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生物技术与方法                                                              

溶葡球菌酶的定点突变与 PEG巯基定点修饰 

吴宏，房伟，袁璟，彭惠，张学成，王永中，肖亚中 

安徽大学生命科学学院 安徽省微生物与生物催化工程技术研究中心，合肥 230039 

摘  要: 为了建立聚乙二醇 (PEG) 巯基定点修饰溶葡球菌酶的方法，并检验假定连接区的突变与修饰对酶活的影响，

对溶葡球菌酶的假定连接区进行了巯基聚乙二醇定点修饰研究。通过分析溶葡球菌酶的结构特征，选择两个结构域之

间的氨基酸 (133-154aa) 进行定点突变引入半胱氨酸残基。使用单甲氧基聚乙二醇马来酰亚胺 (mPEG-MAL) 进行定

点修饰，对修饰后的酶进行纯化并测定酶活性。结果表明定点突变的半胱氨酸残基 PEG 修饰效率高、产物单一，运用

简便的 Ni2+-NTA 柱亲和层析法实现了一步分离，获得了高纯度的目标蛋白，但在连接区进行定点突变及 PEG 定点修

饰后的酶活有不同程度的降低，表明假定连接区部分位点的 PEG 修饰会对溶葡球菌酶的催化活性产生一定影响。 
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Abstract:  The purpose of this paper is to establish sulfhydryl site-directed PEGylation method for lysostaphin and to 
evaluate effects of mutagenesis and modification of amino acid residue within putative linker on enzyme activity. On the basis 
of structural analysis of lysostaphin, amino acid 133−154 of tentative linker between the N-terminal and C-terminal domain 
were chosen as the candidate residues for site-directed mutagenesis to cysteine. Subsequently, sulfhydryl site-directed 
PEGylation was performed by reacting PEG-maleimide reagent with the newly introduced cysteine residue of the mutant 
lysostaphin. The Cys-mutant and PEG-modified proteins were both purified, and their enzymatic activity were further 
determined. The results show that the modification method for lysostaphin was highly efficient, resulting in the single uniform 
PEGylated lysostaphins. The mono-PEGylated lysostaphins were separated from unmodified lysostaphins through highly 
efficient one step method with Ni2+-NTA column chromatography. However, both Cys-mutant and PEGylated lysostaphin only 
retained partial activities of the wild-type enzyme. It suggests that sulfhydryl site-directed PEGylation modification of the 
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tentative linker between the N-terminal and C-terminal domain may affect the catalytic activity of lysostaphin. 

Keywords:  lysostaphin, site-directed mutagenesis, sulfhydryl site-directed PEG modification 

