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淋球菌肽聚糖乙酰化对大肠杆菌溶解性转糖酶A酶切作用的影响**☆

吴腾飞，张巧灵，邓旭明，刘 波

Effects of peptidoglycan acetylation in Neisseria gonorrhoeae on catalysis activity of murein
lytic transglycosylase A from E. coli

Wu Teng-fei, Zhang Qiao-ling, Deng Xu-ming, Liu Bo

Abstract
BACKGROUND: Studies have demonstrated that E. coli peptidoglycan (PG) acetylation suppresses catalysis activity of lytic
transglycosylase. However, whether PG acetylation in Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) has the same effect remains
poorly understood.
OBJECTIVE: To identify effect of PG acetylation in N. gonorrhoeae on catalysis activity of lytic transglycosylase family 2 in
gram-negative bacteria.
METHODS: PG acetylation genes (pacAB) in N. gonorrhoeae FA19 were knocked out though transformation by homologous
recombination. 3H-glucosamine labeled PG from either wild type N. gonorrhoeae FA19 (PG1) or pacAB mutant strain (PG2) were
isolated respectively. We amplified, cloned, expressed and purified lytic transglycosylase (MltA) from E. coli. The catalysis activity
of MltA on PG1 and PG2 was detected, and the optimum reaction temperature was measured.
RESULTS AND CONCLUSION: The recombinant MltA was obtained at the concentration of 26.12 g/mL. Only 9.71% PG1 was
cleaved, but around 93.45% of no-acetylation PG2 was cleaved. The optimum reaction temperature was 30℃. PG with
O-acetylation decreased catalysis capability of MltA. It suggests acetylation of PG in N gonorrhoeae inhibited the autolysis
caused by MltA.

Wu TF, Zhang QL, Deng XM, Liu B. Effects of peptidoglycan acetylation in Neisseria gonorrhoeae on catalysis activity of murein
lytic transglycosylase A from E. coli.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(46): 8643-8646.
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摘要

背景：有研究表明大肠杆菌(E.coli)肽聚糖乙酰化抑制溶解性转糖酶的酶切活性，但对淋球菌胞壁质乙酰化对该类酶的影响

未见报道。

目的：观察淋球菌的肽聚糖乙酰化对革兰阴性菌溶解性转糖酶家族二的酶切效果的影响。

方法：运用同源重组方法敲除淋球菌的肽聚糖乙酰化基因 A和 B(∆pacAB)，制备 3H标记的野生株和突变株的肽聚糖。应

用分子克隆和蛋白表达纯化技术获得溶解性转糖酶 A，体外测定溶解性转糖酶 A对淋球菌和突变株(∆pacAB)的肽聚糖酶切

效果和最适酶切温度。

结果与结论：溶解性转糖酶 A经克隆、表达和纯化得到浓度为 26.12 g/mL蛋白；氚代葡糖胺标记并纯化得到氚代淋球菌肽

聚糖多聚体；溶解性转糖酶 A对 40%乙酰化的淋球菌 FA19肽聚糖酶切效果仅为 9.71%，但对去乙酰化的突变株肽聚肽的

酶切效果达 93.45%；溶解性转糖酶对淋球菌肽聚糖酶的最佳酶反应温度为 30 ℃。结果提示，淋球菌的肽聚糖乙酰化抑制

溶解性转糖酶蛋白的切割活性，淋球菌可能通过胞壁酸乙酰化抑制溶解性转糖酶 A引起的自溶的发生。

关键词：淋球菌；肽聚糖；肽聚糖乙酰化基因；溶解性转糖酶 A；组织构建
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0 引言

淋球菌细胞壁由肽聚糖(peptidoglycan，
PG)骨架结构组成[1]，在淋球菌生长和分裂过程

中，溶解性转糖酶 (murein lytic transglycosy
-lase , Mlt)等水解酶切割PG骨架、释放的PG片
段诱导上皮细胞死亡，刺激炎症细胞因子产生

