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研究报告 

短短芽孢杆菌 GZDF3 中 PilZ 结构域基因的挖掘和糖基转

移酶的原核表达 
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摘  要：【背景】PilZ 结构域是最早发现的环二鸟苷酸(Cyclic diguanylate，c-di-GMP)受体信号分子，

与 c-di-GMP 结合后可以调控目标基因或者蛋白的活性，在细菌的生长过程中发挥着至关重要的作用，

而短短芽孢杆菌中 PilZ 结构域的研究相对缺乏。【目的】挖掘短短芽孢杆菌 GZDF3 菌株中的 PilZ 结

构域蛋白基因，并进行重组表达，为研究其功能奠定基础。【方法】从 Pfam 数据库中下载 PilZ 结构域

模型，HMMScan 软件扫描 GZDF3 全基因组序列，在保守结构域数据库(Conserved domain database，

CDD)中分析蛋白保守结构域，Protein BLAST 比对分析；采用 ExPASy 在线软件预测蛋白的基本理化

性质；构建重组表达载体进行蛋白重组表达。【结果】GZDF3 基因中存在 5 个含有 PilZ 结构域的蛋白

编码基因，其中命名为 Gene4836 的基因经 Protein BLAST 比对分析显示其编码糖基转移酶，Gene1423
为 YcgR 超家族蛋白编码基因，Gene1723 编码透明质酸合成酶，属于糖基转移酶超家族 2，其余

Gene2571、Gene2956 编码假定蛋白；Gene4836 的编码产物分子量为 24.08 kD，等电点为 6.39，为酸

性亲水性蛋白；C 端有一个 PilZ 结构域；0.5 mmol/L 乳糖诱导、30 °C 培养 20 h，表达出一大小约为

25 kD 的重组蛋白，与生物信息学预测结果相符。【结论】首次对短短芽孢杆菌含有 PilZ 结构域蛋白

编码基因进行原核表达，并成功纯化出重组蛋白，为后续研究其功能奠定了基础。 
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Abstract: [Background] PilZ domain is the earliest discovered cyclic diguanylate (c-di-GMP) receptor 
signaling molecule, regulates the activity of the target gene or protein after binding to c-di-GMP, and plays a 
vital role in the growth of bacteria. However, the study of PilZ domain in Brevibacillus breves is a relative 
deficiency. [Objective] To mine the gene of PilZ domain in Brevibacillus breves GZDF3 strain and construct 
the recombinant expression system for further research. [Methods] The PilZ domain model was downloaded 
from the Pfam database. HMMScan software was adopted to scan the genome of GZDF3 strain. Protein 
conserved domains were analyzed in Conserved Domain Database (CDD). The product of protein was 
predicted by protein BLAST. The physical and chemical properties of the protein were determined by online 
bioinformatics analysis softwares in ExPASy website. The recombinant expression vector of the gene was 
constructed to obtain recombinant protein. [Results] Five genes coding protein containing PilZ domain were 
discovered in GZDF3 genome. The gene named as Gene4836 encoded a glycosyltransferase by homology 
analysis. Gene1423 was a protein-coding gene of YcgR superfamily and Gene1723 encoded hyaluronan 
synthase belonged to glycosyltransferase superfamily 2. The other two genes Gene2571 and Gene2956 
encoded hypothetical proteins. The result of bioinformatics analysis suggested that the molecular weight of 
the product of Gene4836 was 24.08 kD, and the isoelectric point was 6.39. It was an acidic hydrophilic 
protein. A conserved PilZ domain was found in the C end of the protein of Gene4836. The optimal 
expression condition was 0.5 mmol/L lactose for 20 h at 30 °C. A recombinant protein about 25 kD was 
detected by SDS-PAGE electrophoresis, consistent with the result of bioinformatics analysis. [Conclusion] It 
is the first report for recombinant expression protein with PilZ domain in Brevibacillus breves. It would 
provide a foundation for further study of the Pilz domain function. 

