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A、B、C群链球菌DnaK蛋白的原核表达及
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【摘要】 目的 分别对来自兰氏分群A、B、C群链球菌的DnaK蛋白进行原核表达和纯化,并进行生物信息学分析。 
方法 根据DnaK基因序列设计特异性引物,以A群链球菌化脓性链球菌(Streptococcus

 

pyogenes)菌株CVCC593、B群

链球菌无乳链球菌(Streptococcus
 

agalactiae)菌株S001和C群链球菌马链球菌兽疫亚种(Streptococcus
 

equi
 

subspecies
 

equi)菌株ATCC35246基因组为模板进行PCR扩增,用限制性内切酶BamH
 

I和Xho
 

Ⅰ双酶切pET-28a质粒和扩增得

到的DnaK基因片段后连接,分别构建带 His标签的重组质粒。经测序验证后,将重组质粒转化入大肠埃希菌BL21
(DE3)感受态细胞,用IPTG诱导表达重组蛋白并纯化,采用SDS-PAGE电泳和 Western

 

blot进行分析验证。利用生物

信息学工具对DnaK蛋白进行分析和预测。 结果 成功原核表达和纯化了3株不同兰氏分群链球菌的DnaK重组蛋

白,分子质量约为70
 

ku。蛋白呈可溶性表达,经镍柱纯化后得到单一电泳条带的目的蛋白。Western
 

blot
 

检测该重组

蛋白能被 His标签抗体和R群链球菌猪链球菌(Streptococcus
 

suis)DnaK蛋白的兔多克隆抗体识别。生物信息学分析

A、B、C群的DnaK蛋白与R群DnaK蛋白之间同源性在90%以上;亚细胞定位分析显示DnaK蛋白主要存在于细胞质

中;DnaK蛋白二级结构由α-螺旋、延伸链、β-转角和无规则卷曲组成,以由α-螺旋占比较高,均在40%以上;蛋白互作网

络分析表明,链球菌DnaK可能与DnaJ、GrpE、HrcA等蛋白发生互作。 结论 原核表达并纯化了A、B、C群链球菌的

DnaK蛋白,生物信息学分析显示A、B、C群链球菌DnaK蛋白与R群DnaK蛋白的同源性高,且主要存在于细胞质中,

为进一步研究链球菌DnaK蛋白的功能及其在致病机制中的作用奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

prokaryotic
 

express
 

and
 

purify
 

of
 

the
 

DnaK
 

protein
 

from
 

Group
 

A,B
 

and
 

C
 

Streptococcus,

and
 

bioinformatics
 

analysis
 

was
 

conducted. Methods Specific
 

primers
 

were
 

designed
 

according
 

to
 

the
 

DnaK
 

gene
 

se-

quence,the
 

genome
 

of
 

Streptococcus
 

pyogenes
 

(Group
 

A
 

Streptococcus)
 

strain
 

CVCC593,Streptococcus
 

agalactiae
 

(Group
 

B
 

Streptococcus)
 

strain
 

S001,and
 

Streptococcus
 

equi
 

subspecies
 

equi
 

(Group
 

C
 

Streptococcus)
 

strain
 

ATCC35246
 

were
 

used
 

as
 

templates,and
 

PCR
 

amplification
 

was
 

performed.
 

Recombinant
 

plasmids
 

with
 

His
 

tags
 

were
 

constructed
 

u-
sing

 

restriction
 

endonucleases
 

BamH
 

I
 

and
 

Xho
 

I
 

to
 

cleave
 

the
 

pET-28a
 

plasmid
 

and
 

the
 

amplified
 

DnaK
 

fragments.
 

After
 

sequencing
 

identification,the
 

recombinant
 

plasmids
 

were
 

transformed
 

into
 

Escherichia
 

coli
 

BL21
 

(DE3)
 

competent
 

cells.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

was
 

induced
 

and
 

expressed
 

with
 

IPTG,then
 

was
 

purified
 

before
 

SDS-PAGE
 

electrophoresis
 

anal-

ysis
 

and
 

Western
 

blot
 

identification.
 

Bioinformatics
 

tools
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

and
 

predict
 

the
 

DnaK
 

protein. Results 
DnaK

 

recombinant
 

protein
 

from
 

Group
 

A,B
 

and
 

C
 

Streptococcus
 

was
 

prokaryotic
 

expressed
 

and
 

purified
 

successfully,the
 

protein
 

size
 

is
 

approximately
 

70
 

ku.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

is
 

soluble
 

expressed.
 

