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Streptavidin, a protein produced by Streptomyces avidinii, strongly binds up to four molecules of vita-
min H, d-biotin exhibiting the dissociation constant of about 10

-15
 M. This strong binding affinity has 

been applied for detection and characterization of numerous biological molecules suggesting ex-
pression and purification of functional streptavidin should be very useful for the application of this 
streptavidin-biotin interaction. To express a soluble streptavidin in Escherichia coli, We synthesized 
streptavidin genes and cloned into pET-22b plasmid, which uses T7 RNA polymerase/T7 promoter 
expression systems containing pelB leader for secretion into periplasmic space and six polyhistidine 
tags at C-terminus for purification of expressed proteins. Although streptavidin is toxic to Escherichia 
coli due to strong biotin binding property, streptavidin was expressed very sufficiently in a range of 
10-20 mg/ml. In SDS-PAGE, the size of purified protein was shown as 17 kDa in denatured condition 
(boiling) and 68 kDa in native condition (without boiling) suggesting tetramerization of monomeric 
subunit by non-covalent association. Further analysis by size-exclusion chromatography supported 
streptavidin’s tetrameric structure as well. In addition, soluble streptavidin detected biotinylated pro-
teins in westernblot indicating its functional activity to biotin. Taken these results together, it con-
cluded that our simple expression system was able to show high yield, homotetrameric formation and 
biotin binding activity analogous to natural streptavidin.
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서   론

Streptavidin은 Streptomyces avidinii에서 발현되는 비당단

백질(aglycosylated protein)로써 17 kDa 크기의 subunit가 비

공유결합에 의해 tetramerization되어 68 kDa 크기를 나타내

는 수용성 단백질이다[7].  Crystallography를 이용하여 strep-

tavidin의구조가 밝혀졌는데 즉, 4개의 같은 subunit로 구성되

어지며 one subunit는 8 가닥의 anti-parallel β-barrel형태를 

띠며 biotin의 결합부위는 barrel의 중심부에 위치한다(Fig. 1). 

N-말단부위는 노출되어있으며 biotin결합에 무관하다[3, 11, 

18]. 그러므로 streptavidin은 vitamin H인 d-biotin 4분자에 

결합할 수 있으며 즉, streptavidin 각 도메인에 한 분자의 

d-biotin 결합부위를 가지고 있다(Fig. 1). Streptavidin의 d-bi-

otin에 대한 결합은 해리상수(=Kd)값이 10-15 M을 나타내는 

강한 비공유결합이다. 이와 같은 streptavidin-biotin간의 강한 

결합력은 일반적인 항원-항체반응의 결합력보다 10
3
-10

5배 더 

강한 결합을 나타내어 다양한 생체물질의 탐지 및 특징을 알

아내는데 다양하게 이용되어지고 있다[2, 9]. 최근에 streptavi-

din은 Escherichia coli (E. coli)에서 단독으로 또는 다른 기능성

단백질 또는 single-chain 항체와 연결된 융합단백질형태로 발

현되어지고 있다[5]. 따라서 이러한 융합단백질은 streptavi-

din의 biotin결합력을 이용하여 쉽게 탐지 및 정제 가능하다. 

그러나 E. coli 에서 발현되는 streptavidin은 주로 비수용성을 

나타내어 복원(renaturation)을 거쳐 이용하였거나[13, 14, 16] 

다른 숙주세포 즉 Bacillus subtilis [10] 또는 baculovirus ex-

pression system을 이용하여 발현시키기도 하였다[4]. 또한 E. 

coli에서 발현되는 streptavidin 단백질은 세포내의 endoge-

nous biotin과 결합할 수 있으므로 숙주세포의 성장을 저해할 

수 있어 E. col 에서의 streptavidin발현은 제한적이었다. 따라

서 본 연구에서는 이러한 문제점을 극복하기 위해 T7 pro-

moter를 이용하고 N-말단에 pelB leader [8]을 첨가시켜 발현

된 streptavidin단백질을 periplasmic space로 운반한 뒤 분비

를 촉진시킴으로써 endogenous biotin에 결합할 가능성을 최

소화하여 발현율을 향상시키는 연구를 수행하였으며 발현된 

streptavidin은 C-말단에 융합되어있는 polyhistidine tag을 이

용하여 정제한 후 정제된 단백질의 구조적 특징 및 biotin 결합

력 등 기능검증 또한 수행하였다.
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Table 1. Primer lists for Streptavidin gene amplifications

