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【摘要】 目的 鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC是沙门菌Ⅲ型分泌系统中唯一的一种激酶,然而其与以往发现的激酶同源

性均较低,其发挥激酶功能的机制尚不清楚。本研究通过基因克隆、原核表达截短鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC-C端催

化结构域,获得纯化蛋白并进行晶体培养,为揭示SteC作为激酶催化磷酸化的机制奠定基础。 方法 以鼠伤寒沙门

菌效应蛋白SteC生物信息学分析为基础,在SteC-C端催化结构域进行片段截取,并将此结构域中仅有的第276位半胱

氨酸突变为丝氨酸,利用基因克隆技术分别构建SteC
 

C1-pGl01和SteC
 

C1C276S-
 

pGl01两种重组质粒,在大肠埃希菌原

核体系中进行表达。依次使用镍离子亲和层析柱、凝胶层析柱进行蛋白纯化。使用12种晶体试剂盒筛选适合SteC活

性(Holo)与非活性(Apo)状态晶体生长的条件,从而获得SteC不同类型的蛋白质晶体,并使用additive试剂盒寻找更利

于蛋白晶体生长的条件,从而获得单晶性良好的晶体。 结果 鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC
 

C1催化结构域相对分子

质量大小为19.7×103,在原核表达体系中蛋白可溶性好、浓度高,但是蛋白性质不稳定存在二聚化现象,其突变体证明

SteC
 

Cys-276是SteC
 

C1导致二聚化的原因。两种蛋白均在2.0
 

mol/LAmmonium
 

sulfate,0.01
 

mol/L
 

Magnesium
 

sulfate
 

heptahydrate,0.05
 

mol/LSodium
 

cacodylate
 

trihydrate(pH
 

6.5)条件结晶,且SteC
 

C1C276S 晶体结晶时间更快,添
加0.1mol/L碘化钠试剂后更有助于蛋白晶体的生长。 结论 成功构建SteC

 

C1及SteC
 

C1C276S 原核表达系统并获得

蛋白进行结晶培养。硫酸铵盐有助于SteC
 

C1结构域及其突变体晶体的形成且突变体更容易结晶。SteC
 

C1结构域蛋

白晶体的培养为SteC蛋白质空间结构的解析及进一步揭示其催化磷酸化的分子机制奠定了基础。
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【Abstract】 Objective The
 

Salmonella
 

typhimurium
 

effector
 

protein
 

SteC
 

is
 

the
 

only
 

kinase
 

in
 

the
 

Salmonella
 

type
 

Ⅲ
 

secretion
 

system.
 

However,its
 

homology
 

with
 

previously
 

discovered
 

kinases
 

is
 

low,and
 

its
 

mechanism
 

of
 

kinase
 

function
 

is
 

still
 

unclear.
 

In
 

this
 

study,through
 

gene
 

cloning
 

and
 

prokaryotic
 

expression
 

of
 

the
 

truncated
 

SteC-C
 

terminal
 

catalytic
 

domain
 

of
 

the
 

Salmonella
 

typhimurium
 

effector
 

protein,the
 

purified
 

protein
 

was
 

obtained
 

and
 

crystallized,laying
 

the
 

foundation
 

for
 

revealing
 

the
 

mechanism
 

of
 

SteC
 

as
 

a
 

kinase
 

that
 

catalyzes
 

phosphorylation. Methods Based
 

on
 

the
 

bioinformatics
 

analysis
 

of
 

the
 

effector
 

protein
 

SteC
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium,fragments
 

were
 

intercepted
 

in
 

the
 

SteC-C
 

terminal
 

catalytic
 

domain,and
 

the
 

only
 

276th
 

cysteine
 

in
 

this
 

domain
 

was
 

mutated
 

to
 

serine.
 

Two
 

recombinant
 

plasmids,

SteC
 

C1-pG101
 

and
 

SteC
 

C1C276S-pG101
 

were
 

constructed
 

by
 

cloning
 

technology,and
 

expressed
 

in
 

the
 

prokaryotic
 

system
 

of
 

Escherichia
 

coli.
 

Protein
 

purification
 

was
 

performed
 

using
 

nickel
 

ion
 

affinity
 

chromatography
 

column
 

and
 

gel
 

chromatography
 

column
 

sequentially.
 

