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摘  要: 次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶(IMPDH)是金黄色葡萄球菌(S. aureus)表面的纤溶酶原(Plg)受

体之一 , 它可以通过赖氨酸结合位点 (LBS)与 Plg 相结合。脂蛋白 (a)[Lp(a)]中的载脂蛋白

(a)[Apo(a)]与 Plg 有很高的同源性, 即两者的 Kringle 结构域都含有 LBS, 其中 Apo(a)的 KIV10 含

有强的 LBS。因此本实验提出了 Lp(a)应该能够与 S. aureus 表面的 Plg 受体相结合, 进而可能竞争

性抑制 S. aureus 与 Plg 结合的假说。本研究克隆了 S. aureus 的 IMPDH 基因, 酶切后将其连接到

表达载体 pASK-IBA37 中, 并在大肠杆菌 BL21 中表达了该重组蛋白(rIMPDH)。通过酶联免疫吸

附试验(ELISA)、亲和色谱层析及 Western blot 对 rIMPDH 与 Lp(a)的相互作用机制进行了研究。

结果表明 rIMPDH 可以通过 LBS 与 Lp(a)和 rKIV10 发生特异性结合, 而且一定浓度的赖氨酸类似

物 6-氨基己酸(EACA)可以抑制这种结合, 然而本研究并未发现 Lp(a)和 rKIV10 对 rIMPDH 与 Plg

的相互作用有明显的抑制。 
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Abstract: Inosine 5′-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) is one of plasminogen (Plg) receptors on 
the surface of Staphylococcus aureu (S. aureus). Plg through its lysine binding sites (LBS) binds to 
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IMPDH. Apolipoprotein(a) [Apo(a)], which is one component of Lipoprotein(a) [Lp(a)], has a high 
homology with Plg and both of them contain LBS in their Kringle (K) domains, and a strong LBS is 
identified in KIV10 of Apo(a). Therefore, we previously reported that Lp(a) might bind to Plg receptor 
on the surface of S. aureus, subsequently competitively inhibiting the interaction of S. aureus with Plg. 
To further test our hypothesis, the IMPDH gene of S. aureus was cloned into pASK-IBA37 and the re-
combinant IMPDH(rIMPDH) was expressed in E. coli BL21. The interaction between rIMPDH and 
Lp(a) was investigated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and affinity chromatogra-
phy-binding assay followed by Western blotting. The results indicated that rIMPDH could specifically 
bind to purified Lp(a) and rKIV10, and the lysine analog EACA inhibited the binding. Unexpectedly, 
Lp(a) and rKIV10 did not significantly inhibit the interaction between rIMPDH and Plg. 

Keywords: Inosine 5′-monophosphate dehydrogenase, Staphylococcus aureus, Plasminogen, Lysine 
binding sites, Lipoprotein(a) 

金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus aureus, S. 

aureus)是一种革兰氏阳性细菌, 是人类和动物的重

要致病菌, 可以引起心内膜炎、菌血症、脓血症、

烫伤性皮肤综合症、中毒性休克综合症等多种严重

疾病[1]。它可以通过多种机制侵入宿主体内, 其中一

种机制是通过其表面的纤溶酶原(Plasminogen, Plg)

