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牙龈卟啉单胞菌ｐＰＧＮ蛋白的原核表达、纯化

及生物信息学分析

郭法谋，王新，付博，杨晨光，孙红宾

（郑州轻工业大学食品与生物工程学院，河南郑州４５００００）

【摘要】　目的　孢子相关重复（Ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｒｅｐｅａｔ，ＳＰＯＲ）结构域作为一种小肽聚糖结合结构域，在细胞分裂过

程中起着重要作用。来自牙龈卟啉单胞菌的ｐＰＧＮ蛋白含有ＳＰＯＲ结构域，但其结构和功能尚不清楚。本研究原核表

达、纯化ｐＰＧＮ蛋白，并进行生物信息学分析，为新型药物靶点的研发提供参考。　方法　构建ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ表

达载体，以大肠埃希菌为宿主菌异源诱导表达目的蛋白，经ＮｉＮＴＡ亲和层析及分子筛纯化后使用ＩＴＣ进行功能初探，

采用生物信息学方法预测分析其理化性质与结构功能。　结果　１％琼脂糖凝胶电泳分析显示，重组表达载体构建成

功；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示纯化得到较高纯度的ｐＰＧＮ蛋白单体；ＩＴＣ显示ｐＰＧＮ蛋白与Ｎ乙酰氨基葡萄糖（ＮＡＧ）、Ｎ乙

酰胞壁酸（ＮＡＭ）之间不存在相互作用关系。生物信息学分析ｐＰＧＮ蛋白为碱性稳定性蛋白，无跨膜区域，含有２４个磷

酸化位点和一个保守结构域（ＳＰＯＲ结构域）。ＳＰＯＲ结构域蛋白比对分析显示，ｐＰＧＮ蛋白与ＲｌｐＡ（６ｉ０９Ａ）和ＣｗｌＣ

（１ｘ６０Ａ）蛋白的三级结构高度相似。分子对接分析显示ｐＰＧＮ蛋白与三糖（ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ）相互作用的残基主要为

Ｒ１００、Ｒ１０５、Ｒ１３９，且作用于两端的ＮＡＭ，与ｐＰＧＮ蛋白相互作用的蛋白有１０种。　结论　ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ表达

