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摘要:【目的】 利用半体外生物合成方法获得棒状链霉菌中的隐性羊毛硫肽ꎬ为放线菌中羊毛硫肽资源的挖

掘提供借鉴ꎮ 【方法】 利用 ｎｉｓｉｎ 修饰系统ꎬ在大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)中对隐性羊毛硫肽的核心肽进行体

内修饰ꎮ 修饰后产物经亲和层析和高效液相色谱(ＨＰＬＣ)纯化后ꎬ体外酶切反应切除前导肽ꎬ利用 ＭＡＬＤＩ￣
ＴＯＦ ＭＳ 检测核心肽的脱水情况ꎬ并结合二级质谱解析其成环结构ꎮ 【结果】 获得了新的羊毛硫肽 ＣＬＡ １２４ꎬ
其核心肽脱去了 ４ 分子水ꎬ并形成 ２ 个硫醚键和一个二硫键ꎮ 【结论】 半体外生物合成方法可用于放线菌来

源隐性羊毛硫肽的资源挖掘ꎮ
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　 　 羊毛硫肽( ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅｓ)是一类由核糖体合成

并经过翻译后修饰而含有羊毛硫氨酸等特殊氨基酸

的多肽[１]ꎮ 具有抑菌活性的羊毛硫肽被称为羊毛

硫细菌素( ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ)ꎬ其抑菌谱较广ꎬ特别是对一

些耐药性菌株ꎬ 如 ＭＲＳＡ ( ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓ.
ａｕｒｅｕｓ)ꎬ ＶＲＥ ( ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ )
等[２]ꎬ有较强的抑菌作用ꎮ 羊毛硫细菌素因其独特

的抑菌机制而不易产生抗药性ꎬ有很大潜能用于抗

感染治疗ꎬ对其的发掘和利用已成为当前研究的热

点[３]ꎮ
根据修饰酶的不同ꎬ可以将羊毛硫肽分为 ４ 大

类ꎬ其中 Ｉ 类是由脱水酶 ＬａｎＢ 和环化酶 ＬａｎＣ 共同

完成修饰ꎬＩＩ 类的修饰由双功能域的 ＬａｎＭ 执行ꎬＩＩＩ
类和 ＩＶ 类的修饰则分别由三功能域的 ＬａｎＫＣ 和

ＬａｎＬ 完成[４]ꎮ
羊毛硫肽的生物合成是由一系列成簇排列的基

因完成的(图 １￣Ａ)ꎮ 以 Ｉ 类羊毛硫细菌素的典型代

表 ｎｉｓｉｎ 为例ꎬｎｉｓｉｎ 的前肽 ＮｉｓＡ 包含 ５７ 个氨基酸

(ＡＡ)ꎬ由前导肽(２３ ＡＡ)和核心肽(３４ ＡＡ)组成ꎮ
在前导肽的指导下[５]ꎬ核心肽中的 Ｓｅｒ 经脱水酶

ＮｉｓＢ 作 用 脱 去 水 分 子 形 成 脱 氢 丙 氨 酸

(Ｄｅｈｙｄｒｏａｌａｎｉｎｅꎬ Ｄｈａ)ꎬＴｈｒ 经脱水酶 ＮｉｓＢ 作用脱

去水分子形成 β￣甲基脱氢丙氨酸(Ｄｅｈｙｄｒｏｂｕｔｙｒｉｎｅꎬ
Ｄｈｂ)ꎮ Ｄｈａ 经环化酶 ＮｉｓＣ 的作用ꎬ与核心肽内的

Ｃｙｓ 发生加成反应ꎬ形成羊毛硫氨酸( Ｌａｎｔｈｉｏｎｉｎｅꎬ
Ｌａｎ)ꎬＤｈｂ 则和 Ｃｙｓ 加成ꎬ形成甲基羊毛硫氨酸(β￣
ｍｅｔｈｙｌｌａｎｔｈｉｏｎｉｎｅꎬ ＭｅＬａｎ)ꎮ 修饰后的前肽由 ＡＢＣ
转运蛋白 ＮｉｓＴ 将其转运到周质空间ꎬ接着肽酶 ＮｉｓＰ
切除前导肽形成成熟的羊毛硫细菌素[６]ꎮ

近年来ꎬ在放线菌中发现了许多羊毛硫肽ꎬ它们

都具有优良或特殊的生物活性ꎮ 例如ꎬ小双胞菌

(Ｍｉｃｒｏｂｉｓｐｏｒａ ｃｏｒａｌｌｉｎａ)中发现的 ＮＡＩ￣１０７ 可以抑制
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ＭＲＳＡ 和 ＶＲＥ 等抗性菌株[７]ꎮ 除抑菌作用外ꎬ天蓝