受体, 将 Plg 吸附在菌表面, 以降解宿主的细胞外基

质, 最终侵入宿主体内[2]。 

Plg 是一种血浆酶原, 由一个轻链和一个重链

组成, 两者通过两个二硫键相结合, 轻链位于羧基

端, 包含一个丝氨酸蛋白酶区域, 重链包括 5 个富

含半胱氨酸的 Kringle 结构域(K1−K5), Plg 的赖氨酸

结合位点(Lysine-binding site, LBS)就位于 Kringle 结

构域中, 此位点能够识别 Plg 受体中的赖氨酸, 尤其

显著识别羧基末端的赖氨酸[3]。由于天然的 Plg 氨基

末端是 Glu 残基, 因此 Plg 又被称为 Glu-Plg, Glu-Plg

可被纤溶酶(Plasmin, Pm)消化释放出一段 8 kD 的活

性肽片段, 转变为 Lys-Plg, Lys-Plg 能够与 Plg 受体

发生强烈的相互作用[2]。 

S. aureus 表面含有多种 Plg 受体 , 主要包括次

黄嘌呤单核苷酸脱氢酶(Inosine 5′-monophosphate 

dehydrogenase, IMPDH) 、 核 糖 核 苷 酸 还 原 酶

(Ribonucleotide reductase, RNR) 、 α- 烯 醇 化 酶

(α-enolase, SEN)和 3-磷酸甘油醛脱氢酶(Glyceral- 

dehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)等 4

种 [4]。其中, IMPDH 是嘌呤核苷酸生物合成中的关

键 酶 , 它 在 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 (Nicotinamide 

adenine dinucleotide, NAD)辅酶的参与下, 可以催化

次黄苷 5′-单磷酸(Inosine 5′-monophosphate, IMP)生

成 黄 苷 5′- 单 磷 酸 (Xanthosine 5′-monophosphate, 

XMP)[5−6]。由于 IMPDH、RNR、SEN 和 GAPDH 中

都含有赖氨酸残基, 因此它们都可以被 Plg 的 LBS

识别激活 Plg, 而赖氨酸或赖氨酸类似物[如 6-氨基

己酸(EACA)、氨甲环酸等]可以抑制 Plg 与其受体

的结合 , 这提示 Plg 可能是通过 LBS 与其受体结

合的[2]。 

脂蛋白(a)[Lipoprotein(a), Lp(a)]由挪威遗传学

家 Berg 在 1963 年在人血浆中首次发现[7], 大量的研

究认为高水平的 Lp(a)可能是导致冠心病、心肌梗塞

等心血管疾病的独立危险因子 [8−9], 但目前其生理

作 用 仍 然 是 个 谜 。 Lp(a) 是 由 一 分 子 载 脂 蛋 白

(a)[Apolipoprotein(a), Apo(a)]和一分子低密度脂蛋

白 (LDL)通 过 二硫 键连接 形成 的一类 特殊 的脂蛋

白 [10]。Apo(a)是 Lp(a)特有的载脂蛋白, 它与 Plg 具

有 高 度 的 同 源 性 [11], 都 含 有 Kringle 结 构 域 , 但

Apo(a)缺乏与 Plg 的 K1、K2、K3 相应的序列, 而含

有多个 Plg K4 样结构域的重复单位[Apo(a)KIV1−10], 

其中 Apo(a) KIV10 含有一个强的 LBS[12]。在此基础

上本实验室提出了 Lp(a)可能具有抑制病原生物利

用宿主 Plg 的功能, 即 Lp(a)的抗感染学说[13]。 

本研究中, 我们克隆、表达和纯化了重组蛋白

IMPDH (Recombinant IMPDH, rIMPDH), 并通过相
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应实验证明 rIMPDH 与 Lp(a)的相互作用机制, 这

将为进一步证实 Lp(a)的抗感染学说提供基础研究

材料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和载体 : 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (S. aureus) 
CMCC26003 菌株购自中国药品生物制品检定所 , 

大肠杆菌 Escherichia coli BL21 购自上海生工生

物工程技术有限公司 , pASK-IBA37 载体购自 IBA

公司。  
1.1.2  主要试剂和仪器: Typtone、Yeast Extraction

和 Agarose 购自 Oxoid 公司, BactoTM Todd Hewitt 

Broth 购自 BD 公司, 营养肉汤购自北京双旋微生物

培 养 基 制 品 厂 , 核 酸 胶 回 收 和 纯 化 试 剂 盒 购 自

Promega 公司, 限制性内切酶 BsaⅠ购自 NEB 公司, 
DNA 连接试剂盒购自 TaKaRa 公司, TALON Metal 

Affinity Resins 购自 Clontech 公司, 蛋白含量测定试

剂 盒 购 自 Thermo 公 司 , Lp(a) 购 自 Biomedical 

Technologies Inc 公司, LDL 购自 Chemicon 公司, 

Plg、鼠抗人 Plg 单抗和驴抗羊 IgG-HRP 购自 R&D 
Systems 公 司 , 6- 氨 基 己 酸 (ε-aminocaproic acid, 