和引发关节炎[2-4]。淋球菌PG胞壁酸C6位的乙

酰化是与致病有关的重要结构，实验所用淋球

菌FA19的PG乙酰化程度为40%。PG乙酰化使

释放的PG单体毒性增强，帮助细菌抵御外界酶

的侵入，延长在宿主体内的存活时间[2, 5]，增加

机体炎症反应强度[2]，但是否影响Mlt家族二的

酶切效果的研究尚未见报道。

Mlt是锚定在细菌细胞壁上的功能性酶，通

过切割肽聚糖β-1,4糖苷键，形成1,6-脱水胞壁

酸末端，在细菌生长和分裂以及肽聚糖的释放

中发挥作用[6]。已证实铜绿假单胞菌MltB和蛋清

溶菌酶的酶切活性受肽聚糖的高度乙酰化抑

制[7]，但淋球菌的肽聚糖乙酰化影响该酶酶切效

果的研究尚未见报道。E.coliMltA，淋球菌溶解

性转糖酶C(LtgC)[8-9]和脑膜炎球菌的基因组起

源的奈瑟菌抗原33(GNA33)是同源蛋白[10-11]。

LtgC和GNA33蛋白与细菌生长分裂和肽聚糖

释放密切相关，它们同源蛋白空间结构相似，
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功能相近，通过研究淋球菌PG乙酰化对E.coli
的MltA酶切影响，揭示淋球菌LtgC与乙酰化肽