色链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ)中发现的 ＳａｐＢ[８]

和 唐 德 链 霉 菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｔｅｎｄａｅ ) 中 发 现 的

ＳａｐＴ[９]ꎬ具有促进链霉菌发育分化等非抑菌功能ꎮ
同时ꎬ放线菌中还存在着大量的隐性基因簇包括隐

性羊毛硫肽基因簇资源ꎬ如何激活或获得其产物也

是近年来的研究热点[１０]ꎮ 通过基因组数据分析ꎬ我
们发现棒状链霉菌 ＡＴＣＣ ２７０６４ 中含有一个新的 Ｉ
类羊毛硫肽的生物合成基因簇 ｃｌａ(图 １￣Ａ)ꎮ 然而ꎬ
我们对其前体结构基因 ｃｌａＡ 进行了转录分析ꎬ发现

其并不转录ꎬ在该菌的发酵液中也未检测到其合成

的羊毛硫肽(命名为 ｃｌａｖｕｉｃｉｎ)ꎮ 本实验室前期工作

中建立的羊毛硫细菌素“半体外合成”方法ꎬ即通过

“体内修饰ꎬ体外加工”ꎬ能够方便地在大肠杆菌中

合成不同种类的羊毛硫肽[１１]ꎮ 基于该原理ꎬ我们利

用同类细菌素中研究背景清楚的 ｎｉｓｉｎ 修饰系统ꎬ对
前肽 ＣｌａＡ 的核心肽部分进行修饰ꎬ以期从棒状链霉

菌中获得新的羊毛硫肽产物ꎬ为从放线菌的隐性基

因簇资源中获得新的羊毛硫肽提供借鉴ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １ 　 菌 株、 质 粒 和 培 养 基: 棒 状 链 霉 菌

(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｌａｖｕｌｉｇｅｒｕｓ)ＡＴＣＣ２７０６４ 来自于中科院

微 生 物 所 杨 克 迁 研 究 员 实 验 室ꎮ 大 肠 杆 菌

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株用于载体构建和

蛋 白 表 达 宿 主ꎬ 载 体 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｎｉｓＡ￣ｎｉｓＢ 和

ｐＡＣＹＣＤｕｅｔ￣ｎｉｓＣ 均为本实验室构建并保藏ꎮ Ｅ. ｃｏｌｉ
培养采用 ＬＢ 培养基ꎬ有需要时加入氨苄青霉素和

氯霉素ꎬ终浓度分别为 １００ μｇ / ｍＬ 和 １０ μｇ / ｍＬꎮ

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:ＤＮＡ 聚合酶 ｐｈｕｓｉｏｎ 购于

Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购于中科瑞泰生物科技

有限 公 司ꎻ 质 粒 提 取、 ＰＣＲ 回 收 试 剂 均 购 于

ＡＸＹＧＥＮ 公司ꎻ引物由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成ꎻ测序由北京博尚生物技术有限公

司完成ꎻ乙腈(色谱纯)购于 ＭＲＥＤＡ 科技有限公

司ꎻ超 纯 水 由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 纯 水 仪 制 备ꎬ 三 氟 乙 酸

(ＴＦＡ)购于 ＤＩＫＭＡ 科技有限公司ꎻＮ￣乙基马来酰

亚胺(Ｎ￣ＥｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅꎬＮＥＭ)购于国药集团化学

试剂有限公司ꎻ二硫苏糖醇(ＤＴＴ)购于 Ａｍｒｅｓｃｏ 有

限责任公司ꎻＧｌｕ￣Ｃ 购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ ＰＣＲ 基因扩

增仪购买于卡尤迪生物科技(北京)有限公司ꎻ离
心机购买于日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ高效液相色谱仪

(ＨＰＬＣ)购买于岛津企业管理(中国)有限公司ꎻ
４７００ 及 ５８００ 蛋白质组分析器质谱仪购买于美国

应用生物系统公司ꎮ
１􀆰 ２　 羊毛硫肽生物合成基因簇预测及分析

ＢＡＧＥＬ３(ＢＡｃｔｅｒｉｏｃｉｎ ＧＥｎｏｍｅ ｍｉｎｉｎｇ ｔｏｏＬ)是细

菌素及翻译后修饰肽的基因组挖掘工具ꎮ 将棒状链

霉菌 ＡＴＣＣ２７０６４ 的基因组序列ꎬ以 ＦＡＳＴＡ 格式导

入 Ｂａｇｅｌ３ 软件中进行数据库比对分析ꎬ找到疑似的

羊毛硫肽的生物合成基因簇ꎬ并通过 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ
初步确定基因簇中各基因的功能[１２]ꎮ
１􀆰 ３　 半体外合成羊毛硫肽

