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酵母表面展示分选酶底物用于分选酶活性检测

罗立新，吴琳，林影
（华南理工大学生物科学与工程学院，广州 $#///2）

摘要：【目的】以 IMDN 标签检测分选酶底物 5OPNICMII 在毕赤酵母表面的表达，然后将酵母表面展示的底

物与分 选 酶 相 互 作 用 以 检 测 分 选 酶 活 性。【 方 法 】以 8AQ’OH+RAH6@>HIMDN 为 模 板，通 过 N3S 技 术 将

5OPNICMIIH=@;T*-HIMDN 基因连接到穿 梭 载 体 8UD1 上，构 建 5OPNICMIIH=@;T*-HIMDN 酵 母 表 面 展 示 载 体 后

转化至毕赤酵母（ .&"/&$ 0$1#(’&1）M1##$ 中。重组菌经培养，利用荧光显微镜检测重组酵母的荧光强度，然后

通过荧光分光光度计 检 测 分 选 酶 与 底 物 相 互 作 用 后 产 生 游 离 的 IMDN 荧 光 强 度 进 而 确 定 分 选 酶 的 酶 活。

【结果】荧光显微镜下观察到重组酵母细胞表面有绿色荧光且强度随时间增强。荧光分光光度计检测表明，

反应后上清游离的 IMDN 荧光强度由原先的 #GB L2B V . L#2 增加至 .B% L!B V . L#!。【结论】这表明分选酶底物

已成功展示在酵母表面，且为分选酶的活性检测提供了高效、经济的方法。

关键词：酵母展示技术；分选酶；荧光分光光度计；底物；活性检测

中图分类号：5"%H% 文献标识码：O 文章编号：///#H2./"（.//"）##H#$%!H/2

抗生素的广泛使用过程中存在很强的选择性压

力，使得耐药性病原菌的持续加速增长严重危害人

类的健康，寻求安全有效解决病原菌耐药性问题已

成为国内外生化领域的研究热点。W<X+<@<;［#］首先

发表了有 关 金 黄 色 葡 萄 球 菌 分 选 酶 的 相 关 文 章 以

后，激起了国外很多学者在基础研究方面的兴趣，期

待它成为抗革兰氏阳性致病菌感染的靶酶［.］。分选

酶 O（1-7O）具有膜结合巯基转肽酶催化的功能［%］，是

能将一些在细胞质中合成的革兰氏阳性菌表面蛋白

锚定到菌体细胞壁上的关键酶。革兰氏阳性菌的表

面蛋白可促进病原菌与宿主的接触，并有利于躲避

宿主免疫系统反应。其机理是分选酶可识别表面蛋

白 3H末端 保 守 氨 基 酸 基 序 PNYCM 片 段，在 苏 氨 酸

（C）和甘氨酸（M）之间裂解，最终将表面蛋白锚定到

细胞壁的肽聚糖上。抑制分选酶的催化作用，可阻

断表面蛋白的锚定过程，破坏致病菌感染途径，使宿

主的免疫细胞能识别而杀灭致病菌。目前国外报道

的分 选 酶 活 性 测 定 的 方 法 主 要 有 纤 连 蛋 白 结 合

法［!］、荧光淬灭活性检测法［$H2］和荧光共振能量转移

HZNP3 检测法（DSICHZNP3）［BHG］，由于上 述 方 法 都 需

要大量合成添加荧光标记的底物，使其应用成本提

高，研究受到一定的限制。

近年来，酵母表面展示系统广泛应用于酒精发

酵［"］、新药筛 选［#/］、生 物 吸 附 及 抗 原 表 面 展 示［##］等

方面，具有不需分离纯化、直接应用的优点。本文利

用毕赤酵母表面展示系统，以絮凝素（D1）为介导，首

次成功地将分选酶底物 5OPNICMII 展示在酵母细

胞表面，以 IMDN 作为标签检测其蛋白的表达，并通

过该体系测定了分选酶的酶活，为分选酶抑制剂的

筛选奠定了基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 质 粒 和 菌 株：毕 赤 酵 母 M1##$ 和 穿 梭 质 粒



!"#$ 为华南理工大学林影教授惠赠；!"#$%&’#$’( #)*’
%&!’( 购 自 )*+,-.&/0* 公 司； !"#$%&’#$’( #)*’ 123’

