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摘要 从苏云金芽胞杆菌(Bacillusthuringiensis)野生型菌株YBT-9602基因组中通过PCR扩增到编码一

种具有细胞壁锚定活性的芽胞皮层水解酶的编码基因 mbA。序列测定和编码产物结构域预测分析显示,mbA
编码产物在结构上由1个具有肽聚糖结合性能的N-末端结构域和1个具细胞壁水解酶活性的C-末端结构域组

成,具有作为细胞表面展示系统的运载蛋白的潜力。通过体外构建 mbA 与绿色荧光蛋白基因gfp 的融合基因

(mbA-gfp)并导入苏云金芽胞杆菌受体菌中进行表达,经对重组菌全细胞免疫荧光显微镜观测、蛋白酶pronase
消化试验和SDS处理,证实GFP被成功展示于受体菌细胞表面;经流式细胞仪测定,以细菌β-1,3-1,4-葡聚糖

酶为靶蛋白的表面展示系统有42.97%的重组菌细胞可展示融合酶,重组菌具有13.5U/mL的全细胞酶活性。

结果表明,MbA作为一种细胞壁锚定蛋白可用于构建新的苏云金芽胞杆菌细胞表面展示系统。
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  细菌细胞表面展示系统(bacterialcellsurface
displaysystem)可用于活体疫苗开发、蛋白质及多

肽文库筛选、抗体合成、生物传感器研制、全细胞生

物催化剂和生物吸附剂开发等领域[1-2]。尽管苏云

金芽胞杆菌(Bacillusthuringiensis)因其可合成对

多种农业害虫具有毒性的杀虫晶体蛋白而一直受到

重视,但迄今该菌除杀虫活性以外的其他生物学活

性并未被充分开发。鉴于该菌具有很强的蛋白质生

物合成性能和优良的耐高温性能,是一种发展细菌

表面展示系统的良好菌种材料,本研究通过搜寻蜡

状芽胞杆菌(Bacilluscereus)菌群已测序基因组中

的细胞壁结合蛋白基因,从1株苏云金芽胞杆菌野

生型菌株中扩增到1种推断的编码细胞壁结合蛋白

的基因 mbA,利用该基因作为运载蛋白基因和利用

绿色荧光蛋白(greenfluorescentprotein,GFP)基
因作为报告基因,构建该菌的一种新型细胞表面展

示系统,并进一步测定该系统展示1种细菌β-1,3-
1,4-葡聚糖酶的重组菌全细胞酶活性。

1 材料与方法

1.1 细菌菌株、质粒、培养基和培养条件

大肠杆菌(Escherichiacoli)DH5α用于构建各

种 重 组 质 粒;苏 云 金 芽 胞 杆 菌 拟 步 行 甲 亚 种

(B.thuringiensissubsp.tenebrionis)野 生 型 菌 株

YBT-9602提供mbA 基因来源;苏云金芽胞杆菌突

变株BMB171[3]作为受体菌用于构建表面展示重组

菌株。以上菌株均为笔者所在实验室保存。前期构

建的质粒pMB138[4]作为枯草芽胞杆菌(Bacillus
subtilis)β-1,3-1,4-葡聚糖酶基因gls的来源质粒;
携带有营养期活性的启动子Pcry3Aa和绿色荧光蛋白

基因gfp的苏云金芽胞杆菌表达载体pMB164[5]被
用 于 构 建 携 带 融 合 基 因 “mbA-gfp”的 质 粒

pMB176,以及携带融合基因 mbA-glS 的重组质粒

pMB220。
所有细菌菌株均采用Luria-Bertani(LB)培养

基[6]进行培养,但在培养大肠杆菌重组菌株时额外

添加 氨 苄 青 霉 素 (Amp)至 终 质 量 浓 度 为 100
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mg/mL;而在培养苏云金芽胞杆菌重组菌时添加红

霉素(Erm)至终质量浓度为25 mg/mL。大肠杆菌

采用37℃培养,苏云金芽胞杆菌于28℃进行培养。
1.2 基因 mbA 的扩增与重组质粒构建

参照蜡状芽胞杆菌AH1271基因组中的一种芽

胞皮层溶解酶(sporecortex-lyticenzyme,SCLE)序列

(GenBank登录号:ZP_04186473.1)而设计引物A1:

5′-CTGTCTAGAATGCGCCAAAAAGCTATT-3′(下
划 线 序 列 为 XbaⅠ酶 切 位 点)和 A2:5′-
GGCAGATCTACAGAAAATATGTTTACCG-3′(下
划线序列为BglⅡ酶切位点),以苏云金芽胞杆菌