１􀆰 ３􀆰 １　 载体构建:如图 １￣Ｂ 所示ꎬ按照 Ｃｈｉｕ 等[１３]

所 述 的 方 法 ( Ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄꎬ Ｌｉｇａｓｅ￣Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓꎬＳＬＩＭ)ꎬ设计引物(表 １)ꎬ以 ｐＥＴＤｕｅｔ￣
ｎｉｓＡ￣ｎｉｓＢ 为模板ꎬ对 ｎｉｓｉｎ 的核心肽进行突变ꎬ替换

成 ＣｌａＡ 的核心肽ꎮ 因核心肽的氨基酸比较多ꎬ故分

３ 步 突 变 完 成ꎮ 构 建 得 到 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｎｉｓｉｎ ｌｅａｄｅｒ
ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｃｌａＡ ｃｏｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｎｉｓＢꎮ

表 １. 本实验所用到的 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′→３′)
１￣Ｌ１ ＧＡＡＧＣＧＧＡＴＣＧＴＣＴＣＡＴＴＣＧＴＡＴＧＡＣＣＡＡＡＡＣＡＧＧＡＧＣＴＣＴＧＡＴＧ
１￣Ｓ２ ＴＧＧＴＧＡＴＧＣＡＣＣＴＧＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＣＧ
１￣Ｌ２ ＧＧＴＣＡＴＡＣＧＡＡＴＧＡＧＡＣＧＡＴＣＣＧＣＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＣＡＣＣＴＧＡＡＴＣ
１￣Ｓ１ ＡＡＡＡＣＡＧＧＡＧＣＴＣＴＧＡＴＧＧＧＴＴＧＴＡＡＣ
２￣Ｌ１ ＧＡＴＧＡＴＧＧＣＴＧＣＧＧＣＧＴＧＡＣＣＴＧＣＡＣＡＧＣＡＡＣＴＴＧＴＣＡＴＴＧＴ
２￣Ｓ２ ＧＧＴＣＡＴＡＣＧＡＡＴＧＡＧＡＣＧＡＴＣＣＧＣＴＴＣ
２￣Ｌ２ ＧＣＡＧＧＴＣＡＣＧＣＣＧＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＧＧＴＣＡＴＡＣＧＡＡＴＧＡＧＡＣＧ
２￣Ｓ１ ＡＣＡＧＣＡＡＣＴＴＧＴＣＡＴＴＧＴＡＧＴＡＴＣＡＣ
３￣Ｌ１ ＧＡＡＡＧＣＧＣＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＣＣＴＧＣＣＣＧＴＡＡＡＡＧＣＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴ
３￣Ｓ２ ＧＣＡＧＧＴＣＡＣＧＣＣＧＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＧＧＴ
３￣Ｌ２ ＣＧＧＧＣＡＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＣＡＣＧＣＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＧＴＣＡＣＧＣＣＧＣＡＧＣＣ
３￣Ｓ１ ＴＡＡＡＡＧＣＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＡＡＴＧＣＴＴＡ

３０４１
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１􀆰 ３􀆰 ２　 蛋白表达纯化:将质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｎｉｓｉｎ ｌｅａｄｅｒ
ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｃｌａＡ ｃｏｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｎｉｓＢ 与质粒 ｐＡＣＹＣＤｕｅｔ￣
ｎｉｓＣ 共转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ在大肠杆菌中同时表达融

合肽与 ＮｉｓＢ、ＮｉｓＣꎮ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ３７ ℃摇瓶培养ꎬ待
ＯＤ６００达到 ０􀆰 ８ 时ꎬ加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＩＰＴＧꎬ１８ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 诱导 １６ ｈꎮ 离心收集菌体ꎬ
重悬后超声破碎细胞ꎬ上清过 Ｎｉ 柱纯化ꎬ产物经过

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ得到在体内经修饰后的融合肽前

肽ꎮ 体外加工是通过 Ｇｌｕ￣Ｃ 蛋白酶ꎬ在体外切除融

合肽的前导肽ꎮ 然后采用高效液相色谱仪(ＨＰＬＣꎬ
Ｃ１８ꎬ岛津)分离纯化成熟肽ꎬ产物经过梯度洗脱获

得ꎬ乙腈浓度范围为 ３０％－５０％ ꎬ分离时间为２５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ４　 ＮＥＭ 修饰鉴定

