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摘  要: 体外克隆化脓性链球菌 5005 的 ftsb 基因, 表达并纯化 FtsB 蛋白, 并对其铁色素结合特性

进行初步研究。首先通过 PCR 方法从基因组中扩增 ftsb 基因, 将其连接到 pGEX4T-1 载体上, 转

入大肠杆菌 DH5α 中大量扩增, 将测序正确的重组载体转化到表达宿主大肠杆菌 BL21 进行表达,

优化诱导表达条件。利用亲和层析方法纯化表达产物, 并对 FtsB 的铁色素结合特性进行研究, 同

时通过 DEPC 封闭组氨酸实验对其结合位点进行初步研究。成功构建原核表达载体 pGEX-ftsb, 获

得分子量约 33 kD 的野生型 FtsB 蛋白, 产率为 30 mg/L。紫外-可见光谱研究表明 FtsB 和铁色素

结合后在 450 nm 处出现紫外吸收峰, DEPC 封闭组氨酸实验证明 FtsB 中组氨酸不参与铁色素的结

合。对 FtsB 蛋白进行铁色素结合特性和结合位点进行研究, 为进一步研究细菌中的铁色素转运机

理及开发疫苗候选物和药靶奠定一定的理论基础。 
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Abstract: This study aims to clone ftsb gene from Streptococcus pyogenes 5005, to express and purify 
FtsB, and to characterize its ferrichrome binding properties in vitro. DNA fragments encoding ftsb was 
obtained by PCR and inserted into plasmid pGEX4T-1, followed by transformation into Escherichia 
coli DH5α. The constructed recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli BL21 to ex-
press FtsB. The conditions used to induce expression were optimized. The protein was purified using 
affinity chromatography. The ferrichrome binding property was initially characterized, and the binding 
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site was investigated by blocking histidine residues. with DEPC. The 33 kD FtsB was successfully ex-
pressed and purified, and the yield was 30 mg/L. The UV-visible spectra showed the FtsB had a visible 
absorption peak at 425 nm with ferrichrome and that histidine didn’t participate in ferrichrome binding. 
This approach reports the ferrichrome binding properties and binding site of FtsB, providing theoretical 
foundations for the further study of ferrichrome transport mechanism in bacteria and the development of 
drug target and vaccine candidate. 

Keywords: Streptococcus pyogenes, FtsB, Ferrichrome, DEPC  

铁离子是细胞代谢过程中许多蛋白或酶的辅

助因子 , 是大多数细菌生存以及形成感染的必需

元素[1−3]。相对而言, 细菌从人体获得铁离子相当艰

难, 因为人体中的铁离子在生理环境下是极度难溶

的, 人体细胞内外游离存在的铁离子非常有限[2−3]。

于是许多细菌分泌出低分子量的铁载体(Siderophore)