Using
 

twelve
 

kinds
 

of
 

crystal
 

kits
 

to
 

screen
 

the
 

conditions
 

suitable
 

for
 

the
 

crystal
 

growth
 

of
 

SteC
 

active
 

(Holo)
 

and
 

inactive
 

(Apo)
 

states,so
 

as
 

to
 

obtain
 

different
 

types
 

of
 

SteC
 

protein
 

crystals.
 

And
 

then
 

using
 

additive
 

kit
 

to
 

find
 

conditions
 

that
 

are
 

more
 

conducive
 

to
 

protein
 

crystal
 

growth,so
 

as
 

to
 

obtain
 

crystal
 

with
 

good
 

single
 

crystallinity. Results The
 

relative
 

molecular
 

mass
 

of
 

the
 

Salmonella
 

typhimurium
 

effector
 

protein
 

SteC
 

C1
 

was
 

19.7×103.
 

In
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

system,the
 

protein
 

had
 

good
 

solubility
 

and
 

high
 

concentration,but
 

the
 

protein
 

was
 

unstable
 

and
 

had
 

dimerization
 

phenomenon.
 

The
 

mutants
 

proved
 

that
 

SteC
 

Cys
 

-276
 

is
 

responsible
 

for
 

dimerization
 

of
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SteC
 

C1.
 

Both
 

proteins
 

were
 

crystallized
 

under
 

the
 

conditions
 

of
 

2.0
 

mol/L
 

Ammonium
 

sulfate,0.01
 

mol/L
 

Magnesium
 

sulfate
 

heptahydrate,0.05
 

mol/L
 

Sodium
 

cacodylate
 

trihydrate
 

(pH
 

6.5),and
 

the
 

crystallization
 

time
 

of
 

SteC
 

C1C276S 

crystal
 

was
 

faster,adding
 

0.1
 

mol/L
 

iodide
 

Sodium
 

reagent
 

is
 

more
 

conducive
 

to
 

the
 

growth
 

of
 

protein
 

crystals. 
Conclusion The

 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

of
 

SteC
 

C1
 

and
 

SteC
 

C1C276S was
 

successfully
 

constructed
 

and
 

the
 

protein
 

was
 

obtained
 

for
 

crystallization.
 

Ammonium
 

sulfate
 

helps
 

the
 

crystal
 

formation
 

of
 

SteC
 

C1
 

domain
 

and
 

its
 

mutants,and
 

the
 

mutants
 

are
 

easier
 

to
 

crystallize.
 

The
 

culture
 

of
 

SteC
 

C1
 

domain
 

protein
 

crystals
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

analyzing
 

the
 

spatial
 

structure
 

of
 

SteC
 

protein
 

and
 

further
 

revealing
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

its
 

catalytic
 

phosphorylation.
【Key

 

words】 Salmonella;effector
 

protein
 

;culture
 

crystals;protein
 

kinase;SteC

  沙门菌属(Salmonella)细菌是常见的革兰阴性肠

源性致病菌,有2600多个血清型,其中鼠伤寒沙门菌

是引起食源性疾病最常见的致病菌[1-2]。研究发现,鼠
伤寒沙门菌在入侵宿主细胞后通过蛋白分泌系统即Ⅲ
型分泌系统(Type

 

Ⅲ
 

sercretion
 

system,T3SS)将沙

门菌致病岛(Salmonella
 

pathogenicity
 

island,SPI)所
分泌的效应蛋白转运到宿主细胞内[3],导致宿主细胞

内的微管、微丝和肌动蛋白网络发生重大变化,并且在

沙门菌的致病性与免疫逃逸中同样具有重要的意

义[4],因此,研究鼠伤寒沙门菌效应蛋白的功能有助于

解释沙门菌与宿主细胞的相互作用机制。
鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC(又称STM1698)是