Ｎ￣乙酰马来酰亚胺(ＮＥＭ)为专一性的巯基烷

化剂ꎬ它可以同半胱氨酸的自由巯基反应ꎬ使分子量

增加 １２５ Ｄａꎬ用于检测成熟肽中硫醚键和二硫键的

形成情况[１４]ꎮ 将 ＨＰＬＣ 纯化后的成熟肽进行冷冻

干燥ꎬ用缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ２ＳＯ４ꎬｐＨ７􀆰 ４)重悬并调节 ｐＨ 值至 ７􀆰 ０ 左右ꎬ加
入终浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＥＭꎬ在冰上反应 １ ｈꎮ 修

饰后样品ꎬ采用质谱检测其分子量变化ꎮ 硫醚键

和二硫键不能加成 ＮＥＭꎬ但二硫键可以被 ＤＴＴ 等

还原剂打开ꎬ在 ＮＥＭ 修饰反应中加入二硫苏糖醇

(ＤＴＴ)ꎬ检测分子量变化ꎬ可以验证二硫键的存在

情况ꎮ
１􀆰 ５　 质谱鉴定

ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 分析由 ４７００ 蛋白质组分析器

质谱仪完成ꎮ 成熟肽分子脱去 １ 分子水ꎬ分子量减

少 １８ Ｄａꎻ形成一个二硫键ꎬ分子量减少 ２ Ｄａꎮ 通过

分子量的变化ꎬ可以推测核心肽部分的脱水和二硫

键形成情况ꎮ
ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ / ＭＳ 分析由 ５８００ 蛋白质组分

析器质谱仪ꎬ通过手动上样的方法完成ꎮ 成熟肽被

高强度激光打断ꎬ从而可以检测到各个断裂片段的

分子量ꎮ Ｓｅｒ 脱水形成 Ｄｈａ 或 Ｔｈｒ 脱水形成 Ｄｈｂꎬ分
子量减少 １８ Ｄａꎮ 形成了硫醚键或二硫键的片段ꎬ
由于被化学键形成的环所保护ꎬ不能被激光打断ꎬ因
此检测不到该区域肽段的分子量[１１]ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 新羊毛硫肽基因簇分析

利用 Ｂａｇｅｌ 软件在棒状链霉菌 ＡＴＣＣ ２７０６４ 基

因组中挖掘羊毛硫肽ꎬ发现了一个新的 Ｉ 类羊毛硫

肽基因簇 ｃｌａꎮ 该基因簇主要含有结构基因 ｃｌａＡꎬ修
饰基因 ｃｌａＢꎬｃｌａＣꎬ但没有与 ｎｉｓｉｎ 合成基因簇类似

的转运切割基因 ｎｉｓＴ 和 ｎｉｓＰꎬ以及免疫相关基因

ｎｉｓＩ 等(图 １￣Ａ)ꎮ 前肽 ＣｌａＡ 共含有 ６４ 个氨基酸

(图 １￣Ｂ)ꎬ根据 Ｉ 类羊毛硫肽的普遍特征ꎬ推测其前

导肽(ｌｅａｄｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ)(下划线)含 ３９ 个氨基酸ꎬ核心

肽(ｃｏｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ)有 ２５ 个氨基酸ꎬ前导肽的切割位点

为 ＰＳ(加粗表示)ꎮ 核心肽有 ２５ 个氨基酸ꎬ含有可

能发生脱水修饰的 ４ 个 Ｔｈｒ 和 ２ 个 Ｓｅｒꎬ以及 ４ 个可

以发生成环修饰的 Ｃｙｓꎮ

图 １. Ｃｌａｖｕｉｃｉｎ 的基因簇与 ｎｉｓｉｎ 基因簇(Ａ)的比较及 ＬＰｎｉｓｉｎ￣ＣｌａＡ 融合肽示意图(Ｂ)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｃｌａｖｕｉｃｉｎ ａｎｄ ｎｉｓｉｎ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｕｓｉｏｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ＬＰｎｉｓｉｎ￣ＣｌａＡ (Ｂ).