Genes Primer name Base sequences

Streptavidin
STRNco-5' (39 mers)

STRBst-3’ (33 mers)

      5'-atc acc atg gcc gat ccg agc aaa gat agc aaa gcg cag-3’

      5’-gga tca ggt gac ctg ctg cac cgc atc cag cgg-3’

A B

Fig. 2. Schematic outline for the construction of streptavidin gene in pET-22b vector. Streptavidin synthesized commercially (Bioneer, 

Korea) was amplified by using PCR with StrNco-5’ primer and StrBst-3’ primer (panel B). Final PCR product of streptavidin 

gene was digested with Nco I and Bst EII and cloned into pET-22b expression vector (panel A) . T7 promoter is activated 

by IPTG for overexpression of streptavidin. PelB leader transports expressed proteins into periplasmic space for secretion. 

His6 is hexahistidine tag for detection and purification of expressed streptavidin proteins. pET-22b vector contains both ampi-

cillin-resistance gene as a selection marker and ColE1 as a replication origin.

Fig. 1. Three-dimensional structure of streptavidin. (A) Side view 

of tetrameric streptavidin bound to four biotin, (B) Top 

view of tetrameric streptavidin bound to four biotin, (C) 

Side view of one streptavidin subunit bound to one bio-

tin, (D) Top view of one streptavidn subunit bound to 

one biotin, *Each subunit was colored as a different color.

재료 및 방법

세균 균주 및 배지

대장균 BL21 (DE3) Star (genotype: F- ompT hsdSB (rB-mB-) 

gal dcm rne131 (DE3), Invitrogen, USA)가 단백질 발현을 위해 

사용되었으며 균 배양을 위한 배지는 2XTY (1% yeast extract, 

1% tryptone, 0.5% NaCl, pH 7.0)를 사용하였다.

Streptavidin유전자의 증폭 및 클로닝

Streptavidin 유전자를 합성(Bioneer, Korea)한 후 클로닝에 

필요한 Nco I (New England Biolab, USA) 과 Bst EII (New 

England Biolab, USA) DNA제한효소 절단부위를 갖는 strep-

tavidin유전자를 증폭하기 위해 PCR을 수행하였다(Table 1 

and Fig. 2). PCR 반응액은 5 μl의 주형 DNA, 2.5 μl의 

STRNco-5' 프라이머, 2.5 μl의 STRBst-3' 프라이머, 5 μl의 2 

mM dNTPs, 5 μl의 10 X PCR reaction 완충용액(500 mM KCl, 

100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 0.1% gelatin), 1 

μl의 Taq DNA polymerase (5 unit/μl), 29 μl 의 초순수 증류

수(Mili-Q, USA)로 구성되었다[12]. PCR 증폭된 streptavidin

유전자는 전기영동된 후, gene cleaning과정을 수행하여 회수

하였고, 회수한 streptavidin유전자는 10 unit의 Nco I과 Bst 

E II의 제한효소를 사용하여 발현벡터인 pET-22b (Novagen, 

USA)로 클로닝 하였다(Fig. 2). 제한효소반응조성은 10 μl의 

DNA, 4 μl의 1 mg/ml BSA, 4 μl 10x reaction 완충용액, 20 

μl의 초순수증류수로 구성되었다. 이 반응액은 1 μl의 Nco I 

이 첨가되어 37°C에서 2시간 반응된 후, 1 μl의 Bst EII를 첨가

시켜 60°C에서 2시간 동안 반응시켰다. 다시 전기영동 후, 

gene cleaning과정을 거쳐 제한효소 처리 된 streptavidin유전

자의 DNA를 회수하였다. 그리고 pET-22b  발현벡터와 liga-

tion하여 대장균 BL21 (DE3) star를 형질 전환시켰다. 37°C에
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Fig. 3. Sequence analysis of streptavidin. DNA sequences (panel A) and its deduced amino acid sequences (panel B) were shown. 

In panel A, The start codon and stop codon were underlined . In panel B, secondary structures were indicated as different 

colors (coil: black, blue: sheet, red: helix). Underlined amino acid residues are involved in biotin binding.