After
 

purification
 

with
 

Ni2+
 

nickel
 

col-
umn,a

 

single
 

target
 

protein
 

band
 

was
 

obtained.
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

recombinant
 

protein
 

can
 

be
 

recog-
nized

 

by
 

His-tag
 

antibody
 

and
 

Streptococcus
 

suis
 

(Group
 

R
 

Streptococcus)
 

DnaK
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibody.
 

According
 

to
 

the
 

bioinformatics
 

analysis,the
 

homology
 

of
 

DnaK
 

protein
 

from
 

Group
 

A,B,C
 

and
 

R
 

Streptococcus
 

is
 

over
 

90%;subcellu-
lar

 

localization
 

analysis
 

of
 

DnaK
 

showed
 

that
 

it
 

mainly
 

exists
 

in
 

the
 

cytoplasm;the
 

secondary
 

structure
 

of
 

DnaK
 

consists
 

of
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α-helix,extended
 

strand,β-turn
 

and
 

random
 

coil,the
 

proportion
 

of
 

α-helix
 

is
 

highest
 

in
 

DnaK
 

protein
 

(over
 

40%).
 

Protein-

protein
 

interaction
 

network
 

analysis
 

indicated
 

that
 

Streptococcus
 

DnaK
 

may
 

interact
 

with
 

proteins
 

such
 

as
 

DnaJ,GrpE,

HrcA,etc. Conclusion This
 

study
 

obtained
 

purified
 

DnaK
 

recombinant
 

protein
 

from
 

Group
 

A,B,and
 

C
 

Streptococcus.
 

Bioinformatics
 

analysis
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

homology
 

of
 

DnaK
 

protein
 

from
 

Group
 

A,B,C
 

and
 

R
 

Streptococcus
 

is
 

high,which
 

mainly
 

exists
 

in
 

cytoplasm.
 

This
 

study
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

studying
 

the
 

function
 

of
 

DnaK
 

in
 

Strepto-
coccus

 

and
 

its
 

role
 

in
 

bacterial
 

pathogenesis.
【Key

 

words】 Streptococcus;DnaK;prokaryotic
 

expression;bioinformatics
 

analysis

  细菌分子伴侣DnaK蛋白与热休克蛋白 HSP70
同源,参与蛋白质的折叠、组装,修复错误折叠的蛋白

质,并且对于细菌在应激条件下(如高温、抗生素)的存

活至关重要[1-2]。在细菌感染过程中,DnaK与细菌毒

力和致病性相关[3]。据报道,幽门螺杆菌DnaK与细

菌对宿主细胞的黏附有关[4]。在中间链球菌,缺失

DnaK基因会降低细菌对人肝癌细胞 HepG2的毒

性[5]。布鲁菌的DnaK可抑制巨噬细胞凋亡,促进细

菌的胞内增殖[6]。
链球菌是一种革兰阳性球菌,归属于乳杆菌目、链

球菌科。目前已发现一百多种链球菌。根据20世纪

30年代Rebecca
 

Lancefield提出的基于细胞壁相关碳

水化合物抗原反应的链球菌分类方法,可将链球菌分

为A-W群,其中对人和动物致病的主要有A、B、C、

R群等[7]。A群链球菌只有化脓性链球菌一种,定植

于咽喉或皮肤表面,引起咽炎、皮炎以及全身性感

染[8]。B群链球菌以无乳链球菌为代表,能感染人类、
牛和鱼,引起孕妇流产和新生儿败血症、脑膜炎,奶牛

乳腺炎也与该菌感染有关[9]。与人和动物疾病相关的

C群链球菌主要包括停乳链球菌停乳亚种、马链球菌

兽疫亚种、马链球菌马亚种等,引起心内膜炎、肺炎和

人链球菌中毒性休克综合征等疾病[10]。与动物和人

类疾病相关的R群链球菌主要是猪链球菌,引起猪的

败血症、脑膜炎、肺炎、心内膜炎和关节炎,人感染该菌

可引起链球菌中毒性休克综合征[11]。
近期研究报道,猪链球菌DnaK蛋白与细菌抗巨

噬细胞的吞噬作用相关[12],但具体机制尚不明确。对

A、B、C、R群链球菌DnaK蛋白进行同源性比对,发现

DnaK蛋白氨基酸序列高度保守,推测其在链球菌中

可能有相似的生物学功能。本实验原核表达、纯化3
株分别来自A、B、C群链球菌的DnaK蛋白,并进行生

物信息学分析,为进一步研究DnaK蛋白在链球菌致

病机中的作用奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌 株 与 质 粒 化 脓 性 链 球 菌(Streptococcus
 

pyogene)菌株CVCC593、无乳链球菌(S.
 

agalacti-
ae)菌株S001、马链球菌兽疫亚种(S.

