
0-1+231445#",*2"1#!! 研究简报
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$%"#$$$$ &$$$4$ ( )*+,-./0%$#
1223%%%$ &40%5$ 63$$ &$55"78
9++:#77;,</=>?@ABCA>*A*=7>*+>CB*/,*=

基金项目#国家自然科学基金!#%D’%%#D%#%5’%40("
!通信作者& 梁晶丹%G.?# JD4K0$K405#05(#%H>I# JD4K0$K405#0($D%FKC>B?#;O?B>=LN@;+<A.O<A*=$邓子新%G.?# JD4K0$K405##(%(%H>I#

JD4K0$K405#0($D%FKC>B?#aIO.=LN@;+<A.O<A*=

作者简介!安贤惠!$54" &" %女%甘肃人%教授%研究方向为细菌 Y3Q磷硫酰化修饰和海洋活性物质& FKC>B?# >=I90%%4NR>9,,A*,CA*=

收稿日期!0%$#K%0K$5"修回日期!0%$#K%"K%$

沙门氏菌硫修饰基因 H20D的克隆表达与分离纯化
安贤惠$!0!周秀芬0!汪志军0!邓子新0!!梁晶丹0!

$淮海工学院%江苏省海洋生物技术重点实验室%连云港!000%%"
0上海交通大学生命科学技术学院%微生物代谢国家重点实验室%上海!0%%0(%

摘要#0目的1细菌 Y3Q磷硫酰化修饰是指 Y3Q骨架非磷氧桥上的一个氧被硫取代%该修饰增加了机体的
抗氧化作用%其发生受被称为 <-< 的基因簇控制& 沙门氏菌!,$*A(-1**$ 1-#1’&"$@./,X>/6.//,D’"是具有磷硫
酰化修饰现象的细菌之一%其 <-< 基因簇被命名为 <6#73F.& 本研究旨在克隆其中的 <6#3基因%优化 <6#3
表达条件%为进一步研究 Y:+6在 Y3Q磷硫酰化修饰过程中的酶学功能奠定基础& 0方法1以沙门氏菌总
Y3Q为模板%设计特异引物’U6̂ 扩增获得 <6#3基因片段%连接于表达载体 :\FgK4UK$ 的 ,A$1和_0(1位点
之间%构建融合表达载体 :bGT#400$将 :bGT#400 转化大肠杆菌!./"01’&"0&$ "(*&YS$%E"%经氨苄霉素抗性初
选及序列测定%获得阳性克隆$提取阳性中 :bGT#400 再转化大肠杆菌表达宿主 (.9"(*&EV0$ !YF# "
:VR@2)%获得工程菌株 Q=I9$%#$优化表达条件%诱导表达 <6#3基因$采用 \2GKG/>: 柱和 {‘>+>HUV6纯化系
统分离纯化 Y:+6蛋白& 0结果1获得沙门氏菌 <6#3基因表达载体 :bGT#400 和工程菌株 Q=I9$%#$确定 <6#3
最佳诱导表达条件为#诱导温度 $Dl% 诱导时间D &$D 9%1UG\诱导浓度%]4 CC,?7V%VE培养基中添加
"% )C,?7VH.0 J& 0结论1成功克隆了沙门氏菌 <6#3基因%实现了沙门氏菌 <6#3基因的高通量表达$表达载
体中引入 GFf酶切位点%使得很容易切除 \2G标签%为进一步研究 Y:+6的酶学功能奠定了基础$沙门氏菌
Y:+6发酵体系中添加"% )C,?7VH.0 J可以提高 Y:+6产量%纯化的 Y:+6显示浅棕色%推测与变铅青链霉菌
!,#’16#(A8"1/*&=&<$-/"中的同源蛋白蛋白 Y=O6一样%也是一种含 (H.&(2 的铁硫蛋白&
关键词!Y3Q磷硫酰化修饰% ,$*A(-1**$ 1-#1’&"$% <6#基因簇% 基因克隆与表达% 蛋白质的分离纯化
中图分类号!85##!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$$$$K%4

!!众所周知%生物体 Y3Q是由 ( 种不同的核苷酸
结构单位随机连接而成的聚合物%包括 0K脱氧核
糖’磷酸基团和含氮碱基 # 种化学成分 ($ &0) %部分生
物体内存在少量发生化学修饰的 Y3Q%如 "K甲基胞
嘧啶’"K羟甲基胞嘧啶和 4K甲氨基嘌呤等 (#) %无论是
正常 Y3Q或是修饰 Y3Q%所涉及的化学元素只有

