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集胞藻 PCC6803 中 S2P 同源蛋白 Slr0643 及 Sll0862 金属蛋白
酶活性的体外鉴定
秦春燕，张旭，陈谷 *

华南理工大学轻工与食品学院，广州 510640

摘要:【目的】金属蛋白酶 S2P 在细菌中通过在膜切割转录调控因子、释放 δ 因子参与胁迫响应是跨膜信号
转导的保守机制，但蓝细菌中 S2P 的功能还未被鉴定，故我们考察集胞藻 PCC6803 中的 S2P 同源蛋白
Slr0643 及 Sll0862 的金属蛋白酶活性。【方法】以 pET-30b ( + )为载体，分别构建重组质粒 pF0643 和
pF0862，在大肠杆菌 BL21(CE3)中诱导表达并纯化 Slr0643 及 Sll0862 蛋白，以 β-酪蛋白为底物检测重组蛋
白的酶活性。【结果】体外酶活实验显示重组表达的 Slr0643 及 Sll0862 蛋白有内切蛋白酶活性，且其活性受
金属螯合剂 o-phenanthroline 的抑制。体外酶活的鉴定结果为进一步研究 Slr0643 和 Sll0862 的体内酶活和
生物学功能奠定了基础。【结论】集胞藻 PCC6803 中的 S2P 同源蛋白 Slr0643 及 Sll0862 具有金属蛋白酶活
性。
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细菌中有一类保守的跨膜信号转导机制，它通
过 控 制 胞 外 功 能 Sigma 因 子 ( extracytoplasmic
function sigma factor，ECF δ)的自由度、应对胞外胁
迫。ECF δ 因子负责识别特定的启动子，聚合具有
催化活力的核心酶组成 RNA 聚合酶全酶，启动基因
转录。通常 ECF δ 因子受跨膜的反 δ 因子的束缚抑
制，胞外刺激引发反 δ 因子被 S1P( site-1 protease，
第一位点蛋白酶)和 S2P( site-2 protease，第二位点
蛋白酶)连续剪切，最终降解，从膜上释放 δ 因子去
启动基因转录［1］。以大肠杆菌 ECF σE 为例，σE 基
因下游共转录的 RseA 是跨膜的反 δ 因子，它紧密
地结合 σE，限制其识别启动子以及与 RNA 聚合酶
核心酶结合［2］。在周质空间错误折叠蛋白的诱导

下，RseA 先后被 DegS (S1P) 和 RseP(S2P)切割，最
终释放 σE 到核区启动相关基因的转录［3 － 7］。类似
的机理在越来越多的细菌中被发现。例如革兰氏阴
性菌绿脓杆菌 ( Pseudomonas aeruginosa ) 中 S2P-
MucP 切割反 δ 因子 MucA，释放 δ 因子 AlgU［8］;支
气管败血波氏杆菌(Bordetella bronchiseptica)的 S2P-
HurP 切割反 δ 因子 HurR，释放 δ 因子 HurI［9］。它
们共同之处在于:由胞外信号触动一连串蛋白水解
级联过程、跨膜转导信号、启动胞内基因转录。其中
触动信号和第一位点的蛋白酶千差万别，但是，第二
位点的切割均由金属蛋白酶 S2P 的同源蛋白来完
成，显示其功能的重要和保守［1］。

蓝细菌中 sigma 因子分为 3 组，第一组( Sig A)
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是蓝细菌看家基因即正常生长所必须的，不能被敲
除［10］;第二组包括 Sig B-E，第 3 组包括 Sig F-I［10］。
当蓝细菌受到外界条件刺激时，第二组 sigma 因子
在核区的含量会有所改变并启动相关基因的表达。
以 Sig E 因子为例:蓝细菌的 Sig E 因子与糖代谢途
径相关［11］，当蓝细菌从正常光照转入黑暗条件后，
光合作用和相关的糖代谢受抑制时，胞内 Sig E 因
子含量会上升而反 Sig E 因子( ChIH)的含量则下
降［12］。胞内 Sig B 的含量则与蓝细菌生长的温度有
关，当蓝细菌受到热击(40℃，30min)时，Sig B 含量
与正常生长条件(30℃ )相比，上升 12. 7 倍［10］。