 

equi
 

subspecies
 

equi,)菌株ATCC35246由南京农业大学兽医微生物

学与免疫学实验室提供;原核表达质粒pET-28a由本

实验室保存;E.
 

coli
 

DH5α和E.
 

coli
 

BL21(DE3)感
受态细胞购自南京擎科生物科技有限公司。

1.2 主要试剂 细菌基因组DNA提取试剂盒和质

粒提取试剂盒购自天根生化科技有限公司;胶回收试

剂盒购自北京艾德莱生物科技有限公司;限制性内切

酶BamH
 

I和Xho
 

I,10×Q
 

Buffer及Solution
 

I购自
 

日本Takara
 

公司;预染蛋白分子质量标准购自美国

UE生物公司;2×phanta
 

Max
 

Mix和高敏型ECL化

学发光荧光检测试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限

公司;PAGE凝胶快速制备试剂盒(10%)购自上海雅

酶生物科技有限公司;卡那霉素购自生工生物工程上

海有限公司;Ni-IDA
 

Agarose
 

6FF购自博迈德生物科

技有限公司;鼠抗 His标签抗体,辣根过氧化物酶

(HRP)标记的羊抗鼠IgG和羊抗兔IgG购自索莱宝

科技有限公司;IPTG购自北京孚博生物科技有限公

司。

2 方法

2.1 引 物 的 设 计 与 合 成 根据 NCBI公布的 S.
 

pyogenes(GenBank:WP_002993774.1)、S
 

.agalac-
tiae

 

(GenBank:U72719.1)、S.
 

equi(GenBank:

AEJ24622.1)DnaK 基因序列,利用Primer
 

Premier
 

5.0软件设计PCR扩增引物,引物信息见表1(加粗为

保护性碱基,下划线部分为BamH
 

I和Xho
 

I酶切位

点)。引物由南京擎科生物有限公司合成。

表
 

1 PCR扩增引物

Table
 

1 PCR
 

amplification
 

primers
引物名称
Primers

引物序列(5'-3')
Primer

 

sequence

HLLQ-F CGCGGATCCATGTCTAAAATTATTGGTATTGAC
HLLQ-R CCGCTCGAGCTTTTCTGTAAATTCGCCATC
WRLQ-F CGCGGATCCATGTCTAAAATTATTGGTATTGAC
WRLQ-R CCGCTCGAGTTTCTCAGTGAATTCGCCAT
MLQ-F CGCGGATCCATGTCTAAAATTATCGGTATTGAC
MLQ-R CCGCTCGAGTTTTTCAGTGAACTCACCAT

2.2 DnaK基因片段的扩增 分别取S.
 

pyogenes
 

菌株CVCC593、S.
 

agalactiae
 

菌株S001及S.
 

equi
 

菌株ATCC35246用液体 THB培养基于37
 

℃、180
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r/min震荡培养至 A600 值达1.0。收集菌体,按照细

菌基因组提取试剂盒说明书分别提取3株链球菌的基

因组DNA。分别以提取的3株链球菌的基因组DNA
为模板PCR扩增DnaK基因,扩增产物作1%琼脂糖

凝胶电泳分析并胶回收。

2.3 DnaK蛋白表达菌株的构建及鉴定 用限制性

内切酶BamH
 

I和Xho
 

Ⅰ将DnaK基因扩增产物和表

达质粒pET-28a进行双酶切,1%琼脂糖凝胶电泳回

收酶切产物。将胶回收的目的片段和双酶切后的空载

质粒进行连接,连接体系总计10
 

μL(solution
 

I
 

5
 

μL,
目的基因4

 

μL,线性化载体1
 

μL),于16
 

℃反应30
 

min,构 建 重 组 质 粒 PET-28a-HL-DnaK、PET-28a-
WR-DnaK、PET-28a-ML-DnaK。将上述重组质粒分

别转化至E.
 

coli
 

DH5α感受态细胞中,37
 

℃、180
 

r/

min震荡培养1
 

h后离心。取菌体,涂布至含50
 

μg/

mL卡那霉素的LB
 

琼脂平板上,于37
 

℃温箱中过夜

培养。次日,挑取单菌落进行PCR鉴定,将阳性克隆

送至南京擎科生物科技有限公司测序。
提取上述测序正确的重组质粒,分别转化至E.