沙门菌致病岛2(SPI-2)分泌的由457个氨基酸组成的

效应蛋白[5],属于蛋白激酶超家族。多序列比对发现

SteC与真核激酶Raf-1同源性为28%,属于一种真核

激酶蛋白而非原核激酶蛋白[6],而且与具有激酶活性

的细菌效应蛋白,如鼠疫耶尔森菌的YpkA[7]、福氏志

贺菌的OspG[8-9]、黄单胞菌的XopAU[10]比对中发现,

SteC是沙门菌效应蛋白中唯一一个具有激酶活性的

蛋白[11],体外生化试验证明第256位的赖氨酸是SteC
激酶的酶活中心[6]。此外,SteC蛋白激酶活性受到双

组分系统SsrA-SsrB的调控,SteC被激活后诱导宿主

细胞的肌动蛋白发生重排现象[6]。除此之外,SteC可

激活 MEK、ERK、MLCK及肌球蛋白 ПB通路,导致

宿主细胞发生肌动蛋白重排现象[12]。磷酸化蛋白组

学揭示引发效应蛋白SteC磷酸化发挥作用的体内外

分子靶点是热休克蛋白27(HSP27),当在 Hela细胞

中过表达SteC时,HSP27作为肌动蛋白聚合的调节

剂促使多个位点被磷酸化并诱导肌动蛋白发生重

排[13]。而SpvB作为肌动蛋白-二磷酸腺苷(ADP)核
糖基化毒素蛋白,其N-末端结构域和C-末端结构域之

间含有一个多脯氨酸区域(氨基酸残基366-374),这
个结构域可将N端与C端肌动蛋白-ADP核糖基化结

构域分开,解聚因SteC磷酸化重排的肌动蛋白[14-15]。
由于SteC是沙门菌T3SS分泌的唯一一个具有激酶

活性的效应蛋白,而且与已知激酶同源性较低,其催化

蛋白磷酸化的机制尚不明确,因此解析SteC催化结构

域的空间结构对于阐明这种特殊激酶的催化机制具有

重要意义。
利用生物信息学方法对鼠伤寒沙门菌效应蛋白

SteC进行预测,其C端为催化结构域[11],并且与以往

发现的激酶同源性都较低,如何发挥激酶功能并不清

楚。本研究在其C端催化结构域上截取C1及C1C276S
片段进行基因克隆,分别构建SteC

 

C1-pGl01、SteC
 

C1C276S -
 

pGl01两种重组菌株,在大肠埃希杆菌表达体

系中使用IPTG诱导SteC
 

C1及SteC
 

C1C276S 蛋白的

表达。使用亲和层析柱纯化获得高纯度的SteC
 

C1及

SteC
 

C1C276S 蛋白,并进行晶体的培养,确定SteC蛋白

晶体生长的条件并获得单晶性良好的晶体,为SteC蛋

白质空间结构的解析以及进一步揭示其催化磷酸化的

机制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株及质粒 pET15b改造的pGl01载体(氨苄

抗性,N端 His标签含PPase酶切位点)为本实验室

保存。鼠伤寒沙门菌14028s菌株购于美国ATCC菌

种库。

1.2 试剂和仪器 DNA聚合酶,限制性核酸内切酶

(BamHI、XhoI)及T4
 

DNA连接酶购自美国Thermo
公司;DNA胶回收试剂盒与质粒小提试剂盒购自天根

生化科技(北京)有限公司;氨苄青霉素(Amp+)和异

丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)购自北京索莱宝科技

有限 公;Ni2+ 亲 和 层 析 柱,AKTA 蛋 白 纯 化 仪 及

Superdex
 

75
 

Increase
 

10/300
 

GL
 

凝胶过滤层析柱购

自美 国 Cytiva(思 拓 凡)公 司;晶 体 普 筛 试 剂 盒 及

Additive试剂购自美国Hampton公司。

2 方法

2.1 SteC蛋白的生物信息学预测 从Uniprot数据

库获得SteC蛋白的氨基酸序列及分子质量,利用

Network
 

Protein
 

Sequence
 

Analysis 与 PSIPRED
 

Workbench在线软件对其二级结构进行预测,利用

PyMol软件(版本2.5.0)对腾讯
 

AI
 

Lab预测的蛋白

三级结构进行分析。结合其二级预测结构,选取截取

片段,使用ExPASy
 

ProtParam
 

tool预测SteC蛋白基
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本理化性质。

2.2 SteC
 

C1蛋白原核表达系统的构建和鉴定 使

用DNA
 

start软件设计PCR引物(表1),引物由济南

博尚公司合成。以鼠伤寒沙门菌14028s菌株为模板,
使用表1中的引物PCR扩增SteC蛋白基因,经1%琼

脂糖凝胶电泳鉴定获得目的片段后切胶回收,回收产

物与pGl01载体分别使用限制性内切酶BamHⅠ和

XhoI于37
 

℃双酶切3
 

h,酶切产物回收后经T4连接

酶在22
 

℃连接3
 

h,连接产物转入大肠埃希菌BL21
感受态细胞(DE3),37

 

