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万古霉素糖基转移酶 ＧｔｆＥ的异源表达与体外活性检测
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摘　要　为了得到具有糖基转移酶活性的重组蛋白，从万古霉素产生菌总ＤＮＡ中克隆万古霉素糖基转移酶基因ｇｔｆＥ，
连入ｐＥＴ３７ｂ构建表达质粒并转入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）表达，体外测定纯化后的重组蛋白糖基转移酶活性，用 ＨＰＬＣ和
ＥＳＩＭＳ检测反应产物。结果表明，重组蛋白具有预期活性，可以催化尿苷二磷酸葡萄糖与万古霉素苷元的糖基化反应。本
研究为获得糖基多样性的万古霉素奠定理论基础。

关键词　万古霉素；生物合成；糖基转移酶；异源表达；体外转糖反应
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　　万古霉素作为临床上使用的第１个糖肽类抗
生素，可以抑制细菌肽聚糖形成过程中所需的转

糖苷作用和转肽作用的最后步骤，从而导致细菌

细胞的溶解。其能够治疗由耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌（ＭＲＳＡ）或耐甲氧西林表皮葡萄球菌
（ＭＲＳＥ），肠球菌属细菌，难辨梭状芽孢杆菌等引
起的各种感染，被誉为“对抗耐药菌感染的最后

一道防线”［１－２］。万古霉素是由东方拟无枝酸菌

（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）产生的糖肽类抗生素。
该抗生素由非核糖体合成多肽（ＮＲＰＳ）途径合成
环肽骨架，并经糖基化等后修饰步骤生物合成。

糖基转移酶是万古霉素糖基化过程中的关键酶，

催化核糖二磷酸糖（ＮＤＰｓｕｇａｒ）和苷元的反
应［３］。在万古霉素生物合成途径中，ｇｔｆＥ负责催
化活性葡萄糖连接至万古霉素苷元，ｇｔｆＤ负责催
化活性氨基糖连接至去万古糖胺万古霉素［４－７］

２７２
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（见图１）。本文从万古霉素产生菌中克隆了 ｇｔｆＥ
基因，构建原核表达质粒，在大肠杆菌中表达并

纯化重组蛋白，建立该重组蛋白体外催化万古霉

素苷元糖基化的方法，为获得糖基多样性的万古

霉素奠定了基础。

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｒｅａｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

"

　材　料

１１　菌种与质粒
ＥｃｏｌｉＤＨ５α、ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ３７ｂ、枯

草芽孢杆菌、敏感型金黄色葡萄糖菌 ＡＴＣＣ２５９２３
和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ４３３００由上海
医药工业研究院生物部保藏。

１２　试　剂
万古霉素，万古霉素苷元，去万古糖胺万古霉

素对照品（上海来益生物药物研发中心）；尿苷二

磷酸葡萄糖 （ｕｒｉｄｉｎｅ５′ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｓｅ，美国
Ｓｉｇｍａ公司）；限制性内切酶等其他分子生物学试
剂购自大连宝生物公司；亲和色谱树脂 ＮｉＮＴＡ
Ａｇａｒｏｓｅ（德国Ｑｉａｇｅｎ公司）。
１３　仪　器

ＭＪＭｉｎｉＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；２９９８高
效液相色谱仪，ＹＡ０１９ＱＴＯＦ质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒ
公司）。测序：英潍捷基（上海）贸易有限公司。

