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鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC核心结构域
及其激酶活性研究
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【摘要】 目的 鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC是沙门菌Ⅲ型分泌系统分泌的具有丝氨酸/苏氨酸激酶活性的蛋白,在蛋

白磷酸化修饰中发挥重要作用。然而关于SteC催化磷酸化的机制尚不清楚。本研究通过分析SteC核心结构域的组成

并构建原核表达体系,了解表达蛋白的性状并进行酶活性测定,为揭示SteC作为沙门菌激酶催化磷酸化的机制奠定基

础。 方法 以生物信息学分析和液相色谱-质谱(LC-MS)联用分析技术为基础,通过基因克隆技术构建SteC蛋白原

核表达体系,表达目的蛋白,使用Ni2+亲和层析柱纯化SteC全长蛋白SteC-fl及C端蛋白SteC-C。采用蛋白酶裂解法,

用不同浓度的胰蛋白酶对纯化的SteC-C蛋白进行酶切,选择稳定表达的区域进行LC-MS及DNAstar软件肽段序列鉴

定及比对,确定SteC蛋白的核心结构域,进而构建核心结构域原核表达体系,探究蛋白的性状。使用Phos-tag
 

SDS-
PAGE胶对SteC核心结构域蛋白进行酶活性验证,以确定SteC的核心区域是否具有活性。 结果 成功构建SteC-fl、

SteC-C原核表达体系并获得目的蛋白,但SteC-fl蛋白得率低,因而选择SteC-C利用蛋白酶裂解法确定SteC稳定表达

的区域。利用LM-MS方法及DNAstar软件分析SteC核心结构域(即227aa-305aa)并成功构建SteC227-305 原核表达体

系。表达的SteC227-305 蛋白经Ni2+亲和层析纯化后进行分析,其稳定性高于SteC-fl、Ste
 

C-C端,但可溶性差;使用Phos-
tag

 

复合胶对SteC227-305 蛋白进行酶活性验证,显示此结构域具有较弱的自磷酸化功能。 结论 成功构建鼠伤寒沙门

菌效应蛋白SteC不同区域的原核表达体系(SteC-fl、SteC-C、SteC227-305)。利用LM-MS确定SteC核心结构域为227aa-

305aa,生物信息学分析显示SteC227-305 含有PKc_like保守结构域,稳定系数为29.23,即为稳定蛋白。SteC227-305 经Ni2+

亲和层析纯后其可溶性差而稳定性符合预期;Phos-tag
 

复合胶验证其具有较弱的自磷酸化功能,为研究SteC蛋白催化

磷酸盐转移的机制奠定了基础。
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【Abstract】 Objective The
 

Salmonella
 

typhimurium
 

effector
 

protein
 

SteC
 

is
 

a
 

protein
 

secreted
 

by
 

the
 

Salmonella
 

Type
 

III
 

secretion
 

system
 

with
 

serine/threonine
 

kinase
 

activity,playing
 

an
 

important
 

role
 

in
 

protein
 

phosphorylation
 

modification.
 

However,the
 

mechanism
 

of
 

SteC
 

catalyzed
 

phosphorylation
 

is
 

still
 

unclear.
 

This
 

study
 

analyzed
 

the
 

composition
 

of
 

the
 

core
 

structural
 

domain
 

of
 

SteC
 

and
 

constructed
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

to
 

understand
 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

expressed
 

protein
 

and
 

determine
 

its
 

enzyme
 

activity,laying
 

the
 

foundation
 

for
 

revealing
 

the
 

mechanism
 

of
 

SteC
 

as
 

a
 

Salmonella
 

kinase
 

catalyzing
 

phosphorylation. Mothads Based
 

on
 

bioinformatics
 

analysis
 

and
 

liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(LC-MS)
 

analysis
 

techniques,a
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

for
 

SteC
 

protein
 

was
 

constructed
 

using
 

gene
 

cloning
 

technology
 

to
 

express
 

the
 

target
 

protein.
 

The
 

full-length
 

protein
 

SteC-fl
 

and
 

C-
terminal

 

protein
 

SteC-C
 

were
 

purified
 

using
 

Ni2+affinity
 

chromatography
 

column.
 

Using
 

protease
 

lysis
 

method,purified
 

SteC-C
 

protein
 

was
 

digested
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

trypsin,and
 

stable
 

expression
 

regions
 

were
 

selected
 

for
 

LC-
MS

 

and
 

DNAstar
 

software
 

peptide
 

sequence
 

identification
 

and
 

comparison
 

to
 

determine
 

the
 

core
 

domain
 

of
 

SteC
 

protein.
 