Keywords: Brevibacillus brevis, PilZ domain, Glycosyltransferase, Prokaryotic expression, Recombinant protein 

环二鸟苷酸(Cyclic diguanylate，c-di-GMP)是普

遍存在于细菌中的第二信使，参与调节细菌的运

动性、生物膜的形成、细胞周期和毒力等生命活

动过程[1]。c-di-GMP 信号受体类型多样，包括转

录调控因子、结构域蛋白、核糖体开关、多核苷

酸磷酸化激酶和新发现的蛋白激酶等[2]。c-di-GMP

响应性效应蛋白的一个主要结构域是含有 C 末端

的 PilZ 结构域，与 c-di-GMP 结合时构象发生变

化，导致蛋白与蛋白间的相互作用和变构效应的

改变[3-4]，两者主要通过 PilZ 结构域上保守的基序

RXXXR 和 D/NXSXXG 结合[5-6]。 

PilZ 结构域是最早发现可与 c-di-GMP 结合的

结构域，最终从铜绿假单胞菌中鉴定出来并命名

为 PilZ 结构域，通常为 β桶状折叠形式，含有两个

保守基序[7]，广泛分布在细菌基因组中，并且细菌

基因组通常编码一个或多个 PilZ 结构域蛋白[8]，

PilZ 结构域通常作为独立结构域或多结构域蛋白的

一部分出现[9]。 

PilZ 结构域的研究成为近年来细菌研究方面的

热点之一。许多 PilZ 结构域蛋白已在不同细菌中

被鉴定，分别具有不同的功能，主要涉及细菌的

运动性、多糖的合成、生物膜的形成及细菌毒力
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的调节[8]。大肠杆菌和沙门氏菌中含有 PilZ 结构域