２􀆰 ２　 构建修饰 ＣｌａＡ 核心肽的 ｎｉｓｉｎ 修饰系统

迄今关于放线菌中修饰酶 ＬａｎＢ 和 ＬａｎＣ 修饰

机制的报道较少ꎬ研究难度较大ꎮ 由于同类型细菌

素中乳酸菌来源的 ｎｉｓｉｎ 的修饰酶背景已较清楚ꎬ可
考虑利用其修饰系统作为一个工具ꎬ来修饰 ＣｌａＡꎬ
产生具有新颖结构的化合物ꎮ 因羊毛硫肽的修饰酶
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一般特异性识别自身的前导肽[５]ꎬ故需换用 ｎｉｓｉｎ 的

前导肽ꎮ 因此ꎬ在 ｎｉｓＡ 基因序列基础上ꎬ通过 ＳＬＩＭ
方法ꎬ突变 ＮｉｓＡ 核心肽成为 ＣｌａＡ 的核心肽ꎬ构建

ｎｉｓｉｎ 前导肽与 ＣｌａＡ 核心肽结合的融合肽 ＬＰｎｉｓｉｎ￣
ＣｌａＡꎮ 由于 ｃｌａ 基因簇的 ＧＣ％很高ꎬ且密码子不适

合大肠杆菌识别ꎬ故在构建时进行了密码子优化

(表 ２)ꎮ 其中 ｎｉｓｉｎ 的前导肽 Ｎ 端带有 Ｈｉｓ 标签以

备后续纯化ꎻ为了便于切割ꎬ前导肽切割位点突变成

ＰＥꎮ 融合肽 ＬＰｎｉｓｉｎ￣ＣｌａＡ 同 ＮｉｓＢ 和 ＮｉｓＣ 在大肠杆

菌内共表达ꎬ以获得修饰后的融合前肽ꎮ

表 ２. 密码子优化表

Ｔａｂｌｅ ２. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎｓ
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ Ａ Ｄ Ｒ Ｉ Ｔ Ｅ Ｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｂａｓｅｓ ＧＣＣ ＧＡＣ ＣＧＧ ＡＴＣ ＡＣＧ ＧＡＧ ＴＣＣ
Ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｓ ＧＣＧ ＧＡＴ ＣＧＴ ＡＴＴ ＡＣＣ ＧＡＡ ＡＧＣ

