
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２０１０００６

肽脱甲酰基酶在偶极离子修饰亲水磁珠表面的固定化及表征
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　　［摘要］　目的　比较表面修饰偶极离子且带Ｎｉ２＋ＮＴＡ或羧基的两种亲水磁珠对结核分枝杆菌肽
脱甲酰基酶（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐｅｐｔｉｄｅｄｅｆｏｒｍｙｌａｓｅ，ＭｔＰＤＦ）的固定化效果，探讨适于磁分离联用
ＨＰＬＣＭＳ筛选ＭｔＰＤＦ配体混合物库的靶酶固定化方案。方法　将Ｎ端带有６×Ｈｉｓ标签ＭｔＰＤＦ的质粒
ｐＥＴ２８ａ（＋）导入Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）重组表达，使用镍离子螯合亲和层析介质纯化后表征其酶学性质。
将ＭｔＰＤＦ与Ｎｉ２＋ＮＴＡ或羧基磁珠偶联并比较其固定化容量、保留活性、固定化前后酶稳定性及对抑制

剂放线酰胺素（Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ）的响应。结果　Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定ＭｔＰＤＦ的容量为（９９．７±４．５）ｍｇ／ｇ（ｎ＝３）；最
优投料比酶量∶磁珠量＝１∶１５时，固定化酶保留活性为（１０７．２±１３．９）％（ｎ＝３），在０℃、ｐＨ＝７．５缓冲
液中振摇３ｈ活性仅保留 ４３％。羧基磁珠活化后通过酰胺键共价固定 ＭｔＰＤＦ的容量为（３６．９±２．６）
ｍｇ／ｇ（ｎ＝３）；最优投料比酶量∶磁珠量＝１∶６０时，固定化酶保留活性为（１０２．６±１５．４）％ （ｎ＝３），与
Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化保留活性相当；在０℃、ｐＨ７．５缓冲液中振摇８ｈ活性无显著改变；羧基磁珠固定
化酶对Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ的抑制响应与游离酶无显著差异（Ｐ＞０．０５）。结论　羧基磁珠固定化 ＭｔＰＤＦ酶活更
稳定，不影响抑制剂响应，适于混合物库中ＭｔＰＤＦ高亲和力配体筛选。
　　［关键词］　磁珠固定化；肽脱甲酰基酶；结核；筛选
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ｘｉａｏｌａｎｙａｎｇ６６６＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ

　　结核病是由结核分枝杆菌感染引起的慢性传染
病。据世界卫生组织发布的全球结核病报告，２０１９年
全球有约１０００万人罹患结核病［１］。目前临床的抗结

核治疗药物主要有异烟肼、利福平、吡嗪酰胺、乙胺丁

醇等。这些药物的长期使用易产生肝肾毒副作用，且

多重耐药和广泛耐药菌株的出现使结核病的治疗面临

挑战［２］。

　　在原核细胞内核糖体介导的蛋白质合成过程中，
需经甲硫氨酰 ｔＲＮＡ合成酶的作用生成甲硫氨酰
ｔＲＮＡ，然后在甲硫氨酰 ｔＲＮＡ甲酰基转移酶的作用下
生成Ｎ甲酰化甲硫氨酸 ｔＲＮＡ，作为多肽链合成的 Ｎ
端起始氨基酸。肽脱甲酰基酶（ｐｅｐｔｉｄｅｄｅｆｏｒｍｙｌａｓｅ，
ＰＤＦ）由ｄｅｆ基因（ＧｅｎｅＢａｎｋ：Ｒｖ０４２９ｃ）编码，负责翻
译完成后多肽链Ｎ端甲硫氨酸的甲酰基水解，使肽链
完成进一步折叠［３］。ＰＤＦ广泛分布于原核生物细胞
中，ＰＤＦ的突变或缺失导致细菌生长和繁殖受阻。因
此，ＰＤＦ是细菌蛋白质合成过程中的关键酶，其抑制
剂已广泛用于抗菌剂［４］。ＰＤＦ不存在于真核细胞质
和酵母，但在人体多种肿瘤细胞中过表达。抑制或下

