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鼠伤寒沙门菌效应因子SteA蛋白的表达纯化
与晶体培养*

范丙乾,刘晴,刘瑞瑞,王玉珍**,李冰清**

(山东第一医科大学(山东省医学科学院)临床与基础医学院(基础医学研究所)病原生物学系,山东济南
 

250000)

【摘要】 目的 对鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteA进行原核表达与纯化,以期获得高质量蛋白和晶体,为SteA的活性检

测及结构解析奠定基础。 方法 利用生物信息学分析方法,对SteA的氨基酸及核苷酸序列进行分析,了解蛋白性状

与序列保守性;使用基因工程方法,将steA 基因克隆到原核表达载体pGLO1上;使用大肠埃希菌BL21(DE3)进行SteA
蛋白的外源表达;使用镍离子亲和层析,离子交换层析,凝胶过滤层析的方法对SteA蛋白进行体外纯化;使用蛋白结晶

试剂盒对提纯的SteA蛋白进行晶体普筛,摸索适合的晶体生长条件并进行优化,培养高质量单晶用于结构解析。 结

果 克隆出SteA全长及SteA
 

35-173
 

aa片段基因,并构建了SteA35-173
 

aa
 

C58S突变体。SteA全长和SteA
 

35-173
 

aa
 

C58S蛋白在大肠埃希菌感受态细胞BL21中成功表达,获得了无聚集的SteA蛋白,浓度为7.6
 

mg/mL。发现在1.2
 

mol/L
 

Sodium
 

phosphate
 

monobasic/0.8
 

mol/L
 

Potassium
 

phosphate
 

dibasic;0.1
 

mol/L
 

CAPS/Sodium
 

hydroxide
 

pH
 

10.5;0.2
 

mol/L
 

Lithium
 

sulfate条件下能够获得晶体,条件优化获得可用于数据收集的高质量单晶。 结论 鼠伤寒

沙门菌效应蛋白SteA可在原核表达系统中稳定表达,且可溶性良好,Cys58对SteA二聚体的形成起到重要作用。SteA
 

35-173
 

C58S蛋白在磷酸盐和硫酸盐环境中易结晶。
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【Abstract】 Objective This
 

study
 

aims
 

to
 

express
 

and
 

purify
 

the
 

effector
 

protein
 

SteA
 

of
 

Salmonellatyphimurium
 

in
 

prokaryotic
 

expression,in
 

order
 

to
 

obtain
 

high-quality
 

protein
 

and
 

crystals,and
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

activity
 

detection
 

and
 

structural
 

analysis
 

of
 

SteA. Methods Based
 

on
 

bioinformatics,the
 

amino
 

acid
 

and
 

nucleotide
 

sequences
 

of
 

SteA
 

were
 

analyzed
 

to
 

understand
 

protein
 

traits
 

and
 

sequence
 

conservation.
 

The
 

steA
 

gene
 

was
 

cloned
 

into
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

by
 

genetic
 

engineering
 

and
 

the
 

SteA
 

protein
 

was
 

stably
 

expressed
 

in
 

E.
 

coli
 

BL21.The
 

SteA
 

protein
 

was
 

purified
 

in
 

vitro
 

using
 

nickel
 

ion
 

affinity
 

chromatography,ion
 

exchange
 

chromatography,and
 

molecular
 

sieve
 

chromatography
 

in
 

sequence.
 

The
 

purified
 

SteA
 

protein
 

crystals
 

were
 

screened
 

by
 

protein
 

crystallization
 

kit,and
 

the
 

appropriate
 

crystal
 

growth
 

conditions
 

were
 

explored
 

and
 

optimized
 

to
 

cultivate
 

high-quality
 

single
 

crystals
 

for
 

structural
 

analysis. Results The
 

full-length
 

and
 

the
 

35-173
 

aa
 

fragment
 

of
 

SteA
 

gene
 

were
 

cloned,and
 

a
 

C58S
 

mutant
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

The
 

full
 

length
 

and
 

the
 

35-173
 

aa
 

C58S
 

protein
 

of
 

SteA
 

were
 

successfully
 

expressed
 

in
 

E.
 

coli
 

receptive
 

cell
 

BL21.
 