Subsequently,a
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

for
 

the
 

core
 

domain
 

was
 

constructed
 

to
 

explore
 

the
 

proteins
 

characteristics.
 

Use
 

Phos-tag
 

gel
 

to
 

validate
 

the
 

enzyme
 

activity
 

of
 

the
 

SteC
 

core
 

domain
 

protein
 

to
 

determine
 

whether
 

the
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core
 

region
 

of
 

SteC
 

is
 

active. Results Successfully
 

constructed
 

the
 

SteC-fl
 

and
 

SteC-C
 

prokaryotic
 

expression
 

systems
 

and
 

obtained
 

the
 

target
 

protein,but
 

the
 

yield
 

of
 

SteC-fl
 

protein
 

was
 

low.
 

Therefore,SteC-C
 

was
 

chosen
 

to
 

use
 

protease
 

lysis
 

to
 

determine
 

the
 

stable
 

expression
 

region
 

of
 

SteC.
 

Using
 

LM-MS
 

method
 

and
 

DNAstar
 

software
 

to
 

analyze
 

the
 

core
 

structural
 

domain
 

of
 

SteC
 

(227aa-305aa)
 

and
 

successfully
 

construct
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

of
 

SteC227-305.
 

The
 

expressed
 

SteC227-305protein
 

was
 

purified
 

by
 

Ni2+affinity
 

chromatography
 

and
 

analyzed.
 

Its
 

stability
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

SteC-fl
 

and
 

Ste
 

C-C
 

terminus,but
 

its
 

solubility
 

was
 

poor;Enzymatic
 

activity
 

validation
 

of
 

SteC227-305protein
 

using
 

Phos-
tag

 

composite
 

gel
 

showed
 

that
 

this
 

domain
 

has
 

weak
 

self-phosphorylation
 

function. Conclusion Successfully
 

constructed
 

prokaryotic
 

expression
 

systems
 

for
 

different
 

regions
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium
 

effector
 

protein
 

SteC
 

(SteC-
fl,SteC-C,SteC227-305).

 

Using
 

LM-MS
 

to
 

determine
 

the
 

core
 

structural
 

domain
 

of
 

SteC
 

as
 

227aa-305aa,bioinformatics
 

analysis
 

shows
 

that
 

SteC227-305contains
 

PKc_
 

Like
 

conserved
 

domain,with
 

a
 

stability
 

coefficient
 

of
 

29.23,is
 

a
 

stable
 

protein.
 

After
 

purification
 

by
 

Ni2+
 

affinity
 

chromatography,SteC227-305has
 

poor
 

solubility
 

and
 

meets
 

the
 

expected
 

stability;

Phos
 

tag
 

gel
 

has
 

been
 

verified
 

to
 

have
 

weak
 

self-phosphorylation
 

function,laying
 

a
 

foundation
 

for
 

studying
 

the
 

mechanism
 

of
 

phosphate
 

transfer
 

catalyzed
 

by
 

SteC
 

protein.
【Key

 

words】 SteC;Protein
 

phosphorylation;Protein
 

kinase;Core
 

structure
 

domain;Salmonella
 

typhimurium

  鼠伤寒沙门菌(Salmonella
 

typhimurium)是常

见的革兰阴性细菌病原体,也是导致人类胃肠炎的原

因之一[1],III型分泌系统(T3SS)是其关键的毒力机

制。鼠伤寒沙门菌通过T3SS将毒力蛋白从细菌细胞

质运输到宿主细胞胞浆中以促进细菌的生存,从而刺

激或干扰宿主细胞正常的生理功能,导致疾病的发

生[2]。毒力蛋白也被称为效应蛋白(effector),具有独

特的生化活性并在蛋白翻译后修饰中发挥作用[3]。

SteC是鼠伤寒沙门菌 T3SS分泌的一种具有丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性的效应蛋白[4],是最大和最