调ＰＤＦ，可阻碍肿瘤细胞生长。因此，ＰＤＦ也成为抗
肿瘤的靶点［５］。在人类细胞线粒体中也发现了

ＰＤＦ［６］，但研究证明ＰＤＦ抑制剂对人体细胞的毒性较

小［５］。结核分枝杆菌 ＰＤＦ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
ｐｅｐｔｉｄｅｄｅｆｏｒｍｙｌａｓｅ，ＭｔＰＤＦ）抑制剂可阻止致病菌的
生长，ＭｔＰＤＦ作为抗结核分枝杆菌潜在靶点，可用于
开发抗耐药结核分枝杆菌的药物［７－９］。

　　磁珠易于快速分离。表面官能团化磁珠通过共
价、螯合或吸附固定生物活性分子而功能化，广泛应用

于生物传感、疾病治疗、药物蛋白结合研究等生物医学

领域［１０－１１］，具有准确、高效、重现性好、便于自动化等

优点。为实现复杂混合物库中高亲和力配体的快速筛

选，本课题组建立了磁珠固定靶蛋白基于亲和力的选

择性迭代指数富集技术 （ＡｆｆｉｎｉｔｙＤｒｉｖｅｎＥｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ
Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＡＤＥＥ）［１２－１３］。其实际应用需要亲水磁珠
固定化靶蛋白，并保留足够高的活性和稳定性，对小分

子的非特异结合低。本研究选用表面修饰偶极离子的

亲水性亚微米磁珠，已证明对 ＬｏｇＰ小于４．０的小分
子非特异结合较低［１４］，且其表面有延伸出来的可反应

官能团，如氨基、羧基、巯基或 Ｎｉ２＋ＮＴＡ（Ｎｉ２＋Ｎｉｔｒｉｌｏ

ｔｒｉａｃｅｔｉｃＡｃｉｄ）［１５－１６］；以ＭｔＰＤＦ为靶，与该类表面修饰

偶极离子且带羧基或 Ｎｉ２＋ＮＴＡ的亲水磁珠偶联并表
征其固定化容量、保留活性及稳定性，以期获得适用于

ＡＤＥＥ筛选ＭｔＰＤＦ抑制剂的固定化靶蛋白。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

　　Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠 （批号 ２０１７０７１４，１００ｇ／Ｌ）、羧基
磁珠Ｆ１（批号 ２０１７１１２１，３０ｇ／Ｌ）购于重庆博蓝鹰生
物技术有限公司；质粒 ｐＥＴ２８ａ（＋）购于中美泰和生
物技术（北京）有限公司；感受态细胞ＢＬ２１（ＤＥ３）、硫
酸卡那霉素、异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ
ｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）、曲拉通 Ｘ１００、咪

２８４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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唑、２吗啉乙磺酸 （２Ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，
ＭＥＳ）等购于北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；磷
酸二氢钠购于重庆泽恒生物科技有限公司；４羟乙基
哌嗪乙磺酸 （２［４（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ）ｐｉｐｅｒａｚｉｎ１ｙｌ］
ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＥＰＥＳ）购于北京索莱宝科技有限
公司；荧光胺购于阿法埃莎（中国）化学有限公司；

Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ、过氧化氢酶 （Ｃａｔａｌａｓｅ）购于 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；
镍离子螯合亲和层析介质购于美国通用电器公司（ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）；甲酰甲硫氨酸丙氨酸丝氨酸（ｆｏｒｍｙｌａｔｅ
ＭｅｔｈｉｏｎｉｎｅＡｌａｎｉｎｅＳｅｒｉｎｅ，ｆＭＡＳ）购于瑞士Ｂａｃｈｅｍ公
司；Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，ＮＨＳ）、
１（３二甲氨基丙基）３乙基碳二亚胺盐酸盐［１（３
Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）３ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏ
ｒｉｄｅ，ＥＤＣ］购于东京化成工业株式会社。
１．２　实验方法
１．２．１　ＭｔＰＤＦ重组表达与纯化　　参照文献［１７］进
行 ＭｔＰＤＦ的表达与纯化。将带有 ６×Ｈｉｓ标签的
ＭｔＰＤＦ的质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）：ｄｅｆ转入大肠杆菌感受态
细胞ＢＬ２１（ＤＥ３），在含有１００μｇ／ｍＬ的硫酸卡那霉素
的ＬＢ中３７℃培养至菌液光密度Ｄ（６００）＝０．６～０．８。
加入１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ于１６℃ 诱导表达２０ｈ。收集细
胞菌体于重悬液 （５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠，１％曲拉通
Ｘ１００和 １０μｇ／ｍＬＣａｔａｌａｓｅ，ｐＨ＝７．５）进行超声破
碎。于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清用镍离子
螯合亲和层析柱纯化。用含３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗杂缓冲
液 （５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠，３００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，ｐＨ＝

８．０）以７００μＬ／ｍｉｎ流速洗杂蛋白。再用含３００ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑洗脱缓冲 （５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠，３００ｍｍｏｌ／Ｌ
氯化钠，ｐＨ＝８．０）以 ３００μＬ／ｍｉｎ流速洗脱目的蛋白
ＭｔＰＤＦ。最后经浓缩透析缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二
氢钠，ｐＨ＝８．０）浓缩处理后加入３０％甘油储存于－８０℃。
１．２．２　ＭｔＰＤＦ的活性测定及条件优化　　参照文献
［１７］采用终点法测定 ＭｔＰＤＦ活性：ＭｔＰＤＦ水解 ｆＭＡＳ
的Ｎ端甲酰基，生成的游离氨基与荧光胺在温和条件
下反应所得产物可产生高强度的荧光，相对于不加酶

的空白对照，荧光值的改变表征酶的活性。在１５０μＬ
含０．７ｍｏｌ／Ｌ氯化钾、８０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（ｐＨ＝７．５）
缓冲液中加入２５ｎｇＭｔＰＤＦ与终浓度２ｍｍｏｌ／ＬｆＭＡＳ，
３７℃孵育３０ｍｉｎ后加入５０μＬ荧光胺 （０．２ｇ／Ｌ１，４
二氧烷溶液），再于 ３７℃ 避光孵育 ５ｍｉｎ。使用
ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ荧光分光光度计检测荧光值，激发波长

３９０ｎｍ，发射波长４８０ｎｍ，激发狭缝和发射狭缝均为
１０ｎｍ，扫描速度为６００ｎｍ／ｍｉｎ。进一步考察ｐＨ（４．０～
８．０的磷酸盐缓冲液）、酶浓度、底物浓度（０．３～
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）对活性测定的影响。
１．２．３　酶对抑制剂的响应　　选取 ＭｔＰＤＦ的纳摩尔
级抑制剂Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ和微摩尔级抑制剂 Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ进行
半抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）测

定［１８］。称取２ｍｇ的抑制剂用甲醇配成１０ｍｍｏｌ／Ｌ的
储备液。测定活性时，预先将一定终浓度抑制剂 （控

制甲醇终浓度＜１％）与 ＭｔＰＤＦ孵育５ｍｉｎ，再按照酶
活测定体系与 ｆＭＡＳ孵育 ３０ｍｉｎ，再加入荧光胺孵育
５ｍｉｎ检测荧光值，并计算酶活抑制率与抑制剂浓度
的响应曲线，Ｏｒｉｇｉｎ８．５拟合计算ＩＣ５０。抑制剂对酶的
抑制率按公式计算：抑制率＝（Ｆ０－Ｆ）／（Ｆ０－Ｆ空白）×

１００％，其中Ｆ０为不加抑制剂时在 ２５ｎｇＭｔＰＤＦ作用
下所测的荧光值，Ｆ为 ２５ｎｇＭｔＰＤＦ与一定浓度抑制
剂存在时所测的荧光值，Ｆ空白为不加酶的空白对照荧
光值。

