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鼠伤寒沙门菌YfbU蛋白的表达纯化及晶体衍射*

翟莉,贾海红**,李冰清**

(山东第一医科大学(山东省医学科学院)基础医学院(基础医学研究所),山东济南
 

250062)

【摘要】 目的 为解析鼠伤寒沙门菌YfbU的功能,原核表达并纯化YfbU蛋白,培养优化蛋白质晶体,通过同步辐射

X射线散射法收集衍射数据,为该蛋白的结构解析和功能实验奠定基础。 方法 以YfbU蛋白生物信息学预测为基

础,使用PCR方法扩增沙门菌基因组中的yfbu基因,再与原核表达载体PGL01连接,构建yfbu-PGL01重组质粒。将

重组质粒转化到大肠埃希菌BL21感受态中,经阳性筛选且测序正确后,通过IPTG诱导目标蛋白的表达。经破碎离心

粗提YfbU蛋白,然后依次用镍离子亲和柱、阴离子交换柱、凝胶过滤层析柱3种方法进行纯化。纯化蛋白先用坐滴板

初筛晶体,再用悬滴板优化晶体。获得的单晶、个大、形状规则的晶体送上海同步辐射光源收集衍射数据。 结果 成

功构建了yfbu-PGL01表达菌株,经IPTG诱导表达并纯化获得了高纯度,性状稳定的可溶性 YfbU蛋白,蛋白浓度达

8.8
 

mg/ml,蛋白纯度>95%。YfbU蛋白在1.0
 

mol/L
 

Ammonium
 

citrate
 

dibasic,0.1
 

mol/L
 

Sodium
 

acetate
 

trihydrate,

pH4.6条件下优化出单晶结构、形状规则的晶体。通过上海同步辐射光源的衍射确定为蛋白质晶体,分辨率达到4.2Å。

 结论 鼠伤寒沙门菌YfbU蛋白在大肠埃希菌BL21中稳定表达,可溶性好。纯化蛋白经阴离子交换柱和凝胶过滤层

析,洗脱液中的蛋白均呈峰型对称的单峰,峰值UV>2000mAU,且纯度较高,可用于蛋白质晶体的筛选。YfbU晶体衍

射数据的搜集为进一步解析蛋白结构、筛选YfbU蛋白的底物及预测蛋白功能等一系列研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective In
 

order
 

to
 

analyze
 

the
 

function
 

of
 

YfbU
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium,YfbU
 

protein
 

was
 

ex-

pressed
 

and
 

purified
 

in
 

E.coli,protein
 

crystals
 

were
 

cultured
 

and
 

optimized,and
 

then
 

the
 

diffraction
 

data
 

were
 

collected
 

by
 

synchrotron
 

radiation
 

X-ray
 

scattering,
 

which
 

laid
 

the
 

foundation
 

for
 

follow-up
 

experiments. Methods Based
 

on
 

protein
 

bioinformatics,
 

the
 

yfbu
 

gene
 

in
 

the
 

genome
 

of
 

Salmonella
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR,
 

and
 

then
 

ligated
 

with
 

prokaryotic
 

ex-

pression
 

vector
 

PGL01
 

to
 

construct
 

yfbu-PGL01
 

recombinant
 

plasmid.The
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

the
 

competent
 

state
 

of
 

E.coli
 

BL21.After
 

positive
 

screening
 

and
 

sequencing,
 

the
 

expression
 

of
 

target
 

protein
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG.
 

YfbU
 

protein
 

was
 

extracted
 

by
 

crushing
 

and
 

centrifugation,
 

and
 

then
 

purified
 

by
 

nickel
 

ion
 

affinity
 

column,
 

an-
ion

 

exchange
 

column
 

and
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

column.
 

