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【摘要】 目的 通过建立大肠埃希菌BL21(DE3)原核表达系统,得到高纯度及构象均一的YaaA蛋白,筛选蛋白晶体,

为其结构解析及相关功能研究奠定基础。 方法 利用生物信息学方法对YaaA蛋白的性质及结构进行预测和分析。

使用PCR的方法从沙门菌基因组中扩增yaaA 基因,将其克隆到原核表达载体pGl01上,获得重组质粒pGl01-YaaA。

利用DE3培养后,IPTG合并氯霉素进行YaaA蛋白的可溶性诱导表达,通过镍离子亲和层析柱、阴离子交换柱以及分

子筛凝胶层析柱得到高纯度的目标蛋白。纯化的YaaA蛋白采用悬滴气象扩散法获得其蛋白晶体。通过胰蛋白酶酶切

试验测定YaaA蛋白核心区及稳定性。 结果 YaaA蛋白基因成功克隆到pGl01载体上,并在DE3中可溶性表达。通

过层析纯化得到高纯度、形态均一的YaaA蛋白,相对分子质量约为30×103,浓度为6
 

mg/mL,纯度约为98%。YaaA
蛋白的 稳 定 性 较 好,晶 体 培 养 条 件 为:0.2

 

mol/L
 

Ammonium
 

sulfate,0.1
 

mol/L
 

BIS-TRIS,pH
 

6.5,25%(w/v)

Polyethylene
 

glycol
 

3350。 结论 通过原核表达、亲和层析及凝胶过滤层析获得高纯度且构象单一的YaaA蛋白,该蛋

白稳定性较好,可用于蛋白晶体的筛选,为YaaA的结构解析和功能验证奠定了基础。
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【Abstract】 Objective The
 

high-purity
 

and
 

conformational
 

YaaA
 

protein
 

was
 

obtained
 

by
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

for
 

Escherichia
 

coli
 

BL21
 

(DE3).
 

The
 

crystal
 

screening
 

of
 

the
 

protein
 

was
 

further
 

carried
 

out
 

to
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

its
 

structural
 

analysis
 

and
 

related
 

functional
 

research. Methods The
 

basic
 

properties
 

and
 

solubility
 

of
 

SalmonellaYaaA
 

protein
 

were
 

predicted
 

by
 

Expas.
 

Then
 

the
 

homologous
 

model
 

of
 

Salmonella
 

YaaA
 

structure
 

was
 

established
 

by
 

SWISS
 

MODEL,which
 

based
 

on
 

the
 

structure
 

of
 

the
 

E.coli
 

YaaA
 

protein
 

(PDB
 

code:5ACJ)
 

.
 

The
 

structure
 

Analysis
 

of
 

YaaA
 

was
 

used
 

Coot
 

and
 

PyMoL.
 

The
 

yaaA
 

gene
 

was
 

amplified
 

from
 

the
 

genome
 

of
 

Salmonella
 

by
 

PCR
 

and
 

then
 

cloned
 

into
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pGl01
 

to
 

obtain
 

the
 

recombinant
 

plasmidpGl01-YaaA.
 

Subsequently,E.
 

coli
 

BL21
 

(DE3)
 

was
 

used
 

to
 

express
 

the
 

YaaA
 

protein.
 

The
 

soluble
 

expression
 

of
 

YaaA
 

protein
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

and
 

chloramphenicol
 

after
 

being
 

cultured
 

with
 

DE3.
 

Then
 

the
 

high
 

purity
 

YaaA
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

nickel
 

ionaffinity
 

chromatography,anion
 

exchange
 

column
 

and
 

molecular
 

sieve
 

gel
 

chromatography
 

column.YaaA
 

protein
 

crystals
 

were
 

obtained
 

by
 

hanging
 

drop
 

meteorological
 

diffusion
 

method.
 

