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新抗菌靶点分选酶基因（ !"#$）在两种原核载体中的克隆表达

罗立新，江彬强，陈谋通
（华南理工大学生物科学与工程学院，广州 4$(((&）

摘要：【目的】革兰氏阳性菌的表面蛋白在病原菌致病性方面具有重要作用，表面蛋白锚定到细胞壁过程的

关键酶—分选酶成为抗感染的新靶点。【方法】本文利用 L*<M.<N 中的分选酶 O 基因（ .’#!）序列设计特异性

引物，以金黄色葡萄球菌基因组 P2O 为模板进行 Q3R 扩增，获得 &$% +9 的 P2O 片段。按照常规分子克隆操

作成功构建两种原核表达载体 9*8##G .’#! 和 9DRSG .’#!，转入大肠杆菌感受态 MT#$（PIH）中，在 $ AA;=5T 0QDL
诱导下进行表达。利用 1P1GQOLI 和 U*>8*,< +=;8 进行鉴定和分析，【结果】结果显示：（$）重组载体 9*8##G .’#!
和 9DRSG .’#! 分别表达出相对分子量为约 !4 NP. 和 H" NP. 的外源蛋白；【结论】（#）分子伴侣硫氧还蛋白

（/’0）有利于分选酶 O 基因的可溶性表达。该实验为后续的分选酶酶学性质研究特别是抑制剂筛选研究奠

定良好基础。
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抗菌药物在临床治疗应用中取得了辉煌成果，

但与此同时众多抗生素的广泛使用也导致了各种耐

药菌的产生。目前细菌的耐药性不断增加，几乎所

有已经批准的抗菌药物均存在不同程度的耐药性。

抗生素在使用过程中存在很强的选择性压力，难以

避免会出现抗性更强的耐药菌，抗菌药物研发陷入

进退维谷的尴尬。如何寻找新的抗菌靶点，有效并

安全地解决细菌耐药性问题成为当前国内外生化领

域的研究热点。

革兰氏阳性细菌耐药性的产生与锚定在细胞壁

上表面蛋白［$］的作用密切相关：细菌表面蛋白在宿

主中复制，有助于细菌的吸附并可躲避宿主免疫系

统的攻击。表面蛋白是在细胞质中合成，主要通过

一种叫分选酶（>;,8.>*）［#］的转肽酶的催化作用，而锚

定到细胞壁上。分选酶识别表面蛋白的 3G末端保

守氨基酸序列 TQSDL 片段锚定信号，苏氨酸（D）和

甘氨酸（L）之间被裂解，产生一个苏氨酸的羰基末

端，与细胞壁的五个甘氨酸交联桥的氨基形成酰氨

键，从而使表面蛋白被锚定到细胞壁的肽聚糖上。

通过抑制分选酶的作用，破坏表面蛋白的锚定过程，

破坏致病菌感染机制，使其被宿主的免疫系统识别

而杀灭。因此分选酶有望成为新的抗菌靶酶［H］，有

助于缓解日益严重的致病菌耐药性问题。

分选酶基因几乎存在于所有革兰氏阳性细菌

中，其数量和功能在不同细菌内存在一定的差异，其

中包括酶识别底物的机制及所识别分选信号序列差

异［!］。现有研究结果［4］表明分选酶家族中 ,’#! 相

对 ,’#1 而言在致病性方面起更为关键的作用。目

前国外研究主要集中在金黄色葡萄球菌分选酶 O
的抑制剂筛选方面［& ’ C］，而在国内相关研究报道较

少。分选酶基因 2 末端为疏水性较强的膜锚定序

列［$］，对于该基因的表达有较大影响。原核表达载



体 !"#$$%（ & ）携带的 !"#$ 信号肽［’ ( )］可将蛋白输送

到细胞周质空间，周质空间的氧化环境有利于蛋白

折叠和二硫键的形成；而表达载体 !*+, 携带的分

子伴侣硫氧还蛋白［-. ( --］（ %&’）是高度可溶的多肽，

