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摘要    沙雷氏蛋白酶属于锌金属蛋白酶 M10B 亚家族，是一些细菌性疾病的关键致病因子。专一

性沙雷氏蛋白酶抑制剂在体外可靶向抑制沙雷氏蛋白酶，从而减弱产沙雷氏蛋白酶的细菌病原体的

活性，成为疾病治疗的新思路。沙雷氏蛋白酶 MP 和其抑制剂 LupI 均来源于海洋微生物

Flavobacterium sp. YS-80-122，本研究分别纯化了蛋白酶 MP、抑制剂 LupI 及 MP-LupI 的复合物，

对 MP-LupI 复合物进行结晶条件筛选，成功在 2 种条件下获得 MP-LupI 复合物晶体，并经 X-射线

衍射收集到分辨率达 2 Å 的高质量衍射数据，其晶胞空间为 P1 21 1，晶胞参数为 a=51.66 Å、

b=51.85 Å、c=102.14 Å、α=γ=90°、β=97.68°。 
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沙雷氏蛋白酶是锌金属蛋白酶的亚家族蛋白酶，

分子量约为 50 kDa，活性中心由锌离子构成，具有降

解蛋白的活性(Basu et al, 2008; Hooper, 1994)。沙雷

氏蛋白酶抑制剂稳定性较强，热处理后大多可恢复抑

制活性，分子量约为 10 kDa(Arumugam et al, 2008)。

蛋白酶的酶活可被金属离子及化学抑制剂等所影响

(陈怡炫等, 2018)，但本研究描述的抑制剂是特指专

一性抑制沙雷氏蛋白酶的小分子蛋白质抑制剂，在体

外可抑制沙雷氏蛋白酶。专一性沙雷氏蛋白酶抑制剂

是在对产沙雷氏蛋白酶的微生物进行基因组分析时

发现的，一般在沙雷氏蛋白酶的序列前后会有一段可

编码小分子蛋白质的基因序列，编码的小分子蛋白质

即为沙雷氏蛋白酶抑制剂(Rivera et al, 2010)。 

沙雷氏蛋白酶在细菌生理学中的功能被认为是
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水解周围环境中的蛋白质底物，为细菌细胞提供简单

的营养(Maeda et al, 1995; 郝贵杰等, 2010)。沙雷氏

蛋白酶可不同程度地加重炎症、软组织感染、败血症

等人类疾病，甚至会进一步引起菌血症和各种全身感

染，特别是对免疫低下的癌症和艾滋病患者尤为严重

(Feltzer et al, 2000, Kida et al, 2008)。 

根据沙雷氏蛋白酶在细菌病原体导致的病症中

的关键作用，或可将其作为新的抗毒性靶向对象，通

过抑制沙雷氏蛋白酶活性而达到抑制细菌的效果，相

比于抗生素，可在减弱毒性的同时，不直接作用于细

菌细胞，潜在地防止抗性菌株的出现(Carson et al, 
2012)。研究沙雷氏蛋白酶抑制剂的抑制原理可进一

步研发沙雷氏蛋白酶抑制剂衍生药物，预防及治疗沙

雷氏蛋白酶造成的细胞感染等相关疾病。虽然蛋白酶

抑制剂具有良好的发展潜力，但目前对其研究较为空

白，只有少数报道描述了沙雷氏蛋白酶抑制剂的特

征，对沙雷氏蛋白酶及其抑制剂的复合物晶体研究则

仅有 2 种，分别为 APR-APRin (Hege et al, 2001)和

SMP-Inh (Baumann et al, 1995)。 

沙雷氏蛋白酶 MP来源于菌株 Flavobacterium sp. 

YS-80-122，通过悬滴法已经得到了 MP 晶体(PDB ID 

3U1R)，对其 X-射线衍射及解析，确定晶体的空间群

为 P 21 21 21，参数为 a=45.91 Å、b=75.2 Å、c=115.42 Å、

α=β=γ=90°，精修至 Rwork 为 0.16、Rfree 为 0.21(Zhang 

et al, 2011)。和以往的沙雷氏蛋白酶类似，蛋白酶

MP 的基因下游有一个抑制剂基因 LupI(GenBank No. 

