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鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白的表达纯化及结构解析
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【摘要】　目的　通过蛋白表达纯化、晶体Ｘ射线衍射技术解析鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白的结构，为进一步探索ＹｂｉＢ蛋

白参与的生物学过程及功能研究提供结构基础。　方法　分子克隆狔犫犻犅 基因，插入ｐＧＬ０１表达载体，构建狔犫犻犅

ｐＧＬ０１重组质粒。诱导并纯化目标蛋白后进行晶体培养。通过上海光源ＳＳＲＦ光束线站收集ＹｂｉＢ蛋白晶体衍射数据，

解析鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白的三维结构信息。按照ＰＤＢ官网的要求逐步填充ＹｂｉＢ蛋白的相关信息和结构参数。分

析鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白的结构特点并推测其功能。　结果　成功构建了融合表达质粒狔犫犻犅ｐＧＬ０１并转化到 ＢＬ２１

感受态细胞中；ＩＰＴＧ诱导表达ＹｂｉＢ蛋白，纯化后蛋白浓度为０．４５ｍｇ／ｍＬ；在０．１ｍｏｌ／ＬＳｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅｔｒｉｈｙｄｒａｔｅｐＨ

４．５，３．０ｍｏｌ／ＬＳｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ条件下，晶体呈长方体状；晶体衍射分辨率为２．３４?；解析出鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ的蛋白

晶体结构并上传ＰＤＢ数据库，ＰＤＢ号为７Ｙ３Ｐ；鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ呈头对头的二聚体结构，且单体结构折叠成磷酸核糖

基转移酶Ⅲ型家族蛋白的双叶状结构，与大肠埃希菌ＹｂｉＢ在结构上极其相似，有着相似的表面静电势能分布；鼠伤寒沙

门菌ＹｂｉＢ和大肠埃希菌ＹｂｉＢ两个蛋白的ＰＲＰＰ或磷酸结合位点（天冬酰胺Ｎ８９和酪氨酸Ｙ８８）、ＤＮＡ结合位点（精氨

酸Ｒ１７２和组氨酸 Ｈ１１５）都高度保守。　结论　鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白在原核表达体系中稳定表达，纯化后的蛋白也

可用于晶体培养。ＹｂｉＢ蛋白结构成功解析并上传至ＰＤＢ数据库。结构分析表明，鼠伤寒沙门菌 ＹｂｉＢ与大肠埃希菌

ＹｂｉＢ可能有着相似的ＤＮＡ结合机制。
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　　肠道沙门菌是引起人类和动物伤寒和胃肠炎的常

见致病菌。伤寒主要由伤寒沙门菌引起，而非伤寒沙

门菌，如鼠伤寒沙门菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿，

ＳＴｍ）通常会引起胃肠炎
［１］。据估计，非伤寒沙门菌

每年导致９３００万例肠道感染和１５５０００例相关死亡，

使其成为全球公共卫生的主要威胁［２３］。ＳＴｍ可定植

于肠腔并入侵肠道和其它组织，形成口服抗生素难以

清除的持留菌，并作为耐药质粒的储存库促进沙门菌

耐药性在肠道内传播［４５］。ＳＴｍ利用其Ⅲ型分泌系统

（ｔｙｐｅⅢｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）分泌的多种效应蛋

白来触发炎症反应并维持其在肠道中的复制，可视为

病原体协调的宿主反应，这种病原体与宿主之间独特

的平衡使其成为一种杰出的胞内病原菌［６］。了解沙门

菌的生存及致病过程对于减少和治疗沙门菌感染有重

要意义。

鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白是一种功能未知但结构

保守的蛋白。Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等
［７］指出其同源蛋白大肠埃

希菌ＹｂｉＢ属于ＴｒｐＤ２蛋白家族，可能参与细菌ＬｅｘＡ

控制的ＳＯＳ反应。邻氨基苯甲酸磷酸核糖转移酶

（Ａｎｔｈｒａｎｉｌａｔｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＴｒｐＤ）除

了催化磷酸核糖基团向邻氨基苯甲酸盐转移生成邻氨

基苯甲酸磷酸核糖，参与色氨酸生物合成外，还催化烯

胺 和 磷 酸 核 糖 基 焦 磷 酸 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ

ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＲＰＰ）生成嘌呤／硫胺素中间代谢物

磷 酸 核 糖 胺 （ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌａｍｉｎｅ，ＰＲＡ）
［８９］。

Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等
［７］认为虽然ＴｒｐＤ２与邻氨基苯甲酸磷酸

核 糖 转 移 酶 （Ａｎｔｈｒａｎｉｌａｔｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＴｒｐＤ）和核苷磷酸化酶Ⅱ类酶（ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅｃｌａｓｓＩＩ，ＮＰＩＩ）具有相似的折叠，但不

具有一样的催化功能，而是一种新的ＤＮＡ结合蛋白。

Ｏｂｇ是细菌细菌中广泛保守且必不可少的 ＧＴＰ酶，

在许多重要的细胞过程中起着核心作用，例如核糖体

装配／成熟、ＤＮＡ复制、细胞分裂、压力应激和细菌持

留性［１０］。而大肠埃希菌ＹｂｉＢ是 Ｏｂｇ（ＯｂｇＥ）的一种

新的高亲和力相互作用因子，且 ＯｂｇＥ干扰 ＹｂｉＢ的

ＤＮＡ 结合能力
［１１］。此外，Ｃｏｕｒｃｅｌｌｅ等

［１２］观察到

ＹｂｉＢ可能在ＯｂｇＥ和ＳＯＳ反应之间形成联系，ＹｂｉＢ

ＯｂｇＥ相互作用的研究为理解ＯｂｇＥ的复杂调节细胞

作用以及揭示ＹｂｉＢ的细胞功能提供了方向。

为进一步了解鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白的结构和

功能，本研究以生物信息学分析为基础，构建鼠伤寒沙

门菌ＹｂｉＢ蛋白的原核表达体系，通过Ｎｉ
２＋亲和层析、

阴离子交换柱、凝胶过滤层析等方法提取并纯化高纯

度的ＹｂｉＢ蛋白。再通过晶体培养、晶体Ｘ射线衍射

技术收集ＹｂｉＢ晶体衍射数据，并解析ＹｂｉＢ蛋白的晶

体结构。比对鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ与大肠埃希菌ＹｂｉＢ

的结构特征，为后续鼠伤寒沙门菌 ＹｂｉＢ的功能研究

奠定结构基础。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株与载体　鼠伤寒沙门菌１４０２８ｓ菌株购自美

国ＡＴＣＣ菌种库；蛋白表达载体ｐＧＬ０１为ｐＥＴ１５ｂ质

粒ＨｉｓＴａｇ后加有ＰＰａｓｅ酶切位点改造而来，使用的

酶切位点是犅犪犿犎Ｉ和 犡犺狅Ｉ，具有 Ａｍｐ
＋ 抗性，由

ＩＰＴＧ诱导；感受态大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）为本实验

室制备及保存。

１．２　实验试剂　限制性核酸内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶

购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ｄＮＴＰｓ、ＭｇＳＯ４、ＫＯＤ酶购

自日本ＴＯＹＯＢＯ；ＤＮＡ纯化回收试剂盒购于天根生

化科技公司；质粒提取试剂盒购于山东思科捷；蛋白

胨、酵母提取物购自英国 ＯＸＯＩＤ公司；琼脂粉、Ａｍｐ

（氨苄青霉素钠）、ＩＰＴＧ（异丙基βＤ硫代半乳糖苷）、

ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液（ｐＨ８．０）均购自北京索莱宝；ＰＭＳＦ

（蛋白酶抑制剂）、考马斯亮蓝染色液购自碧云天生物

技术 公 司；晶 体 普 筛 试 剂 盒 购 自 美 国 Ｈａｍｐｔｏｎ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司。ＤＮＡａｓｅ、ＰＰａｓｅ酶为本实验室制备并