（456）为本实验室保存；表达载体 !%789 "&+, 为本实

验室构建并保存。

! "! "# 试剂和仪器：限制性内切酶 !#)-!、.*/!、

0$)!、123!、4#(!、%: 4;< 连 接 酶、423((( 和

42’，=(((4;< >?@0. 以 及 5A5(64;< 聚 合 酶、质 粒

小量提取试剂盒 等 购 自 %?@?7? 宝 生 物 工 程（大 连）

有限公司，胶 回 收 试 剂 盒 购 自 B.&C0/? 生 物 有 限 公

司。

! "! "$ 培 养 基 及 培 养 条 件：大 肠 杆 菌 用 21 培 养

基，6DE 振 荡 培 养。 毕 赤 酵 母 用 FB4 或 1>GF、

1>>F 培养基，6(E 静 置 培 养。氨 苄 青 霉 素 购 自 北

京普博欣生物有限公司，作 用 浓 度 为 ’(("/9C2，台

式 高 速 冷 冻 离 心 机（ 5!!0*H&.I，J0*-0.,IK/0 =L(:7
型），BJ7 仪（5!!0*H&.I，>?M-0.-NOP0. 型），凝 胶 成 像 分

析仪（1,&Q7?H，R*,+0.M?P S&&H #型），超 微 量 紫 外9可
见光光度计（;?+&TK0）。

! "# 表 面 展 示 载 体 %&’()*+,-./0..)123456)
.0’- 的构建

根据文献［’3 U ’6］报道的与 5G#B 融合的 P,*@0. 的

长度 和 特 点，以 !O4;<QCNOQV,MQ5G#B 为 模 板，设 计

上 游 引 物 B’：=WQJJJ<JGJG%<%GJ<<GJ%%%GJJ%Q
G<<<J%GG%G<<G<<GG<GG<<%%GG<<%%GJ%JQ
6W，下 划 线 为 .*/ ! 位 点，将 分 选 酶 的 底 物

X<2B5%G55 基因设计在上游引物内；下游引物 B3：

=WQJGJG<<%%J%%<J%%G%<J<GJ%JG%JJ<%GQ6W，下

划线为 !#)7!位 点。 扩 增 参 数 如 下：Y:E = C,*，

Y:E 6( M，=YE 6( M，D3E ’ C,*，6( ONOP0M，最后延伸

’( C,*。 将 BJ7 产 物 切 胶 回 收 纯 化，用 !#)7! Z
.*/ ) 同时 酶 切 BJ7 纯 化 产 物 和 !"#$ 载 体，经 ’[
琼脂糖凝胶电泳，胶回收试剂盒回收，以 %: 4;< 连

接 酶 ’\E 连 接 过 夜，构 建 载 体 !"#$QX<2B5%G55Q
P,*@0.Q5G#B，转 化 5] #)*’ %&!’( 感 受 态，提 取 质 粒

4;<，双酶切鉴定，测序。

! "$ *+,-./0..)123456).0’- 整合至毕赤酵母基

因组

用 4(# !酶 切 !"#$、!"#$QX<2B5%G55QP,*@0.Q
5G#B，使其线性化后，用氯化锂法转化，将基因整合

至酵母基因组，重组酵母命名为 G$’’=9!"#$、G$’’=9
!"#$QX<2B5%G55QP,*@0.Q5G#B， 其 中 重 组 酵 母

G$’’=9!"#$ 作 为 阴 性 对 照，转 化 子 铺 到 >4 板 上，

6(E培 养 :L V。>4 平 板 上 出 现 的 转 化 子 接 种 于

FB4 液体培养基中过夜培养，按 )*+,-.&/0* 操作指南

提取酵母基因组 4;< 作 为 模 板，利 用 X<2B5%G55Q
P,*@0.Q5G#B 基因 序 列 的 BJ7 引 物 进 行 酵 母 基 因 组

BJ7 鉴定，然后进行 ’[琼脂糖凝胶电泳鉴定。

! "$ "! 重组转化子的摇瓶培养及诱导表达

将重 组 酵 母 转 化 子 G$’’=9!"#$QX<2B5%G55Q
P,*@0.Q5G#B 和 对 照 菌 G$’’=9!"#$ 接 种 于 =( C2
1>GF 培养基中，6(E，3(( .9C,* 振荡培养 ’\ ^ 3( V
至 78\(( _ 3 ^ \。 离 心 收 集 菌 体，再 将 其 悬 浮 于