서 밤새 배양된 후 나타난 집락은 colony PCR [17]을 수행하여 

클로닝된 발현 벡터를 선별하고 DNA sequencing [19]으로 

streptavidin유전자의 염기배열을 최종 확인하였다(Fig. 3).

Streptavidin유전자 발현 및 정제

형질전환 된 BL21 (DE3) star세포를 100 μg/ml ampicillin, 

1% glucose가 함유된 2XTY로 30℃, 밤새 진탕 배양되었다. 

배양된 세포들은 3,000 g로 상온, 10분 동안 원심분리되어 수

거되고, 2XTY로 재현탁되어 다시 원심분리되었다. 수거된 세

포들은 배양액과 동일 부피의 100 μg/ml ampicillin (Sigma, 

USA), 0.25 mM IPTG (Sigma, USA)가 함유된 2XTY로 25℃, 

5.5시간, 진탕 배양으로 단백질 합성을 유도한 후, 이들 세포는 

3,000 g로 원심분리하여 상등액을 제거하고, 수거된 세포에 

차가운 TES 완충용액(0.5 M Sucrose, 0.1 mM EDTA and 200 

mM Tris-Cl, pH 7.5)를 첨가하여 4℃에서 1시간 동안 반응시

켰다. 또한 TES buffer 처리 후 수거된 세포덩어리를 초음파 

파쇄를 위한 buffer (0.1 M Tris-Cl, 0.5 M NaCl, pH 7.5)에 

재현탁 한 후 초음파 파쇄하여 원심분리 후 상등액을 수거하

였다. 수거된 단백질 샘플용액을 Ni+-NTA-agarose 

(Incospharm, Korea)에 결합시키고, Ni+-NTA-agarose 부피의 

20배에 해당하는 TN 완충용액(0.1 M Tris-Cl, 0.5 M NaCl, 

pH 7.5 and pH 8.0)를 이용하여 세척하였다. 세척이 끝난 Ni+- 

NTA-agarose에 250 mM imidazole (Sigma, USA)이 섞여있는 

PBS 완충용액을 처리하여 streptavidin단백질을 용출하였다. 

그리고 용출된 streptavidin단백질 10 μl를 취하여 15% 

SDS-PAGE gel에 전기영동하고, 이를 0.25% coomassie bril-

liant blue R-25 용액을 이용하여 염색하여 정제된 streptavi-

din단백질의 존재 유무를 확인하였으며 Nanodrip spectro-

scopy (Allsheng, China)를 이용하여 농도를 결정하였다. 

Size-exclusion chromatography

정제한 streptavidin단백질의 경우 homotetramer를 형성하

는 것은 비 공유결합에 의한 것이기 때문에 denaturation조건

인 SDS-PAGE를 통해서는 확실하게 결정할 수 없으므로 

Superdex 200 increase 10/300 GL column (GE healthcare, 

USA)을 이용하고, 1X PBS buffer를 용출 완충용액으로, flow 

rate는 0.75 ml/min 로 하여 size-exclusion chromatography 

(BioRad, USA)를 수행하여 정제된 streptavidin의 분자량 및 

homotetramer형성 유무를 결정하였다.

3D structure of streptavidin

단백질 3차구조 data bank인 RCSB PDB (http://www. 

rcsb.org/pdb/home)에서 biotin과 결합된 streptavidin com-

plex의 3차구조(PDB ID: 1STP)를 찾아내어 Discovery Studio 

4.0 visualizer (Accelrys, USA) 프로그램을 이용하여 형상화하

여 분석하였다(Fig. 1).

SDS-PAGE

SDS-PAGE는 β-2 mercaptoethanol을 사용한 환원조건의 

15% SDS-PAGE로시행되었다[6]. Running gel은 10 ml의 30% 

acrylamide와 0.3% bis-acrylamide혼합액, 2.5 ml의 3 M 

Tris-HCl pH 8.8, 7.5 ml의 dH2O, 200 μl의 10% SDS(sodium 

dodecyl sulfate), 25 μl의 TEMED, 25 μl 의 25% ammonium 

persulfate로 제작되었다. Stacking gel은 1.7 μl의 30% acryl-
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A

B

Fig. 4. SDS-PAGE analysis of streptavidin expressed in E. coli. 