的蛋白 YcgR 在高水平 c-di-GMP 中直接与鞭毛运动

元件结合，从而降低细菌的泳动速度，使细菌

由浮游状态转变为静止状态，有利于生物膜的形

成[10-12]。在枯草芽孢杆菌中有证据表明 YcgR 的同

源物 YpfA (现称 DgrA)与鞭毛运动马达蛋白 MotA

相互作用[13]。PilZ 结构域蛋白 PilZXAC1133 和 PilB 

ATP 酶形成复合物后，促进 T4P 复合物的形成，抑

制柑橘溃疡病菌的滑动运动[14]。铜绿假单胞杆菌

中含 PilZ 结构域的蛋白 FlgZ 与高水平的 c-di-GMP

结合，在多糖产物 Pel 的协同作用下可抑制菌体的

群集运动[15]。伯氏疏螺旋体中含有 PilZ 结构域的

蛋白 PlzA 和 PlzC 与 c-di-GMP 结合后可触发结构

重组，从而起到功能转换的作用，而 PlzA 的缺失

会导致异常的运动模式并减弱或消除伯氏疏螺旋

体的感染性[4]。绿脓杆菌中包含一个 PilZ 结构域的

Alg44 是由操纵子 alg 编码的内膜蛋白，可与

c-di-GMP 结合，而 Alg44 等位基因编码的 Alg44 蛋

白则不能与 c-di-GMP 结合，也不能产生海藻酸

钠 ， 表 明 海 藻 酸 盐 的 生 物 合 成 需 要 Alg44 与

c-di-GMP 的结合[16-17]。假单胞菌中的一种鞭毛基

因 flgZ，编码一种 PilZ 结构域蛋白，调节假单胞菌

的运动状态和生物膜形成[18]。因此，研究 PilZ 结

构域蛋白对于我们从更多方面了解细菌的生命活

动规律具有重要的意义。 

目 前 ， 关 于 PilZ 结 构 域 在 短 短 芽 孢 杆 菌

(Brevibacillus brevis) c-di-GMP 调控中的研究尚未

报道，因此挖掘短短芽孢杆菌基因组中的 PilZ 结

构域，获得纯度较高的含 PilZ 结构域的蛋白，并

对其生物物理性质以及结构的分析，对于进一步

确定该蛋白的结构及结合 c-di-GMP 调节细菌生长

状态的机制研究是非常有必要的，同时也能为短短

芽孢杆菌的进一步开发利用提供新的研究思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

短短芽孢杆菌(Brevibacillus brevis GZDF3)、大

肠杆菌[Escherichia coli BL21(DE3)]均保存于贵州

医科大学医药生物技术工程研究中心；原核表达

质粒 pET-28a 由贵州医科大学生物与工程学院王兵

副教授惠赠。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

DNA Marker、T4 DNA 连接酶、限制性内切

酶 Hind III 和 Xho I 购自宝日医生物技术(北京)有限

公司(TaKaRa 中国)；蛋白质预染 Marker 购自北京

索莱宝科技有限公司；DNA 高保真聚合酶购自北

京全式金生物技术有限公司；细菌全基因组试剂

盒、PCR 产物纯化试剂盒和质粒小提试剂盒购自

天根生化科技(北京)有限公司；引物的合成和质粒

的测序由深圳华大基因完成；Ni-NTA His Bind 

Resin 镍柱购自上海七海复泰生物科技有限公司。 

PCR 仪，ABI 公司；琼脂糖电泳仪、凝胶成像

系统，Bio-Rad 公司。 

1.1.3  主要软件及操作平台 

操作平台：Windows 系统操作平台、Linux 系

统操作平台。 

分 析 软 件 ： BioEdit (V7.0.9) 、 HMMER 

(V3.1b2)、MEGA X。 

主要网站：ExPASy (https://www.expasy.org/)；

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)。 

1.2  GZDF3 中含 PilZ 结构域的蛋白编码基因预

测及保守结构域分析 

1.2.1  GZDF3 中含 PilZ 结构域的蛋白编码基因

预测 

从 Pfam 数据库下载 PilZ 结构域蛋白质家族模型

并进行格式化，用华大基因公司测序、SOAPdenove 

(V2.04)组装、Genemark 注释后的 GZDF3 全基因组

序列[19]作为输入序列，在该蛋白质家族模型数据

库中通过 HMMScan 进行搜索比对，确定 GZDF3

中含有 PilZ 结构域的蛋白编码基因。 

1.2.2  基因保守结构域分析 

登录 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)网站，

通过Protein BLAST 比对分析各候选基因的编码产物；

在保守结构域数据库(Conserved domain database，

CDD)中通过 CD-Search 分析该蛋白氨基酸序列保
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守结构域。 

1.3  蛋白基本性质分析 

登录蛋白质专家分析系统(ExPASy，https://www. 