YBT-9602基因组 DNA 为模板,经聚合酶链反应

(polymerasechainreaction,PCR)扩增到1个约

780bp的片段。PCR 反应程序为:94℃ 5min;

94℃30s,55℃30s,72℃1min,25个循环;

72℃10min,4℃保存。扩增片段经测序后,用

XbaⅠ和 BglⅡ酶切,并连接到质粒pMB164的

XbaⅠ/BglⅡ位点,得到重组质粒pMB176(Ampr

Ermr,8305bp)。另外,将质粒pMB138用BglⅡ和

PstⅠ进行酶切,并将其中的660bp酶切片段(gls
基因)连接到质粒pMB176的BglⅡ/PstⅠ位点,得
到重组质粒pMB220(AmprErmr,8767bp)。
1.3 分析方法

GFP单克隆抗体(Chemicon,1∶3000)用于免

疫荧光显微镜观测重组蛋白在细胞表面的定位。重

组细菌免疫荧光显微镜观测、蛋白酶pronase消化

与SDS处理,均按照文献[5]的方法进行。细菌β-
1,3-1,4-葡聚糖的多克隆抗体由笔者所在实验室预

先制备而成,并用于表面展示工程菌的流式细胞仪

分析[7]。
1.4 全细胞β-1,3-1,4-葡聚糖酶活测定

根据文献[7]的方法进行,相对酶活单位定义为

从β-葡聚糖每分钟水解产生1μmol葡萄糖的全细

胞菌液(D600nm=1)所需的酶量。

2 结果与分析

2.1 芽胞皮层溶解酶基因 mbA 的扩增与序列分析

从多个蜡状芽胞杆菌菌群已测序基因组中,搜
寻到多种编码芽胞皮层溶解酶的基因。根据其中

1个基因的编码序列(GenBank:ZP_04186473.1)设
计特定引物,从苏云金芽胞杆菌YBT-9602菌株基

因组扩增得到1条特异性片段。将纯化后的PCR
产物连接到pMD18-T载体后进行测序分析,结果

发现该片段为1个完整的编码框,全长780bp。其

序列与上述蜡状芽胞杆菌的芽胞皮层水解酶基因具

有99%的序列相似性,初步确定所扩增的产物属于

该菌 的 一 种 芽 胞 皮 层 水 解 酶 的 编 码 基 因,命 名

为mbA。
利用NCBI在线工具CDART和信号肽预测工

具SignalP(http://www.cbs.dtu.dk/services/Sig-
nalP/)对mbA 编码产物(命名为 MbA)进行了结构

模块预测,发现该 MbA蛋白酶在一级结构上可明

显分为1个 N-末端结构域和1个C-末端结构域

(图1A)。其中,N-末端结构域由大约100aa组成,
主要具有细胞壁肽聚糖结合活性,在其前端含有1
个由大约24aa组成的信号肽序列;而C-末端结构

域大约由105aa组成,具有肽聚糖水解活性。该蛋

白N-末端结构域这种具有跨膜分泌信号和能与细

胞壁相结合的性质是细胞表面展示系统的运载蛋白

必须具有的性能,因而预期这种蛋白酶具有应用于

构建细胞表面展示系统的潜力。进一步对 MbA的

N-末 端 结 构 域 的 二 级 结 构 利 用 在 线 工 具

“PSIPRED”(http://bioinf.c.ucl.ac.uk/psipred/)
进行了分析,发现其中含有一个“ααα”折叠结构,与
已报道的某些肽聚糖水解酶,如大肠杆菌的 MltD[8]

和苏云金芽胞杆菌的 Mbg[5]等通常含有的“βααβ”
折叠结构是不同的(图1B)。
2.2 以 MbA 作为运载蛋白的细胞表面展示系统的

构建与融合蛋白的定位分析

  尽管对 MbA的结构预测显示该蛋白可能具有

跨膜分泌转运和细胞壁锚定活性,但该蛋白是否可

作为表面展示系统的运载蛋白,尤其是可否作用于

苏云金芽胞杆菌的营养体细胞仍需实验验证。因

此,选取绿色荧光蛋白基因gfp作为报告基因,通过

构 建 携 带 融 合 基 因 “mbA-gfp”的 重 组 质 粒

pMB176,并导入苏云金芽胞杆菌受体菌BMB171,
筛选得到重组菌株 MB176。对该菌营养期细胞总

蛋白进行的SDS-PAGE分析(结果未显示),可检测

到55ku的蛋白质条带,与融合蛋白 MbA-GFP预

期分子质量大小相符。利用免疫荧光显微镜可分别

观测到重组细胞发出的绿色荧光以及Cy5在细胞

表面的红色荧光(图2)。由于细胞外大分子的Cy5
不可能穿过细胞膜屏障而与细胞内表达的GFP相

结合,因此反映出细胞内表达的融合蛋白 MbA-
GFP发生了跨膜转运并结合于细胞表面。

8
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 A:MbA结构域示意图GeneralmapofMbA;B:预测的 MbA的N-末端结构域二级结构ThepredictedsecondaystructureofMbA

