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无乳链球菌分选酶 A 的表达、纯化与活性检测

张露珊１,２,董靖２,周顺２,刘永涛２,胥宁２,杨秋红２,艾晓辉１,２

１．上海海洋大学水产与生命学院,上海２０１３０６;２．中国水产科学研究院长江水产研究所,武汉４３０２２３

摘要　以提取的无乳链球菌 ATCC５１４８７菌株全基因组为模板,通过PCR扩增出srtAΔN８２基因,经EcoRⅠ
和XhoⅠ 双酶切、抗性筛选等方法构建重组表达载体,测定不同诱导温度、诱导剂浓度及诱导时间对表达产物的

影响,利用亲和层析和离子交换层析纯化蛋白,并使用荧光共振能量转移法测定蛋白活性.结果显示,试验构建

的pGEXＧ６pＧ１ＧsrtAΔN８２载体转化至 BL２１(DE３)后,在３７℃条件下经１mmol/LIPTG诱导表达６h后可得到大

量的可溶性蛋白,且纯度大于８５％.纯化后的SrtAΔN８２与底物作用后,可显著提高反应体系的荧光强度,表明得

到的SrtAΔN８２具有较好的生物学活性.
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　　近年来,我国罗非鱼养殖中无乳链球菌病频发,
造成巨大的经济损失,严重制约了罗非鱼产业的健

康可持续发展.为了防治该病,罗非鱼养殖过程中

通常使用化学抗菌药物,但长期或过量使用导致耐

药菌株的产生,给生态环境和人类健康带来了潜在

的威胁[１],因此,寻求化学抗菌药物的替代品已成为

大势所趋.
无乳链球菌(Streptococcusagalactiae)是一种

在自然界中分布广泛的革兰氏阳性菌,按血清学分

类 属 于 B 族 链 球 菌 (group B Streptococcus,

GBS)[２].分选酶是一类膜结合转肽酶,广泛分布于

革兰氏阳性菌中,该酶表面蛋白对细菌的生存和致

病力起关键作用,如宿主细胞黏附、营养获取、免疫

逃避等[３].分选酶根据结构不同可以分为４种,其
中分选酶 A(sortaseA,SrtA)和分选酶B在细菌的

致病方面起更为关键的作用[４].SrtA 能够识别表

面蛋白C端的LPXTG分选信号,并在 T与 G之间

切割肽键,从而使表面蛋白被锚定到细胞壁的肽聚

糖上[５].对许多革兰氏阳性菌进行srtA 基因敲除

试验后发现,病原菌无法正常地将表面蛋白锚定到

srtA 缺失的细胞壁上,从而一定程度上降低了病原

菌的致病性[５Ｇ６],表明srtA 与细菌表面蛋白锚定到

细胞壁密切相关[７].因此,分选酶 A 成为抗革兰氏

阳性菌感染的靶标.目前对于SrtA 的研究大多是

以金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)为模

型,并进行SrtA抑制剂的筛选[８],而对于无乳链球

菌 SrtA的研究较少.
本研究拟构建pGEXＧ６pＧ１ＧsrtAΔN８２原核表达载

体,优化srtAΔN８２基因在大肠杆菌中的表达条件,通
过亲和层析和离子交换得到高纯度的重组SrtA;进
一步通过荧光共振能量转移法测定其催化活性,旨
在为筛选治疗无乳链球菌的药物奠定基础.

1　材料与方法

1.1　供试菌和试剂

无乳链球菌ATCC５１４８７(四川农业大学汪开毓

教授赠送),原核表达载体 pGEXＧ６pＧ１、大肠杆菌

DH５α、BL２１(DE３)、DNA凝胶回收试剂盒、质粒小

提试剂盒购自北京天根生化公司,pfu高保真聚合

酶、限制性内切酶EcoRⅠ、XhoⅠ、DNA 链接酶和

异丙基ＧβＧDＧ硫代半乳糖苷 (IPTG)购自 Thermo
FisherScientific公司,谷胱甘肽琼脂糖凝胶(GlutaＧ
thioneSepharose４B )购自 GE 公司,引物合成和

DNA测序由武汉天一辉远公司完成.
1.2　目的基因扩增

根据Baldeep等[３]对SrtAN端的８２个氨基酸
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进行了截短.根据 NCBI中无乳链球菌 ２６０３V/R
株srtA 基因序列设计特异性引物.上游引物序列