expasy.org/)，通过 ProtParam 分析该序列的等电点

(pI)、相对分子质量(Molecular weight，MW)、亲

疏水性、跨膜区等基本性质，通过 SOPMA 分析该

蛋白的二级结构特征；通过 SignalP-5.0 Server 预测

该蛋白质的信号肽。 

1.4  系统发育树构建及高级结构分析 

通过 NCBI 下载其他菌株含有 PilZ 结构域的蛋

白质序列 Brevibacillus brevis NBRC 110488 (登录号

为 WP 069846830.1)、Brevibacillus brevis X23 (登录

号为 WP 017250036.1)、Brevibacillus brevis DZQ 7 

(登录号为 WP 048031333.1)、Brevibacillus brevis 

NBRC 100599 ( 登 录 号 为 WP 012684654.1) 、

Brevibacillus brevis ATCC 35690 (登录号为 WP 

087342889.1)、Brevibacillus brevis NCTC 3000 (登

录号为 WP_106654172.1)，选用 Arabidopsis thaliana 

(L.) Heynh (登录号为 AEE34679.1)作外群，使用软

件 MEGA X 进 行 多 序 列 比 对 ， 使 用 邻 接 法

(Neighbor-Joining，NJ)，Bootstrap 值为 1 000，构建

系统发育树，分析不同菌株中含 PilZ 结构域蛋白的

进化关系；通过 SWISS-MODEL 分析蛋白的结构。 

1.5  该编码基因的克隆及原核表达载体的构建 

用细菌全基因组提取试剂盒提取过夜培养的

短短芽孢杆菌的总 DNA，并以总 DNA 为模板，以

引物 5′-CCCAAGCTTAGAACGCAGATG-3′ (下划

线为 Hind III 酶切位点)和 5′-CCGCTCGAGGAACC 

AATTAAC-3′ (下划线为 Xho Ⅰ酶切位点)扩增目标

基因。PCR 反应体系(30 μL)：10×Buffer 3 μL，

dNTPs (10 mmol/L) 2 μL，模板 DNA (约 200 ng) 

1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，高保真酶

(5 U/μL) 0.25 μL，双蒸水 21.75 μL。PCR 反应条

件：95 °C 5 min；94 °C 1 min，55 °C 50 s，72 °C 

2 min，30 个循环；72 °C 10 min。用 DNA 产物纯

化回收试剂盒回收 PCR 产物，并用限制性内切酶

Hind III 和 Xho I 进行双酶切，纯化后连接到

pET-28a 表 达 载 体 上 ， 转 化 Escherichia coli 
BL21(DE3)感受态细胞，将菌体涂布于含 10 μg/mL 

Kanr 的 LB 平板，37 °C 培养过夜，挑取单菌落做

菌落 PCR，选择阳性结果的克隆抽提质粒并进行

双酶切验证，取双酶切验证正确的阳性克隆送至

华大基因测序，进一步确定插入的目的基因序列

是否正确。 

1.6  重组蛋白的诱导表达及纯化 

1.6.1  重组蛋白的诱导表达 

将培养过夜的细菌按 1%接种量分别接种至

30 mL 含 10 μg/mL Kanr 的 LB 液体培养基，于

37 °C、200 r/min 培养至 OD600 为 0.5−0.6 时，加入

终浓度为 0.5 mmol/L 的乳糖溶液，30 °C、200 r/min

下分别诱导 4、8、20 h，然后 4 °C、6 000 r/min 离

心 10 min 收集菌体和菌液上清备用，加入等体积

的 PBS 重悬菌体，4 °C、6 000 r/min 离心 10 min

收集菌体，重复此步骤 1−2 次，加入预冷的 PBS

重悬菌体后进行超声破碎(300 W，工作 5 s，间隔

5 s，共 30 min)，破碎后的菌液在 4 °C、8 000 r/min

离心 15 min，收集破碎后上清。12% SDS-PAGE 电

泳，考马斯亮蓝染色，确定最佳表达时间。 

1.6.2  重组蛋白的分离纯化 

将 1.6.1 获得的最佳表达条件进行重组蛋白的

大量表达。在4 °C、6 000 r/min离心10 min收集诱导

表达后的菌体，重悬于 30 mL 的 PBS 中，再次离心

收集菌体，重复此步骤 1−2 次，加入预冷的 PBS 重

悬菌体，在冰浴中超声破碎(300 W，工作 5 s，间隔

5 s，共 30 min)，4 °C、8 000 r/min 下离心 15 min，

收集破碎后上清备用。通过 Ni-NTA His Bind Resin

镍柱对上清中的目的蛋白进行纯化，将收集的蛋

白样品用 12% SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝染

色，检验蛋白的纯化效果。 

2  结果与分析 

2.1  含有 PilZ 结构域的蛋白编码基因预测及保

守结构域分析 

以下载的 PilZ 结构域模型作为蛋白数据库，

用 HMMScan 软件扫描短短芽孢杆菌 GZDF3 全基
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因组，发现 GZDF3 中含有 PilZ 结构域的蛋白编码