The
 

purified
 

protein
 

was
 

first
 

screened
 

by
 

sitting
 

drop
 

plate,
 

and
 

then
 

the
 

crystal
 

was
 

optimized
 

by
 

hanging
 

drop
 

plate.Get
 

a
 

single
 

crystal,
 

a
 

large
 

crystal
 

with
 

regular
 

shape
 

and
 

send
 

it
 

to
 

Shanghai
 

Synchrotron
 

radiation
 

Source
 

to
 

collect
 

diffraction
 

data. Results The
 

yfbu-PGL01
 

expression
 

strain
 

was
 

successfully
 

constructed,
 

and
 

soluble
 

YfbU
 

protein
 

with
 

high
 

purity
 

and
 

stable
 

properties
 

was
 

obtained
 

after
 

IPTG
 

induction
 

and
 

purification.The
 

protein
 

concentration
 

was
 

8.8
 

mg/ml,
 

and
 

the
 

protein
 

purity
 

was
 

over
 

95%.
 

YfbU
 

protein
 

was
 

optimized
 

under
 

the
 

conditions
 

of
 

1.0
 

mol/L
 

Ammonium
 

citrate
 

dibasic,0.1
 

mol/L
 

Sodium
 

acetate
 

trihydrate
 

pH=4.6.
 

It
 

is
 

determined
 

as
 

protein
 

crystal
 

by
 

diffraction
 

of
 

Shanghai
 

synchrotron
 

radiation
 

source,and
 

its
 

resolution
 

reaches
 

4.2Å. Conclusion YfbU
 

protein
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium
 

was
 

stably
 

expressed
 

in
 

E.coli
 

BL21,
 

and
 

its
 

solubility
 

was
 

good.
 

The
 

purified
 

protein
 

showed
 

a
 

single
 

peak
 

with
 

symmetrical
 

peak
 

shape
 

on
 

anion
 

exchange
 

column
 

and
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

column,with
 

peak
 

UV>2000
 

mAU
 

and
 

high
 

purity,
 

which
 

can
 

be
 

used
 

for
 

screening
 

protein
 

crystals.
 

The
 

collection
 

of
 

diffraction
 

data
 

of
 

YfbU
 

crystal
 

points
 

out
 

the
 

direction
 

for
 

further
 

analysis
 

of
 

protein
 

structure,screening
 

of
 

substrates
 

of
 

YfbU
 

protein
 

and
 

prediction
 

of
 

protein
 

function.
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  沙门菌属是一类肠道致病菌,分布广泛,血清型

多,抗原复杂,可以分为6个亚属,2
 

200多个血清型。
其中,鼠伤寒沙门菌是人畜共患的重要致病菌,其感染

发病率居沙门菌感染的首位,占人源沙门菌感染的

40%~80%[1]。鼠伤寒沙门菌主要通过摄入受污染的

食物或水传播,引起急性胃肠炎。值得注意的是,该菌

感染还可引起全身中毒症状,如在婴儿、老年人和免疫

功能低下患者出现败血症,严重者可导致死亡。在医

院感染和食物中毒爆发时应引起高度重视[2]。此外,
近年来鼠伤寒沙门菌的耐药性日益突出[3]。巨噬细胞

摄入沙门菌后,会出现耐抗生素的持久性细菌,但对细

菌的生理状态知之甚少[4]。因此,研究鼠伤寒沙门菌

的致病过程和生存能力在医学和公共卫生领域都具有

重要意义。
沙门菌YfbU蛋白属于 YfbU超家族成员,在生

命领域非常保守但其功能尚不明确,可能与细胞生存

能力有关[5]。在毒素等生存压力下,YfbU蛋白合成

增加。yfbu基因类似于“死亡基因”,删除该基因导致

生存能力增强。在该基因缺失的情况下,可发生SOS
修复反应[6]。为了在宿主体内存活,沙门菌作为胞内

寄生菌,进化出多种细胞内生存机制,以逃避宿主免疫

系统的攻击和氧自由基等有害物质的伤害[7],如减少

鞭毛的合成[8],形成沙门菌囊泡SCV[9],应对氧化应

激的解毒酶[10]等。然而,沙门菌的生存机制复杂,很
多保守的表达产物是如何发挥作用的尚不明确。了解

YfbU蛋白在沙门菌中的具体功能及致病过程,有助

于阐明沙门菌乃至所有肠杆菌科细菌的生存方式和致

病机制。蛋白质三维结构决定其功能,获得高纯度的

YfbU蛋白对解析蛋白结构很有价值。
本研究以生物信息学为背景,对鼠伤寒沙门菌

YfbU蛋白的结构及研究现状进行预测,并构建YfbU
蛋白的原核表达体系,表达的YfbU蛋白纯化后培养

长出晶体,并通过上海光源拿到晶体衍射数据,为进一

步解析其结构及后续的功能研究奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌种与表达载体 鼠伤寒沙门菌 ATCC14028
菌株购于美国典型菌种保藏中心(ATCC);PGL01载