载体在原核系统（大肠埃希菌）中得到高效表达，纯化获得具有高纯度的ｐＰＧＮ蛋白。分子对接分析其含有与 ＮＡＭ

ＮＡＧＮＡＭ相结合的作用位点残基，为该蛋白的结构与功能研究奠定了基础，也为新型药物靶点的研发提供了一条新

思路。
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　　慢性牙周炎是常见的口腔感染性疾病，约占牙周

炎的９５％，多发于成年人，尤其在３５岁以上人群慢性

牙周炎的患病率显著上升，表现为牙周的支持组织破

坏，严重者可导致牙龈脱落［１］。牙龈卟啉单胞菌

（犘狅狉狆犺狔狉狅犿狅狀犪狊犵犻狀犵犻狏犪犾犻狊）是牙周感染的重要病原

菌，该菌为革兰阴性、杆状专性厌氧菌，从蛋白质分解

产物、血红素和维生素Ｋ中获得代谢能量以促进其生

长。除了引起牙周炎外，牙龈卟啉单胞菌还与多种全

身性疾病有关，如高血压、动脉粥样硬化、心肌梗死和

消化系统肿瘤等［２３］。牙龈卟啉单胞菌感染主要采用

抗生素治疗，如氟喹诺酮类药物、阿奇霉素、甲硝唑和

塞克硝唑等。但随着耐药菌的出现，影响了抗生素的

治疗效果。因此，探索新的药物靶点和治疗方法具有

重要意义。

ＰＧＮ蛋白是具有１６８个氨基酸的蛋白，本研究前

期合成了２３－１６８位的氨基酸，命名为ｐＰＧＮ，其Ｃ端

含有一个ＳＰＯＲ结构域。ＳＰＯＲ结构域是由７０个氨

基酸组成的一种小肽聚糖（ＰＧ）结合结构域，该结构域

广泛存在于细菌蛋白中［４］。每个结构域包括一个

βαββαβ二级结构，能够组装成由两个α螺旋支撑的四

股反平行β片，该结构模型属于核糖核蛋白（ＲＮＰ）折

叠超家族［５６］。ＲｌｐＡ、ＦｔｓＮ、ＤａｍＸ、ＤｅｄＤ等４种含有

ＳＰＯＲ结构域的蛋白，虽然它们的作用存在差异，但都

与细胞分裂相关联［７９］。ｐＰＧＮ是一种来自牙龈卟啉

单胞菌且含有ＳＰＯＲ结构域的蛋白质，但其结构、相

互作用蛋白及其在细胞分裂过程中的作用尚不清楚。

因此，对ｐＰＧＮ蛋白的深入研究有助于了解牙龈卟啉

单胞菌的致病过程，同时为新药的研发提供一条新的

思路。

本实验以大肠埃希菌为宿主菌构建 ｐＥＴ２８ａ

（＋）ｐＰＧＮ 表 达 载 体，经 异 丙 基βＤ半 乳 糖 苷

（ＩＰＴＧ）诱导表达ｐＰＧＮ蛋白，采用亲和层析和分子

筛方法进行纯化，并进行生物信息学分析，为该蛋白的

结构和功能研究奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　载体、蛋白及宿主菌　大肠埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻）ＤＨ５α和ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞由本实验室冻

存。ｐＰＧＮ蛋白及ｐＥＴ２８ａ（＋）载体由南京金斯瑞生

物科技公司合成。

１．２　主要试剂和仪器　ＮｉＮＴＡ填料、卡那霉素、异

丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）及ＳａｎＰｒｅｐ柱式质粒

ＤＮＡ小量抽提试剂盒均购于生工生物工程（上海）股

份有限公司；Ｎ乙酰氨基葡萄糖（ＮＡＧ）和 Ｎ乙酰胞

壁酸（ＮＡＭ）购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

凝血酶购于北京索莱宝科技有限公司。其他试剂均为

国产分析纯。超净工作台为苏州苏洁净化设备有限公

司生产；恒温培养箱为上海新苗医疗器械制造有限公

司生产；恒温水浴锅购于上海一恒科学仪器有限公司；

震荡摇床购于上海知楚一期有限公司；高速冷冻离心

机为贝克曼 库尔特（英国）股份有限公司生产；ＡＫＴＡ

蛋白纯化仪为美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司生产；紫外凝

胶成像仪（Ｔａｎｏｎ３５００）为上海天能公司生产；蛋白电

泳仪为北京六一仪器厂生产；超声波细胞破碎仪购于

宁波新芝生物科技有限公司。

２　方法

２．１　ｐＰＧＮ重组表达载体的构建　以大肠埃希菌为

宿主菌对ｐＰＧＮ蛋白编码序列进行优化，所得序列经

合成后通过ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点克隆到ｐＥＴ２８ａ

（＋）载体中，得到重组表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ

（图１）。重组表达载体还含有６×Ｈｉｓ标签和凝血酶

（Ｔｈｒｏｍｂｉｎ）酶切位点，可用于 ＮｉＮＴＡ 亲和层析纯

化，以及纯化后去除６×Ｈｉｓ标签。基因的合成与构建

由南京金斯瑞生物科技有限公司协助完成。

图１　重组表达载体狆犈犜２８犪（＋）狆犘犌犖构建图

犉犻犵．１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犱犻犪犵狉犪犿狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狏犲犮狋狅狉狆犈犜２８犪（＋）狆犘犌犖
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２．２　ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ的转化与鉴定　从８０℃

冰箱中取出ＤＨ５α感受态细胞，每１００μＬＤＨ５α感受

态细胞中加入２μＬｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ，混匀，于冰

上静置３０ｍｉｎ，置于４２℃水浴锅中热激４５ｓ，冰上静

置５ｍｉｎ。加入９００μＬＬＢ培养基，于３７℃、１８０ｒ／

ｍｉｎ摇床中震荡培养４５ｍｉｎ后，取适量菌液涂布于含

有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的固体ＬＢ平板上，３７℃恒温

培养箱内过夜培养。挑取平板上阳性菌落培养，使用

ＤＮＡ小量抽提试剂盒提取ＤＮＡ，采用１％琼脂糖凝

胶电泳进行鉴定。

２．３　重组ｐＰＧＮ 蛋白的表达　将原核表达载体

ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ转化至犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）中，挑