基 因 一 共 有 5 个 ， 分 别 命 名 为 Gene1423 、

Gene1723 、 Gene2571 、 Gene2956 、 Gene4836 。

Protein BLAST 分析显示，Gene1423 编码产物属

YcgR 蛋白超家族，与鞭毛开关复合蛋白 FliG 和

FliM 相互作用，调节细菌的运动；Gene1723 编

码 I 类透明质酸合成酶，属于糖基转移酶超家族

2，其功能结构相对保守[20]；Gene2571、Gene2956
编码产物为假定蛋白，Gene4836 编码产物为糖基

转移酶；CD-Search 结果表明，Gene4836 编码的

氨基酸序列 C 端含有 1 个 PilZ 保守结构域(登录号

为 WP_064202322.1)。 

2.2  蛋白基本性质分析 

ProtParam 分析显示 Gene4836 编码产物糖基转

移酶的氨基酸长度为 206 aa；分子量为 24.08 kD；

等电点为 6.39，为酸性蛋白；在水溶液中不稳定，

不稳定指数为 53.93；通过 ProtScale 分析，Score>0

表示疏水，Score<0 表示亲水，亲水性区域大于疏

水性区域，总平均亲水性为−0.336，表明该糖基转

移酶为亲水性蛋白(图 1A)；通过 Tmpred 分析，在

第 107−125 位氨基酸之间存在一个跨膜区(图 1B)，

TM-螺旋长度在 17−33 之间；通过 SOPMA 分析，糖

基转移酶的二级结构中延伸链(Extended strand)占

33.98%，α-螺旋(Alpha helix)占 17.48%，β-折叠(Beta 

turn)占 8.25%，无规则卷曲(Random coil)占 40.29%。 

2.3  系统发育树构建及高级结构分析 

将 8 条含有 PilZ 结构域的蛋白质同源编码氨基

酸序列和拟南芥的限制性核酸内切酶氨基酸序列

进行多序列比对，选用邻接法(Neighbor-Joining，

NJ)，Bootstrap 值为 1 000，构建系统发育树如图 2

所示，短短芽孢杆菌 GZDF3 与 ATCC35690 一致性

较高，而其他几株短短芽孢杆菌相似性相对较

高；对短短芽孢杆菌 GZDF3 和 ATCC35690 菌株中

该蛋白的氨基酸序列进行比较分析，发现在 28 位

氨基酸处发生丙氨酸和缬氨酸的相互替换，两者

一致性达到 99.52% (图 3A)；在 SWISS-MODEL 网

站上以该蛋白相似性较高的蛋白 5vx6.1.A 为模板

通过同源建模的方法，最终预测出两种蛋白质的

三级结构图(图 3B)，可以发现虽然其序列的相似

性较高，但在空间结构上存在明显的差异，其中

Gene4836 蛋白序列首端区域有大约 30 个氨基酸(包

括 28 位的丙氨酸)未参与建模，而 PilZATCC35690只有

5 个氨基酸未参与建模，从图 3B(1)中可以看出 β

折叠的数量明显减少，说明 28 位氨基酸的替换对

其空间结构可能具有很重要的影响，图 3B(2)中红

色箭头指出位置是 PilZATCC35690 蛋白序列第 28 位氨

基酸缬氨酸，而该 28 位氨基酸造成的空间结构差

异的最终原因有待于后续实验进行深入的研究。 

 

 
 

图 1  糖基转移酶亲水性/疏水性分析和跨膜区预测 
Figure 1  Hydrophilicity/hydrophobicity analysis and membrane-spanning regions prediction of glycosyltransferases 
注：A：糖基转移酶亲水性/疏水性分析；B：糖基转移酶跨膜区分析. i−>o 表示从膜内到膜外，o−>i 表示从膜外到膜内. 
Note: A: Hydrophilicity/hydrophobicity analysis of glycosyltransferase; B: Membrane-spanning regions analysis of glycosyltransferases. 
i−>o indicates from inside to outside of the membrane and o−>i indicates from outside to inside of the membrane. 
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图 2  Gene4836 的系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic trees of Gene4836 
注：括号内为相应基因序列在 GenBank 中的登录号；分支点上的数值为 1 000 次 Bootstrap 分析所得值. 
Note: The numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the corresponding gene sequences of those reference 
strains; Bootstrap values based on 1 000 replications are shown at branch nodes.  