 

coli
 

BL21(DE3)感受态细胞中,震荡培养后涂布于含

50
 

μg/mL卡那霉素的LB琼脂平板,37
 

℃过夜培养。
挑取单菌落至50

 

μg/mL含卡那霉素的LB液体培养

基,震荡培养12
 

h,提取质粒,经双酶切后进行1%琼

脂糖凝胶电泳分析。

2.4 DnaK蛋白的表达与纯化 将上述含有重组质

粒的大肠埃希菌杆菌BL21分别按照1∶100的比例

接种至含50
 

μg/mL卡那霉素的LB液体培养基,37
 

℃、180
 

r/min震荡培养。待菌液A600 值达到0.6时,
加入终浓度为1.0

 

mmol/L的IPTG,16
 

℃、180
 

r/

min
 

连续诱导16
 

h。4
 

℃离心收集菌体,用PBS洗涤

3次,重悬菌体,冰浴条件下超声破碎,4
 

℃、12
 

000
 

r/

min(离心半径10
 

cm)离心10
 

min,收集上清和沉淀,
加入5×SDS-PAGE上样缓冲液分别制备蛋白样品,
通过SDS-PAGE分析上清和沉淀中DnaK重组蛋白

的含量,判定蛋白可溶性。取可溶性蛋白进行纯化,将
超声破碎后上清液用0.45

 

μm的滤膜过滤,滤液利用

Ni-IDA
 

Agarose
 

6FF亲和层析柱进行纯化,按照说明

书操作。纯化产物采用SDS-PAGE检测蛋白的纯度。

2.5 重组蛋白DnaK的 Western
 

blot鉴定 纯化的

DnaK蛋白经SDS-PAGE电泳后转印至PVDF膜上,
用5%脱脂奶37

 

℃封闭2
 

h。然后分别以鼠抗His标

签抗体(1∶4
 

000稀释)和兔抗猪链球菌DnaK蛋白多

克隆抗体(1∶1
 

000稀释)为一抗,以1∶4
 

000稀释的

HRP-羊抗小鼠IgG、HRP-羊抗兔IgG 为二抗进行

Western
 

blot。用诺唯赞生物科技公司的高敏型ECL
化学发光荧光检测试剂盒进行显色曝光。

2.6 生物信息学分析 根据NCBI中S.
 

suis
 

DnaK
基因序列(GenBank:WP_012775492.1)和本研究中的

测序结果进行生物信息学分析:利用ESPript
 

3.0(ht-
tps://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)
进行DnaK 氨基酸序列比对;利用SignalP-4.1(ht-
tps://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-
4.1/)进行信号肽分析;运用PSORT

 

II
 

Prediction(ht-
tps://psort.hgc.jp/form2.html)预测DnaK蛋白的

亚细胞定位;运用SOPMA(https://npsa-prabi.ibcp.
fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=/NPSA/npsa_

dsc.html)和SWISS
 

MODEL(https://swissmodel.
expasy.org/interactive)预测DnaK蛋白的二、三级结

构;利用STRING(https://string.embl.de)进行蛋白

质互作网络分析。

结 果

1 DnaK原核表达载体的构建与鉴定

分别以S.
 

pyogenes菌株CVCC593、S.agalac-
tiae菌株

 

S001和S.
 

equi 菌株 ATCC35246基因组

DNA为模板PCR扩增DnaK基因,扩增片段大小与

预期一致(约1
 

830
 

bp)(图1A)。扩增片段经限制性

内切酶BamH
 

I和XhoⅠ双酶切后分别连接至pET-
28a质 粒,获 得 pET-28a-HL-DnaK、pET-28a-WR-
DnaK、pET-28a-ML-DnaK重组质粒,转化至E.

 

coli
 

DH5α感受态细胞。测序鉴定正确后将重组质粒转化

入E.
 

coli
 

BL21(DE3)感受态细胞,获得3株原核表

达 工 程 菌 株 28a-HL-DnaK/BL21、28a-WR-DnaK/

BL21、28a-ML-DnaK/BL21。对构建的重组质粒进行

双酶切鉴定,均得到大小约为5
 

320
 

bp和1
 

830
 

bp的

两条酶切片段(图1B),与理论值相符,重组质粒构建

正确。

2 DnaK蛋白的诱导表达与可溶性分析

将构建的含有重组质粒的原核表达工程菌株28a-
HL-DnaK/BL21、 28a-WR-DnaK/BL21、 28a-ML-
DnaK/BL21培养于含有卡那霉素的LB液体培养基