1>>F 培养基中，稀释至 78\(( 为 ’，继续振荡培养，

每隔 3: V 向 1>>F 培养基中 补 加 甲 醇 至 终 浓 度 为

( ]=[进行诱导表达，取 ’("2 发酵液在荧光显微镜

下观察表达量。

! "$ "# 分选酶的诱导表达

重组表达载体 !%78Q "&+, 分别转化到感受态大

肠杆菌宿主菌 123’（456）中。将阳性菌落过夜培养

物 按 ’[ 比 例 接 种 到 含 ’(( "/9C2 氨 苄 青 霉 素

（<C!）的 21 培养基中，6DE，3(( .9C,* 培养至 78\((

约 ( ]\，取 3 C2 培养物做未诱导对照；剩余培养液添

加 )B%G 至 ’ CC&P92，继 续 培 养 约 \ ^ L V，离 心 收 集

菌体，$4$QB<G5 检测表达情况。

! "$ "$ 分选酶与酵母表面展示底物的相互作用

将诱导表达分选酶的菌体进行离心破碎，取上

清液 :(("2 与 ’(("2 甲醇诱导表达 ’\L V 后的表面

展示底物的酵母（B1$ 反复洗涤离心酵母二次后，与

分选酶相互作用），6DE培养 ’ V。设同样的反应体

系但不加分选酶做阴性对照，即用 B1$ 取代诱导表

达的分 选 酶 菌 体 经 离 心、破 碎 得 到 的 上 清 液 补 足

:(("2。利用荧光分光光度计重复检测 6 次。

# 结果

# "! 表 面 展 示 载 体 %&’(7*+,-./0..)123456)
.0’- 的构建

以 !O4;<9CNOQV,MQ5G#B 为 模 板，用 引 物 B’、B3
扩增出 X<2B5%G55QP,*@0.Q5G#B 基因。所 扩 增 出 的

条 带 与 预 期 的 DL( ‘! 左 右 大 小 一 致。 将

X<2B5%G55QP,*@0.Q5G#B 基因插入到穿梭质粒 !"#$
多克 隆 位 点 .*/! 及 !#)7!处。 已 构 建 的 载 体

!"#$9X<2B5%G55QP,*@0.Q5G#B 经 .*/!和 !#)7!
双酶切，’[凝胶电泳鉴定，分别在 ’’ ]D @‘ 和 DL( ‘!
附近出现两条明显的带，见图 ’ 所示。与预期结果

一致，初 步 可 以 认 为 X<2B5%G55QP,*@0.Q5G#B 基 因

已经克隆 到 !"#$ 中。 经 测 序 得 知，插 入 表 达 质 粒

的目的基因序列 与 设 计 一 致，与 G0*1?*@ 中 的 序 列

比对，核苷酸序列一致性达到 ’(([，蛋白质翻译密
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码无 误，表 明 成 功 构 建 了 载 体 !"#$%&’()*+)),
-./012,)+"(，其载体质粒图见 3 所示。

图 ! !"#"! 和 $%& ! 双 酶 切 #$%&’()*+,-.,,’

/01234’,.%+ 鉴定图

".4 5 6 71892.:9.;/ <=> ;? >!"#,%&’()*+)),-./012,)+"( @.41891@ A.9B

!"#7 ! =/@ $%& ! C D 5 6EFFF0G HI& D=2012； 6 5 >!"#,

%&’()*+)),-./012,)+"( @.41891@ A.9B !"#7 ! 5 3 5 >!"#,

%&’()*+)),-./012,)+"( @.41891@ A.9B !"#7! =/@ $%&! 5

图 5 表达载体 #$%&’()*+,-.,,’/01234’,.%+ 质粒图

".4 5 3 )J>2188.;/ >-=8<.@ ;? >!"#,%&’()*+)),-./012,)+"( 5 &<>

=/@ !<： &<>.:.--./ 218.89=/:1 41/1 =/@ !=/=<K:./218.89=/:1 41/1；

EL&MN6：9B1 =-:;B;- ;J.@=81 6 >2;<;912；OP#Q M7"：1/:;@./4 9B1 41/1

;? OP#；"#：1/:;@./4 9B1 41/1 ;? 9B1 ?-;::R-=9.;/ ?R/:9.;/=- @;<=./ ;?

