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摘　要：按大肠杆菌偏好优化密码子并合成高活性突变型 srtA 基因，构建 Trx 蛋白共表达载体 pTIG-srtA，转入大

肠杆菌 BL21（DE3）后低温诱导表达，通过 Ni2+柱亲和层析纯化 SrtA 蛋白，连接 LHN-LPETG 和 G-HC 蛋白检测

SrtA 蛋白活性。菌液 PCR 鉴定和测定序列比对结果显示，构建 pTIG-srtA 载体成功；SDS-PAGE 及 Western
Blot 分析结果显示，在大肠杆菌中实现了 SrtA 蛋白的可溶性高表达，Ni2+柱亲和层析后得到纯度大于 95% 的

SrtA 蛋白，LHN-LPETG 和 G-HC 蛋白成功连接表明，原核系统表达纯化的 SrtA 蛋白具有良好的转肽酶活性。
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Abstract：Optimize codons according to E. coli preference and synthesize highly active mutant srtA geneto construct  the
Trx  protein  co-expression  vector  pTIG-srtA.  Then it  was  transformed into E.  coli BL21(DE3)  and induced expression  at
low temperature, and the SrtA protein was purified by Ni2+ column affinity chromatography, and connected LHN-LPETG
and  G-HC protein  to  detect  SrtA  protein  activity.  The  results  of  bacterial  liquid  PCR identification  and  determination  of
sequence  comparison  showed  that  the  pTIG-srtA  plasmid  was  successfully  constructed.  The  results  of  SDS-PAGE  and
Western  Blot  analysis  showed that  high  soluble  expression  of  SrtA protein  was  achieved in E.  coli,  Ni2+ column affinity
chromatography obtains SrtA protein with a purity greater than 95%. The successful connection of LHN-LPETG and G-HC

protein indicated that the SrtA protein expressed and purified by the prokaryotic system had good transpeptidase activity.

Key words：Sortase A；codon optimization；enzyme ligation method；botulinum neurotoxin A

 

Sortase 酶是一组存在于革兰氏阳性细菌中介导

表面蛋白与细胞壁共价结合的蛋白酶，负责细胞表面

蛋白的修饰和细菌鞭毛的构建，在帮助病原细菌逃避

宿主免疫系统方面起重要作用[1]。Sortase 酶根据识

别表面蛋白序列的不同可以分为 A、B、C、D 等多

种，其中以在金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）  
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中发现的转肽酶 A（Sortase A，SrtA）研究得最为广