至对数期,加入IPTG诱导培养,经SDS-PAGE电泳

检测表达情况。结果显示,诱导后得到与预期蛋白分

子质量大小一致的表达蛋白(约70
 

ku)(图2A)。取

诱导后的菌体,PBS重悬后超声破碎,离心,取上清和

沉淀分别进行SDS-PAGE电泳。结果显示,在上清中

均含有与预期分子质量一致的目的蛋白,而沉淀中目

的蛋白的量较少(图2B),表明DnaK重组蛋白主要在

上清中表达。
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  A DnaK基因PCR扩增产物 M DNA标志物(DL
 

2000) 1~
3 分别为

 

S.
 

pyogenes
 

CVCC593株、S.
 

agalactiae
 

S001株和S.
 

equi
 

ATCC35246株DnaK基因扩增产物 B 重组质粒双酶切鉴定 M 
DNA标志物(DL

 

15000) 1~3 分别为pET-28a-HL-DnaK、pET-
28a-WR-DnaK、pET-28a-ML-DnaK双酶切产物

图
 

1 DnaK基因扩增及重组质粒双酶切鉴定

A PCR
 

products
 

of
 

DnaK
 

gene M DNA
 

maker
 

(DL
 

2000) 
1-3 PCR

 

products
 

of
 

DnaK
 

gene
 

from
 

S.
 

pyogenes
 

CVCC593,S.
agalatiae

 

S001
 

and
 

S.
 

equi
 

ATCC35246 B Double
 

digestion
 

identifi-
cation

 

of
 

recombinant
 

plasmid M DNA
 

maker
 

(DL
 

15000) 1-3 
Digestion

 

products
 

of
 

pET-28a-HL-DnaK,pET-28a-WR-DnaK
 

and
 

pET-28a-ML-DnaK
Fig.1 DnaK

 

gene
 

amplification
 

and
 

double
 

digestion
 

identification
of

 

recombinant
 

plasmid

  A 重组蛋白DnaK的表达鉴定 M 蛋白分子质量标准 1、3、5
 分 别 为 未 诱 导 的 28a-HL-DnaK/BL21、28a-WR-DnaK/BL21、28a-
ML-DnaK/BL21对照 2、4、6 分别为IPTG诱导的28a-HL-DnaK/
BL21、28a-WR-DnaK/BL21、28a-ML-DnaK/BL21表达产物 B 重组
蛋白DnaK的可溶性分析 M 蛋白分子质量标准 1、3、5 分别为

IPTG 诱 导 的 28a-HL-DnaK/BL21、28a-WR-DnaK/BL21、28a-ML-
DnaK/BL21裂解上清 2、4、6 分别为IPTG诱导的28a-HL-DnaK/
BL21、28a-WR-DnaK/BL21、28a-ML-DnaK/BL21裂解沉淀

图
 

2 重组蛋白DnaK的表达鉴定及可溶性分析

A Expression
 

of
 

recombinant
 

protein
 

DnaK M Protein
 

maker
 1,3,5 Uninduced

 

28a-HL-DnaK/BL21,28a-WR-DnaK/BL21,28a-
ML-DnaK/BL21 2,4,6 Induced

 

28a-HL-DnaK/BL21,28a-WR-
DnaK/BL21,28a-ML-DnaK/BL21

 

B
 

Solubility
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

DnaK M Protein
 

maker 1,3,5 Cellular
 

lysate
 

supernatant
 

of
 

28a-HL-DnaK/BL21,28a-WR-DnaK/BL21,28a-ML-DnaK/BL21 
2,4,6 Cellular

 

lysate
 

precipitation
 

of
 

28a-HL-DnaK/BL21,28a-WR-
DnaK/BL21,28a-ML-DnaK/BL21

Fig.2 The
 

prokaryotic
 

expression
 

and
 

solubility
 

analysis
of

 

recombinant
 

protein
 

DnaK

3 重组蛋白DnaK的纯化及 Western
 

blot分析

用Ni-IDA
 

Agarose
 

6FF亲和层析柱纯化3种重

组DnaK蛋白,经SDS-PAGE电泳检测纯化产物均为

单一70
 

ku蛋白条带(图3),蛋白纯化效果良好。用抗

His的鼠单克隆抗进行 Western
 

blot鉴定纯化的重组

蛋白,3种蛋白均能被相应抗体识别(图4A);用兔抗

猪链球菌DnaK蛋白多克隆抗体作为一抗进行 West-
ern

 

blot,3种蛋白同样均能被相应抗体识别(图4B),
表明3株链球菌的DnaK重组蛋白均具有反应原性。

  M 蛋白分子质量标准 1~3 分别为 纯 化 的 S.
 

pyogenes
 

CVCC593、S.
 

agalactiae
 

S001、S.
 

equi
 

ATCC35246重组DnaK蛋白
图

 