Furthermore,the
 

stability
 

of
 

YaaA
 

protein
 

was
 

determined
 

by
 

trypsin
 

digestion
 

test,and
 

its
 

core
 

region
 

was
 

determined. Results The
 

SalmonellaYaaA
 

protein
 

consists
 

of
 

257
 

amino
 

acids,its
 

the
 

relative
 

molecular
 

weight
 

is
 

about
 

30
 

ku,its
 

isoelectric
 

point
 

is
 

5.89,and
 

there
 

is
 

no
 

signal
 

peptide.According
 

to
 

bioinformatics
 

analysis,YaaA
 

may
 

be
 

a
 

DNA
 

binding
 

protein.The
 

yaaA
 

gene
 

was
 

successfully
 

cloned
 

into
 

the
 

pGl01
 

vector
 

andexpressed
 

soluble
 

in
 

DE3.
 

The
 

YaaA
 

protein
 

with
 

high
 

purity
 

and
 

uniform
 

morphology
 

was
 

obtained
 

by
 

chromatography,the
 

relative
 

molecular
 

weight
 

was
 

about
 

30×103,the
 

concentration
 

was
 

6
 

mg/mL,and
 

the
 

purity
 

was
 

about
 

98%.YaaA
 

is
 

stable
 

when
 

the
 

concentration
 

of
 

trypsin
 

is
 

less
 

than
 

2
 

mg/mL,and
 

its
 

crystal
 

culture
 

conditions
 

are
 

as
 

follows:0.2
 

mol/L
 

Ammonium
 

sulfate,0.1
 

mol/L
 

BIS-TRIS,pH
 

6.5
 

Polyethylene
 

glycol
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3350. Conclusion In
 

this
 

study,YaaA
 

protein
 

with
 

high
 

purity
 

and
 

single
 

conformation
 

was
 

obtained
 

by
 

prokaryotic
 

expression,affinity
 

chromatography
 

and
 

gel
 

filtrationchromatography.The
 

protein
 

has
 

good
 

stability
 

and
 

can
 

be
 

used
 

for
 

protein
 

crystal
 

screening,which
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

structural
 

analysis
 

and
 

functional
 

verification
 

of
 

YaaA.
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  鼠伤寒沙门菌(Salmonella
 

typhimurium,STM)
是一种胞内寄生革兰阴性杆菌,能通过受污染的食物

感染人类和其他动物,从而引发相关的胃肠道疾病,主
要症状为腹痛、腹泻、恶心、呕吐、昏迷等,严重者可引

起菌血症甚至死亡[1-2]。据报道,在过去的十年中,鼠
伤寒沙门菌已导致全球约65万人死亡,并被列为“对
公共卫生最具威胁”的细菌之一[3-4]。因此对鼠伤寒沙

门菌致病机制的研究有利于寻找新的治疗手段,具有

重要的公共卫生意义。