A
 

non-aggregated
 

form
 

of
 

SteA
 

protein
 

was
 

obtained
 

at
 

a
 

concentration
 

of
 

7.6
 

mg/mL.It
 

was
 

found
 

that
 

crystals
 

could
 

be
 

obtained
 

under
 

the
 

condition
 

of
 

1.2
 

mol/L
 

Sodium
 

phosphate
 

monobasic/0.8
 

mol/L
 

Potassium
 

phosphate
 

dibasic;0.1
 

mol/L
 

CAPS/Sodium
 

hydroxide
 

pH
 

10.5;0.2
 

mol/L
 

Lithium
 

sulfate,and
 

high-quality
 

single
 

crystals
 

were
 

optimized
 

for
 

data
 

collection. Conclusion The
 

effector
 

protein
 

SteA
 

of
 

S.typhimurium
 

can
 

be
 

stably
 

expressed
 

in
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

and
 

has
 

good
 

solubility.
 

Cys58
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

SteA
 

dimers.
 

The
 

SteA
 

35-173
 

C58S
 

protein
 

is
 

prone
 

to
 

crystallization
 

in
 

phosphate
 

and
 

sulfate
 

environments.
【Key

 

words】 Salmonellatyphimurium;SteA;protein
 

purification;crystal
 

culture
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  鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌(Salmonella
 

typhimurium,

STM)属于革兰阴性菌,是一种食源性致病菌,主要通

过摄入受污染的食物或水传播,引起急性胃肠炎甚至

伤寒,严重感染导致的死亡多集中在发展中国家,

STM感染引发的健康问题不容忽视[1]。STM 主要通

过其Ⅲ型分泌系统(Type
 

III
 

secretion
 

system,T3SS)
来实现入侵并在宿主细胞中生存。STM

 

Ⅲ型分泌系

统 分 为 T3SS-1 和 T3SS-2,分 别 由 致 病 岛 1
(Salmonella

 

pathogenicity
 

islands,SPI-1)和致病岛2
(SPI-2)编码[2-3]。在入侵过程中,STM 通过其T3SS-
1针状复合体(Needle

 

complex,NC)贯穿沙门菌的内

膜、外膜及宿主细胞膜,分泌效应蛋白进入宿主细

胞[4],通过效应蛋白与肌动蛋白相互作用,实现入侵过

程[5-7]。进入宿主细胞的STM 会被包裹在一个单层

囊泡内,这个囊泡被称为SCV(Salmonella-containing
 

vacuole)。SCV内的沙门菌通过T3SS-2分泌效应蛋

白调控SCV的成熟,SCV可以保护沙门菌免受清除,
为沙门菌的胞内生存提供了良好的复制生态位[8-9],

T3SS-2分泌的效应蛋白是沙门菌胞内生存所必须

的[10-11]。因此,通过T3SS-1和T3SS-2分泌的效应蛋

白对于STM正常的生命活动十分重要。

STM通过分泌众多效应蛋白维持其正常生命活

动,其中SteA(STM
 

14_1912)是鲜有报道的一种效应

蛋白,由T3SS-1和T3SS-2共同分泌[2,12]。与野生型

相比,感染SteA敲除菌的Hela细胞中SCV的聚集程

度更高,且形态异常,表明在STM 分裂时,SteA蛋白

参与SCV膜的正常分裂,表明SteA参与SCV膜泡动

力学[13],此外SteA被证明在功能上与SseF和SseG
相连,并表明它可能直接或间接参与细菌液泡上微管

马达的调节。Chen等[14]证实SteA与SopD2,SseF,

SseG,SifA
 

5种效应蛋白一起足以支持宿主细胞中的

STM 复 制,即 沙 门 菌 复 制 最 小 基 因 单 位。Gulati
等[12]通过小鼠感染实验,发现感染SteA敲除菌的小

鼠因免疫反应增强,生存期明显短于野生型沙门菌感

染组,机制上发现SteA通过与Cullin-1相互作用抑制

其E3泛素连接酶复合体对IκB的泛素化降解,进而抑

制 NF-κB 向 细 胞 核 转 位 发 挥 转 录 激 活 作 用。Liu
等[15]研究发现SteA通过结合PI(4)P抑制溶酶体成

熟。然而,SteA结构未知且没有同源结构。因此,本
研究对鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteA进行原核表达与