 

 
 

图 3  Gene4836 和 PilZATCC35690 的氨基酸序列分析及高级结构预测 
Figure 3  Amino acid sequence alignment and advanced structure prediction of Gene4836 and PilZATCC35690 
注：A：Gene4836 和 PilZATCC35690 的氨基酸序列分析. B：Gene4836 和 PilZATCC35690 的高级结构预测，(1)：蛋白 Gene4836； (2)：同

源蛋白 PilZATCC35690. 
Note: A: Amino acid sequence analysis of Gene4836 and PilZATCC35690. B: Advanced structure prediction of Gene4836 and PilZATCC35690, (1): 
Protein Gene4836; (2): Homologous protein PilZATCC35690. 

 

2.4  Gene4836 的 PCR 扩增及重组载体的鉴定 

以短短芽孢杆菌 GZDF3 总 DNA 为模板，用

PCR 扩增 Gene4836 目的片断，产物经 1%的琼脂

糖凝胶电泳检测发现扩增产物的大小与理论值

(670 bp)一致(图 4)，显示获得目的条带，可用于后

续实验。对构建的重组表达载体克隆进行大量培

养，提取重组质粒，用限制性内切酶 Hind III 和

Xho I 进行双酶切鉴定(图 5)，电泳结果显示酶切出

一大小为 670 bp 的插入片段，进一步阳性重组子

的测序结果也表明重组质粒构建成功，可用于下

一步诱导表达。 

2.5  糖基转移酶的诱导表达 

前期预实验表明，重组蛋白在细胞质中以可

溶性形式表达；收集乳糖诱导表达 4、8、20 h 的

菌液上清以及每个时间段菌体破碎后的上清备

用，利用该融合蛋白的 His 标签，用 Ni-NTA His 

Bind Resin 镍柱进行纯化，取纯化后的样品和备

用样品进行 SDS-PAGE 检测，结果如图 6 所示，

在 25 kD 左右处具有明显的条带，与该融合蛋白的

理论大小(24.08 kD)相符。 

 

 
 

图 4  Gene4836 基因的 PCR 扩增结果 
Figure 4  Production of Gene4836 gene amplified by PCR 
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图 5  重组质粒 pET-28a-Gene4836 的双酶切结果 
Figure 5  Double enzyme digestion results of recombinant 
plasmid pET-28a-Gene4836 
注：M：DL2000 DNA 标准条带；1：双酶切结果. 
Note: M: DL2000 DNA marker; 1: The results of double enzyme 
digestion. 

 

 
 

图 6  SDS-PAGE 分析原核表达产物蛋白 
Figure 6  SDS-PAGE analysis of prokaryotic expression 
product protein 
注：1：预染的蛋白质标准条带；2：未诱导的菌液上清；3：未

诱导的细菌菌体；4：诱导 4 h 破碎离心后的上清；5：诱导 8 h

破碎离心后的上清；6：诱导 20 h 的菌液上清；7：诱导 20 h 破

碎离心后的上清；8：洗脱的杂蛋白；9、10：纯化的目的蛋白. 
Note: 1: Prestained protein marker; 2: Supernatant of uninduced 
bacterial fluid; 3: Uninduced bacteria (thallus); 4: The supernatant 
obtained by centrifugation after induced for 4 h; 5: The supernatant 
obtained by centrifugation after induced for 8 h; 6: Bacterial 
supernatant induced for 20 h; 7: The supernatant obtained by 
centrifugation after induced for 20 h; 8: Other proteins eluted; 9, 10: 
The purified target protein. 
 