溶 葡 球 菌 酶  (Lysostaphin) 是 1964 年 由

Schindler 等从模仿葡萄球菌 Staphylococcus simulan

的培养物中发现的一种含 Zn2+金属蛋白酶，为 246

个氨基酸组成的单链分子[1]，该酶属于 LAS 蛋白家

族 [2-3] ， 具 有 特 异 性 杀 灭 金 黄 色 葡 萄 球 菌

Staphylococcu aureus 和 表 皮 葡 萄 球 菌

Staphylococcus epidermidis 的作用，尤其对耐药金葡

菌的杀菌作用明显，有潜在的药用价值 [4]。然而，

溶葡球菌酶作为一种异源性蛋白，具有潜在的免疫

原性，且在体内半衰期极短，难以用于全身给药治

疗由金葡菌耐药菌 (如 MRSA) 引起的菌血症、心

内膜炎等感染。 

PEG 化技术 (PEGylation) 对蛋白质药物进行

修饰是克服与解决上述问题的一种比较有效的方

法，包括随机修饰和定点修饰。其中定点修饰可以

选择不影响蛋白质活性中心的氨基酸残基，又能选

择性干扰某些抗原位点，因而较随机修饰有更多的

优点。根据所修饰基团的不同，PEG 定点修饰主要

可分为 4 类：1) 巯基定点修饰；2) N 端氨基定点修

饰；3) 羧基定点修饰；4) 糖类残基和 N 端氧化后

定点修饰。 

目前关于溶葡球菌酶 PEG 修饰的研究很少，仅

Walsh 等[5]针对此酶的氨基酸序列中存在 16 个 Lys

和 6 个 Arg 位点，运用随机聚乙二醇修饰法对该其

侧链氨基进行过修饰研究。但是这种方法存在修饰

产物不均一、分离困难、蛋白活性下降严重等缺点。

巯基定点修饰法是在氨基随机修饰得不到理想产物

的背景下发展起来的，具有产物种类较少，易分离

纯化等优点[6]。溶葡球菌酶不含半胱氨酸残基 (即不

含巯基)，目前尚未见溶葡球菌酶的巯基定点 PEG 修

饰研究。 

巯 基 定 点 修 饰 通 常 选 择 非 活 性 区 域 的 残

基作为修饰位点，虽然溶葡球菌酶的晶体结构

目前尚不明确，但是通过结构模拟分析，发现

溶葡球菌酶可能具有 N 端 /C 端两个功能结构

域。其中，N 端结构域与 LytM 蛋白的同源性

最高，大于 65％ [7-8]；C 端结构域与 ALE1 蛋白的

同源性最高，大于 85％[9-11]。这 2 个结构域之间存

在 22 个功能未知的氨基酸残基，对其进行二级结

构预测，不具有明确的二级结构，推测这段区域可

能为结构域之间的连接区[12]。 

根据溶葡球菌酶结构的理论分析结果，本文将

探讨将假定连接区的氨基酸残基突变为半胱氨酸，

以及进一步的 PEG 巯基定点修饰对其酶活的影响，

并建立高效、快速、简便的 PEG 巯基定点修饰溶葡

球菌酶的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
大肠杆菌 BL21 (DE3) 宿主菌、大肠杆菌

DH5α/pMD18T-Lys 工程菌、pET-22b 表达载体、金

黄色葡萄球菌 S. aureus ATCC25923，均为本实验室

保存。 

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit 购自

Stratagene 公司；mPEG-MAL 购自上海炎怡生物科

技有限公司；Xho Ⅰ、Nco Ⅰ、T4 DNA 连接酶均

购自 TaKaRa 公司；Chelating sepharose FF 购自

Amersham Pharmacia Biotech (GE) 公司。定点突变

引物由上海生工生物工程技术有限公司合成，引物

序列见表 1。 

1.2  方法 
1.2.1  溶葡球菌酶的序列分析及二级结构预测 

在 NCBI 站点上对溶葡球菌酶进行保守结构

域分析  (Conserved domain search)，同时运用

GOR， Jpred 软件对溶葡球菌酶连接区进行二级

结构预测。  
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表 1  引物及其序列 

Table 1  Primers used in the study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

K136C forward ACTGCCCAAGATCCAATGCCTTTCTTATGCAGCGCAGGATATGG 

K136C reverse CCATATCCTGCGCTGCATAAGAAAGGCATTGGATCTTGGGCAGT 

A143C forward CCTTTCTTAAAGAGCGCAGGATATGGAAAATGCGGTGGTACAGTAACTCC 

A143C reverse GGAGTTACTGTACCACCGCATTTTCCATATCCTGCGCTCTTTAAGAAAGG 

G144C forward GCAGGATATGGAAAAGCATGTGGTACAGTAACTCCAA 

G144C reverse TTGGAGTTACTGTACCACATGCTTTTCCATATCCTGC 

T146C forward GGATATGGAAAAGCAGGTGGTTGCGTAACTCCAACGCCGAATACA 

T146C reverse TGTATTCGGCGTTGGAGTTACGCAACCACCTGCTTTTCCATATCC 

T150C forward GCAGGTGGTACAGTAACTCCATGCCCGAATACAGGTTGG 

T150C reverse CCAACCTGTATTCGGGCATGGAGTTACTGTACCACCTGC 

 
 