纯化,为SteA的结构解析和功能探索奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞与载体 大肠埃希菌感受态BL21(DE3),

pGLO1载体由pET15b载体改造而来(氨苄抗性,N

端含有His标签),为本实验室保存。

1.2 试剂与仪器 氨苄青霉素及异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷(IPTG)购自北京索莱宝科技有限公司;DNA
聚合酶、限制性核酸内切酶(BamHI、XhoI)及T4连接

酶均购自美国Thermo公司;梯度PCR仪购自新加坡

ABI公司;分光光度计购自上海精密仪器仪表有限公

司;Q
 

FF
 

16/10、superdex
 

200
 

Increase10/300GL凝

胶过滤 层 析 柱 及 AKTA 蛋 白 纯 化 仪 均 购 自 美 国

Cytiva公司;结晶试剂盒购自美国HAMPTON
 

公司。

2 方法

2.1 生物信息学 分 析 在 Uniprot数据库中查找

STM
 

14_1912的氨基酸序列及核苷酸序列,分析效应

蛋白SteA的氨基酸组成,使用在线PSIPERD网站预

测其二级结构,在NCBI数据库中预测其保守结构域,
同源结构、信号肽及跨膜区等,使用Pymol软件分析

预测其三级结构。

2.2 目的基因PCR扩增 根据SteA的核苷酸序列

和pGLO1载体的酶切位点设计引物,酶切位点选用

BamHI和XhoI,,将引物设计为上游引物SteA-1aa-
BamHI-5':5'-ATAGGATCCATGCCATATACATC

 

AGTTTCT-3'和下游引物SteA-FL-Xhol-3T:5'-AT
 

ACTCGAGTTAGTAGCGAGCTTTTATGTC-3',以
鼠伤寒沙门菌14028菌株为模板,对SteA进行PCR
扩增。

扩增体系(50
 

μL):1
  

μL酶(KOD.plus.Neo)、5
 

μL
 

10×Buffer(KOD.plus.Neo
 

Buffer)、5
 

μL
 

dNTPs、34
 

μL
 

ddH2O、3
 

μL
 

MgSO4、0.5
 

μL引物1
(100

 

μmol/L)、0.5
 

μL引物2(100
 

μmol/L)、1
 

μL模

板。根据引物GC含量设置退火温度,根据碱基数量

设置延伸时间,将PCR产物于1%琼脂糖凝胶电泳回

收,进行载体和目的基因双酶切。将酶切产物进行琼

脂糖凝胶电泳回收,在22
 

℃连接体系下连接3
 

h,得到

重组质粒。酶切体系(50
 

μL):待酶切样品20
 

μL、10
×Buffer(FD

 

Buffer)10
 

μL、14
 

μL
 

ddH2O、3
 

μL
 

E1
(FD.BamHI)、3

 

μL
 

E2(FD.XhoI)。将酶切产物进行

琼脂糖凝胶电泳回收,在22
 

℃连接体系下连接3
 

h,得
到重组质粒。

2.3 转化 在BL21感受态中加入重组质粒,冰浴30
 

min,热激90
 

s,再冰浴3
 

min后加入500
 

μL无抗生素

LB培养基中,在200
 

r/min
 

37
 

℃条件下培养1
 

h,把
菌液涂布在带有氨苄抗性的平板上37

 

℃培养过夜。

2.4 表达阳性试验 将转化平板上的单菌落挑至1
 

mL带有氨苄抗性的LB培养基中培养2~3
 

h,取200
 

μL放至4
 

℃冰箱,在其余菌液中加入1
 

μL
 

IPTG,继
续培养1~3

 

h后将菌液离心,用40
 

μL
 

2×loading
 

buffer将 菌 液 悬 起,95
 

℃加 热10
 

min,15%
 

SDS-
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PAGE电泳,根据结果保存菌种供后续实验使用。