１．２．４　Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定ＭｔＰＤＦ及表征　　将１００ｇ／Ｌ
Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠原液 （含 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠水溶液，
０．０９％叠氮钠，０．１％抗氧化剂）振荡混匀后，取１５０μｇ
磁珠磁分离３ｍｉｎ去除上清液，用２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ＝７．０）缓冲液洗涤３次。随后用２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ（ｐＨ＝８．０）缓冲液重悬为 １５ｇ／Ｌ。取不同量的
ＭｔＰＤＦ（５、１０、２０、３０、４０、５０、６０μｇ）于 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝８．０）制成酶液。振荡状态下将磁珠悬
液缓慢地加入酶液中，于０℃ 固定３０ｍｉｎ。磁分离收
集上清，并洗涤磁珠，磁珠洗涤后用含 ０．０９％叠氮钠
的酶缓冲液保存备用。合并洗涤液和上清液后使用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定上清剩余蛋白量［１９］，蛋白加入量与上

清剩余蛋白量之差为 Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠所固定 ＭｔＰＤＦ的
蛋白量并计算固定化容量。

　　固定化容量＝（蛋白加入量－上清剩余蛋白量）／
磁珠质量

　　Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定 ＭｔＰＤＦ酶活表征：固定化
ＭｔＰＤＦ依次用２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝８．０）和酶反
应缓冲液ＨＥＰＥＳ洗涤后，加入酶反应缓冲液 ＨＥＰＥＳ，
控制磁珠浓度为１ｇ／Ｌ。按固定化酶量取等量游离酶
平行操作，测定二者酶活，并比较、评估 Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠
固定ＭｔＰＤＦ的保留活性比；加入不同浓度抑制剂Ａｃｔｉ
ｎｏｎｉｎ预孵育，再加入底物测定酶活，与游离酶比较。
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　　取等量 Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化酶和游离酶于 ｐＨ＝
７．５的酶反应缓冲液ＨＥＰＥＳ中，０℃下振摇，连续８ｈ
跟踪固定化酶和游离酶酶活改变，表征酶活稳定性。

１．２．５　羧基磁珠固定 ＭｔＰＤＦ及表征　　将 ３０ｇ／Ｌ
羧基磁珠原液 （含 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠水溶液，０．０９％
叠氮钠，０．１％抗氧化剂）振荡混匀后，取６００μｇ磁珠
磁分离 ３ｍｉｎ去除上清液，用 ２０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（ｐＨ＝
６．０）缓冲液洗涤３次，加入活化剂７５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮＨＳ
和ＥＤＣ（ｐＨ＝６．０ＭＥＳ缓冲液配置）各５０μＬ，在摇床
上于 ２５℃ 持续混合 ３０ｍｉｎ。用 ２０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ
（ｐＨ＝７．０）缓冲液洗涤３次，并重悬为２０ｇ／Ｌ。取不
同量的ＭｔＰＤＦ（５、１０、２０、３０、４０、５０、６０μｇ）于２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭＥＳ（ｐＨ＝７．０）制成酶液。振荡状态下将磁珠悬液
缓慢地加入酶液中，于０℃ 固定３０ｍｉｎ。磁分离收集
上清，并洗涤磁珠，合并洗涤液和上清液同１．２．４测定
固定化蛋白量并计算固定化容量。磁珠用５０ｍｍｏｌ／Ｌ
甘氨酸 ５０μＬ处理 ３０ｍｉｎ，将磁珠再次洗涤后用含
０．０９％叠氮钠的酶缓冲液保存备用。
　　羧基磁珠固定化ＭｔＰＤＦ酶活表征：固定化ＭｔＰＤＦ
用酶反应缓冲液ＨＥＰＥＳ洗涤３次，同１．２．４测定酶活
和稳定性，并与Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化酶比较保留活性
比和稳定性。

