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前导肽二级结构对 bovicin HJ50 修饰和加工的影响
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摘要:【目的】阐明羊毛硫细菌素 bovicin HJ50 前导肽的二级结构对原肽修饰和加工的影响规律。【方法】
采用半体外生物合成系统构建 bovicin HJ50 前导肽突变体，然后利用 MALDI-TOF 质谱鉴定成熟肽的修饰情
况。同时，结合 HPLC 和抑菌活性分析其对成熟肽加工效率的影响。【结果】我们构建了 6 个 bovicin HJ50
前导肽二级结构相关的突变体(F-16A，V-15E，E-14L，E-8P，L-7D，L-4K)。F-16A，V-15E，L-4K 几乎不影
响修饰和加工;E-14L 和 E-8P 的修饰则发生了变化;另发现 L-7D 导致加工过程受到强烈抑制。【结论】
Bovicin HJ50 前导序列中保守的螺旋结构区对修饰酶 BovM 和蛋白酶 BovT150 活性都有不同程度影响，其二
级结构的维持对 bovicin HJ50 的修饰和加工具有重要作用。
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羊毛硫细菌素( lantibiotics)是一类由核糖体合
成并经翻译后修饰形成，包含特殊氨基酸 (如羊毛
硫氨酸 lanthionine)的多环抗菌肽。它由革兰氏阳
性菌产生，对许多食品腐败或致病菌及抗药性菌株
(如 MRSA、VRE 等)有很好的抑制或杀伤作用，同
时因其独特的杀菌模式和较低的作用浓度而不易产
生抗性，使得其在食品、制药等行业具广泛应用前
景。羊毛硫细菌素按拓扑结构可以分为两类，线性
的 A 类和球形的 B 类，而 A 类又可细分为 AI 和
AII，分别以 nisin 和 lacticin 481 为代表［1］。羊毛硫
细菌素的合成相关基因是成簇排列的，其生物合成
过程如下(以 AII 类为例)，首先结构基因编码的前
肽 LanA(包括前导肽和原肽两部分)被合成，依靠

其前导肽的作用，修饰酶 LanM 对原肽序列的丝氨
酸或苏氨酸进行脱水，然后与分子内的一个半胱氨
酸的自由巯基发生加成反应而形成硫醚键，修饰后
的 LanA 被加工转运蛋白 LanT 转运至胞外并切除
前导肽，形成具有生物活性的成熟肽;成熟肽产生大
多受基因簇上的双组份调控系统 LanK /LanR 调控，
同时 LanE、LanF、LanG 等蛋白对成熟肽产生免疫作
用，防止对自身造成伤害［2］。

前导肽在大多数天然产物的合成中起着重要作
用。这些作用包括作为分泌信号，有助于翻译后修
饰酶识别，辅助前肽折叠，保护前肽不被降解，中和
成熟肽的毒性等［3］。其中前导肽作为翻译后修饰
酶的识别基序，不仅有助于合成结构独特的活性产
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物，而且在此基础上进行人工改造，使获得的产物性
能更优。不同于分泌的信号肽，羊毛硫细菌素的前
导肽不具有疏水的跨膜区和典型的加工位点，其通
常含 23 ～ 30 个氨基酸残基，不含有半胱氨酸，结构
具 有类别特异性。一般认为，羊毛硫细菌素的前导
肽含两亲性的螺旋结构，对其成熟肽形成非常重要，
AI 类中已有广泛研究［4］，而 AII 类仅有 nukacin
ISK-1 前导肽被证实 － 20 至 － 1 区存在 α 螺旋结
构［5］。AI 类通常带有少量电荷，含保守序列 F(N /
D)LD。单点突变( F-18W，F-18T，F-18K)强烈地影
响成熟肽 nisin 的产生或脱水［6］，而其它保守位点突
变对修饰酶的影响较小。AII 类前导肽具有较多的
负电荷氨基酸，特别是 Glu，大多数含有保守序列
EVS 和 ELD，切割位点为双甘氨酸模式(GG /GA)。
保守的疏水性氨基酸 Leu-7 被证明是 AII 类羊毛硫
细菌素合成酶发挥作用所必需的［7 － 8］。