保存。

１．３　仪器与软件　梯度ＰＣＲ仪购自新加坡 ＡＢＩ公

司；加热金属浴购自北京金银杏；超声波细胞粉碎机购

于宁波新芝；微量核酸蛋白浓度测定仪购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＡＫＴＡ蛋白纯化仪、Ｎｉ
２＋亲和层析柱、

阴离子交换柱及凝胶过滤层析柱均购自美国 ＧＥ公

司；晶体培养箱购自上海博迅；晶体普筛板、封口膜均

购自博亚捷晶公司；晶体Ｌｏｏｐ环购自美国 Ｈａｍｐｔｏｎ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司；晶体ｐｕｃｋ（定位盘）、晶体夹钳及冻存

支架等配套工具购自上海迅晶生物科技公司。晶体衍

射数据收集由上海中能第三代同步辐射光源ＳＳＲＦ光

束线站ＢＬ０２Ｕ１完成。晶体衍射数据经 ＨＫＬ３０００软

件、ＣＣＰ４、ＸＤＳ及Ｐｈｅｎｉｘ软件处理，Ｃｏｏｔ软件精修优

化。

２　方法

·２７２·
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２．１　ＹｂｉＢ蛋白的生物信息学分析　通过ＵｎｉＰｒｏｔ数

据库查询鼠伤寒沙门菌１４０２８ｓ菌株ＹｂｉＢ蛋白的氨基

酸序列、分子质量、蛋白结构解析情况。使用Ｅｘｐａｓｙ

网站预测ＹｂｉＢ蛋白的基本理化性质。通过 ＨＭＭＥＲ

网站进行同源蛋白分析。使用在线的ＢＬＡＳＴ比对工

具进行序列比对分析并查询同源结构蛋白。利用

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 在 线 工 具 （ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．

ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ进行同源建模。

２．２　狔犫犻犅 基因的ＰＣＲ扩增　利用ＤＮＡＭＡＮ软件

根据狔犫犻犅 基因的核苷酸序列及酶切位点设计引物，

上游 引 物狔犫犻犅犅犪犿犎Ｉ５′：ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡ

ＴＴＡＴＣＧＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣ；下游引物狔犫犻犅犡犺狅Ｉ３′：

ＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＴＴＣＧＣＴＡＡＡＡＧＣＣＴＧＴＴＣＧ，

引物由济南铂尚公司完成。以鼠伤寒沙门菌１４０２８ｓ

菌株为模板，对狔犫犻犅 基因进行ＰＣＲ扩增。获得的

ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，放入凝胶成像系

统观察结果并切胶回收。

２．３　狔犫犻犅ｐＧＬ０１重组质粒构建与验证　将载体

ｐＧＬ０１以及胶回收后的ＰＣＲ产物进行双酶切，酶切

位点为犅犪犿犎Ｉ和犡犺狅Ｉ，３７℃酶切反应３ｈ（载体酶

切３～４ｈ）。酶切产物切胶回收后的ＰＣＲ产物及载体

与Ｔ４ＤＮＡ连接酶２２℃连接３ｈ。将连接产物加入到

感受态大肠埃希菌ＢＬ２１细胞溶液中，冰浴３０ｍｉｎ后

４２℃热激９０ｓ，置于冰上２ｍｉｎ，加入６００μＬ无抗ＬＢ

培养基３７℃恒温恢复培养１ｈ。混匀菌体沉淀涂布

Ａｍｐ
＋抗性平板，过夜培养。取单菌落到 Ａｍｐ

＋抗性

ＬＢ培养基培养３～４ｈ后加入１μＬＩＰＴＧ诱导１．５～

２ｈ。菌体沉淀９５℃加热１０ｍｉｎ进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝

胶电泳检测ＹｂｉＢ蛋白的表达。阳性菌株由济南铂尚

公司测序验证。

２．４　ＹｂｉＢ蛋白的表达与纯化　将正确重组的狔犫犻犅

ｐＧＬ０１／ＢＬ２１（ＤＥ３）以５～１０ｍＬ菌液／１Ｌ的比例接

种于Ａｍｐ
＋抗性ＬＢ培养基中，３７℃２００ｒ／ｍｉｎ振荡

至Ａ６００ 约０．６～０．８时，１６℃降温１ｈ，加入ＩＰＴＧ低

温诱导过夜。离心收集菌体沉淀后，加入适量ＰＭＳＦ

及ＤＮＡａｓｅ进行超声破碎，可溶性 ＹｂｉＢ蛋白即存在

于上清液中。然后利用 Ｎｉ
２＋亲和层析柱进行初步提

纯：镍柱使用之前先平衡镍柱，即用Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（２５

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０、１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ、２５０