3 纯化DnaK重组蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

maker 1-3 Purified
 

recombinant
 

protein
 

DnaK
 

of
 

strain
 

S.
 

pyogenes
 

CVCC593,S.
 

agalactiae
 

S001
 

and
 

S.
 

equi
 

ATCC35246
Fig.3 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

purified
 

recombinant
 

protein
 

DnaK

  A 以 His标签抗体为一抗的DnaK重组蛋白 Western
 

blot鉴定

 M 蛋 白 分 子 质 量 标 准  1~3 分 别 为 纯 化 S.
 

pyogenes
 

CVCC593、S.
 

agalactiae
 

S001、S.
 

equi
 

ATCC35246
 

DnaK重组蛋白与

His标签抗体反应条带 B 以兔抗猪链球菌2型DnaK蛋白多克隆抗
体为一抗的DnaK重组蛋白 Western

 

blot分析 M 蛋白分子质量标
准 1~3 分别为纯化S.

 

pyogenes
 

CVCC593、S.
 

agalactiae
 

S001、
S.

 

equi
 

ATCC35246
 

DnaK重组蛋白与兔抗猪链球菌2型DnaK蛋白
多克隆抗体反应条带。

图
 

4 DnaK重组蛋白的 Western
 

blot分析

A Western
 

blot
 

identification
 

of
 

recombinant
 

protein
 

DnaK
 

with
 

His-labeled
 

antibody
 

as
 

primary
 

antibody B Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

DnaK
 

with
 

rabbit-anti-DnaK
 

of
 

S.suis
 

polyclonal
 

antibody
 

as
 

primary
 

antibody M Protein
 

maker 1-3 Recombinant
 

protein
 

DnaK
 

of
 

strain
 

S.
 

pyogenes
 

CVCC593,S.
 

agalactiae
 

S001
 

and
 

S.
 

equi
 

ATCC35246
Fig.4 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

DnaK

4 DnaK蛋白的生物信息学分析

4.1 氨 基 酸 序 列 同 源 性 比对S.
 

pyogenes、S
 

.
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agalactia、S.
 

equi、S.suis等4种链球菌的DnaK氨

基酸序列,其同源性高达91.16%(图5)。

图
 

5 DnaK氨基酸序列比对分析

Fig.5 Amino
 

acid
 

sequence
 

analysis
 

of
 

DnaK

4.2 信号肽及亚细胞定位分析 预测DnaK蛋白无

信号肽。PSORT
 

II
 

Prediction在线预测DnaK蛋白

定位在细胞质的可能性为73.9%,定位在细胞核和线

粒体的可能性分别为13.0%和8.7%,在液泡、分泌小

泡、高尔基体的可能性为4.3%。

4.3 二、三级结构 SOPMA预测链球菌蛋白的二级

结构由无规则卷曲、α-螺旋、β-转角和延伸链组成(图

6),不同类群链球菌其二级结构类型占比有所差异,结
果 如 表 2。其 中 α-螺 旋 占 比 最 高 为 S.

 

suis
(45.47%),无 规 则 卷 曲 占 比 最 高 为 S.

 

equi
(29.30%)。以SWISS

 

MODEL在线软件对DnaK蛋

白的三级结构进行预测,结果如图7。

表
 

2 DnaK蛋白二级结构占比(%)
Table

 

2 Predicted
 

proportion
 

of
 

secondary
 

structure
 

of
 

DnaK
 

protein

链球菌型别
Ttype

 

of
 

Streptococcus

α-螺旋占比
(%)

Proportion
 

of
 

α-helix

延伸链占比
(%)

Proportion
 

of
extended

 

strand

β-转角占比
(%)

Proportion
 

of
 

β-turn

无规则卷曲占比
(%)

Proportion
 

of
 

random
 

coil

化脓性链球菌 45.39 21.38 6.58 26.64
无乳链球菌 43.84 21.18 7.06 27.91

马链球菌兽疫亚种 42.88 20.46 7.36 29.30
猪链球菌 45.47 20.92 7.25 26.36

 

4.4 蛋白互作网络 利用STRING数据库在线分析

与DnaK蛋白发生相互作用的蛋白,结果显示链球菌

DnaK蛋白能够与DnaJ、grpE、hrcA等蛋白相互作用

(图8)。排名前10的蛋白如表3所示,不同链球菌

DnaK蛋白对于同种互作蛋白相关性得分存在差异,
得分越高,其互作关系可信度越高。

讨 论

DnaK蛋白是一类热休克蛋白,也称为 HSP70家

族蛋白,能增强细菌在压力环境下的生存能力,在细菌

感染和致病过程中发挥重要作用,也可作为治疗细菌

感染的 潜 在 靶 标 分 子[3,13]。本 研 究 利 用 表 达 载 体

pET-28a原核表达并纯化S.
 

pyogenes、S
 

.agalacti-
ae、S.