图 1 AII 类羊毛硫细菌素的一级结构
Fig． 1 Primary structure of type AII lantibiotics

Bovicin HJ50 是由分离自牛奶的牛链球菌
Streptococcus bovis HJ50 产生的一种新羊毛硫细菌
素，其生物合成基因簇分析及结构解析确认其属于
AII 类［9 － 10］。值得注意的是，bovicin HJ50 除了含有
两个硫醚键外还含有一个特征性的二硫键，这在羊
毛硫细菌素家族中都很罕见(图 1)［1，11］。序列比对
发现，除保守位点外，bovicin HJ50 前导肽具有自身特
异性的区域。我们的前期研究基于其修饰及加工规
律，构建了羊毛硫细菌素“体内修饰，体外加工”的半
体外生物合成系统，为获得各结构突变体提供了便
利［12］。在此基础上，本文旨在探讨 bovicin HJ50 特异
性的翻译后修饰与其前导肽的关系，重点阐明前导肽
的二级结构区域与羊毛硫细菌素合成酶的相互作用，
为羊毛硫细菌素的定向改造提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和培养基:大肠杆菌(Escherichia
coli)DH5α 和 BL21 (DE3)菌株分别用于载体构建
和蛋白表达宿主，质粒 pUC18 作为构建突变载体，
pET28a 用于蛋白表达载体，均为本实验室保藏。E．
coli 培养采用 LB 培养基，有需要时加入氨苄青霉素
和卡那霉素，终浓度分别为100 μg /mL和50 μg /mL。
黄色微球菌 (Micrococcus flavus) NCIB 8166 采用 S1
培养基(1 L:胰蛋白胨8 g，酵母提取物5 g，葡萄糖
5 g，Na2HPO42 g，NaCl 5 g，吐温 － 20 1 mL)，30℃静
置培养。
1. 1. 2 试剂:限制性内切酶购于 NEB 公司，T4
DNA 连接酶购于 Fermantas 公司，EX Taq 酶购于
TaKaRa 公司，DNA Marker 购于中科瑞泰(北京)生
物科技有限公司，质粒提取、PCR 回收以及 DNA 凝
胶回收试剂盒均购于 AXYGEN 公司，所有引物均由
上海生工合成，测序由北京博尚生物技术有限公司
完成;乙腈(色谱纯)购于天津市四友精细化学品有
限公司，超纯水由 Millipore 纯水仪制备，三氟乙酸
(TFA)购于 DIKMA 科技有限公司。N-乙基马来酰
亚胺(N-Ethylmaleimide，NEM)购于国药集团化学试
剂有限公司。
1. 2 构建前导肽突变体

按照 Chiu 等人［13］所述的方法 ( Site-directed，
Ligase-Independent Mutagenesis，SLIM )，设计引物
(表 1 ) 对前导肽部分进行定点突变，构建 pET-
bovAM 的表达载体。简而言之，首先将包含 bovA 基
因的片段连接到 pUC18 上;以重组的 pUC18 质粒为
模板，用设计的引物进行 PCR 扩增，得到突变后片
段;DpnI 消化原始质粒模板，变性退火后转化 E． coli
DH5α，得到突变后质粒 pUC-bovAM1;将突变后的
bovA 基因片段酶切，替换野生型 pET-bovAM 上对应
片段，所得质粒即为突变体蛋白的表达载体。
1. 3 蛋白表达纯化

利用本实验室构建的半体外生物合成系统得到
成熟肽［12］。将 E． coli BL21 ( pET-bovAM)和 BL21
(pET-bovT150)分别进行 37℃摇瓶培养，待 OD600达
到 0 . 6 ～ 0 . 8时，加入终浓度为0. 5 mmol /L IPTG，
18℃，180 r /min诱导表达20 h。离心收集菌体，超
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表 1 定点突变所用引物
Table 1 Primers used in site-directed mutagenesis