JN689327.1)，编码的沙雷氏蛋白酶抑制剂 LupI 耐热

性好，与同源抑制剂 APRin 的同源性为 55%，对靶

蛋白酶 MP 的抑制常数为 0.64 µmol/L(Liang et al, 
2017)。本研究通过对沙雷氏蛋白酶与抑制剂复合物

MP-LupI 纯化，结晶初筛，以期获得完整的晶体供

X-射线衍射分析，为了解复合物 MP-LupI 的晶体结

构及明确抑制作用中的关键位点奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  蛋白酶 MP 的原核表达 

根据基于蛋白酶 MP 的基因序列 (GenBank: 

GU084389.1)及 pET22b(+)载体设计引物，上游引物

(F1)为 5-CAGCATATGATGTCGAAACTTAAAGAG-

AAAGCAGCGCT-3(划线部分为 NdeⅠ位点)，下游

引物 (R1) 为 5-ATGCTCGAGCGCGACGATGTCGT-

AAGTT-3(划线部分为 XhoⅠ位点)。以全基因组 DNA

作为模板，通过两端引物对 MP 基因进行 PCR 扩增。

用酶切后的 pET22b(+)载体和 MP 基因构建 pET22b- 

MP 原核表达质粒。采用添加氨苄青霉素的 LB 培养

基选择平板挑选阳性重组质粒，转化至大肠杆菌

BL21 扩大培养，菌液用原始引物 F1 和 R1 进行 PCR

扩增并测序验证。 

将转化成功的菌体转接至 2 个三角瓶，于 37℃、

200 r/min 条件扩大培养。当培养至菌液 OD600 nm 为

0.6 时，一瓶加入 0.4 mmol/L 的诱导剂 IPTG 作为实

验组；另一瓶不加诱导剂作为对照组。2 瓶菌液均继

续培养 6 h，离心收集菌体。按菌液总量的 0.1 倍加

入 50 mmol/L 的 Tris-HCl (pH=8)缓冲液，混合均匀，

破碎菌体，分别取上清液进行酶活检测和电泳检测。 

1.2  蛋白酶 MP 的纯化 

将大肠杆菌 BL21 pET22b-MP 基因工程菌接种

到 50 ml LB 培养基中制备种子液，加入 20 µl 

100 mg/ml 氨苄青霉素，于 37℃、200 r/min 培养 12 h。

将种子液按 2%接种量添加到 4 L LB 培养基中，加入

200 µl 100 mg/ml 氨苄青霉素，于 37℃、200 r/min 培

养。当菌液 OD600 nm 达到 0.6 时，加入 IPTG 至终浓

度 0.5 mmol/L 诱导表达靶基因。在 16℃和 200 r/min

下再培养 6 h 即可完成诱导表达。 

在 4℃以 8000 r/min 离心 20 min 沉淀菌体细胞，

然后重悬于 400 ml (菌液总量的 0.1 倍)Tris-HCl 缓冲

液(50 mmol/L，pH=8.0)进行超声破碎。破碎条件为：

200 W，10 s 工作，10 s 休息，交替共破碎 40 min。

以 8000 r/min 离心去除沉淀后，用 10 kDa 超滤杯浓

缩至约 50 ml。 

选用亲和 HisTrap HP 色谱柱纯化 MP 酶液。上

样缓冲液为 50 mmol/L pH=8 的 Tris-HCl、500 mmol/L 

NaCl 和 20 mmol/L 咪唑混合液；洗脱缓冲液为

50 mmol/L pH=8 的 Tris-HCl、500 mmol/L NaCl 和

500 mmol/L 咪唑混合液。收集的 MP 酶液用 10 kDa

的超滤离心管浓缩并除盐，测蛋白酶活性、浓度并进

行 SDS-PAGE 电泳。 

1.3  抑制剂 LupI 的诱导表达及纯化 

LupI 基 因 (GenBank: JN689327.1) 被 构 建 在

pET28a(+)载体上，含有该目的基因的质粒被转化到

大肠杆菌 BL21(DE3)中进行诱导表达(王昆等, 2017)。

将大肠杆菌 BL21 pET28a-lupI 基因工程菌接种到

50 ml LB 培养基中，加入 20 µl 100 mg/ml 卡那霉素，

其余诱导表达和破碎过程与 MP 类似，不做赘述。 

参考王昆(2017)的方法，选用 HiLoadTM 26/600 

Superdex 200 prep grade 凝胶柱和 HiPrepTM Q-FF 

16/10 柱纯化 LupI 粗蛋白液。尺寸排阻色谱的缓冲液
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仅 1 种，本实验采用 50 mmol/L Tris-HCl，pH=8.0。

