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摘  要: 乳链菌肽(Nisin)是由某些乳酸菌产生的一种阳离子抗菌肽, 而 Nisin 抗性蛋白(Nisin re-
sistance protein, NSR)的表达则使一些非 Nisin 产生菌获得 Nisin 抗性。为深入探索 NSR 的作用机

制, 本研究在大肠杆菌中表达了去除 N 末端 38 个氨基酸残基的 NSR(NSRΔ38)与 GST 的融合蛋白

GST-NSRΔ38。通过谷胱甘肽(GSH)亲和层析和 GST 标签的切除后, 得到纯化的 NSRΔ38, 并测定

了该蛋白可能的 nisin 降解活性。反应产物的抑菌活性测定结果表明被 NSRΔ38 作用后的 Nisin 丧

失了抑菌活性, 而反相高效液相层析(RP-HPLC)分析结果进一步表明这是由 NSRΔ38 具备 Nisin 降

解活性所造成的。本研究为 NSR 功能的深入研究奠定了工作基础。 
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Purification and Functional Analysis of Recombinant Nisin 
Resistance Protein (NSR) Expressed in Escherichia coli 
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Abstract: Nisin is a cationic antimicrobial peptide produced by some lactic acid bacteria. However, expres-
sion of nisin resistance protein (NSR) could confer nisin resistance on some non-nisin-producing Lactococ-
cus lactis. To deeply elucidate molecular mechanism underlying NSR-mediated nisin resistance, an NSR 
mutant with N-terminal 38 amino acid residues deleted (NSRΔ38) was overexpressed in Escherichia coli by 
fusion with GST. Purified NSRΔ38 was obtained through glutathione (GSH) affinity chromatography fol-
lowed by cleavage of GST tag. Putative proteolytic activity of NSRΔ38 was determined in vitro against nisin. 
Antimicrobial activity analysis revealed that nisin lost its bactericidal activity after incubation with NSRΔ38. 
Further reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) analysis indicated that 
NSRΔ38 displayed proteolytic activity against nisin, thus inactivating the antimicrobial peptide. The current 
study paves the way for in-depth functional studies on NSR. 
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乳 链 菌 肽 (Nisin) 是 某 些 乳 酸 乳 球 菌
(Lactococcus lactis)或乳房链球菌 (Streptococcus 
uberis)产生的一种阳离子小肽, 它对包括食品腐败
菌和致病菌在内的许多革兰氏阳性菌有强烈的抑制

作用, 且对人体安全无毒, 已被 50 多个国家和地区
广泛用作食品防腐剂[1,2]。 

革兰氏阳性菌对 Nisin 产生耐受的方式主要有
两种。一种是 Nisin 产生菌为防止受自身产生 Nisin
的杀伤作用而形成的免疫机制(Nisin immunity), 另
一种是非 Nisin 产生菌中由于 Nisin 抗性基因(Nisin 
resistance gene, nsr)表达所表现出的 Nisin 抗性
(Nisin resistance)[3]。目前, 对于 Nisin免疫蛋白(NisI
及 NisEFG)参与形成的免疫机制的研究相对较为深
入, 而关于 nsr的研究仅局限于利用其 Nisin抗性功
能构建食品级表达载体[4]。 

nsr编码一个含有 318 aa的Nisin抗性蛋白NSR, 
Blast 比对结果发现 NSR 中存在一个 C-端保守的末
端特异性蛋白酶 (C-terminal conserved tail-specific 
proteases, TSPc)结构域, 而末端特异性蛋白酶是一
类能够特异性识别蛋白或多肽底物 C-端的蛋白内切
酶[5], 这提示NSR所介导的Nisin抗性可能是通过降
解 Nisin实现的。 