Primers Sequences(5'→3')
F-16A-L1 GAAAACCAAATTGCGGTTGAGACTGTGAG
F-16A-S2 AGTAGCATTCATCATATGGTGCACTCTCAG
F-16A-L2 CTCAACCGCAATTTGGTTTTCAGTAGCAT
F-16A-S1 ACTGTGAGTGACCAAGAATTAGAAATGTTAA
V-15E-L1 AATTTTTGAAGAGACTGTGAGTGACCAAG
V-15E-S2 TGGTTTTCAGTAGCATTCATCATAT
V-15E-L2 CACAGTCTCTTCAAAAATTTGGTTTTC
V-15E-S1 AGTGACCAAGAATTAGAAATGTTAAT
E-14L-L1 AATTTTTGTTCTGACTGTGAGTGACCAAG
E-14L-S2 TGGTTTTCAGTAGCATTCATCATAT
E-14L-L2 CACAGTCAGAACAAAAATTTGGTTTTCAGT
E-14L-S1 AGTGACCAAGAATTAGAAATGTTAATTGG
E-8P-L1 TGTGAGTGACCAACCGTTAGAAATGTT
E-8P-S2 GTCTCAACAAAAATTTGGTTTTCAGT
E-8P-L2 TTCTAACGGTTGGTCACTCACAGTCTCA
E-8P-S1 ATGTTAATTGGTGGTGCAGATCGTGG
L-7D-L1 GACCAAGAAGATGAAATGTTAATTGGTGGTGCA
L-7D-S2 ACTCACAGTCTCAACAAAAATTTGGTTTT
L-7D-L2 TAACATTTCATCTTCTTGGTCACTCACAGTCTC
L-7D-S1 ATTGGTGGTGCAGATCGTGGATGGATTA
L-4K-L1 AGAATTAGAAATGAAAATTGGTGGTGC
L-4K-S2 TGGTCACTCACAGTCTCAACAAAAAT
L-4K-L2 CAATTTTCATTTCTAATTCTTGGTCACT
L-4K-S1 GTGGTGCAGATCGTGGATGGATTAAGACT

声破碎，离心取上清，采用亲和层析柱(GE 公司)分
别纯 化 修 饰 后 前 肽 ( BovAm ) 和 切 割 蛋 白 酶
BovT150。体外切除前导肽后，用高效液相色谱仪
(HPLC，C18，岛津)分离纯化酶切后产物(梯度洗
脱，乙腈浓度范围 30% ～ 50%，25 min)，收集成熟
肽对应的色谱峰。
1. 4 NEM 修饰鉴定

NEM 为专一性的巯基烷化剂［14］，与一个半胱
氨酸的自由巯基反应，则多肽分子量增加125 Da，在
此用于检测 bovicin HJ50 成熟肽中硫醚键和二硫键
的形成情况。将 HPLC 样品旋转蒸发去除乙腈后，
用酶切缓冲液 ( 50 mmol /L Na2HPO4，50 mmol /L
Na2 SO4，pH 7. 4)调节其 pH 值至 7. 0 左右，加入终
浓度为10 mmol /L NEM，冰浴反应 1 h。修饰后样品
采用 Zip-Tip(Millipore)除盐，质谱检测分子量变化。
1. 5 质谱检测蛋白分子量

MALDI-TOF MS 分析由 4700 蛋白质组分析器
质谱仪完成(美国应用生物系统公司)。采用正离
子反射模式获得谱图。CHCA(α-氰基-4-羟基肉桂
酸)基质溶解在含 0. 1% TFA(三氟乙酸)的 30%乙
腈水溶液中。Bovicin HJ50 原肽分子量为3466 Da，

脱去 两 分 子 水 ( － 36 Da) 并 形 成 一 个 二 硫 键
( － 2 Da)即为野生型成熟肽分子量3428 Da。若前
导肽突变后，导致成熟肽脱水或二硫键形成发生改
变，通过质谱检测分子量变化可以知道。
1. 6 酶切效率比较

HPLC 分离纯化突变体 BovAm(梯度洗脱，乙腈
浓度范围 30% ～ 60%，25 min)，用 BCA 蛋白定量试
剂盒 ( Pierce 公司 ) 进行定量。在相同浓度下，
BovT150 对其进行酶切，比较不同时间段成熟肽的
产量。产物的抑菌活性由琼脂打孔扩散法分析，指
示菌为 M． flavus NCIB 8166。
1. 7 蛋白二级结构预测