多样化的蛋白激酶超家族的一员。蛋白激酶作为真核

细胞功能的关键调控因子通过对目标蛋白的丝氨酸/
苏氨酸/酪氨酸残基的磷酸化调节细胞的增殖、运动、
信号传导及磷酸化各种底物[5]。而蛋白激酶的活性与

酶的磷酸化状态密切相关,如上游激酶的磷酸化、蛋白

激酶环中关键氨基酸残基的调节及自磷酸化调节[6]。
具有激酶活性的蛋白质均可使用三磷酸腺苷(ATP)
作为腺苷供体而发挥磷酸化功能[7],而酪氨酸残基上

的磷酸化则是由ATP依赖性蛋白酪氨酸激酶的自磷

酸化催化产生且在细菌致病性中发挥作用[8]。Phon
等[9]报道沙门菌致病岛2(SPI-2)分泌的SteC是一种

激酶,并通过体外生化实验证实SteC具有激酶活性,
且该活性受到自身磷酸化的调节,而第256位的赖氨

酸是其酶活中心。Heggie等[10]将SteC的氨基酸序

列与细菌激酶序列进行比对,发现SteC-C端具有高度

保守的激酶亚结构域,而其 N 端则为结合结构域。

Odendall等[11]报道SteC在 MEK、ERK、MLCK及肌

球蛋白ПB通路中发挥磷酸化功能。Walch等[12]通

过免疫共沉淀实验发现SteC可直接磷酸化FMNL1
蛋白从而促进肌动蛋白捆绑,并且利用尺寸排阻色谱

实验验证SteC与FMNL1具有相互作用。而Correia
 

等[13]的研究发现PinT作为沙门菌毒力中的核心转录

后调节因子,对蛋白激酶SteC的翻译后修饰具有抑制

作用。尽管SteC作为沙门菌目前已知的唯一一种激

酶在翻译后修饰中发挥重要作用,但其催化磷酸化机

制尚未阐明。为了深入了解SteC催化的磷酸化机制,
本研究拟构建SteC-fl及SteC-C的原核表达体系,并
采用蛋白酶裂解法获得SteC相对稳定的区域后通过

LS-MS探究其核心结构域所包含的氨基酸肽段,从而

构建原核表达体系获得目的蛋白,用于分析蛋白性状。
使用Phos-tag

 

复合胶对SteC进行酶活验证,明确核

心结构域是否具有激酶活性,为SteC的功能研究提供

依据。

材料与方法

1 材料

1.1 载体及菌株 pGl01载体由pET15b载体改造;
菌株STM14028S购自美国ATCC菌种库。

1.2 主要试剂和仪器 胰蛋白酶,十二烷基硫酸钠

(SDS),溴酚蓝(BPB)和二硫苏糖醇(DTT)购自购自

北京索莱宝科技有限公司;镍离子亲和层析柱购自美

国Cytiva公 司;DNA 聚 合 酶,限 制 性 核 酸 内 切 酶

BamH_I、Xho_I,T4
 

DNA连接及高速低温离心机酶

购自美国Thermo公司;Phos-tag
 

Acrylamide购自上

海金畔生物科技有限公司。

2 方法

2.1 SteC
 

蛋白的生物信息学分析 Uniprot数据库

查询SteC蛋白氨基酸序列,使用多种生物信息学在线

软件(表1)对SteC蛋白的基本理化性质、结构、磷酸

化位点及功能进行预测分析。

2.2 SteC
 

His标签融合蛋白重组菌株的构建及鉴定

利用DNAstar软件设计两对引物(表2),由济南博尚

公司合成。以ATCC
 

14028s菌株DNA为模板,使用

表2中的引物PCR扩增目的基因,其产物使用DNA
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胶回收试剂盒纯化后与pGl01载体分别用BamH_Ⅰ
和Xho_I内切酶在37

 

℃双酶切3
 

h。回收酶切载体

与目的片段,经T4连接酶在22
 

℃连接3
 

h后转入大

肠埃希菌BL21感受态细胞,复苏2.5
 

h后涂于Amp+

抗性固体LB平板,37
 

℃恒温培养箱过夜。选择固体

平板上的单克隆菌落转种于1.5
 

mL
 

Ep管内(含1
 

mL
 

Amp+抗性的液体LB培养基)进行培养,待 A600
值为0.4时加入终浓度为0.6

 

mmol/L的诱导剂

IPTG过夜,诱导蛋白的表达。取菌液10
 

000
 

r/min
(离心半径7

 

cm)
 