℃复苏1.5
 

h后涂于固体平板

(Amp+抗性),37
 

℃恒温培养箱过夜。挑取固体平板

上的单克隆菌落于1
 

ml
 

LB液体培养基(Amp+抗性)
中,37

 

℃培养至 A600 值为0.6时加IPTG,诱导表达

1.5
 

h。经SDS-PAGE电泳鉴定后获得阳性克隆菌

株,送至济南博尚公司进行测序鉴定,测序正确的菌株

命名为SteC
 

C1。
表

 

1 PCR扩增引物
Table

 

1 Primers
 

used
 

in
 

PCR
 

amplification
引物名称
Segment

引物序列(5'-
 

3')
Sequences

 

of
 

primer
备注

Explanation

SteC-C1F-
BamHI-5'

ATAGGATCCggcgctattgatca
gacggat

下划线为BamHI
酶切位点

SteC-C1
R-XhoI-3T

ATACTCGAGTTActgttgccgt
gattcttgtga

下 划 线 为 XhoI
酶切位点

2.3 SteC
 

C1C276S 蛋白原核表达系统的构建及鉴定 
利用两步PCR法将SteC第276位半胱氨酸突变为丝

氨酸,突变蛋白原核表达系统的构建和鉴定与SteC
 

C1蛋白原核表达系统一致,并命名为SteC
 

C1C276S。

2.4 目的蛋白的大量表达 将测序正确的菌株培养

过夜,第2
 

d转接于1
 

L
 

LB培养基(Amp+抗性)中,

37
 

℃、200
 

r/min培养至 A600 值约为0.6时18
 

℃降

温,1
 

h后加入IPTG诱导过夜。

2.5 目的蛋白的纯化 参考文献[16]的蛋白纯化方

法进行蛋白的提取。将镍柱纯化的蛋白使用凝胶层析

柱进一步纯化,根据出峰位置对应收集管内的蛋白取

样进行SDS-PAGE电泳鉴定,获得高纯度、高浓度的

蛋白,分装于1.5
 

mlEP管内,液氮速冻后存于-80
 

℃
冰箱。

2.6 目的蛋白的晶体培养 使用 GS
 

PEG6000及

Gird
 

Screen
 

A/S试剂盒对蛋白浓度进行初筛,确定5
 

mg/ml的浓度适合 C1及 C1C276S 结构域晶体生长。
选取 Hampton

 

Research的 Natrix
 

П、Natrix、PEG/

Ion
 

П、Crystal
 

Screen等12个晶体生长试剂盒,在座

滴板对晶体进行普筛,悬滴板进行晶体优化。使用18
 

℃晶体培养箱培养晶体,1周、2周后及1个月后观察

晶体生长情况,并利用悬滴板进行晶体的优化,从而获

得单晶性良好的晶体。

结 果

1 SteC蛋白生物信息学分析

沙门菌效应蛋白SteC是一种磷酸化激酶,是蛋白

激酶家族的一员,第256位赖氨酸为其酶活中心[6],但
结构未知且数据库中无同源结构。

1.1 SteC 蛋 白 理 化 性 质 及 其 结 构 预 测 分 析  
PrptParam在线软件分析显示,SteC蛋白由457个氨

基酸组成,相对分子质量为52.3×103,等电点(pI)为

5.2,不稳定系数为48.74(>40为不稳定),因此该蛋

白性质不稳定。其N端含有6个半胱氨酸,可能在蛋

白折叠的过程中发生错误折叠而降低其表达量,导致

可溶性变差。此效应蛋白无保守结构,不存在跨膜结

构。使用NSP@:Network
 

Protein
 

Sequence
 

Analysis
与PSIPRED

 