体由pET15b载体改造而来,amp抗性,N端含His标

签及PPase酶切位点,为本实验室保存。大肠埃希菌

BL21感受态细胞为表达菌株,由山东大学微生物技术

国家重点实验室的谷立川教授提供。

1.2 主要仪器 两高速冷冻离心机(4
 

000
 

r/min和

14
 

000
 

r/min)分别购于美国Thermo公司和德国贺默

公司;Vortex
 

Genie-2斡旋振荡器购于美国SI公司;

超声波细胞粉碎机购于宁波新芝生物科技股份有限公

司;镍离子亲和柱,阴离子交换柱(Q柱),凝胶过滤层

析柱(分子筛)及AKTA
 

pure全自动蛋白质分离纯化

系统均购于美国GE公司;NanoDrop
 

One
 

C微量核酸

蛋白浓度测定仪购于美国Thermo公司;晶体培养箱

为Boxun有限公司产品;中能第三代同步辐射光源位

于上海,简称“上海光源”。

1.3 主要试剂 dNTPs,KOD酶和 MgSO4 购于日

本 TOYOBO 公 司;限 制 性 核 酸 内 切 酶 BamHI和

XhoI及T4
 

DNA连接酶均购于美国 Thermo公司;

DNA
 

Marker购自日本TaKaRa公司;DNA纯化回收

试剂盒购于天根生化科技(北京)有限公司;高纯度质

粒小量快速提取试剂盒购于山东思科捷生物技术有限

公司;IPTG(异丙基-β-D-硫代半乳糖苷),氨苄青霉素

钠(Amp+)和1
 

mol/L
 

Tris-HCL缓冲液(pH8.0)购
于北京索莱宝科技有限公司;180

 

ku预览蛋白Marker
购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司;PMSF(苯甲

基磺酰氟),考马斯亮蓝染色液,SDS-PAGE电泳液及

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液(loading
 

buffer)购自碧

云天生物技术有限公司。PPase酶为本实验室保存。

16种蛋白晶体初筛试剂盒,晶体优化试剂盒均购自美

国Hampton
 

Research公司。

2 方法

2.1 YfbU蛋白的生物信息学分析 从 Uniprot数

据库选择鼠伤寒沙门菌(ATCC14028)中的 YfbU蛋

白,了解该蛋白的基本信息、研究现状及蛋白序列;使
用Hmmer软件作序列比对,分析保守氨基酸,进行同

源 蛋 白 分 析;通 过 http://expasy.org/tools/prot-
param.html网站预测 YfbU 蛋白的基本性质;登陆

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi网站查找

是否有同源结构,与数据库中已有结构进行比对;利用

Swiss
 

model网站进行同源建模;使用PyMol软件分

析同源蛋白的结构。

2.2 引物的设计与合成 利用DNAMAN软件根据

YfbU蛋白的基因序列设计引物。上游引物沙门yf-
bu-BamHI-5':5'-ATAGGATCCATGGAAATGA
CCAACGCGCA;下 游 引 物 沙 门 yfbu-XhoI-3':

ATACTCGAGGGCATTAATGATTTGATTGA-3'。
基因长度492

 

bp。引物由济南博尚生物技术有限公

司合成。

2.3 目的基因yfbu 的PCR扩增 以沙门菌14028s
为模板,用合成的引物对yfbu 基因进行扩增。PCR
体系(50

 