Expressed streptavidin protein was denatured with boil-

ing or without boiling. Each sample was loaded onto 

15% SDS-PAGE gels. Monomeric streptavidin with boil-

ing was migrated as 17 kDa (panel A). Streptavidin with-

out boiling was migrated as 68 kDa suggesting tetrame-

rization of monomeric streptavidin by non-covalent as-

sociation (panel B).

Fig. 5. Gel filtration of streptavidin expressed in E. coli. Purified 

streptavidin was loaded into Superdex-200 size exclusion 

chromatography column. The streptavidin was eluted as 

a 68 kDa suggesting tetramerization of monomer by 

non-covalent association.

amide와 0.3% bis-acrylamide혼합액, 1.25 μl의 1 M Tris-HCl 

pH 6.8, 7 ml의 dH2O, 100 μl의 10% SDS, 15 μl의 TEMED, 

15 μl의 25% ammonium persulfate로 구성되었다. SDS-PAGE

를 위해 단백질 시료 20 μl와 2 X SDS gel-loading buffer 20 

μl를 혼합하여 100°C에서 5분간 가열하거나 또는 100°C에서 

5분간 가열하지 않은 2종류의 streptavidin단백질 20 μl를 분석

에 사용하였다. 2 X SDS gel-loading buffer는 10% β-2 mer-

captoethanol, 10% sucrose, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.5% 

SDS, 0.02% bromophenol blue로 구성 되었다. SDS-PAGE 

running buffer는 2.85% glycine, 0.6% Tris base, 0.4% SDS로 

구성되었다. 전기영동이 끝난 gel은 coomassie blue 염색용액

(10% glacial acetic acid, 0.02% coomassie blue R-250)으로 염

색한 후, 탈색액 (10% glacial acetic acid, 10% methanol)을 

처리하여 발현된 단백질의 존재유무 및 특징을 분석하였다.

Westernblot

Biotin이 coupling된 bovine serum albumin (BSA) 10 μl를 

전기영동방법으로 SDS-PAGE하고 nitrocellulose membrane 

(Millipore, USA)으로 transfer하였다. 그리고 transfer된 

membrane을 2%(w/v) 탈지우유를 포함한 PBS-T (PBS, 0.02% 

Tween 20)완충용액을 이용하여 실온에서 1시간 동안 block-

ing한 다음, PBS-T로 2회 세척하였다. BSA에 coupling된 bio-

tin을 탐지하는지를 분석하기 위해 정제된 streptavidin단백질

을 일차항체로 사용하여 1시간 동안 반응시켰다. 이때 최적 

결합 환경을 알아내기 위해 KCl 완충용액(300 mM KCl, 40 

mM Tris, 5 mM 2-mercaptoethanol, 2 mM EDTA, 0.1%  

Triton X-100, pH 7.4) NaCl 완충용액(20 mM Tris pH 7.5, 

1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.001% Triton X-100 ), phosphate 

완충용액(16% of 0.2 M NaH2PO4 84% of 0.2 M Na2HPO4 pH 

7.5), phosphate 완충용액(92% of 0.2 M NaH2PO4 8% of 0.2 

M Na2HPO4 pH 5.8)등 4종류의 완충용액을 사용하였다. 다시 

3회 PBS-T로 세척한 후 2차 항체로 생쥐의 anti-polyhistidine- 

HRPO (horseradish peroxidase) (Santa Cruz, USA)를 block-

ing 완충용액에 1:1,000으로 희석하여 사용하였다. 최종적으로 

PBS-T washing 완충용액으로 5회 세척한 다음 chem-

iluminescent 기질(Advasta, USA)을 이용해 X-ray필름(Fuji, 

Japan)을 감광시켜 streptavidin의 biotin에 대한 결합유무를 

확인하였다. 