鼠伤寒沙门菌入侵宿主后被巨噬细胞吞噬,被吞

噬的 沙 门 菌 在 含 有 沙 门 菌 的 囊 泡 (Salmonella
 

containing
 

vacuole,SCV)内生存和复制,随巨噬细胞

扩散到全身各处,从而引发全身多器官感染[5-6]。因

此,沙门菌在巨噬细胞内的生存、繁殖是其致病的关键

因素。巨噬细胞作为重要的免疫细胞,面对沙门菌的

入侵会做出一系列的反应,如溶酶体降解通路的激活、
细胞质迅速酸化,抗菌肽的表达和分泌,活性氧自由基

(ROS)的加速产生等,以期实现对沙门菌的快速杀

灭[7-10]。其中,ROS的氧化杀伤系统最为重要。巨噬

细胞一方面激活 NADPH 氧化酶,发生氧爆作用,产
生大量ROS;另一方面,通过将ECSIT蛋白泛素化,
使线粒体在吞噬泡附近富集,产生更多的ROS。巨噬

细胞内高浓度的ROS能够进入细菌细胞并大量积累,
若得不到及时清除,ROS可通过Fenton反应转化为

剧毒的羟自由基(Fe2+
 

+
 

H2O2 →
 

Fe3+
 

+
 

OH-
 

+
 

·

OH)[11-16],造成DNA断裂和蛋白羰基化等严重损伤,
从而导致细菌死亡[17]。

在生存压力下,沙门菌进化出多种机制逃避巨噬

细胞的ROS杀伤。其中,鼠伤寒沙门菌中存在一种

YaaA的蛋白,属于DUF328家族,是一种重要的未知

功能蛋白。该蛋白在不同菌株间高度保守,在大肠埃

希菌和鼠伤寒沙门菌中该蛋白基因的同源性高达

83.33%。大肠埃希菌YaaA的表面有一处凹槽,附近

氨基酸残基呈对称分布,为DUF328家族高度保守氨

基酸,该凹槽处带电性及其宽度均符合DNA结合蛋

白特 性。此 外,YaaA 还 含 有 两 个α-螺 旋,为 其 他

DNA结合蛋白的高度保守结合区域。因此,YaaA及

DUF328家族可能具有结合 DNA 的活性。研究表

明,大肠埃希菌中的 YaaA受调节子 OxyR的调控。

OxyR是H2O2 的效应器,调控参与氧化应激反应大

多数基因的表达,其中包括YaaA的激活[18-20]。YaaA

在环境 H2O2 浓度升高时表达上调,并通过未知机制

降低细胞内Fe2+的浓度,从而减少Fe2+和H2O2 反应

导致的细胞毒性[21-22]。此外,大肠埃希菌YaaA敲除

菌与DNA损伤菌的菌落形态特征表现一致[23],说明

YaaA对氧化应激条件下的DNA修复和维护起重要

作用。因此,鼠伤寒沙门菌YaaA蛋白可能有助于其

逃避巨噬细胞ROS的氧化杀伤,研究YaaA蛋白的具

体结构及功能,有助于阐明鼠伤寒沙门菌的胞内生存

和致病机制。
本研究以生物信息学分析为基础,建立鼠伤寒沙

门菌YaaA蛋白大肠埃希菌BL21(DE3)原核表达系

统,通过Ni2+亲和层析法、阴离子交换柱法、分子筛凝

胶层析法进行蛋白纯化,得到高纯度及构象均一的

YaaA蛋白,筛选蛋白晶体,并通过胰蛋白酶酶切实验

寻找蛋白稳定核心区,为其结构解析及相关功能研究

奠定基础。

材料和方法

1 材料

1.1 菌株和载体 重组YaaA质粒(pGl01-YaaA)由
济南博尚公司全基因合成(载体pGl01为PET15b改

造而成,氨苄青霉素抗性,N端含有6×His标签和

PPase酶切位点)。感受态大肠埃希菌BL21(DE3)细
胞由本实验室制备保存。

1.2 主要试剂和仪器 Yeast
 

extract和Tryptone购

于美国OXOID公司;IPTG,氨苄青霉素和Tris-HCL
购于北京索莱宝公司;蛋白 Marker购于南京诺维赞

公司;PMSF和考马斯亮蓝染液购于北京碧云天公司;
蛋白晶体筛选试剂盒购于美国 Hampton

 

Research公

司。AKTA纯化仪,Ni2+ 亲和层析柱,阴离子交换柱

及分子筛凝胶层析柱均购于美国GE公司。
 

2 方法

2.1 YaaA蛋白的生物信息学预测分析 从UniProt
数据库获得YaaA蛋白的氨基酸序列,使用Expas预

测蛋白的基本性质和可溶性。利用SWISS
 

MODEL
进行鼠伤寒沙门菌YaaA结构的同源建模,采用Coot
和PyMoL进行YaaA的结构分析。

2.2 pGl01-YaaA
 

重组质粒的构建及验证 YaaA重

组质粒(pGl01-YaaA)由济南博尚公司全基因合成。
将重组质粒转入感受态细胞BL21(DE3)中,涂布在含

氨苄青霉素抗性的LB固体琼脂板上,37
 

℃培养过夜。
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挑取单菌落接种到具有氨苄青霉素抗性的LB液体培