μL):10×buffer
 

5
 

μL,dNTP
 

5
 

μL,ddH2O
 

34
 

μL,上游引物0.5
 

μL,下游引物0.5
 

μL,模板1
 

μL,KOD酶1
 

μL,MgSO4 3
 

μL。反应条件:95
 

℃预

变性8
 

min;95
 

℃变性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸
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1
 

min,共32个循环;72
 

℃后延伸10
 

min后10
 

℃保

温。取50
 

μL
 

PCR产物加10
 

μL
 

DNA
 

loading
 

buffer
进行1%琼脂糖凝胶电泳,在紫外灯下检测目的片段

并进行胶回收。

2.4 yfbu-PGL01重组质粒的构建 将回收的目的

片段及PGL01载体分别用BamHI和XhoI进行双酶

切。酶切体系:ddH2O
 

14
 

μL,PCR产物/PGL01载体

20
 

μL,10×buffer10
 

μL,BamHI
 

3
 

μL,XhoI
 

3
 

μL,37
 

℃反应3
 

h(载体酶切时间可稍长)。酶切后进行琼脂

糖凝胶电泳,切胶回收。然后在T4
 

DNA连接酶的作

用下进行连接反应。连接体系:PCR 产物10
 

μL,

PGL01载体2
 

μL,10×buffer
 

1.5
 

μL,T4
 

DNA连接

酶1.5
 

μL,25
 

℃连接3
 

h。

2.5 重组质粒的转化及鉴定 取连接产物15
 

μL加

入到制备的BL21感受态细胞中,冰浴30
 

min,42
 

℃
热激90

 

s后静置于冰上2
 

min;加入600
 

μL无抗的

LB培养基,37
 

℃
 

200
 

r/min恒温恢复培养1
 

h,5
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清,同时保留100~200
 

μL
 

LB,菌体沉淀混匀后均匀涂布在抗性平板上,37
 

℃恒

温箱培养过夜。
每个平板挑取3~4个单菌落到900

 

μL相应抗性

LB培养基中,37
 

℃培养3~4
 

h(细菌浑浊即可)。从

中吸出200
 

μL于4
 

℃保存,其余菌液(700
 

μL左右)
加入1

 

μL
 

IPTG
 

37
 

℃诱导1.5~2
 

h,12
 

000
 

r/min离

心,倒掉上清,加入60~80
 

μL
 

1×loading
 

buffer,吹打

混匀后95
 

℃加热7~10
 

min。每个样品取3~4
 

μL
进行SDS-PAGE电泳。若相应大小位置有过表达带

说明蛋白表达阳性。阳性菌过夜培养后提质粒,委托

济南博尚生物技术有限公司测序并保菌。

2.6 YfbU蛋白的诱导表达 将测序正确的菌种活

化后以1∶100的比例接种于1
 

L含Amp+ 的LB培

养基中(抗生素比例为1∶1
 

000),37
 

℃、200
 

r/min培

养,当A600 值为0.6~0.8时,16
 

℃降温1
 

h,加入100
~300

 