2.5 蛋白表达及纯化 将鉴定阳性的重组菌株转接

于带有氨苄抗性的LB培养基中过夜培养,次日转接

到1L含氨苄抗性的LB培养基中,于37
 

℃,200
 

r/

min条件下扩大培养,培养至A600 值为0.5时降温至

16
 

℃继续培养1
 

h,加入200
 

μL
 

IPTG(终浓度为0.6
 

mmol/L)过夜诱导,次日于4
 

℃、4
 

000
 

r/min(离心半

径13
 

cm)离心25
 

min,收集细菌沉淀。使用40
 

mL
重悬buffer(0.2

 

mol/L
 

NaCl,0.025
 

mol/L
 

Tris-HCl
 

pH
 

8.0)将菌体悬起,加入200
 

μL蛋白酶抑制剂

(PMSF),超声破碎10
 

min,取样标 记 为ce,4
 

℃,

14
 

000
 

r/min条件下离心50
 

min,将离心的上清取样

记为s,随后进行镍柱上样,流穿样记为f,使用重悬

buffer冲洗镍柱,堵住镍柱灌装3
 

mL重悬buffer,PP
酶酶切过夜,酶切后样品记为R。

2.6 层析纯化 对阴离子交换柱进行平衡之后,使用

QA
 

buffer(25
 

mmol/L
 

Tris)将酶切后的蛋白稀释后

进行上样,使用QB
 

buffer(25
 

mmol/L
 

Tris,1
 

mol/L
 

NaCl)梯度洗脱,对洗脱的蛋白进行15%
 

SDS-PAGE
分析,将纯度较高且性质均一的蛋白浓缩至2

 