碳’氢’氧’氮和磷五种& 然而近年来研究发现%变铅
青链 霉 菌 ! ,#’16#(A8"1/*&=&<$-/"’ 阿 维 链 霉 菌
! ,#’16#(A8"1/!=1’A&#&*&/"’ 沙 门 氏 菌 ! ,$*A(-1**$
1-#1’&"$"等细菌 (( &4) %其 Y3Q中存在第 4 种元素,
硫& 这一发现源于变铅青链霉菌总 Y3Q在电泳过
程中出现被降解的现象!Y3QO.L/>O>+B,="%前人将
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此定义为 Y=O 表型 (’) & 深入研究表明%这一现象为
该 Y3Q骨架上非磷氧桥上的一个氧被硫取代所
致 (D) %现已将这一生理特性命名为 Y3Q的磷硫酰化
修饰!Y3Q:9,@:9,/,+9B,>+B,=%简称Y3QUG"或Y3Q
硫修饰!Y3Q@<?[</C,OB[B*>+B,="& 该修饰在细菌中
广泛存在%发生硫修饰的 Y3Q与宿主专一性限制修
饰系统相关 (5) ’可被 1f型限制性内切酶 2*,Z*/Q
切割 ($%) %此外硫修饰的 Y3Q是机体的一种抗氧化
机制 ($$) & 研究表明%Y=O 表型受约 4 ‘-’被命名为
<-< 的基因簇控制 ((%’%$0 &$#) & 对于 <-< 簇的酶学功
能研究%目前比较清楚的只有 Y=OQ%即 Y=OQ具有
脱硫酶活性 ((%$() %功能与大肠杆菌中的1@*2 类似%且
已证实大肠杆菌的 1@*2 在沙门氏菌的硫修饰过程
中行使 Y=OQ的功能 ($") $其它基因的功能均在探索
中%尚需更多的实验证据来证明&

沙门氏菌!,91-#1’&"$@./,X>/6.//,D’"是具有硫
修饰 Y3Q的细菌之一%目前对其各基因的功能研究
尚无报道& 本研究拟克隆沙门氏菌 <-< 基因簇中的
<6#3!Y3Q:9,@:9,/,+9B,>+B,="基因%使其高通量表
达%为进一步研究 Y:+6的酶学功能奠定基础&

"#材料和方法

"’"#材料
"’"’"#菌种!沙门氏菌 ! ,$*A(-1**$ 1-#1’&"$@./,X>/
6.//,D’"’大肠杆菌 !./"01’&"0&$ "(*&YS$%E"’大肠
杆菌(./"01’&"0&$ "(*&EV0$ !YF#" :VR@2)%由上海交
通大学微生物代谢国家重点实验室保存&
"’"’$#主要试剂和仪器!W)Y高保真 Y3Q聚合酶
及其相关试剂均为 G)d)Ed产品%,A$1和 _0(1为
H./C.=+>@产品%酶连试剂盒为 G>W>̂>产品%引物由
上海生工生物工程有限公司合成%测序由上海鼎安
生物科技公司完成&
"’$#沙门氏菌 H20D基因的克隆及融合表达载体的
构建
"’$’"#目的基因沙门氏菌 H20D基因的制备和回
收!以沙门氏菌! ,91-#1’&"$@./,X>/6.//,D’"总 Y3Q
为模板& "hKG\QGGQ6\QGQG666QQ6\Q66\QQQQ
66G\GQGGGG6Q\\\Q!下划线为 GFf即G,->**,
.+*9 XB/<@31>:/,+.B=>@.酶切位点 " 和 66\6G6\
Q\G\GQQGQ66Q\GG\!下划线为 _0(1酶切位点"
为特异性引物’用 W)Y酶进行 U6̂ 扩增& U6̂ 反

应体系 !$%% )V"#超纯水’% )V%$% o-<[[./$% )V%
0" )C,?7VO3GU$% )V% 0" CC,?7VZL2)( ( )V%
W)Y酶 0 )V% 模 板 Y3Q 0 )V% 特 异 性 引 物 各
0" =C,?7V$ )V$反应条件#5(l " CB=$5(l #% @%
""l #% @%4Dl%’% @%循环 #% 次$4Dl " CB=& 用
G1Q3L.?ZBOBU</B[B*>+B,= WB+回收扩增产物&
"’$’$#融合表达载体的构建!用 ,A$1单酶切表达
载体 :\FgK4UK$%酶切体系!$%% )V"#D% )V:\FgK
4UK$ 载体质粒%$% )VG>=L,-<[[./%$ )V,A$1%#%l
水浴0 9$再加$% )VG>=L,-<[[./%$ )V_0(1%#’l水
浴0 9$琼脂糖凝胶回收约 " ‘- 的片段&

用 _0(1单 酶 切 目 的 基 因 片 段% 酶 切 体 系
!$%% )V"# D5 )V目的基因片段% $% )V̂ -<[[./%
$ )V_0(1%#’l水浴0 9%酶切产物用乙醇沉淀回
收&