取单菌落接种到５ｍＬ含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ

液体培养基中，于３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ摇床中过夜培养。

将过夜培养的菌液按１∶５０的比例接种到含有５０μｇ／

ｍＬ卡那霉素的ＬＢ液体培养基中扩大培养约２ｈ至

Ａ６００ 值达到０．５时，加入ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ／

Ｌ，于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇床中诱导４ｈ，室温、４０００ｒ／

ｍｉｎ（离心半径９ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀加入

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

ｐＨ８．０）重悬，重悬液经超声破碎后于４℃、１３０００ｒ／

ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

２．４　重组蛋白的纯化　取超声破碎后上清液，约每

２０ｍｇ蛋白加入１ｍＬ 树脂。将上清液与预先由

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液平衡的ＮｉＮＴＡ填料在４℃环

境中混合孵育２．５ｈ，装填到层析空柱中，经重力柱流

穿后，使用１５倍柱体积的 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ

８．０）洗去杂蛋白，然后用５倍柱体积的ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ

（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５００ｍｍｏｌ／Ｌ

ｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ８．０）洗脱目标蛋白。收集流出液和洗脱

液进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。将含有目标蛋白洗脱

液置于缓冲液Ａ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液，５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，ｐＨ６．５）中４℃过夜透析以除去盐和咪唑，将适

量凝血酶添加到透析后的蛋白溶液中４℃酶切２４ｈ，

酶切蛋白使用超滤管浓缩至５ｍＬ以下，使用分子筛

对蛋白进行再纯化。

２．５　ＩＴＣ试验　取纯化的ｐＰＧＮ蛋白分别与Ｎ乙酰

氨基葡萄糖（ＮＡＧ）、Ｎ乙酰胞壁酸（ＮＡＭ）进行相互

作用试验。ＩＴＣ试验前设定温度２５℃，蛋白浓度２０

μｍｏｌ／Ｌ，ＮＡＧ 浓度 ２００μｍｏｌ／Ｌ，ＮＡＭ 浓度 ２００

μｍｏｌ／Ｌ。滴定参数为首滴２μＬ，持续时间４ｓ，之后每

滴６μＬ，持续时间１２ｓ，每两滴之间间隔１５０ｓ，功率参

考值为１０μＣａｌ／ｓｅｃ，搅拌器转速为３０７ｒ／ｍｉｎ。试验

结束后用ＩＴＣ自带软件对实验数据进行处理。

２．６　生物信息学分析　使用ＥｘＰａｓｙ网站的Ｐｒｏｔ

ｐａｒａｍ和Ｐｒｏｓｃａｌｅ工具对ｐＰＧＮ重组蛋白进行理化

性质和亲水性分析；运用ＴＭＨＭＭ２．０工具在线预测

重组蛋白的跨膜区域；运用ＮｅｔＰｈｏｓ３．１和ＣＤＳｅａｒｃｈ

工具预测蛋白的磷酸化位点及保守区域分析；运用

ＳｉｇｎａｌＰ６．０对蛋白质中存在的信号肽进行预测；运用

ＵｎｉＰｒｏｔＡｌｐｈａＦｏｌｄ在线对蛋白质的三级结构进行预

测并构建模型；使用 ＤＡＬＩ在线网站比对分析与

ｐＰＧＮ蛋白结构相似度较高的两种蛋白，并用Ｃｈｉｍｅ

ｒａＸ软件对ｐＰＧＮ蛋白中的ＳＰＯＲ结构域与其他两种

含有ＳＰＯＲ结构域的蛋白进行三级结构比较；使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ对ｐＰＧＮ蛋白中的ＳＰＯＲ结构域与肽聚糖

三糖链（ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ）进行对接；使用ＳＴＲＩＮＧ

软件分析重组蛋白与其他蛋白之间的相互作用。

结　果

１　重组表达载体的构建与鉴定

以大肠埃希菌为宿主菌优化ｐＰＧＮ蛋白编码序

列，所得序列经合成后通过 ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点

克隆到ｐＥＴ２８ａ（＋）载体中，得到重组表达载体ｐＥＴ

２８ａ（＋）ｐＰＧＮ。用ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ转化ＤＨ５α

感受态细胞，得到的阳性菌落取质粒后进行１％琼脂

糖凝胶电泳，可见明显的质粒条带（图２），表明ｐＥＴ

２８ａ（＋）ｐＰＧＮ成功转化到ＤＨ５α中。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　重组菌质粒ＤＮＡ