离心2
 

min,收集菌体,加入2×
loading

 

buffer混匀,沸煮处理后上样进行SDS-PAGE
电泳,分析目的蛋白表达情况,阳性菌株送济南博尚公

司鉴定,鉴定正确的菌株命名分别为SteC-fl、SteC-C。

表
 

1 SteC蛋白生物信息学分析在线网址及功能

Table
 

1 The
 

online
 

websites
 

of
 

Bioinformatics
 

analysis
网址
Website

功能
Function

https://www.uniprot.org/ 氨基酸序列

http://www.expasy.org/cgi-bin/protparam 基本理化性质分析

http://www.
 

cbs.
 

dtu.
 

dk/services/NetPhos/ 蛋白质磷酸化位点

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd 蛋白质保守结构预测

https://drug.ai.tencent.com/cn 三级结构预测

表
 

2 PCR扩增引物

Table
 

2 Primers
 

used
 

in
 

PCR
 

amplification
引物名称
Segment

引物序列(5'-3')
Sequences

 

of
 

primer
用途

Application

SteC
 

1-F ATAGGATCCATGCCGTTTAC
ATTTCAGATCG

SteC
 

1-R ATACTCGAGTTATTTTTTT
AATTCATCCTTTAATACC

扩增SteC基因全长

SteC
 

2-F ATAGGATCCGCCACGGCGT
CTGGTTATG

SteC
 

2-R ATACTCGAGTTATTTTTTT
AATTCATCCTTTAATACC

扩增SteC基因C端

2.3 SteC
 

His标签融合蛋白的纯化 参考杨银龙

等[14]的蛋白提取方法,低温诱导目的蛋白表达,并使

用镍离子柱进行初步纯化。随后使用凝胶层析柱进一

步纯化蛋白,根据分子筛图谱中的出峰位置收集对应

管内的蛋白并取样进行SDS-PAGE电泳鉴定。根据

电泳结果将纯度高的蛋白分装于1.5
 

mL
 

EP管内,液
氮速冻后存于-80

 

℃冰箱。

2.4 胰蛋白酶切试验 用不同浓度的胰蛋白酶进行

酶切试验,将蛋白质上阻碍晶体生长的柔软的不规则

的部位切掉,从而获取相对结实的结构域。配制不同

浓度的胰蛋白酶溶液(2、1、1/3、1/9、1/27、1/81、1/

243、1/729
 

mg/mL和0
 

mg/mL),每个浓度的胰蛋白

酶溶液中各加入20
 

μL纯化的融合蛋白(含终浓度为

3
 

mmol/L
 

DTT),混匀后于4
 

℃反应30
 

min,加入同

等体积的2×loading
 

buffer终止反应。

2.5 SteC蛋白的质谱分析 SteC蛋白酶切产物经

SDS-PAGE电泳后使用考马斯亮蓝染色,切割相应位

置的蛋白胶条带委托上海中科新生命生物科技有限公

司进行质谱分析。

2.6 SteC蛋白核心结构域表达菌株的构建及目的蛋

白的表达、鉴定与纯化 分析质谱结果并进行氨基酸

肽段比对,根据匹配到肽段的质谱总数 及 预 测 的

SteC-C三级结构分析选取氨基酸区域进行基因克隆,
构建His标签融合蛋白表达菌株并将阳性表达菌株进

行鉴定,鉴定正确的菌株命名为SteC227-305 用于蛋白的

表达、纯化及自磷酸化功能验证,方法同2.2和2.3。
引物信息:SteC

 

227-F:5'-ATAGGATCCATGAATA
TTCGCATGCGTGAT-3';SteC

 

305-R:5'-ATACTC
GAGTTACCGGGATTTAAGAAGCGCCTCCGCCA
TTCGATA-3'。

2.7 SteC蛋白酶活性验证 磷酸盐亲和凝胶电泳

(Phos-tag-SDS-PAGE)是磷酸化蛋白组学中用来区分

磷酸化蛋白与非磷酸化蛋白的的技术[15]。Phos-tag
是一种在中性水溶液中特异性结合磷酸单酯离子的金

属螯合物[16],在Phos-tag
 

SDS-PAGE电泳过程中与

磷酸化蛋白的磷酸基团可逆性结合而降低其迁移速

率,从而与非磷酸化蛋白质区别[17]。配制Phos-tag
 

SDS-PAGE 胶[18],设 置 对 照 组 与 SteC 自 磷 酸 化

组[19]。SteC 自 磷 酸 化 体 系:10×
 

buffer
 

1
 

μL,

SteC227-305 加入量根据蛋白浓度确定,加 H2O补充至

10
 

μL,10
 

mmol/L
 

ATP
 

1
 

μL,100
 

mmol/L
 

MgCl2 1
 

μL,1
 

mol/L
 

DTT
 

1
 

μL。对照组体系:10×
 

buffer
 

1
 

μL,SteC227-305 加入量根据蛋白浓度确定,H2O补充至

10
 

μL,100
 

mmol/L
 

MgCl2 1
 

μL,1
 

mol/L
 

DTT
 

0.1
 

μL。将配制的修饰体系置于37
 

℃水浴箱反应30
 

min
后加入2×loading

 