将典型的 AII 类羊毛硫细菌素前导肽序列输入
在线软件 PredictProtein( http: / /www． predictprotein．
org)进行二级结构预测，结果取 reliability index≥3。
1. 8 蛋白序列比对

运用 DNAMAN 软件(美国 Lynnon Biosoft 公司)
对典型的 AII 类羊毛硫细菌素前导肽序列进行比
对。采用“Mutiple Sequence Alignment”模式，序列
相似性大于或等于 50%时，以深色背景显示。

2 结果

2. 1 Bovicin HJ50 前导肽的二级结构
Predictprotein 软件预测显示 bovicin HJ50 的前

导肽包含一个折叠区( － 17 至 － 13)和一个螺旋区
( － 10 至 － 4)(图 2)。这两个区域都与 AII 类羊毛
硫细菌素前导肽的保守区(图 3)密切相关，且折叠
区与同类其它成员有明显差异。AII 类羊毛硫细菌
素的典型代表 lacticin 481，其前导肽含有两个螺旋
区( － 17 至 － 12，－ 10 至 － 4)，而 nukacin ISK-1 的
被预测具有更大的螺旋区( － 20 至 － 4) (图 2)，且
与圆二色谱(CD)结果相符。
2. 2 构建前导序列突变的 BovAm

运用 bovA 和 bovM 共表达，得到修饰后的前肽，
而前导肽突变体的构建都建立在此基础之上 (图
4)。针对其自身的特异性序列以及 AII 类保守序
列，设计了 F-16A，V-15E，E-14L 3 个突变位点，以
考察其对 BovM 修饰及 BovT150 切割加工活性的影
响。对于前导肽的二级结构，构建了 L-7D，L-4K 和
E-8P 等突变体，主要利用亲疏水性和脯氨酸改变二
级结构，以考察其对修饰及加工的影响。
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图 2 典型 AII 类羊毛硫细菌素前导肽二级结构预测
Fig． 2 Prediction of secondary structure of typical type AII lantibiotic． H，helix; E，strand．

图 3 AII 类羊毛硫细菌素的前导肽序列比对
Fig． 3 Sequences alignment of leader peptides of type AII lantibiotics．

图 4 Bovicin HJ50 前导肽突变位点示意图
Fig． 4 Diagram of mutant sites of leader peptide of bovicin HJ50．

利用 SLIM 技术［13］，对这 6 个位点进行了较快
捷的定点突变。突变后的前肽基因 bovA 与修饰基
因 bovM 共表达，产生前导序列突变、原肽序列得到
不同修饰的前肽。
2. 3 前导肽突变对成熟肽修饰的影响

成熟肽的修饰情况表现在脱水个数和成环方式
和个数，分别由其分子量和 NEM 修饰结果判定，而
液相保留时间可以间接反映整体结构的变化。由于
脯氨酸性质特殊，引入蛋白序列中易导致局部二级
结构变化。Glu-8 处于预测螺旋区中心，且是 AII 类
羊毛硫细菌素前导肽的保守序列。E-8P 成熟肽分
子量为 3428 Da，但液相保留时间与野生型有 0. 7
min 差别，显示具有不同的结构 (表 2)。螺旋区其
它保守位点突变体 L-7D 和 L-4K，其前肽 BovAm 保

留时间都较野生型大大减少，表明这些位点严重影

表 2 突变体质谱鉴定结果和保留时间
Table 2 Results of MS analysis and retention

time (Rt ) of the mutants

Mutants mature peptidea

/Da
+ NEMb

/Da
Rc

t

/min
Rt (BovAm)

d

/min
F-16A 3428 － 19. 5 19. 5
V-15E 3428 － 19. 5 19. 5
E-14L 3428 － 20. 2 21. 8
E-8P 3428 － 20. 2 20. 8
L-4K 3428 － 19. 5 17. 5
L-7D 3428 3428 20. 5 18

a，molecular weight (MW) of wild type (WT) is 3428 Da; b，one free
sulfhydryl group reacts with one NEM and the MW will be added 125 Da;
－，not detected; c，Rt of WT of the first five mutants is 19. 5 min and
the rest one is 20. 5 min for using different C18 column; the change of Rt

normally related with the whole structure change of the polypeptide; d，
Rt of BovAm of WT is 20. 5 min．
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响 BovAm 的亲疏水性，在二级结构中起重要作用。