１．３　统计学分析
　　实验均重复３次，使用软件Ｏｒｉｇｉｎ８．５处理数据，
结果以 珋ｘ±ｓ表示。采用ＳＰＳＳ．２０统计软件比较磁珠固
定化ＭｔＰＤＦ与游离酶对 Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ的 ＩＣ５０差异，经配
对样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭｔＰＤＦ的表达和纯化
　　委托公司构建 ＭｔＰＤＦ的质粒 ｐＥＴ２８ａ（＋），Ｎ端
带有６×Ｈｉｓ亲和标签及凝血酶识别和切割位点。经测
序比对，与ＧｅｎＢａｎｋ中结核分枝杆菌Ｈ３７Ｒｖ的碱基序
列 Ｒｖ０４２９ｃ一致，其编码的氨基酸序列与 ＭｔＰＤＦ
（ＰＤＢＩＤ：３Ｅ３Ｕ）的氨基酸序列一致。将质粒转入大
肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），ＩＰＴＧ诱导表达。经镍离子螯合
亲和层析柱纯化，用３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱可得ＭｔＰＤＦ
（图１）。ＳＤＳＰＡＧＥ检测可见 ２９×１０３处目的蛋白条
带，纯度较高，满足固定化要求。通过Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测
定蛋白浓度计算纯化所得蛋白产量约为 ６．７ｍｇ／Ｌ的

ＬＢ培养基。因 ＭｔＰＤＦ的溶解度较低，大部分目的蛋
白存在于沉淀中。

２．２　ＭｔＰＤＦ活性测定及条件优化
　　ＭｔＰＤＦ水解底物 ｆＭＡＳ生成三肽含有游离氨基，
其与荧光胺作用生成的产物导致荧光增强。因此，利

用终点法测定荧光值的改变表示酶活。以不加酶的反

应体系为空白对照组 （图 ２Ａ）。酶活即为 ＭｔＰＤＦ存
在下（图２Ａ组分５）荧光值减去空白对照（图２Ａ组分
４）荧光值。随着酶用量增加，所测的荧光值也随之增
加，并且在一定范围内 （５～２５ｎｇ）呈现出良好的线性
（图２Ｂ）。酶的最适 ｐＨ在７．５左右（图２Ｃ），在 ｐＨ＝
７．０和ｐＨ＝８．０时酶活降低约３０％，在 ｐＨ＝４．０～５．０
时活性基本丧失。因此，酶活测定用 ｐＨ＝７．５的缓冲
液。利用双倒数作图法测定 ｆＭＡＳ的米氏常数 Ｋｍ＝
１．８５ｍｍｏｌ／Ｌ（图２Ｄ）。
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Ｍ：标准；１：裂解液；２：沉淀；３：上清液；４：３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑

洗杂蛋白；５：３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗目的蛋白；６：浓缩透析液

图１　６×ＨｉｓＭｔＰＤＦ的表达与纯化

２．３　Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化
　　Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠用量为 １５０μｇ，加入不同量的
ＭｔＰＤＦ进行固定化。根据响应曲线 （图３），在ＭｔＰＤＦ
加入量约３０μｇ时，酶固定化量达饱和，即 １５μｇ左
右，因此饱和固定化容量为（９９．７±４．５）ｍｇ／ｇ（ｎ＝３）。
但固定化酶用量为 １０μｇ，即酶量∶磁珠量＝１∶１５时，
固定化酶活性相对于游离酶活的比值已达峰值，为

（１０７．２±１３．９）％（ｎ＝３）；此后随着酶固载量增加，活
性并无明显增高，可能与固载酶量增加，酶的活性位点

空间位阻增加有关。
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图２　ＭｔＰＤＦ的活性测定
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图３　ＭｔＰＤＦ与Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化的固载蛋白量和保
留活性比

２．４　羧基磁珠固定化
　　羧基磁珠用量６００μｇ，加入不同量ＭｔＰＤＦ进行固
定化。酶固定化量增至２２μｇ左右达到饱和，此时对
应的酶加入量约 ５０μｇ，由此计算羧基磁珠对酶的固
定化容量为（３６．９±２．６）ｍｇ／ｇ（ｎ＝３）。当固定化酶
用量为１０μｇ，酶量∶磁珠量＝１∶６０，固定化酶活性相对
于游离酶活的比值最高，为（１０２．６±１５．４）％（ｎ＝３，
图４），与Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化最高保留活性相当；但
与Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化不同的是，继续增加酶用量，
保留活性反而逐渐降低，当固定化酶用量增加至