金属蛋白酶 S2P 在细菌中通过在膜切割转录
调控因子、释放 δ 因子参与胁迫响应是跨膜信号转
导的保守机制，但蓝细菌中 S2P 的功能还未被鉴
定。单细胞蓝细菌-集胞藻 PCC6803 ( Synechocystis
sp． PCC6803) 是最早被完全测序的光合生物［13］，
其蛋白 Slr0643 及 Sll0862 经生物信息学分析为 S2P
同源蛋白［14］，它们是否通过反 δ 因子和 δ 因子传递
跨膜信号参与胁迫响应是有趣的问题，故我们设计
实验，重组表达 Slr0643 及 Sll0862，在体外考察它们
的蛋白酶活性，为进一步研究其体内酶活性和生物
学功能奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:集胞藻 PCC6803( Synechocystis

sp． PCC6803 ) 购于 ATCC，大肠杆菌 ( Escherichia
coli) DH10B 及 BL21 ( CE3 ) 购于 TaKaRa 公司。
pET-30b( + )质粒购于 Novagen 公司。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:限制性内切酶 NdeI 和
HindⅢ、T4 DNA 连接酶、Pfu DNA 聚合酶、DNA
marker、蛋白质 marker、质粒 DNA 提取试剂盒及胶
回收试剂盒均购自 TaKaRa 公司。Ni-NTA 蛋白纯化
树脂购自 Novagen 公司。去污剂 BRIJ-35 购自
Sigma 公司。PCR 仪 iCycle 及电泳装置(美国 BIO-
RAD 公司)。紫外分光光度计 UV2300(上海天美科
学仪器有限公司)。胰蛋白胨、酵母粉、IPTG、丙烯
酰胺、甲叉双丙烯酰胺和四甲基二乙胺均购自北京
普博欣公司。其余试剂均为国产分析纯或生化试
剂。
1. 2 培养方法

集胞藻 PCC6803 培养于 BG11 培养基，置于
30℃，20 μE /m2·s 连续光照140 r /min 摇瓶培养。

大肠杆菌 DH10B 及 BL21(CE3)培养于 LB 培
养基，置于 37℃，200 r /min 摇瓶培养。根据实验需
要加入 50 μg /mL 卡那霉素筛选重组菌落。平板培
养补加 1. 5%的细菌琼脂粉。
1. 3 重组质粒的构建
1. 3. 1 引 物: 在 Cyanobase 数 据 库 中 ( http: / /
genome． kazusa． or． jp / cyanobase / Synechocystis)获取
slr0643 及 sll0862 基因序列，采用 Primer 5 软件设计
引物(表 1)。引物由上海英骏生物技术有限公司广
州分公司合成。

表 1 PCR 扩增所用的引物
Table 1 PCR primers used for DNA amplification

Primers Primers sequence (5 ˊ→3 ˊ) Size / bp Restriction site
0643A GGGAATTCCATATGGTGGCTTCTTTTGCTCATCC 34 NdeⅠ
0643B CCCAAGCTTGTATATTCCCAACCACTGGGC 30 HindⅢ
0862A GGGAATTCCATATGGCCCACTACCCTAGACCAG 33 NdeⅠ
0862B CCCAAGCTTGTAACCGCCAATGCCTAGCCTC 31 HindⅢ

1. 3. 2 PCR 扩增:采用改进的 CTAB 法提取集胞藻
PCC6803 基因组 DNA，以其为模板进行 PCR 扩增。
反应体系:0. 3 μL 高保真酶，6 μLPCR 缓冲液(Mg2 +

plus)，2. 4 μLdNTP，1 μL 基因组 DNA 模板，上下游
引物各 1 μL，ddH2O 补足体积至 30 μL。反应条件:
94℃ /3 min，98℃ /10s，58℃ /15s，72℃ /2 min，72℃ /
5 min。取 5μLPCR 产物，经 1%琼脂糖凝胶电泳进
行鉴定。