泛，其结构、功能及催化机制均已阐明[2−3]。Sortase
A 酶具有一个典型的类似Ⅱ型膜蛋白的 N 端跨膜区

域和一个尾部富集正电荷的 C 端结构域，可以特异

性识别底物蛋白上的分选序列 LPXTG（X 为除半胱

氨酸以外的任一氨基酸）[4−5]，在苏氨酸（Thr）和甘氨

酸（Gly）之间进行剪切[6−7]，并将其与含有多甘氨酸接

头（GlyGlyGly-，G-）的底物蛋白进行连接[8−9]。SrtA
酶催化的连接反应具有反应条件温和、效率高、特异

性强等优点[10−11]，近年来已应用于蛋白质与蛋白质、

肽、核酸类似物[12−13]、糖等活性物质连接以及蛋白质

固定化[14−15]，展示出良好的应用前景。但是野生型

SrtA 酶催化的连接反应耗时长、产率低，不同研究者

开展了包括提高催化活性、改变底物识别特征等一

系列改造，Chen 等报道 P94S、D160N、D165A 和

K196T 这 4 个位点的突变可将 SrtA 酶催化活性提

高 140 多倍，推测突变型 SrtA 酶更利于底物进入结

合区域，从而大大提升连接效率[16−17]。

密码子（codon）是中心法则的重要组成部分，同

时也是生物遗传和变异的最基本单元，对某物种基因

组来说, 一些同义密码子会频繁出现，称为优化密码

子；还有一些密码子则很少出现甚至不出现，称为非

优化密码子或稀有密码子，这一现象称为密码子偏好

性（codon usage bias）[18−19]。不同物种之间对密码子

使用存在各自的偏好，各同义密码子之间虽然不会改

变氨基酸的序列，但对于蛋白的表达水平具有一定程

度的影响 [20−21]。基因合成是一项较为成熟的技

术[22−23]，常与密码子优化配合使用[24−25]，本文选择了

高活性突变型的 srtA 酶基因，为解决 SrtA 酶在大肠

杆菌表达系统中表达水平低、包涵体比例高的缺点，

按照大肠杆菌偏好性进行了密码子优化后合成了

srtA 基因并连入硫氧还蛋白（Thioredoxin，Trx）共表

达载体 pTIG，导入大肠杆菌 BL21(DE3) 后通过低温

诱导实现了 SrtA 酶的可溶性高表达，纯化的 SrtA 酶

成功实现了 A 型肉毒毒素（Botulinum  toxins  A，

BoNT/A）活性缺失突变体 LHN-LPETG 结构域和

GHC 结构域的连接。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

DH5α 大肠杆菌感受态、BL21（DE3）大肠杆菌

感受态　北京擎科生物技术有限公司；质粒提取试剂

盒　北京达科为生物科技有限公司；DNA 凝胶回收

试剂盒、限制性内切酶　赛默飞世尔科技（中国）有

限公司；BCA 法蛋白浓度测定试剂盒　康为世纪生

物科技有限公司；琼脂糖　索莱宝科技有限公司；T4
DNA 连接酶　NEB 有限公司；IPTG　北京经科宏

达 生 物 技 术 有 限 公 司 ； pTIG-GHC、 pTIG-LHN-
LPETG、PUC57-srtA 质粒（克隆载体）　军事医学科

学院军事医学研究院生物工程研究所。

Ni2+亲和层析柱、强阴离子亲和层析柱、强阳离

子亲和层析柱　GE 公司；3K-18 型低温冷冻离心

机　Sigma；T-1 型 PCR 仪　Biometra；DYⅢ 3A 型

凝胶电泳仪　北京六一仪器厂；Gel-pro 2020D 凝胶

成 像 仪 　 pHarmacia  Biotech； MiniPROTEAN®3
Cell 蛋白电泳仪　Bio-RAD；AKTA UPC-900 蛋白

质纯化仪　GE；PAC200 半干转膜仪　Bio-Rad 等。 

1.2　实验方法 

1.2.1   srtA 基因密码子优化　将高活性突变型 srtA
基因序列按大肠杆菌偏好性进行密码子优化，交由北

京擎科生物技术有限公司进行合成。 

1.2.2   引物设计　利用 edit seq 软件设计引物，引物

序列如表 1。
 
 

表 1    引物设计
Table 1    Primer design

引物 引物序列（5’ -3’）

F- pTIG-srtA GGTAATGGCTAAACCTCAAATTCCGAAAG
R- pTIG-srtA CCTTTGACTTCTGTAGCTACAAAGATTTTAC

注：下划线为酶切位点，GAATTC：EcoRI；CTCGAG：XhoI。
  

1.2.3   pTIG-srtA 质粒构建　根据优化后的 srtA 基

因序列设计正、反向引物，降落 PCR 扩增目的基因

片段后进行琼脂糖凝胶电泳，切胶分离目的片段后回

收。将目的片段与 pTIG 表达载体经 EcoRI+XhoI
双酶切后再次电泳验证并回收，二者于 16℃ 连接过

夜后转化至 DH5α 感受态，将菌液涂布于 LB（Amp）
固体培养基，倒置在 37 ℃ 培养过夜，次日挑单菌落

进行菌落 PCR 鉴定，阳性对照的 PCR 模板为

PUC57-srtA，阴性对照的 PCR 模板为 pTIG 空载

体。鉴定筛选后将阳性克隆送至公司测序。 

1.2.4   SrtA 蛋白表达鉴定　将表达载体 pTIG-srtA
转入 BL21（DE3）感受态，然后挑取转化子培养至对

数生长期，加入终浓度 0.5 mmol 的 IPTG 置于 16 ℃
诱导过夜。次日取 1 mL 菌液离心后重悬于 500 μL
TE 裂解液，经过超声破碎后，取出 20 μL 备用（全