 

equi的DnaK蛋白,以实验室前期制备的猪链

球菌DnaK兔多克隆抗体为一抗进行 Western
 

blot检

测,特异性反应条带与预期大小相近,说明不同种链球

菌之间DnaK蛋白同源性高,且具有相似的抗原表位。

  A S.
 

pyogenes
 

DnaK二级结构 B S.
 

agalactiae
 

DnaK
二级结构 C S.

 

equi
 

DnaK二级结构 D S.
 

suis
 

DnaK二级结构
 

(c:无规则卷曲;h:α-螺旋;t:β-转角;e:延伸链)
图

 

6 DnaK蛋白二级结构预测

A S.
 

pyogenes
 

DnaK
 

secondary
 

structure B S
 

.agalactiae
 

DnaK
 

secondary
 

structure C S.
 

equi
 

DnaK
 

secondary
 

structure D
 S.

 

suis
 

DnaK
 

secondary
 

structure(c:Random
 

coil;h:α-
 

helix;t:β-
 

turn;e:Extended
 

strand)
Fig.6 Prediction

 

of
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

DnaK
 

protein

  A S.
 

pyogenes
 

DnaK
 

三级结构 B S
 

.agalactiae
 

DnaK三级
结构 C S.

 

equi
 

DnaK三级结构 D S.
 

suis
 

DnaK三级结构。
图

 

7 DnaK蛋白三级结构预测

A S.
 

pyogenes
 

DnaK
 

tertiary
 

structure B S
 

.agalactiae
 

DnaK
 

tertiary
 

structure C S.
 

equi
 

DnaK
 

tertiary
 

structure D S.
 

suis
 

DnaK
 

tertiary
 

structure
Fig.7 Prediction

 

of
 

the
 

tertiary
 

structure
 

of
 

DnaK
 

protein

比对分析S.
 

pyogenes、S
 

.agalactiae、S.
 

equi、

S.
 

suis的DnaK蛋白氨基酸序列,其同源性在90%
以上,提示DnaK蛋白在链球菌中可能具有相似的功

能。亚细胞定位及信号肽预测显示,DnaK蛋白主要

分布于细菌细胞质中,无信号肽。然而,据报道DnaK
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能定位于多种细菌表面,被称为 moonlighting蛋白,
具有多种生物学活性[14-15]。缺陷乏养菌DnaK蛋白可

作为黏附素,与宿主细胞相互作用,并诱导促炎性细胞

因子的分泌,促进细菌感染[16]。结核分枝杆菌、脑膜

炎奈瑟氏球菌和动物双歧杆菌表面的DnaK蛋白能够

识别纤溶酶原,参与细菌的毒力作用[15,17-18]。此外,

Henderson等[19]报道细菌能够在其表面表达多种分

子伴侣蛋白,并分泌到细胞外,作为毒力信号分子。因

此,细菌DnaK蛋白除了位于细胞质和细菌表面外,还
可能分泌到细菌胞外,参与细菌的感染与致病。

表
 

3 DnaK互作蛋白及相关性得分
Table

 

3 DnaK
 

interacting
 

proteins
 

and
 

correlation
 

scores

序
号

化脓性链球菌
S.

 

pyogenes

互作蛋白
Interaction

 

protein

得分
Score

无乳链球菌
S

 

.agalactiae

互作蛋白
Interaction

 

protein

得分
Score

马链球菌兽疫亚种
S.

 

equi

互作蛋白
Interaction

 

protein

得分
Score

猪链球菌
S.suis

互作蛋白
Interaction

 

protein

得分
Score

1 DnaJ 0.999 GrpE 0.999 HrcA 0.999 GrpE 0.997
2 GrpE 0.999 DnaJ 0.999 GrpE 0.999 DnaJ 0.992
3 GroL 0.999 HrcA 0.992 DnaJ 0.999 GroL 0.987
4 HrcA 0.997 GroEL 0.980 GroEL 0.998 GyrB 0.954
5 GyrB 0.981 GroES 0.936 ClpC 0.991 ParE 0.947
6 GroS 0.975 Gbs0311 0.923 FtsH 0.978 HrcA 0.933

7 FusA 0.958 Gbs1811 0.920 Tig 0.975 ALLG01000016_
gene906

0.927

8 ParE 0.958 FtsH 0.918 AEJ25951.1 0.974 ALLG01000013_
gene1924

0.919

9 Csp 0.949 Gbs1266 0.916 GyrB 0.967 FusA 0.905

10 AIW25171.1 0.938 Gbs1606 0.916 ClpX 0.965 ALLG01000016_
gene885

0.894

  A S.
 

pyogenes
 

DnaK互作蛋白 B S.
 

agalactiae
 

DnaK互作
蛋白 C S.