从宿主环境中螯合铁离子。ABC 转运系统是大多数

细菌所含有的铁摄取系统, 在化脓性链球菌中具有

高度的保守性。它由一个脂蛋白、一个膜蛋白和一

个 ATP 酶组成。脂蛋白作为配体与金属离子、血红

素或铁色素结合, 并依靠 ATP 结合蛋白提供能量, 

与膜蛋白相互作用, 导致铁离子或铁化合物的释放

并转运到菌体内。其中的脂蛋白暴露在细胞膜外 , 

因此可以成为这些细菌引发的感染性疾病的疫苗候

选物和药靶[4−6]。 

化脓性链球菌 (Streptococcus pyogenes)是一类

革兰氏阳性致病球菌 , 是致病力最强的一种链球

菌, 能产生多种毒素(链球菌溶素 O 和 S、红疹毒

素)、M 蛋白、脂磷壁酸和链激酶、链道酶、透明

质酸酶等致病因子 , 可引起急性咽炎、呼吸道感

染、丹毒、脓疱病、软组织感染、心内膜炎和脑膜

炎等, 产毒株还可引起猩红热等 [7]。在化脓性链球

菌中, 至今报导了 3 种摄取铁离子的 ABC 系统, 分

别是 MtsABC、HtsABC 和 FtsABCD[8−9]。在这 3

种 ABC 转运系统中, MtsABC 中的脂蛋白 MtsA 能

直接结合铁离子[10−11]; HtsABC 中的 HtsA 结合含铁

血红素 Heme; FtsABCD 中的 FtsB 结合含铁的铁色

素[12−13]。 
化脓性链球菌中 FtsABCD 系统主要负责铁色

素的摄取, 其中 ftsA 编码 ATP 结合蛋白, ftsB 编码脂

蛋白, ftsCD 编码膜蛋白。当 MtsA 和 HtsA 在细胞

中失去活性及培养基缺铁时, FtsB 的表达水平及铁

色素含量同时增加[13]。除了上述这些研究结果, 对

FtsB 在铁色素结合、转运及其结构与功能的关系等

更多的化学和生化性质上, 我们知之甚少。本实验

通过 PCR 扩增 ftsb 基因, 以 pGEX4T-1 为载体, 构

建重组质粒, 大量表达目的蛋白并纯化, 对纯化的

FtsB 蛋白进行铁色素结合特性研究, 初步探究了其

铁色素结合位点, 为研究疫苗候选物和药靶提供了

一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与载体 : 化 脓 性 链 球 菌 (Streptococcus 
pyogenes) 5005 为 本 实 验 室 保 存 ; 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) DH5α、BL21(DE3) star 菌株和质

粒 pGEX4T-1 购自 Invitrogen。 

1.1.2  培养基与抗生素: E. coli 培养基为 LB 培养

基, 化脓性链球菌 5005 培养基为含 0.5%酵母浸出

液的 Todd-Hewitt 培养基(THY)。氨苄青霉素(Amp)

使用浓度为 100 mg /L。 
1.1.3  主要试剂: 铁色素、异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷(IPTG)、还原性谷胱甘肽、Thrombin 外切酶、焦

碳酸二乙酯(DEPC)购自 Sigma 公司; DNA 聚合酶

Primer Star、限制性内切酶 BamHⅠ、SalⅠ、T4 DNA
连 接 酶 和 胶 回 收 试 剂 盒 、 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 自

TaKaRa 生物公司; 引物合成由上海生物工程有限

公司完成; GST 亲和层析树脂, PD-10 脱盐柱购自

GE 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  化脓性链球菌基因组 DNA 提取: 将培养过

夜的化脓性链球菌菌体重悬后, 加入溶菌酶和变酶
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菌素在 TE 缓冲液中 37 °C 裂解过夜, 采用蛋白酶 K
和 SDS 在 TE 缓冲液中充分使蛋白变性降解; 经 Tris

饱和酚抽提水相蛋白, 于预冷的无水乙醇沉淀基因

组 DNA, 最后保存于无菌的 TE 缓冲液中。 

1.2.2  ftsb 基因的扩增: 根据 NCBI 中化脓链球菌

5005 基因序列, 去掉前 60 个信号肽序列, 用 Primer 

5.0 软 件 设 计 引 物 , 上 下 游 分 别 含 有 BamHⅠ和

SalⅠ酶 切 位 点 (下 划 线 部 分 ) 。 上 游 引 物 (Upper): 
5'-CGCGGATCCGGTAATCAAGCAACTAATC-3', 
下游引物(Lower): 5'-CGCGTCGACTTAGTTTTCAC 

TTGATAAGATTG-3'。以化脓性链球菌 5005 基因组

为模板, 进行 PCR 扩增反应。反应总体系 50 μL: 

dd H2O 21.5 μL, 5×Prime STAR 缓冲液 10 μL, dNTPs 

(2.5 mmol/L) 4 μL, 模板 2.0 μL, 上、下游引物各

1 μL (10 nmol/L), Prime STAR HS DNA 聚合酶

(2.5 U/μL) 0.5 μL。PCR 扩增反应条件: 95 °C 2 min; 

95 °C 45 s, 60 °C 2 min, 72 °C 1 min, 30 个循环 ; 