根据峰型分管收集流出的溶液，先流出的溶液为分子

量大的样品。离子交换色谱的上样缓冲液(A 液)为

50 mmol/L Tris-HCl，pH=8.0；洗脱缓冲液(B 液)为

50 mmol/L Tris-HCl，1 mol/L NaCl，pH=8.0。梯度洗

脱设定为 30 min 从 0 到 100% B 液，收集洗脱峰，用

3 kDa 的超滤离心管浓缩并除盐，测蛋白酶抑制活性、

浓度并进行 SDS-PAGE 电泳。 

1.4  复合物 MP-LupI 的制备及纯化 

按照等摩尔混合计算方法，将上述已纯化的 MP

和 LupI 按 1∶1 的比例混合。LupI 适当过量，充分震

荡保证充分结合。将此溶液用 0.45 µm 的滤头过滤，

即得到复合物和过量抑制剂掺杂的混合液样品。 

选择 HiLoadTM 26/600 Superdex 200 prep grade 凝

胶柱，将混合物用尺寸排阻色谱法分离。复合物的分

子量约为 60 kDa，抑制剂的分子量为 11.5 kDa，利用

二者分子量大小的差异进行分离。尺寸排阻色谱的方

法和上样缓冲液与纯化 LupI 时一致。将收集的样品

用 10 kDa 的超滤离心管浓缩，测浓度，电泳检测确

定条带是否正确。进一步浓缩至 20~40 mg/ml 的高纯

度高浓度蛋白溶液，用于后续结晶实验。复合物溶液

如果不需立即使用，放入液氮中储存。 

1.5  复合物 MP-LupI 晶体的筛选和优化 

本实验采用悬滴蒸发扩散法对 MP-LupI 复合物

进行结晶条件筛选。MP-LupI 复合物在 MP 和 LupI

单体结晶条件的基础上，选用 Hampton Research 公司

HR2-110 Crystal ScreenTM、HR2-112 Crystal Screen2TM

和 HR2-144 IndexTM 试剂盒和 Molecular Dimension 公

司的 PEG ION1/2 和 MD38-1/2 试剂盒在 24 孔板上进

行结晶条件初筛。在结晶筛选的过程中，调高清水条

件下悬滴的蛋白浓度，降低沉淀条件下悬滴的蛋白浓

度。如果出现黑色的沉淀可能是结晶溶液中含有使蛋

白变性的成分。如果晶体始终较小，可用晶体捞取专

用工具 loop 挑取晶种，接种到新的溶液中。如果出

现簇状结晶及片状结晶，可对结晶底液的沉淀剂浓度

及 pH 等影响因素设置梯度进行优化。 

1.6  复合物 MP-LupI 晶体挑取验证 

当观察到类似晶体出现时，首先要区分是蛋白晶

体还是盐晶，其次是分辨是否为目的蛋白晶体。本实

验使用紫外成像拍摄和 SDS-PAGE 电泳法分别鉴定。

在显微镜下用 loop 挑取晶体，洗涤后置于装有纯水

的离心管中，加 Loading Buffer 煮样，进行 SDS-PAGE

电泳检测。 

1.7  复合物 MP-LupI 晶体衍射数据的收集 

晶体送至上海同步辐射光源 SSRF 处用 BL17U1 

synchrotron 进行衍射和数据收集。晶体衍射图片用

HKL2000 进行初步处理，综合分析晶体的空间群，

确定晶胞参数(Otwinowski et al, 1997)。 

2  结果与讨论 

2.1  蛋白酶 MP 的原核表达结果 

通过上述流程构建了 pET22b-MP 表达载体，菌

液 PCR 的条带如图 1 所示，约与预期的蛋白酶 MP

基因的长度 1443 bp 一致。菌液送至青岛擎科公司进

行测序，结果经 NCBI 数据库 BLAST 验证，与 MP

序列相符，确定 MP 原核表达载体构建成功。 
 

 
 