"-;6>（= -1:9./,-.01 :1--,A=-- >2;91./）5

5 65 ()*+,-.,,’/01234’,.%+ 整合至毕赤酵母基

因组

毕赤酵母 +#66E 为 组 氨 酸（O.8）营 养 缺 陷 型 菌

株。 穿 梭 载 体 >!"# 和 表 面 展 示 载 体 >!"#,
%&’()*+)),-./012,)+"( 均带有 O.8 基因，只有当这

两种载体整合至酵母 +#66E 中以后，重组酵母才能

在 DH 培养基上生长。挑取 DH 平板上生长的转化

子 +#66E$ >!"#,%&’()*+)),-./012,)+"( 和 阴 性 对

照菌 +#66E$>!"#，经培养后提取基因组。以重组酵

母基 因 组 为 模 板，用 %&’()*+)),-./012,)+"( 特 异

性引物进行 (S7 扩增。经 电 泳 检 测 (S7 的 鉴 定 结

果，如图 T 所示，泳道 6 和 3 在 UVF G> 左右有明显的

条带，而泳道 T 和 Q 在 UVF G> 附近没有条带。这表

明重组酵母 +#66E$>!"#,%&’()*+)),-./012,)+"( 基

因组中已经含有 %&’()*+)),-./012,)+"( 基因。因

此，重组酵母可进一步用于 %&’()*+)),-./012,)+"(
基因的诱导表达，表面展示 %&’()*+)),-./012,)+"(
的酵母模型如图 Q 所示。

图 7 重组酵母转化子鉴定图

".4 5T H191:9.;/ ;? 21:;<G./=/9 K1=89 92=/8?;2<=/9 5 D：H’,3FFF HI&

D=2012；’=/16,3：+#66E$>!"#,%&’()*+)),-./012,)+"( =8 91<>-=91；

’=/1T,Q：+#66E$>!"# =8 :;/92;- 5

图 8 酵母表面展示的 ()*+,-.,,’/01234’,.%+
".4 5 Q W1=89 8R2?=:1 @.8>-=K ;? %&’()*+)),-./012,)+"( 5

5 67 ()*+,-.,,’/01234’,.%+ 基因在毕赤酵母中

的表达

添加甲醇对重组酵母 +#66E$>!"#,%&’()*+)),
-./012,)+"( 和对照菌进行诱导表达培养。)+"( 为

绿色荧光蛋白，可以在波长为 QVV /< 的激光下被激

发，在 E6T /< 波长处有吸收峰。每隔 3Q B 取样检测

酵母表面 )+"( 标签的荧光强度，结果如图 E 所示，

这表明：诱导表达的阴性对照 +#66E$>!"# 几乎没有

荧 光 产 生，而 +#66E$>!"#,%&’()*+)),-./012,)+"(

XTE6 ’.J./ ’R; 19 =- 5 $ ’"() $*"+#,*#%#-*") .*/*")（3FFY）QY（66）
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则被标记上了荧光，!" # 后在细胞表面出现较微弱

的荧光。由于 $%&’ 是 能 持 续 发 荧 光 的 蛋 白，则 随

着时间增长 而 $%&’ 的 表 达 量 不 断 增 加，荧 光 强 度

不断增强。

图 ! "#$% 荧光蛋白标记重组酵母显微图

&() * + ,(-./0-/12 /304.567(/8 /9 $%&’ :634:4; .4-/<3(8687 -4::0 * =，>，?，@：1#604 -/87.607 <(-./).61#0；6，3，-，;：9:A/.4-48-4 <(-./).61#0 * =，6：%BCC+D

1E&B 60 -/87./:；>，3：6974. !"#’0 %BCC+D1E&BFG=H’$I%$$F:(8J4.F$%&’；?，-：6974. KL#M0 %BCC+D1E&BFG=H’$I%$$F:(8J4.F$%&’；@，;：6974. C!! #M0