２􀆰 ３　 ＣｌａＡ 核心肽的脱水修饰情况

修饰后的融合前肽 ＣｌａＡｍꎬ经 ＨＰＬＣ 纯化后(图
２￣Ａ) 冷冻干燥ꎮ 利用 Ｇｌｕ￣Ｃ 切除前导肽ꎬ 经过

ＨＰＬＣ 纯化后获得成熟肽 (图 ２￣Ｂ)ꎬ命名为 ＣＬＡ
１２４ꎮ ＣＬＡ １２４ 的分子量为 ２５３１ Ｄａ(图 ２￣Ｃ)ꎬ与原

肽分子量相差 ７４ Ｄａꎬ推测发生了 ４ 分子脱水( － ７２
Ｄａ)和形成了一个二硫键( － ２ Ｄａ)ꎮ
２􀆰 ４　 ＣＬＡ １２４ 的成环修饰情况

以 ｂｏｖｉｃｉｎ ＨＪ５０ ΔＡＤＲ 为对照ꎬ质谱检测 ＮＥＭ
修饰后其分子量变化情况表明ꎬ因其分子中只含有

一个二硫键而无自由巯基[１５]ꎬ无法加成 ＮＥＭꎬ因此

分子量无变化(图 ３￣Ａ)ꎻ经过 ＤＴＴ 还原后的 ｂｏｖｉｃｉｎ
ＨＪ５０ ΔＡＤＲ 二硫键打开ꎬ能够加成 ２ 个 ＮＥＭꎬ分子

量增加 ２５０ Ｄａ(图 ３￣Ｂ)ꎻ而 ＣＬＡ １２４ 不能加成 ＮＥＭ
(图 ３￣Ｃ)ꎬ说明其核心肽中的 ４ 个 Ｃｙｓ 都形成了化

学键ꎻ而经过 ＤＴＴ 还原后的 ＣＬＡ １２４ꎬ只加成 ２ 个

ＮＥＭꎬ分子量增加了 ２ 个 １２５ Ｄａ(图 ３￣Ｄ)ꎬ表明核心

肽中 ２ 个 Ｃｙｓ 形成了 １ 个二硫键而其余的 ２ 个 Ｃｙｓ
则与脱水氨基酸形成了 ２ 个硫醚键ꎮ
２􀆰 ５　 ＣＬＡ １２４ 的结构鉴定

ＣＬＡ １２４ 二级质谱分析结果表明 (图 ４￣Ａ)ꎬ
Ｔｈｒ８、Ｔｈｒ１５、Ｓｅｒ１８、Ｓｅｒ２１ 这 ４ 个氨基酸发生脱水修

饰ꎬ而 Ｔｈｒ２２ 和 Ｔｈｒ２３ 则没有发生脱水修饰ꎮ 肽段

１２ 到 １５、１６ 到 １８ 和 １９ 到 ２５ 没有检测到区域内的

分子量ꎬ说明该区域存在硫醚键或二硫键ꎮ 根据

Ｄｈａ 或 Ｄｈｂ 与 Ｃｙｓ 的位置关系ꎬ 说明 Ｃｙｓ１２ 与

Ｄｈｂ１５ 形成甲基羊毛硫氨酸ꎬ形成硫醚键ꎻＣｙｓ１６ 与

Ｄｈａ１８ 形成羊毛硫氨酸ꎬ 形成硫醚键ꎻ Ｃｙｓ２０ 与

Ｃｙｓ２４ 形成二硫键ꎮ 根据以上结论ꎬ得到了 ＣＬＡ １２４
的成环结构(图 ４￣Ｂ)ꎮ

图 ２. ＣｌａＡ 前肽(Ａ)与 ＣＬＡ １２４(Ｂ)的 ＨＰＬＣ 谱

图及 ＣＬＡ １２４ 质谱图(Ｃ)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＬＰｎｉｓｉｎ￣ＣｌａＡ (Ａ) ａｎｄ

ＣＬＡ １２４ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＣＬＡ １２４ (Ｃ).

３　 讨论

多 抗 革 兰 氏 阳 性 菌 ( Ｍｕｌｔｉ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｇｒａｍ￣
ｐｏｓｉｔｉｖｅ)逐年增多ꎬ导致现有抗生素的作用效率下
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图 ３. ＮＥＭ 修饰检测 ＣＬＡ １２４ 成键情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＮＥＭ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｙｃｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬＡ １２４. Ｔｈｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＮＥＭ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｂｏｖｉｃｉｎＨＪ５０ ΔＡＤＲ ( ｃｏｎｔｒｏｌ ) ａｎｄ ＣＬＡ １２４ ｗｉｔｈ ( Ｂ ａｎｄ Ｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ) ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ( Ａ ａｎｄ Ｃꎬ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＤＴＴ.

降ꎮ 羊毛硫肽能有效抑制革兰氏阳性菌ꎬ且安全性

高ꎬ广泛应用在食品领域ꎬ具有非常好的应用潜力ꎮ
近年来ꎬ随着对已知羊毛硫肽研究的逐渐深入及微

生物基因组数据的日益增长ꎬ从基因组资源中快速

挖掘新羊毛硫肽成为热点[１６]ꎮ 放线菌中的羊毛硫

肽资源丰富ꎬ但其中很多羊毛硫肽基因簇是隐性不

表达的[１０]ꎮ 本文通过基因组数据分析ꎬ在棒状链霉

菌 ＡＴＣＣ ２７０６４ 中定位了隐性羊毛硫肽生物合成基

因簇ꎮ 基于本实验室建立的半体外合成方法ꎬ我们

用研究成熟的同类羊毛硫肽的修饰系统ꎬ对这个新

羊毛硫肽的核心肽进行体外修饰及分析ꎮ 这套方法

无需原基因簇的转运加工基因和免疫基因等ꎬ合成

系统构建方便ꎬ且大肠杆菌培养简单ꎬ遗传操作简

便ꎬ具有较明显的优势ꎬ为发现并激活新的隐性羊毛

硫肽提供了很好的技术平台ꎮ
我们目前的抑菌试验结果发现 ＣＬＡ １２４ 并未

显示抑菌活性(结果未给出)ꎬ推测一方面ꎬＣＬＡ １２４
可能不具抑菌活性而具有其他方面的生物活性ꎮ 已

报道的放线菌来源的羊毛硫肽除具备抑菌活性外ꎬ
还有促进发育分化[８ － ９]、免疫调节[１７]、镇痛[１８] 等功

能ꎬＣＬＡ １２４ 作为半体外合成的新型羊毛硫肽衍生

物ꎬ也有可能发挥其他相关功能ꎬ我们也将对其功能

进行进一步的检测分析ꎮ 另一方面ꎬＣＬＡ １２４ 未显

示抑菌活性也可能是核心肽修饰不完全的缘故ꎮ
ＣｌａＡ 核心肽共有 ６ 个可能的脱水位点ꎬ但在 ｎｉｓｉｎ
修饰系统的修饰酶 ＮｉｓＢ 作用下ꎬＣＬＡ １２４ 最多只脱

去了 ４ 分子水ꎬ且成熟肽中同时存在脱 ３ 个水分子

的峰(图 ２￣Ｃ)ꎮ 这种不完全的脱水可能会影响后续

的成环ꎬ从而导致 ＣＬＡ １２４ 抑菌活性的降低或丧失ꎮ
我们下一步工作考虑用 ＣｌａＡ 自身的修饰系统进行修

饰ꎬ验证脱水成环修饰情况ꎬ同时优化修饰酶的修饰

反应条件ꎬ使之能够正确修饰而发挥生物活性ꎮ
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图 ４. 二级质谱检测 ＣＬＡ １２４(Ａ)及其结构(Ｂ)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ａ) ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｂ) ｏｆ ＣＬＡ １２４.
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Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１２ꎬ ８１: ４７９￣５０５.