然而, 对于 NSR 是否具备 Nisin 降解功能, 目
前仍存在诸多疑问[6]。因此, 对这个问题的解答是阐

明 NSR所介导的抗性机制的前提。而本实验室的前
期工作表明去除信号肽序列的 NSR(NSRSD)在体外
能够表现出 Nisin 降解活性, 且作用位点位于 Nisin
的第 28 位和 29 位氨基酸残基之间(图 1)[8]。然而, 
NSRSD 的体外稳定性较差, 容易发生降解(未发表
结果)。因此, 为获得足够量且稳定性较高的 NSR蛋
白进行其生化功能研究, 本工作在对 NSR进行疏水
性分析的基础上, 进一步开展了去除 N-末端 38 个
氨基酸残基的 NSR(NSRΔ38)在 E. coli 中的表达和
纯化工作 , 体外功能测定结果表明 NSRΔ38 具备
Nisin降解活性且其稳定性明显增加, 这为进一步了
解 NSR的结构功能并深入研究 NSR介导的 Nisin抗
性机制奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 
1.1.1  菌株与质粒: 质粒 pGEX-6P-1和菌株 E. coli 

BL21(DE3)、E. coli JM109、黄色微球菌 NCIB8166 

(Micrococcus flavus NCIB8166)等均由本实验室保

存。其中, E. coli BL21(DE3)、E. coli JM109使用

LB 培养基 , 培养条件为 37°C 振荡培养 , 根据需

要 , 向培养基中加入氨苄青霉素(Amp)至终浓度为

100 µg/mL。M. flavus NCIB8166 使用 S1 培养基 

 

 

图 1  NSRSD 催化 nisin 降解反应示意图[8] 
Fig. 1  Proteolysis of nisin catalyzed by NSRSD[8] 



刘家乐等: 大肠杆菌重组乳链菌肽抗性蛋白(NSR)的表达纯化及其功能分析 1521 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(0.8% Tryptone, 0.5% Yeast extract, 0.5% Glucose, 
0.5% NaCl, 0.2% Na2HPO4, 0.75% Tween 20), 培养
条件为 30°C静止培养。 
1.1.2  酶与试剂: Pyrobest DNA扩增酶、限制性内
切酶(BamHⅠ、Xho )Ⅰ 、T4 DNA 连接酶、dNTP 混
合物等购于 TaKaRa 公司 , 凝胶回收试剂盒购于
OMEGA公司, Tryptone、Yeast extract为 Oxoid公
司产品, SDS、Tris、Acrylamide、Bisacrylamide 等
为 Sigma 公司产品; Glutathione sepharose 4B、
PreScission蛋白酶购于 GE Healthcare; 还原型谷胱
甘肽(GSH)购于Roche; 其余一般分析试剂均为国产
分析纯。C-18 SinoChrom ODS-BP 分析柱(10 µm 
10 mm×250 mm)购于大连依利特公司, 乙腈为色谱
纯, 三氟乙酸(TFA)为Merck公司产品。高纯度 Nisin 
(nisinZ) 由浙江银象生物工程有限公司提供。 

1.2  试验方法 
1.2.1  GST-NSRΔ38 融合蛋白表达载体的构建及大

肠杆菌的转化 : 根据 nsr 序列设计上游引物

nsr5′(5′-cgc gga tcc cag aag tat gtt cga gtt gcc-3′)及下

游引物 nsr3′(5′-cgg ctt gag tta ctt tat ttg aga ttt-3′), 并

分别引入 BamHⅠ和 XhoⅠ酶切位点, 扩增 nsr中编

码 39 aa~318 aa的核酸片段 nsrΔ38。引物由北京奥

科生物技术有限公司合成。PCR反应条件为: 94°C 5 

min; 94°C 30 s, 58°C 30 s, 72°C 1 min, 30个循环; 