EACA)和羊抗人 LDL 多抗购自 Sigma 公司, 羊抗人

Apo(a) 多 抗 购 自 Fitzgerald 公 司 , 山 羊 抗 小 鼠

IgG-HRP 购 自 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 , 
His-tactin-HRP 购自 Pierce 公司, 细菌基因组 DNA

提取试剂盒、质粒提取试剂盒、可溶性单组分 TMB

底物溶液购自北京天根生物科技有限公司, 其他常

规试剂为国产分析纯或进口分装。 

PCR 仪购自杭州博日科技有限公司, 酶标仪购

自 BioTek 公司, 台式冷冻离心机购自 Eppendorf 公

司, 凝胶图像分析系统购自上海天能科技有限公司。 

1.2  细菌培养 
S. aureus CMCC26003 的 培 养 : S. aureus 

CMCC26003 经过 7%血平板(营养肉汤 1.8%, Agar 
2%, 脱纤维羊血 7%, pH 7.2)一次活化 24 h, 二次活

化 29 h 后, 接种于 100 mL Todd Hewitt broth 培养基

中, 37 °C、200 r/min 培养 10 h。 

1.3  基因克隆 
1.3.1  引物: 使用 IBA 公司的 Primer D′Signer 软件, 

根据 NCBI 上查找的 IMPDH 和 KIV10 基因序列, 以

pASK-IBA37 为表达载体, BsaⅠ为酶切位点分别设

计 rIMPDH 和 rKIV10 的引物(引物序列见表 1)。引

物由上海生工生物工程有限公司合成。 

1.3.2  扩增 rIMPDH基因: 以 S. aureus CMCC26003

基因组为模板, 扩增 rIMPDH 的基因, 扩增条件为: 

94 °C 1 min；94 °C 30 s, 60°C 30 s, 72 °C 110 s, 32

个循环；72 °C 5 min。用 1%琼脂糖凝胶电泳检测扩

增产物。然后用限制性内切酶 BsaⅠ对 pASK-IBA37

载体及纯化后的扩增产物进行酶切, 酶切产物切胶

回收后用 T4 连接酶进行连接, 最后将连接产物转化

到感受态 E. coli BL21 中, 采用菌落 PCR 的方法鉴

定阳性克隆, 阳性克隆送至北京天一辉远生物技术

有限公司测序。 

1.3.3  rKIV10 基因克隆: rKIV10 的基因克隆、诱导

表达及纯化方法请参阅参考文献[14]。 

1.4  rIMPDH 的诱导表达及纯化 
rIMPDH 的诱导表达及纯化方法参照 IBA 公司

操作手册。纯化后的蛋白用 PBS 透析 24 h, 然后进

行蛋白含量和酶活性测定[15]。 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in the study 

Primer Sequences(5′→3′) (Bsa I Recognition site underlined) PCR product (bp) 

F: ATGGTAGGTCTCAGCGCATGTGGGAAAGTAAATTTGCAAAAGA 
rIMPDH 

R: ATGGTAGGTCTCATATCAGAATGAGTAGTTCGGTGATTCTTTC 
1 467 

F: ATGGTAGGTCTCAGCGCGTCCGCCAGTGCTACCATGGT 
rKIV10 

R: ATGGTAGGTCTCATATCACACAGTCCCTTCTGTGTCTGAG 
264 
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1.5  rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10、LDL 的结

