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艰难梭菌CysE和CysK蛋白的克隆、表达
与生物信息学分析*

古文鹏,贾森泉,周永明,尹建雯,赵世文,赵晓南,伏晓庆**

(云南省疾病预防控制中心急性传染病防制所,云南昆明
 

650500)

【摘要】 目的 生物信息学分析艰难梭菌半胱氨酸合成蛋白CysE和CysK的理化性质、三维结构和蛋白互作信息,并

进行两个蛋白的体外克隆表达和纯化。 方法 采用ProtParam对CysE和CysK蛋白进行理化性质预测,TMHMM
进行跨膜结构域分析,SignalP分析蛋白信号肽,SWISS-MODEL预测二者的三维结构,STRING分析蛋白互作信息。将

cysE 和cysK 目的基因片段分别克隆到pET-32a和pET-28a载体,融合 His标签通过大肠埃希菌表达系统来表达目的

蛋白,并进行表达纯化测试。 结果 CysE蛋白共有196氨基酸(AA),无跨膜区,信号肽序列为无,疏水性一般,有2
个无序性片段。CysK蛋白共有302

 

AA,无跨膜区,信号肽序列为无,疏水性一般,有5个无序性片段。两个蛋白共产生

α螺旋、β片层、β转角和无规卷曲4种二级结构。CysE的二级结构共由5个α螺旋、15个β片层、10个β转角和19个无

规卷曲组成;CysK的二级结构共由15个α螺旋、16个β片层、16个β转角和26个无规卷曲组成。蛋白互作预测结果显

示,CysE与CysK涉及菌株的蛋白合成和代谢途径,主要是半胱氨酸的合成途径、甲硫氨酸的合成以及硫代谢途径等。

重组表达载体pET-32a-cysE 和pET-28a-cysK 构建成功,对蛋白诱导表达条件进行优化后,进行SDS-PAGE电泳。结

果显示,两个蛋白的分子量分别为CysE
 

38
 

ku和CysK
 

34
 

ku,二者的纯度大于85%。最终得到的CysE重组蛋白浓度为

0.8
 

mg/mL,CysK重组蛋白的浓度为1
 

mg/mL。 结论 本研究对艰难梭菌CysE和CysK的蛋白进行了生物信息学

分析,并成功构建和表达了CysE与CysK重组蛋白,为进一步探索二者对于艰难梭菌致病性的相关机制提供了基础。
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【Abstract】 Objective The
 

physicochemical
 

properties,three-dimensional
 

structures
 

and
 

protein
 

interactions
 

of
 

the
 

Clostridioides
 

difficile
 

cysteine
 

synthesis
 

proteins
 

CysE
 

and
 

CysK
 

were
 

analyzed,and
 

these
 

two
 

proteins
 

were
 

cloned,

expressed
 

and
 

purified. Methods Physicochemical
 

properties
 

of
 

CysE
 

and
 

CysK
 

proteins
 

were
 

predicted
 

using
 

ProtParam,transmembrane
 

structural
 

domainswere
 

analyzed
 

by
 

TMHMM,protein
 

signal
 

peptide
 

were
 

analyzed
 

by
 

SignalP,three-dimensional
 

structure
 

of
 

proteins
 

were
 

predicted
 

by
 

SWISS-MODEL,and
 

protein
 

interactions
 

information
 

were
 

analyzed
 

by
 

STRING.
 

The
 

target
 

gene
 

cysE
 

and
 

cysK
 

were
 

cloned
 

into
 

pET-32a
 

and
 

pET-28a
 

vectors,respectively,

fused
 

with
 

His-tags
 

to
 

express
 

the
 

target
 

proteins
 

through
 

the
 

E.
 

coli
 

expression
 

system,and
 

then
 

tested
 

for
 

expression
 

purification. Results The
 

CysE
 

protein
 

had
 

a
 

total
 

of
 

196
 

amino
 

acids
 

(AA),no
 

transmembrane
 

region,a
 

signal
 

peptide
 

sequence
 

of
 

nil,fair
 

hydrophobicity,and
 

two
 

disordered
 

fragments.
 