图２　重组菌质粒犇犖犃１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　Ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔ

犉犻犵．２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

２　重组狆犘犌犖蛋白的表达检测及纯化

ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ 转化至 ＤＥ３后用终浓度１

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ于３７℃诱导４ｈ，收集重组菌，超声破

碎后进行１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，表达蛋白的分

子质量约为２０ｋｕ，与预测的蛋白分子质量一致。该

蛋白主要存在于重组菌超声破碎上清液中。取重组菌

超声破碎上清进行ＮｉＮＴＡ亲和层析纯化，大部分杂

蛋白被去除，但还存在部分浓度较低的杂蛋白。目的

·０３０１·
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蛋白经酶切后使用分子筛进一步纯化，酶切后的

ｐＰＧＮ蛋白约１７ｋｕ，与理论分子质量（１６．４ｋｕ）一致

（图３）。分子筛纯化得到单一电泳条带的ｐＰＧＮ蛋白

溶液，且浓度较高，出峰位置位于７０ｍＬ附近（图４）。

说明该蛋白以单体形式存在于溶液中。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　重组菌未诱导对照　２　重组菌

ＩＰＴＧ诱导４ｈ　３　ＩＰＴＧ诱导重组菌超声破碎全菌液　４　ＩＰＴＧ诱

导重组菌超声破碎上清　５　亲和层析ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ流穿液　６　亲

和层析 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ流穿液　７　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ流穿液　８　亲和层析

纯化蛋白未酶切　９　亲和层析纯化蛋白酶切４ｈ　１０　分子筛纯化的

酶切蛋白离心后上清

图３　犛犇犛犘犃犌犈检测狆犘犌犖蛋白的表达及纯化

Ｍ　Ｐｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｒｅｂａｃｔｅｒｉａ　２　Ｐｏｓｔｉｎ

ｄｕｃｔｉｏｎｂａｃｔｅｒｉａ　３　Ｂａｃｔｅｒｉａａｆｔｅｒｃｒｕｓｈｉｎｇ　４　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ａｆｔｅｒｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ　５　ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｌｉｑｕｉｄ　６　Ｗａｓｈ

Ｂｕｆｆｅｒｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｆｌｕｉｄ　７　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｆｌｕｉｄ　８　

Ｐｒｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ　９　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　１０

　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈犱犲狋犲犮狋犲犱狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

犪狀犱犪犳犳犻狀犻狋狔犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺犻犮狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

图４　狆犘犌犖蛋白的分子筛纯化

犉犻犵．４　犕狅犾犲犮狌犾犪狉狊犻犲狏犲狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

３　犐犜犆试验结果分析

ＩＴＣ图谱显示，滴定过程中信号峰位于０附近，未

出现热量变化，说明ｐＰＧＮ蛋白不与 ＮＡＭ、ＮＡＧ结

合（图５）。由于难以合成多糖的聚糖链，所以未进行

ｐＰＧＮ与多糖的结合试验。

图５　狆犘犌犖蛋白与犖犃犕（左）及犖犃犌（右）的犐犜犆图

犉犻犵．５　犐犜犆狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱犖犃犕 （犾犲犳狋）

犪狀犱犖犃犌（狉犻犵犺狋）

４　狆犘犌犖蛋白的生物信息学分析

４．１　蛋白的基本特征　ＥｘＰａｓｙ网站Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 和

Ｐｒｏｓｃａｌｅ分析显示，ｐＰＧＮ 蛋白的理论分子质量为

１６．４００６３ｋｕ，等电点为９．４１，理论上为碱性蛋白；分

子式为Ｃ７２７Ｈ１１５４Ｎ２１２Ｏ２１５Ｓ３，吸光度为１．０６２，不稳定

性指数为３８．０７，属于稳定性蛋白；脂肪系数为８３．６３，

总平均亲水性为０．４２９（图６）。ＴＭＨＭＭ２．０在线分

析ｐＰＧＮ蛋白无跨膜区域，且预测氨基酸位于膜细胞

质侧的总概率为０．３９７１８，推测为膜外蛋白。

图６　狆犘犌犖蛋白亲水性分析

犉犻犵．６　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犺狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮犻狋狔狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