菌），其余裂解液离心，吸取 20 μL 上清待用，去掉上

清后沉淀部分用 480 μL 裂解液重悬，取 20 μL 备用

（沉淀）。将全菌、上清、沉淀进行 SDS-PAGE 鉴定，

并利用 Gelpro Analyzer 软件分析蛋白表达量。 

1.2.5   SrtA 蛋白纯化　取 pTIG-srtA/BL21（DE3）单
菌落至摇瓶培养，按 1.2.4 低温诱导表达，超声裂解

后利用 AKTA 纯化仪梯度洗脱纯化蛋白。经前期纯

化条件摸索，srtA 蛋白需经过两步纯化，第一步使用

强阳离子柱进行纯化，收集洗脱液后液通过 3 kDa
截留分子量的超滤管进行超滤换液脱盐，将溶液置换

为 Ni2+柱平衡液。第二步通过 Ni2+亲和层析柱进行

二次纯化，纯化后采用 3 kDa 截留分子量的超滤管

进行超滤换液脱盐浓缩，利用 SDS-PAGE 及 Gelpro
Analyzer 软件分析纯化蛋白纯度，同时使用抗 His 标

签抗体为一抗进行 Western Blot 鉴定。纯化体系平

衡液、洗脱液见表 2。 

 · 84 · 食品工业科技 2021 年  5 月



1.2.6   SrtA 蛋白活性鉴定　分别将 pTIG-G-HC、

pTIG-LHN-LPETG 质粒转入 BL21（DE3）感受态细

胞，按照 1.2.4 及 1.2.5 进行表达鉴定及纯化，G-HC

纯化步骤同 SrtA 纯化。LHN-LPETG 蛋白需经过两

步纯化，第一步进行 Ni2+亲和层析柱纯化，利用

30 kDa 截留分子量的超滤管对收集的洗脱液进行超

滤换液，将溶液置换为强阴离子柱平衡液，第二步利

用强阴离子柱进行纯化，纯化后两种蛋白利用抗

His 标签抗体进行 WesternBlot 鉴定。

将纯化后的 SrtA、G-HC、LHN-LPETG 蛋白按

照摩尔比 1:1:1 混合后分装于 EP 管中，每支 20 μL，
分别置于 37 和 30 ℃ 孵育 0.5、1、2、4 h 进行蛋白

连接。孵育完成后进行 SDS-PAGE 鉴定及 Western
Blot 鉴定，Western Blot 所用一抗为特异性针对 G-
HC 的抗体，二抗为山羊抗人 IgG 抗体。 

1.2.7   分子筛纯化 BoNT/A 失活突变体　利用

SuperdexG200 分子筛（平衡液为 20  mmol/L  PBS、
150 mmol/L NaCl）纯化连接体系中的 BoNT/A 失活

突变体，少量多次收取穿过液，待完全收集穿过液后

进行 SDS-PAGE 鉴定。 

1.3　数据处理

利用 DNAMAN 软件比对分析阳性克隆序列是

否正确；使用 Gelpro Analyzer 软件分析纯化蛋白

纯度。 

2　结果与分析 

2.1　pTIG-srtA 质粒构建

高活性突变型 srtA 基因序列按大肠杆菌表达系

统密码子偏好性进行优化，并送公司进行全基因合

成。PCR 扩增后经 EcoRI+XhoI 双酶切连入 pTIG
质粒，转化至 DH5α 感受态，菌液 PCR 筛选阳性克

隆，结果如图 1 所示，PCR 扩增片段大小与 srtA 基

因大小相符。阳性克隆测定序列经 DNAMAN 软件

比对，结果显示与预期序列一致，表明成功构建

pTIG-srtA 基因表达载体。 

2.2　SrtA 蛋白表达

将表达载体 pTIG-srtA 基因转化至 BL21（DE3）
感受态，挑单菌落至 LB（Amp）液体培养基中培养至

对数期，加入 IPTG，诱导表达过夜，收集菌体经超声

裂解后进行 SDS-PAGE 分析。结果如图 2 所示，与

阴性对照相比，1~5 泳道都有特异性蛋白表达条带，

分子量为 20 kDa 左右，与 SrtA 蛋白大小相符；而且

目的蛋白大部分在菌体裂解上清部分，说明 SrtA 蛋

白主要为可溶性表达。Gelpro Analyzer 软件分析

SrtA 蛋白表达量占全菌蛋白 55%。

 
 

M 1 2 3 4 555 阴

全菌 上清 沉淀

随机单菌落
kDa

116.0

66.2

45

35

25

18.4

14.4

图 2    SrtA 蛋白表达的 SDS-PAGE 鉴定
Fig.2    SDS-PAGE identification ofSrtA protein expression
注：M：蛋白分子质量相对标志物；阴：pTIG 空表达载体

