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[摘要 ]目的:纯化大肠埃希菌表达的 GST-颗粒溶解素融合蛋白 , 并分析其体外抗菌活性。方法:将 IPTG诱导处理后的细菌破

碎 , 分离含有可溶性 GST-颗粒溶解素融合蛋白的细菌裂解液 ,并通过 GSH-琼脂糖珠亲和层析柱纯化。 同时采用 MTT法分析

该纯化蛋白的抗菌活性。结果:GST-颗粒溶解素融合蛋白能以可溶性形式在大肠埃希菌中表达 , 采用亲和层析法可获得分子

量为 44 kDa的单一蛋白条带。经抗菌活性分析 , 表明纯化产物对金黄色葡萄球菌和甲型溶血性链球菌具有显著抑制作用 ,而

对伤寒沙门菌和大肠埃希菌 BL21的抗菌活性不明显。结论:成功纯化 GST-颗粒溶解素融合蛋白 , 该蛋白对革兰阳性菌具有

高效抗菌活性。
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[ Abstract] Objective:To pu rify GST-g ranulysin fusion protein expressed in E. coli and iden tify its an tibac te rial ac tivity in vitro.

M ethods:E. coliw as sonica ted afte r itw as induced by IPTG, and GST-g ranu ly sin fusion pro te in wa s separated from the so luble ex trac.t

The fusion pro tein w as purified by affinity chroma tog raphyw ith g luta thione agarose. Its bac tericidal activ ityw as ana ly sed byMTT assay.

R esu lts:Exp ression o f GST-g ranulysin in E. coliw as detec ted by SDS-pagem e thods. A fter a ffinity chrom atography, a sing le prote in band

at about mo lecu la rwe igh t 44 kDaw as ob ta ined. The result of bactericidal ac tivity ana lysis indica ted that it show ed potent antibacteria l

activ ity against S taphy lococcus aureus and S treptococcus sanguis, but it show ed w eaker antibacteria l ac tivity against Sa lmonella enterica

and E. coliBL21. Conc lu sions:The GST-g ranu lysin fusion prote in w as succe ssfu lly purified, and it exh ibits effective bac te ricida l ac tivity

　　 against g ram positive bacte ria.

[ K ey words] Escherich ia coli;g ranu ly sin;fusion expression;

purifica tion;bacte ric ide

　　颗粒溶解素(granu lysin)是一种由 74个氨基酸

组成的碱性多肽 ,分子量为 15 kDa,属于脂类结合

蛋白皂角素超家族的成员 ,可显著表达于激活的人
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究资料表明 ,颗粒溶解素具有广谱抗菌 、抗寄生虫及

杀伤肿瘤细胞的生物学作用 。 Stenger等
[ 2]
报道颗

粒溶解素对伤寒沙门菌 、绿脓杆菌 、单核李斯特菌 、

白色念珠菌 、新型隐球菌以及利什曼原虫具有显著

的抑制活性 。 E rnst等
[ 3]
发现 g ranulysin蛋白通过直

接作用于病原微生物的胞壁或胞膜 ,增加其通透性

而导致微生物发生渗透性溶解 。目前病原微生物对

临床抗生素产生日益严重的耐药性 ,因此新型抗菌

药物的开发已成为一个新的研究热点 。本室在前期

工作中已完成对 GST-granu ly sin融合基因表达载体

的构建 ,并在大肠埃希菌内成功进行表达
[ 4]

。本文

则进一步采用亲和层析法对原核表达的 GST-

granu lysin融合蛋白进行纯化 ,同时分析其是否具有

抗菌活性 ,从而为开发新型的抗菌药物奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料　重组质粒 pGEX-4T1-granu lysin由本室

自行构建 ,大肠埃希菌 BL21株由中国科技大学免

疫学研究所田志刚博士惠赠 。金黄色葡萄球菌

Cow an Ⅰ株 、甲型溶血性链球菌 S34 Sr株和伤寒沙门

菌 0901株均购于卫生部北京生物制品检定所 。

GSH-琼脂糖珠亲和层析柱购于 Pharm aciaB io tech公

司 (批号:G3907)。异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(IPTG)、还原性谷胱甘肽 (GSH )、溶菌酶 、MTT、

