑菌活

性，确定有效层析峰。 

1.3.2  Sephadex G-50 凝胶过滤层析：以 0.02 mol/L 

pH 7.2 的 PBS 缓冲液充分平衡层析柱(50 cm×   

1.5 cm)。取 2 mL经离子交换层析收集的有效活性

组分上样，用 0.02 mol/L pH 7.2的 PBS洗脱，流速

为 0.5 mL/min。收集各洗脱蛋白峰，经透析浓缩后，

测定其抑菌活性，确定有效层析峰。 

1.3.3  抗菌蛋白的纯度检测：采用不连续的

SDS-PAGE法[17]对有效层析峰进行纯度检测，分离

胶浓度为 12%，浓缩胶浓度为 5%。 

1.4  抗菌蛋白浓度测定 

将所收集的抗菌蛋白溶于一定量的蒸馏水，采

用 Bradford法[18]测定抗菌蛋白浓度。 

1.5  蛋白抑菌谱测定及对杨树紫纹羽病菌的抑

制作用 

采用涂布平板法，将 0.5 mL上述浓度的无菌抗

菌蛋白液涂布于 PDA 平板上，并分别接种各病菌

菌丝块(d=5 mm)至 PDA平板中央，培养 3−5 d后，

观察抑菌效果，以无菌水作为对照。并在 3 d后镜

检(400×)杨树紫纹羽病菌菌丝生长情况。 

1.6  抗菌蛋白部分理化性质测定 

1.6.1  分子量测定：采用不连续 SDS-PAGE法[17]。

分离胶浓度为 12%，浓缩胶浓度为 5%。当样品在

浓缩胶中时，电压设置为 80 V，当样品进入分离胶

电压升为 100 V，以考马斯亮蓝 R250染色。绘制标

准蛋白分子量对数与相对迁移率标准曲线，计算出

该抗菌蛋白的分子量。 

1.6.2  稳定性测定：参照纪兆林等[19]的方法，用 40、

60、80、100 °C水浴和 103.4 kPa条件下处理抗菌

蛋白液 20 min，室温处理为对照；将抗菌蛋白液的

pH调至 2.0−12.0，不调 pH为对照；将 2 g/L蛋白

酶 K与等量抗菌蛋白液混合 37 °C水浴 60 min，无

菌水混合处理为对照；将不同的 20 mmol/L金属离

子盐溶液(Ca2+、Mg2+、Na+、Cu2+、Fe3+、K+、Li+、

Zn2+)与等量抗菌蛋白液混合，无菌水混合处理为对

照。以上各处理和对照分别采用琼脂平板扩散法测

定其抑菌活性。 

1.7  N 端测定及对蛋白质序列库的类似性检索 

将分离纯化的抗菌蛋白液经冷冻干燥后送往

北京亿谱生物科技有限公司进行测序。采用蛋白测

序仪 PPSQ-31A (Shimadzu Corporation，日本)协助

测定。采用 NCBI BLAST程序，以测得的抗菌蛋白

的 N- 末 端 氨 基 酸 序 列 为 靶 序 列 ， 通 过

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 网站进行蛋白质序列类

似性检索。 

2  结果与分析 

2.1  不同饱和度硫酸铵的盐析效果 

S. sampsonii KJ07的发酵液进行分级盐析后，

对所得的蛋白和上清液分别进行抑菌活性测定显示

(表 1)，不同饱和度硫酸铵盐析后抑菌效果差异较显

著。硫酸铵饱和度为 40%−50%时沉淀的抑菌效果最

大，硫酸铵饱和度为 100%时，上清液无抑菌活性，

说明发酵液中起抗菌作用的活性物质属于蛋白类。为

达到最佳盐析效果，选用硫酸铵饱和度为 40%−50%。 

2.2  抗菌蛋白的纯化 

2.2.1  DEAE Sepharose Fast Flow 弱阴离子交换

层析结果：将 40%−50%饱和度的硫酸铵沉淀和透

析后得到的粗蛋白经 DEAE Sepharose Fast Flow弱

阴离子交换层析后，出现 8个蛋白洗脱峰(图 1)，其

中峰 6、7具有抑菌活性，以峰 7的抑菌活性最大(图

2)。经 SDS-PAGE电泳检测后显示为混合蛋白组分，

需做进一步纯化。 
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表 1  不同饱和度硫酸铵对抗菌蛋白的盐析效果 
Table 1  Inhibitory activity of precipitation and 
supernatant by different saturation of (NH4)2SO4 