buffer终止反应,使用SDS-PAGE
胶与Phos-tag

 

胶进行酶活性验证。

结 果

1 SteC生物信息学分析

SteC蛋白全长457个氨基酸,等电点(pI)为5.2,
属于PKc-like超家族(图1)。通过查询PDB数据库

发现SteC不存在同源结构。根据SteC-fl蛋白预测的

三级结构可将其简单分为两个结构域即 N端非激酶

结构域和C端催化结构域(图2)。蛋白质的磷酸化通

常发生在丝/苏氨酸及酪氨酸残基,而SteC作为一种

激酶在对底物进行磷酸化的过程中其自身也经历着磷

酸化过程[10]。利用NetPhos网址对SteC蛋白的磷酸

化位点进行预测,结果如图3。SteC蛋白序列中含有

41个磷酸化位点,其中S80、Y110、T134、Y179、Y199、

S201、S270、Y284、S297、T402、Y412、T445无特异激
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酶预测结果,推测以上位点可能是SteC蛋白的自磷酸

化位点,而其他磷酸化位点可被PKA、INSR、
 

PKC、

CKII等激酶磷酸化。以上自磷酸化位点有8个位于

C端催化结构域,结合SteC-C三级结构预测结果分析

显示T402、Y412、T445位于C端末端(图4),可能在

SteC的磷酸化过程中发挥重要作用。为了研究激酶

的活 性,选 择 截 取 SteC-C 端 催 化 结 构 域 (194aa-
457aa),其相对分子质量为29.74747×103,由264个

氨基酸组成,预测蛋白等电点(pI)为5.30,该结构域

片段不稳定系数为48.36,提示该蛋白稳定性差。

SteC蛋白氨基酸组成见表3。

表
 

3 SteC-C蛋白氨基酸组成
Table

 

3 The
 

amino
 

acids
 

composition
 

of
 

SteC-C
 

protein

氨基酸
Amino

 

acid

数量
Number

频率(%)
Frequency

氨基酸
Amino

 

acids

数量
Number

频率(%)
Frequency

丙氨酸 Ala 19 7.2 亮氨酸 Leu 19 7.2
精氨酸 Arg 15 5.7 赖氨酸 Lys 20 7.6

天冬酰胺 Asn 15 5.7 甲硫氨酸 Met 6 2.3
天冬氨酸 Asp 20 7.6 苯丙氨酸 Phe 8 3.0
半胱氨酸 Cys 1 0.4 脯氨酸 Pro  8 3.0
谷氨酰胺 Gln 12 4.5 丝氨酸 Ser 17 6.4
谷氨酸 Glu 24 9.1 苏氨酸 Thr 10 3.8
甘氨酸 Gly 16 6.1 酪氨酸 Tyr 9 3.4
组氨酸 His 6 2.3 缬氨酸 Val 20 7.6

异亮氨酸 Ile 19 7.2 色氨酸 Try 0 0.0

图
 

1 SteC-fl蛋白保守结构域分析

Fig.1 Conservative
 

domain
 

analysis
 

of
 

SteC-fl
 

protein

图
 

2 SteC
 

fl蛋白的三级结构预测

Fig.2 Prediction
 

of
 

tertiary
 

structure
 

of
 

SteC
 

fl
 

protein

2 SteC
 

His标签融合蛋白表达菌株的构建及鉴定

鼠伤寒沙门菌效应蛋白SteC-fl及SteC-C
 

PCR
扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后大小为分别为

1371
 

bp、792bp(图5),与预期结果一致。如图6~7
所示,经IPTG诱导表达后通过SDS-PAGE电泳获得

相对分子质量为52.3×103 及29.3×103 的阳性表达

菌株。对2号、3号菌株进行测序,测序正确后命名为

SteC-fl、SteC-C。

图
 

3 SteC蛋白磷酸化位点预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

phosphorylation
 

sites
 

of
 

SteC
 

protein

图
 

4 SteC-C
 

三级结构预测

Fig.4 Prediction
 

of
 

tertiary
 

structure
 

of
 

SteC-C
 

protein

  M DNA标志物 1~3 SteC-fl
 

PCR产物 4、5 SteC-C
 

PCR
产物

图
 

5 SteC-fl及SteC-C基因PCR扩增结果

M DNA
 

marker 1-3 SteC-fl
 

PCR
 

product 4-5 SteC-C
 

PCR
 

product
Fig.5 PCR

 