然而 HPLC 分析显示，其对应成熟肽保留时间与野

生型一致。分子量鉴定发现 L-4K 成熟肽分子量与

野生型一致，NEM 修饰前后 L-7D 没有发生变化且

与野生型相同(图 5-A)

Bovicin HJ50 前导肽 － 17 位至 － 13 位被预测

为其特有的折叠区，不同于同类其它成员的螺旋区。

F-16A 和 V-15E 成熟肽的保留时间与野生型相同，

而 E-14L 不仅修饰后前肽保留时间比野生型大，成

熟肽也是如此(表 2)，说明此位点导致成熟肽结构

变化。

图 5 质谱(A)以及抑菌活性(B)分析突变体 L － 7D

成熟肽分子量

Fig． 5 MS(A) and antimicrobial activity(B) analysis of mature

peptide of the mutant L-7D． A: Sample was the enzymatic product

of BovAm (L-7D) desalted by Zip-Tip before MS analysis． B: a，

WT; b，enzymatic product of BovAm(L-7D) ; c，sterile water．

2. 4 前导肽突变对成熟肽加工的影响

修饰后的前肽在 BovT 蛋白的作用下，切除前导

肽，产生成熟肽。在这个过程中，BovT 蛋白酶结构

域部分 BovT150 与前导序列发生了相互作用。与功

能类似的 ComA 比较发现，BovT150 具有与其相似

的催化中心，而 BovA 也具有 ComC 前肽序列的保守

位点，如 F-16，V-15，L-7，L-4，G-2 和 G-1 等［15］。在

相同的底物 BovAm 浓度下，以同等浓度蛋白酶

BovT150 催化前导肽切除，比较产物抑菌圈大小。

结果显示(表 3)，F-16A 和 V-15E 与野生型相当，L-

4K 略微降低，而 E-8P 与 E-14L 明显下降。HPLC 分

离纯化酶切后产物，谱图上几乎看不到 L-7D 成熟

肽对应的色谱峰(图 6)，说明产物量很低。增加蛋

白酶量并延长反应时间，L-7D 能够见到很微弱的

峰。

表 3 前导肽突变体对 BovT150 酶切效率的影响
Table 3 The effect of leader peptide mutants on enzymatic

efficient of BovT150(Diameters of inhibition zone /mm)
Time /min WT F-16A V-15E E-14L E-8P L-4K

