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枯草芽胞杆菌 fmbj SrfAC-A结构域的活性测定
刘丽霞，陆兆新，吕凤霞，张充，别小妹 *

南京农业大学食品科技学院，南京 210095

摘要:【目的】在体外研究 surfactin 合成酶的 A 结构域，为获得新的 surfactin 类似物奠定基础。【方法】本文
从枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis) fmbj 中克隆出 surfactin 合成酶第 7 个模块的 A 结构域基因( SrfAC-A)，与
表达质粒 pET-23a 相连后在大肠杆菌表达系统中表达，用 Ni-NTA 亲和柱对重组蛋白 SrfAC-A 进行分离纯化
后测定其活性。【结果】克隆所得的 A 结构域对 Ile 有选择活性，而对其他氨基酸基本无活性。【结论】
Surfactin 合成酶中的 A 结构域能在体外独立行使其选择底物氨基酸的功能。
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中图分类号: 文献标识码: 文章编号:0001-6209 (2013)05-0437-07

Surfactin 是芽胞杆菌 (Bacillus)产生的次级代
谢产物，具有抗细菌［1 － 2］、抗支原体［3 － 4］、抗病毒［5］、

抗肿瘤［6 － 7］和溶解血栓［8 － 10］等多种生物活性，由一
条 β-羟基脂肪酸链和具有不同手性( LLDLLDL)的
七氨酸缩肽通过内酯键连接成环状，它通过非核糖
体多肽合成酶 ( nonribosomal peptide synthetases，
NRPS)催化而得，合成酶中模块的顺序和类型决定
了产物中氨基酸的顺序［11 － 15］。

Surfactin 合成酶由 3 个酶亚基 SrfAA、SrfAB 和
SrfAC 组成，共包含 7 个模块:SrfAA 和 SrfAB 各包
含 3 个模块，SrfAC 只包含 1 个模块，每个模块中有
3 个核心的结构域，C(缩合结构域)、A(腺苷酰化结
构域 )、T (硫醇化结构域，也称肽酰-载体蛋白
PCP)，其中 A 结构域对底物氨基酸有着特异的选择
活性，因此决定了 surfactin 中的氨基酸种类［13 － 16］。

已有实验证明，独立的 A 结构域在体外具有完整的
催化活性［16 － 18］。对 A 结构域基因进行克隆和表

达，在体外实现 A 结构域的活性测定，可以为 A 结
构域的分子改造提供检测手段，在体外分析改造后
酶功能的改变，为产生新型的 surfactin 类似物奠定
基础。

本实验室保存的枯草芽胞杆菌 fmbj 已确定产
surfactin，本研究从该菌株中克隆 surfactin 合成酶第
7 个模块中的 A 结构域基因( srfAC-A)，并对其进行
表达和活性测定，旨在进一步探索 Surfactin 合成酶
结构与功能之间的关系。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种和质粒:枯草芽胞杆菌 fmbj、Escherichia
coli DH5α 克隆宿主、Escherichia coli BL21 ( DE3 )
pLysS 表达宿主，南京农业大学酶工程实验室保存。
Escherichia coli T-A 克 隆 载 体 pMD19-T，购 自
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TaKaRa(大连)公司。Escherichia coli 表达载体 pET-
23a 购自 Novagen 公司，带有组氨酸标签。
1. 1. 2 工具酶和试剂:基因组提取试剂盒，购自
OMEGA 公司。RNAase、蛋白酶 K、DNA 凝胶回收试
剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、DNA Marker、琼脂糖，
购自上海生工生物工程公司。限制性内切酶
HindIII 和 EcoRI、X-Gal、IPTG、pMD19-T 连接试剂
盒、Taq DNA 聚合酶、pfu DNA 聚合酶、T4 连接酶，
购自大连宝生物公司。Tryptone、Yeast Extract 等购
自英国 Oxiod 公司。孔雀石绿磷酸检测试剂盒
Malachite Green Phosphate Assay kits ( POMG-25H)
购 自 Bioassay Systems。 Imidazole、氨 苄 青 霉 素
(Amp)、Ap(过硫酸铵)、TEMED(四甲基乙二胺)，
购自 Sigma 公司。丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、SDS
(十二烷基磺酸钠)购自 Bio-Rad。蛋白 Marker 购自
Fermentas 公司。考马斯亮蓝 G-250 购自中国医药
集团上海化学试剂公司。其他试剂为国产分析纯。
1. 2 SrfAC-A 结构域基因的克隆和重组表达载体
的构建