72°C, 10 min。 

PCR扩增产物经纯化后用 BamH I及 Xho I双酶

切并回收纯化 , 然后与经同样酶切并纯化的

pGEX-6P-1质粒连接, 转化 E. coli JM109感受态细

胞并用Amp筛选转化子, 后经 PCR和提取质粒的限

制性酶切分析鉴定重组菌株, 并经 DNA 序列测定

(北京奥科生物技术有限公司), 获得 GST-NSRΔ38

融合蛋白表达载体 pGEX-6P-NSRΔ38。 

将鉴定正确的重组表达质粒 pGEX-6P-NSRΔ38

转化 E. coli BL21(DE3), 经过提取质粒酶切鉴定

后获得阳性转化子。以上所有步骤均参照“分子克

隆”[7]实验方法进行。 

1.2.2  重组蛋白的诱导表达: 将振荡培养过夜的 E. 
coli BL21(DE3)/pGEX-6P-NSRΔ38 菌液 1:100 转 
接至 5 mL 含有 Amp 的新鲜 LB 培养基中, 37°C、 
180 r/min 振荡培养至对数生长期(OD600 约为 0.6), 
加入异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG)至终浓度为 
0.6 mmol/L,在 16°C 条件下分别振荡培养 2 h、4 h

和 6 h。然后, 4°C、10000 r/min离心 10 min收集菌
体 , 菌体沉淀用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤一次后重
悬于 0.5 mL该溶液中。超声破碎菌体, 4°C、10000 
r/min 离心 10 min 收集上清, 沉淀用等体积的 PBS
重悬。12% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)
检测重组蛋白 GST-NSRΔ38在不同诱导时间下的表
达。 

为获得大量表达 GST-NSRΔ38 融合蛋白的菌体, 
将上述菌液培养体积扩大至 1 L, IPTG 诱导时间选
用 6 h, 其余同上所述。 
1.2.3  表达产物的分离纯化: 采用GSH亲和柱层析
对表达产物进行分离纯化。先用 5倍柱床体积的 PBS
平衡Glutathione Sepharose层析柱, 超声破碎的菌液
上清经抽滤(0.22 µm)后上样, 然后用 10倍柱床体积
的 PBS 冲洗柱积 3 次以除去非特异性结合的杂蛋
白。再用 10倍柱床体积的 PreScission 酶切缓冲液 
[50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0), 150 mmol/L NaCl, 
1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L DTT]平衡柱子后加入
PreScission 蛋白酶混合液[80 µL (160 个单位) Pre-
Scission 蛋白酶与 920 µL PreScission 酶切缓冲液]
于 4°C 酶切过夜 , 用 PreScission 酶切缓冲液洗脱
目标蛋白。而与 GSH 层析柱结合的 GST 标签  
及 PreScission 蛋白酶则被 GSH 洗脱缓冲液[含有 
10 mmol/L还原型 GSH的 50 mmol/L Tris-HCl (pH 
8.0)溶液]分 3~4次洗脱下来。 
1.2.4  表达产物的体外活性检测: 待测样品NSRΔ38

与 Nisin 的体外反应体系为: Nisin Z [2 mg/mL, 

50 mmol/L Tris-HCl (pH 6.0) 配制] 25 µL, NSRΔ38

样品 5 µL, 50 mmol/L Tris-HCl (pH 6.0) 20 µL, 共计 

50 µL; 阳性对照NSRSD与Nisin的体外反应体系为: 

Nisin Z [2 mg/mL, 50 mmol/L Tris-HCl (pH 6.0)配制] 

25 µL, NSRSD 浓缩样品 5 µL, 50 mmol/L Tris-HCl 

(pH 6.0) 20 µL, 共计 50 µL[8]; 空白对照为 Nisin Z

与 50 mmol/L Tris-HCl (pH 6.0)溶液反应的产物。这

3个反应体系均在 30°C恒温水浴中温育 6 h后, 分

别通过抑菌活性测定和反相高效液相色谱

(RP-HPLC)分析来检测 NSRΔ38 或 NSRSD 的体外

Nisin降解活性。 

1) 抑菌活性检测: 指示菌平板的制备。将指示

菌 M. flavus NCIB8166接种于 S1培养基平板, 30°C
过夜培养后于 4°C 冰箱放置 10 d 备用。用接种环
从该平板上刮取一环菌体 , 加入适量无菌水(约 6 
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mL), 振荡混匀, 倒入 200 mL融化并冷却至适当温
度的 S1 培养基中, 混匀并倒入玻璃培养皿内, 待其
自然冷却凝固。 