为:cggaattcTCTGCTCAAACGAAATCAC,下 游

引 物 序 列 为:ccgctcgagTTAAAATGCTTTTAＧ
ATATC.为了方便连接载体,分别在上、下游引物

的５’端添加EcoRⅠ和XhoⅠ 酶切位点(下划线).
以提取的 ATCC５１４８７菌株全基因组为模板进行扩

增,扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳鉴定.
1.3　重组质粒构建

纯化srtAΔN８２片段和提取的pGEXＧ６pＧ１质粒用

EcoRⅠ和XhoⅠ内切酶进行酶切,然后加入 DNA
连接酶在２３℃水浴中连接１h.连接产物经过化学

转化后均匀地涂布至含有氨苄青霉素(１００μg/mL)
的LB琼脂平板上,在３７℃生化培养箱中培养１６~
１８h.次日采用无菌牙签从平板上挑取单菌落至

LB液体培养基(含氨苄青霉素)中,在３７℃摇床中

１５０r/min振荡培养.培养至菌液浑浊后取１μL为

模板进行PCR鉴定,将 PCR为阳性的菌液进行测

序.此外,提取测序正确菌液的质粒进行双酶切

鉴定.
1.4　重组蛋白表达分析

依据董靖等[９]的方法进行适当的改进,将构建

的pGEXＧ６pＧ１ＧsrtAΔN８２原核表达载体转化至 BL２１
(DE３)表达菌中,从平板上挑取单菌落扩大培养,将
培养至对数生长期的菌液冻存至－８０℃冰箱备用.
取１００μL菌液加入至１０mLLB液体培养基中培

养,当菌液生长至吸光度(OD６００nm)为０．６~０．８时加

入IPTG,使其浓度达到１mmol/L.继续培养６h
后高速离心(４℃,１００００r/min)１min收集菌体.
收集的菌体用适量的 PBS重悬后采用１２％ SDSＧ
PAGE电泳分析蛋白表达情况.
1.5　可溶性表达条件分析

１)温度对蛋白表达的影响.将含有重组表达载

体的 BL２１(DE３)表达菌株接种至 LB液体培养基

(含氨苄青霉素)中,在３７℃恒温摇床中培养１６~
１８h,取菌液按１∶１００的比例分别接种至２个装有

LB培养 基 的 三 角 瓶 中,在 ３７ ℃ 摇 床 中 培 养 至

OD６００nm＝０．８时,分别置于３７℃和１６℃摇床中,加
入IPTG 诱 导 剂 (浓 度 分 别 为 １ mmol/L 和 ０．２
mmol/L),分别继续培养６h和１６h后高速离心收

集菌体.重悬后的菌体加入１mg/mL溶菌酶,４℃
反应３０min后１６０００r/min离心１０min,分别收

集反应后的上清液和未裂解的菌体沉淀,进行SDSＧ

PAGE电泳分析.

２)诱导时间对蛋白表达的影响.将含有重组表

达载体的 BL２１(DE３)表达菌株接种至 LB液体培

养基(含氨苄青霉素)中,在３７℃恒温摇床中培养

１６~１８h,取１mL培养好的菌液接种至１００mL含

有 Amp 的 LB 培 养 基 中,在 摇 床 中 培 养 至

OD６００nm＝０．８ 时,在 诱 导 前 以 及 加 入 终 浓 度 为

１mmol/LIPTG诱导后的不同时间(１、２、３、４、５和

６h)收集菌体进行SDSＧPAGE电泳.
1.6　SrtAΔN82的表达与纯化

将含有pGEXＧ６pＧ１ＧsrtAΔN８２的重组菌株接种至

LB液体培养基(含氨苄青霉素)中,在３７℃恒温摇

床中培养１６~１８h,取１０mL培养好的菌液接种至

１L含有 Amp的 LB培养基中,在３７℃、１５０r/min
培养至 OD６００nm为０．８,之后加入IPTG使其终浓度

为１mmol/L,继续在摇床中培养６h,４℃、１００００
r/min离心收集菌体,将收集的菌体重悬于冰冷的

PBS溶液中.
重悬的菌体置于冰上采用超声破碎仪裂解,

４℃、１６０００r/min离心４５min后收集上清液置于

层析柜中备用.将收集的上清通过填有 GlutathiＧ
oneSepharoseTM４B柱料的重力柱,重复过柱３~５
次,用３００mL抽滤的PBS对非特异性结合上的杂