결   과 

Streptavidin의 발현 및 정제

합성된 streptavidin의 유전자를 주형으로 하여 PCR을 실

시하여 증폭된 PCR산물(Fig. 2B and Fig. 3A)을 Nco I및 Bst 

EII의 두 제한효소를 이용하여 pET-22b 발현벡터로 클로닝 하

였다(Fig. 2A). 완성된 발현벡터는 5’ upstream에 T7 promoter

가 존재하는데 즉, 숙주세포로 이용된 BL21 (DE3) Star의 T7 

RNA polymerase가 IPTG에 의해 유도되어 T7 promoter를 

활성화시켜 streptavidin의 단백질발현을 촉진시켰다(Fig. 2).  
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Fig. 6. Westernblot analysis of streptavidin expressed in E. coli. Biotinylated bovine serum albumin was coated onto nitrocellulose 

membrane. Purified streptavidins dissolved in four different buffer and negative control were added as a primary antibody 

and were followed by the addition of anti-polyhistidine –HRPO(horseradish peroxidase) as a secondary antibody (panel 

A). Chemiluminescent reagent detected binding between streptavidin and biotin coupled to bovine serum albumin in KCl, 

pH 7.5 buffer (panel B).

특히 N-말단에 pelB leader sequences를 포함시킴으로써 첫

째, 발현된 streptavidin을 E. coli의 periplasmic space로 운반

하여 분비를 촉진하게 하였으며 둘째, 발현된 streptavidin 단

백질의 periplasmic space로의 이동으로 숙주세포 세포질 내

에서의 endogenous biotin과 결합을 최소화하여 숙주세포의 

대사작용에 방해가 되지 않도록 하였으며 셋째, 세포질내의 

streptavidin은 N-말단에 pelB leader sequence가 융합된 형태

로 존재하여 최적의 3차 구조를 나타내지 못하므로 endoge-

nous biotin과의 결합이 일어나지 않으며[14] periplasmic 

space에서 signal peptidase에 의해 leader sequence가 제거되

어진 streptavidin만이 최적의 3차구조를 갖게 하여 biotin과 

결합을 용이하게 하였다. 결과적으로 숙주세포의 성장에는 영

향을 주지 않으면서 streptavidin을 발현시킬 수 있는 시스템

을 구축하였다. 한편 C-말단에는 polyhistidine tag을 포함하

게 하여 Ni+-NTA-Agarose affinity chromatography에 의한 

정제를 가능하게 하였다(Fig. 2A).

정제된 streptavidin의 구조적 특징 및 기능검증

정제된 streptavidin 단백질을 15% SDS-PAGE에서 분석한 

결과 10 mg/ml ~ 20 mg/ml등의 상당히 좋은 회수율을 나타

내었으며 특히 boiling 조건에서는 약 17 kDa의 monomer의 

분자량을 나타내었으며(Fig. 3A and Fig. 4A) boiling을 하지 

않은 경우 약 68 kDa 의 tetramer의 분자량을 나타내었다(Fig. 

4B). SDS-PAGE의 결과로 정제된 streptavidin은 수용성 단백

질형태로 잘 정제되었으며 이때 sample loading buffer에 re-

ducing agent인 β-mercaptoethanol을 첨가하여 disulfide 

bond에 의한 tetramerization을 분석하였으나 Fig. 4A의 boil-

ing 조건에서는 monomer를 형성하고 Fig. 4B의 boiling하지

않은 조건에서는 β-mercaptoethanol을 첨가하였음에도 tet-

ramer를 형성하는 것으로 보아 streptavidin의 tetramer형성

은 disulfide bond에 의해 형성되는 것이 아니라 비공유결합에 

의해 tetramer가 형성됨을 확인할 수 있었다. 즉, 동일한1개의 

subunit가 비공유결합에 의해 homotetramer를 형성함을 알 

수 있었다(Fig. 4). 또한 size-exclusion chromatography분석에

서도 68 kDa의 single peak를 나타내어 Fig. 4의 결과와 일치함

을 나타내었으며 정제된 streptavidin 단백질은 압도적으로 

tetramer형태를 유지하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 5).

정제된 streptavidin의 기능을 검증하기 위해 bovine serum 

albumin (BSA)을  biotinylation시키고 biotinylation된 BSA를 

nitrocellulose membrane에 전기영동방법으로 흡착시킨 다음 

정제된 streptavidin을 일차 항체로, anti-polyhistidine-HRPO

항체를 이차항체로 반응시켜 streptavidin의 biotin 결합력을 

분석하였다. 이때 biotin결합의 최적화를 시키기 위해 pH, salt

종류 및 detergent농도를 달리하는 4종류의 다른 biotin 결합 

완충용액을 사용하였는데, 그 결과 KCl, pH 7.5의 완충용액에

서 streptavidin과 BSA의 biotin에 대한 결합력이 가장 높게 
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나타났다(Fig. 6B). 따라서 정제된 streptavidin 단백질은 

Streptmyces avidinii에서 생성되는 streptavidin과 같은 tet-

ramer 구조를 갖고 biotin에 결합하는 기능을 나타내고 있음

을 확인할 수 있었다.  