The
 

CysK
 

protein
 

had
 

a
 

total
 

of
 

302
 

AA,no
 

transmembrane
 

region,a
 

signal
 

peptide
 

sequence
 

of
 

nil,fair
 

hydrophobicity,and
 

five
 

disordered
 

fragments.
 

The
 

two
 

proteins
 

showed
 

a
 

total
 

of
 

4
 

secondary
 

structures
 

of
 

α-helices,β-sheet
 

layers,β-turns
 

and
 

random
 

curls.
 

The
 

secondary
 

structure
 

of
 

CysE
 

consisted
 

of
 

a
 

total
 

of
 

5
 

α-helices,15
 

β-sheet
 

layers,10
 

β-turns,and
 

19
 

random
 

curls;the
 

CysK
 

consisted
 

of
 

a
 

total
 

of
 

15
 

α-helices,16
 

β-sheet
 

layers,16
 

β-turns,and
 

26
 

random
 

curls.
 

The
 

protein
 

interactions
 

prediction
 

showed
 

that
 

CysE
 

and
 

CysK
 

were
 

involved
 

in
 

protein
 

synthesis
 

and
 

metabolic
 

pathways
 

of
 

the
 

strain,mainly
 

referred
 

to
 

cysteine
 

synthesis
 

pathway,methionine
 

synthesis,and
 

sulfur
 

metabolism
 

pathway.
 

The
 

recombinant
 

expression
 

vectors
 

pET-32a-

·6621·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年11月 第19卷第11期

Nov.2024, Vol.19,No.11

*

**

【基金项目】 国家自然科学基金项目(No.
 

82360398);云南省基础研究专项项目(No.
 

202301AT070160);云南省技术创新人才培养对象

项目(No.
 

202405AD350003)

【通讯作者】 伏晓庆,E-mail:yncdcfxq@163.com
【作者简介】 古文鹏(1982-),男,云南昆明人,博士,副主任技师,主要从事艰难梭菌致病机制相关研究。E-mail:gu_02788@163.com



cysE
 

and
 

pET-28a-cysK
 

were
 

successfully
 

constructed,and
 

SDS-PAGE
 

electrophoresis
 

was
 

carried
 

out
 

after
 

the
 

optimization
 

of
 

protein-induced
 

expression
 

conditions.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

molecular
 

weights
 

of
 

the
 

two
 

proteins
 

were
 

38
 

ku
 

for
 

CysE,34
 

ku
 

for
 

CysK,respectively,and
 

the
 

purity
 

of
 

the
 

two
 

was
 

greater
 

than
 

85%.
 

The
 

final
 

concentration
 

of
 

CysE
 

recombinant
 

protein
 

was
 

0.8
 

mg/ml,and
 

the
 

concentration
 

of
 

CysK
 

recombinant
 

protein
 

was
 

1
 

mg/

mL. Conclusion In
 

this
 

study,the
 

bioinformatics
 

analysis
 

of
 

the
 

proteins
 

of
 

CysE
 

and
 

CysK
 

of
 

C.
 

difficile
 

was
 

carried
 

out
 

and
 

recombinant
 

proteins
 

of
 

two
 

genes
 

were
 

successfully
 

constructed
 

and
 

expressed,which
 

provided
 

a
 

basis
 

for
 

further
 

exploring
 

the
 

relevant
 

mechanisms
 

of
 

the
 

pathogenicity
 

of
 

C.
 

difficile.
【Keywords】 Clostridioides

 