养基中,37
 

℃培养至A600 值为0.4~0.6时,加入0.6
 

mmol/L的IPTG诱导1h,SDS-PAGE电泳检测目的

蛋白的表达。YaaA蛋白表达菌株pGl01-YaaA/BL21
(DE3)由济南博尚公司进行测序验证。

2.3 YaaA 蛋 白 的 大 量 表 达 pGl01-YaaA/BL21
(DE3)经过夜培养活化后,按1:1000转接至LB液体

培养基中,在37
 

℃、200
 

r/min条件下培养至 A600 值

为0.4~0.6,随后降温至16
 

℃,用0.6
 

mmol/L
 

IPTG
诱导12

 

h,并在11
 

h时加入终浓度为0.1
 

mol/L氯霉

素。

2.4 YaaA 蛋 白 的 纯 化 取 表 达
 

YaaA 蛋 白 的

YaaA-pGl01/BL21(DE3)在4
 

℃、4
 

000
 

r/min(离心半

径32
 

cm)条件下离心,收集菌体,用Load
 

buffer(25
 

mmol/LTris-HCl
 

pH
 

8.0,200
 

mmol/L
 

NaCl)重悬后

加入 终 浓 度 为 1.5
 

mmol/L 的 胰 蛋 白 酶 抑 制 剂

PMSF,超声破碎(150
 

W,10
 

min),破碎菌液置4
 

℃下

14
 

000
 

r/min(离心半径5
 

cm)离心50
 

min,取上清(可
溶性YaaA蛋白存在于上清液中),利用 Ni2+ 亲和层

析柱、阴离子交换柱和分子筛凝胶层析柱依次对目的

蛋白 YaaA 进 行 纯 化。Ni2+ 亲 和 层 析 柱 使 用 前 用

Elution
 

buffer
 

(20
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

pH
 

8.0,100
 

mmol/L
 

NaCl,250
 

mmol/L咪唑)洗 脱2次,Load
 

buffer洗脱2次,放于4
 

℃备用。将收集的重组菌破

碎上清液倒入已预处理的 Ni2+ 亲和层析柱中,用

Load
 

buffer冲脱两次以去除杂蛋白。目的蛋白YaaA
用10

 

mL
 

Elution
 

buffer洗脱,然后用 QA 溶液(25
 

mmol/LTris-HCl,pH
 

8.0)稀释5~10倍。上样至平

衡后的阴离子交换柱(Q柱),用QA溶液和QB溶液

(25
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

pH
 

8.0,150
 

mmol/L
 

NaCl)进
行梯度洗脱,洗脱蛋白进行SDS-PAGE电泳分析。收

集蛋白纯度较高的洗脱蛋白液,浓缩至2
 

mL。浓缩蛋

白进行分子筛凝胶层析纯化,经SD溶液(20
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

pH
 

8.0)梯度洗脱后,依据蛋白洗脱峰位置

收集对应蛋白并进行SDS-PAGE电泳分析,对纯度和

浓度较高的YaaA蛋白液采用 NanDrop微量核酸蛋

白浓度测定仪测量蛋白浓度,按每管50
 

μL分装,液氮

速冻的-80
 

℃保存。

2.5 EMSA 试 验 将蛋白稀释至5mg/mL,再用

CAB(20
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

pH
 

8.0,100
 

mmol/L
 

NaCl,1
 

mmol/L
 

MgCl,1
 

mmol/L
 

DTT,4%甘油)作

5倍梯度稀释,蛋白浓度依次为5、1、0.2、0.04、0.008、

0.0016
 

mg/mL。每 个 滴 度 取5
 

μl与 10
 

μl
 

CAB
 

buffer混合后上样,80
 

V恒压低温200
 

min,分别经

gel-Red和考马斯亮蓝染色后观察结果。

2.6 晶体培养使用 Hampton
 

Research公司生产的

12种晶体初筛试剂盒(Crystal
 

Screen,Crystal
 

Screen
Ⅱ,SaltRx,SaltRxⅡ,Index-1-96,PEG/ION,PEG/

ION
 

Ⅱ,Natrix2-116,Natrix
 

2-117,PEGRx,PEGRx
Ⅱ),采用气象扩散法进行晶体普筛,蛋白浓度约为6

 