1. 3. 3 构建重组质粒:将 PCR 产物和 pET-30b
( + )载体分别用 NdeⅠ和 HindⅢ双酶切 2h，回收目
的基因和载体片段，经 T4 DNA 连接酶 16℃连接过
夜，取连接产物，转化感受态 E． coli DH10B。次日挑
取单克隆，利用快速筛选法、PCR 验证、质粒双酶切
鉴定筛选阳性克隆，并送上海英骏生物技术有限公
司广州分公司进行 DNA 测序，鉴定正确的质粒分别
命名为 pF0643 和 pF0862。
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1. 4 Slr0643 及 Sll0862 的诱导表达和表达产物的
分离纯化
1. 4. 1 Slr0643 及 Sll0862 诱导表达:将鉴定正确的
重组质粒 pF0643 和 pF0862 均转化感受态 E． coli
BL21(CE3)，铺至含卡那霉素(50 μg /mL)的 LB 培
养皿上，次日，挑选单菌落，接种至 5 － 10 mL 含有相
应抗生素的 LB 液体培养基中，37℃培养过夜。按
照 1%接种量将过夜培养的菌液接种至 10 mL 含相
应抗生素的新鲜 LB 培养基中，待菌液生长至 A600至
1. 0 左右时，加入 IPTG 至终浓度为 0. 4 mmol /L，
22℃诱导表达过夜。取样进行 SDS-PAGE 分析，以
诱导前的菌液作为对照，进行同样操作。收集
100 mL诱导表达的菌体，加入 10 mL 结合缓冲液
(0. 5 mol /L NaCl，20 mmol /L Tris-HCl，5 mmol /L 咪
唑，pH7. 9)，冰浴超声裂解细胞(工作 3 s，间隔 3 s，
功率 250 W)，收集菌体 3300 × g，4℃，离心 10 min，
取上清加入 2% BRIJ-35，200 r /min，冰浴 60 min。
4℃，16100 × g 离心 20 min，收集上清经 0. 45 μm 滤
膜过滤，调节 pH 至 7. 9。
1. 4. 2 重组蛋白的分离纯化:用 His-trap Ni affinity
column 直接纯化上清中的目的蛋白，0 － 1 mol /L 咪
唑溶液设 7 个梯度进行洗脱，SDS-PAGE 检测纯化
产物的浓度和分子量。纯化蛋白样品保存于 － 80℃
备用。

1. 5 重组 Slr0643 及 Sll0862 蛋白的体外酶活性鉴
定

将融合蛋白 Slr0643 及 Sll0862 分别与 2. 5 μg
底物 β-酪蛋白混合，在含 50 mmol /L 的 Tris acetate，
80 mmol /L 氯化钠，5 mmol /L 醋酸镁，1. 4 mmol /L
β-巯基乙醇的缓冲液(pH8. 0)中，37℃温育，同时以
加入金属蛋白酶抑制剂 o-phenanthroline 及丝氨酸
蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Complete EDTA-
free 的组分为对照，进行 SDS-PAGE 分析，经考马斯
亮蓝染色后，用软件 Image J 定量 β-酪蛋白的量，对
比底物的酶解情况。

2 结果

2. 1 构建重组质粒 pF0643 和 pF0862
以 0643A 和 0643B，0862A 和 0862B 为引物从

集胞藻 PCC6803 基因组 DNA 中分别扩增得到
slr0643 和 sll0862 的编码基因并连接到 pET-30 b
( + )质粒连接，构建流程见图 1。用快速筛选法筛
选阳性菌落并进行 PCR 及酶切鉴定，经 1%琼脂糖
凝胶电泳分析，在约 1500 bp 处可见与目的基因大
小一致的特异性条带 (图 2 )。质粒测序结果与
Cyanobase 中公布的 slr0643 及 sll0862 基因序列一
致，表明目的片段已正确插入 pET-30b( + )载体中。