Workbench在线软件对其二级结构进行

预测,该蛋白二级结构含有44.42%的无规卷曲(Cc)、

40.26%的α螺旋(Hh)及15.32%的β螺旋(Ee),而
且氨基酸序列的63-88、164-176、191-205位氨基酸区

段存在较长的无规则卷曲(图1),不利于晶体的生长。

图
 

1 SteC蛋白二级结构预测

Fig.1 Prediction
 

of
 

two
 

structure
 

of
 

SteC
 

protein

SteC的N端为与CadC24结合的结构域,C端为

含有激酶结构域的催化结构域[11](图2),而结合预测

的二级结构发现C端结合结构域尾部依旧有3处较
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短的无规则卷曲,从而选择将其202-375位氨基酸截

取为一个催化结构域进行研究,将其命名为SteC
 

C1,
用于SteC蛋白晶体的培养。

图
 

2 SteC结合Cdc24和激酶结构域的示意图[10]

Fig.2 Schematic
 

of
 

SteC
 

showing
 

the
 

region
 

binding
 

Cdc24
and

 

kinase
 

domains

1.2 SteC
 

C1蛋白理化性质及其结构预测分析 使

用1.1的方法对SteC
 

C1片段进行相关预测,结果表

明SteC
 

C1是一个大小为19.7×103 片段,共174个

氨基酸且只含有一个半胱氨酸(Cys),其氨基酸组成

见表2,带负电残基总数(Asp+Glu)为27,带正电残

基总数(Arg+Lys)为21,理论pI为5.23。其三级结

构预测见图3。三级预测结构分析发现C1片段由7
个α螺旋、8个β折叠及无规则卷曲组成,其无规则卷

曲比例为48.28%,α折叠与β螺旋所占比例分别为

25.29%、26.44%。

表
 

2 SteC
 

C1蛋白氨基酸组成
Table

 

2 The
 

amino
 

acids
 

composition
 

of
 

SteC
 

C1
 

protein

氨基酸
Amino
acid

数量
Number

频率(%)
Frequencies

氨基酸
Amino
acid

数量
Number

频率(%)
Frequencies

丙氨酸Ala 9 5.2 亮氨酸Leu 9 5.2
精氨酸Arg 10 5.7 赖氨酸Lys 11 6.3
天冬酰胺Asn 14 8 甲硫氨酸 Met 5 2.9
天冬氨酸Asp 16 9.2 苯丙氨酸Phe 7 4
半胱氨酸Cys 1 0.6 脯氨酸Pro 5 2.9
谷氨酰胺Gln 9 5.2 丝氨酸Ser 12 6.9
谷氨酸Glu 11 6.3 苏氨酸Thr 3 17
甘氨酸Gly 11 6.3 酪氨酸Tyr 6 3.4
组氨酸 His 4 2.3 缬氨酸Val 16 9.2
异亮氨酸Ile 15 8.6 色氨酸Try 0 0

图
 

3 SteC
 

C1蛋白三级结构预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

tertiary
 

structure
 

of
 

SteC
 

C1
 

protein

2 SteC
 

C1与SteC
 

C1C276S 蛋白原核表达系统的构建

及鉴定

鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC
 

C1片段PCR扩增

产物经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定,大小为522bp(图

4),与预期结果一致。阳性重组菌株经IPTG诱导表

达后通过SDS-PAGE电泳鉴定获得相对分子质量为

19.7×103 的阳性重组菌落。对2号、4号菌株进行测

序,测序正确后命名为SteC
 

C1和SteC
 

C1C276S(图5)。

M DNA标志物 1 SteC
 

C1
 

PCR产物 2 SteC
 

C1C276S PCR产物
图

 

4 SteC
 

C1及SteC
 

C1C276S基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker 1 SteC
 

C1
 

PCR
 

product 2 SteC
 

C1C276S PCR
 

product
Fig.4 PCR

 

amplification
 

result
 

of
 

SteC
 

C1
 

gene
 

and
 

SteC
C1C276S

 gene

  M 蛋白分子质量标准 1、2、3 SteC
 

C1重组菌株克隆 4、5 
SteC

 

C1C276S重组菌株克隆
图

 