待测样品的配制。待测样品为 NSRΔ38 作用后

Nisin的反应液, 吸取 1 µL被 NSRΔ38作用后 Nisin

的反应液溶于 9 µL 0.02 mol/L HCl溶液中混匀, 再

吸取上述混合液 1 µL于 49 µL 0.02 mol/L HCl溶液

中混匀, 计量 50 µL备用; 阳性对照是被 NSRSD作

用后 Nisin的反应液, 阴性对照为只有 Nisin的反应

液, 稀释方法同待测样品。 

反应产物抑菌活性测定。用一内径约 7 mm 的

打孔器在 M. flavus NCIB8166指示菌平板上均匀打

孔, 依次加入 50 µL 待测样品或对照, 超净工作台

中吹 0.5 h后移至 4°C冰箱 , 待加入样品扩散吸收

2 h后转入 30°C培养箱内培养 24 h。 

2) RP-HPLC 检测: 待测反应样品 30 µL 经过

12000 r/min 离心 20 min 后待用, 配制流动相 A 液

(H2O+0.1% TFA), B液(乙腈+0.1% TFA), 经 0.45 µm

微孔滤膜过滤后待用。使用 Waters 600 HPLC系统

和 C-18 SinoChrom ODS-BP 5 µm 4.6 mm × 250 mm 

RP-HPLC 柱 (大连依利特 )进行分离 , 分离条件为

10%~50% B液[VB/V(A+B)]梯度洗脱 15 min后, 再用

90% B液洗脱 5 min。洗脱流速 1 mL/min, 洗脱物用

220 nm紫外光吸收进行检测[8]。 

2  结 果 

2.1  nsr 编码产物分析 
对 nsr编码产物NSR进行保守结构域分析发现, 

该蛋白的 C-末端(107 aa~303 aa)存在一个 TSPc结构

域, 这提示 NSR可能是通过降解 Nisin而发挥 Nisin

抗性功能的。为了获得足量的 NSR 进行其可能酶活

性的测定, 我们曾试图在 E. coli中表达 NSR与 GST

的融合蛋白 GST-NSR。然而, 即使经过多次表达条件

的优化, GST-NSR 的表达水平仍较低且可溶性差(图

2及未显示结果), 这不利于后续纯化工作的进行。 

NSR 的疏水性分析结果表明在其 N-端存在一

个强疏水区 (图 3), 而该疏水区可能是导致

GST-NSR 可溶性差的原因所在。因此, 为获得可溶

性的 NSR蛋白以对其进行深入的功能研究, 我们可

在 E. coli 中表达去除 N-末端 38 个氨基酸残基的

NSR(NSRΔ38)与 GST的融合蛋白 GST-NSRΔ38。 

 

图 2  GST-NSR 在 E. coli 中诱导表达的可溶性分析 
Fig. 2  Solubility analysis of  inducible expression of 
GST-NSR in E. coli 
Note: M: Molecular weight marker; 1, 2: Soluble and insoluble 
fractions of uninduced E. coli BL21(DE3) cells transformed with 
GST-NSR expression vector; 3, 4: Soluble and insoluble fractions 
of E. coli BL21(DE3) cells transformed with GST-NSR expression 
vector induced by 0.6 mmol/L IPTG at 16°C for 6 hours. 

 

 

图 3  NSR 的疏水性分析 
Fig. 3  Hydrophobic analysis of NSR 
 
2.2  GST-NSRΔ38 表达载体 pGEX-6P-NSRΔ38
的构建及鉴定 

我们将目的片段 nsrΔ38 克隆到表达质粒
pGEX-6P-1 上得到重组质粒 pGEX-6P-NSRΔ38, 重
组质粒经过 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切后得到约 5 kb
和 0.8 kb 两个片段, 与预期相符, 进一步测序结果
表明表达质粒 pGEX-6P-NSRΔ38构建正确。重组质
粒转化 E. coli BL21(DE3)后得到 GST-NSRΔ38表达
菌株。 