合实验 
1.5.1  酶联免疫吸附试验 (Enzyme-linked im-
munosorbent assay, ELISA)检测 rIMPDH 与 Plg、
Lp(a)、 rKIV10 、 LDL 的相互作用 : 取 纯 化 的

rIMPDH 用 PBS 稀释至浓度为 2 μg/孔 , 每孔取

100 μL 室温下包被 96 孔酶标板 1.5 h, 同时设阳性

及阴性对照; 之后用 TBST 洗涤酶标板 3 次, 再用含

1%牛血清白蛋白的 TBST 封闭 1.5 h; 封闭后用

TBST 洗涤酶标板 3 次, 各酶标板孔内加入相应浓度

的 Plg (分别为 0.01、0.05、0.10 μg/孔)、Lp(a) (分别

为 0.01、0.05、0.10 μg/孔)、rKIV10 (分别为 0.1、0.2、

0.4 μg/孔)、LDL (分别为 0.01、0.05、0.10 μg/孔 ), 

孵育 1.5 h; TBST 洗涤酶标板 3 次, 各酶标板孔内

加入相应的一抗[兔抗人 Plg 多抗 1:300 稀释、羊

抗人 Apo(a)多抗 1:8 000 稀释、羊抗人 LDL 多抗

1:15 000 稀释], 室温下孵育 1.5 h；TBST 洗涤酶标

板 3 次, 继续加入相应的酶标二抗(羊抗兔 IgG-HRP 

1:1 000 稀释、驴抗羊 IgG-HRP 1:1 000 稀释), 室温

下 孵 育 1.5 h; 最 后 以 四 甲 基 联 苯 胺 (Tetramethyl 

benzidine, TMB)为底物, 作用 15 min 后加入终止液, 

检测 OD450。 

1.5.2  亲和色谱层析实验检测 rIMPDH 与 Lp(a)、
LDL 的结合: 取 2 个 5 mL 层析柱分别加入 0.15 mL
的 TALON Superflow Metal Affinity Resin, 并用

Buffer W (50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl,  
0.01% NaN3, pH 8.0)平衡。取纯化的 rIMPDH 50 μg
加入其中 1 个层析柱中, 使 rIMPDH 通过 N-末端

His-tag 与填料中的 Co2+结合, 另 1 个层析柱加 PBS

作为阴性对照, 然后用 Buffer W 清洗层析柱洗去未

结合蛋白, 再向 2 个层析柱中各加入 4 μg Lp(a), 之

后用 Buffer W 过柱洗去未结合蛋白, 再用 Buffer E 
(50 mmol/L NaH2PO4, 300 mmol/L NaCl, 150 mmol/L  
imidazole, 0.01% NaN3, pH 7.0)洗脱, 收集流出物。