mg/mL。培养条件及步骤:池液孔中加入105
 

μl结晶

缓冲液,蛋白孔中加入1.05
 

μl蛋白和1.05
 

μl结晶缓

冲液,混合均匀,封板,18
 

℃静置培养,观察晶体生长

情况。

2.7 胰蛋白酶酶切试验 蛋白表面暴露的赖氨酸和

精氨酸容易被胰蛋白酶切开,而内部的不会被切开。
通过使用不同的胰蛋白酶进行酶切试验,可以确定

YaaA蛋白的稳定核心区。本研究选取浓度为2
 

mg/

mL的YaaA蛋白进行胰蛋白酶酶切试验,胰蛋白酶

浓度分别为10、2
 

mg/mL、1
 

L、0.33、0.11、0.033
 

mg/

mL……0.0013
 

mg/mL。将YaaA蛋白与分别与不同

浓度的胰蛋白酶均匀混合,4
 

℃反应30
 

min,经SDS-
PAGE电泳后分析YaaA蛋白是否存在稳定核心区。

结 果

1 YaaA的生物信息学分析及EMSA验证

YaaA蛋白共257个氨基酸,相对分子质量约为

30×103,等电点为5.89,无信号肽。由于yaaA 基因

在沙门菌和大肠埃希菌中同源性高达85%,因此使用

SWISS-MODLE对沙门菌YaaA进行同源建模,以大

肠埃希菌YaaA蛋白(PDB号:5ACJ)结构作为构建模

板。构建的沙门菌YaaA蛋白模型中存在DNA结合

口袋,并且在结合口袋及表面带有带正电的氨基酸(图

1A),即55位的赖氨酸和63位精氨酸(图1B)。经生

物信息学分析YaaA可能为DNA结合蛋白。

图
 

1 YaaA蛋白表面带电情况、卡通结构(A)及55位K
和63位R显示的棍状结构(B)

Fig.1 Protein
 

surface
 

electrification(A)
 

and
 

Protein
 

Cartoon
Structure

 

and
 

55
 

K
 

and
 

63
 

R
 

Rod
 

Structure(B)

2 重组质粒pGl01-YaaA的验证

重组质粒pGl01-YaaA转化入感受态细胞BL21
(DE3)后,在含氨苄青霉素的LB固体平板上挑取8
个单菌落,分别命名P1、P2…P8,经ITGP诱导表达后

进行SDS-PAGE电泳结果如图2所示,P1-P5菌株均

表达相对分子质量约为30×103 的目的蛋白。选取重
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组菌P2进行测序验证,结果正确。

M 蛋白分子质量标准(Protein
 

marker)
图

 

2 重组菌株P1-P8表达蛋白的SDS-PAGE电泳分析

Fig.2 Identification
 

results
 

of
 

different
 

positive
 

recombinants
by

 

SDS-PAGE

3 YaaA蛋白的大量表达与纯化

挑取鉴定正确的重组菌P2,于含氨苄青霉素的

LB液体培养基中培养,经16
 

℃过夜诱导表达可溶性

YaaA蛋白,诱导剂为IPTG或IPTG合并氯霉素。菌

体破碎,高速离心后收集上清液,利用 Ni2+ 亲和层析

柱纯化表达蛋白,纯化蛋白进行SDS-PAGE电泳分

析,结果如图3。与IPTG单独诱导表达YaaA相比,

IPTG合并氯霉素作为诱导剂增加了YaaA蛋白的可

溶性表达,纯化后获得纯度较高的YaaA蛋白。取纯

化蛋白进行阴离子交换柱纯化,根据蛋白洗脱出峰位

置(图4),选取目的蛋白主要存在的10-16管进行

SDS-PAGE电泳分析(图5)。最后将收集的蛋白浓缩

至2
 

mL并进行分子筛凝胶层析柱纯化(图6),SDS-
PAGE电泳显示目的蛋白主要存在于9-17管中(图

7)。重组质粒转化BL21(DE3)诱导表达 YaaA蛋白

量较大且可溶性高。YaaA蛋白经上述3种方法纯化

后的纯度为98%,浓度约为5.086
 

mg/mL,体积为2.
2

 

mL。纯化蛋白液氮速冻后-80
 

℃保存。

  M 蛋白分子质量标准 Ce 重组菌IPTG诱导12
 

h全菌蛋白 
S 重组菌IPTG诱导12

 

h超声破碎上清 F 重组菌镍柱流穿蛋白 
E 镍柱纯化的YaaA蛋白
图

 