４．２　蛋白磷酸化位点及保守区域分析　ＮｅｔＰｈｏｓ３．１

分析ｐＰＧＮ蛋白有２４个磷酸化位点，其中包含１３个

丝氨酸位点，４个苏氨酸位点和７个酪氨酸位点（图

７）。ＣＤＳｅａｒｃｈ 工具预测 ｐＰＧＮ 蛋白中包含一个

ＳＰＯＲ结构域（图８）。

４．３　蛋白的三级结构　使用 ＵｎｉＰｒｏｔＡｌｐｈａＦｏｌｄ在

线预测ＰＧＮ蛋白的三级结构，结果如图９。其中深蓝

色表示模型置信度非常高（ｐＬＤＤＴ＞９０）；浅蓝色表示

置信度较高（７０＜ｐＬＤＤＴ＜９０）；黄色表示置信度较低

（５０＜ｐＬＤＤＴ＜７０）；橙色表示置信度非常低（ｐＬＤＤＴ

＜５０）。ＳｉｇｎａｌＰ６．０分析蛋白的前２２个氨基酸中存

在信号肽，且该段序列属于非结构化区域，所以ｐＰＧＮ
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是从第２３位氨基酸位置开始合成的（总长１４６个氨基

酸）。

图７　狆犘犌犖蛋白磷酸化位点预测

犉犻犵．７　犘犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

图８　狆犘犌犖蛋白保守区域预测

犉犻犵．８　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀犮狅狀狊犲狉狏犲犱狉犲犵犻狅狀狊

图９　犘犌犖蛋白的三级结构模拟图

犉犻犵．９　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊犻犿狌犾犪狋犻狅狀狅犳犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

４．４　三级结构比对分析　使用ＤＡＬＩ进行比对分析，

ｐＰＧＮ蛋白的ＳＰＯＲ结构域与ＲｌｐＡ（６ｉ０９Ａ）和ＣｗｌＣ

（１ｘ６０Ａ）两种蛋白相似度较高，其中与ＲｌｐＡ的Ｚ值

为６．４，ＲＭＳＤ为１．９；与ＣｗｌＣ的Ｚ值为６．６，ＲＭＳＤ

为３．０。ＣｈｉｍｅｒａＸ软件分析如图１０，ｐＰＧＮ蛋白中的

ＳＰＯＲ结构域与其他两种蛋白的相似度极高。

注：绿色为ｐＰＧＮ蛋白，红色为ＲｌｐＡ蛋白，蓝色为ＣｗｌＣ蛋白。

图１０　狆犘犌犖与犚犾狆犃和犆狑犾犆蛋白的三级结构比对图

Ｎｏｔｅｓ：ＧｒｅｅｎｉｓｐＰＧＮｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｄｉｓＲｌｐＡｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｂｌｕｅｉｓ

ＣｗｌＣｐｒｏｔｅｉｎ．

犉犻犵．１０　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

狑犻狋犺犚犾狆犃狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱犆狑犾犆狆狉狅狋犲犻狀

４．５　分子对接分析　ＳＰＯＲ结构域蛋白与肽聚糖链

多糖之间存在相互作用，而ｐＰＧＮ蛋白是否也存在类

似相互作用以及作用残基尚不清楚。本研究使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ对ｐＰＧＮ蛋白与三糖（ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ）