蛋白进行洗脱,期间不时地重悬柱料,通过亲和层析

对目的蛋白进行初次纯化.洗杂结束后的重力柱加

１mg/mLPreScission在４℃酶切过夜.次日,用抽

滤的PBS洗脱目的蛋白,用考马斯亮蓝 GＧ２５０检测

目的蛋白是否洗脱结束.采用超滤管将目的蛋白中

的PBS替换为离子交换 A液(２５mmol/LTris,pH
７．９);进一步将浓缩后的目的蛋白过 HiTrap柱,用
离 子 交 换 B 液 (２５ mmol/L Tris,５００ mmol/L
NaCl,pH７．９)洗脱,收集含有SrtAΔN８２的组分,进行

SDSＧPAGE电泳分析.合并纯度较高的目的蛋白

组分,通过超滤将缓冲液更换为另一缓冲液(５０
mmol/L Tris,５ mmol/L CaCl２,１５０ mmol/L
NaCl,pH７．５).纯化后的蛋白于－８０℃保存.

用在酶切之前得到的重组蛋白于１２％ SDSＧ
PAGE电泳进行分析,将电泳胶内的蛋白经湿转法

转移至PVDF膜.湿转后的膜放入５％脱脂奶粉中

３７℃封闭２h,洗膜,膜与鼠抗 GST 单克隆抗体

(１∶１０００)室温孵育１h,洗膜后与辣根过氧化物酶

标记的山羊抗小鼠IgG(１∶１０００)室温孵育１h,

TBST洗膜,用ECL试剂发光后在暗室中显影.

００１
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1.7　能量转移共振法测定 SrtAΔN82活性

酶活反应在黑色不透光 ９６ 孔板中进行,反应

体系为３００μL,其中包含５μmol/L的SrtAΔN８２,终
浓度为２０μmol/L的荧光底物(DabcylＧQALPETＧ
GEEＧEdans),避光放入３７℃恒温培养箱中,孵育

１h,避光取出,使用酶标仪测定荧光值的变化,设定

激发波长为３５０nm,记录波长为 ５２０nm.设置

SrtAΔN８２ 缓冲液作为阴性对照,每组待测样品重复

３次.通过荧光值的变化分析SrtAΔN８２的活性.

2　结果与分析

2.1　pGEXＧ6pＧ1ＧsrtAΔN82重组表达载体的构建

　　图１为扩增所得到的srtAΔN８２的DNA片段,在

４７４bp附近有特异性扩增条带,与预期大小一致.
将连接产物转化至大肠杆菌 DH５α后,从 LB平板

上随即挑取的５个单菌落经菌液PCR鉴定后发现

其中１号、３号、４号、５号４个样品含有目的基因,２
号样品不含目的基因,为空载体,如图２所示.对

PCR鉴定为阳性的菌液进行了质粒提取和双酶切

鉴定,结果如图３所示,阳性质粒双酶切后在５kb
左右和 ０．５kb 左右处分别有质粒(pGEXＧ６pＧ１)和

srtAΔN８２条带.

M:DNAmarker(DL２０００);１,２:分选酶 A基因srtAΔN８２．

图１　分选酶AsrtAΔN８２扩增电泳图

Fig．１　ElectrophoresispatternofsrtAΔN８２

M:DNAmarker;１Ｇ５:不同单菌落 Differentcolonies．

图２　菌液PCR扩增电泳图

Fig．３　ElectrophoresispatternofcolonyPCR
2.2　 SrtAΔN82的表达与条件优化

为分析srtAΔN８２基因在大肠杆菌 BL２１(DE３)
菌株中是否表达,通过蛋白电泳分析了加入IPTG

(１mmol/L)诱导前后的菌体总蛋白.如图４所示,
经IPTG诱导后的大肠杆菌在分子质量约为４２ku
处有明显的条带,而诱导前的菌体在该位置有微弱

的表达条带,且该条带的分子质量与 GSTＧSrtAΔN８２

融合蛋白的理论分子质量４２ku一致.以上结果表

明,本试验构建的pGEXＧ６pＧ１ＧsrtAΔN８２原核表达载

体在大肠杆菌BL２１(DE３)中能够表达.