mL,待
凝胶过滤层析分子筛平衡后进行上样,洗脱时按照峰

收集和体积收集,15%
 

SDS-PAGE后选择纯度较高的

蛋白进行冻存。

2.7 蛋白片段截取 根据蛋白预测的二级结构和三

级结构,及胰蛋白酶切实验,获得稳定的蛋白,对全长

蛋白进行片段截取。二级预测结构参考PSIPRED网

站,三级预测结构参考Uniprot数据库。

2.8 蛋白晶体普筛及优化 将经阴离子交换柱和凝

胶过滤层析纯化的蛋白,首先使用 GS
 

PEG600及

Gird
 

Screen
 

A/S试剂盒进行初筛,确定蛋白晶体形成

的适 宜 浓 度。使 用 HAMPTON 的 Natrix、Crystal
 

Screen等12个结晶试剂盒和CLASSIC等4个结晶

试剂盒在坐滴板进行晶体普筛,在悬滴板上进行晶体

优化。将晶体培养板置于18
 

℃恒温箱中培养,分别在

培养1周、2周、一个月后查看晶体生长情况,进一步

培养单晶性良好的晶体。

结 果

1 SteA
 

FL的核苷酸序列

ATGCCGTATACCAGCGTTAGCACCTATGC
 

CCGTGCACTGAGTGGCAATAAGCTGCCGCATG
 

TTGCAGCCGGCGATTATGAAAATAAGCTGAG
 

CACCAAAATTATGAAAGGCATTCTGTATGTG
 

CTGACCGCCGGTCTGGCCTATGGTTTTACCCG
 

CGTGATTGAACATTATTGCAATGTGACCCCG
 

AAAGTTGCCGAATTTTGCGCAAATGCCGGTA
 

ATATTCATAATCATCTGGCCGATGCCGTGCGT
 

GATGGTCTGTTTACCATTGATGTGGAACTGAG
 

CGATGGCCGTATGCTGACCTTTGAACAGCTGA
 

GCCTGATTGCAGAAGGTAAACCGATTGTGCGT
 

ATTAGCGATGGTGAACATACCGTTGAAGTGG
 

AAGGTACATTTGAAGAAATTTGTATGCGTCT
 

GGAAGAAGGCTTTTTCGAAGCCCCGGCATATT
 

ATGATTATGATATTGATGAAAAGTACAAGAC
 

CGTGCGTGAACGCATGGCAGCCTATAATGCAC
 

TGCCGCAGGCACTGGGTGCCATTCCGTGTCTG
 

GAATATTATATTGCACGTGCAAGCAATATGC
 

AGGAAGCAAAAGCCCAGTGGGCAGCAGATAT
 

TAAGGCCCGTTATCATAATTATCTGGATAAT
 

TATTAACTCGAG。

SteA
 

FL的氨基酸序列为:MPYTSVSTYARAL
 

SGNKLPHVAAGDYENKLSTKIMKGILYVLTAGL
 

AYGFTRVIEHYCNVTPKVAEFCANAGNIHNHL
 

ADAVRDGLFTIDVELSDGRMLTFEQLSLIAEGKP
 

IVRISDGEHTVEVEGTFEEICMRLEEGFFEAPAY
 

YDYDIDEKYKTVRERMAAYNALPQALGAIPCLE
 

YYIARASNMQEAKAQWAADIKARYHNYLDNY。

2 SteA生物信息学分析

通过PrptParam 网站在线预测分析得出效应蛋

白SteA全长共有210个氨基酸(表1),分子质量为

23.617
 

ku,等电点为5.15,有4个半胱氨酸、6个甲硫

氨酸,预测结构可溶性较好。该蛋白无信号肽且保守

结构域未知,目前在PDB数据库中无该蛋白的结构和

同源结构。

表
 

1 SteA
 

FL氨基酸组成

Table
 

1 The
 

amino
 

acid
 

composition
 

of
 

SteA
 

FL
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 26 12.4 亮氨酸Leu 17 8.1
精氨酸Arg 10 4.8 赖氨酸Lys 10 4.8

天冬酰胺Asn 10 4.8 甲硫氨酸 Met 6 2.9
天冬氨酸Asp 11 5.2 苯丙氨酸Phe 7 3.3
半胱氨酸Cys 4 1.9 脯氨酸Pro 7 3.3
谷氨酰胺Gln 4 1.9 丝氨酸Ser 8 3.8
谷氨酸Glu 18 8.6 苏氨酸Thr 11 5.2
甘氨酸Gly 13 6.2 酪氨酸Tyr 16 7.6
组氨酸 His 6 2.9 色氨酸Trp 1 0.5
异亮氨酸Ile 13 6.2 缬氨酸Val 12 5.7

3 构建SteA基因原核表达体系

SteA基因序列全长630
 

bp,扩增产物大小与预期

一致(图1)。将重组质粒转化至BL21(DE3)后表达

test,共挑取8处单克隆菌落,15%
 

SDS-PAGE电泳结

果如图2,SteA
 

FL-His大小约为25
 

ku,与过表达带

位置一致,将一号菌种进行测序,结果正确,SteA重组
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菌株构建成功。

M DNA标志物(DL-2000) 1 steA
 

FL
 

PCR产物
图

 

1 目的基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker(DL-2000) 1 steA
 

FL
 

PCR
 

product
Fig.1 The

 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

result
 

of
 

PCR
 

product

  M 蛋白分子质量标准 1~8 SteA
 

FL重组克隆菌株 9 阴性
对照

图
 

2 阳性克隆表达SteA
 

FL
 

的SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker 1-8 SteA
 

FL
 

recombinant
 

clone
 

strain 9 
Negative

 

control
Fig.2 The

 

result
 

of
 

SteA
 

FL
 

expression-test

4 SteA蛋白表达及纯化

对镍 离 子 柱 纯 化 后 蛋 白 取 样 进 行15%
 

SDS-
PAGE电泳,结果见图3。将酶切后的蛋白进行层析

纯化,根据蛋白洗脱峰位置取样进行15%
 

SDS-PAGE
电泳分析(图4~7),成功获得了高纯度的SteA

 

FL蛋

白,蛋白浓度为8
 

mg/mL。根据电泳结果可知SteA
 

FL蛋白性质不稳定易降解且在50
 

ku左右形成二聚

体,二聚体的形成是半胱氨酸导致的,因此,根据SteA
的预测三级结构进行片段截取及半胱氨酸的突变,以
消除二聚体获得稳定蛋白。

截取后得到SteA
 

35-173
 

aa这一相对稳定的片

段,分别将SteA片段蛋白表面的第58位和第68位半

胱氨酸进行单突变(图8)。结果表明第58位半胱氨

酸对SteA蛋白二硫键的形成起到重要作用,单突变

第58位氨基酸后,SteA片段蛋白全部以单体的形式

存在,因此以同样的方法扩大培养,提纯进行15%
SDS-PAGE

 

电泳(图9-13)。获得了高纯度SteA
 

35-
173aa

 