3  讨论与结论 

短短芽孢杆菌 GZDF3 是分离于贵州省大方县

半夏种植基地根际土壤，对半夏块茎腐烂病病原

菌 有 强 抑 制 作 用 。 短 短 芽 孢 杆 菌 (Brevibacillus 

brevis)属革兰氏阳性菌，普遍存在于土壤中，具有

广泛的生防潜力，可作为生防型菌肥、植物保鲜剂

等[21]。PilZ 结构域蛋白广泛存在于细菌全基因组

中，通过与细菌第二信使 c-di-GMP 结合调控细菌的

运动状态、生物膜形成、细胞分裂和毒力等生命活

动过程，在细菌的生长过程中具有重要作用[2]。 

本研究以 GZDF3 全基因组序列为对象，在

Pfam 数据库中下载 PilZ 结构域家族模型，使用

HMMScan对 GZDF3 基因组序列进行搜索比对，发

现 5 个含有 PilZ 结构域的蛋白编码基因，将 5 个编

码基因进行 BLAST 比对，确定 Gene1423 编码产物

为 YcgR 蛋白超家族，与鞭毛开关复合蛋白 FliG 和

FliM 相互作用，调节细菌的运动；Gene1723 编码 I

类透明质酸合成酶，属于糖基转移酶超家族 2，其

功能结构相对保守[20]，通常是一类依赖脂质的完

整的膜蛋白；Gene2571、Gene2956 编码产物为假

定蛋白，Gene4836 编码产物为糖基转移酶。糖基

转移酶(Gtfs)在生物体内催化活化的糖连接到不同

的受体分子，在抗生素生物合成基因簇中已经发

现了很多编码糖基转移酶的基因[22]，它的功能是

在抗生素生物合成的后期使其糖基化，通过糖的位

置、类型和数量的改变对抗生素的活性进行调节，

这大大增加天然产物的结构多样性[23]，将活性糖基

从供体转移到受体(小分子化合物)，从而改变这些

化合物的生物化学性质[24]，具有重要的研究意义。 

由于 Gene1423 属于 YcgR 蛋白超家族，通常

参与调节细菌的运动状态，功能相对保守 [11]；

Gene1723 为糖基转移酶超家族 2 中的 I 类透明质酸

合成酶，一般为依赖脂质的完整的膜蛋白，在磷

脂基团的辅助下可独立完成糖基的转移和加成，

其作用机制比较明确[20]；而 Gene4836 为功能未明

确的糖基转移酶。为此，我们采用 ExPASy 中的生

物信息学软件进行生物信息学分析，结果该蛋白

为酸性亲水性蛋白，在水溶液中不稳定，存在一

个明显的跨膜区，推测可能为细菌中的一个膜锚

定蛋白，通过与 c-di-GMP 结合行使调节催化功

能。二级结构中含有延伸链(Extended strand)、α-螺

旋、β-折叠和无规则卷曲，没有信号肽。系统发育

树表明，该糖基转移酶与短短芽孢杆菌 ATCC35690

中相应的蛋白具有同源性，有可能行使相近的功

能。在碳水化合物活性酶数据库(CAZy)中未找到与

之相似的蛋白，推测其可能是一种还未分类的糖
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基转移酶；经 UniProt 数据库比对分析发现，其 C

端的 PilZ 结构域可能与鞭毛运动的开关蛋白 FliG

和 FliM 相互作用，进而影响鞭毛的旋转运动。 

随后，以 GZDF3 基因组为模板，以 pET-28a

为载体构建含有 His 标签的重组质粒。将该重组质

粒转入 E. coli BL21(DE3)中，取阳性克隆进行培养，

在 OD600 为 0.5、0.5 mmol/L 乳糖、30 °C、200 r/min

条件下诱导表达该糖基转移酶，经菌体破碎离心，

使用 Ni-NTA His Bind Resin 镍柱进行纯化，再经

SDS-PAGE 检验，表明已获得纯度较高的糖基转移

酶，为后续的蛋白质的结构与功能的研究奠定基础。

由于该糖基转移酶同时含有 PilZ 结构域，在本研究

结果的基础上，接下来有必要通过该基因突变体的构

建等方法对其在菌株体内的作用机制做深入研究。 
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