　M:DNA marker(DL２０００);１:质粒双酶切 Doubledigestionof

theplasmid．

图３　重组载体双酶切电泳图

Fig．３　Electrophoresispatternoftherecombinant

plasmidafterdoubledigestion

　M:蛋白质分子质量标准Proteinmarker;１:诱导前 BeforeinducＧ

tion;２:３７℃诱导６hInducedat３７℃for６h．

图４　SrtAΔN８２预表达SDSＧPAGE电泳图

Fig．４　ElectrophoresispatternofSrtAΔN８２expression

　　为了获得SrtAΔN８２的可溶性表达,试验分析了

３７℃和１６℃ ２个温度下的表达形式.如图５所

示,１６℃和３７℃条件下细菌裂解液上清中均有目

的蛋白,表明该２种不同温度下SrtAΔN８２均能可溶

性表达,且在３７℃条件下表达量较高.此外,通过

对诱导时间的分析发现,加入IPTG后继续诱导６h
可以得到最大表达量(图６).因此,本试验确定的

诱导 表 达 温 度 为 ３７ ℃,诱 导 剂 IPTG 浓 度 为

１mmol/L,诱导时间６h.
通过 WesternＧblot试验确定表达蛋白的正确

性,结果如图７所示,在分子质量４２ku处出现了清

晰的条带,证明目的蛋白在大肠杆菌中获得了大量

的表达.

１０１
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　M:蛋白质分子质量标准 Proteinmarker;１:１６℃菌体裂解沉淀

Bacteriallysisprecipitation,１６℃;２:１６℃菌体裂解上清 Bacterial

lysissupernatant,１６℃;３:３７℃菌体裂解沉淀 BacteriallysispreＧ

cipitation,３７℃;４:３７℃菌体裂解上清 Bacteriallysissupernatant,

３７℃．

图５　２种温度条件下的表达形式SDSＧPAGE电泳图

Fig．５　Expressionformanalysisintwotemperatures

　M:蛋白质分子质量标准 Proteinmarker;０:诱导前 BeforeinducＧ

tion;１Ｇ６分别为诱导后１、２、３、４、５、６h.０１,２,３,４,５,６hrespecＧ

tivelyafterinduction．

图６　诱导时间对表达量影响的SDSＧPAGE电泳图

Fig．６　Impactoftimeontheleveloftarget

proteinafterIPTGinduction

图７　重组蛋白的 WesternＧblot
Fig．７　WesternＧblotanalysisofrecombinantprotein

2.3　蛋白纯化

按本文“２．２”中确定的表达条件进行大量诱导

表达,将得到的菌体裂解液进行亲和层析,目的蛋白

被初步纯化并去掉了 N 端融合的 GST 标签;进一

步采用 HiTrapQ 阴离子交换柱进行离子交换层

析,经 过 梯 度 洗 脱 后 得 到 纯 度 较 高 的 SrtAΔN８２

(图８).纯化后的SrtAΔN８２经BandScan(Glyko)软

件计算其纯度大于８５％.

M:Marker;１:SrtAΔN８２．

图８　纯化后的蛋白电泳图

Fig．８　ElectrophoresispatternofSrtAafterpurification
2.4　重组 SrtAΔN82的催化活性

通过能量转移共振试验发现,纯化的SrtAΔN８２

与荧光底物在３７℃孵育１h之后,其荧光强度极显

著(P＜０．０１)高于阴性对照组,分别为１８２１．６６７±
２９２．７４０和８７７．００±７２．４５,表明纯化后的分选酶具

有良好的生物活性.

3　讨　论

SrtA是在革兰氏阳性菌致病过程中起着关键

作用的一类酶,一些毒力因子通过SrtA 催化的转

肽反应附着在细胞壁上[１０].SrtA的 N 端含有跨膜

区,是含有 N 端信号肽的膜蛋白,因此,全长SrtA
难以纯化而且性质不稳定[１１].朱芳等[１２]构建的金

黄色葡萄球菌SrtA重组表达载体pET３２aＧsrtA,分
别将 N端２４和５９个氨基酸截短,得到的目的蛋白

大部分是可溶性表达.本试验为了提高SrtA 的表

达效率,稳定重组蛋白的性质,参考Baldeep等[３]的

方法对SrtAN端前８２个氨基酸进行了截短,重组

蛋白也获得了可溶性表达.
有研究发现培养温度、诱导剂浓度和培养时间

是影响重组蛋白的表达量和表达形式的重要因

素[１３].邱家章[１４]采用与本文相同的载体构建了金

黄色葡萄球菌αＧ溶血素的原核表达载体,表达时发

现温度为３７℃时重组蛋白主要以包涵体形式存在,
而温度为１６℃时重组蛋白则主要以可溶形式存在.
董亚青[１５]构建的猪链球菌２型０５ZYH３３菌株的

pGEXＧ４TＧ２ＧsrtA 表达载体也含有 GST 标签,但经

过表达后发现SrtA 主要以包涵体形式存在,跨膜

区截短后的SrtA以可溶形式存在.闵迅[１６]构建的

肺炎链球菌 NCTC７４６６(D３９)菌株的SrtAＧpET３２a
(＋)ＧBL２１(DE３)表达载体,当IPTG 浓度为 ０．３
mmol/L、温度为２２℃时,SrtA 主要以可溶形式出
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现在菌体裂解上清中.以上结果提示不同细菌的