 

equi
 

DnaK互作蛋白 D S.
 

suis
 

DnaK互作蛋白。
图

 

8 DnaK蛋白互作网络分析

A Protein-protein
 

interaction
 

network
 

of
 

S.
 

pyogenes
 

DnaK B
 Protein-protein

 

interaction
 

network
 

of
 

S
 

.agalactiae
 

DnaK C Pro-
tein-protein

 

interaction
 

network
 

of
 

S.
 

equi
 

DnaK D Protein-protein
 

interaction
 

network
 

of
 

S.
 

suis
 

DnaK
Fig.8 Protein-protein

 

interaction
 

network
 

analysis
 

of
 

DnaK
 

protein

蛋白的二级结构与抗原表位的分布密切相关,α-
螺旋位于蛋白质内部,是支撑蛋白质二级结构的基本

骨架,对于维持蛋白质二级结构的稳定性起重要作用,
一般不作为抗原表位,而无规则卷曲和β-转角结构松

散突出,主要位于蛋白质表面,容易与配体结合,成为

抗原表位的几率较大[20-21]。预测链球菌DnaK蛋白的

二级结构,占比最高的为α-螺旋,说明该蛋白具有良

好的结构稳定性。预测无规则卷曲占比较高,提示该

蛋白可能有多个抗原表位位于无规则卷曲。DnaK蛋

白三级结构预测采用同源建模分析的方法,成功模拟

该蛋白的三级结构模型,为蛋白的功能研究奠定了基

础。

STRING数据库中包含有大量物种的蛋白质-
蛋白质相互作用信息,本研究通过该数据库分别预测

S.
 

pyogenes、S
 

.agalactiae、S.
 

equi 和S.
 

suis 的

DnaK蛋白互作网络,结果显示4种链球菌的 DnaK
与DnaJ、GrpE、HrcA蛋白互作的可能性均较高。细

菌DnaJ与真核细胞中的 HSP40同源,DnaJ能够与

DnaK互作,作为DnaK的伴侣蛋白与DnaK组成分子

伴侣复合体,在蛋白质折叠、组装过程中发挥重要作

用。当细胞内的蛋白质发生错误折叠时,DnaJ能够通

过其J区域与错误折叠的蛋白结合,形成一个DnaJ-蛋
白复合物。然后,DnaJ将该复合物传递给DnaK,同时

DnaK结合ATP并水解成ADP,使DnaK发生构象变

化,从而使其N末端的K区域能够与DnaJ-蛋白复合

物结合。DnaK将该复合物“包裹”住,并防止其继续

错误折叠[22-23]。GrpE是DnaK的核苷酸交换因子,未
折叠的蛋白质最初与DnaJ结合,与DnaJ结合蛋白相

互作用后,DnaK水解其结合的ATP,从而形成稳定的

复合物。GrpE从DnaK释放ADP;ATP与DnaK的

结合 触 发 底 物 蛋 白 的 释 放,从 而 完 成 反 应 循 环。

DnaJ、DnaK和GrpE之间需要几轮ATP依赖的相互

作用 才 能 完 全 有 效 地 折 叠[24]。HrcA 是 DnaK 和

GroESL操纵子的负调节因子,正常条件下 HrcA与

CIRCE序 列 结 合,并 抑 制
 

DnaK
 

操 纵 子 相 关 基 因
 

DnaK、GrpE
 

及
 

DnaJ
 

的表达,在应激条件下,HrcA
和GroESL复合物结合,释放CIRCE序列,抑制作用

被解除,相关基因表达量上升。HrcA的调控机制有

助于维持细胞的正常功能[25-26]。蛋白质互作网络分析

可为蛋白质结构和功能域预测提供线索,有助于解析

蛋白质结构和功能的关系。
本研究构建了A、B、C群链球菌DnaK蛋白的重

组表达载体,获得了可溶性表达的纯度较高的DnaK
蛋白,生物信息学分析A、B、C群链球菌的DnaK蛋白

与R群链球菌的DnaK蛋白同源性高,且该蛋白主要

存在于细胞质中,为进一步研究DnaK在链球菌感染
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致病中的作用和分子机制奠定了基础。
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