amplification
 

result
 

of
 

SteC-fl
 

gene
 

and
 

SteC-Cgene

M 蛋白分子质量标准 1~4 SteC-fl表达菌株5对照
图

 

6 SteC-fl表达菌株的test结果

M Protein
 

molecular 1-4 SteC
 

-fl
 

expression
 

strain 5 
control

Fig.6 Test
 

results
 

of
 

SteC-fl
 

expression
 

strains
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M 蛋白分子质量标准 1 对照 2、3 SteC-C表达菌株
图

 

7 SteC-C表达菌株的test结果

M Protein
 

molecular 1 Control 2,3 SteC
 

-C
 

expression
 

strain
Fig.7 Test

 

results
 

of
 

SteC-C
 

expression
 

strains

3 SteC
 

His标签融合蛋白的表达、纯化及鉴定

将测序正确的阳性表达菌株大量培养经过低温诱

导后表达目的蛋白。通过SDS-PAGE蛋白胶对Ni2+

柱纯化的SteC-fl、SteC-C蛋白及凝胶层析柱纯化的

SteC-C蛋白性状进行分析,结果如图8~11。其中

SteC-fl表达量低且挂柱效果不好,可能是全长蛋白在

诱导表达的过程中存在错误折叠造成蛋白与His标签

结合减少,从而降低了蛋白的得率。SteC-C蛋白表达

量高于SteC-fl,但在凝胶层析纯化过程中单体及二聚

体均出现了降解的现象,提示SteC-C蛋白与预测结果

一致,为不稳定蛋白。

  M 蛋白分子质量标准 Ce 超声破碎后全菌蛋白 S 超声破
碎后表达菌上清液

 

fl镍柱流穿液 e 镍柱洗脱的 His标签融合蛋白
图

 

8 SteC-fl
 

His标签融合蛋白的SDS-PAGE电泳结果

M Protein
 

marker Ce Crude
 

extraction S Protein
 

of
 

crushed
 

supernatantfl Flow
 

through e Elution
Fig.8 SDS-PAGE

 

electrophoresis
 

results
 

of
 

SteC-fl
 

His
labeled

 

fusion
 

protein

4 胰蛋白酶酶切及质谱分析

SteC-C蛋白在纯化过程中的性质不稳定,因此用

蛋白酶裂解的方法获取SteC蛋白性质稳定的片段,并
将胰蛋白酶切后的样品进行SDS-PAGE分析,结果如

图12,低浓度的胰蛋白酶即可将SteC-C分割出稳定

的片段。选取干净部位的胶条切割(图12中标记的位

置)并利用LM-MS/MS鉴定肽段氨基酸序列,结果如

表4。肽段的第227-305位氨基酸为SteC的核心结构

域。该结构域相对分子质量9.09×103,pI为9.46,稳
定系数为29.23(稳定蛋白),且此结构域中含有PKc_

like结构域(图13)。

M 蛋白分子质量标准 SD1-SD8 凝胶层析柱洗脱蛋白7-14管
图

 

9 SteC-fl凝胶层析柱纯化及电泳结果

M Protein
 

marker SD1-SD8 Eluting
 

protein
 

7-14
 

tubes
 

bygel
 

chromatography
 

column
Fig.9 Purification

 

results
 

and
 

electrophoresis
 

results
 

of
 

SteC-fl
by

 

gel
 

chromatography
 

column

  M 蛋白分子质量标准 Ce 超声破碎后全菌蛋白 S 超声破
碎表达菌上清液fl镍柱流穿液e镍柱 His标签融合蛋白洗脱

图
 

10 SteC-C
 

His标签融合蛋白的SDS-PAGE电泳结果

M Protein
 

marker Ce Crude
 

extraction S Protein
 

of
 

crushed
 

supernatantfl
 

Flow
 

through e Elution
Fig.10 SDS-PAGE

 

electrophoresis
 

results
 

of
 

SteC-C
 

His
labeled

 

fusion
 

protein

  M 蛋白分子质量标准 SD1-6 凝胶层析柱洗脱蛋白11-16管
图

 