2.3  GST-NSRΔ38 融合蛋白的诱导表达 
在 37°C培养温度下, 菌液OD600达到 0.6时, 经
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0.6 mM IPTG 16°C诱导后的菌体样品经超声破碎, 
离心分离可溶性组分和不溶性组分 , 它们的
SDS-PAGE 检测结果如图 4 所示。由此可知, IPTG
诱导表达的 GST-NSRΔ38大部分存在于可溶性组分
中(泳道 1、3、5), 且其表达量随诱导时间的延伸而
明显升高。而在不可溶性组分中, 即使当诱导时间
延长至 6 h 后, 仅检测到 GST-NSRΔ38 的少量表达
(泳道 2、4、6)。因此, 我们选择以上诱导条件(菌液
OD600值 0.6、IPTG浓度 0.6 mmol/L、诱导温度 16°C)
诱导表达 6 h 作为大量诱导表达 GST-NSRΔ38 的
条件。  
 

 

图 4  GST-NSRΔ38 在 E. coli 中诱导表达的可溶性分析 
Fig. 4  NSR protein without N-terminal 38 aa expressed in 
E.coli BL21(DE3) was induced with IPTG in different time  
Note: M: protein marker; 1 and 2: Soluble and insoluble fractions 
of E. coli BL21(DE3) cells transformed with GST-NSRΔ38 expres-
sion vector induced by 0.6 mM IPTG at 16°C for 2 hours; 3 and 4: 
Soluble and insoluble fractions of E. coli BL21(DE3) cells trans-
formed with GST-NSRΔ38 expression vector induced by 0.6 mM 
IPTG at 16°C for 4 hours; 5 and 6: Soluble and insoluble fractions 
of E. coli BL21(DE3) cells transformed with GST- NSRΔ38 ex-
pression vector induced by 0.6 mM IPTG at 16°C for 6 hours; 7 and 
8: Soluble and insoluble fractions of uninduced E. coli BL21(DE3) 
cells transformed with GST-NSRΔ38 expression vector. 
 

2.4  NSRΔ38 蛋白的分离纯化 
由于重组蛋白融合有GST标签, 可利用GST与

琼脂糖凝胶珠上偶联的 GSH之间特异的亲和力, 将
GST 融合蛋白从细菌总蛋白溶液中分离出来。为排
除 GST蛋白对 NSRΔ38蛋白功能的影响, 我们通过
同为 GST 融合蛋白的 PreScission 蛋白酶切除 GST
标签 , 获得目的蛋白 NSRΔ38。而 GST 标签和
PreScission蛋白酶仍与偶联有GSH的琼脂糖凝胶珠
结合, 只有在加入 GSH洗脱缓冲液的条件下才能被
特异性洗脱下来。图 5A中为经过 GSH亲和层析和
切除 GST标签后获得的 NSRΔ38蛋白的 SDS-PAGE
结果(泳道 2), 其分子量与预期(31.4 kD)相符。图 5B

中是用 GSH 洗脱缓冲液分 2 次洗脱获得的 GST 标
签蛋白及 PreScission蛋白酶。 

2.5  NSRΔ38 的体外功能检测 
NSRΔ38保留了NSR中完整的 TSPc结构域, 为

检测其在体外是否具备 Nisin 降解功能 , 我们将
Nisin与 NSRΔ38温育后, 通过反应产物的抑菌活性
测定和 RP-HPLC分析来检测 NSRΔ38可能的 Nisin
降解活性。 

2.5.1  反应产物的抑菌活性检测: Nisin可以强烈抑
制 M. flavus  NCIB8166 的生长 ,  在 M. flavus 
NCIB8166 的平板上可以呈现明显的抑菌圈(图 6 中 

 

 

图 5  GST 亲和纯化切除标签后的重组蛋白 NSRΔ38 与

GST 
Fig. 5  Purification by GST-affinity column with PreScission 
protease 
Note: A: M: Protein marker; 1: NSRΔ38 purification by 
GST-affinity column; B: M: Protein marker; 1: First GST by glu-
tathione elution buffer (10 mmol/L); 2: Second GST by glutathione 
elution buffer (10 mmol/L). 
 