μL/L的IPTG,低温诱导过夜。将诱导过夜的

菌液于4
 

℃以4
 

200
 

r/min离心20
 

min,弃上清,加入

30
 

mL左右的重悬buffer(25
 

mmo
 

L/L
 

Tris-HCL
 

pH8.0,200
 

mmol/L
 

NaCl)后涡旋混匀,然后倒入冰

上预 冷 的 干 净 烧 杯 内,每 升 菌 加 入200~300
 

μL
 

PMSF(蛋白酶抑制剂)。将烧杯放在冰上超声破碎10
 

min,破碎后的菌液取样为CE,并倒入50mL离心管

内,4
 

℃、14
 

000
 

r/min离心50
 

min,将上清倒入预冷

的烧杯内,并取样为S。

2.7 YfbU蛋白的层析纯化 利用镍离子亲和柱、Q
柱、分子筛对目的蛋白进行纯化。镍离子亲和柱先用

Elution
 

buffer(25
 

mmol/L
 

Tris-HCL,pH8.0,100
 

mmol/L
 

NaCl,250
 

mmol/L咪唑)冲洗两遍,再用重

悬buffer冲洗两遍,平衡后放在层析柜里预冷。将烧

杯内的上清液缓慢倒入镍柱内,流到下面的烧杯内,流
出液体取样为F。然后用重悬buffer冲洗镍柱两次,
洗穿液取样为 W。最后将针头换成塞子,向镍柱内加

入3
 

mL重悬buffer,并加入200
 

μL的PPase,混匀,
酶切过夜后将塞子换成针头将蛋白液放出,取样为E。
取CE、S、F、W、E进行SDS-PAGE电泳检测。

将镍柱洗脱的YfbU蛋白用AKTA
 

pure全自动

蛋白质分离纯化系统先后进行Q柱、分子筛两种方式

分离纯化。选取峰位置的蛋白样品进行SDS-PAGE
电泳检测。收集浓度和纯度较高的YfbU蛋白,并用

微量核酸蛋白浓度测定仪测定蛋白浓度,液氮速冻后

置于-80℃冰箱保存备用。

2.8 晶体初筛及优化 纯化的YfbU蛋白先用16种

蛋白晶体初筛试剂盒在坐滴条件下初筛晶体。一个坐

滴板含有48个大孔,每个大孔的旁边有2个小的副

孔。大孔中按顺序加入100
 

μL不同的条件缓冲液,小
的副孔用加入1

 

μL
 

YfbU蛋白和1
 

μL条件缓冲液的

混合液。加入混合液后迅速用封口膜封板,放入恒温

湿晶体培养箱(温度19
 

℃,湿度34%)。大约2周后,
小孔中的水分慢慢被下边的池液吸走,蛋白质浓度相

对提高而形成YfbU蛋白晶体。
初筛后的YfbU蛋白晶体太小,形状不典型。根

据试剂盒说明书确定晶体形成条件对应的试剂成分,
在悬滴条件下对该晶体做了进一步优化。影响蛋白质

晶体的条件包括蛋白质的纯度和浓度,配体和沉淀剂

的浓度、pH,温度和湿度,以及盐离子浓度等。通过对

上述条件进行微调,将YfbU蛋白晶体优化成单晶、个
大、形状规则的晶体[11]。具体方法是在悬滴板孔内加

入500
 

μL的池液,然后在硅化盖玻片上点4~5个2
 

μL池液和2
 

μL蛋白液的混合液,最后将盖玻片倒置

在悬滴板板孔上。孔的周围涂抹凡士林,使盖玻片和

池液之间形成一个封闭的体系。放入19
 

℃晶体培养

箱培养。

2.9 衍射数据收集 先用loop环把加冷冻保护剂的

YfbU晶体捞起来放到液氮罐里冻存,再运输到上海

光源进行衍射数据收集。挑取晶体时,把晶体尽量放

在loop的中央,并且冷冻保护剂(常用甘油)用量适

中,完全包裹住晶体即可。运输过程中,晶体始终置于

液氮中。收集数据时,严格按照要求使用X射线衍射

仪,先预扫描,找到晶体与曝光仪之间合适的距离及合

适的曝光时间,再把收集的角度设为360°,每两帧衍

射图之间的夹角设为1°,收集360张衍射图。

结 果

1 YfbU蛋白生物信息学分析
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YfbU蛋白全长164个氨基酸,相对分子质量为

19.524
 

ku。通 过 多 序 列 比 对,与 大 肠 埃 希 菌 中

1WPB、4LR3有同源结构,相似度为95.73%。使用

Swiss
 

model网站进行同源建模,图1为YfbU的三维

建模结构。YfbU蛋白的等电点为6.07,全长可溶性

好,易于纯化。YfbU属于YfbU超家族成员,同源蛋

白有228个,在细菌中广泛存在。

图
 

1 YfbU蛋白的同源建模结构模型

Fig.1 Homologous
 

modeling
 

structure
 

model
 

of
 

YfbU
 

protein

2 阳性重组子的鉴定

扩增的目的基因yfbu 与PGL01载体经双酶切、
连接、转化后,筛选单菌落,经IPTG诱导表达后进行

SDS-PAGE电泳分析(图2)。YfbU蛋白的相对分子

质量约为19.5
 

ku,与预期相一致。选取2号重组菌过

夜培养后提质粒测序,结果正确。

M 蛋白分子质量标准 1~5 5种不同的重组菌株
图

 