11 SteC-C蛋白凝胶层析柱纯化及电泳结果

M Protein
 

marker SD1-6 Eluting
 

protein 11-16 tubes
 

by
 

gel
 

chromatography
 

column
Fig.11 Purification

 

results
 

and
 

electrophoresis
 

results
 

of
 

SteC-C
by

 

gel
 

chromatography
 

column

5 SteC蛋白核心结构域的构建及纯化

SteC蛋白核心区重组菌的构建及其蛋白纯化方
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法同方法2.2和2.3。如图14所示,SteC227-305PCR
产物经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后大小为9.09×103,
符合预期大小。经IPTG诱导表达后通过SDS-PAGE
电泳获得阳性表达菌株并将2号、3号菌株进行测序

(图15),测序正确的菌株命名为SteC227-305。扩大培养

表达菌株并使用IPTG低温诱导目的蛋白表达并进行

Ni2+柱纯化,纯化的SteC227-305 经SDS-PAGE电泳分

析其可溶性差且得率低,但稳定性优于 SteC-fl和

SteC-C
 

(图16),与预测相符。

表
 

4 SteC蛋白核心区肽段氨基酸序列质谱鉴定
Table

 

4 Identification
 

results
 

of
 

amino
 

acid
 

sequences
in

 

the
 

core
 

region
 

of
 

SteC
 

proteins
 

by
 

LS-MS/MS

肽段氨基酸序列
Annotated

 

Sequence

在蛋白序列中的位置
Positions

 

in
 

Master
 

Protein

匹配到肽段的
质谱图总数
PMFs

K.DVTVLVSK.Y 306-313 13
K.IPVNER.G 256-262 146
K.IGSGSYGTVYR.L 238-248 148
K.VDVNSPEHR.N 266-274 297
K.YLNMANDDK.N 284-292 76
K.YLNMANDDKNFSR.S 284-296 108
R.NCHPDR.V 273-280 38
R.LHDDFVVK.I 249-256 132
R.SAIMNINGK.D 297-305 25
R.
SAIMNINGKDVTVLVSK.Y 297-313 3
R.MRDIEK.N 230-235 13
R.QLEEQIK.A 384-390 8

  M 蛋白分子质量标准 1~8 依次为2、1、1/3、1/9、1/27、1/81、
1/243、1/729

 

mg/mL胰蛋白酶酶切产物 9 未酶切对照
图

 

12 SteC-C胰蛋白酶酶切分析

M Protein
 

marker 1-8 Enzymatic
 

digestion
 

with
 

trypsin
 

different
 

concentrations(2,1,1/3,1/9,1/27,1/81,1/243,1/729
 

mg/
mL) 9 Control

 

group
Fig.12 SteC-C

 

protein
 

cleavage
 

experiment

图
 

13 SteC蛋白核心结构域分析

Fig.13 Analysis
 

of
 

SteC
 

protein
 

core
 

domain

6 SteC227-305 酶活性验证

SDS-PAGE胶分析显示,SteC227-305 条带清晰且大

小位置正确。Phos
 

tag复合胶分析显示,SteC227-305 具

有较弱的自磷酸化活性(图17)。结合生物信息学预

测磷酸化的结果,S270、Y284、S297可能不是SteC关

键的自磷酸化位点。

M DNA标志物 1~3 SteC227-305 PCR产物
图

 

14 SteC227-305 基因PCR扩增结果

M DNA
 

marker 1-3 SteC227-305PCR
 

product
Fig.14 PCR

 

amplification
 

result
 

of
 

SteC227-305
 gene

M 蛋白分子质量标准 1~3 SteC227-305 表达菌株 4 对照
图

 

15 SteC227-305 表达菌株鉴定结果

M Protein
 

marker 1-3 SteC227-305
 

expression
 

strain 4 
Control

Fig.15 Identification
 

results
 

of
 

SteC227-305expressing
 

strain

  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 e 镍柱洗脱的 His标签蛋白

图
 

16 SteC227-305 标签融合蛋白Ni2+柱提纯结果

M Protein
 

marker Ce Crude
 

extraction S Protein
 

of
 

crushed
 

supernatantfl
 

Flow
 

through e Elution
Fig.16 Purification

 

results
 

of
 

SteC227-305
 

label
 

fusion
 

protein
by

 