3 重组菌IPTG/IPTG+氯霉素诱导后经Ni2+亲和层析纯化的

YaaA蛋白SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

Marker Ce Whole
 

cell
 

lysate
 

of
 

pGl01-YaaA/BL21
(DE3) S Cellular

 

lysate
 

supernatant
 

of
 

pGl01-YaaA/BL21(DE3) 
F Non

 

Ni2+
 

binding
 

protein
 

of
 

pGl01-YaaA/BL21(DE3) E 
Purified

 

protein
 

YaaA
Fig.3 SDS-PAGE

 

electrophoretogram
 

of
 

YaaA
 

protein
 

after
 

induction
 

byIPTG/IPTG+chloramphenicol
 

and
 

purification
 

by
 

Ni2+affinity
 

chromatography

图
 

4 YaaA蛋白的阴离子交换柱纯化

Fig.4 Purification
 

of
 

YaaA
 

protein
 

by
 

anion
 

exchange
 

column

M 蛋白分子质量标准 Q10-16 10-16管蛋白洗脱液
图

 

5 阴离子交换层析纯化的YaaA蛋白SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker Q10-16 10-16
 

tube
 

protein
 

eluent
Fig.5 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

protein
 

yaaa
 

after
 

anion
 

exchange
column

 

purification
 

chromatography

图
 

6 YaaA蛋白的分子筛纯化

Fig.6 Molecular
 

sieve
 

purification
 

of
 

YaaA
 

protein

4 EMSA试验结果

收集的YaaA蛋白经NanDrop测定,A260/A280=
0.743(>0.5),符合DNA结合蛋白性质。经EMSA
试验验证,YaaA 在1.0mg/mL时便可看见清晰的

DNA条带(图8A),其位置与考马斯亮蓝染色蛋白位

置(8B)一致,可以确认8A中的DNA条带为YaaA蛋

白所携带。
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M 蛋白分子质量标准 D9-D17 9-17管蛋白洗脱液
图

 

7 分子筛纯化的YaaA蛋白SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker D9-D17 9-17
 

tube
 

protein
 

eluent
Fig.7 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

YaaA
 

Protein
 

Purified
by

 

Molecular
 

Sieve

图
 

8 YaaAEMSA试验的
 

gel-Red染色(A)
及EMSA考马斯亮蓝染色(B)

Fig.8 EMSA
 

gel
 

Red
 

staining(A)
 

and
 

brilliant
 

blue
 

staining
 

(B)

5 晶体培养

用 Hampton
 

Research 晶 体 培 养 试 剂 盒 进 行

YaaA蛋白的晶体培养,培养约2周后在0.2
 

mol/L
 

Ammonium
 

sulfate,0.1
 

mol/L
 

BIS-TRIS
 

pH
 

6.5,

25%(w/v)
 

Polyethylene
 

glycol
 

3350条件下观察到有

晶体长出。在该条件下进行多次优化,优化后仍未得

到理想的晶体。获得的YaaA晶体虽然为单晶,但为

薄片状(图9)。

图
 

9 YaaA蛋白晶体
Fig.9 YaaA

 