图 1  pET22b-MP 菌液扩增结果 
Fig.1  Amplification result of pET22b-MP 

M: Trans2K® Plus DNA marker; 1~3: MP 
 

用该 pET22b-MP 重组质粒诱导表达得到的粗酶

液用酪蛋白测活法测得具有蛋白酶活性，凝胶电泳结

果如图 2 所示，与未加诱导剂的对照组相比，在约 
 

 
 

图 2  MP 在大肠杆菌中的诱导表达结果 
Fig.2  Induced expression of MP in E. coli 

M: BlueRAY prestained protein marker; 1: Uninduced 
supernatant; 2: IPTG induced supernatant 
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48 kDa 处有明显的蛋白电泳条带，且与蛋白酶 MP

分子大小一致，符合原始蛋白酶 MP 特征。 

2.2  蛋白酶 MP 的制备结果 

粗分离后的 MP 粗酶液浓缩至 20~30 ml，经过

HisTrap HP 色谱柱纯化、10 kDa 超滤离心管浓缩除

盐后，可达到电泳纯。每 4 L 培养基培养的样品可以

纯化约 10 mg 的蛋白酶，浓缩至 3.5 ml 时，蛋白含量

可达 1.96 mg/ml，此浓度不固定，但必须测量，在与

抑制剂进行复合物结合时用于添加比例的计算。色谱

如图 3 所示，1 号峰为杂蛋白流出峰，2 号峰为洗脱

峰，是纯化的样品。经浓缩除盐后的蛋白电泳如图 4

所示，约 48 kDa，符合 MP 的分子量大小。 

 

 
 

图 3  蛋白酶 MP 的亲和色谱 
Fig.3  Affinity chromatogram of protease MP 

 

 
 

图 4  蛋白酶 MP 纯化后的 SDS-PAGE 电泳 
Fig.4  SDS-PAGE electrophoresis of purified protease MP 

M: BlueRAY prestained protein marker; 1: MP 

2.3  抑制剂 LupI 的制备结果 

LupI 经过超滤等分离后，可将溶液中分子量在

10~30 kDa 范围外的杂质去除，并浓缩至 40 ml。用

HiLoadTM 26/600 Superde 200 prep grade 凝胶柱进行

尺寸排阻色谱纯化，色谱如图 5 所示。经测活和电泳

验证收集的 2 号峰为 LupI 的峰，电泳如图 6 所示，

在上方仍有一些微弱条带没有完全分离。 
 

 
 

图 5  抑制剂 LupI 的尺寸排阻色谱 
Fig.5  Size exclusion chromatography of inhibitor LupI 

 

 
 

图 6  抑制剂 LupI 尺寸排阻色谱后的 SDS-PAGE 电泳 
Fig.6  SDS-PAGE electropherogram of inhibitor LupI  

after size exclusion chromatography 

M: BlueRAY prestained protein marker; 1: LupI 

 
经过尺寸排阻色谱后收集的样液约 45 ml，用

HiPrepTM Q-FF 16/10 柱进行离子交换色谱纯化。收集

到的 LupI 样品用 3 kDa 的超滤离心管浓缩除盐，每

次发酵的 4 L 样品可以纯化约 8 mg 纯样品，浓缩至

800 µl 时，LupI 蛋白含量可达 10 mg/ml。 后浓缩后

的样液浓度和 MP 一样必须测量，用于复合物比例的
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计算。色谱如图 7 所示，20~40 ml 处的小峰为流出峰，

洗脱峰共 2 个，经测活和电泳验证洗脱峰的 1 号峰即

为抑制剂 LupI，电泳如图 8 所示，获得单一的抑制

剂条带，约为 11 kDa，符合抑制剂 LupI 的分子量。 
 

 
 

图 7  抑制剂 LupI 的离子交换色谱 
Fig.7  Ion exchange chromatogram of inhibitor LupI 

 

 
 