2 阳性重组子表达产物的SDS-PAGE电泳鉴定

M Protein
 

Marker 1-5 Five
 

recombinants
Fig.2 Identification

 

of
 

positive
 

recombinant
 

protein
 

by
 

SDS-PAGE

3 YfbU蛋白的层析纯化

将2号测序正确的菌液活化后扩大培养,低温

IPTG诱导过夜,然后离心留菌,超声破碎,再高速离

心留上清,经过镍离子亲和柱纯化,将取样的CE、S、

F、W、E进行SDS-PAGE电泳检测,获得纯度较高的

YfbU蛋白(图3)。

  M 蛋白分子质量标准 CE 重组菌诱导表达后超声破碎后总蛋
白 S 重组菌诱导表达后超声破碎上清 F 镍柱上样后流穿液 W
 重悬buffe冲洗后流穿液 E 酶切过夜后镍柱最终洗脱液

图
 

3 镍离子亲和柱纯化后的YfbU蛋白SDS-PAGE电泳

M Protein
 

Marker CE Crude
 

extraction S Protein
 

of
 

crushedsupernatant F Flow
 

through E Elution
Fig.3 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

YfbU
 

protein
 

purified
 

by
 

Nickel
 

column

镍柱洗脱的YfbU蛋白进一步用AKTA
 

pure全

自动蛋白质分离纯化系统进行Q柱纯化,根据蛋白洗

脱峰的位置(图4),取8~15管的 YfbU纯化蛋白进

行SDS-PAGE电泳检测(图5)。Q柱纯化后,将蛋白

浓缩至2
 

mL左右,再进行分子筛纯化,同样是收集洗

脱峰下的蛋白(图6,3-11管)进行SDS-PAGE电泳检

测(图7)。经过3种方法纯化后,经NanoDrop
 

One
 

C
微量核酸蛋白浓度测定仪测定收集的YfbU蛋白浓度

为8.8
 

mg/ml,蛋白纯度>95%。收集的YfbU蛋白

在液氮速冻后置于-80
 

℃冰箱保存。

图
 

4 YfbU蛋白的Q柱层析纯化

Fig.4 The
 

purification
 

result
 

of
 

YfbU
 

protein
 

by
 

Q
 

column

M 蛋白分子质量标准 Q8-15 8~15管蛋白洗脱液
图

 

5 Q柱层析纯化的YfbU蛋白SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

Marker Q8-15 8-15
 

tube
 

protein
 

eluent
Fig.5 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

YfbU
 

protein
 

purified
 

by
 

Q
 

column
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图
 

6 YfbU蛋白的分子筛纯化

Fig.6 Molecular
 

sieve
 

purification
 

of
 

YfbU
 

protein

M 蛋白分子质量标准 SD3-11 3-11管蛋白洗脱液
图

 

7 分子筛纯化的YfbU蛋白SDS-PAGE电泳检测

M Protein
 

Marker SD3-11 3-11
 

tube
 

protein
 

eluent
Fig.7 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

YfbU
 

protein
 

purified
 

by
 

Molecular
 

sieve

4 晶体培养

用Hampton
 

Research
 

16种蛋白晶体初筛试剂盒

培养晶体,大约2周后观察到PEGRXTM
 

2
 

HR2-084
的 D6 孔、Crystal

 

ScreenTM
 

HR2-110的 F5 孔、Sal-
tRxTM

 

1
 

HR2-107的C3、C4、H6 孔长出了晶体。但此

时的YfbU蛋白晶体太小、形状不典型。在悬滴条件

下对晶体形成的条件做了多轮优化,最终在1.0
 

mol/

L
 

Ammonium
 

citrate
 

dibasic,0.1
 

mol/L
 

Sodium
 

ace-
tate

 

trihydrate,pH4.6条件下优化出较好的蛋白晶体

(图8)。

图
 

8 YfbU蛋白晶体

Fig.8 YfbU
 

protein
 

crystals

5 衍射数据收集

通过上海光源的X射线衍射仪收集数据,先预扫

描,找到晶体与曝光仪之间合适的距离为372.0
 

mm,
合适的曝光时间为0.50

 