protein
 

crystal

6 胰蛋白酶切试验结果

薄片状的蛋白晶体若进行X射线衍射则会导致

晶体被击穿,因此须对YaaA蛋白进行胰蛋白酶酶切

验证。胰蛋白酶酶切可去除 YaaA蛋白的不稳定区

域,保留蛋白的稳定区域。结果显示,在加入浓度≥2
 

mg/mL胰蛋白酶后,YaaA蛋白才发生切割(图10),
表明YaaA比较稳定,可采用全长进行晶体优化。

图
 

10 YaaA蛋白胰蛋白酶切试验结果

Fig.10 Trypsin
 

digestion
 

experiment
 

of
 

YaaA
 

protein

讨 论

作为成功的胃肠道病原体,沙门菌具有多种可被

激活的抗氧化蛋白,帮助其应对宿主巨噬细胞的ROS
攻击,在SCV中生存和繁殖。沙门菌有3种过氧化氢

酶(KatE、KatG 和 KatN),3种抗氧化蛋白(AhpC、

TsaA 和 Tpx)和4种 SOD(SodA、SodB、SodCI和

SodCII)。在氧化应激条件下,细胞中的转录调控因子

RpoS、OxyR等被激活,开启抗氧化蛋白的高效表达,
抗氧化蛋白通过一系列反应将O2-还原分解成无毒的

H2O
[18]。如转录因子OxyR含有一对半胱氨酸残基,

能被 H2O2 氧化形成二硫键,激活下游抗氧化蛋白

Dps、SodCII、AhpC和 AhpF等的表达[19]。在氧化应

激条件下,沙门菌内抗氧化蛋白Dps大量积累,螯合

Fe2+防止其与H2O2 发生Fenton反应[20-21]。此外,由
沙门菌致病岛2编码的T3SS在SCV内表达,可将效

应蛋白转运至宿主细胞质中,干扰功能性NADPH氧

化酶复合物在沙门菌中的定位,从而降低沙门菌内

H2O2 浓度,发挥抗氧化作用[22-23]。

YaaA在沙门菌抵抗氧化杀伤机制中发挥重要作

用。研究表明,在氧化应激条件下大肠埃希菌 YaaA
主要调节胞内Fe2+水平的作用,Fe2+在 H2O2 存在时

会通过Fenton反应产生大量羟基自由基,导致细菌

DNA损伤及凋亡[17,22]。在细菌中,DNA修复主要与

RecFOR通路有关,该通路主要针对修复DNA断裂

的双链,YaaA可能参与其他与RecFOR通路重叠的

DNA修复通路,在DNA氧化应激时对DNA修复有

着重要的作用[24]。YaaA的结构含有一段特殊的结构
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域-HhH,该结构域是DNA非特异性结合区域,通常

存在于合成或者修复的蛋白结构中[25]。HhH的结构

域含有一个小槽,该小槽与DpdC催化PreQ代谢的结

构域相吻合。分析其结合的偏好性,表明该小槽应该

结合B型双螺旋DNA[12,26]。表明 YaaA具有 DNA
结合 活 性,可 能 具 有 未 发 现 的 催 化 酶 功 能。然 而

YaaA究竟是简单的结合DNA还是作为底物作用于

DNA仍不清楚。因此解析鼠伤寒沙门菌中的 YaaA
结构及其功能对于了解鼠伤寒沙门菌在宿主内的生存

机制具有重要意义,并且为解答DUF328家族在氧化

应激时的DNA修复功能提供了新的机制。
本研究通过重组技术成功构建了YaaA重组表达

载体。在
 

目的蛋白的诱导表达过程中,为了减少包涵

体的形成,提高蛋白的可溶性表达,加入了氯霉素。但

由于氯霉素的作用靶标为细菌核糖体,会抑制目的蛋

白的合成,因此在细胞收获前约1h添加,使已形成包

涵体的部分重组蛋白再溶解,据估计氯霉素的加入可

提高约30%的可溶性蛋白产量。诱导表达产物经

Ni2+亲和层析、阴离子交换层析和分子筛层析,获得状

态均一、蛋 白 性 质 良 好、纯 度 较 高 的 YaaA 蛋 白。

YaaA蛋白稳定性较好,存在稳定的核心区。用该蛋

白进行YaaA晶体普筛,经过晶体优化,得到单晶性较

好的晶体,但晶体过薄,不宜进行X射线衍射,应继续

优化晶体并在合适条件下加additive和deteron,以期

得到状态良好的单晶,通过结构解析进 一 步 解 答

YaaA的抗氧化机制。
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