枯草芽胞杆菌 fmbj 基因组 DNA 的提取参照
OMEGA 基因组提取试剂盒说明书。

根据枯草芽胞杆菌 168 菌株的 srfAC 基因序列
(GenBank 登录号为 938308 ) 和 Alan Tanovic 等
人［19］所 分 析 的 SrfAC 模 块 的 晶 体 结 构，利 用
DNAMAN 软件设计出引物，以枯草芽胞杆菌 fmbj
基因组 DNA 为模板，扩增出包含 10 个核心序列在
内的 A 结构域基因［20］(还包括 A 结构域上、下游的
一部分序列，以确保 A 结构域的完整)。以 fmbj 基
因组 DNA 为模板的引物序列如下，引物由上海生工
生物工程有限公司合成。上游引物 F: 5'-CCTCTG
ACGTATTGGTTCAAGGAAG-3'; 下游引物 R: 5'-
TGGGAGCAGCCGTTTATTGACT-3'。

PCR 反应体系 ( 50 μL ) 为: 10 × PCR Buffer
5. 0 μL，上下游引物( 10 μmol /L)各 2. 0 μL，dNTP
(2. 5 mmol /L)4. 0 μL，基因组 DNA 1. 0 μL，ddH2 O
35. 0 μL，pfu 聚合酶(5 U /μL)1. 0 μL。PCR 反应参
数为 94℃预变性3 min 30 s，94℃变性50 s，53℃退
火50 s，72℃延伸3 min，共 33 个循环，最后 72℃延
伸10 min。取5 μL PCR 产物经 1. 0% 琼脂糖凝胶
电泳、溴化乙锭染色后检测。

将适量的 PCR 产物经 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳
后，参照上海生工胶回收试剂盒说明书回收目的产

物。将洗脱下来的目的片段用 Taq 酶加 A 尾，与
pMD19-T 载体连接后转化入 DH5α。通过蓝白斑筛
选获得阳性克隆子，命名为 srfAC-A-T，送金斯特生
物技术有限公司进行核苷酸序列测定，并对其进行
基因分析。

将 srfAC-A-T 和 pET-23a 分 别 用 HindIII 和
EcoRI 进行酶切和酶连，获得重组表达载体 pET-
23a-srfAC-A，转化入 DH5α 中。通过 PCR 和酶切验
证获得阳性克隆，送出测序。
1. 3 srfAC-A 的外源表达和表达形式分析

将测序正确的质粒转化入 BL21 中，挑取单菌
落在含 Amp ( 100 μg /mL) 的 LB 液体培养基中
37℃、180 r /min 培 养 10 h，以 1% 体 积 接 种 于
50 mL LB 培养基(含 Amp)中，37℃、180 r /min培
养至 A600 nm达 0. 4 － 0. 6 时，加入 IPTG 使其终浓度
为100 μg /mL。低 温 15℃，150 r /min诱 导 15 h，
4℃，10000 × g离心5 min，收集菌体，用细胞裂解缓
冲 液 ( pH 8. 0，25 mmol /L Tris-HCl，400 mmol /L
NaCl，10% glycerol ) 重 悬 后 进 行 超 声 波 破 碎
(400 W，超声3 s，间隔7 s，共超声15 min)。分别
将细胞总蛋白、细胞破碎液上清及沉淀部分(用
pH 8. 0，25 mmol /L Tris-HCl，400 mmol /L NaCl 重
悬)进行 SDS-PAGE 分析，并用含有空表达载体
pET23a 的重组菌作为对照。SDS-PAGE 条件参照
Laemmli UK［21］报道的方法进行，浓缩胶浓度为
5%，分离胶浓度为 10%，胶厚1. 0 mm。
1. 4 外源蛋白 SrfAC-A 的分离纯化

大量发酵得到重组菌体，超声波破碎获得破碎
上清液即重组蛋白粗酶液。在粗酶液中加入适量
500 mmol /L的咪唑，使咪唑终浓度为5 mmol /L，以
利于重组蛋白与树脂结合。

将10 mL上清液上样于 2 mL的 Ni-NTA 亲和
柱。层 析 柱 预 先 用 结 合 缓 冲 液 ( pH 8. 0，
25 mmol /L Tris-HCl，400 mmol /L NaCl，20 mmol /L
咪唑 )平衡 10 个柱体积，上样速度为 1 mL /min。
上样后用 10 个柱体积结合缓冲液洗去未吸附的
杂蛋白，再用 5 倍柱体积 含有 100 mmol /L ( pH
8. 0， 25 mmol /L Tris-HCl， 400 mmol /L NaCl，
100 mmol /L咪唑)咪唑的洗脱缓冲液洗去杂蛋白。
再用 10 倍柱体积含有250 mmol /L咪唑的洗脱缓
冲液洗下目的蛋白，最终用含有500 mmol /L咪唑
的洗脱缓冲液洗去剩余蛋白。
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1. 5 重组蛋白 SrfAC-A 的活性测定
将已纯化并合并后的重组蛋白利用紫外分光光