1.2.2  基因定点突变及其重组质粒的构建 

采用 Dpn Ⅰ酶介导的快速 PCR 定点突变方法

对溶葡球菌酶进行定点突变引入编码 Cys的密码子

TGC。以 pMD18T-Lys 作为模版，拟突变位点的碱

基为中心设计突变引物，突变引物设计原则参考

Stratagene 公 司 QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit 说明书。PCR 程序：95  2℃  min 预变

性；95  20 s℃ ，60  10 s℃ ，68  2 min℃ ，20 个循环；

68  5 min℃ ；保存于 4 ℃。突变后的质粒经 Nco Ⅰ

和 Xho Ⅰ酶切，与经相同酶切的原核表达载体

pET-22b 连接，转化大肠杆菌 BL21 (DE3) 后筛选重

组子并进行序列测定。 

1.2.3  重组蛋白的诱导表达和蛋白纯化 

将含有重组质粒的大肠杆菌 BL21 (DE3) 接种于

5 mL 氨苄青霉素抗性 (50 μg/mL) LB 培养基，37 ℃、

220 r/min 振荡过夜，按 1∶100 比例转接至 1 L 氨苄

青霉素抗性培养基，37 ℃振荡培养至 OD600≈0.6，加

入诱导剂 IPTG (终浓度为 1.0 mmol/L) 诱导表达，

28 ℃、180 r/min 诱导 6 h。离心收集菌体，将菌体悬

浮于 20 mmol/L Tris-HCl （pH 7.9），500 mmol/L 

NaCl，5 mmol/L 咪唑溶液中，超声破碎，离心收集

上清。上清用 Ni2+-NTA 柱进行亲和层析，纯化过

程 参 照 GE 使 用 说 明 书 ， 纯 化 的 蛋 白 利 用

SDS-PAGE 检测纯度。对纯化后的蛋白进行透析以

置换其中缓冲液，将咪唑溶液置换为 Tris-HCl 缓冲

液 (20 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，pH 7.9)。 

1.2.4  酶的蛋白含量及活性测定 

采用 Bradford 的方法测定蛋白含量[13]。采用比

浊法测定溶葡球菌酶的内切肽酶活性，通过测定该

酶对金黄色葡萄球菌的溶菌能力来表示。先将金葡

菌在胰酶大豆肉汤  (TSB) 培养基上培养过夜，用

20 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L NaCl 溶液 (pH 7.9) 

冲洗收集，稀释至吸光度约为 0.8 (λ=650 nm)，加

入溶葡球菌酶至终浓度 5.4 µg/mL，在 37 ℃孵育，

10 min 内每隔 1 min 测定吸光度。 

1.2.5  PEG 修饰及修饰产物的纯化 

首先将溶葡球菌酶突变蛋白经 DTT 处理，将其

中的二聚体还原为单体，过量的 DTT 经透析除去。

将纯化的突变蛋白与分子量 20 kDa 的 mPEG-MAL

按摩尔比 1∶10 的比例混合，置 4 ℃反应 18 h。反

应混合物经 Ni2+-NTA 柱纯化，纯化的蛋白利用

SDS-PAGE 检测纯度，并将缓冲液置换为 20 mmol/L 

Tris-HCl，500 mmol/L NaCl 溶液 (pH 7.9) 后，采用

比浊法测定其活力 (同 1.2.4)。 
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2  结果与分析 