聚糖的相互作用机制及在自溶中的作用。

淋球菌PG乙酰化基因包括A(pacA)和
B(pacB)[9]， pacA敲除突变株的PG乙酰化全部

消失[10]，该突变株比野生株对EDTA敏感，EDTA
会刺激淋球菌自溶[12]。PG乙酰化防止水解酶对

PG降解，可能存在某些机制调控自溶发生[10]。

实验敲除淋球菌的pacA和pacB基因，制备

去乙酰化的氚带标记的PG多聚体，首次观察淋

球菌PG乙酰化对MltA酶切活性的影响，观察了

淋球菌PG乙酰化对溶解性转糖酶家族二的影

响，以阐明乙酰化在淋球菌自溶中的作用。

1 材料和方法

设计：基因学实验。

时间及地点：于2010-01/06在吉林大学基

础兽医学实验室完成。

材料：淋球菌标准株FA19，E.coli K12，
BL21(DE3)，MC1061和质粒pT7-7K均由本实

验室保存；质粒pUC18-pacAB-del 由美国北

卡罗莱纳大学尼古拉斯教授惠赠。

主要试剂：

实验方法：

溶解性转糖酶A的克隆和鉴定：根据Genebank
中E.coli K12中MltA(登录号为:89109599)基因

序列设计引物。

引物信息：

用上述引物扩增MltA基因片段。将PCR产
物克隆到pT7-7K载体，转化E.coli MC1061感受

态细胞，培养于卡那霉素抗性的LB平板。挑选

单克隆菌落培养于含卡那霉素的LB培养基，抽

提质粒，PCR检测和酶切鉴定，测序。

溶解性转糖酶 A的表达和纯化：将重组

pT7-7K-MltA质粒转化到E.coli BL21(DE3)，培

养含于卡那霉素的LB平板上。挑取单克隆于

10 mL含卡那霉素的LB培养基中，过夜培养，

第2天转入1 L含卡那霉素的LB培养基中，培养

至A600nm=0.5，加入终浓度0.3 mmol/L的IPTG，
30 ℃诱导3 h，5 000 r/min离心10 min，弃上

清。按照Invitrogen公司的Ni-NTA purification
system中提供的实验方法纯化蛋白。用鼠抗

His-tag抗体进行产物Western blot分析。

淋球菌体内的pacAB的敲除和鉴定：取过夜培

养的淋球菌FA19菌落，悬浮于淋球菌液体培养

基中[13]，稀释到A560 nm=0.18。将0.9 mL淋球菌

悬液和5 μg的pUC18-pacAB-del质粒(卡那霉素

抗性基因代替pacAB基因)于37 ℃，CO2培养箱

中孵育5 h。菌液过夜培养于含卡那霉素的淋球

菌平板上(GC+)，挑单克隆培养，PCR检测。

氚代葡糖胺标记并纯化淋球菌肽聚糖PG：将

过夜培养的淋球菌FA19和pacAB敲除突变菌

株分别悬浮于淋球菌液体培养基中，稀释细菌

至50 mL A560nm=0.1，培养至对数期，1 700 g
离心，用GCB液体培养基(含体积分数0.4%丙

酮酸)洗涤，离心，重悬于相同培养基，稀释至

A560nm=0.2，加入3H葡糖胺(终浓度74 MBq/L)。
培养2 h后，离心，菌体悬浮于50 mmol/L乙酸

钠。加入同体积的体积分数8% SDS溶液，煮沸

30 min，超速离心41 000 g，30 min，得到肽聚

糖PG沉淀，洗涤，悬浮于少量去离子水中，测

定PG1(野生株)和PG2(突变株) 3H的含量[14-15]。

测溶解性转糖酶对不同乙酰化程度的肽聚糖

的酶切活性检：溶解性转糖酶酶切反应条件：pH
4.2，10 mmol/L Tris盐酸，1 mmol/L DTT，
10 mmol/L MgCl2；以PG为底物，测定20，25，
28，30，32，35，40 ℃条件下MltA最适酶反

应温度。溶菌酶的酶切条件：37 ℃，pH 6.4，
50 mmol/L Na3PO4缓冲液中反应[16]。

酶切过程：取10 µL淋球菌PG多聚体PG1或
PG2为底物，加入 180 µL缓冲液和 10 µL
0.5 g/L MltA或溶菌酶。取5 µL肽聚糖测定0时
间点PG标记量作为对照，相应温度水浴1 h，
加入200 µL体积分数26% TCA，冰浴30 min，
41 000 g离心30 min。取上清测定氚代同位素

标记量，结果与加入的肽聚糖标记量百分比结

果为酶切效果。

设计、实施、评估者：实验设计、实施、

评估者均由第一作者完成，采用盲法评估。

主要观察指标：琼脂糖电泳观察DNA片段

大小；SDS检测重组表达蛋白大小和His标签；

FA19中pacAB基因敲除后PCR鉴定结果；PG纯

Gene Sequence(5’-3’)

Primer 1
(Upstream)
Primer 2
(Downsteam)

GGA ATT CCA TAT GAA AGG ACG TTG
GGT AAA G
TCT GGA TCC TAG TGA TGG TGA TGG
TGA TGG CCG CTAAAG ACG TTAC CTG

试剂 来源

限制性内切酶，T4 DNA连接酶

那霉素，丙酮酸

氚代葡糖胺

美国 NEB公司

美国 Sigma公司

美国 Perkin公司
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化后标记量；MltA和溶菌酶对乙酰化程度不同的肽聚糖

的酶切效果及MltA的最适酶切温度。

2 结果

2.1 溶解性转糖酶A的扩增和重组质粒的构建 PCR
扩增MltA基因得到约1.1 kb的特异性条带，与预期MltA
序列长度相符。将扩增的MltA 片断连入质粒pT7-7K，
获得阳性克隆后，经酶切鉴定，获得1.1 kb的目的片段，