有助于基因在大肠杆菌细胞中的正确折叠，增强目

的蛋白的溶解性。本研究拟利用 !"#$$ 和 !*+, 两

种载体进行 (&)* 基因的原核表达，期望克服其较强

疏水性的膜锚定序列带来的障碍，获得分选酶 / 蛋

白，为后续的分选酶酶学性质研究特别是抑制剂筛

选研究奠定良好基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：金黄色葡萄球菌（+),!-.#/0/001(
,1&"1(）由华南理工大学轻工与食品学院石磊教授惠

赠；大肠杆菌（2(0-"&30-3, 0/#3）0*--1 和 23$-（456）

和质粒 !"#$$ 均为本实验室保存；表达载体 !*+, 为

本实验室构建并保存。

!"!"# 主要试剂和仪器：%,4 47/ 聚合酶、*8 47/
连接酶、各种限制性内切酶（5-/!、6!7!、80/!）、

!94$.:* ;"<#=>、!94-):* ?@A!B" ;"<#=>、蛋白质低分

子量标准、47/ 分子量标准，购自 *CDC+C 公司；凝

胶回收试剂盒购自广州美津生物技术有限公司；甲

叉双丙稀酰胺，*>@E:%CE"、丙稀酰胺、考马斯亮蓝 0:
$F. 等购自广州威佳公司，GH*0 和 ,:0CB 购自上海

生工公司。I@E 多克隆抗体购自 05 J"CB#J<C>" 公司，

I+H 标记的羊抗鼠 GK0 购自 E@KAC 公司。台式高速

冷冻离心机（5!!"LM=>N，O"L#">@NPK" F’.8+ 型），HO+
仪（5!!"LM=>N，9CE#">#Q<B"> 型），凝 胶 成 像 分 析 系 统

（2@=:+CM，RL@S">ECB I==M "型）、蛋白电泳仪（北京六

一仪器厂，4TT:#型）。

!"# 金黄色葡萄球菌总 $%& 的抽提

金葡菌单菌落接种于 $ A3 的 32 培养基中，

6UV，$.. >WA@L 过夜培养。菌液离心后菌体沉淀采

用溶菌酶处理结合 O*/2［-$］法进行 47/ 抽提；进行

.X’Y琼脂糖凝胶电泳分析。

!"’ 目的基因的克隆

!"’"! 引物设计：根据 0"L2CLZ 中分选酶 / 基因

（/[-1$1’U），利用 H>@A"> FX. 软件，自行设计两对引

物 !>@A">-、!>@A">$ 和 !>@A">6、!>@A">8 如表 - 所示，两

对引物两端添加限制性酶切位点 80/!、5-/!和

6!7!、5-/!（带下划线），其扩增产物均为分选酶

/ 基因（E>#/），携带不同限制性酶切位点以克隆到

!"#$$%（ & ）和 !*+, 两种不同载体中，分别命名为

HO+ 产物!和 HO+ 产物"。

表 ! 引物设计

*C%B" - 4"E@KL =N HO+ !>@A">
HO+ !>=MP<# H>@A">E ?"\P"L<"（F]!6]）
HO+ !>=MP<#! !>@A">- OO/*000O/*0//////*00/O///*O0/*

!>@A">$ O*O0/000***0/O**O*0*/0O*/O///0/**
HO+ !>=MP<#" !>@A">6 O0000*/OO//////*00/O///*O 0/**/

!>@A">8 0OOO*O0/0**/***0/O**O*0*/0O*/O//

!"’"# (&)* 基因的扩增和 */ 克隆：以金葡菌 47/
为模版，F.$3 体系扩增 (&)* 基因。扩增条件：)8V
F A@L；)8V 8F E，FFV 8F E，U$V - A@L，6. 个循环；