고   찰

이상의 결과를 종합해보면 streptavidin유전자는 E. coli 에

서 성공적으로 발현 및 정제되어 높은 회수율을 나타내었으며 

균일한 homotetramer형태로 biotin에 대한 결합력을 나타내

었다. 본 연구를 통해 얻어진 기능성 streptavidin단백질은 bi-

otin에 대한 높은 결합력을 나타내므로 앞으로 affinity chro-

matography로 활용하면 biotinylation된 단백질의 정제가 가

능하며 또한 ELISA, Westernblot 및 immunocytochemistry등

에서 단백질 상호결합을 탐지하는 목적으로도 활용할 수 있을 

것으로 생각된다. 또한 streptavidin의 높은 발현율은 E. coli 

발현 시스템으로 많이 이용되는 glutahtione-S-transferase 발

현 시스템[15] 또는 maltose binding protein [1]을 이용한 발현

시스템과 같이 융합단백질형태의 발현시스템으로 이용되어

질 수 있을 것이다. Streptavidin의 tetramer를 형성하는 구조

적 특징은 융합되는 유용단백질의 tetramer형성을 유도시켜 

구조적 안정도 및 기능을 향상시킬 수 있을 것이다. 이와 같이 

streptavidin은 다양하게 응용가능 하므로 본 연구에서 수행한 

biotin에 결합력을 나타내는 수용성 streptavidin 단백질의 대

량생산은 앞으로 활용도가 클 것으로 생각된다.
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초록：수용성 streptavidin의 Escherichia coli 에서 기능적 발현

한승희1․김형민1․임명운2․김진규1*

(1창원대학교 미생물학과, 2(주)중겸 생명공학연구소)

Streptmyces avidinii에서 발현되는 Streptavidin은 vitamin H인 d-biotin 4분자에 결합하며 해리상수(Kd)가 10-15 

M를 나타내는 아주 강한 비공유결합이다. 이러한 streptavidin과 biotin 상호간의 강한 결합력은 수많은 생물체 

분자들의 탐지 및 특징을 연구하는데 응용되어져 왔으므로 Escherichia coli에서 수용성 streptavidin의 기능적 발현

에 대한 연구는 매우 유용하다. 즉 Escherichia coli에서 streptavidin을 발현시키기 위해 streptavidin유전자를 T7 

RNA polymerase/T7 promoter를 이용하는 pET-22b 플라스미드로 클로닝하였다. 또한 N-말단에 pelB leader를 

포함하여 발현된 streptavidin의 periplasmic space로 운반하여 수용성 단백질형태의 분비를 촉진하였으며 C-말단

에는 6개의 polyhistidine tags를 두어 정제하는데 사용되었다. 정제된 streptavidin단백질은 10-20 mg/ml 의 높은 

회수율을 나타내었으며 SDS-PAGE에서 가열하는 경우 변성되어 17 kD인 monomer형태를, 가열하지 않는 경우에

는 68 kDa으로 원래의 tetramer형태를 나타내었다. 따라서 streptavidin의 tetramer 구조는 비공유결합에 의해 이

루어짐을 알 수 있었다. Size-exclusion chromatography에 의한 streptavidin의 구조 역시 tetramer를 재확인할 수 

있었다. 정제된 수용성 streptavidin은 Westernblot실험에서 biotinylation된 단백질을 탐지하였으며 이 결과는 정

제된 streptavidin이 biotin에 결합하는 기능이 존재함을 나타내었다. 이상의 모든 결과를 종합해보면 본 연구에서 

구축된 발현시스템을 통하여 발현된 streptavidin은 높은 회수율을 나타내어 대량생산이 가능하였으며 자연상태

의 streptavidin과 동일한 homotetramer를 형성하고 biotin에 결합할 수 있는 기능을 나타내었다.
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