#

　方　法

２１　ｇｔｆＥ基因的克隆与表达质粒的构建
提取产万古霉素东方拟无枝酸菌 ＨＣＣＢ１０００７

基因组ＤＮＡ，作为ＰＣＲ反应模板，使用引物（上游
引物：５′ＡＡＡＣＡＴＡＴＧＣＧＴＧＴＧＴＴＧＴＴＧＴＣＧＡＣＣ
３′，划线处为 ＮｄｅⅠ酶切位点；下游引物：５′ＡＡＡ
ＡＡＧＣＴＴＧＧＣＧＧＧＡＡＣＧＧＣＧＧＧＣＴＧ３′，划线处为
ＨｉｎｄⅢ 酶切位点）扩增 ｇｔｆＥ基因。ＰＣＲ程序为：
９８℃变性１０ｓ，６５℃复性 １５ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，
３０个循环后７２℃保温１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ产物回收
后克隆入 ｐＳＰ７２载体，得到重组克隆质粒 ｐＳＰ７２／
ｇｔｆＥ，送测序并比对结果。使用 ＮｄｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ将
ｇｔｆＥ基因片段自 ｐＳＰ７２／ｇｔｆＥ切出，连入具有相同
酶切位点的 ｐＥＴ３７ｂ载体，得到重组表达质粒
ｐＹＸ０１１０２７（图 ２）。使用 ＨｉｎｄⅢ 单酶切和
ＮｄｅⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切验证质粒ｐＹＸ０１１０２７后，将
其转入ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），得到表达融合多聚组

３７２
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氨酸标签ＧｔｆＥ蛋白的基因工程菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）／
ｇｔｆＥ。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰｌａｓｍｉｄｍａｐｏｆｐＹＸ０１１０２７

２２　重组蛋白表达及表达条件的优化
挑取 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｇｔｆＥ单菌落，接种至含

１００μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ液体培养基５ｍＬ中，
于２５０ｒ／ｍｉｎ，３７℃培养过夜后，１％接种于含有
相同浓度卡那霉素的 ＬＢ液体培养基 ５０ｍＬ中，
于２５０ｒ／ｍｉｎ，３７℃培养至 Ａ６００在０５～１０时进
行诱导。加入 ＩＰＴＧ使得终浓度为 ００１，００５，
０１，０５，１０ｍｍｏｌ／Ｌ，于 ３７℃过夜诱导后离心
收集菌体。将洗涤后的菌体重悬于破菌缓冲液

［２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８０），３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］中，
经２ｍｇ／ｍＬ溶菌酶消化及超声破菌后，于１００００
ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳分析上清
液中重组蛋白的可溶性表达量。

２３　重组蛋白的纯化与电泳鉴定
种子液按１％比例接种于含１００μｇ／ｍＬ卡那

霉素的ＬＢ液体培养基１６Ｌ中，按“２２”节得到
的较优ＩＰＴＧ浓度诱导蛋白表达。收集得到的菌
体用破菌缓冲液重悬至３０ｍＬ，破菌处理后，离心
取上清液，依照ＮｉＮＴＡＡｇａｒｏｓｅ的产品说明书纯化
重组蛋白。将吸附有目的蛋白的树脂装柱后，用

５０，１００，１５０，２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液洗脱［８］，合并

含有目的蛋白的洗脱液，透析除去咪唑，超滤浓缩

后以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。用 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳检测纯化后目的蛋白的大小及纯度。

２４　重组蛋白体外万古霉素苷元转糖活性的检测
初始反应体系３００μＬ中，底物终浓度分别为

万古霉素苷元（ＡＧＶ）０２ｍｍｏｌ／Ｌ，尿苷二磷酸葡
萄糖（ＵＤＰＧ）０６ｍｍｏｌ／Ｌ，牛血清清蛋白（ＢＳＡ）

１ｍｇ／ｍＬ，ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ ９０）５０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＴＴ
５ｍｍｏｌ／Ｌ，反应温度为 ３７℃。加入 ＧｔｆＥ蛋白至
１１６μｍｏｌ／Ｌ开始反应，ＬＣＭＳ检测底物与转化产
物。优化万古霉素苷元体外转糖反应条件，温度为

３７℃时，考察 ｐＨ在 ７５，８０，８５，９０，９５，１００
条件下的转化率；ｐＨ为９０时，考察温度在２５℃，
２８℃，３０℃，３７℃条件下的转化率。
２５　万古霉素苷元及其糖基化产物的抗菌活性测定