 

图 6  对照 Nisin 及被 NSRSD 或 NSRΔ38 作用后 Nisin
抑菌活性的测定 
Fig. 6  Antimicrobial activity of control nisin and that after 
incubation with NSRSD or NSRΔ38  
Note: 1: Control nisin (0.1 μg); 2: Nisin after incubation with 
NSRSD (0.1 μg); 3: Nisin after incubation with NSRΔ38 (0.1 μg);  
M. flavus NCIB8166 was selected as indicator strain. 
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1)。然而, 当 Nisin 与 NSRSD 或 NSRΔ38 温育后,
则完全失去了对 M. flavus NCIB8166的生长抑制能
力(图 6 中 2 和 3)。这提示 NSRΔ38 可能和 NSRSD
一样具备体外 Nisin降解活性。 
2.5.2  反应产物的 RP-HPLC 分析 : 为了验证
NSRΔ38 所导致的 Nisin 抑菌活性的丧失是否由
NSRΔ38对 Nisin的降解所造成的, 我们对反应产物

进行了 RP-HPLC分析, 结果如图 7所示, 对照Nisin
的洗脱时间为 16.3 min(图 7 A), 而当 Nisin 与
NSRΔ38反应后, 可检测到洗脱时间分别为 9.8 min
和 17.2 min的两个肽段(图 7 B), 这与 NSRSD降解
Nisin产物的 RP-HPLC结果一致[8]。因此, 重组蛋白
NSRΔ38 具备体外 Nisin 降解活性, 且其作用 Nisin
的位点与 NSRSD相同。 

 

 

图 7  对照 Nisin(A)及其被 NSRΔ38 作用后产物(B)的 RP-HPLC 分析 
Fig. 7  RP-HPLC profiles for nisin and the products of NSRΔ38 cleavage of nisin 

注: 星号指示的为 Nisin; 箭头指示的为 Nisin降解产物. 
Note: 2 µg purified protease in a 50 µL reaction buffer at 30°C for 6 h. A: control nisin. Asterisk indicates intact nisin; B: The products of 
NSRΔ38 cleavage of nisin. Arrows indicate degraded products of nisin by NSRΔ38. 

 

3  讨论 

随着天然食品防腐剂 Nisin 的广泛应用, Nisin

的抗性问题也逐渐引起了人们的关注。在实验室条

件下, 当生长环境中的 Nisin浓度逐渐增加时, 在敏

感菌株中就能够形成 Nisin抗性。然而, 这种抗性是

一个复杂的表型, 涉及到细菌细胞壁和/或细胞膜成

分改变等多方面的机制的参与[9−12]。 

一些非 Nisin 产生菌对 Nisin 有着天然的抗性, 

研究结果表明这种抗性多与 Nisin抗性蛋白(NSR)的

表达有关。本实验室前期研究结果表明去除信号肽

序列的 NSR(NSRSD)在体外能够降解 Nisin, 降解位

点位于 Nisin 分子的第 28 和 29 位氨基酸之间,而且

降解产物 Nisin1-28 的细胞膜结合能力和孔洞形成能

力大大降低, 从而使其抑菌活性比完整 Nisin 分子

降低百倍以上[8]。但是由于重组蛋白 NSRSD还存在

稳定性较差、与 GST融合蛋白可溶性有待提高等方

面的问题, 本文根据疏水性分析结果, 在 E. coli 中

表达了去除 N-端 38个氨基酸残基的 NSR(NSRΔ38)

与GST的融合蛋白GST-NSRΔ38, 并经GSH亲和纯 

化和 GST标签切除后获得了 NSRΔ38。体外蛋白酶

活性测定结果表明, NSRΔ38与 NSRSD一样也具备

Nisin 降解活性。但与 NSRSD 相比较, NSRΔ38 与

GST 融合蛋白的表达量更高 , 而且纯化得到的

NSRΔ38的稳定性更好(结果未显示)。这为深入研究

乳链菌肽抗性蛋白 NSR 的结构与功能奠定了良好

的工作基础。 
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