Ni2+
 

Column

讨 论

在与宿主相互作用的过程中,植物和动物的细菌
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病原体已经进化出专门的蛋白运输系统即T3SS[20],
该系统将分泌的效应蛋白运输到宿主细胞中,参与调

节各种细胞的活动。T3SS最初在鼠伤寒沙门菌中被

发现,其介导分泌的效应蛋白在宿主的免疫逃逸及致

病过程中具有不同作用[21]。鼠伤寒沙门菌入侵宿主

肠道上皮细胞后首先激活致病岛1(SPI-1)编码的

T3SS通过传递多种效应蛋白刺激宿主细胞的反应,
导致细菌的内化和被感染细胞的转录重编辑,从而引

发炎症反应。为了在宿主细胞内生存和复制,鼠伤寒

沙门菌通过SPI-2编码的T3SS分泌多种效应蛋白来

调节囊泡(SCV)的运输,以避免宿主的先天免疫反应。

SPI-2
 

T3SS分泌的效应蛋白也有被证实或预测为酶

类或具有酶的功能[22]。SseL是一种去泛素化酶,可
抑制胞质聚集物的自噬清除,诱导晚期巨噬细胞死亡。

SpvB是一种 ADP-核糖基转移酶可抑制肌动蛋白的

聚合,促进巨噬细胞凋亡。SspH2是E3泛素连接酶

一员,可增强Nod
 

1的应答。而SPI-2
 

T3SS分泌的效

应蛋白SteC表现出特有的性质,在蛋白质磷酸化中发

挥重要作用。研究发现,细菌中多肽的翻译后修饰特

别是蛋白质磷酸化(PTM),是几乎所有物种代谢调节

的主要机制,而这种PTM 是由被称为磷酸转移酶或

蛋白激酶催化产生的[23]。效应蛋白SteC作为一种激

酶可使 MAP激酶磷酸化以诱导SCV周围肌动蛋白

的形成[13],也直接磷酸化FMNL1蛋白[12]。鼠伤寒沙

门菌入侵人上皮细胞(Hela)和小鼠巨噬细胞(RAW
 

264.7)细胞后可表现出不同的生存能力。当SteC缺

失菌株入侵RAW264.7巨噬细胞后,与野生菌株相比

复制水平显著降低,表明SteC影响鼠伤寒沙门菌在巨

噬细胞内的生存。而SteC缺失菌株入侵Hela细胞时

复制水平无明显变化,说明SteC在上皮细胞中发挥的

作用较小[24]。尽管SteC已被证实为激酶,但其磷酸

化机制尚不明确。

M 蛋白分子质量标准 1 对照组 2 SteC227-305 自磷酸化修饰组
图

 

17 SteC227-305 酶活性测定

M Protein
 

marker 1 Control
 

group 2 SteC227-305 self
 

phosphorylation
 

modification
 

group
Fig.17 Enzyme

 

activity
 

assay
 

of
 

SteC227-305

本研究利用生物信息学方法对SteC蛋白进行分

析,该蛋白属于蛋白激酶家族的一员,并且含有PKc-
like超家族。对SteC的磷酸化位点进行预测,结果显

示S80、Y110、T134、Y179、Y199、S201、S270、Y284、

S297、T402、Y412、T445不存在特异性激酶的修饰,可
能为SteC潜在的自磷酸化位点。构建SteC原核表达

体系,表达的SteC-fl蛋白在折叠过程中存在问题而其

C端催化结构域蛋白性质不稳定。为了寻找SteC蛋

白相对稳定的区域,通过胰蛋白酶切试验、LM-MS鉴

定及蛋白的层析纯化确定SteC227-305 是一个含有PKc-
like超家族的较小的结构域且蛋白性质稳定,但可溶

性差,不利于SteC蛋白晶体的培养。利用Phos-tag
 

复合胶进行酶活性实验,显示SteC227-305 具有较弱的自

磷酸化功能,说明S270、Y284、S297不是SteC关键的

自磷酸化位点。因此,通过磷酸化质谱分析进一步探

究SteC关键的自磷酸化位点,并通过Phos-tag
 

复合

胶验证其活性,可为阐述SteC催化磷酸化的机制奠定

基础。
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