2.1  溶葡球菌酶序列分析，二级结构预测 
溶葡球菌酶序列分析结果如图 1 所示，通过分

析，发现溶葡球菌酶具有 N 端和 C 端 2 个功能结构

域。位于 N 端的结构域 (约 132 个氨基酸残基) 属

于 M23 肽酶超家族，具有内切肽酶活性，催化肽聚

糖 Gly 五肽桥联中 Gly-Gly 肽键的水解，与抗葡萄球

菌活性直接相关；而位于 C 端的结构域 (约 92 个氨

基酸残基) 属于 SH3b 家族，可以靶向细胞壁，促进

该酶与细胞壁肽聚糖的结合。在 2 个结构域中间有

22 个氨基酸残基 (133~154 位) 将 2 个结构域相连。 

对溶葡球菌酶进行二级结构预测，发现第

133~154 位氨基酸不具有明确的二级结构，推测可

能为两结构域之间的连接区。PEG 修饰通常选择非

功能区域的氨基酸残基作为修饰位点，因此本研究

将定点突变及修饰位点定位在 2 个结构域之间的连

接区域。 

2.2  基因定点突变及其重组质粒的构建 
在结构域之间的连接区中分别选取 K136、

A143、G144、T146、T150 五个位点氨基酸残基进

行定点突变。通过 PCR 的方法构建 5 个溶葡球菌酶

突变基因，并将其连接到表达载体 pET-22b 上，分

别得到重组质粒，序列测定结果表明所有突变位点

和 DNA 序列均正确 (图 2)。 

2.3  重组蛋白的诱导表达及纯化 
将重组质粒转化到大肠杆菌 BL21 (DE3) 中，

IPTG 诱导表达，突变蛋白均可以正常表达。运用

Ni2+-NTA 柱亲和层析法纯化诱导产物，突变蛋白

可被 120 mmol/L 的咪唑溶液特异性洗脱。洗脱产

物经 SDS-PAGE 电泳检测，结果如图 3 所示，突

变蛋白单体的条带单一，大小与溶葡球菌酶一致，

表明突变蛋白已被成功纯化，可用于下游 PEG 修

饰操作。  

2.4  突变蛋白生物活性的测定 
纯化后的突变蛋白采用比浊法测定其溶菌活

性，结果见图 4 和表 2。由图可见，对比野生型溶

葡球菌酶，突变体 K136C、A143C、T146C、T150C

的酶活略有下降，分别为原酶活的 78％、89％、

91％、83％；而第 144 位的 Gly 被 Cys 所取代后，

其酶活则下降了 39％，推测第 144 位的 Gly 对两结

构域间的相互协调发挥重要作用，当被定点突变成

Cys 后，可能会造成一定的空间位阻，影响了结构

域间的相互作用，最终导致酶活较大下降。 

 

图 1  溶葡球菌酶序列分析 

Fig. 1  Conserved domain search analysis of lysostaphin. 

 

图 2  溶葡球菌酶突变体的测序结果 

Fig. 2  Sequence of lysostaphin mutants. 1: wild type lysostaphin; 2-6: lysostaphin mutants; 2: K136C; 3: A143C; 4: G144C; 
5: T146C; 6: T150C.
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图 3  溶葡球菌酶突变体的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of lysostaphin mutants. M: protein 
marker; 1: wild type lysostaphin; 2−6: lysostaphin mutants; (2: 
K136C; 3: A143C; 4: G144C; 5: T146C; 6: T150C. 

 

图 4  溶葡球菌酶突变体的溶菌活性 

Fig. 4  The lytic activity of lysostaphin mutants against S. 
aureus. 