进行对接，结果如图１１。ｐＰＧＮ蛋白与 ＮＡＭＮＡＧ

ＮＡＭ 结合作用的几个关键残基为 Ｒ１００、Ｒ１０５、

Ｒ１３９，全部来自β折叠。其中，Ｒ１００与Ｒ１０５结合于

同一 ＮＡＭ 上的不同氧原子，而 Ｒ１３９则与另一侧

ＮＡＭ相作用，但是它们之间都是通过氢键相互作用

的。而ｐＰＧＮ蛋白与 ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ 的结合发生

在两端的 ＮＡＭ，也解释了ｐＰＧＮ蛋白不与单糖结合

的原因。

　　注：灰色代表ｐＰＧＮ蛋白中的ＳＰＯＲ结构域，绿色棒状代表相互作

用的残基，红色代表氧原子，白色代表氢原子，蓝色代表氮原子，虚线代

表氢键。

图１１　狆犘犌犖蛋白与犖犃犕犖犃犌犖犃犕的分子对接结果图

Ｎｏｔｅｓ：ＧｒａｙｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＳＰＯＲｄｏｍａｉｎｉｎｔｈｅｐＰＧＮｐｒｏｔｅｉｎ，

ｇｒｅｅｎｒｏｄｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｒｅｓｉｄｕｅｓ，ｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｏｘｙｇｅｎａｔｏｍｓ，

ｗｈｉｔｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｏｍｓ，ｂｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｉｔｒｏｇｅｎａｔｏｍｓ，ａｎｄ

ｄａｓｈｅｄｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｓ．

犉犻犵．１１　犕狅犾犲犮狌犾犪狉犱狅犮犽犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀

犪狀犱犖犃犕犖犃犌犖犃犕

４．６　相互作用蛋白预测　ＳＴＲＩＮＧ分析共有１０种

蛋白与ｐＰＧＮ（ＰＧＮ＿０６６６）存在相互作用关系，其中

ＰＧＮ＿１３５４、ＰＧＮ＿０６６３、ＰＧＮ＿０６６４、ＰＧＮ＿１５９５、ＰＧＮ

＿０６７４、ＰＧＮ＿１７３５、ＰＧＮ＿０１５６、ＰＧＮ＿０８７６来自牙龈

卟啉单胞菌，与ｐＰＧＮ（ＰＧＮ＿０６６６）存在共生关系；

ｔｐｉＡ是磷酸三糖异构酶，参与糖异生；ｆｏｌＥ为ＧＴＰ环

水解酶Ｉ（图１２）。

讨　论

牙龈卟啉单胞菌是牙周病的主要病原菌之一，可

通过其菌体表面的菌毛和荚膜等定植在牙周组织上，

侵入宿主组织细胞［１０］。临床试验证实牙龈卟啉单胞

菌体分泌的脂多糖和牙龈蛋白酶直接破坏牙周组织，
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引起牙周组织局部免疫反应，促使大量炎症介质释放，

导致牙周炎［１１］。此外，牙龈卟啉单胞菌通过肽基氨酸

脱亚胺酶加剧溃疡性结肠炎的严重程度［１２］，牙龈卟啉

单胞菌中的毒力因子还会引发阿尔茨海默症（ＡＤ）、类

风湿性关节炎、心血管疾病等［１３１６］。研究表明，抗牙龈

卟啉单胞菌感染治疗的新型药物从减少毒力、抑制生

物膜的形成、以及人工合成抗菌肽等方面获得了良好

的体外抗菌效果，但是安全性、有效性还未在临床上得

到验证［２，１１，１７］。因此，对于牙龈卟啉单胞菌的研究将

会为临床上很多疾病的治疗提供一条新思路，同时有

助于牙周炎及其他疾病的预防，也为新药的研发提供

靶点。

图１２　狆犘犌犖蛋白相互作用蛋白分析

犉犻犵．１２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆犘犌犖狆狉狅狋犲犻狀犻狀狋犲狉犪犮狋犻狀犵狆狉狅狋犲犻狀狊