硫酸铵饱和度 

Ammonium 
sulfate saturation 

(%) 

抑菌直径 

Inhibition diameters 
(mm) 

沉淀 

Precipitation 

上清液 

Supernatant 

0−20 6.3±1.2C 21.3±1.5a 

20−40 11.7±1.5B 19.0±1.0b 

40−50 28.3±0.6A 17.7±1.2b 

50−60 27.3±0.6A 8.7±1.5c 

60−80 9.7±1.2B 2.3±0.6d 

80−100 3.3±1.5D 0e 

注：不同大写字母表示在 P<0.01水平上差异极显著，不同小写

字母表示在 P<0.05水平上差异显著(LSD检验). 
Note: Different capital letters mean highly significant differences 
(P<0.01), and different lowercases mean significant differences 
(P<0.05) (LSD test). 

 

 
 
图 1  粗蛋白经 DEAE Sepharose Fast Flow 弱阴离子交

换层析结果 
Figure 1  Elution profile of the crude protein by DEAE 
Sepharose Fast Flow 

 

 
 

图 2  洗脱峰 6 和洗脱峰 7 的抑菌效果 
Figure 2  Inhibitory effect of elution peak 6 and elution 
peak 7  

2.2.2  Sephadex G-50 凝胶过滤层析结果：蛋白洗

脱峰 7经 Sephadex G-50凝胶过滤层析，出现 2个

洗脱峰(图 3)，经抑菌活性测定，只有峰 7-1含有抗

菌活性蛋白(图 4)。经 SDS-PAGE 电泳检测，抗菌

蛋白得到了有效的分离。因此，收集并合并峰 7-1

的蛋白洗脱液，经蒸馏水透析、冷冻干燥后进行低

温保存备用。 

2.3  抗菌蛋白浓度测定 

经 Bradford法测定，抗菌蛋白浓度为 49 mg/L。 

2.4  抗菌蛋白抑菌谱测定及对杨树紫纹羽病菌

菌丝的影响 

2.4.1  抗菌蛋白抑菌谱测定：对 S. sampsonii KJ07

抗菌蛋白的抑菌谱测定(表 2)，发现抗菌蛋白对担子

菌亚门的杨树紫纹羽病菌 R. violacea，子囊菌亚门

的栗疫病菌 Cryphonectria parasitica、核盘菌

Sclerotinia sclerotiorum、新壳梭孢菌 Neofusicoccum 

 

 
 

图 3  峰 7 经 Sephadex G-50 凝胶过滤层析结果 
Figure 3  Elution profile of peak 7 by Sephadex G-50 

 

 
 

图 4  洗脱峰峰 7-1 抑菌效果 
Figure 4  Inhibitory effect of elution peak 7-1 
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表 2  S. sampsonii KJ07 抗菌蛋白的抑菌谱 
Table 2  Inhibition spectrum of the antifungal protein 

from S. sampsonii KJ07 

病原真菌 

Pathogenic fungi 

抑菌直径 

Inhibition diameters (mm) 