N-terminaldomain;SS:信号肽序列Signalsequence;PB:肽聚糖结合结构域Peptidoglycan-bindingdomain;aa:氨基酸 Aminoacid.

图1 苏云金芽胞杆菌MbA蛋白质结构示意图与N-末端结构域的二级结构预测

Fig.1 SchematicmapofB.thuringiensisMbAandthepredictedsecondarystructureoftheN-terminaldomain

 细胞用GFP单克隆抗体处理后,再用Cy5标记的羊抗鼠抗体进行处理后进行观测 Cellsweretreatedwithanti-GFPmonoclonalanti-
bodyfollowedbytreatmentwithgoatanti-mouseCy5-conjugatedantibody.

图2 免疫荧光显微镜观测苏云金芽胞杆菌重组菌MB176细胞镜像

Fig.2 ImmunofluorescencemicrographsofB.thuringiensisMB176intactcells

  融合蛋白 MbA-GFP在细胞表面的定位进一步

被蛋白酶pronase(GFP对大部分细胞内的蛋白酶

具有较强的抗性、但对pronase敏感)消化实验和

SDS敏感性实验所证实。如图3所示,该蛋白酶对

表达细胞内GFP的对照细胞的相对GFP荧光活性

几乎无影响(因为大分子的pronase酶不能穿越细

胞膜进入到细胞内),但是对重组菌 MB176的GFP
相对荧光活性下降达50%左右。SDS敏感性实验

证实,SDS处理对重组菌细胞壁的影响较对照菌株

更大,反映出重组菌细胞壁经锚定融合蛋白后的整

体结构已发生一定改变,从而对SDS更为敏感[9]。
这些结果表明,芽胞皮层溶解酶 MbA在苏云金芽

胞杆菌营养生长阶段亦可发生跨膜转运作用,并通

过与细胞壁中的肽聚糖成分发生结合而锚定于细胞

壁上。因此,这一蛋白表现出可作为细胞表面展示

系统的运载蛋白的性能。

9
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A:蛋白酶pronase消化实验Pronaseaccessibilityassay;B:SDS敏感性测定SDSsensitivityassay.

图3 苏云金芽胞杆菌重组菌MB176细胞的蛋白酶Pronase和SDS处理结果

Fig.3 PronaseaccessibilityandSDSsensitivityassaysofB.thuringiensisMB176cells
2.3 表面展示β-1,3-1,4-葡聚糖的重组菌全细胞酶