[ ５ ] Ｋｈｕｓａｉｎｏｖ Ｒꎬ Ｍｏｌｌ ＧＮꎬ Ｋｕｉｐｅｒｓ ＯＰ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｎｉｓｉｎ ｌｅａｄｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｔｈａｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ＮｉｓＢ ａｎｄ ＮｉｓＣ.
ＦＥＢＳ Ｏｐｅｎ Ｂｉｏꎬ ２０１３ꎬ ３: ２３７￣２４２.

[ ６ ] Ｌｕｂｅｌｓｋｉ Ｊꎬ Ｒｉｎｋ Ｒꎬ Ｋｈｕｓａｉｎｏｖ Ｒꎬ Ｍｏｌｌ ＧＮꎬ Ｋｕｉｐｅｒｓ
ＯＰ. Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ｍｏｄｅ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｎｉｓｉｎ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２００８ꎬ ６５(３): ４５５￣４７６.

[ ７ ] Ｊａｂéｓ Ｄꎬ Ｂｒｕｎａｔｉ Ｃꎬ Ｃａｎｄｉａｎｉ Ｇꎬ Ｒｉｖａ Ｓꎬ Ｒｏｍａｎó Ｇꎬ
Ｄｏｎａｄｉｏ Ｓ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗ ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ＮＡＩ￣１０７ ｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｇｒａｍ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙꎬ ２０１１ꎬ ５５(４): １６７１￣１６７６.

７０４１



Ｚｈｅｎｇ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

[ ８ ] Ｋｏｄａｎｉ Ｓꎬ Ｈｕｄｓｏｎ ＭＥꎬ Ｄｕｒｒａｎｔ ＭＣꎬ Ｂｕｔｔｎｅｒ ＭＪꎬ
Ｎｏｄｗｅｌｌ ＪＲꎬ Ｗｉｌｌｅｙ ＪＭ. Ｔｈｅ ＳａｐＢ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎ ｉｓ ａ
ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ￣ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｇｅｎｅ ｒａｍＳ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ.
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２００４ꎬ １０１(３１): １１４４８￣１１４５３.

[ ９ ] Ｋｏｄａｎｉ Ｓꎬ Ｌｏｄａｔｏ ＭＡꎬ Ｄｕｒｒａｎｔ ＭＣꎬ Ｐｉｃａｒｔ Ｆꎬ Ｗｉｌｌｅｙ
ＪＭ. ＳａｐＴꎬ ａ ｌａｎｔｈｉｏｎｉｎｅ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ａｅｒｉａｌ ｈｙｐｈａｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔｅｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ５８(５): １３６８￣１３８０.

[１０] Ｌｉｕ Ｇꎬ Ｃｈａｔｅｒ ＫＦꎬ Ｃｈａｎｄｒａ Ｇꎬ Ｎｉｕ ＧＱꎬ Ｔａｎ ＨＲ.
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ
Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２０１３ꎬ ７７(１): １１２￣１４３.

[１１] Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｔｅｎｇ ＫＬꎬ Ｓｕｎ ＳＴꎬ Ｓｕｎ ＺＺꎬ Ｚｈｏｎｇ Ｊ.
Ｃｅｒｅｃｉｄｉｎｓꎬ ｎｏｖｅｌ ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｗｉｔｈ
ｐｏｔｅｎｔ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ８０(８): ２６３３￣２６４３.

[１２] ｖａｎ Ｈｅｅｌ ＡＪꎬ ｄｅ Ｊｏｎｇ Ａꎬ Ｍｏｎｔａｌｂáｎ￣Ｌóｐｅｚ Ｍꎬ Ｋｏｋ Ｊꎬ
Ｋｕｉｐｅｒｓ ＯＰ. ＢＡＧＥＬ３: ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎｓ ａｎｄ ( ｎｏｎ￣) ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ
ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１３ꎬ ４１(Ｗ１): Ｗ４４８￣Ｗ４５３.

[１３] Ｃｈｉｕ Ｊꎬ Ｍａｒｃｈ ＰＥꎬ Ｌｅｅ Ｒꎬ Ｔｉｌｌｅｔｔ Ｄ. Ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄꎬ

ｌｉｇａｓｅ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ( ＳＬＩＭ): ａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｔｕｂｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ａｐｐｒｏａｃｈｉｎｇ １００％ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ４ ｈ. Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００４ꎬ ３２(２１): ｅ１７４.