度计，测得其在280 nm处的吸光值。将每次所得蛋
白用 1 ×反应缓冲液( pH 7. 5，50 mmol /L Tris-HCl，
100 mmol /L NaCl，10 mmol /L MgCl2 )调整至 A280相
同后，取15 mL置于 pall 超滤离心管中，加入 1 × 反
应缓冲液作为透析液至最高刻度处，4500 × g离心至
体积不再减少为止(5 mL)，弃去下层液体。重复此
操作 3 次，得到透析并浓缩后的重组蛋白 5 mL。
SrfAC-A 结构域的活性测定参照 Thomas J． McQuade
等人［22］的方法。

2 结果和分析

2． 1 目的基因的克隆及重组表达载体的构建
以枯草芽胞杆菌 fmbj 基因组 DNA 为模板，F 和

R 为引物，进行 PCR 反应，扩增得到1473 bp的 DNA
片段，与预期结果相符。PCR 扩增片段的序列测定
和分析表明，该序列包含 A 结构域的 10 个核心结
构域，编码 491 个氨基酸。该基因编码的蛋白分子
量为55 kDa左右，通过与其他 SrfAC-A 结构域氨基
酸序列比对(图 1)，发现本研究得到的蛋白序列与
解淀粉芽胞杆菌 (Bacillus amyloliquefaciems) (NCBI

图 1． 枯草芽胞杆菌 fmbj 与枯草芽胞杆菌 168、解淀粉芽胞杆菌 NAU B9601-Y2 的 SrfAC-A 结构域氨基酸序列比对
Figure 1． Amino sequence comparison of SrfAC-A domain from B． subtilis 168，Bacillus amyloliquefaciens NAU B9601-Y2 and B． subtilis fmbj．

The sequences inside the boxes are the core sequences．
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Reference Sequence: YP_005419646. 1)的亲缘关系
最近，相似性达到 99%，而与枯草芽胞杆菌 168
(NCBI Reference Sequence: NP _388233. 2 ) 的同源
性只有 94%。但是此三者 A 结构域内的核心序列
高度一致，由此可以推测，基因之间的差异是源于不
同种菌株之间的进化差异。

构建好的重组表达质粒 pET23a-srfAC-A，经
EcoRI 和 HindIII 双酶切后，1% 琼脂糖凝胶电泳检
测，结果显示(图 2)有 2 条 DNA 条带，一条与质粒
pET23a 相对分子质量相符，约为3600 bp，另一条与
PCR 产物相对分子质量一致，约为1500 bp，且 DNA
测序结果与 srfAC-A-T 一致，证明重组表达质粒
pET23a-srfAC-A 已构建成功。

图 2． 重组质粒的双酶切鉴定
Figure 2． Identification of recombinant plasmid by double

restriction enzymes digestion． Lane 1，the digestion result of

pET-23a-FsrfAC-A． M，marker．

2. 2 重组蛋白的诱导表达及可溶性分析
将空表达载体 pET23a(对照)和 pET23a-srfAC-

A 通过 CaCl2热激法转化入 E． coli BL21 (DE3)后，

低温 15℃诱导 15 h，4℃，10000 × g 离心 5 min，收集
菌体，超声破碎离心后分别取上清和沉淀进行 SDS-
PAGE 分析。与对照比较可得，重组表达载体表达
出了目的蛋白，其分子量在 55 kDa 左右，与预期结
果相符，且外源蛋白大多存在于细胞的破碎上清液
中(图 3，泳道 1 － 3 分别为 15℃低温诱导表达后的
全菌体、细胞破碎后上清和沉淀，4 为 pET23a 空载
体表达对照)，说明低温诱导达到了较好的效果。
2. 3 表达产物的纯化

经上述 SDS-PAGE 分析，表明 pET23a-srfAC-A

重组质粒在大肠杆菌中可以实现可溶表达。上清液
进行 Ni-NTA 亲和柱纯化回收。在 100 mmol /L到
250 mmol /L的咪唑浓度梯度下可以得到电泳纯的目
的蛋白 (图 4，泳道 1 － 3 的咪唑洗脱浓度为