5 不同单克隆菌株表达目的蛋白test分析

M Protein
 

molecular 1,2,3 For
 

SteC
 

C1
 

recombinant
 

strain
 

clone 4,5 For
 

SteC
 

C1C276S recombinant
 

strain
 

clone
Fig.5 Different

 

monoclonal
 

strains
 

express
 

the
 

protein
 

of
 

test
 

results

3 SteC
 

C1及SteC
 

C1C276S 蛋白的纯化

将阳性重组菌株扩大培养,低温诱导蛋白表达,使
用Ni2+亲和层析柱纯化后进行SDS-PAGE电泳鉴定

分析(图6)。PP酶酶切后的蛋白进行凝胶层析柱的

纯化,根据蛋白洗脱出峰位置(图7、图8)取样进行

SDS-PAGE电泳鉴定分析(图9、图10),获得浓度为

·972·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年3月 第18卷第3期

Mar.
 

2023, Vol.18,No.3



12mg/ml的蛋白。分析 Ni2+ 及凝胶层析柱洗脱液

SDS-PAGE胶图,SteC
 

C1既有二聚体又有单体的形

式,可能是蛋白序列中的半胱氨酸引起。将片段中仅

有的一个半胱氨酸突变为丝氨酸后,分析SDS-PAGE
胶图,SteC

 

C1C276S 仅以单体形式存在,说明SteC
 

C1
二聚体的形成是由半胱氨酸导致的。

  M 蛋白分子质量标准 Ce 重组菌超声破碎全菌蛋白 S 重
组菌超声破碎上清 Fl 镍柱流穿液 R 无组氨酸标签蛋白洗脱液

 e 镍柱总蛋白洗脱液
图

 

6 Ni2+亲和层析纯化的SteC
 

C1及SteC
 

C1C276S
 SDS-PAGE

电泳分析

M Protein
 

marker Ce Crude
 

extraction S Protein
 

of
 

crushed
 

supernatant Fl Flow
 

through R No
 

histidine
 

tag
 

protein
 e Elution

Fig.6 SDS-PAGE
 

analysis
 

results
 

of
 

SteC
 

C1
 

and
 

SteC
 

C1C276S

proteins
 

on
 

Ni2+
 

affinity
 

chromatography
 

column

图
 

7 SteC
 

C1蛋白的凝胶层析纯化洗脱图

Fig.7 The
 

purification
 

result
 

of
 

SteC
 

C1
 

protein
by

 

Superdex
 

75
 

increase
 

10/300GL

图
 

8 SteC
 

C1-C276S 蛋白的凝胶层析纯化洗脱图

Fig.8 The
 

purification
 

result
 

of
 

SteC
 

C1C276S
 protein

 

by
 

Superdex
75

 

increase
 

10/300GL

M 蛋白分子质量标准 SD1-SD8 9-16管洗脱液
图

 

9 SteC
 

C1蛋白的凝胶层析柱洗脱液SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker SD1-SD8 SteC
 

protein
 

eluent
 

from
 

9-16
 

tubes
Fig.9 SDS-PAGE

 

analysis
 

result
 

of
 

STEC
 

C1
 

protein
by

 

Superdex
 

75
 

Increase
 

10/300GL

  M 蛋白分子质量标准 SD1-SD8 8-16管洗脱液

图
 

10 SteC
 

C1C276S 蛋白的凝胶层析柱洗脱液SDS-PAGE
电泳分析

M Protein
 

marker SD1-SD9 SteC
 

C1C276S protein
 

eluent
from

 

8-16
 

tubes
Fig.10 SDS-PAGE

 

analysis
 

result
 

of
 

SteC
 

C1C276S
 protein

by
 

Superdex
 

75
 

Increase
 

10/300GL

4 晶体普筛及优化

SteC是沙门菌T3SS分泌的一种激酶,但其催化

磷酸化的机制尚不清楚。为了揭示这一机制,本研究

在晶体培养过程中添加了 ATP类似物及金属离子

Mg2+来促进蛋白晶体结晶。由于蛋白浓度较高,首先

使用Hampton
 

Research公司的GS
 

PEG6000及Gird
 

Screen
 

A/S试剂盒寻找适合晶体生长的蛋白浓度。
蛋白浓度在5

 

mg/ml时,沉淀率约30%~40%,表明

此浓度适合晶体生长。随后使用 Hampton
 

Research
试剂盒对SteC

 