U$V ’ A@L。同时以灭菌双蒸水作阴性对照。HO+
产物!和 HO+ 产物"进行 -X$Y琼脂糖凝胶电泳和

切胶回收，分别与 !94$.:* ;"<#=> 和 !94-):* ?@A!B"
;"<#=> 连接，转化感受态大肠杆菌 0*--1，通过蓝白

斑筛选，单、双酶切鉴定，测序等获取阳性克隆质粒，

分别命名为 !94$.:E>#/ 和 !94-): (&)*。

!"( )*+& 基因原核表达载体的构建

按分子克隆常规方法抽提 !94$.: (&)*、!94-):
(&)*、!"#$$%（ & ）和 !*+, 共计 8 种质粒。利用 80/
!和 5-/!酶切 !94$.:E>#/ 和 !"#$$%（ & ），切胶回

收酶切产物。两种酶切产物连接后转化到感受态大

肠杆菌 0*--1 中。同时用无菌水作阴性对照。利用

氨苄青霉素进行抗生素筛选转化子，并通过单双酶

切鉴定，测序等获取重组表达载体 !"#$$: (&)*。同样

利用 6!7!和 5-/!酶切 !94-): (&)* 和 !*+, 载体，

进行连接，转化，筛选，鉴定和测序，获得重组表达载

体 !*+,: (&)*。

!", 重组载体在大肠杆菌中的诱导表达和纯化

重组表达载体 !"#$$: (&)* 和 !*+,: (&)* 分别转

化到感受态大肠杆菌宿主菌 23$-（456）中。将阳性

菌落过夜培养物按 -Y比例接种到含 -F.$KWA3 氨

苄青霉素（/A!）的 32 培养基中，6UV，$.. >WA@L 培

养至 *1..约 .X1，取 $ A3 培养物做未诱导对照；剩余

培养液添加 GH*0 至 - AA=BW3，继续培养约 1 ^ ’ J，

离心收集菌体。按 _@CK"L 产品说明书进行蛋白的

初步纯化。

!"- 重组蛋白的蛋白质印迹检测

诱导表达的重组蛋白在 -$Y分离胶，FY浓缩

胶中进行 ?4?:H/05 电泳分析，用半干电转仪转膜

后，FY脱脂奶粉封闭 - J，然后加入 - ‘ $... 稀释的

鼠抗 I@E 多克隆抗体，8V过夜孵育后，.X-Y *2?*
洗膜，加入 - ‘$... 稀释的羊抗鼠 GK0 室温孵育 - J，

.X-Y*2?* 洗膜，加入化学发光液，于暗室中利用 ,
光片进行显影 $ A@L，水洗，然后定影 F A@L。
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! 结果