DN ase Ⅰ和蛋白质分子量标准均购于华美生物工程

公司。其余试剂为国产分析纯 。

1. 2　GST-g ranulysin蛋白的诱导培养　挑取 pGEX-

4T1-g ranulysin质粒转化的大肠埃希菌 BL21单菌落

种于含有氨苄西林的 LB培养液内 ,于 37 ℃振荡过

夜 ,然后将其按 1∶10转种 ,继续培养至 OD600nm达到

0. 4 ～ 0. 6,加入 IPTG至终浓度为 0. 1mmol /L,诱导

表达 7 h,同时在诱导培养第 1、3、 5、7 h时各吸取

1 m l菌液 ,离心收集菌体 ,按每克湿菌加入 10 m l细

菌裂解液 [ 50 mmo l /L Tris-HC l(pH 8. 0), 100

mmo l /L N aC l, 1 mmo l /L EDTA , 1 g /L溶菌酶 , 0. 2%

脱氧胆酸钠 ] ,于室温搅拌至溶液变黏稠 ,补加 1 g /

L DN ase I 100 μl和 1mmo l /LM gC l2 100 μl,于室温

继续搅拌 30m in,经 1 2000 r /m in离心 20m in,收集

上清 ,通过 SDS-PAGE电泳鉴定目的蛋白表达情况。

1. 3 　 GST-g ranu lysin 融合蛋白的纯化 　参照

Pharmacia B io tech公司的产品说明书进行 。细菌裂

解上清液对 PBS充分透析 ,按 1 m l /m in流速通过

GSH-琼脂糖珠亲和层析柱 ,再用 PBS 1 m l /m in流速

充分洗涤 ,再用洗脱液 [ 5mmo l /L还原型谷胱甘肽 ,

50mmol /L T ris-HC l(pH 8. 0)]进行洗脱 ,分步收集

洗脱液 ,合并蛋白峰 。经 SDS-PAGE电泳鉴定 GST-

g ranulysin融合蛋白的纯度。

1. 4　GST-g ranu lysin蛋白的抗菌活性分析　参照文

献
[ 5]
的方法进行。将伤寒沙门菌和大肠埃希菌

BL21接种 LB培养液 ,于 37 ℃振荡培养 12 h。金黄

色葡萄球菌和甲型溶血性链球菌涂布于血平板上于

37 ℃培养 24 h,收集的菌体经 PBS洗涤 3次 ,使菌

体充分分散。测定 OD600nm值 ,调整菌液浓度为 1 ×

10
11

/L,在 96孔培养板内 ,加入细菌菌液 10 μl,于

37 ℃静置 2 h,再加入不同浓度的 GST-g ranulysin融

合蛋白溶液 10 μl和 LB培养液 80 μl,每个浓度组

设 3个复孔 ,于 37 ℃孵育 1 h,各孔加入 5mg /L的

MTT溶液 20 μl, 37 ℃孵育 20m in,加入 100 μl二甲

亚砜 ,室温放置 30 m in后测定 OD570nm值 。并计算

GST-g ranu lysin融合蛋白的抑菌率 。

2　结果

2. 1　GST-granuly sin融合蛋白的诱导表达 　将

IPTG诱导不同时间的菌体经裂解液处理 ,提取细菌

裂解液 ,经 SDS-PSGE电泳和考马斯亮蓝染色 ,发现

空质粒转化菌 BL21以及经 IPTG诱导 1 h的重组质

粒转化菌 BL21内均无目的蛋白表达 ,而经诱导 3 h

后 ,重组质粒转化菌内出现目的蛋白的显著表达 ,在

分子量 44 kDa处出现一条浓染的蛋白条带 ,并在诱

导 7 h时其表达量最高。表明 GST-granu lysin融合

蛋白可在大肠埃希菌 BL21中获得高效表达 (见

图 1)。

2. 2　GST-g ranu lysin融合蛋白的亲和层析纯化　将

IPTG诱导后的细菌进行破碎处理 ,提取的细菌裂解

液上清直接通过 GSH-琼脂糖珠亲和层析柱纯化 ,结

果可有效获得纯化的 GST-g ranulysin融合蛋白 ,经
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SDS-PAGE电泳分析 ,发现在 44 kDa附近呈现单一

蛋白条带。这与 GST-granu ly sin融合蛋白的实际分

子量相符(见图 2)。

2. 3　GST-g ranulysin融合蛋白的抗菌活性分析　将

纯化的 GST-granuly sin融合蛋白经 LB培养液倍比

稀释 ,分别与不同细菌作用 ,以分析其体外抗菌活

性 。结果发现当融合蛋白的浓度为 20 mg /L时 ,对

金黄色葡萄球菌抑菌率达到 75. 47%,而对甲型溶

血性链球菌的抑菌率可达到 86. 75%, 表明

granu lysin与 GST的融合并不明显影响其对革兰阳

性菌的杀伤 。当其浓度为 20 mg /L时 ,对伤寒沙门

菌和大肠埃希菌 BL21 的抑菌率则分别仅为

38. 63%和 30. 91%, 表明 GST-g ranulysin融合蛋白

对革兰阴性菌的抗菌作用并不显著(见图 3)。

3　讨论

　　近年来人们在研究机体抗感染免疫防御机制时

发现 ,在人类中性粒细胞 、自然杀伤细胞以及 T细

胞中存在多种具有抗菌活性的内源性抗菌肽
[ 6, 7]

。

这些抗菌肽在正常组织内含量很少 ,难以进行大规

模分离纯化 ,因此对抗菌肽进行基因重组表达的研

究具有重要的意义。翁宏飚等
[ 8]
报道将具有抗菌

活性的死亡肽基因导入 GST融合表达载体 ,并在大

肠埃希菌内 高效表达 。本室曾将 pGEX-4T1-

g ranulysin质粒转化大肠埃希菌 DH5a内 ,但其表达

量不高。本文则采用 BL21菌株作为宿主菌 ,同时

优化 ITPG诱导剂的浓度 ,结果可使其表达量显著

升高 。兰和魁等
[ 9]
曾将 GST-肺表面活性物质融合

表达质粒转化 JM 109等多种宿主菌 ,结果发现其表

达产物均发生降解 ,而在 BL21菌株内表达的产物

并无降解现象 ,这对于抗菌肽类的原核表达尤其重

要。另外 ,本文分析了 GST-granu ly sin融合蛋白的

体外抗菌活性 ,发现该融合蛋白对革兰阴性菌 (如

宿主菌 BL21)的杀伤活性不高 ,而对革兰阳性菌仍

表现出显著的抗菌活性 ,可能原因在于 g ranulysin是

通过嵌入病原体胞壁和胞膜而导致细菌死亡 , 而

GST的存在增加了 g ranulysin的水溶性 ,以及改变了

g ranulysin的表面电荷分布而降低其与脂类的亲和

性 ,因而革兰阴性菌的外层脂质可降低其杀伤活性 ,

但具体机制尚有待进一步的探讨 。
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