将枯 草 芽 孢 杆 菌 与 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ２５９２３制成菌悬液，取适量到４０～５０℃的ＬＢ
培养基中，混匀倒平板。将万古霉素、万古霉素苷

元及去万古糖胺万古霉素对照品，用无菌水配制成

１ｍｇ／ｍＬ水溶液，分别取１０μＬ于灭菌纸片平铺到
平板上，考察其抑菌圈大小。按照美国临床实验室

标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）准则下，使用常量稀释液
体培养法测定万古霉素、万古霉素苷元及去万古糖

胺万古霉素对于以耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（ＡＴＣＣ４３３００），敏 感 型 金 黄 色 葡 萄 糖 菌
（ＡＴＣＣ２５９２３）的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。将化合物
样品连续稀释在无菌玻璃试管中的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ
培养液内，然后按每管 ５×１０５ｃｆｕ／ｍＬ接种，于
３７℃培养过夜，次日测定ＭＩＣ。

!

　结　果

３１　ｇｔｆＥ基因的克隆及其表达质粒的构建与验证
以产万古霉素东方拟无枝酸菌ＨＣＣＢ１０００７总

ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增，得到约１２ｋｂ条带，回收
后连入ｐＳＰ７２质粒，测序结果表明克隆片段序列与
预期完全同源（ＧｅｎＢａｎｋ：ＨＱ６７９９００１），将表达酶
基因片段连入 ｐＥＴ３７ｂ质粒构建 ｐＹＸ０１１０２７阳
性表达质粒。分别用ＨｉｎｄⅢ单酶切验证和ＮｄｅⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切，双酶切后电泳检测于５３ｋｂ和１２
ｋｂ处出现条带；ＨｉｎｄⅢ单酶切后于６５ｋｂ处出现
条带（图３）。所有条带大小符合预期，表达质粒构
建正确。

３２　ＧｔｆＥ的表达及表达条件的优化
使用 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白质电泳检测 ＧｔｆＥ的可

溶性表达。在诱导前重组菌株表达目的蛋白的

量较少。在 Ａ６００达到０６左右时加入 ＩＰＴＧ，１２ｈ
后收集菌体检测目的蛋白表达量。结果表明，

ＩＰＴＧ终浓度在００１～１０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，对目
的蛋白表达影响不大（图４Ａ）。故选择 ＩＰＴＧ终
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浓度为００１ｍｍｏｌ／Ｌ进行蛋白诱导表达。
３３　重组蛋白的纯化与鉴定

吸附有目的蛋白的 ＮｉＮＴＡＡｇａｒｏｓｅ树脂装柱
后经５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液目的蛋白即可被洗脱。
使用１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑缓冲液洗脱时，可得纯度较
高的目的蛋白。收集并透析洗脱液，超滤浓缩后，

以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质量浓度为２９６ｍｇ／ｍＬ。
用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测纯化后目的蛋白的相对分
子质量及纯度。结果表明，纯化的重组蛋白产物大

小在４３ｋＤ左右，与预期相符（图４Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＸＹ０１１０２７
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｇｔｆＥ；３：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ；
４：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｄｅⅠａｎｄＨｉｎｄⅢ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＧｔｆＥｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ａ：１ＭａｒｋｅｒＰＭ００３２；２ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｅｌｌｗｉｔｈｏｕｔ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３７ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ００１，
００５，０１，０５，１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｂ：１ＭａｒｋｅｒＰＭ００３２；
２ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｅｌｌｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ
ｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ；４ＧｔｆＥｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ
ＮＴＡａｇａｒｏｓｅ

３４　重组蛋白活性
使用高效液相色谱检测重组蛋白体外万古霉

素苷元转糖活性反应体系。结果表明，万古霉素苷

元在万古葡萄糖基转移酶ＧｔｆＥ的作用下能够转化
尿苷二磷酸葡萄糖，得到的反应产物在 ２００～
２１０ｎｍ与２８１ｎｍ处有强紫外吸收，该产物的保留
时间和紫外特征吸收与去万古糖胺万古霉素标准