72 °C 10 min。PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳进

行鉴定; PCR 产物的回收按大连 TaKaRa 试剂盒使用

说明书操作。 

1.2.3  克隆 PCR 产物及重组转化子的鉴定: 纯化

回 收 的 ftsb 基 因 片 段 和 抽 提 并 经 胶 回 收 的

pGEX4T-1 质粒同时经 BamH I、SalⅠ两种限制性内

切酶 37 °C 酶切 3 h, 用 T4 DNA 连接酶 16 °C 连接

过夜, 转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 涂布 Amp

抗性平板进行培养, 挑取单菌落依次进行质粒的提

取、酶切及测序。测序由广州 Invitrogen 完成。 

1.2.4  FtsB 融合蛋白的表达: 用测序正确的重组质

粒转化 E. coli BL21 感受态细胞, 涂在含有 Amp 抗

性的平板进行培养。挑取单菌落, 接种于 5 mL 有

Amp 抗性的 LB 培养液中, 37 °C 摇床培养过夜进行

活化。按 1:100 的接种量转接入 10 mL 有 Amp

抗性的 LB 培养液中。37 °C、200 r/min 摇床培

养分别至 OD600 值 0.6、0.8、1.0, 分别加入终浓

度为 0.2、0.5 mmol/L 的 IPTG。37 °C、200 r/min

进行梯度诱导表达, 分别于 2、4、6 h 4 °C 离心收

集菌体。菌体沉淀用 1×SDS loading buffer 煮沸裂

解 , 离 心 2 min, 取上清进行 SDS-PAGE。根据

SDS-PAGE 结果选择梯度诱导目的蛋白表达量最

好的条件进行大量诱导表达。 

1.2.5  FtsB 蛋白的纯化 : 将 诱 导 表 达 的 菌 液 于

10 000 r/min、4 °C 离心 30 min, 收集菌体, 菌体沉

淀溶 解 于 PBS 缓 冲 液 中 , 采 用 超 声 波 细 胞 破碎

法 , 10 000 r/min 离心 30 min 除去细胞碎片和杂质, 
收集含有 FtsB 的上清液, 用 1×PBS (pH 7.4)稀释 10

倍后上 GST 亲和层析柱; 用 10 倍柱体积的 PBS 洗

下杂蛋白后, 再用 5 倍柱体积的 10 mmol/L 还原性

谷胱甘肽洗脱, 得到融合蛋白 GST-FtsB。融合蛋白

用 Thrombin 外切酶(每单位切 1 mg 融合蛋白) 4 °C

酶切过夜, 酶切产物再次过 GST 亲和层析柱, 收集

直接从柱子上流出的 FtsB 蛋白。 
1.2.6  FtsB 蛋白的铁色素结合特性: 向纯化的 FtsB

蛋白加入 2 倍当量的铁色素, 室温孵育 2 h, 多余的

铁色素用 PD-10 脱盐柱除去, FtsB 蛋白和铁色素饱

和的 FtsB 蛋白(30 μmol/L, 20 mmol/L Tris-HCl, pH 
7.4)分别用紫外可见光分光光度计 (Thermo Evolu-

tion 300)从 200−600 nm 波段进行扫描。用相应的缓

冲液进行基线调零。 
1.2.7  焦碳酸二乙酯(DEPC)修饰组氨酸: 将 FtsB

溶在 PBS (pH 7.4)中 , 加入 DEPC (5 mmol/L)孵育

2 h[14]。将用 DEPC 处理的和未经 DEPC 处理的 FtsB 

(3 μmol/L)分别在 PBS 中滴加不同摩尔当量的铁色

素(直到 5 倍), 每次滴加后蛋白质产生的荧光值用

荧光分光光度计(Hitachi F4500)进行扫描。激发波长

为 280 nm, 扫描范围为 295−450 nm, 狭缝宽度为

5 nm。结果用 Origin 7.2 中的 Hill 方程拟合得出结

合常数。 

2  结果 

2.1  ftsb 基因的扩增 
以化脓性链球菌 5005 基因组 DNA 为模板进行

PCR 扩增, PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳在 873 bp
处出现 1 条特异性很强的条带(图 1), 与预期的结果

相符。 

2.2  重组质粒的构建及鉴定 
将 pGEX4T-1 载体和 PCR 产物分别经 BamHⅠ
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和 SalⅠ进行双酶切, 连接产物转化 E. coli DH5α 感

受态菌。在 Amp 抗性平板上挑选菌落, 抽提质粒

DNA 经 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切后, 进行 1%琼脂糖

凝胶电泳, 分别在 5 000 bp (pGEX4T-1)和 900 bp 左

右(ftsb)出现两条电泳条带(图 2)。重组质粒经广州

Invitrogen 公司测序, 结果正确。 
 

 

图 1  ftsb 基因的 PCR 扩增电泳图 
Fig. 1  Electrophoresis result of ftsb PCR  
Note: 1,2: PCR product of ftsb; 3: Marker. 