difficile;CysE;CysK;clonal
 

expression;bioinformatics
 

analysis

  艰难梭菌(Clostridioides
 

difficile)为革兰氏染色

阳性产芽孢的厌氧菌,产毒性艰难梭菌通过分泌肠毒

素A和细胞毒素B,部分菌株还具有二元毒素,从而

引起患者产生抗生素药物相关性腹泻、结肠炎或是严

重 的 致 死 性 伪 膜 性 肠 炎,统 称 为 艰 难 梭 菌 感 染

(CDI)[1-2]。临床上常见的症状包括轻症的携带状态

或是腹泻,到严重的结肠炎、中毒性巨结肠、伪膜性肠

炎甚至肠穿孔等[3]。根据艰难梭菌的监测数据显示,

CDI的发病率、病死率和疾病负担在全球范围内呈现

逐渐上升的趋势,成为当前全球主要公共卫生问题之

一[4-5]。因此,艰难梭菌造成的感染给经济社会和人群

健康带来了巨大的损失与危害。可以说对于艰难梭菌

感染领域的相关研究目前已经成为细菌性病原体感染

研究的焦点之一。
本课题组的前期研究结果显示,艰难梭菌半胱氨

酸合成蛋白CysK和CysE在其致病性中可能起到关

键作用[6]。半胱氨酸是一种重要的含硫氨基酸,在细

胞正常生理活动中起着重要作用,是甲硫氨酸和一些

辅因子(生物素、硫辛酸、硫胺素和辅酶 A等)生物合

成的前体,也是铁硫簇的硫供体,还能够参与蛋白质折

叠和组装、一些酶的催化,维持胞内的氧化还原环

境[7]。细菌中半胱氨酸的从头生物合成需要两种酶,
分别是cysE和cysK基因编码的丝氨酸乙酰转移酶

和O-乙酰丝氨酸硫氢化酶。CysE催化乙酸盐从乙酰

辅酶 A 转 移 到 丝 氨 酸,从 而 产 生 O-乙 酰 丝 氨 酸

(OAS)。CysK是该途径的下一个酶,它以5'-磷酸吡

哆醛(PLP)作为辅助因子,将OAS和硫化物转化为半

胱氨酸和乙酸盐[8]。目前关于CysK和CysE在艰难

梭菌中的相关研究尚未见系统的报道。
为了研究CysK和CysE蛋白在艰难梭菌致病性

中的作用和相关机制,本研究首次采用大肠埃希菌原

核表达系统,在体外克隆和表达上述两个蛋白,并用于

下游相关实验研究和科研工作。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株与载体 采用艰难梭菌参考菌株CD12038
(GenBank

 