６０μｇ，保留仅 ９％。活化羧基直接偶联蛋白氨基，比
Ｎｉ２＋ＮＴＡ对蛋白标签的固定化，生成的偶联产物空间

位阻更大，导致随固载量增大，活性反而降低。
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图４　ＭｔＰＤＦ与Ｆ１羧基磁珠固定化的固载蛋白量和保留
活性比

２．５　游离酶与固定化酶对抑制剂的响应
　　经酶反应混合物的荧光扫描（图 ５Ａ、Ｂ）可见，随
着抑制剂浓度增加，游离酶反应对应的荧光值降低。

游离酶对 Ｃａｌｐｅｐｔｉｎ抑制率 ＩＣ５０为（５１．４±５．３）μｍｏｌ／Ｌ
（ｎ＝３，图５Ｃ），对Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ抑制率ＩＣ５０为（３２．４±１．３）
ｎｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝３）。Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化酶对 Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ
抑制率ＩＣ５０为（４７．２±２．２）ｎｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝３），与游离酶
接近，但差异有统计学意义（Ｐ＝０．００４）。而羧基磁珠
固定化酶对 Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ抑制率 ＩＣ５０为（３６．８±１．６）
ｎｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝３，图 ５Ｄ），与游离酶差异无统计学意义
（Ｐ＝０．１１４）。
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图５　游离酶与磁珠固定化酶对抑制剂的响应

２．６　游离酶与固定化酶的稳定性
　　在０℃ 、ｐＨ＝７．５的 ＨＥＰＥＳ酶反应缓冲液中分
散振摇，游离ＭｔＰＤＦ在２ｈ内活性较稳定，３ｈ后活性
下降了１７％；Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定ＭｔＰＤＦ的活性１ｈ内
稳定，３ｈ活性仅为４３％；羧基磁珠固定 ＭｔＰＤＦ８ｈ内
活性未见明显改变（图６），羧基磁珠固定 ＭｔＰＤＦ稳定
性满足固定化后筛选对稳定性的要求。
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图６　游离酶与磁珠固定化酶的稳定性

３　讨论

　　天然产物混合物成分复杂、含量差异大，使其活性
成分筛选面临巨大挑战。天然产物筛选传统方法依赖

于活性跟踪的分离、纯化、结构鉴定和活性确定，过程

复杂、费力、成本高，且通常作用的靶不明确［２０］。现有

筛选方法主要基于配体药靶结合再分离后结构分析，
包括平衡透析、微透析、超滤、亲和色谱和固定化靶的

配体捕获等分离技术联合 ＨＰＬＣＭＳ分析的在线和离
线模式分析［２１］。基于目标蛋白固定化的配体捕获技

术已广泛应用于天然产物的活性成分筛选。ＺＨＡＮＧ
等［２２］利用固定化人血清白蛋白的表面等离子体共振

生物传感器偶联 ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ在线模式筛选中药
黄芪的活性成分。ＬＩＵ等［２３－２４］用磁珠固定牛血清白

蛋白捕获配体联合 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ离线模式筛选枳壳
的乙酸乙酯提取物和黄芪的正丁醇提取物中活性成

分。这些技术虽然提高了效率及灵敏度，但无法对混

合物中极微量的活性成分进行富集测定，且难以同步
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测定亲和力。本课题组建立的基于两性亲水磁珠固定

化靶蛋白的ＡＤＥＥ技术，有望用于富集和筛选复杂混
合物中的微量活性成分，并同步测定亲和力。

　　由链霉菌属产生的 Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ在体外对多种细菌
来源包括结核分枝杆菌ＰＤＦ有良好的抑制作用，但在
体内生物利用度低且不具有特异性，而未被进一步开