!"# 分选酶基因的 $%& 扩增和重组表达载体构建

从金黄色葡萄球菌总 !"# 中 $%& 扩增后得到

的 $%& 产物!和"的大小均为 ’() *+ 左右，和预期

的分选酶 # 基因大小一致。重组 , 载体 +-!./0 !"#$
和 +-!(10 !"#$ 的测序结果经过 "%23 24567 分析，与

89:25:; 中金黄色葡萄球菌株 )<.=0> 的 !"#$ 基因

（#?(’.’)@）序列同源性为 (//A。

重组质粒 +97..0 !"#$ 和 +,&B0 !"#$ 经过双酶切，

分别得到约 ==// *+ 和 ’() *+ 的 !"# 片段，符合预

期结果，表明构建成功两种 !"#$ 基因的原核表达质

粒 +97..0 !"#$ 和 +,&B0 !"#$。重组载体测序结果已递

交 到 89:25:;，其 登 录 号 分 别 为：?C><1=@< 和

?C><1=@>。

!"! 分选酶基因在大肠杆菌中的诱导表达

含 +,&B0 !"#$ 质 粒 的 大 肠 杆 菌 2D.(（!E<）在

<1 ;!5处出现明显表达带，为分选酶 # 与硫氧还蛋

白的融合表达产物，和预期蛋白大小相一致。相同

位置菌体裂解上清液存在明显的表达带，说明融合

蛋白实现了可溶性表达。携带 +97..0 !"#$ 质粒的大

肠杆菌 2D.(（!E<）诱导后在大约 >= ;!5 处有清晰

的表达带，其大小和预期蛋白大小存在一定差异。

而菌体裂解上清液在 >= ;!5 位置没有明显条带出

现。在重组载体 +97..0 !"#$ 中 !"#$ 基因和 %&’( ’&)*&"
以及 FG6 ,5H 融合表达；在重组载体 +,&B0 !"#$ 中

!"#$ 基因则和硫氧还蛋白（+",）基因以及 FG6 ,5H 融

合表达，因此 !"#$ 基因在 +97..0 !"#$ 和 +,&B0 !"#$ 两

种原核载体中的表达产物大小有所不同，分别为

>= ;!5和 <1 ;!5。
!"’ 重组蛋白的蛋白质印迹检测

I9679J: 印 迹 显 示 在 相 对 分 子 量 <1 ;!5 处，

+,&B0 !"#$ 组的诱导表达产物及其纯化样品均出现

清晰 的 显 色 条 带；+97..0 !"#$ 组 诱 导 表 达 产 物 在

>= ;!5处有明显显色条带，证实目标蛋白在大肠杆

菌中获得了表达。

’ 讨论

细菌的耐药性问题给抗菌药物在临床治疗中的

应用带来很大障碍。革兰氏阳性菌的表面蛋白对于

细菌致病性具有重要作用，所以表面蛋白锚定到细

胞壁过程的关键酶—分选酶作为新的药物靶点成为

研究的热点。鉴于分选酶 # 在细菌致病性方面的

重要作用，目前研究主要以分选酶 # 作靶酶开展酶

图 # 重组质粒 ()&*+ !"#$ 和 (,-!!+ !"#$ 诱导表达产物

的 ./.+$012 分析

?GHK ( L!L0$#8E 5:54M6G6 NO 9P+J966GN: LNJ7569 # +JNQRS9Q *M

J9SNT*G:5:7 +456TGQ +97..0 !"#$ 5:Q +,&B0 !"#$ K -K ,5;5J5 +JN79G:

-N49SR45J U9GHV7 T5J;9J（ 4NU）；(WEP+J966GN: NO +,&B0 !"#$X2D.(
（!E<）UG7VNR7 3$,8 G:QRS7GN:；.W EP+J966GN: NO +,&B0 !"#$X2D.(
（!E<）R:Q9J 3$,8 G:QRS7GN:；<WLR+9J:575:7 NO - K ./’0 S9446 V5J*NJG:H

LNJ7569 # 9P+J9669Q *M +,&B0 !"#$；>W EP+J966GN: NO +97..0 !"#$X2D.(
（!E<）UG7VNR7 3$,8 G:QRS7GN:；=W EP+J966GN: NO +97..0 !"#$X2D.(
（!E<）R:Q9J 3$,8 G:QRS7GN:；’WLR+9J:575:7 NO - K ./’0 S9446 V5J*NJG:H

LNJ7569 # 9P+J9669Q *M +97..0 !"#$ K

图 ! 重组蛋白分选酶 0 的 3,4-,56 789- 分析

?GHK . I9679J: *4N7 5:54M6G6 NO J9SNT*G:5:7 +JN79G: LNJ7569#K -K

$5H9&R49J $J9675G:9Q $JN79G: D5QQ9J；(W EP+J966GN: NO +,&B0 !"#$X2D.(
（!E<）UG7VNR7 3$,8 G:QRS7GN:；.W&9SNT*G:5:7 +JN79G: LNJ7569 #0+",