活性

  为进一步验证 MbA在与其他功能蛋白以融合

蛋白形式存在时,是否仍然具有跨膜转运活性并保

持该蛋白质的功能或活性,选取来自于枯草芽胞杆

菌的β-1,3-1,4-葡聚糖作为目标蛋白进行了分析。
通过体外构建融合基因 mbA-glS 并导入受体菌

BMB171中进行表达,利用流式细胞仪对重组菌表

达和展示这种水解酶的效率进行了分析,结果显示

表达β-1,3-1,4-葡聚糖的苏云金芽胞杆菌重组菌

MB220有42.97%细胞检测到Cy5荧光活性,远高

于对照菌株BMB171,表明该重组菌内所表达的融

合酶也发生了跨膜转运,并定位于细胞表面,从而证

实 MbA具有作为细胞表面展示系统的运载蛋白的

活性。对重组菌 MB220全细胞β-1,3-1,4-葡聚糖

酶酶活进行了测定,结果显示作为阴性对照的受体

菌BMB171未检测到酶活,而重组菌株的酶活达到

13.5U/mL。

3 讨 论

细胞表面展示技术由于具有使酶促反应在细胞

表面直接快速进行、减少反应基质扩散限制和使反

应速率大为提高等优势,已在许多生物技术领域显

示出应用潜力[11-12]。苏云金芽胞杆菌由于在芽胞形

成时期可以合成超过30%细胞干质量的伴胞晶体

(parasporalcrystal)物质[13],以及作为芽胞杆菌本

身具有的抗高温耐逆性能,被认为是构建细胞表面

展示系统良好的受体菌系统之一。但是,目前有关

苏云金芽胞杆菌表面展示系统的运载蛋白还很少,
尤其是具有高效跨膜转运和表面锚定性能的运载蛋

白还很缺乏,成为该菌细胞表面展示系统发展的一

种制约因素。本研究通过搜寻芽胞杆菌基因组中与

细胞壁组分具有结合活性的蛋白质编码基因,确定

其中的一种芽胞皮层溶解酶 MbA具有推断的细胞

壁锚定活性,而分别用报告蛋白GFP和外源功能蛋

白β-1,3-1,4-葡聚糖酶进行研究,证实这种芽胞皮

层溶解酶具有在苏云金芽胞杆菌营养生长期的跨膜

分泌和细胞壁锚定活性,将与其呈融合状态的目标

蛋白以具有活性的形式锚定于营养体细胞表面,因
而可作为表面展示系统的运载蛋白。MbA分子的

N-末端结构域中含有可结合肽聚糖成分的结构模

体,而对其二级结构分析显示在该结构域中含有3
个串联重复的α螺旋(“ααα”),推测其可能通过折叠

螺旋而形成一种筒状结构,并嵌入肽聚糖层的空隙

中,从而可锚定到细胞壁上。由于目前革兰氏阳性

菌细胞壁结合蛋白与细胞壁结合分子机制涉及较

少,因此,MbA蛋白与细胞壁结合作用的分子机制

仍需进一步研究。

MbA虽然具有表面展示的能力,但是表面展示

效率不足50%,分析其原因主要有以下几点:(1)从
结构上看,MbA的 N-末端结构域为3个单一的a-
螺旋结构域,形成的高级结构缺少a-螺旋与b-折叠

片相间的二元重复结构单元,而二元重复结构对于

细胞壁成分的结合具有更强的协同效应,可以形成

发夹状的高级结构[8],从而优于单一结构单元的重

复;(2)MbA具有信号肽序列,在细胞膜的转运过程

中可能有部分滞留于壁膜间隙,从而阻止进一步的

转运过程。事实上,目前发现的一些展示效率高的

运载蛋白,如丁香假单胞菌(Pseudomonassyrin-
gae)的冰核蛋白(icenucleationprotein)[10]和苏云

金芽胞杆菌自溶素蛋白 Mbg[5]等,在其分子结构中

无明显的信号肽序列,但它们是如何进行跨膜转运
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的还不清楚;(3)MbA可能是属于芽胞期活性的一

种蛋白,在营养生长期的活性不高,等等。如何提高

这一运载蛋白的活性需要进一步研究。
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Developmentofanovelcell-surfacedisplaysysteminBacillusthuringiensis
usingcellwall-bindingproteinMbAastheanchoringmotif

LYUTing SHENFei SHAOXiao-hu LIHua JIANGMeng-tian LILin

CollegeofLifeScienceandTechnology/StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract ABacillussporecortex-lyticenzymewiththecellwall-bindingactivity,MbA,wasused
todevelopanovelcell-surfacedisplaysystemofBacillusthuringiensis.Thefull-lengthofmbAgene
fromB.thuringiensiswild-typestrainYBT-9602genomewasPCR-amplified,sequencedandthestruc-
turalfeaturesofitsencodingdomainswerecharacterized.ItshowedthatthepredictedproteinMbAwas
structurallydistinguishedbyanN-terminaldomainwithpeptidoglycan-bindingactivityandaC-terminal
domainwithcellwall-hydrolysisactivity.ByconstructingandexpressingthefusedmbA-gfp,itshowed
thattheheterologousGFP wassuccessfullyimmobilizedontothesurfaceofB.thuringiensiscells
throughtheimmunofluorescencemicroscopicobservationandtheassaysofpronaseaccessibilityandSDS
sensitivity.Furthermore,therecombinantB.thuringiensiscellsexpressingtheMbA-fusedchimericpro-
teinwithabacterialβ-1,3-1,4-glucanase,weredeterminedthesurface-displayefficiencyusingflowcy-
tometryanalysis,whichshowedthata42.97%recombinantcellsexhibitedsurface-displayingactivity.
Thewhole-cellenzymaticactivityoftherecombinantB.thuringiensisMB220expressingthembA-glS
fusiongenewasdetectedtobe13.5U/mL.TheseresultsindicatedthattheMbAproteincanbeserved
asafunctionalcarrierproteinfordevelopinganovelB.thuringiensiscell-surfacedisplaysystem.

Keywords Bacillusthuringiensis;cell-surfacedisplaysystem;cellwall-bindingprotein;MbA;gfp
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