accession:CP033214)作为研究对象,感受

态细胞BL21(DE3)、原核表达载体pET-32a和pET-
28a购自昆明硕擎公司。

1.2 试剂与仪器 LB琼脂和肉汤购自北京路桥技术

股份公司;高保真酶、T4
 

DNA连接酶、氨苄青霉素、卡
那霉素、IPTG(异丙基-β-D-硫代半乳糖苷酶)、内切酶

NcoI和XhoI购自TaKaRa公司;SDS-PAGE预制胶

套装试剂盒购自索莱宝公司;质粒提取试剂盒和DNA
纯化回收试剂盒购自北京天根公司;蛋白定量试剂盒

自购上海生工公司。

PCR仪、水平电泳仪和SDS-PAGE垂直电泳仪

(Bio-Rad公司);台式离心机(Thermo公司);超声破

碎仪(Bandelin公司)。

2 方法

2.1 生 物 信 息 学 分 析 使用 MEGA
 

6.0软件将

CD12038菌株的cysE 和cysK 基因序列转换成氨基

酸 序 列,并 用 于 后 续 生 物 信 息 学 分 析。采 用

ProtParam对CysE和CysK蛋白进行理化性质预测,

TMHMM
 

2.0在线进行跨膜结构域分析,SignalP
 

5.
0server分析蛋白信号肽,SOPMA预测蛋白的二级结

构,SWISS-MODEL预测二者的三维结构,STRING
分析蛋白互作信息。

2.2 蛋白的克隆与表达

2.2.1 cysE 和cysK 基 因 的 扩 增 根 据 Clone
 

Manager软件设计两个基因的PCR引物。cysE 的引

物序列为:(F)5'-CCATGGTTGTTTAAGAAAATA
 

AATAA-3',(R)5'-CTCGAGCTATATATAATAT
 

ACATTAT-3'。cysK 基因的引物序列为:(F)5'-CC
 

ATGGATGTTATATAATAATGCATT-3',(R)5'-
CTCGAGTTAAAATATTCCCATCGACA-3'。下划

线处分别为NcoI和XhoI的酶切位点和保护碱基。

2.2.2 重组质粒的构建 将PCR产物纯化后分别连

接到pMD-18-T载体,进行蓝白斑筛选后,对阳性克隆

开展测序。然后对 测 序 正 确 的 T 载 体、表 达 载 体

pET-32a和pET-28a分别用NcoI和XhoI酶切,酶切

完成的目的片段与表达载体进行连接后转化入感染态

细胞 BL21(DE3)中,其 中cysE 采 用 pET-32a,#
cysK#采用pET-28a克隆载体。两个分别在含氨苄
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青霉素和卡那霉素的LB培养基中进行菌落鉴定以及

重组质粒的双酶切鉴定,验证克隆成功。

2.2.3 重组蛋白的诱导表达、纯化和定量 将鉴定正

确的重组质粒接种在抗性LB固体培养基上,挑取单

克隆过夜培养,按1∶100的比例扩大培养至含有抗性

的LB液体培养基中,待 A600 的值升高到0.5~0.6
时,加入终浓度为0.5

 

mmol/L的IPTG诱导剂,15
 

℃
诱导表达24

 

h。将表达后的菌液离心洗涤、超声破碎

后再次离心,上清用0.45
 

μm滤膜过滤后,用AKTA
蛋白纯化仪-镍亲和层析柱纯化带有 His标签的重组

蛋白,纯化完后进行SDS-PAGE观察蛋白的纯化效

果,并利用BCA蛋白定量试剂盒对重组蛋白CysK和

CysE进行定量检测。

结 果

1 CysE和CysK的生信分析

CysE蛋白共有196氨基酸(AA),无跨膜区,信号

肽序列为无,疏水性一般,有2个无序性片段。CysK
蛋白共有302

 

AA,无跨膜区,信号肽序列为无,疏水

性一般,有5个无序性片段。CysE和CysK的二级结

构预测结果显示,两个蛋白共产生α螺旋、β片层、β转

角和无规卷曲4种二级结构,其中氨基酸组成各二级

结构的数量和构成比见表1。CysE的二级结构共由5
个α螺旋、15个β片层、10个β转角和19个无规卷曲

组成;CysK的二级结构共由15个α螺旋、16个β片

层、16个β转 角 和 26 个 无 规 卷 曲 组 成。SWISS-
MODEL预测的CysE和CysK蛋白的三级结构见图

1。
表

 

1 CysE和CysK蛋白的二级结构氨基酸组成和构成比
Table

 

1 Amino
 

acid
 

composition
 

and
 

composition
 

ratio
 

of
the

 

secondary
 

structure
 

of
 

CysE
 

and
 

CysK
 

proteins
蛋白
Protein

α螺旋
Alpha

 

helix
β片层

Extended
 

strand
β转角
Beta

 

turn
无规卷曲
Random

 

coil

CysE 53
 

(27.04%) 56
 

(28.57%) 18
 

(9.18%) 69
 

(35.20%)

CysK 105
 

(34.77%) 60
 

(19.87%) 33
 

(10.93%) 104
 

(34.44%)

蛋白互作预测结果显示,CysE与CysK、CysM、

CysS、ThrB、SdaB等构成了蛋白互作网络(图2A)。
这些蛋白均涉及菌株的蛋白合成和代谢途径,主要是

半胱氨酸的合成途径、甲硫氨酸的合成、丝氨酸和嘌呤

的合成途径以及硫代谢途径等。基因排列预测结果表

明,CysE在大部分原核生物中均存在,同时在大部分

细菌中cysE 基因均在染色体中呈现连续排列(图

2B)。
蛋白互作预测结果显示,CysK与CysE、CysM、

CysS、AspB、MdeA等构成了蛋白互作网络(图3A)。
这些蛋白均涉及菌株的蛋白合成和代谢途径,主要是

丝氨酸和甲硫氨酸合成、半胱氨酸的合成途径、蛋白的

磷酸化修饰途径等。基因排列预测结果表明,CysK
与CysE的基因排列结果相似。在大部分原核生物中

均存在,同时在大部分细菌中cysK 基因均在染色体

中呈现连续排列(图3B)。

  A CysE蛋白三级结构示意图 B CysK蛋白三级结构示意图
图

 