s。然后开始收集360张衍射

图。经数据分析,分辨率为4.2Å(图9)。

图
 

9 YfbU蛋白晶体衍射图

Fig.9 YFBU
 

protein
 

crystal
 

diffraction

讨 论

鼠伤寒沙门菌宿主谱广,致病性强,是危害公共卫

生安全的重要食源性病原体[12],可引起胃肠炎、败血

症,常伴有头痛、呕吐、腹痛和腹泻等临床症状[13]。该

菌对宿主的感染是一个多因素协同作用过程[14-16]。由

于致病过程往往由众多基因协调配合,再加上调控机

制复杂,尚未准确掌握沙门菌致病机制[17]。但可以明

确的是,鼠伤寒沙门菌进入宿主细胞后能够在巨噬细

胞内生存繁殖,同时会不可避免的受到宿主体内诸如

营养匮乏、酸、活性氧等不利环境的影响[18]。近年来

对沙门菌的研究主要集中在免疫逃逸方面,在宿主体

内的生存机制方面的研究鲜有报道[19]。yfbu 是一种

“死亡基因”,可能在翻译抑制和DNA损伤两种情况

下都参与细胞死亡,亦或者仅在DNA损伤或翻译被

抑制时才参与细胞死亡[5]。SOS反应是由recA-lexA
基因介导的应对 DNA 损 伤 广 泛 时 的 一 种 重 要 的

DNA修复方式,而SOS反应可以发生在删除yfbu 基

因的细胞中[6]。有研究发现,在细菌DNA损伤后有

1000多个基因改变了表达水平,其中一个主要变化就

是参与蛋白质生物合成的基因被抑制[20]。通过生物

信息学分析,YfbU的同源蛋白有228个,在细菌中广

泛存在。因此,阐明yfbu 等基因的生物学功能,探究

YfbU蛋白表达的时间、空间和条件对于了解鼠伤寒

沙门菌乃至其他生物体中DNA损伤反应的性质以及

在宿主体内的生存机制具有重要意义。
蛋白质的三维结构可用于生物技术、生物医学、药
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物设计和基础研究,也可作为蛋白质修饰和配体结合

的验证工具[21]。因此,了解YfbU蛋白的生物学功能

和生理特性,获得其三维结构具有重要的意义。晶体

X射线衍射技术是测定蛋白质三维结构的主要技术,
而晶体的质量对衍射分辨率乃至结构的解析至关重

要[22]。经过对结晶形成条件的优化,确定了个大、单
晶结构、形状规则的晶体形成条件,并收到了一组衍射

数据,分辨率尚可。虽暂时没能解出其晶体结构,但通

过上海光源的衍射,确定了该晶体为蛋白质晶体,而非

盐晶。因此在挑取晶体前,可以尝试通过在含有浓度

增加的甘油(5%~25%,以5%的增量)的溶液中逐步

平衡晶体的方式对晶体进行脱水,可能有助于进一步

提高晶体的衍射分辨率[23]。另外,通过改换其他优化

的晶体形成条件,改变冷冻保护剂,添加 Additive,快
速干燥蛋白质晶体[24]等,有望得到更高质量的衍射图

并解析出YfbU蛋白的结构。
本研究 应 用 分 子 克 隆 技 术 成 功 构 建 了 yfbu-

PGL01重组质粒。通过IPTG诱导YfbU蛋白在大肠

埃希菌中大量、高效表达。纯化的蛋白经镍离子亲和

柱纯化后,在Q柱和分子筛上均表现为峰型对称的单

峰,峰值UV>2
 

000
 

mAU。SDS-PAGE电泳检测表

明,该蛋白可溶性好,浓度及纯度均较高。更重要的

是,高纯度YfbU蛋白的获得为分析蛋白生化功能、蛋
白质修饰、筛选作用底物等研究奠定了物质基础。通

过不断摸索蛋白结晶的条件,经过多轮优化,得到了优

质的晶体,并经X衍射确定为蛋白晶体,为进一步收

集衍射数据并解析蛋白结构积累了经验。目前,对于

YfbU蛋白响应环境信号、在细胞内的生存能力、应对

不同压力刺激下的具体分子机制研究尚处于探索阶

段,亟待深入探讨。
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