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）满悬冲洗两遍，然后将上清液缓慢倒入

镍柱内，用重悬ｂｕｆｆｅｒ（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０、

２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）满悬两次冲洗镍柱后，在镍柱内加

入３ｍＬ的重悬ｂｕｆｆｅｒ、２００μＬ的ＰＰａｓｅ酶切过夜，留

存蛋白洗脱液。取２０μＬ洗脱液加入５００μＬ考马斯

亮蓝显色液，进行快速蛋白量鉴定。通过阴离子交换

柱、凝胶过滤层析柱进一步纯化ＹｂｉＢ蛋白：阴离子交

换柱先平衡，然后用２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０的

ＱＡ 溶液稀释５～１０倍后的ＹｂｉＢ蛋白溶液进行上样，

利用２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的

ＱＢ 溶液进行梯度洗脱，根据出峰位置对应的蛋白溶液

取样进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳鉴定。收集蛋白浓度

高的洗脱液并浓缩至２ｍＬ，进行凝胶过滤层析，先用

ＳＤｂｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０、１００ｍｍｏｌ／

ＬＮａＣｌ）平衡凝胶过滤层析柱，清洗上样管道后将浓缩

后的蛋白溶液上样，同样根据出峰位置取样鉴定。

２．５　ＹｂｉＢ蛋白的晶体培养　利用晶体普筛试剂盒通

过坐滴形式筛选ＹｂｉＢ蛋白的晶体生长条件。坐滴板

的大孔加入１００μＬ的晶体生长条件缓冲液，小的副孔

加入１μＬＹｂｉＢ蛋白溶液（蛋白浓度约０．４５ｍｇ／ｍＬ）

和１μＬ条件缓冲液的混合液。用封口膜快速封板后，

放入晶体培养箱培养（温度１９℃，湿度３４％）。培养１

周、２周及１个月后，显微镜下观察晶体生长情况，以

得到单晶、形状规则、大小适中的蛋白晶体为宜。

２．６　ＹｂｉＢ蛋白晶体衍射数据收集　用晶体Ｌｏｏｐ环

把加入适量甘油（冷冻保护剂）的蛋白晶体及Ｌｏｏｐ一

起冻在在晶体ｐｕｃｋ（定位盘）里，通过液氮罐运输至上

海光源进行衍射数据收集。严格按照Ｘ射线衍射仪

的要求，先预扫描，找到晶体与曝光仪之间合适的距

离、合适的曝光时间，再调整收集的角度以及每两帧衍

射图之间的夹角，收集晶体衍射图片。

２．７　ＹｂｉＢ蛋白晶体结构的解析　鼠伤寒沙门菌

ＹｂｉＢ蛋白有同源结构，通过分子置换法进行结构解

析。解析蛋白晶体结构的步骤已经规范化，每个步骤

都有不同的软件和判断该步骤结果的参数［１３］。如果

参数符合标准，则可以进行下一次操作。有时需要组

合多种程序才能完成一步解析操作。结构精修完成

后，准备好ｃｉｆ格式的蛋白晶体结构文件，打开ＰＤＢ网

站的主页，左上角找到 Ｄｅｐｏｓｉｔ子菜单下的 ｗｗＰＤＢ

ＯｎｅＤｅｐＳｙｓｔｅｍ，按要求逐步提交结晶信息以及结构

参数，获得ＰＤＢ号。分析鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ的结构

特征并推测其功能。

结　果

１　犢犫犻犅生物信息学分析

鼠伤寒沙门菌 ＹｂｉＢ 蛋白的相对分子质量为

３５．６５４ｋｕ；由３２４个氨基酸组成，其中半胱氨酸５个，

甲硫氨酸１１个；等电点 ｐＩ是６．３８；不稳定指数

４４．７１，初步推测可溶性较差。ＹｂｉＢ蛋白的同源蛋白

有４４３８个，在细菌中广泛存在。鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ

与大 肠 埃 希 菌 中 的 ＴｒｐＤ２ 酶ＹｂｉＢ（ＰＤＢ 号 为

４ＭＵＯ）较为相似，其序列相似度达８５．３１％，可用于

同源建模。

·３７２·
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２　狔犫犻犅狆犌犔０１重组表达菌株的验证

将连接产物狔犫犻犅ｐＧＬ０１加入到感受态ＢＬ２１细

胞转化，经ＩＰＴＧ诱导表达后进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电

泳，检测ＹｂｉＢ蛋白的表达情况，在３５．６５４ｋｕ位置有

一条过表达带，跟预期相符（图１）。取２号菌种过夜

培养后提质粒送测序，结果正确。ＹｂｉＢ重组菌株构建

成功，－８０℃保存菌种。

Ｍ　蛋白分子质量标准　１～８　ＹｂｉＢ重组菌株克隆

图１　狔犫犻犅狆犌犔０１重组表达菌株的犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１～８　ＹｂｉＢｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｃｌｏｎｅ

犉犻犵．１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狔犫犻犅狆犌犔０１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狋狉犪犻狀

表１　犢犫犻犅晶体结构参数

犜犪犫犾犲１　犢犫犻犅犮狉狔狊狋犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊

参数

Ｐｒｏｐｅｒｔｙ

结果

Ｖａｌｕｅ

Ｓｐａｃｅｇｒｏｕｐ Ｐ３２１２

ＵｎｉｔＣｅｌｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ａ，ｂ，ｃ（?） ６９．７７，６９．７７，１４０．０８

α，β，γ（°） ９０．００，９０．００，１２０．００

Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（?） ３４．８８２．３４　３４．８９２．３４

Ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｅｓｓ（％） ９７．５（３４．８８２．３４）　９７．５（３４．８９２．３４）

＜Ｉ／σ（Ｉ）＞ ２．１９（ａｔ２．３４?）

Ｒｍｅｒｇｅ ０．１６

Ｒｗｏｒｋ ０．２４２

Ｒｆｒｅｅ ０．２８５

ＷｉｌｓｏｎＢｆａｃｔｏｒ（?
２） ４６．８

Ａｎｉｓｏｔｒｏｐｙ ０．３３８

３　犢犫犻犅蛋白的表达与纯化

将２号狔犫犻犅 阳性表达菌株扩大培养，通过超声

破碎法破菌取上清。Ｎｉ
２＋亲和层析纯化后，得到切除

Ｈｉｓ标签的可溶性ＹｂｉＢ蛋白（图２）。阴离子交换柱、

凝胶过滤层析柱进一步纯化目的蛋白，混匀蛋白浓度

较高的蛋白液，并测得ＹｂｉＢ蛋白的浓度为０．４５ｍｇ／

ｍＬ。在大肠埃希菌ＢＬ２１中异源表达的ＹｂｉＢ蛋白在

水溶液中稳定存在。

４　犢犫犻犅蛋白的晶体培养与衍射数据收集

普筛 ＹｂｉＢ 蛋白晶体约 ２ 周，在 ０．１ ｍｏｌ／Ｌ

ＳｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅｔｒｉｈｙｄｒａｔｅｐＨ４．５，３．０ｍｏｌ／ＬＳｏｄｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ条件下观察到晶体生长（图３），晶体呈长条