+JNQRS9Q *M +,&B06J7#；<W&9SNT*G:5:7 +JN79G: LNJ7569 #0+", +RJGOG9Q

*M 5OOG:G7M SVJNT57NHJ5+VM；>W EP+J966GN: NO +97..0 !"#$X2D.(（!E<）

UG7VNR7 3$,8 G:QRS7GN:；=W&9SNT*G:5:7 +JN79G: LNJ7569 # +JNQRS9Q *M

+97..0 !"#$ K

学性质研究特别是抑制动力学［’ Y @］研究，并且业已

获得一批抑制剂如肽酰重氮甲烷（%*Z0D9R0$JN0#450
,VJ0%F".）和 肽 酰 氯 乙 烷（ %*Z0D9R0$JN0#450,VJ0
%F.%4）等等。国内的分选酶抑制剂筛选研究则尚未

有所报道。

表达载体 +97..*（ [ ）携带 %&’( 信号肽［) Y 1］可将

外源基因分泌到细胞周质空间，有利于蛋白的正确

折叠和二硫键的形成。此外目的蛋白本身 " 末端

前 ./ Y </ 个氨基酸的疏水性和净电荷分布等因

素［1］也能影响蛋白在大肠杆菌中的分泌表达。分选

酶 # 蛋白含有 ./’ 个氨基酸，其中 " 末端有一段疏

水性很强的膜锚定序列［(］，对于该基因在大肠杆菌

))( DGPG: DRN 97 54 K X$.#) 10."/20/’/30.) 4050.)（.//1）>1（.）
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中的表达有很大影响。!"#$%&’#$ 等［()］在大肠杆菌中

表达分选酶时去除 !"#$ 基因 * 末端一段 +*, 序列

（-./,!*01）避开膜锚定序列产生的障碍，以可溶性形

式表达获得约 (232 4+# 的 -./,!*01 蛋白。而董亚

青［(5］等利用 67895:;< 进行猪链球菌 !"#$ 完整基因

的原核表达，重组蛋白几乎均以包涵体形式存在。

本研究中重组载体 6=/<<; !"#$ 主要是包涵体表达：诱

导后的 6=/<<; !"#$;>?<(（+8)）菌体裂解上清液中几

乎没有目标表达产物出现，而裂解沉淀中则有大量

的目标蛋白存在（结果未显示），与董亚青［(5］等的研

究一致。另外，-+-;@,78 分析显示目标蛋白的表观

分子量与预期蛋白大小存在一定的差异，结果也和

董亚青［(5］的研究相类似（猪链球菌分选酶 , 基因

A0B C6，表达产物表观分子量 00 4+#）。具体原因尚

不清楚，可能与分选酶 * 末端较强的疏水性存在一

定关系。

大肠 杆 菌 表 达 载 体 6:D9 含 有 的 硫 氧 还 蛋

白［1 E (B］（/FG&.=H&IG$，%"&）属于短融合型标签，对外源

基因活性影响较小，一般情况下与该分子伴侣融合

表达的外源蛋白都能正确折叠并表现出其全部生物

学性质；同时与硫氧还蛋白融合表达还可降低外源

蛋白在大肠杆菌中的降解速度，有助于外源蛋白性

质的稳定；此外，有些情况下硫氧还蛋白融合表达还

能提高外源蛋白的表达量。本实验应用硫氧还蛋白

与分选酶 , 基因融合构建成功重组质粒 6:D9; !"#$，

可克服分选酶 , 的 * 末端膜锚定序列带来的障碍，

实现了分选酶 , 在大肠杆菌中的可溶性表达，省却

了包涵体表达带来的变性，复性等麻烦，方便了后续

的分选酶 , 蛋白的纯化以及酶学性质研究。同时

对于其他疏水性较强基因如其他分选酶家族基因的

原核表达也有借鉴作用。

本研究成功地在大肠杆菌中克隆表达金黄色葡

萄球菌分选酶 , 基因，为今后的分选酶性质研究尤

其是抑制剂筛选研究奠定良好基础。实现分选酶抑

制剂的大规模筛选，可望建立新型抗菌药物筛选模

式，对于深层开发我国丰富的中草药资源和解决致

病菌耐药性问题都具有重大意义。
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