品特征一致。收集反应产物经 ＥＳＩＭＳ检测表明，
反应产物加Ｈ峰：ｍ／ｚ１３０５；加 Ｎａ峰：ｍ／ｚ１３２７，
确定相对分子质量为１３０４，与去万古糖胺万古霉
素相对分子质量一致（图５）。同时，初步考察ＧｔｆＥ
体外转糖酶催化反应条件的结果表明，ｐＨ９０和
温度３７℃的初始酶反应条件为最优。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＨＰＬＣａｎｄＥＳＩＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆａｇｌｙｃｏｓｙｌｖａｎｃｏ
ｍｙｃｉｎｔｏｄｅｓｖａｎｃｏｓａｍｉｎｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ
Ａ：Ｓｔａｎｄａｒｄｏｆｄｅｓｖａｎｃｏｓａｍｉｎｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ；Ｂ：Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈ
ｏｕｔＧｔｆＥ；Ｃ：Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｕｒｉｄｉｎｅ５′ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｓｅ；Ｄ：
ＥＳＩＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｅｓｖａｎｃｏｓａｍｉｎｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ

３５　万古霉素苷元及其糖基化产物的抗菌活性
抗菌活性测定结果表明，万古霉素与万古霉素

苷元抑菌活性相当，且两者活性均优于去万古糖胺

万古霉素（图６）。常量稀释液体培养法测得万古
霉素抗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ４３３００）
和敏感型金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）的 ＭＩＣ分
别为２和０５μｇ／ｍＬ，万古霉素苷元对上述细菌的
ＭＩＣ均为２μｇ／ｍＬ，去万古糖胺万古霉素对上述细
菌的ＭＩＣ分别为４和８μｇ／ｍＬ。

$

　讨　论

糖肽类抗生素是一类抗革兰阳性细菌相关

的重要抗生素，其基本结构中均含有糖基配体结

构。阐明糖肽类抗生素生物合成途径中的糖基
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Ｆｉｇｕｒｅ６　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｇｌｙｃｏｓｙｌｖａｎｃｏｍｙ
ｃｉｎ，ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎａｎｄｄｅｓｖａｎｃｏｓａｍｉｎｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ
Ａ：ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２５９２３（Ａ１：ａｇｌｙｃｏｓｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ，Ａ２：
ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ，Ａ３：ｄｅｓｖａｎｃｏｓａｍｉｎｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）；Ｂ：Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
（Ｂ１：ａｇｌｙｃｏｓｙｌｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ，Ｂ２：ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ，Ｂ３：ｄｅｓｖａｎｃｏｓａｍｉｎｙｌｖａｎ
ｃｏｍｙｃｉｎ）

化机制是当前该领域研究的重点之一，也是基于

组合生物合成产生糖基配体多样化杂合抗生素

的基础。由于天然产物结构的复杂性，通过化学

合成方法改变其糖基配体结构比较困难，糖基转

移酶作为用以获得具有糖基多样性新型化合物

的一种新工具受到重视［９－１０］。万古霉素目前为

临床上治疗 ＭＲＳＡ引起感染的首选药物，其糖基
侧链在万古霉素抗菌活性与药物的水溶性等方

面都起着重要作用。本研究异源表达了万古霉

素生物合成途径中的糖基转移酶，并在体外实现

了酶催化万古霉素苷元的葡萄糖基化。鉴于很

多糖基转移酶都具有底物选择的宽泛性，可以尝

试不同苷元与不同糖基配体之间的体外酶催化

反应，从而获得多样性的糖肽类杂合抗生素。在

此基础上可以尝试利用此糖基转移酶实现其他

肽环结构的糖基化，从而达到获得杂合抗生素的

目的。本研究不但验证了 ＧｔｆＥ在万古霉素生物
合成途径中的糖基转移酶功能，而且成功尝试

了体外酶催化转糖基反应测活的方法，这为利用

ＧｔｆＥ糖基转移酶获得相关杂合抗生素的工作打
下了基础。
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