Cryphonectria parasitica 21.7±0.6 

Rhizoctonia violacea 40.3±1.5 

Pestalotiopsis guepini 48.0±1.0 

Fusarium solani 3.7±0.6 

Alternaria sp. 16.3±1.5 

Sclerotinia sclerotiorum 56.7±1.2 

Fusarium oxysporum 13.3±0.6 

Arthrinium phaeospermum 29.3±0.6 

Cylindrocladium scoparium 7.7±0.6 

Neofusicoccum parvum 58.3±1.5 

 
parvum，半知菌亚门的杂交竹梢枯病菌 Arthrinium 

phaeospermum 、 山 茶 灰 斑 病 菌 Pestalotiopsis 

guepini、腐皮镰刀菌 Fusarium solani、油橄榄果腐

病菌Alternaria sp.、尖刀镰刀菌Fusarium oxysporum

和桉树焦枯病菌 Cylindrocladium scoparium均有明

显清晰但程度不一的抑菌圈，由此证明 S. sampsonii 

KJ07抗菌蛋白的抑菌谱较广。 

2.4.2  抗菌蛋白对杨树紫纹羽病菌菌丝的影响：经

抗菌蛋白处理的杨树紫纹羽病菌菌丝畸形，菌丝隔

膜不明显，细胞壁及胞内原生质开始降解，产生黑

色物质(图 5B)，而对照组菌丝光滑透明，生长正常

(图 5A)。 

 

 
 

图 5  抗菌蛋白对杨树紫纹羽病菌菌丝的作用(400×) 
Figure 5  Effect of the antifungal protein on mycelium 
growth of R. violacea (400×) 
注：A：正常生长的菌丝；B：抗菌蛋白处理过的菌丝. 
Note: A: Mycelium of R. violacea treated with sterile water; B: 
Mycelium of R. violacea treated with the antifungal protein. 

2.5  抗菌蛋白部分理化性质的测定 

2.5.1  抗菌蛋白分子量的测定：经 Sephadex G-50

凝胶层析后的抗菌蛋白(峰 7-1)通过 SDS-PAGE 电

泳和考马斯亮蓝染色后，只显示出一条条带(图 6)，

表明其纯度已达到理化性质分析的要求。根据标准

蛋 白 分 子 量 对 数 与 相 对 迁 移 率 标 准 曲 线

(y=−1.056x+2.201，R2=0.982，x 为分子量对数，     

y 为相对迁移率)，计算出该抗菌蛋白的表观分子   

量为 28.4 kD。 

2.5.2  抗菌蛋白稳定性测定：以未经处理抗菌蛋白

的抑菌活性为 100%，抗菌蛋白的抑菌活性随处理

温度的升高而呈现下降的趋势(图 7A)，仅处理温度

为 40 °C条件时，其抑菌活性与对照差异不显著。

当处理温度高于 40 °C时，抑菌活性显著下降。抗

菌蛋白经 60、80、100 °C水浴处理后，抑菌活性分

别为对照的 79.7%、65.8%、58.2%，经 103.4 kPa

处理 20 min，其抑菌活性下降显著，仅为对照的

39.2%，由此说明该抗菌蛋白对高温较敏感。 

在 pH 2.0−12.0 范围内，抗菌蛋白均存在抑菌

活性(图 7B)。当 pH=6.0 时，抑菌活性最强，抑菌

直径达 25.7 mm。pH<4.0或 pH≥8.0时，其抑菌活

性下降超过 12%，下降显著。说明该抗菌蛋白在弱

酸条件下较稳定，抑菌活性较强。 

 

 
 

图 6  抗菌蛋白 SDS-PAGE 图谱 
Figure 6  SDS-PAGE Spectrum of the antifungal protein 
注：M：标准蛋白；P：抗菌蛋白. 
Note: M: Marker; P: The antifungal protein. 
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图 7  不同温度(A)和 pH (B)对抗菌蛋白活性的影响 
Figure 7  Effect of different temperature (A) and pH (B) on antifungal activity of the antifungal protein 

注：不同小写字母表示在 P<0.05水平上差异显著(LSD检验). 
Note: Different lowercases mean significant differences (P<0.05) (LSD test). 

 

抗菌蛋白经蛋白酶 K处理后，抑菌活性为对照

的 92.4%，表明该抗菌蛋白对蛋白酶 K 不敏感(图

8B)。抗菌蛋白经不同的金属离子盐溶液(Ca2+、

Mg2+、Na+、Cu2+、Fe3+、K+、Li+、Zn2+)处理后，

其抑菌活性差异不明显(图 8)。其中 Na＋、K＋、Ca2+、

Mg2+、Li＋可增强抗菌蛋白抑菌活性，而 Cu2+、Fe3+、

Zn2+对抑菌活性起到抑制作用。表明该抗菌蛋白受

金属阳离子影响。 
 

 
 