状。该晶体形状规则、大小适中、单晶，经Ｘ射线扫描

确定该晶体确为蛋白质晶体，晶体分辨率为２．３４?预

扫描找到晶体与曝光仪之间合适的距离为２３５ｍｍ、

合适的曝光时间为０．５ｓ，收集的角度设为１８０°，每两

帧衍射图之间的夹角设为０．５°，收集到３６０张晶体衍

射图片。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　ＣＥ　重组菌超声破碎后总蛋白　Ｓ　超

声破碎离心上清液　Ｆ　镍柱流穿液　Ｅ　酶切过夜后镍柱蛋白洗脱液

图２　犖犻
２＋亲和层析纯化后犢犫犻犅蛋白的犛犇犛犘犃犌犈电泳

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　ＣＥ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ

　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｃｒｕｓｈｉｎｇｏｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　Ｆ　Ｎｉｃｋｅｌｃｏｌｕｍｎ

ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｌｉｑｕｉｄ　Ｅ　Ｎｉｃｋｅｌｃｏｌｕｍｎｐｒｏｔｅｉｎｅｌｕｅｎｔ

犉犻犵．２　犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狅犳犢犫犻犅狆狉狅狋犲犻狀狆狌狉犻犳犻犲犱犫狔犖犻犮犽犲犾犮狅犾狌犿狀

图３　犢犫犻犅蛋白晶体

犉犻犵．３　犢犫犻犅狆狉狅狋犲犻狀犮狉狔狊狋犪犾狊

５　犢犫犻犅蛋白晶体结构的解析

收到的晶体衍射数据首先经 ＨＫＬ３０００软件处

理。通过分子置换法将同源蛋白（ＰＤＢ号为４ＭＵＯ）

的结构放在电子密度图里（．ｍｔｚ），再把正确的氨基酸

画在电子密度图中，该操作主要通过 ＣＣＰ４、ＸＤＳ、

Ｐｈｅｎｉｘ软件处理分析数据。最后利用Ｐｈｅｎｉｘ软件的

自动Ｒｅｆｉｎｅ功能以及Ｃｏｏｔ软件的手动修正功能对蛋

白结构进行优化，使 Ｒｍｅｒｇｅ、Ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｅｓｓ（％）、Ｒ

ｗｏｒｋ、Ｒｆｒｅｅ等数值符合要求，ＹｂｉＢ晶体结构参数见

表１，完成ＹｂｉＢ蛋白的结构精修。经ＰＤＢ确认蛋白

晶体结构无误，生成的 ＰＤＢ号码为：７Ｙ３Ｐ，并获得

ＰＤＢ验证报告。

６　犢犫犻犅蛋白晶体结构特征分析

鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白呈头对头的二聚体结构

（图４）。单体晶体结构显示，ＹｂｉＢ折叠成磷酸核糖转

·４７２·
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移酶Ⅲ超家族的双叶状结构
［１４］，包括非连续的 Ｎ和