全菌裂解液；全菌：随机挑取的单克隆转化子诱导
表达后的全菌裂解液；上清：全菌裂解液离心后上

清部分；沉淀：全菌裂解液离心后沉淀部分。
  

2.3　SrtA 蛋白纯化

挑取新鲜 pTIG-srtA/BL21（ DE3）单菌落至

LB（Amp）液体培养基培养活化，转接至 LB（Amp）液

体培养基培养至对数生长期，加入 IPTG 置于 16 ℃

 

表 2    纯化平衡液、洗脱液

Table 2    loading buffer and elution buffer

名称 配方及pH

Ni2+柱纯化平衡液 20 mmol/L PB，200 mmol/L氯化钠，20 mmol/L咪唑，调整pH至7.4

Ni2+柱纯化洗脱液 20 mmol/L PB，200 mmol/L氯化钠，500 mmol/L咪唑，调整pH至7.4

LHN强阴离子柱纯化平衡液 20 mmol/L Tris-HCl，调整pH至7.0

LHN强阴离子柱纯化洗脱液 20 mmol/L Tris-HCl，1 mol/L NaCl调整pH至7.0

SrtA强阳离子柱纯化平衡液 20 mmol/L PB，调整pH至7.5

SrtA强阳离子柱纯化洗脱液 20 mmol/L PB，1 mol/L NaCl调整pH至7.5

G-HC强阳离子柱纯化平衡液 20 mmol/L PB，调整 pH至8.0

G-HC强阳离子柱纯化洗脱液 20 mmol/L PB，1 mol/L NaCl 调整pH至8.0

 

M 1 2 3 4 5 阳 阴

随机单克隆转化子

8000

5000

3000

2000

1000

750

500

250

图 1    pTIG-SrtA/DH5α 菌落 PCR 鉴定

Fig.1    Colony PCR identification of recombinant
plasmid pTIG-SrtA

注：M：DNA 相对分子质量标志物 Marker；1~5：随机 pTIG-
srtA/DH5α 菌落 PCR 鉴定；阳：阳性对照；阴：阴性对照。
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诱导过夜。离心收集菌体并超声裂解，第一步使用强

阳离子柱进行纯化，收集洗脱液后液通过 3 kDa 截留

分子量的超滤管进行超滤换液，将溶液置换为 Ni2+柱

平衡液。第二步通过 Ni2+亲和层析柱进行二次纯化，

收集洗脱液 20%~40% 部分的洗脱峰（图 3）进行

SDS-PAGE 鉴定，各泳道为分段接取的洗脱液，于

20 kDa 附近可见清晰条带。采用 3 kDa 截留分子量

的超滤管进行超滤换液脱盐，经 SDS-PAGE 分析纯

化蛋白纯度，Gelpro Analyzer 软件分析纯化的结果

表明 SrtA 蛋白纯度>95%（图 4）。Western Blot 分析

表明纯化的 SrtA 蛋白能特异性地与抗 His 标签抗体

结合（图 5）。
 
 

MkDa

116

66.2

45

35

25

18.4

Ni2+ 亲和层析柱洗脱液

图 3    Ni2+亲和层析纯化 SrtA 蛋白 SDS-PAGE 鉴定
（20%~40% 部分洗脱液）

Fig.3    SDS-PAGE identification of SrtA protein purified by
Ni2+ affinity chromatography column（20%~40% elution buffer）

注：M：蛋白分子质量相对标志物；其余泳道为
分段接取的纯化洗脱液。

  

2.4　SrtA 蛋白活性鉴定

将表达载体 pTIG-G-HC、pTIG-LHN-LPETG 分

别转化至 BL21（DE3）感受态中进行表达，利用 SDS-
PAGE 鉴定蛋白表达方式，Gelpro Analyzer 软件分

析蛋白表达量。如图 6（a）所示，各泳道为分段接取

的洗脱液，在 50 kDa 附近有清晰条带，分子量大小

与 G-HC 蛋白相符，表达量占全菌蛋白 40%，且主要

为可溶性表达。如图 6（b）所示，各泳道为分段接取

的洗脱液，在 100 kDa 附近有特异表达条带，分子量

大小与 LHN-LPETG 蛋白相符，表达量占全菌蛋白

25%，且主要为可溶性表达。

SDS-PAGE 鉴定结果表明，G-HC 及 LHN-LPETG

表达蛋白经纯化后得到较高纯度目的蛋白（图 7）；

Western Blot 分析表明纯化的 G-HC 及 LHN-LPETG
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图 4    SrtA 蛋白超滤换液后 SDS-PAGE 鉴定