 

表 2  各种类型酶的活性比较 

Table 2  comparison of enzyme activity 

Mutant 
Ratio of enzyme activity 

K136C A143C G144C T146C T150C 

Mutant/wild type 0.78 0.89 0.61 0.91 0.83 

PEGylated/mutant 0.13 0.22 0.09 0.25 0.19 

PEGylated/wild type 0.10 0.18 0.05 0.20 0.15 

 

2.5  PEG 巯基定点修饰及产物纯化 
将突变蛋白与 mPEG-MAL20000 在适宜的条件

下进行巯基修饰反应。产物经 SDS-PAGE 检测发现：

修饰产物单一，且以单修饰体形式存在；大部分蛋

白都已被修饰，修饰效率高，采用凝胶成像系统扫

描蛋白组分进行定量分析，计算修饰率达 70％以上 

(图 5)。另外，电泳图谱结果显示修饰产物的表观分

子量大于理论分子量，推测可能是由于线性的 PEG

的分子延展在蛋白分子表面，使蛋白的泳动速率降

低；或 PEG 分子的水化程度高造成修饰蛋白移动速

度减慢所致。 

将 PEG 修饰后的混合产物经 Ni2+-NTA 柱进行

分离纯化。通过改变咪唑浓度，优化洗脱条件，

发现 PEG 修饰后的酶与 Ni2+-NTA 柱结合能力显著

下降，可以在低浓度的咪唑  (60 mmol/L) 下特异

性洗脱；而未修饰的酶依然需要较高浓度的咪唑 

(120 mmol/L) 才能洗脱。60 mmol/L 咪唑洗脱产物

的 SDS-PAGE 检测结果如图 6 所示，电泳条带单一，

可见运用简便的 Ni2+-NTA 柱纯化法实现了反应产

物的一步分离，获得了高纯度的目标蛋白。 

 

图 5  PEG 修饰产物的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of PEGylated lysostaphin solution. 
M: protein marker; 1: lysostaphin; 2: PEGylated lysostaphin 
solution. 
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图 6  PEG 修饰溶葡球菌酶的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of PEGylated lysostaphin 
fractionation through Ni2+-NTA column. M: protein marker; 1: 
K136C-PEG; 2: A143C-PEG; 3: G144C-PEG; 4: T146C-PEG; 
5: T150C-PEG. 
 

 

图 7  PEG 修饰溶葡球菌酶的溶菌活性 
FIg. 7  The lytic activity of PEGylated lysostaphins against S. 
aureus. 
 
 

2.6  PEG 修饰产物的酶活测定 
纯化后的 PEG 修饰蛋白采用比浊法测定酶溶菌

活性，结果见图 7 和表 2。由图可见，PEG 修饰后

所有蛋白酶活均有不同程度的下降。对比突变型溶

葡球菌酶，PEG-LysG144C 的活性保留率为 9％，这

进一步说明了第 144 位的 Gly 在酶的变构效应中可

能发挥重要作用；K136C、A143C、T146C、T150C

突变蛋白 PEG 修饰后产物体外活性保留率分别为

13％、22％、25％和 19％，酶活最高的 PEG-LysT146C

酶活为原酶活的 20％。PEG 修饰导致酶活的下降，

可能的原因为部分位点的 PEG 修饰产生了较大的空

间位阻，从而影响到靶向域与催化域之间的协调作

用；亦或 PEG 引起的位阻效应导致其与受体的亲和

力下降，最终对溶葡球菌酶的催化活性产生了一定

影响。 

3  讨论 

溶葡球菌酶对耐药金葡菌具有良好的杀菌活

性，该酶用于全身给药治疗 MRSA 等引起的感染

在临床上有巨大潜在需求。迄今，对溶葡球菌酶

应用研究大多集中在局部感染的治疗上，例如溶

葡球菌酶乳膏用于清除皮肤感染与鼻腔定植的金

葡菌 [14-16]。而治疗金葡菌的全身感染 (如血液、器

官感染等) 的研究报道相对较少[17]，其原因与该酶

具有潜在的免疫原性与极短的体内半衰期有关 [5] 