1 CysE和CysK蛋白的三级结构预测示意图

A Schematic
 

representation
 

of
 

the
 

tertiary
 

structure
 

of
 

CysE
 

protein B Schematic
 

representation
 

of
 

the
 

tertiary
 

structure
 

of
 

CysK
 

protein
Fig.1 Schematic

 

representation
 

of
 

the
 

predicted
 

tertiary
structure

 

of
 

CysE
 

and
 

CysK
 

proteins

  A 预测的CysE蛋白与其它蛋白的互作网络图 B CysE蛋白

的基因排列预测分析

图
 

2 CysE的蛋白互作分析示意图

A Predicted
 

interaction
 

network
 

diagram
 

of
 

CysE
 

protein
 

with
 

other
 

proteins B Predicted
 

gene
 

alignment
 

analysis
 

of
 

CysE
 

protein
Fig.2 Schematic

 

diagram
 

of
 

protein
 

interactions
 

analysis
 

of
 

CysE
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  A 预测的CysK蛋白与其它蛋白的互作网络图 B CysK蛋白
的基因排列预测分析

图
 

3 CysK的蛋白互作分析示意图

A Diagram
 

of
 

the
 

predicted
 

interactions
 

network
 

of
 

CysK
 

proteins
 

with
 

other
 

proteins B Analysis
 

of
 

the
 

predicted
 

gene
 

alignment
 

of
 

CysK
 

proteins
Fig.3 Schematic

 

diagram
 

of
 

protein
 

interactions
 

analysis
 

of
 

CysK

2 重组蛋白的克隆与表达

cysE 和cysK 基因以CD12038为模板进行扩增,
产物分别与T载体连接成功后进行测序分析,结果显

示,cysE 和cysK 基因全长分别为602
 

bp和941
 

bp
(图4A),无碱基突变。将测序正确的cysE 和cysK
基因片段分别与pET-32a和pET-28a表达载体连接

成功后,提取质粒进行双酶切鉴定,在目的片段大小位

置分别出现条带,提示重组表达载体pET-32a-cysE
和pET-28a-cysK 构建成功(图4B)。

  A cysE 和cysK 基因的PCR扩增电泳图 B 重组质粒的双酶

切电泳图

图
 

4 cysE 和cysK 基因PCR扩增和质粒双酶切鉴定电泳图

A PCR
 

amplification
 

electropherograms
 

of
 

cysE
 

and
 

cysK
 

genes B
 Dual

 

enzyme
 

digestion
 

electropherograms
 

of
 

recombinant
 

plasmids
Fig.4 cysE

 

and
 

cysK
 

gene
 

PCR
 

amplification
 

and
 

plasmid
 

double
enzyme

 

digestion
 

identification
 

electropherograms

对蛋 白 诱 导 表 达 条 件 进 行 优 化 后,采 用 0.5
 

mmol/L的IPTG、15
 

℃诱导表达24
 

h。表达好的细

菌经过超声破碎,离心收集上清经AKTA纯化仪进行

纯化,然后进行SDS-PAGE电泳,结果见图5所示。
两个蛋白的分子量分别为CysE

 