连接目的基因与表达载体%反应体系 $% )V#
" )V2,?<+B,= 1%( )V目的基因片段%$ )V表达载体%
F::.=O,/[公司的 G9.C,2+>+:?<@$4l%反应( 9&

酶连产物转化 .9"(*&YS$%E%按文献(00)中钙
转化法操作%经氨苄霉素抗性初选的阳性克隆%进一
步测序确认%无误后提取质粒%以同样方法转化大肠
杆菌表达宿主 .9"(*&EV0$!YF#":VR@2%得工程菌株
Q=I9$%#%即 .9"(*&EV!YF#" :VR@27:bGT#400%工程
菌的 培 养 基 中 均 含 $%% )L7CV氨 苄 青 霉 素 和
0" )L7CV氯霉素&
"’(#沙门氏菌 H20D基因的诱导表达及条件优化

第一次优化& 挑取 Q=I9$%# 单菌落%接种 VE
液体%#’l’00% /7CB=过夜培养%次日按 $_接种量
转接至$%% CVVE液体培养基%#’l培养约0 9至
5F4%% n%]4 时添加 %]0 CC,?7V1UG\进行诱导表
达%诱导温度设置 0%l’0"l和 #%l # 个水平%诱导
( 9后开始取样%每隔0 9取样 $ 次%即 (’4’D 和$% 9%
每次取样$]" CV$样品暂时保存在 (l冰箱%待取样
结束后一并处理检测& 第二次优化& 在第一次优化
基础上%温度设定 $Dl%取样时间改为D 9和$D 9%同
时引入培养基中添加"% CC,?7VH.0 J这一因素& 接
种及取样同第一次& 第 # 次优化& 根据前两次的结
果% 优 化 1UG\ 浓 度% 设 定 %]0’ %](’ %]4 和
%]D CC,?7V( 个水平& 接种及取样同第一次&
"’)#样品处理及 EHE!F+TV电泳检测

取上述样品 $]" CV%在室温’ $0%%% oL离心
# CB=%沉淀用缓冲液 Q%]" CV!"% CC,?7VG/B@KS6?

0$$$
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:SD]%%#%% CC,?7V3>6?"重悬%超声波破碎 # CB=
!工作" @%间歇0" @或观察至均匀透明"%破碎液记
为 G$破碎液经 $0%%% oL离心$% CB=%上清液记为
2$沉淀用等体积缓冲液 Q重悬%记为 U$每个样品取
(% )V%加$% )V" o蛋白质电泳上样缓冲液%5"l加
热0% CB=%$0%%% oL离心# CB=%上清用于蛋白电泳%
上样体积4 )V&

2Y2KUQ\F电泳按参考文献($4)操作&
"’*#沙门氏菌 H;:C的分离纯化

在最优诱导表达条件下发酵 Q=I9$%# 工程菌
# V%(l’D%%% oL离心D CB=收集菌体% &0%l保存
备用&

称取上述菌体$]% L%加$% CV缓冲液 Q重悬%
(l下超声破碎#% CB=!工作" @%间歇0" @或观察至
均匀透明"%(l’$0%%% oL离心#% CB=%上清重复离
心 # 次以上至无任何沉淀%上 \2GKG/>: 柱前用孔径
(" )C针头式微型过滤器再次过滤&

{‘>+>HUV6纯化系统#" 倍体积缓冲液 Q平衡
\2GKG/>: 柱后上样%再 " 倍体积缓冲液 Q平衡洗掉
柱中非特异性结合的杂蛋白%再用 $% 倍体积缓冲液
Q洗脱%同时使用缓冲液 E!"% CC,?7VG/B@:SD]%%
#%% CC,?7V3>6?%$% CC,?7VL?<+>+9B,=."从 % 上升
到 $%%_对蛋白进行梯度洗脱%收集洗脱峰% 2Y2K
UQ\F检测&
"’K!数据处理电泳照片均系 EB,K/.O 凝胶成像仪拍
摄%蛋白质含量用 8<>=+B+R,=.软件分析&

$#结果

$’"#目的基因沙门氏菌 H20D的制备及融合表达载
体的构建

按方法 $]0 操作%制备目的基因沙门氏菌 <6#3

和表达载体 :\FgK4UK$%结果如图 $KQ& 融合载体
的构建过程如图 $KE& 将 :bGT#400 转化 .9"(*&
!YF#":VR@2%得工程菌株 Q=I9$%#&
$’$#沙门氏菌 H20D的诱导表达及条件优化

由 0]$ 获得工程菌株 Q=I9$%#%按方法 0]0 操
作%首先对发酵温度进行了优化%结果见图 0KQ%可
见 0%l &#%l条件下%均可诱导表达沙门氏菌 <6#3
!含 \2G标签和 GFf酶切位点时理论分子量为
D’]4 ‘Y>"%如图中箭头所示%但几乎都是不可溶的$