 

 

图 2  重组质粒 pGEX-ftsb 双酶切鉴定电泳图 
Fig. 2  Electrophoresis result of recombinant plasmid 
pGEX-ftsb digested by BamH and Ⅰ SalⅠ 
Note: 1: Plasmid pGEX4T-1; 2: ftsb; 3,4: Digested-recombinant 
plasmid; 5: Marker. 

2.3  FtsB 重组蛋白在 BL21 菌株中的表达及纯化 
利用 IPTG 进行诱导将含有外源基因的 E.coli 

BL21 菌体, 在 1×SDS loading buffer 中煮沸裂解后

取上清进行 SDS-PAGE, SDS-PAGE 的结果可以看

出在 OD600 约为 0.6 时没有蛋白的表达(结果未给出), 
在 OD600 约为 0.8 时有少量融合蛋白的表达(图 3), 

OD600 约为 1.0 时有大量融合蛋白(60 kD)的表达(图

4), 同预计的重 组蛋白的分 子量大小一 致 , 说明

FtsB 融合蛋白为后表达蛋白。同时诱导的空质粒

转化菌在 26 kD 处出现 GST 的过表达。图 3 和图

4 实验结果表明 0.5 mmol/L 浓度的 IPTG 诱导 6 h

的重组蛋白的表达量最高。本实验选用的表达载

体 pGEX4T-1 中含有 GST Tag 编码序列 , 可用

GST 亲和层析柱纯化 GST-FtsB 融合蛋白。纯化后

的融合蛋白和经 Thrombin 外切酶酶切掉 GST 标

签的 FtsB 蛋白经 SDS-PAGE 分析 , 可看出经过纯

化后得到单一的融合蛋白(60 kD)和 FtsB (33 kD)
蛋白条带 , 纯度在 95%以上(图 5)。纯化后的 FtsB

蛋 白 进 行 质 谱 鉴 定 , 与 理 论 预 期 的 蛋 白 大 小

33.66 kD 完全一致。  

2.4  FtsB 和铁色素结合的紫外光谱 
将未结合铁色素的 FtsB 蛋白(FtsB)和饱和铁色

素的 FtsB 蛋白(经脱盐柱去除未结合的铁色素)进行

紫外分光光度计扫描后, 谱图显示未结合铁色素的

FtsB 蛋白只在 280 nm 处有一蛋白吸收峰, 铁色素饱

和的 FtsB 蛋白除了在 280 nm 的蛋白吸收峰外, 还

在 425 nm 处有一铁色素吸收峰, 和等摩尔量的铁色

素(Fch)的吸收峰一致(图 6), 证明 FtsB 蛋白具有铁

色素结合能力。 

2.5  DEPC 处理 FtsB 
DEPC 可以在组氨酸咪唑环上加一个乙基产生

一个乙酰基组氨酸衍生物从而修饰蛋白质中的组氨

酸残基[15−16]。DEPC 常用来检测参与金属结合的蛋

白质中的组氨酸残基的数量。在 FtsB 中加入铁色素, 

由于蛋白局部的构象发生改变, 可导致荧光淬灭的

发生, 可用来检测 FtsB 与铁色素的结合特性。在

FtsB 中加入 DEPC 后, 用荧光分光光度计进行铁色

素滴定, 发现滴定曲线并没有发生大的改变(图 7), 
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结合常数 K 值为 5.4×105 L/mol, 和野生型 FtsB 的结