图 8  抑制剂 LupI 离子交换色谱后的 SDS-PAGE 电泳 
Fig.8  SDS-PAGE electropherogram of inhibitor LupI  

after ion exchange chromatogram 

M: BlueRAY prestained protein marker; 1: LupI 
 

2.4  MP-LupI 复合物的制备结果 

根据蛋白酶 MP 和抑制剂 LupI 的含量，换算为

等摩尔比进行混合。经换算后，3.5 ml 的 MP 与 150 µl

的 LupI 混合，LupI 稍过量 50 µl 以保证抑制完全，

约获得 95 µl 蛋白含量为 20 mg/ml 的 MP-LupI 复合

物样液。 

尺寸排阻色谱如图 9 所示，1 号峰代表 MP-LupI

复合物，2 号峰代表可回收的抑制剂 LupI。回收的抑

制剂浓缩后可以继续进行复合物的制备。复合物的电

泳结果如图 10 所示，达到电泳纯，适用于研究结构 

 
 

图 9  MP-LupI 复合物的尺寸排阻色谱 
Fig.9  Size exclusion chromatogram of MP-LupI complex 

 

 
 

图 10  MP-LupI 复合物纯化后的 SDS-PAGE 电泳图 
Fig.10  SDS-PAGE electropherogram of  

purified MP-LupI complex 

M: BlueRAY prestained protein marker;  
1: MP-LupI; 2: Recovered LupI 

 

测定及理化参数(陈旭等, 2004)，也符合蛋白结晶的

要求。 

2.5  MP-LupI 复合物晶体的筛选和初步优化结果 

MP-LupI 复合物的浓度开始时为 20 mg/ml，用 MP

和 LupI 的结晶条件进行筛选，在 20 d 的持续观察中，

发现大部分液滴中生长的是沉淀、盐晶和不规则晶体

小粒，其余液滴前后无变化。改变结晶条件并加大复

合物浓度至 40 mg/ml，设置沉淀剂和 pH 梯度，于    

4℃和 20℃两种温度培养晶体，仍未见有蛋白晶体生

长。因此，扩大筛选范围，用 Hampton Research 公司

HR2-110 Crystal ScreenTM、HR2-112 Crystal Screen2TM

和 HR2-144 IndexTM 试剂盒和 Molecular Dimension 公

司的 PEG ION1/2 和 MD38-1/2 试剂盒，同时对

MP-LupI 复合物筛选，浓度仍保持为 40 mg/ml。 

扩大筛选范围后，在 2 种条件下获得晶体：PEG 
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ION1/2 试剂盒的 0.1 mol/L DL-Malic acid、pH 7.0 和

12% (w/v) PEG 3350 条件，得到 MP-LupI 复合物的菱

形晶体；MD38-1/2试剂盒的 0.2 mol/L NaCl、0.1 mol/L 

MES、pH 6.5 和 10% (w/v) PEG 4000，得到 MP-LupI

复合物的棱形晶体。晶体生长时间约为 7 d。MP-LupI

复合物晶体采用 Minstrel HT UV 拍照系统及 Nikon 

SMZ800 倒置显微镜拍照系统进行晶体图片采集，如

图 11 所示，经紫外成像拍摄可以确定该结晶为蛋白

结晶。经蛋白电泳验证，符合复合物条带(图 12)。 
 

  
 

图 11  MP-LupI 复合物结晶 
Fig.11  Crystalline diagram of MP-LupI complex 

 

 
 

图 12  蛋白晶体挑取验证 
Fig.12  SDS-PAGE of crystal 

M: BlueRAY prestained protein marker; 1: Picked crystal 
 

通过 X-射线衍射进行数据收集，并对收集的数

据进行处理。在 0.1 mol/L DL-Malic acid、pH 7.0 和

12% (w/v) PEG 3350 条件下得到的 MP-LupI 复合物的

菱形晶体，分辨率在 1.5 Å 左右，由于衍射时晶体裂

开，未能进行数据收集。在 0.2 mol/L NaCl、0.1 mol/L 

MES、pH 6.5 和 10% (w/v) PEG 4000 条件下得到的

MP-LupI 复合物晶体，收集到分辨率为 2 Å 的高质量

衍射数据(图 13)，初步确定其晶胞空间为 P1 21 1，

晶胞参数为 a=51.66 Å、b=51.85 Å、c=102.14 Å、

α=γ=90°、β=97.68°。其余衍射数据如表 1 所示。 

 

 
 

图 13  MP-LupI 复合物晶体 X-射线衍射图 
Fig.13  X-ray diffraction of complex MP-LupI crystal 