C1及SteC
 

C1C276S 蛋白进行普筛,2个

月 后 于 2
 

mol/LAmmonium
 

sulfate、0.05
 

mol/L
 

Sodium
 

cacodylate
 

trihydrate
 

pH
 

6.5、0.01
 

mol/L
 

Magnesium
 

sulfate
 

heptahydrate条件下分别获得了

SteC
 

C1、SteC
 

C1C276S 结合ATP类似物与 Mg2+的晶

体及SteC
 

C1、SteC
 

C1C276S 的蛋白晶体,但晶体单晶性

较差。为了获得单晶性良好的晶体,利用 Hampton
 

Research公司的additive试剂盒在此条件下对晶体进

一步培养,发现在含有0.1mol/L碘化钠添加剂的情
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况下更容易获得晶型良好的蛋白晶体。使用悬滴板进

行多次晶体优化,获得晶型良好的晶体(图11)。

图
 

11 SteC
 

C1(a,c)与SteC
 

C1C276S(b,d)蛋白晶体图

Fig.11 Crystals
 

of
 

SteC
 

C1(a,c)
 

and
 

SteC
 

C1C276S(b,d)

讨 论

鼠伤寒沙门菌感染引发的疾病具有地方性及发病

率高的特点,难以实施具体的措施加以管控,而被称为

公共卫生背景下的一种重要的人畜共患病原菌[17]。
鼠伤寒沙门菌利用T3SS系统所分泌的多种毒力蛋白

(效应蛋白)来改变宿主细胞生理学并利于自身在宿主

组织中的存活,通过效应器间的协同作用及其分泌的

效应蛋白与宿主细胞相互作用,从而破坏宿主细胞的

细胞骨架、信号转导途径、膜运输和促炎反应,这使得

鼠伤寒沙门菌能够侵入非吞噬性上皮细胞,并在细胞

内复制、繁殖,导致全身性疾病[18]。

SteC是鼠伤寒沙门菌 T3SS分泌的唯一一种具

有激酶功能的效应蛋白,在感染过程中可导致宿主细

胞骨架发生重排。研究发现,Rho
 

GTPase是参与细

胞骨架肌动蛋白重排的重要调节因子[19],而沙门菌在

感染过程中导致宿主细胞骨架发生重排的主要原因是

其分泌的效应蛋白通过调节Rho
 

GTPase活性所引发

的[20]。SteC激酶N端非激酶结构域与Cdc24的催化

结构域相互作用可以改变Cdc24因子在细胞内的定

位,从而调控Cdc42因子来抑制GTPase的信号传导,
阻止核聚集[21],但目前对于SteC如何调控宿主细胞

导致肌动蛋白重排的机制仍不明确。相比较于其他细

菌中具有激酶活性的效应蛋白 YpkA[7]、OspG[8-9]以
及XopAU[10],SteC尽管已经被证实是沙门菌中唯一

具有激酶活性的蛋白,但是其催化机制目前尚不清楚。
而本研究通过培养SteC

 

C1-Holo、SteC
 

C1C276S-Holo
和SteC

 

C1-Apo、SteC
 

C1C276S-Apo4种晶体,为揭示

SteC作为激酶发挥磷酸化作用的机制奠定了基础。
但SteC与其他激酶同源性较低(<30%),无法使用分

子置换进行结构解析。而常用的解决蛋白晶体衍射相

位的方法是硒原子多波长反常散射法[22],主要是因为

硒代甲硫氨酸能够在不影响蛋白性质的情况下完全替

代甲硫氨酸
 [23]从而解决相位问题。因此可通过Se-

MAD解析相位获得SteC的空间结构。
本研究通过生物信息学分析及已有研究[11]认为

SteC的C端结构域具有催化功能,通过基因克隆技术

分别构建SteC
 

C1、SteC
 

C1C276S 两种重组菌株,在大肠

埃希菌表达体系中进行表达纯化,成功获得纯度均一

的蛋白,用于晶体的普筛及多次优化,获得晶型良好的

晶体,为揭示SteC作为激酶在体内发生磷酸化及其与

底物相互作用机制奠定了基础。
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