合常数(6.0×105 L/mol)相似。由此可以看出 FtsB 中

组氨酸残基不参与铁色素结合。 

3  讨论 

化脓性链球菌分布广、致病力强, 是咽炎、猩

红热和小脓疱疹等疾病的主要病原体, 其生存和形

成感染必须依靠铁离子或铁复合物一系列铁源。铁

载体主要存在于微生物中(细菌、真菌)。铁载体依

据其化学结构可分为多种类型[17], 包括氧肟酸盐、

儿茶酚盐等。真菌往往合成铁色素(Ferrichrome), 是

氧肟酸盐的一种, 它和铁离子 1:1 螯合, 6 个配位氧

包围铁离子形成正八面体的化合物。本研究从化脓

性链球菌 5005 中扩增得到编码 FtsABCD 转运体中

的脂蛋白基因 ftsb (不含信号肽), 将其和 pGEX4T-1

载体连接, 成功构建了高效表达质粒 pGEX-ftsb, 转 
 

 
图 3  OD600≈0.8 时 IPTG 诱导蛋白表达的结果 

Fig. 3  The result of induction and expression by IPTG at OD600≈0.8 
Note: 1: Marker; 2: Induced E. coli BL21 with pGEX4T-1; 3,6: Uninduced E. coli BL21 with recombinant plasmid pGEX-ftsb at 4, 6 h; 4,5: 
Induced E. coli BL21 with recombinant plasmid pGEX-ftsb at 4 h by 0.2 mmol/L and 0.5 mmol/L IPTG; 7,8: Induced E. coli BL21 with 
recombinant plasmid pGEX-ftsb at 6 h by 0.2 mmol/L and 0.5 mmol/L IPTG. 

 

 
图 4  OD600≈1.0 时 IPTG 诱导蛋白表达的结果 

Fig. 4  The result of induction and expression by IPTG at OD600≈1.0 
Note: 1: Marker; 2: Induced E. coli BL21 with pGEX4T-1; 3,5,7: uninduced E. coli BL21 with recombinant plasmid pGEX-ftsb at 2, 4, 6 h; 4, 
6,8: Induced E. coli BL21 with recombinant plasmid pGEX-ftsb at 2, 4, 6 h. 
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图 5  蛋白纯化结果 
Fig. 5  The purification result of protein 
Note: 1: Marker; 2: GST-FtsB; 3: FtsB. 

 

 
图 6  UV-Vis 光谱检测 FtsB 铁色素结合特性 
Fig. 6  UV-Vis absorption spectra of FtsB with (FtsB+Fch) 
and without (FtsB) ferrichrome. 

 

 

 

 
图 7  DEPC 处理的和未处理的 FtsB 的铁色素结合能力

比较结果 
Fig. 7  The comparison of ferrichrome-binding properties of FtsB 
treated with (FtsB-DEPC+Fch) and without (FtsB+Fch) DEPC 

化至相应宿主菌 BL21 (DE3)中。重组菌在 OD600≈1.0

时经 IPTG 诱导后融合蛋白大量表达, 可见化脓性

链球菌 5005 中的 GST-FtsB 为后表达蛋白。利用 GST

树脂亲和层析法将重组菌中融合蛋白进行纯化, 并

用 Thrombin 外切酶切掉 GST 标签得到较纯的 FtsB

蛋白。进一步对其铁色素结合特性进行研究, 发现

FtsB 和铁色素结合后在紫外可见光区 425 nm 处出

现吸收峰, 和单纯的铁色素紫外吸收峰一致, 说明

FtsB 具有铁色素结合特性。 

ABC 转运蛋白在结构和基因序列上大多具有

高度的同源性 , 但是通过 BLAST 序列比对发现

FtsB 和其他铁色素转运蛋白的同源性都不高, 因此

对其铁色素结合位点的研究有一定的困难。本研究

将 FtsB 用 DEPC 处理封闭组氨酸后, 发现其铁色素

结合能力没有改变, 说明组氨酸没有参与铁色素的

结合, 对其结合位点进行了初步判断。 

本课题以化脓链球菌摄铁系统为对象深入研究

铁蛋白介导的细菌铁转运机理, 有利于阐明革兰氏

阳性病原菌在宿主中适应性生长的分子机制, 为开

发基于转铁蛋白的疫苗和抑菌剂提供理论基础, 为

解决目前存在的细菌对广谱抗生素的耐药性的问题

提供新思路。 
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