38
 

ku和CysK
 

34
 

ku,
二者的纯度大于85%。蛋白定量结果显示,得到的

CysE重组蛋白浓度为0.8
 

mg/mL,CysK重组蛋白的

浓度为1
 

mg/mL。

图
 

5 CysE和CysK重组蛋白的SDS-PAGE电泳图

Fig.5 SDS-PAGE
 

electropherogram
 

of
 

CysE
 

and
 

CysK
 

recombinant
 

proteins

讨 论

CysE是细菌半胱氨酸生物合成途径中的第一个

酶,研究显示其对大肠埃希菌、流感嗜血杆菌、金黄色

葡萄球菌和枯草芽孢杆菌造成的感染非常重要[9-13]。

CysE能够让结核分枝杆菌在宿主体内持续存活、能增

强粘质沙雷菌的磷脂酶/卵磷脂酶活性,以及鞭毛运输

作用[14-15]。因此,CysE在多种病原微生物的致病机制

中起关键作用。本课题组的前期研究结果提示,艰难

梭菌的半胱氨酸合成关键基因cysE/cysK 可能在其

致病性中起重要作用,因此,本研究开展艰难梭菌

CysE和CysK蛋白的克隆与表达,为后续相关科研工

作提供基础。
在细菌中,CysE在乙酰CoA的帮助下将L-丝氨

酸转化为OAS。CysE属于细菌 O-乙酰转移酶家族

和O-乙酰转移酶亚家族,由6个氨基酸残基的串联重

复序列组成。CysE蛋白的总体特征折叠由两个结构

域组成:N-末端的SATase结构域,包括约1至140个

残基(在不同物种中各不相同)和C-末端LβH结构域

或六肽重复结构域,包括从残基141到260残基。大

多数原核生物的CysE只具有C端六肽重复结构域,
但Entamoeba 原虫的 CysE却具有两个结构域[16]。
本研究中,课题组对CysE/CysK蛋白开展了生物信

息学的初步分析,结果显示,二者在大部分细菌中是普

遍存在的基因,同时,与CysE/CysK互作的蛋白构成

的互作网络主要的功能涉及半胱氨酸的合成与代谢和

细菌的硫代谢途径等。
病原微生物生活在氧化的宿主环境中,需要吸收

氧化形式的硫,然后在细胞内还原成硫化物。因此,半
胱氨酸生物合成途径有两个分支,分别在吸收和还原

·9621·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年11月 第19卷第11期

Nov.2024, Vol.19,No.11



硫酸盐以及形成半胱氨酸方面发挥作用[17]。半胱氨

酸的硫醇分子具有高活性,浓度越高对细胞的毒性越

大。因此,该氨基酸的合成和降解受到多层次的严格

调控。大多数半胱氨酸生物合成基因在转录水平上受

到CysB转录激活因子的正向调控,但编码CysE和

CysK的基因则不受此调控[18]。
研究显示,从头开始的半胱氨酸生物合成受细胞

内硫和OAS水平制约。首先,CysE的最终产物L-半
胱氨酸对CysE的反馈抑制[19]。L-半胱氨酸与底物

L-丝氨酸竞争结合到活性位点,其结构基础在于C端

伸展构象的改变,将残基置于乙酰CoA结合位点,排
除了与酶结合的半胱氨酸的乙酰化。其次,CysE和

CysK之间可逆的蛋白质-蛋白质相互作用。CysE的

C端尾部与CysK的活性位点裂隙高亲和力结合,形
成异构双酶半胱氨酸合成酶复合物(CSC),CSC抑制

CysK的活性[20-21]。硫的可用性影响微生物中CSC的

形成和CysE的活性,以及 OAS的水平,进而影响半

胱氨酸的产生。在富含硫的条件下,游离的CysK会

将OAS转化为L-半胱氨酸,降低 OAS的水平,从而

有利于CSC的形成。当硫受到限制时,CysK无法将

OAS转化为半胱氨酸,导致OAS积累、双酶复合物解

离和CysE部分失活。CysE与CysK蛋白的互作作用

在我们的生信分析中也得到了证实,二者共同调节艰

难梭菌的关键氨基酸合成和代谢途径。实际上,半胱

氨酸对于艰难梭菌cysE 和cysK 基因的反馈性抑制

作用在本课题组的研究和既往的报道中也得到了证

实[22]。在艰难梭菌培养基中添加不同浓度的半胱氨

酸会显著抑制上述两个基因的转录水平,同时造成了

菌株的毒素分泌水平的改变。而造成这种现象的原因

则主要与艰难梭菌培养环境中硫化物的积累有关,当
向培养基中添加的半胱氨酸达到一定浓度时,菌株会

产生明显的黑色硫化氢代谢物,而硫化物的产生与后

续的系列基因表达变化具有十分重要的相关性。
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