图 1 质粒 pF0643 和 pF0862 构建流程图
Fig． 1 Flow chart showing the construction process of pF0643 and pF0862. Construction of pF0643 are showing in left and

pF0862 in right．
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图 2 重组质粒 pF0643 和 pF0862 酶切鉴定图
Fig． 2 Restriction identification of pF0643 and pF0862

plasmids． Lane1: plasmid pET-30b ( + ) double digestion by

NdeI and HindⅢ showed as a control ; lane 2: pF0643 double

digestion by NdeI and HindⅢ; lane 3:PCR product of slr0643;

lane 4 and 5: pF0862 double digestion by NdeI and HindⅢ;

lane 6:PCR product of sll0862; I showed the specific stripe of

slr0643; Ⅱ showed the specific stripe of sll0862.

2. 2 重组 Slr0643 及 Sll0862 蛋白的表达纯化与体
外酶活性鉴定

收集纯化重组蛋白 Slr0643 及 Sll0862。以 β-酪
蛋白为底物，检测重组蛋白的酶活性。

当 Slr0643 蛋白与 β-酪蛋白温育(图 3)，6 h 后
约 65. 4% 的 β-酪蛋白被剪切，12 h 后约 99. 3% 的
β-酪蛋白被剪切，o-phenanthroline 抑制了 β-酪蛋白
的剪切过程，而 Complete EDTA-free 不影响 β-酪蛋
白的剪切。为了排除 β-酪蛋白的剪切活性来自于
大肠杆菌中与 Slr0643 同时被纯化的蛋白酶，我们
将 β-酪蛋白与经同样重组表达及纯化过程的另一
个集胞藻蛋白片段 P 进行 12 h 的温育，结果仅有少
量(约 18. 5% )的 β-酪蛋白被剪切，证实绝大部分剪
切 β-酪蛋白的金属蛋白酶活性确实来源于体外重
组表达的 Slr0643。

类似的，Sll0862 蛋白的体外酶活实验也证实了
Sll0862 蛋白具有金属蛋白酶活性(图 3)。温育6 h，
约 55. 3%的 β-酪蛋白被剪切，而 12 h 的温育体系
中约 97. 1%的 β-酪蛋白被剪切，o-phenanthroline 同
样抑制了 β-酪蛋白的剪切过程，而 Complete EDTA-
free 则不影响 β-酪蛋白的剪切。同样，以重组表达
的集胞藻蛋白片段 P 为对照，经过 12 h 的温育，仅
有约 10. 2%的 β-酪蛋白被剪切，证实绝大部分剪切
β-酪蛋白的金属酶活性来自于体外重组表达的
Sll0862。

图 3 重组 Slr0643(A) 和 Sll0862(B)蛋白的体外酶活
性鉴定
Fig． 3 Protease activity of Slr0643 ( A) and Sll0862 ( B) in vitro．
Similar results were obtained from three independent experiments
and here shown is the representive one． A: M，protein marker．
Lane 1: the reaction mixture prior to incubation; lane 2: the
reaction mixture after 6 h incubation with Slr0643; lane3: the
reaction mixture after 12h incubation with Slr0643; lane4 and 5:
the reaction mixture plus 10 mmol / L o-phenanthroline ( a
metalloprotease inhibitor) and Complete EDTA-Free ( a cocktail of
serine and cysteine protease inhibitors)，respectively; lane6: the
reaction mixture after 12 h incubation with the recombinant protein
P; lane7: the reaction mixture with P prior to incubation． The
protein sample was subjected to SDS-PAGE and stained with
Coomassie brilliant blue． Ⅰ indicates the recombinant protein of
Slr0643; Ⅱ indicates the substrate ( β-casein) ; Ⅲ indicates the
cleaved fragment of β-casein; Ⅳ indicates the recombinant protein
P． The asterisks indicate the partially degraded fragments during
purification． B: M，protein marker． Lane 1:the reaction mixture in
the absence of β-casein; lane 2: the reaction mixture prior to
incubation; lane 3: the reaction mixture after 6 h incubation with
Sll0862 ; lane4: the reaction mixture after 12h incubation with
Sll0862; lane5 and 6: the reaction mixture plus 10 mmol / L o-
phenanthroline ( a metalloprotease inhibitor) and Complete EDTA-
Free ( a cocktail of serine and cysteine protease inhibitors )，
respectively; lane7: the reaction mixture with recombinant protein
P prior to incubation; lane8: the reaction mixture after 12 h
incubation with P ; The protein sample was subjected to SDS-PAGE
and stained with Coomassie brilliant blue． Ⅰ indicates the
recombinant protein of Sll0862; Ⅱ indicates the substrate ( β-
casein) ; Ⅲ indicates the cleaved fragment of β-casein; Ⅳ
indicates the recombinant protein P． The asterisks indicate the
partially degraded fragments during purification．
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3 讨论