SrtA重组表达时其出现可溶性蛋白的温度也不尽

相同.因此,为了提高SrtA 的可溶性,方便纯化,
本试验使用带有tac启动子且含有 GST 标签的

pGEX系列载体,研究了IPTG 浓度和温度对SrtA
表达形式的影响.结果发现,不同诱导温度和诱导

剂浓度SrtAΔN８２融合蛋白均以可溶形式存在,表明不

同温度对SrtAΔN８２的可溶性表达没有影响.此外,吴
琳[１７]在研究诱导时间对SrtA蛋白表达量的影响时,
发现在３７℃、６h蛋白表达量最大,与本文结果一致.

为了得到较纯的目的蛋白,一般采用超滤、沉
淀、层析等方法对得到的蛋白进行分离纯化.邓

思[１８]采用谷胱甘肽琼脂糖凝胶柱进行亲和层析,获
得了高纯度的蛋白,但该方法使用时比较繁琐,需要

控制流速、样品浓度及pH 等多个因素,任何环节操

作不当,都会降低蛋白纯度.秦宗华等[１９]利用强阴

离子交换层析法、凝胶过滤层析法和 SephadexGＧ
７５分子排阻层析法得到了较高的白蛋白纯度.但

单独使用凝胶过滤耗费较大,需要与其他方法联用,
才能发挥最大的效果[２０].本试验采用亲和层析和

离子交换层析相结合的方法来纯化目的蛋白,首先

利用 GST标签进行初步的亲和层析纯化,切除标签

后根据目的蛋白等电点通过离子交换层析的方法进

行精细纯化.两种方法结合尽管延长了操作时间,
但可以有效提高目的蛋白纯度.

能量转移共振是目前测定SrtA 活性普遍采用

的方 法.罗 立 新 等[２１] 采 用 GS１１５/pKFSＧQALＧ
PETGEEＧlinkerＧEGFP底物测定金黄色葡萄球菌

SrtA活性,发现荧光强度较阴性对照增加了８４．１.
而本试验中以合成的 DabcylＧQALPETGEEＧEdans
作为底物,加入SrtAΔN８２后其荧光强度提高了９４４,
与阴性对照组差异极显著.表明本试验表达和纯化

的SrtAΔN８２具有良好的生物学活性,可以作为靶标

筛选SrtA活性抑制剂.
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Expression,purificationandcharacteristicsofsortaseA
fromStreptococcusagalactiae

ZHANGLushan１,２,DONGJing２,ZHOUShun２,LIUYongtao２,

XUNing２,YANGQiuhong２,AIXiaohui１,２

１．CollegeofFisheriesandLifeScience,ShanghaiOceanUniversity,Shanghai２０１３０６,China;

２．YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademyofFisherySciences,

Wuhan４３０２２３,China

Abstract　RecombinantexpressionvectoroftheStreptococcusagalactiaeATCC５１４８７genewasesＧ
tablishedbyusingPCRamplification,doubledigestionofEcoRⅠandXhoⅠ,andresistancescreening,etc．
Effectsofinductiontemperature,concentrationandtimeontheexpressionproductswereexamined．The
proteinwaspurifiedbyaffinitychromatographyandionexchangechromatography,andtheactivityof
SrtAwasdeterminedusingenergytransferresonance．TheresultsshowedthatafterthesrtAΔN８２ＧpGEX
Ｇ６pＧ１vectorwastransformedintoBL２１(DE３),alargeamountofsolubleproteinwereobtainedbyinＧ
ducingat１mmol/LIPTGat３７℃for６h．ThepurityofSrtAwashigherthan８５％．Moreover,thepuriＧ
fiedSrtAcouldsignificantlyincreasethefluorescenceintensitywhencoＧincubatedwiththesubstrate,inＧ
dicatingthattherecombinantSrtAhadgoodbiologicalactivity．

Keywords　Streptococcusagalactiae;sortaseA;catalyzeactivity;target;fluorescenceresonance
energytransfer(FRET);activedetection
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