将收集的样品分别用 10%的三氯乙酸沉淀, 冰浴 1 h

后, 4 °C、10 000 g 离心 10 min, 去上清, 蛋白沉淀

用 30 μL 1 mol/L Tris-HCl pH 8.0 悬浮, 然后加 10 μL 

4×Sample buffer, 煮沸 5 min, 备用。检测 rIMPDH
与 LDL 结合时 , rIMPDH 和 LDL 分别取 50 μg 和

4 μg, 其余实验步骤同前。 
Western blot: 将上述处理后样品做 SDS-PAGE 

(4%浓缩胶, 6%分离胶)电泳, 电泳后将样品转于硝

酸纤维素膜上, 分别用来检测 Lp(a)和 rIMPDH。用

于检测 Lp(a)的膜(湿转, 横流 400 mA, 3 h)转膜后用

含 5%脱脂奶粉的 TBST 封闭 1.5 h, 封闭后, 以羊抗

人 Apo(a)多抗 (1:40 000 倍稀释 )为一抗 , 驴抗羊

IgG-HRP (1:5 000 倍稀释)为二抗, 加入化学发光底

物后在暗室中显影。用于检测 LDL 的膜(湿转, 横

流 400 mA, 3 h)以羊抗人 LDL 多抗(1:20 000)为一

抗, 驴抗羊 IgG-HRP (1:5 000 倍稀释)为二抗。用于

检 测 rIMPDH 的 膜 (半干 转 , 恒 压 30 V, 1 h)以

His-tactin-HRP (1:5 000 倍稀释)为抗体。其余实验步

骤同前。 

1.6  ELISA 检测 EACA 抑制 rIMPDH 与 Plg、
Lp(a)、rKIV10 结合实验 

EACA 的 4 个浓度分别为 0、0.2、2.0、20.0 mmol/L, 
Plg 和 Lp(a) 浓度为 0.1 μg/孔, rKIV10 浓度 0.2 μg/孔, 

EACA 抑制 rIMPDH 与 Plg 结合的实验, 所用一抗和

二抗分别为: 兔抗人 Plg 多抗(1:300 倍稀释)和羊抗

兔 IgG-HRP (1:1 000 倍稀释)。EACA 抑制 rIMPDH

与 Lp(a)、rKIV10 的结合实验, 所用一抗和二抗分别

为羊抗人 Apo(a)多抗 (1:8 000 倍稀释 )和驴抗羊

IgG-HRP (1:1 000 倍稀释), 其余实验方法与 1.5.1
相同。 

1.7  ELISA 检测 Lp(a)、rKIV10 抑制 rIMPDH 与

Plg 结合的实验 
Plg 的浓度为 0.1 μg/孔, Lp(a)和 rKIV10 的浓度分

别为(0.05、0.10、0.20 μg/孔)和(0.1、0.2、0.4 μg/孔), 
所用一抗和二抗分别为鼠抗人 Plg 单抗(1:1 500 倍

稀释)和羊抗鼠 IgG-HRP (1:3 000 倍稀释), 其余实

验方法与 1.5.1 相同。 

2  结果与分析 

2.1  基因克隆和蛋白的表达、纯化 
以 S. aureus CMCC26003 基因组为模板扩增

IMPDH 基因经 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 显示片段

大小与理论值一致, 将扩增产物酶切、连接、转化

后通过菌落 PCR 鉴定阳性克隆, 并将阳性克隆进行
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测序, 测序结果表明该 IMPDH 氨基酸序列与参考

序列完全相同[5], 从而构建了 pASK-IBA37-IMPDH

表达载体, 然后诱导表达及纯化 rIMPDH。 

2.2  rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10、LDL 的

结合 
2.2.1  rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10、LDL 结合

的 ELISA 结果: 取纯化后的 rIMPDH 与 Plg、

Lp(a)、rKIV10、LDL 做 ELISA 检测, 结果表明(图

1A、B 和 C), rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10 结合, 并

呈 浓 度 梯 度 依 赖 关 系 (P<0.05, 差 异 显 著 ), 而

rIMPDH 不与 LDL 结合, 这说明 rIMPDH 主要与

Lp(a)的 Apo(a)结合。 

2.2.2  rIMPDH 与 Lp(a)、LDL 的亲和色谱层析实

验结果: 取纯化后的 rIMPDH 与 Lp(a)、LDL 做亲和

色谱层析实验, 实验后得到的样品进行 SDS-PAGE、

Western blot 检测 , 结果表明(图 1D), rIMPDH 与

Lp(a)结合 , 而不与 LDL 结合 , 这与 ELISA 结果

一致。  

2.3  EACA 抑制 rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10

的结合 
EACA 抑制 rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10 的

结合实验结果表明 (图 2), 一定浓度的 EACA 对

rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10 的结合都有不同程度

的抑制作用, 说明 rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10

主要是通过后者分子中的 LBS 结合的, 而在 EACA

抑制 rIMPDH 与 rKIV10 的结合的 ELISA 结果中, 高

浓度 EACA (20 mmol/L)的抑制作用反而减弱, 此结

果的原因目前还不清楚。 
 

     