图 "%5F%+0%&’#( H20D的制备及融合载体的构建
HBL</. $AU/.:>/>+B,= ,[ ,9 1-#1’&"$ <6#3>=O B+@ [<@B,=

:?>@CBO*,=@+/<*+B,=AQ# 6,=@+/<*+B,= ,[:bGT#400 MB+9 ,91-#1’&"$

<6#3$E# U/.:>/>+B,= ,[,91-#1’&"$ <6#3[/>LC.=+AV>=.$% :\FgK

4:K$$ ?>=.0% <6#3[/>LC.=+$ Z% C>/‘./$ ‘-A

于是降低温度%再次优化%并添加 H.0 J%结果如图 0K
6%可见 $Dl诱导D &$D 9均可获得较高产量的目标
产物%且在培养基中添加"% )C,?7VH.0 J时有助于
增加沙门氏菌 Y:+6蛋白的可溶性$最后再对 1UG\
!异丙基K’KYK硫代吡喃半乳糖苷% 1@,:/,:R?’KYK$K
G9B,L>?>*+,:R/>=,@BO."浓度进行优化%结果如图 0KE%

可见当 1UG\浓度为%]4 CC,?7V时沙门氏菌 <6#3可
获得最大量的表达&
$’(#沙门氏菌 H;:C的分离纯化

按 0]0 得到的最优诱导表达条件%#’l培养
Q=I9$%# 工 程 菌 # V% 当 5F4%% n%]4 时% 添 加
%]4 CC,?7V1UG\诱导%在 $Dl诱导培养D 9后收集
菌体备用& 按方法 $]" 操作%分离纯化沙门氏菌
Y:+6%结果显示!图 #"%沙门氏菌 Y:+6经 \2GKG/>:

柱一次分离纯化%经 8<>=+B+R,=.(](]% 软件分析%

纯度达到 D%_以上& 肉眼观察%可见产物显示为浅
棕色&

#$$$
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图 $%5F%+0%&’#(H;:C诱导表达条件的优化
HBL</.0A):+BCBaB=L*,=OB+B,=@,[B=O<*B=L>=O .I:/.@@B,= ,[,91-#1’&"$<6#39Q# FI:/.@@B,= ,[,91-#1’&"$ <6#3>+OB[[./.=++.C:./>+</.$E#

):+BCBaB=L+.C:./>+</.[,/,91-#1’&"$ <6#3MB+9 ,/MB+9,<+H.0 J$6#):+BCBaB=L1UG\*,=+.=+[,/,91-#1’&"$ <6#3.I:/.@@B,=A

图 (%5F%+0%&’#(H;:C的分离纯化
HBL</.#A2.:>/>+B,= >=O :</B[B*>+B,= ,[,91-#1’&"$Y:+6AQ#

F?<+B,= :/,[B?.@,[Y:+6-RHUV6$ E# 2Y2KUQ\F[,/Y:+6AG%

+,+>?Y:+6-.[,/.:</B[B*>+B,=$ Z# :/,+.B= C>/‘./$?>=.0%# >=O (

>/.+<-./=<C-./B= -,+9 Q>=O EA

(#讨论

Y:+6是沙门氏菌 Y3Q磷硫酰化修饰形成过程

中的重要蛋白之一%其缺失突变会导致 Y3Q磷硫酰

化现象的丧失 ($’) & 本研究构建了沙门氏菌 <6#3与
\2G标签的融合表达载体%获得了可高通量表达

<6#3的工程菌株 Q=I9$%#%且在 $Dl诱导 D 9 就可

获得可溶性比例很高的 Y:+6$本研究应用了 \2G标

签%该标签的特异性使得该蛋白分离纯化步骤简化%

一次 >=+BK\2G柱可使纯度达到 D%_以上%因此纯化

工作简单方便$同时本研究在表达载体构建中设计

了 GFf酶切位点%可以很方便的切去 \2G标签%为

进一步研究其酶学功能奠定了基础&

实验结果显示%培养基中需添加 "% )C,?7V

H.0 J%可以提高 Y:+6产量& 究其原因%沙门氏菌

Y:+6定点突变研究及生物信息学分析均表明 ($D) %

沙门氏菌 Y:+6与变铅青链霉菌 Y=O6一样%也是一

种含 (H.&(2 簇的铁硫蛋白%其合成过程需要铁的

参与& 由此推断%尽管添加或不添加 H.0 J均能合成

Y:+6%但其产量和生物活性尚待进一步阐明&

本研究纯化的 Y:+6显示浅褐色%与 d,<($()报

道的 Y=O6颜色一致%这一迹象支持了沙门氏菌

Y:+6为一铁硫蛋白的说法&
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