C58S蛋白,蛋白浓度为5.1
 

mg/mL,该片段蛋

白性质稳定且以单体形式存在。

  M 蛋白分子质量标准 ce 超声破碎后全蛋白 s 超声破碎离
心上清 f 上清镍离子柱流穿液 R PPase酶切洗脱液 e Elution
洗脱液

图
 

3 镍离子柱纯化SteA
 

FL
 

SDS-PAGE电泳分析

M  Protein
 

marker ce Total
 

protein
 

after
 

ultrasound
 

fragmentation s After
 

centrifugal
 

supernatant f Flow R PPase
 

elution e Elution
Fig.3 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

SteA
 

FL
 

protein
 

purification
 

via
 

Ni-NTA

图
 

4 阴离子交换柱纯化SteA
 

FL蛋白洗脱峰值图

Fig.4 The
 

purification
 

result
 

of
 

SteA
 

FL
 

protein
 

by
 

Anion
exchange

 

column

  M 蛋白分子质量标准 Q1~Q8 Q柱8~15管洗脱液
图

 

5 阴离子交换柱纯化SteA
 

FL蛋白SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker Q1-Q8 Elution
 

of
 

Q-columns
 

in
 

tubes
 

8-15
Fig.5 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

SteA
 

FL
 

protein
 

purification
by

 

Anion
 

exchange
 

column

图
 

6 凝胶过滤层析纯化SteA
 

FL蛋白洗脱峰值图

Fig.6 The
 

purification
 

result
 

of
 

SteA
 

FL
 

protein
by

 

gel
 

filtration
 

chromatography
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  M 蛋白分子质量标准 SD1~SD11 第8~18管凝胶过滤层析
洗脱液

图
 

7 SteA
 

FL蛋白凝胶过滤层析洗脱SDS-PAGE电泳分析

M  Protein
 

marker SD1-SD11 Elution
 

of
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

in
 

tubes
 

8-18
Fig.7 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

SteA
 

FL
 

purification
by

 

gel
 

filtration
 

chromatography

图
 

8 SteA
 

FL三级结构预测模式图

Fig.8 Prediction
 

of
 

tertiary
 

structure
 

of
 

SteA
 

FL
 

protein

  M 蛋白分子质量标准 ce 超声破碎后全蛋白 s 超声破碎离
心上清 f 上清镍离子柱流穿液 R PPase酶切洗脱液 e Elution
洗脱液

图
 

9 镍离子柱纯化SteA
 

35-173aa
 

C58S
 

SDS-PAGE电泳分析

M  Protein
 

marker ce Total
 

protein
 

after
 

ultrasound
 

fragmentation s After
 

centrifugal
 

supernatant f Flow R PPase
 

elution e Elution
Fig.9 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

SteA
 

35-173aa
 

C58S
 

protein
purification

 

via
 

Ni-NTA

图
 

10 阴离子交换柱纯化SteA
 

35-173
 

C58S蛋白洗脱峰值图

Fig.10 The
 

purification
 

result
 

of
 

SteA
 

35-173aa
 

C58S
 

protein
by

 

Anion
 

exchange
 

column

M 蛋白分子质量标准 Q1~Q9 Q柱14~22管洗脱液
图

 

11 阴离子交换柱纯化SteA
 

35-173aa
 

C58S蛋白SDS-PAGE
电泳分析

M Protein
 

marker Q1-Q9 Elution
 

of
 

Q-columns
 

in
 

tubes
 

14-22
Fig.11 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

SteA
 

35-173aa
 

C58Sprotein
purification

 

by
 

Anion
 

exchange
 

column

图
 

12 凝胶过滤层析纯化SteA
 

35-173aa
 

C58S蛋白洗脱峰值图

Fig.12 The
 

purification
 

result
 

of
 

SteA
 

35-173aa
 

C58S
 

protein
by

 

gel
 

filtration
 

chromatography

5 SteA蛋白单晶培养与优化

晶体初筛后,根据蛋白沉淀率确定适宜蛋白浓度

为7.6
 

mg/mL,蛋 白 沉 淀 率 约 为 35%。使 用

HAMPTON和CLASSIC等16个结晶试剂盒进行普

筛,在18
 

℃培养箱培养40
 

d,SteA
 

35-173aa
 

C58S在
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CLASSIC
 

1 结 晶 试 剂 盒 的 1.2
 

mol/L
 

Sodium
 

phosphate
 

monobasic/0. 8
 

mol/L
 

Potassium
 

phosphate
 

dibasic;0.1
 

mol/L
 

CAPS/Sodium
 

hydroxide
 

pH
 

10.5;0.2
 

mol/L
 

Lithium
 

sulfate条件

下形成微小晶体,使用悬滴板进一步优化,SteA
 

35-
173aa

 