%BCC+D1E&BFG=H’$I%$$F:(8J4.F$%&’ *

& ’( 分选酶与底物的相互作用

经诱导表达的分选酶在苏氨酸和甘氨酸之间裂

解酵母 表 面 展 示 的 底 物，使 锚 定 在 细 胞 壁 表 面 的

$%&’ 脱落，变 成 了 游 离 的 $%&’ 蛋 白 溶 于 反 应 上

清。反应 C# 后，将反应液离心，除去菌体，取反应上

清液用荧光 分 光 光 度 计 测 量 $%&’ 的 荧 光 强 度，结

果如图 L 所示，表明诱导表达的分选酶与酵母表面

展示的底物 相 互 作 用 产 生 的 游 离 的 $%&’ 蛋 白，重

复N次 测 量 ，得 到 阴 性 对 对 照 的 的 荧 光 强 度 值 分 别

图 ) 分选酶活性检测

&() * L B/.7604 7.6801417(;67(/8 6-7(5(72 600620O >:6-J（ 34:/P）：I#4

(874.6-7(/8 /9 ’>B 68; 0/.7604 0A307.674 ;(01:62 /8 24607；>:A4（63/54）：

I#4 (874.6-7(/8 /9 0/.7604 68; (70 0A307.674 ;(01:62 /8 24607 *

为 C"K OK、C"+ OL、C"Q O+，则 B@阴 性 对 照 为 R OCL；而与分选

酶相互作用的荧光强度分别为 RQN OS、RQ+ O"、RQC OL，

则 B@分 选 酶 为 R OC!。其 阴 性 对 照 的 荧 光 强 度 比 较 高

是因为该酵 母 经 过 CL" # 的 发 酵，在 酵 母 表 面 锚 定

了大量的 $%&’ 蛋白，在离心的过程中，由于受到较

大的离心力 与 $%&’ 蛋 白 之 间 的 相 互 作 用 力，会 出

现比较明显的自动脱落现象［C!］。

* 讨论

近年来分选酶抑制剂的筛选研究进展缓慢，究

其原因主要是因为目前常用的 N 种筛选方法尚不完

善。纤连蛋白结合法存在有缺失突变株难以获得、

精确性较差等缺点；荧光淬灭活性检测法精确性高、

操作简单，但需合成荧光标记多肽底物，成本较高；

&T$IFU’H? 较荧光淬灭活性检测法精确性更高，但

依然存在检测成本较高的问题。而酵母表面展示体

系可对表面蛋白进行高通量检测鉴定筛选。酿酒酵

母表面展示体系是酵母表面展示系统中最广泛使用

的表面展示体系之一，日本京都大学植田充美教授

在酵 母 表 面 展 示 高 活 性 的 酶［C+］用 于 改 善 环 境［CL］。

而毕赤酵母表面展示体系，也是一种广泛研究的酵

母表面展示体系，具有培养密度极高［CQFC"］、诱导表达
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性强、稳定性较高［!"］等优点。本研究利用酵母表面

展示 技 术，#$%& 标 签 添 加 到 穿 梭 载 体 ’(%) 中，利

用 %) 将分选酶底物展示在毕赤酵母细胞表面，这为

获得分 选 酶 的 底 物 提 供 了 便 捷。 然 后 检 测 表 面 的

#$%& 标签的展示，确保展示目的基因成功后，通过

荧光的变化检测分选酶的活性，具有成本低廉、操作

容易和精确度高等优点。

以 ’*+,-./0*.123.#$%& 为 模 板，将 分 选 酶 的 底

物 4-5&#6$## 基 因 设 计 在 上 游 引 物 内，扩 增 出

4-5&#6$##.7289:;.#$%& 基因，并成功克隆至大肠杆

菌.毕赤酵母穿梭表达质粒 ’(%) 中。在氯化锂的作

用下，整合到毕赤酵母染色体中，4-5&#6$##.7289:;.
#$%& 蛋白在甲醇诱导下表达。通过荧光显微镜 检

测 #$%& 标签的表达，分析得到的结果是 #$%& 能在

酵母细胞 $)!!<=’(%).4-5&#6$##.7289:;.#$%& 表面

正确表达，并且随着发酵时间的增长，发荧光细胞的

数目增多和荧光强度增大。然后将展示在酵母表面

的底物与分选酶相互作用，以检测分选酶的活性，相

对于 阴 性 对 照，分 选 酶 与 $)!!<=’(%).4-5&#6$##.
7289:;.#$%& 相互作用后的上清中存在有较多游离的

#$%&，荧光强度值增加了 >" ?!。以上结果表明分选

酶底物 4-5&#6$##.7289:;.#$%& 已经成功地展 示 在

酵母细胞表面，而后进行分选酶的检测，结果表明分

选酶可 以 有 效 地 催 化 底 物 的 苏 氨 酸（6）和 甘 氨 酸

（$）之间 的 裂 解，这 为 下 一 步 进 行 分 选 酶 抑 制 剂 的

筛选提供了可能。
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