ＳＰＯＲ结构域广泛存在于细菌蛋白质中。ＳＰＯＲ

结构域被认为具有两种功能，其一与细胞分裂相关，其

二与肽聚糖结合［３，９］。据报道，来自枯草芽孢杆菌的

细胞壁酰胺酶含有ＳＰＯＲ结构域，它通过降解母细胞

肽聚糖而影响细胞分裂［１８］。来自牙龈卟啉单胞菌的

ｐＰＧＮ蛋白可通过影响细胞的分裂过程抑制牙龈卟啉

单胞菌的生长。Ａｌｃｏｒｌｏ等
［１９］研究发现铜绿假单胞菌

中的ＳＰＯＲ结构域蛋白与不含肽茎的肽聚糖链结合。

Ｙａｈａｓｈｉｒｉ等
［７］证实ＳＰＯＲ结构域的主要功能是将蛋

白质靶向分裂位点，并且来自不同菌株的蛋白与肽聚

糖结合的亲和力不同。Ｐａｚｏｓ等
［２０］报道ＳＰＯＲ结构

域蛋白通过影响ＰＢＰ１Ａ和ＰＢＰ１Ｂ活性来影响细胞的

分裂过程。以上研究结果表明ＳＰＯＲ结构域在细胞

分裂过程中发挥重要作用，又因其只存在于细菌中，故

可作为潜在的抗菌药物靶点。ｐＰＧＮ作为含有ＳＰＯＲ

结构域的蛋白之一，推测也会与肽聚糖相互作用并影

响细胞的分裂过程，对其结构与功能的研究有助于牙

龈卟啉单胞菌诱发疾病的新药研发。

本研究构建了牙龈卟啉单胞菌的ｐＰＧＮ蛋白的

重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ｐＰＧＮ，对重组蛋白进行了异

源表达，确定其最佳诱导表达条件为３７℃，２２０ｒ／

ｍｉｎ，ＩＰＴＧ终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导时间４ｈ。经

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，ｐＰＧＮ蛋白主要存在于重组菌

超声破碎上清中。经亲和层析纯化，获得含有小部分

杂蛋白的目标蛋白，酶切去除６×Ｈｉｓ标签后的分子质

量约为１７ｋｕ，与目标蛋白理论值１６．４ｋｕ一致。酶切

蛋白经分子筛纯化，得到纯度较高的终浓度１３．２０４

ｍｇ／ｍＬ的ｐＰＧＮ蛋白。用该蛋白与肽聚糖链单体做

ＩＴＣ试验，结果并不理想。有研究报道含有ＳＰＯＲ结

构域的ＲｌｐＡ蛋白可与去除肽茎的四糖相互作用
［１９］。

由于多糖难以合成，所以暂未验证ｐＰＧＮ蛋白与多糖

之间的结合作用。

对ｐＰＧＮ蛋白进行生物信息学分析，其等电点为

９．４１，为碱性蛋白。该蛋白含有磷酸化位点，其Ｃ末

端含有一个ＳＰＯＲ结构域。三级结构预测及比对分

析显示，ｐＰＧＮ蛋白的三级结构与另两种含有ＳＰＯＲ

结构域的ＲｌｐＡ和ＣｗｌＣ蛋白的三级结构高度相似，

推测ｐＰＧＮ 中也存在与肽聚糖链相互作用的区域。

对ｐＰＧＮ蛋白和ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ进行分析对接，显

示ｐＰＧＮ蛋白与 ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ 相互作用的残基

分别为Ｒ１００、Ｒ１０５、Ｒ１３９，全部来自β折叠；而残基与

ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ的结合发生在两端的 ＮＡＭ，这也

可能是ｐＰＧＮ蛋白与单糖不结合的原因之一。

综上所述，本研究成功表达了来自牙龈卟啉单胞

菌的ｐＰＧＮ蛋白，经亲和层析和分子筛纯化获得高纯

度高浓度的目标蛋白。蛋白功能及生物信息学分析显

示，ｐＰＧＮ 为碱性稳定性蛋白，含有磷酸化位点和

ＳＰＯＲ结构域，且含有与ＮＡＭＮＡＧＮＡＭ 相结合的

作用位点残基，为该蛋白的结构和功能研究奠定了基

础，对于牙龈卟啉单胞菌诱发的牙周炎及引起的其他

疾病的治疗提供了一条新思路。
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ｖｉｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎｉｃａｔ，２０１９，１０（１）：５５６７．

［２０］　ＰａｚｏｓＭ，ＰｅｔｅｒｓＫ，ＢｏｅｓＡ，ｅｔａｌ．ＳＰＯＲｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙｏｆｃｌａｓｓＡｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻［Ｊ］．ｍＢｉｏ，２０２０，１１（６）：ｅ０２７９６２０．

【收稿日期】　２０２３０４２３　【修回日期】　２０２３０７０８

·８３０１·
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