30 18 18 18 0 0 16
60 20 20 20 13 13 18

图 6 修饰后前体酶切产物 HPLC 谱图
Fig． 6 HPLC spectras of enzymatic product of

BovAm． A: L-7D; B: WT． Dotted arrow meant

that the mature peptide was lost at the right time．

3 讨论

羊毛硫细菌素的生物合成是一个精确指导、精
细调控的过程，由一系列成簇排列的功能基因完成。

其分子中稀有氨基酸-羊毛硫氨酸-赋予其抗菌、抗
蛋白酶降解以及热稳定(121℃，20 min几乎不影响
其活性)等特性［16］，而羊毛硫氨酸的形成与前肽分

子中前导序列密切相关。在产生菌中，前导序列不
仅精确指导丝氨酸和苏氨酸脱水以及环化，而且作
为加工转运蛋白的识别基序，有助于将有毒的成熟
肽转运出细胞。

早期对 AI 类羊毛硫细菌素 epidermin 的研究，

预测其 N 端-30 至-8 区形成两亲性 α 螺旋［17］。核
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磁共振研究 nisin 修饰后前肽显示，在水溶液中，前
导肽部分处于随机卷曲状态，而在 DOPC 脂微团中，
构象没有出现明显变化［4］。圆二色谱分析人工合
成的前导肽显示，在三氟乙醇水溶液中，其采取 α
螺旋结构，且这一构象在 AI 和 AII 类中都得到了证
实［5，18］。序列分析显示，bovicin HJ50 前导肽除含
有一个普遍存在的螺旋区外，还包含一个特有的折
叠区。虽然处于保守区附近，但不同结构暗示具有
不一样的功能。与 ComC 前导肽序列比对后推测，
此区域可能也结合蛋白酶，影响 BovT150 的切割活
性。本研究结果显示 F-16A 和 V-15E 成熟肽仅出
现一个与野生型保留时间完全相同的色谱峰，说明
其修饰情况与野生型一致;切割效率比较发现，产物
的抑菌圈大小与野生型的相同，说明二者的切割效
率没有发生变化，不同于 ComC 中切割活性大大降
低，说明二者与蛋白酶的结合差异较大［19］。E-14
是 AII 类羊毛硫细菌素的保守位点，mutacin II 中 E-
13K 导致成熟肽产量下降至野生型的 10%［7］，且
nukacin ISK-1 的 E-13V 在不改变前肽螺旋含量的
情况下，导致产量下降很多［5］。Bovicin HJ50 中 E-
14L 成熟肽保留时间较野生型增加，说明其影响了
成熟肽修饰，表现为产物的抑菌活性降低，因而可以
解释其抑菌圈较小的原因(表 3)。另外，从产物量
角度推测其可能导致切割效率下降。

AII 类羊毛硫细菌素前导肽-8 至-4 位，被认为
是修饰酶 LanM 的结合区，在 LanM 诱导下形成 α 螺
旋结构，加强两者的结合。在 lacticin 481 中，E-8P，
L-7E 以及 I-4P 都导致 LctM 脱水效率降低或脱水
不完全［8］。在 bovicin HJ50 中，E-8P 成熟肽保留时
间较野生型发生了变化，说明修饰情况有改变，但没
有导致脱水减少，与 lacticin 481 有差异，推测是由
于 LctM 与 BovM 催化机制不同。L-7D 前体浓度很
高，也发生了修饰且成熟肽具有抑菌活性(图 5B)，
但酶切后得到的成熟肽在液相上几乎看不到对应的
峰，说明其影响的是 BovT150 切割活性，从而证明由
于前导肽切除效率过低而导致胞外检测不到成熟
肽［5］。L-4K 虽然导致前肽疏水性大大降低，但其修
饰不受影响，切割活性略微降低，推测此位点与体内
BovT 蛋白的转运功能相关。

前导肽作为“指挥棒”，引导生物合成酶产生了
大量天然活性物质，其结构与功能关系一直是受关
注的焦点。本研究构建了 6 个 AII 类羊毛硫细菌素

bovicin HJ50 前导序列的突变体，其中保守位点的重
要性再次得到验证，而我们也发现了其自身特有的
现象，如 E-8P 脱水不受影响。保守的螺旋结构区
(-10 至-4)对修饰酶 BovM 和蛋白酶 BovT150 活性
都有影响，其它区域可能与加工转运蛋白 BovT 相
关，相关的研究还在进行中。对比发现，BovM 具有
更宽泛的前导序列选择性，而其脱水活性和环化活
性具有更强的耐受力，这些都为羊毛硫细菌素工程
化提供了很好的理论依据。

致谢 感谢中国科学院微生物研究所罗元明博士和
王前博士在 MALDI-TOF MS 分析上的帮助。
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Effects of secondary structure of the leader peptide on
modification and processing of bovicin HJ50
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Abstract:［Objective］ Elucidating the correlation between the secondary structure of the leader peptide of lantibiotic
bovicin HJ50 and its modification and processing． ［Methods］The variants with mutated leader peptide were synthesized
by semi-in vitro biosynthesis，and their modification pattern were then analyzed by MALDI-TOF MS． At the same time，
the effect of leader peptide mutants on processing the modified propeptide was examined by HPLC and antimicrobial
activity． ［Results］ We constructed 6 mutants ( F-16A，V-15E，E-14L，E-8P，L-7D，L-4K ) involved in forming
secondary structure of the bovicin HJ50 leader peptide． F-16A，V-15E，L-4K showed very little effect on modification and
processing whereas E-14L and E-8P caused changes in modification． In addition，we found that L-7D strongly affected the
processing． ［Conclusion］ The conserved helix structure in the leader peptide of bovicin HJ50 was closely related to the
activity of BovM and BovT150，and the presence of secondary structure was very important to modification and processing
of bovicin HJ50．
Keywords: lantibiotics，leader peptide，modification and processing，site-directed mutagenesis，secondary structure
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