Ｃ末端结构域。较小的 Ｎ末端α螺旋结构域由六个

螺旋组成，提供了同源二聚化的接触界面，而较大的

Ｃ末端α／β结构域由一个中央β片段和七个周围α螺

旋组成。鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ与新解析的大肠埃希菌

ＹｂｉＢ（ＰＤＢ号８ＢＦＲ）在结构上极其相似。基于结构一

致性，进一步对两个蛋白进行了功能位点关键氨基酸

的可视化分析。鼠伤寒沙门菌 ＹｂｉＢ与大肠埃希菌

ＹｂｉＢ有着相似的表面静电势能分布（图５），底物结合

口袋（绿色框部分）均由多个带正电氨基酸残基组成，

但同时从红色圈也可以看到鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ的结

合口袋的左下部分含有的正电荷明显少于大肠埃希菌

ＹｂｉＢ（红色圈部分），这表明两个蛋白在具有类似功能

的同时，也存在底物活性、底物谱等差异的可能性。此

外，两个蛋白的ＰＲＰＰ或磷酸结合位点（天冬酰胺Ｎ８９

和酪氨酸Ｙ８８）、ＤＮＡ结合位点（精氨酸Ｒ１７２和组氨

酸 Ｈ１１５）都高度保守（图６），这表明两者可能有着相

似的ＤＮＡ结合机制。

图４　犢犫犻犅蛋白的晶体结构

犉犻犵．４　犆狉狔狊狋犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犢犫犻犅狆狉狅狋犲犻狀

讨　论

沙门菌感染至今仍然具有全球性的持续威胁［１５］。

ＳＴｍ主要通过受污染的食物和水经口传播，其在肠道

的定植是一个复杂的过程，宿主机体免疫系统会试图

从肠道中消除沙门菌感染，但反而会促进其在肠道中

定植以及促进腹泻等疾病表现［１６］。ＳＴｍ的入侵以及

免疫反应的调控需要附着因子、效应因子等多种蛋白

质的参与、配合来完成［１７］。此外，鼠伤寒沙门菌也是

遗传上最容易处理和研究最透彻的胞内病原体之一，

一直处于真核宿主细胞代谢研究的最前沿［１８］。ＳＴｍ

生存及致病机制的研究在医学和公共卫生领域具有重

要意义。

　　　　鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ　　　　　　　 大肠埃希菌ＹｂｉＢ

绿色框为活性口袋，红色圆为活性口袋的差异部分

图５　鼠伤寒沙门菌犢犫犻犅与大肠埃希菌犢犫犻犅的表面电势

Ｇｒｅｅｎｂｏｘｆｏｒａｃｔｉｖｅｐｏｃｋｅｔ，ｒｅｄｃｉｒｃｌｅｉｓａｃｔｉｖｅｉｎｔｈｅｐｏｃｋｅｔｓ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｐａｒｔｓ

犉犻犵．５　犛狌狉犳犪犮犲犲犾犲犮狋狉犻犮狆狅狋犲狀狋犻犪犾狅犳犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿犢犫犻犅

犪狀犱犈．犮狅犾犻犢犫犻犅

　　　　鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ　　　　　　　大肠埃希菌ＹｂｉＢ

绿色棍状残基为ＰＲＰＰ或磷酸结合的活性位点，红色和粉色棍状

氨基酸残基为ＤＮＡ结合位点

图６　鼠伤寒沙门菌犢犫犻犅与大肠埃希菌犢犫犻犅的活性位点分析

ＴｈｅｇｒｅｅｎｓｔｉｃｋｒｅｓｉｄｕｅｉｓｔｈｅａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｆｏｒＰＲＰＰｏｒｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｉｎｄｉｎｇ，ｔｈｅｒｅｄａｎｄｐｉｎｋｓｔｉｃｋａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅｔｈｅＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ

ｓｉｔｅ

犉犻犵．６　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪犮狋犻狏犲狊犻狋犲狊狅犳犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿犢犫犻犅犪狀犱犈．犮狅犾犻犢犫犻犅