            

图 1  rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、LDL 和 rKIV10 的结合 
Fig. 1  The binding of rIMPDH to Plg, Lp(a), LDL and rKIV10 

Note: A: ELISA detected the binding of rIMPDH to Plg; B: ELISA detected the binding of rIMPDH to Lp(a), LDL; C: ELISA detected the 
binding of rIMPDH to rKIV10; D: The samples of affinity chromatography analysis were detected the binding of rIMPDH to Lp(a), LDL by 
Western blot. 
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图 2  EACA 抑制 rIMPDH 与 Plg、Lp(a)、rKIV10 的

结合  
Fig. 2  EACA inhibits the binding of rIMPDH to Plg, 
Lp(a), rKIV10 
Note: *: P<0.05. 
 

2.4  Lp(a)、rKIV10 抑制 rIMPDH 与 Plg 结合 

Lp(a)、rKIV10 抑制 rIMPDH 与 Plg 结合的 6 次

重 复 实 验 结 果 (图 3)均 表 明 不 同 浓 度 的 Lp(a)、

rKIV10 对 rIMPDH 与 Plg 的结合没有明显抑制作用。 

3  讨论 

研究表明, 在 Plg、Lp(a)、rKIV10 中均含有 LBS, 

它们可以通过 LBS 与配体中的赖氨酸或赖氨酸类

似物 EACA 结合[2−3,12]。IMPDH 是一种分子内部含

有 39 个赖氨酸的蛋白质, 本研究中的 ELISA 结果表

明 rIMPDH 可以与 Plg、Lp(a)、rKIV10 特异性结合

(图 1A、B 和 C), 而赖氨酸类似物 EACA 可以抑制

这种结合(图 2), 表明 Plg、Lp(a)、rKIV10 是通过其

分子内的 LBS 与 rIMPDH 相结合。此外, 本研究也

发 现 rIMPDH 不 与 LDL 结 合 ( 图 1B), 这 提 示

rIMPDH 主要与 Lp(a)中的 Apo(a)结合, 而且亲和色

谱层析实验(图 1D)也再次验证了上述结论。 

Lp(a)抑制 rIMPDH 与 Plg 相互作用的 ELISA 结

果 表 明 ( 图 3 ) ,  在 本 研 究 中 未 发 现 L p ( a ) 对

rIMPDH-Plg 的相互作用有明显的抑制作用, 分析其

可能的原因有: (1) Plg、Lp(a)均可与 rIMPDH 结合, 

但 Plg 与 rIMPDH 的结合能力比 Lp(a)与 rIMPDH 的 

 

 

图 3  Lp(a)和 rKIV10 抑制 rIMPDH 与 Plg 的结合 
Fig. 3  Lp(a) and rKIV10 inhibits the binding of rIMPDH 
to Plg 
Note: A: Lp(a) inhibits the binding of rIMPDH to Plg; B: rKIV10 
inhibits the binding of rIMPDH to Plg. 
 

结合能力强(图 1A 和 B); (2) Plg 或 Lp(a)可能与

rIMPDH 分子内不同的赖氨酸残基结合, 因此三者

之间不存在竞争关系。 

目前, Lp(a)的生理功能还不明确, 一些报道认

为 Lp(a)可以修复损伤组织[16], 促进伤口愈合[17], 参

与纤溶系统中纤维蛋白的降解[18]等, 但没有形成广

泛的共识。本研究表明, Lp(a)可以通过其分子内的

LBS 与 S. aureus 表面的 Plg 受体 IMPDH 结合, 虽然

并没有检测到 Lp(a)对 rIMPDH 与 Plg 结合的明显抑

制作用, 但我们以往的研究发现 Lp(a)能够抑制 S. 

aureus 与 Plg 的结合[19], 因此 Lp(a)可能会抑制 S. 

aureus 表面其它 Plg 受体与 Plg 的结合, 这需要进一

步的研究。 
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