 
表 1  MP-LupI 复合物晶体衍射数据 
Tab.1  Collection of complex MP-LupI  

crystal diffraction data 

项目 Items MP-LupI 复合物结晶

Wavelength (Å) 0.979 

Temperature (K) 100 

Detector ADSC QUANTUM 315r

Crystal-to-detector distance (mm) 320 

Rotation range per image (°) 1 

Total rotation range (°) 180 

Exposure time per image (s) 0.5 

Space group P 1 21 1 

a, b, c (Å) 51.66, 51.85, 102.14 

α, β, γ (°) 90, 97.68, 90 

Resolution range (Å) 36.43~2.00 (2.07~2.00)

Total reflection number 224946 

Unique reflections 35471(3099) 

Redundancy  6.3 (5.1) 

Completeness (%) 97.2 (85.3) 

Rpim 0.045 (0.165) 

Wilson B-factor (Å2) 23.6 

 

3  结语 

本研究通过对 MP 和 LupI 的单独纯化，再以等

摩尔比混合得到 MP-LupI 复合物，用尺寸排阻色谱



第 4 期 张琳桓等: 沙雷氏蛋白酶 MP 及其抑制剂 LupI 的复合物纯化及结晶 165 

 

对 MP-LupI 复合物进行纯化，达到可供结晶的电泳

纯级样液。通过悬滴蒸发扩散法，在 2 种条件下成功

获得 MP-LupI 复合物晶体，并在上海光源进行 X-射

线衍射数据收集，得到分辨率达 2 Å 的高质量衍射数

据，其晶胞空间为 P1 21 1，晶胞参数为 a=51.66 Å、

b=51.85 Å、c=102.14 Å、α=γ=90°、β=97.68°。 

MP-LupI 复合物晶体衍射数据还需进一步精修

及分析，构建完整的三维结构图，在结构上确定沙雷

氏蛋白酶与抑制剂的结合区域，从而明确沙雷氏蛋白

酶抑制剂的抑制原理，为以后生产抑制剂药物等提供

理论依据。 
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Abstract    Proteases are a class of enzymes that hydrolyze proteins by cutting protein peptide 

bonds in vivo, controlling protein size, composition, spatial conformation, and their final degradation. 

Physiological activities and diseases in organisms are closely related to proteases, such as those for 

digestion and absorption of food, blood coagulation, hemolysis, anti-inflammatory, blood pressure 

regulation, cell differentiation, cancer metastasis, and activation of physiologically active peptides. 

Serralysin-like belongs to the subfamily of zinc metalloprotease M10B and secretes by a variety of 

pathogenic gram-negative bacteria. It is a key virulence factor for some diseases. Serralysin-like 

inhibitor can the inhibit target serralysin-like in vitro. The inhibition of bacterial virulence factors 

presents an antimicrobial strategy that is non-destructive, by attenuating virulence mechanisms 

without directly challenging bacterial cell viability. The serralysin-like MP and its inhibitor LupI 

studied in this paper are all secreted by the marine microbial Flavobacterium sp. YS-80-122. We 

purified the protease MP, inhibitor LupI and MP-LupI complexes. The protease MP was purified by 

affinity chromatography while the inhibitor LupI was purified by size exclusion chromatography and 

ion exchange chromatography. After being tested and concentrated, the two were mixed according to 

the equimolar ratio to obtain the MP-LupI complexes. Finally, purified MP-LupI complexes by size 

exclusion chromatography to obtain an electrophoresis-purified, single-purification sample of about 

95 μl of MP-LupI complexes with a protein content of 20 mg/ml. The MP-LupI complexes were 

crystallized and successfully obtained under two conditions: 0.1 mol/L DL-malic acid, pH 7.0, 12 % 

(w/v) PEG 3350 to obtain a rhombohedral crystal of MP-LupI complex and 0.2 mol/L NaCl, 

0.1 mol/L MES, pH 6.5, 10 % (w/v) PEG 4000 to obtain an prism crystal of the MP-LupI complex. 

The X-ray diffraction data was collected from the Shanghai source to obtain high-quality diffraction 

data with a resolution of 2 Å. The unit cell space was P1 21 1. The unit cell parameters are a = 

51.66 Å, b = 51.85 Å, c = 102.14 Å, α=γ=90° and β=97.68°.  

Key words    Serralysin-like; Serralysin-like inhibitor; Crystallization 
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