发［２５］。Ｖｉｃｕｒｏｎ公司开发的ＬＢＭ４１５与ＢｒｉｔｉｓｈＢｉｏｔｅｃｈ
和ＧｅｎｅＳｏｆｔ开发的ＢＢ８３６９８进入了临床Ⅰ期试验；由
ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ开发的 ＰＤＦ抑制剂 ＧＳＫ１３２２３２２成
功完成了急性细菌性皮肤感染的临床Ⅱ期试验［１８］。

因此，将ＭｔＰＤＦ作为开发新型抗结核药物靶点具有重
要意义。所有原核生物及真核生物中的 ＰＤＦｓ的蛋白
质氨基酸序列的同源性为 ２０％～３０％，但参与活性位
点的三个基序高度保守。其中，基序３［ＨＥΦΦＨ］（Φ
代表任意疏水氨基酸）中的两个组氨酸和基序 ２
［ＥＧＣＬＳ］中的半胱氨酸与酶的金属离子螯合形成活
性四面体［２６］。当Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ存在时，其羟基肟酸Ｃ（＝Ｏ）
ＮＨ（ＯＨ）基团与金属离子发生螯合作用从而抑制酶
活［２７］。本研究将构建的 Ｎ端带有６×Ｈｉｓ标签 ＭｔＰＤＦ
的质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）：ｄｅｆ，经Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）重组表
达并纯化获得 ＭｔＰＤＦ。纯化后所得目的蛋白相对分
子质量约为 ２９×１０３，比理论相对分子质量（约 ２２×
１０３）高约７×１０３，与其所含较多脯氨酸导致的电泳异
常迁移相关［９］，纯度满足固定化要求。Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠
通过与ＭｔＰＤＦ的６×Ｈｉｓ标签螯合而位点选择性固定
化ＭｔＰＤＦ；羧基磁珠经活化的羧基与酶蛋白的赖氨酸
残基的氨基反应形成酰胺键而共价结合。ＭｔＰＤＦ仅
有Ｌｙｓ１２０、１７１、１７５三个赖氨酸残基，均位于蛋白表
面，易于与羧基磁珠以酰胺键偶联；且由于这三个赖氨

酸残基远离活性中心，理论上羧基磁珠固定化对

ＭｔＰＤＦ酶活无显著影响。但羧基磁珠固定化与 Ｎｉ２＋
ＮＴＡ磁珠固定化相比，其生成的偶联靶蛋白空间位阻
更大，导致固载量过高时酶活性降低。故在羧基磁珠

固定化时，需优化投料比，以达到最高保留活性的最小

蛋白投料量。在蛋白与磁珠最优投料比固定时，羧基

磁珠固定化 ＭｔＰＤＦ在最适 ｐＨ＝７．５的缓冲液中振摇
超过 ８ｈ活性几乎不变，但 Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠固定化
ＭｔＰＤＦ２ｈ后活性开始下降。这可能是Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠
螯合６×Ｈｉｓ复合物对ｐＨ较敏感所致。
　　因此，ＭｔＰＤＦ与活化后的羧基磁珠通过酰胺键共
价结合，相对于 Ｎｉ２＋ＮＴＡ磁珠螯合固定化，最高保留
活性比相当但稳定性更强，固定化前后对Ａｃｔｉｎｏｎｉｎ的
ＩＣ５０也无显著性差异，可用于 ＭｔＰＤＦ混合物中高亲和
力配体筛选。ＡＤＥＥ的广泛应用依赖于酶的大量可溶
表达和固定化。ＭｔＰＤＦ的可溶表达及纯化产率较低，

可能与其溶解度低有关。后期进一步提高 ＭｔＰＤＦ的
可溶表达和纯化产率，可望用于中药等混合物中活性

先导化合物发现。本课题组正实施ｓｊＧＳＴ（Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ
ｊａｐｏｎｉｃｕｍＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）作为融合标签以期
促进ＭｔＰＤＦ的可溶性表达和纯化，有望提高产率。
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