C58S蛋 白 在 0.9
 

mol/L
 

Sodium
 

phosphate
 

monobasic/0.6
 

mol/L
 

Potassium
 

phosphate
 

dibasic;

0.1
 

mol/L
 

CAPS/Sodium
 

hydroxide
 

pH
 

10.5;0.1
 

mol/L
 

Lithium
 

sulfate条件下经过1个月培养,形成

良好单晶(图14)。

  M 蛋白分子质量标准 SD1~SD9 第18~26管凝胶过滤层析
洗脱液

图
 

13 SteA
 

35-173aa
 

C58S蛋白凝胶过滤层析洗脱SDS-PAGE
电泳分析

M  Protein
 

marker SD1-SD9  Elution
 

of
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

in
 

tubes
 

18-26
Fig.13 SDS-PAGE

 

result
 

of
 

SteA
 

35-173aa
 

C58S
 

purification
by

 

gel
 

filtration
 

chromatography

图
 

14 SteA
 

35-173aa
 

C58S
 

蛋白晶体图

Fig.14 Crystals
 

of
 

SteA
 

35-173aa
 

C58S

讨 论

STM作为一种人兽共患致病菌,在全球范围内有

众多感染者,尤其在发展中国家是严重的公共卫生问

题,感染人数逐年升高。鼠伤寒沙门菌抵抗外界环境

的能力较强,容易随物流及人流传播,宿主感染后会产

生胃肠炎症,甚至引发败血症[16]。据报道,每年约100
万人的死亡与该菌的感染有关[17],由STM 引发的健

康问题应受到重视,同时应当加大对于STM 的研究

力度,减轻STM的危害。
鼠伤寒沙门菌的致病能力主要依靠其Ⅲ型分泌系

统,在入侵宿主细胞和胞内生存过程中,Ⅲ型分泌系统

分泌众多效应蛋白参与其中[18]。例如T3SS-1分泌的

效应因子SopE可通过促进膜皱缩和细胞骨架重排,
介导细菌入侵。T3SS-2分泌的效应蛋白SeeL通过其

去泛素活性减弱沙门菌的毒力[19]。但效应蛋白SteA
鲜有报道,其结构未知,功能研究不深入。SteA作为

T3SS-1和T3SS-2共同分泌的效应因子之一,在入侵

和胞内生存过程均有分泌[2,12]。有研究表明,通过在

Hela细胞转染steA和空载体,比较细胞的死亡比例,
发现转染steA组细胞LDH释放水平降低,说明SteA
蛋白与沙门菌的毒力有关,可能有助于上皮细胞感染

过程中观察到的细胞死亡延迟。这可能对病原体有

益,因为它允许建立一个稳定的细胞内生态位,并有助

于避免适应性免疫[20]。多项研究表明[2,12-13,20],SteA
在STM正常生命活动中起到多重作用,由于SteA的

蛋白结构未被解析,其分子作用机制并不清晰,极大的

限制了SteA的效应功能机制研究,因此,SteA的结构

解析对进一步研究其分子机制以及STM 在宿主内的

生存机制具有重要意义。
本研究通过对SteA的生物信息学进行分析,了

解了该蛋白的基本性质,应用分子克隆技术成功构建

了SteA重组质粒,使其在BL21感受态细胞中高效表

达,并提纯了SteA
 

FL蛋白,由于SteA
 

FL蛋白性质

不稳定,不利于晶体生长,因此根据生物信息学分析,
成功构建了性质较为稳定且状态均一的SteA蛋白片

段(SteA
 

35-173aa
 

C58S)。通过对该片段蛋白进行晶

体普筛,成功筛选出了适合晶体生长的条件并加以优

化,获得了高质量的单晶。通过解析晶体数据,有助于

更好的了解该效应蛋白的结构及作用方式,为SteA
进一步的结构研究功能研究和靶向鼠伤寒沙门菌效应

蛋白SteA的药物研发奠定了基础。
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