图 3． E． coli BL21(DE3) / pET23a-srfAC-A 表达产物

的可溶性分析
Figure 3． Solubility analysis of E． coli BL21 ( DE3 ) / pET23a-

srfAC-A expression products． Lane 1，the whole cells of E． coli

BL21(DE3) with pET23a-srfAC-A from induced expression，lane 2

－ 3，the supernatant and precipitate of disrupted cells，lane 4，the

control ( the whole cells of E． coli BL21 ( DE3 ) with pET23a from

induced expression ) ． Marker， from top to bottom，250，150，

100，70，50，40，30，20，15，10，5 kDa．

图 4． 亲和层析后 SrfAC-A 的 SDS-PAGE 图
Figure 4． SDS-PAGE of recombinant protein SrfAC-A after

affinity chromatography． The concentrations of imidazole in

eluent are as follows，lane 1 － 3，150 mmol / L，lane 4 － 7，

200 mmol / L，lane 8，250 mmol / L． M，from top to bottom，

116. 0，66. 2，45，35，25 kDa．

150 mmol /L，4 － 7 为200 mmol /L，8 为250 mmol /L。
2. 4 目的蛋白 SrfAC-A 的活性测定

根据 Thomas J． McQuade 等［22］的方法测定
SrfAC-A 的活性，作出重组酶与各氨基酸反应后 A600

相对于时间的曲线，斜率反应酶活大小，以不添加氨
基酸为对照。从图 5 可以看出，对照曲线也有一定
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斜率，可知 ATP 本身不稳定，自然状态下也会有部
分降解，故要现配现用。将各曲线的斜率相比较，可
知表达出的重组蛋白对 Ile 有选择活性;而对以 Leu
为底物的样品测定值与对照斜率数据差别较小，因
此推测对 Leu 只有较小的选择活性，而对其他氨基
酸基本无活性。

图 5． SrfAC-A 结构域酶活测定
Figure 5． Detection of enzyme activity of SrfAC-A． The curve

slope is correlated to enzyme activity． ( A) The curve slope of

non-specific amino acid is almost the same as the control． ( B)

The curve slope of Ile is much higher than other amino acids．

3 结论和讨论

本文从实验室保存的枯草芽胞杆菌 fmbj 克隆
得到了包含有 10 个核心序列的 SrfAC-A 结构域基
因 srfAC-A，其所编码的氨基酸序列与解淀粉芽胞杆
菌 NAU B9601-Y2 的相似度为 99%，与枯草芽胞杆
菌 168 的相似度为 94%。虽然基因序列之间有部
分差异，但将其氨基酸序列相比对可以发现，此三者

A 结构域内的核心序列高度一致。将 srfAC-A 与表
达质粒 pET23a 进行酶切和连接，得到了可用于大
肠杆菌表达系统的重组表达质粒 pET-23a-srfAC-A，
并在 Escherichia coli BL21(DE3) 进行原核表达。利
用重组蛋白中的 His 标签对其进行分离纯化，测定
了重组蛋白 SrfAC-A 结构域的活性，证实此重组酶
对 Ile 有选择活性，而对其他氨基酸基本无活性。

文献报导 SrfAC-A 可选择 Leu、Ile 和 Val［23 － 24］，
与本研究结果有一定差异。可能的原因有两点，一
为不同 菌株 之 间的 差异，并不 是 每 种 能 产 生
surfactin 的菌株，其都能合成多种 surfactin 同系物;
二为该酶活测定方法灵敏度不够，说明该法今后还
需要进一步完善。

脂肽合成酶分子量大、结构复杂，酶活性测定比
较困难。传统的复合酶活性测定方法为 ATP-PPi 试
验［25］，但是因其需要放射性磷元素，故不适合在一
般实验室中使用。Thomas J． McQuade 等人［22］对此
此方法进行了改进，创造了该种不需放射元素的酶
活测定方法。本研究在国内首次对 surfactin 合成酶
srfAC-A 结构域活性进行了测定，对于 srfAC-A 分子
改造，改变其对底物氨基酸的选择性，从而改变产物
surfactin 的氨基酸组成，获得新的 surfactin 类似物具
有重要意义。
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Activity of the SrfAC-A domain from Bacillus subtilis fmbj

Lixia Liu，Zhaoxin Lu，Fengxia Lv，Chong Zhang，Xiaomei Bie*

College of Food Science and Technology，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China

Abstract:［Objective］ We studied the A domain of surfactin synthase in vitro to obtain new surfactin analogues．
［Methods］We cloned the srfAC-A gene from Bacillus subtilis fmbj by PCR，and constructed a recombinant expression
vector named pET-23a-srfAC-A． Furthermore，the SrfAC-A domain was expressed in E． coli BL21 (DE3) and purified by
Ni-NTA agarose column． Then the activity of srfAC-A domain was detected． ［Results］The srfAC-A domain had specificity
towards Ile，but almost no activity to other amino acids． ［Conclusion］The independent A domain from surfactin synthase
had selectivity to specific amino acids in vitro．
Keywords: Surfactin synthase，A domain，Cloning and expression，Activity analysis
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