Fig.4    SDS-PAGE identification of SrtA protein
after ultrafiltrate

注：M：蛋白分子质量相对标志物；1：超滤换液后下层溶液；
2：超滤换液后上层溶液。
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图 5    Western Blot 鉴定 G-HC、LHN-LPETG、SrtA 蛋白

Fig.5    Western Blot identification protein of G-HC,
LHN-LPETG, SrtA
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图 6    G-HC、LHN-LPETG 表达形式 SDS-PAGE 鉴定

Fig.6    SDS-PAGE identification of G-HC、LHN-LPETG expression

注：(a)：G-HC；(b)：LHN-LPETG。M：蛋白分子质量相对标志物；全菌：随机挑取的单克隆转化子诱导表达后的全菌裂解液；
上清：全菌裂解液离心后上清部分；沉淀：全菌裂解液离心后沉淀部分。
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蛋白蛋白能特异性地与抗 His 标签抗体结合（图 5）。

将纯化后的 SrtA、G-HC、LHN-LPETG 蛋白按

照摩尔比 1:1:1 混合后分装于 EP 管中，于 37 和 30 ℃

连接 0.5、1、2、4 h，结果如图 8 所示。随着连接时

间的增加，在 150 kDa 附近逐渐出现条带，大小与

BoNT/A 失活突变体全长蛋白相符。如图 9 所示，

Western Blot 鉴定结果表明，连接蛋白可以与抗 G-

Hc 抗体结合，进一步表明 150 kDa 处连接蛋白为

BoNT/A 失活突变体全长蛋白。

连接体系经分子筛纯化后收集目的蛋白洗脱

峰，SDS-PAGE 电泳结果显示在 150 kDa 附近有可

见条带，表明纯化得到全长 BoNT/A 活性突变体蛋

白（图 10）。
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图 7    Ni2+亲和层析柱纯化后的 G-HC、LHN-LPETG 蛋白 SDS-PAGE 鉴定

Fig.7    SDS-PAGE identification ofprotein purified by Ni2+ affinity chromatography column
注：（a）：G-HC；M：蛋白分子质量相对标志物，其余泳道为分段接取的纯化洗脱液；

（b）：LHN-LPETG，M：蛋白分子质量相对标志物。
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Fig.8    SDS-PAGE identification of inactivated BoNT/A generated by connection at different incubation times
注：M：蛋白分子质量相对标志物；图 9~图 10 同。
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Fig.9    Western Blot identification of mutant of BoNT/A
generated by connection
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Fig.10    SDS-PAGE identification of purified mutant of
BoNT/A by Superdex G200 molecular sieve
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3　结论
大肠杆菌表达系统是一种应用广泛的蛋白制备

技术，其具有操作难度低、成本低廉、 制备周期短等

优点[26−27]，实验室前期尝试在大肠杆菌原核表达系统

中表达未经密码子优化的 srtA 基因，但与文献报道

结果一致，原始 SrtA 蛋白表达水平低而且主要为包

涵体[11]，后续纯化难度较大且需要复性[28],其原因可

能是在原核细胞表达系统中，由于蛋白合成速度过

快，导致目的蛋白存在来不及正确折叠及组装的情

况，会形成无生物活性的蛋白聚集物即包涵体[29−30]。

本研究将 srtA 基因按大肠杆菌表达系统偏好性进行

密码子优化，并克隆入 pTIG 表达载体与硫氧还蛋白

（Trx）进行共表达，结果表明在大肠杆菌 BL21（DE3）
中经 16℃ 低温诱导过夜实现了 SrtA 蛋白的可溶性

高表达，表达量占全菌蛋白的 50% 以上。进一步亲

和层析纯化得到了纯度>95% 的 SrtA 蛋白。纯化

的 SrtA 蛋白能够完成带有特征识别序列的 BoNT/A
失活突变体的两部分片段 LHN-LPETG 和 G-HC 的

酶法连接，得到全长的 BoNT/A 失活突变体蛋白，这

充分说明在大肠杆菌中表达纯化的 SrtA 蛋白具有转

肽酶活性。
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