迄今为止，我们搜索到集胞藻 PCC 6803 中有 4
个 S2P 同 源 蛋 白: Sll0862、Slr0643、Sll0528 和
Slr1821，它们均含有多个跨膜区域 (4 到 10 个不
等)。保守的酶活性位点:金属螯合基序 HExxH 位
于近氨基酸的一个跨膜区内，而另一保守基序
NPDG 位于近羧基端的另一跨膜区边缘，两个基序
均靠近膜的同一侧，而所在的两个跨膜区中间有另
一个跨膜区存在。这些特征符合 S2P 的普遍规律，
提示其保守的催化机制［1］。Slr0643 及 Sll0862 的跨
膜结构域分析结果显示它们含多跨膜疏水区域结
构，使其表达纯化具有一定的困难［15］。我们尝试了
多种优化表达及纯化的条件，包括不同的诱导温度，
IPTG 浓度，诱导时间、诱导菌株等，而后选用 E． coli
BL21(CE3)菌株，在 22℃，0. 4 mmol /L IPTG 浓度下
进行诱导表达;同时纯化过程中加入 BRIJ-35 去污
剂，增加目的蛋白的溶解性，最终获得具有金属蛋白
酶活性的重组蛋白 Slr0643 和 Sll0862，为寻找其内
源底物奠定了基础。

在下一步试验中我们将进一步重组 表达
Slr0643 和 Sll0862 可能的内源底物，例如反 δ 因子
( anti-sigma factor)，进行体外酶切实验，考察酶与底
物的对应关系，在此基础上进一步通过在 S2P 缺失
突变体［14］体内敲除反 δ 因子或过量表达 δ 因子、观
察回复突变，验证体内的酶与底物关系，进而探索
S2P 级联信号转导在集胞藻 PCC6803 和其他光合蓝
细菌中的生物学功能和机理。
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Characterization of metalloprotease of Slr0643 and
Sll0862， the S2P homologs from Synechocystis sp．
PCC6803

Chunyan Qin，Xu Zhang，Gu Chen*

College of Light Industry and Food Science，South China University of Technology，Guangzhou 510640，China

Abstract:［Objective］It is a conserved mechanism in bacteria that metalloprotease site-2 protease ( S2P ) cleaves
transmembrane anti-sigma factor to release sequestered sigma factor in response to extracytoplasmic stress． However，the
function of site-2 protease homologs in cyanobacteria remains elusive，so we investigated the metalloprotease activity of
Slr0643 and Sll0862，the site-2 protease homologs from Synechocystis sp． PCC6803. ［Methods］ Recombinant Slr0643
and Sll0862 were constructed and overexpressed in Escherichia coli BL21 ( CE3) ． Their protease activities were tested
against β-casein and then resolved on SDS-PAGE． ［Results］Results from caseinolytic assay indicated that Slr0643 and
Sll0862 have proteolytic activity which is blocked by o-phenanthroline，a metalloprotease inhibitor． These metalloprotease
activity of Slr0643 and Sll0862 in vitro provide the foundation for futher analysis of their substrates in vivo． ［Conclusion］
The site-2 protease homologs in Synechocystis sp． PCC6803 have metalloprotease activity．
Keywords: Synechocystis sp． PCC6803，S2P metalloprotease，Slr0643，Sll0862，prokaryotic expression，purification，
metalloprotease activity assay in vitro
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