[１４] Ｐｈｅｌｐｓ ＫＫꎬ Ｗａｌｋｅｒ ＲＡ. ＮＥＭ ｔｕｂｕｌｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｍｉｎｕｓ ｅｎｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｂｙ ａ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｃａｐｐｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０００ꎬ ３９(１４): ３８７７￣３８８５.

[１５] Ｌｉｎ ＹＨꎬ Ｔｅｎｇ ＫＬꎬ Ｈｕａｎ ＬＤꎬ Ｚｈｏｎｇ Ｊ. Ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｒｉｄｇｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｂｏｖｉｃｉｎ ＨＪ５０ꎬ ａ ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｂｒｉｄｇｅ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
２０１１ꎬ １６６(３): １４６￣１５４.

[１６] Ｓａｎｄｉｆｏｒｄ ＳＫ. Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｏｎ ｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ￣ｗｈｅｒｅ
ｈａｖｅ ｗｅ ｆａｉｌｅｄ ａｎｄ ｗｈａｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ? Ｅｘｐｅｒｔ
Ｏｐｉｎｉｏｎ ｏｎ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙꎬ ２０１５ꎬ １０(４): ３１５￣３２０.

[１７] Ｈｏｓｏｄａ Ｋꎬ Ｏｈｙａ Ｍꎬ Ｋｏｈｎｏ Ｔꎬ Ｍａｅｄａ Ｔꎬ Ｅｎｄｏ Ｓꎬ
Ｗａｋａｍａｔｓｕ Ｋ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ
ｉｍｍｕｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｔｏｒ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ｃｉｎｎａｍｙｃｉｎꎬ ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｗｉｔｈ
ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ ｂｙ１Ｈ￣ＮＭＲ. Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９６ꎬ １１９(２): ２２６￣２３０.

[１８] Ｉｏｒｉｏ Ｍꎬ Ｓａｓｓｏ Ｏꎬ Ｍａｆｆｉｏｌｉ ＳＩꎬ Ｂｅｒｔｏｒｅｌｌｉ Ｒꎬ Ｍｏｎｃｉａｒｄｉｎｉ
Ｐꎬ Ｓｏｓｉｏ Ｍꎬ Ｂｏｎｅｚｚｉ Ｆꎬ Ｓｕｍｍａ Ｍꎬ Ｂｒｕｎａｔｉ Ｃꎬ Ｂｏｒｄｏｎｉ
Ｒꎬ Ｃｏｒｔｉ Ｇꎬ Ｔａｒｏｚｚｏ Ｇꎬ Ｐｉｏｍｅｌｌｉ Ｄꎬ Ｒｅｇｇｉａｎｉ Ａꎬ Ｄｏｎａｄｉｏ
Ｓ. Ａ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄꎬ ｌａｂｉｏｎｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅ ｗｉｔｈ
ｍａｒｋｅｄ ａｎｔｉｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ＡＣＳ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０１４ꎬ ９(２): ３９８￣４０４.

Ｓｅｍｉ￣ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃｒｙｐｔｉｃ ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅ ＣＬＡ １２４
ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｌａｖｕｌｉｇｅｒｕｓ

Ｚｈｅｎｇ Ｚｈａｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｌｉ Ｚｈａｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｊｉｅ Ｚｈａｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｈｏｎｇｃｈｕ Ｍａ１ꎬ Ｓｈｕｔａｏ Ｓｕｎ１ꎬ
Ｊｉｎ Ｚｈｏｎｇ１∗

１ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１０１ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｃｒｙｐｔｉｃ ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｌａｖｕｌｉｇｅｒｕｓ ｂｙ ｓｅｍｉ￣ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｔｈａｔ
ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍｉｎｉｎｇ ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅｓ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｃｒｙｐｔｉｃ
ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅ ｗａｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ｂｙ ｎｉｓｉｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ Ｈｉｇｈ
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ). Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌｅａｄｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ
ｉｔｓ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ ａｎｄ ｔａｎｄｅｍ ＭＳ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ａ ｎｏｖｅｌ ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅ
ｎａｍｅｄ ＣＬＡ １２４ ｗｉｔｈ ４￣ｆｏｌｄ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ２ ｔｈｉｏｅｔｈｅｒ ｂｒｉｄｇｅｓ ａｎｄ ｏｎｅ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｂｒｉｄｇｅ ｗａｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｃｒｙｐｔｉｃ
ｌａｎｔｈｉｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｅｍｉ￣ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ.
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