(＜1 h)。因此，血药浓度欲维持在抗菌水平需反

复给药，而反复给药又可刺激抗体的产生并加速

其清除。  

聚乙二醇修饰技术是目前延长蛋白质药物在体

内半衰期、降低免疫原性和改善其药代特性的有效

方法之一[18-19]。巯基定点修饰是第 2 代 PEG 修饰技

术中应用较多的一种定点修饰方式，由于蛋白质多

肽中的巯基相对于氨基数量较少，且巯基的亲核活

性通常较 α-氨基、ε-氨基或羟基等基团高，故选择

特定的巯基修饰位点可以达到降低修饰度、减少产

物种类等较好的定点修饰结果[20-22]。如李智华等通

过定点突变将一个 Cys 残基引入 hL-11 的 N 末端，

利用 PGE 实现定点修饰，修饰产物的体外活性保留

率为 hL-11 活性的 30％[23]。本研究根据溶葡球菌酶

的结构特征以及该酶不含半胱氨酸残基的特点，通

过在合适位置定向引入了巯基，然后利用与 Cys 巯

基特异性反应的 mPEG-马来酰亚胺来实现定点修

饰，PEG 修饰效率高，达到了 70％以上，并且修饰

后得到的产物单一，突变蛋白和 PEG 修饰蛋白均运
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用简便的 Ni2+-NTA 柱亲和层析法实现了一步纯化，

获得了高纯度的目标蛋白。由于该分离方法的简便

与高效，这将为溶葡球菌酶的 PEG 修饰研究提供一

个高效的技术平台。 

PEG 修饰技术在改善蛋白质药物药代特性同

时，常常以牺牲其活性为代价。当溶菌酶偶联上一

个 PEG 分子时其活性保留率为 13％[24]。对促红细

胞生成素进行聚乙二醇  (mPEG-ALD) 修饰，其单

修饰产物的体外活性比修饰前减少 30％ [25]。Walsh

等 [5]曾运用聚乙二醇  (PEG) 随机修饰法对溶葡球

菌酶的侧链氨基进行过修饰研究，结果显示静脉注

射 PEG 修饰溶葡球菌酶在血液中的半衰期可延长

至 24 h，抗体亲和力降低了 90％以上，但修饰度大

于 2 的溶葡球菌酶，其杀菌活性大大降低，低于原

酶活的 1％。为了减少修饰对酶活的影响，必须依

据溶葡球菌酶的构效关系，选择那些活性区域以外

的残基作为修饰位点。由于溶葡球菌酶的晶体结构

尚未解析，本文通过对溶葡球菌酶结构的分子模拟，

选择 2 个结构域之间的氨基酸残基进行突变和修

饰，在对该连接区的 5 个氨基酸残基进行定点突变

和 PEG 定点修饰后发现酶活均发生不同程度的降

低，活性保留率最高的为 T146C 位点，为原酶活的

20％。分析 PEG 修饰后引起酶生物活性的降低的原

因，可能有以下几方面：部分位点的 PEG 修饰产生

了较大的空间位阻，从而影响到靶向域与催化域之

间的协调作用；PEG 为链状高分子，在与蛋白表面

特定基团偶联时，不可避免地会在一定程度上遮蔽

蛋白表面的活性位点或受体结合部位，造成其生物

活性的降低；PEG 修饰后与未修饰的蛋白相比，其

静电结合性质、疏水性、构象等物理化学性质会发

生改变，与受体连接的亲和力经常受到这些理化性

质变化的影响而降低[25-27]。推测可能是以上多种因

素综合影响最终导致溶葡球菌酶的催化活性的下

降。因此在进行 PEG 修饰时，如何充分考虑蛋白质

药物的 PK (药代动力学) 和 PD (药效学) 特征来选

择合适的修饰位点以期得到最优的修饰效果，仍将

是我们的研究课题。 

总之，本研究成功获得定点 PEG 修饰的溶葡球

菌酶，同时建立了高效、快速、简便的 PEG 巯基定

点修饰溶葡球菌酶的方法。为利用 PEG 修饰方法来

定向改造溶葡球菌酶，提高其药效的应用研究打下

了基础，同时也为该酶用于治疗金葡菌所致的全身

感染提供物质基础。 
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