尽管所有已知的具有核苷磷酸化酶／磷酸核糖基

转移酶折叠的蛋白质都是代谢酶，但 ＹｂｉＢ是一种新

型ＤＮＡ结合蛋白，属于核苷酸磷酸化酶／磷酸核糖转

移酶折叠的ＴｒｐＤ２家族的代表成员
［７］。狔犫犻犅 基因与

ＤＮＡ解旋酶基因犱犻狀犌 形成受ＬｅｘＡ控制的操纵子，

并由ＤＮＡ损伤剂诱导。因此，大肠埃希菌ＹｂｉＢ很可

能在ＳＯＳ应激反应中起着迄今为止未知的作用。至

于鼠伤寒沙门菌 ＹｂｉＢ是否具有催化活性，以及它在

ＤＮＡ上的功能机制，有待阐明。此外，ＯｂｇＥ在核糖

体生物发生、ＤＮＡ复制、细胞分裂等一些列重要细胞

过程中发挥的广泛功能作用，而ＹｂｉＢ被鉴定为ＯｂｇＥ

的新的相互作用因子，并且 ＯｂｇＥ与ＤＮＡ竞争性结

·５７２·
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合ＹｂｉＢ二聚体表面带高度正电荷的凹槽，这为了解

ＯｂｇＥ的复杂调节细胞作用开辟了新视野
［１１］。鼠伤寒

沙门菌ＹｂｉＢＯｂｇＥ相互作用以及 ＹｂｉＢ本身的确切

功能含义和作用尚需深入研究。

蛋白质是细菌生命活动的主要承担者，为了解鼠

伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白参与的生物学功能，解析蛋白

结构是一种重要的手段。蛋白质的三维结构不仅用于

生物技术、生物医学、药物设计和基础研究，还可作为

蛋白质修饰和配体结合的验证工具［１９］。能否成功解

析出蛋白晶体结构，与晶体衍射数据的质量息息相关。

在挑选晶体时，尽可能挑选单晶结构、形状规则、个头

尽量大的晶体。高质量晶体Ｘ射线衍射衍射数据的

收集也不仅仅是一个技术性的过程，更是一个科学的

过程［２０］。鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ与大肠埃希菌ＹｂｉＢ的

单体结构比对结果显示两者有着相似的表面静电势能

分布以及高度保守的ＰＲＰＰ或磷酸结合位点和ＤＮＡ

结合位点，这表明两者可能有着相似的ＤＮＡ结合机

制，同时又因为两者活性口袋电荷的不完全一致性，又

展示出了两个蛋白的功能差异性，这些为后续探究鼠

伤寒沙门菌 ＹｂｉＢ蛋白的生物学功能提供了结构依

据。

本研究通过分子克隆技术构建了鼠伤寒沙门菌

ＹｂｉＢ的原核表达体系。ＩＰＴＧ诱导表达产物经蛋白

提取与Ｎｉ
２＋亲和层析柱、阴离子交换柱以及凝胶过滤

层析的蛋白纯化技术，获得蛋白浓度和纯度均较高、性

状良好的鼠伤寒沙门菌ＹｂｉＢ蛋白。该蛋白普筛晶体

后，在０．１ｍｏｌ／ＬＳｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅｔｒｉｈｙｄｒａｔｅｐＨ４．５，

３．０ｍｏｌ／ＬＳｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ条件下，得到单晶、形状规

则、衍射性良好的蛋白晶体。通过上海光源收集到高

质量晶体Ｘ射线衍射衍射数据并成功解析出ＹｂｉＢ蛋

白晶体结构，经ＰＤＢ确认蛋白晶体结构后生成的ＰＤＢ

号码为：７Ｙ３Ｐ。ＹｂｉＢ蛋白的成功提纯以及ＹｂｉＢ蛋白

结构的解析，为进一步研究其参与的生物学过程以及

功能研究奠定了物质和结构基础。结构分析表明，鼠

伤寒沙门菌ＹｂｉＢ与大肠埃希菌 ＹｂｉＢ可能有着相似

的ＤＮＡ结合机制，不过，在具有类似功能的同时，也

存在底物活性、底物谱等差异的可能性。
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