图 8  蛋白酶 K 和金属阳离子对抗菌蛋白活性的影响 
Figure 8  Effect of proteinase K and metal cations on 
antifungal activity of the protein 
注：A：抗菌蛋白；B：经 1 g/L蛋白酶 K处理的抗菌蛋白；C−H、

K、L：分别经 10 mmol/L Na+、Li+、Mg2+、Cu2+、K+、Ca2+、Fe3+、

Zn2+处理的抗菌蛋白；I、J：10 mmol/L的金属阳离子(对照). 
Note: A: The antifungal protein; B: The antifungal protein treated 
with 1 g/L proteinase K; C−H, K, L: The antifungal protein treated 
with 10 mmol/L Na+、Li+、Mg2+、Cu2+、K+、Ca2+、Fe3+、Zn2+; I, J: 
10 mmol/L metal cations without the antifungal protein as control. 

2.6  抗菌蛋白 N 末端的部分氨基酸序列 

经自动 Edman 降解法检测，该抗菌蛋白 N 末

端 10 个氨基酸序列为：NH2-Ala-Thr-Tyr-Glu-Asp- 

Phe-Pro-Thr-Leu-Gly。以 N末端的 10个氨基酸序列

片段为靶序列，采用 NCBI BLAST程序在蛋白质数

据库进行类似性检索，显示其与来源于 Bacteroides 

faecichinchillae 的假定蛋白 (Hypothetical protein) 

(登录号：WP 025075110.1)具有 100%的相似性，但

并未检索到已知的与其相似性较高的抗菌蛋白，以

此说明该抗菌蛋白可能是一种新蛋白。 

3  讨论 

菌体发酵液中含复杂多样的次生代谢物质，要

将其中的抗真菌蛋白分离纯化出来，首先应对发酵

液进行粗提取。目前，粗提取一般采用硫酸铵盐析

法和有机溶剂沉淀法[20-21]，前者成本低，蛋白不易

变性，后者容易引起蛋白变性。因此本实验选择硫

酸铵盐析法，对不同饱和度硫酸铵沉淀所得的上清

液和沉淀进行抑菌活性测定，发现当硫酸铵饱和度

为 100%时，上清液无抑菌活性，而沉淀部分具抑菌

活性，由此证明 S. sampsonii KJ07发酵液中起主要

抗菌作用的物质属于蛋白类，为下一步分离纯化奠

定基础。 

通过对 S. sampsonii KJ07发酵液进行硫酸铵盐

析分级沉淀，获得抗真菌粗蛋白，经 DEAE 

Sepharose Fast Flow弱阴离子交换层析、Sephadex 
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G-50凝胶过滤层析，收集不同组分，并对各组分进

行抑菌活性检测，再经 SDS-PAGE电泳检测，分离

得到一个分子量约为 28.4 kD的抗真菌蛋白。本实

验研究表明 S. sampsonii KJ07抗真菌蛋白抑菌谱较

广，并使杨树紫纹羽病菌菌丝畸形，菌丝隔膜不明

显，细胞壁及胞内原生质开始降解，并产生黑色物

质，与前人所研究的抗真菌蛋白，如几丁质酶、葡

聚糖酶的水解作用机理相似[22-24]。此外，对该抗真

菌蛋白稳定性研究表明，在温度≤60 °C时，其酶活

性较稳定，最适 pH偏酸性，对蛋白酶 K不敏感，

金属阳离子 Na+、K+、Ca2+、Mg2+、Li+对该抗菌蛋

白抑菌活性具有激活作用，而 Cu2+、Fe3+、Zn2+对

其抑菌活性具有抑制作用，与已报道的抗真菌蛋白

如几丁质酶存在诸多共同性质[25-27]。通过 N末端测

序对蛋白质数据库进行类似性检索，检索结果显示

其与来源于 Bacteroides faecichinchillae的假定蛋白

(Hypothetical protein)具有 100%的相似性，但并未

检索到与其相似性较高的已知抗菌蛋白。综上，推

测 S. sampsonii KJ07抗真菌蛋白可能是一种新的蛋

白质。由此看来，为明确该抗真菌蛋白的具体类型，

还需对其生物合成相关基因做出进一步研究。 
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