测序结果和E.coli MltA基因序列完全一致，见图1。

2.2 溶解性转糖酶A重组蛋白的表达和纯化结果 用

鼠抗His-tag抗体进行Western blot分析显示，在相对分

子质量38 000处可见一明显的条带，表明目的蛋白为溶

解性转糖酶A蛋白，见图2。MltA蛋白浓度为26.12 g/mL。

2.3 淋球菌FA19 pacAB基因敲除突变株的鉴定结果

pUC18-pacAB-del转化到淋球菌FA19基因组，得到26
个阳性克隆。PCR扩增得到pacAB突变株基因片段为

1.4 kb，见图3。

样品测序结果与原质粒序列相一致，证实淋球菌

FA19的pacAB基因被敲除。显微镜观察淋球菌突变株和

野生株形态相似，生长速度未见显著性差异，见图4。

2.4 淋球菌FA19和pacAB突变株PG的制备和纯化结

果 将培养淋球菌FA19和pacAB突变株至A560 nm=1.5，
标记和纯化得到两种PG的无色透明沉淀，即乙酰化程

度 高 的 FA19 的 PG(PG1) 和 去 乙 酰 化 突 变 株 的

PG(PG2)，其中PG1氚代标记浓度3 012 CPM/μL，PG2
氚代标记浓度为3 087 CPM/μL。
2.5 溶解性转糖酶A的最适酶切温度和对淋球菌PG的
酶切效果 为证实淋球菌PG乙酰化对MltA酶切活性的

影响，分别用0.025 ng/L的溶菌酶或MltA切割淋球菌野

生株和去乙酰化的突变株PG。MltA的活性受PG乙酰化

影响显著，对乙酰化的PG1酶切百分比仅有9.71%，而

对去乙酰化的PG2的酶切效果达到93.45%。但溶菌酶

对高度乙酰化的PG1和去乙酰化的PG2酶切效果均明

显，分别是86.61%和90.12%，见图5。

MltA对淋球菌PG的酶切效果受温度影响，温度从

20 ℃升至30 ℃时，MltA的酶切效果逐渐增加，30 ℃

达到峰值，温度的继续增加，酶切效果显著降低，见图6。

Figure 4 Comparison of growth curves of N. gonorrhoeae
FA19 and pacAB mutant strain

图 4 淋球菌 FA19和肽聚糖乙酰化基因AB缺失突变株生长
曲线比较

A
56
0n
m

Time (h)

8

6

4

2

0
0 2 4 6 8 10

FA19
FA19 mutant

1-4: Purified MltA protein, sample volume in turn is 25, 50, 75 and 100 μg

Figure 2 Western blot of detecting purified recombinant
protein MltA expression

图 2 重组溶解性转糖酶 A表达的免疫印记结果

Mr 1 2 3 4 Mr

MltA-38 000

45 000

36 000

28 000

Figure 5 The catalysis effect comparison of MltA and
Lysozyme for PG1 and PG2 digestion

图 5 溶解性转糖酶 A和溶菌酶对乙酰化程度不同的肽聚糖
的酶切效果比较
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PG1: wild type N. gonorrhoeae FA19; PG2: pacAB mutant strain
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Figure 1 The restriction enzyme map of recombinant plasmid
pT7-7K-MltA

图 1 重组质粒 pT7-7K-MltA的酶切图谱

2 027 bp3.8 kb

1.1 kb

1 2 3 4 M

4 kb

1 353 bp
1 078 bp

1-4: enzyme digestion map of pT7-7k-MltA plasmid; M: marker

Figure 3 Screening the pacAB deletion in N. gonorrhoeae
FA19 by PCR amplification

图 3 淋球菌 pacAB缺失株 PCR扩增筛选结果

M 1 2 3 Control

1 400 bp

2 150 bp

1 350 bp

1-3: PCR amplification of puc18-pacAB-del; M: marker
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3 讨论

淋球菌PG的乙酰化增加释放的PG片段的毒性，增

强对小鼠炎症反应的诱导[2]，在致病和稳定细菌细胞壁

结构等多方面发挥重要作用，但对其机制的研究较少。

溶解性转糖酶切割PG的β-1,4糖苷键，同时催化胞壁酸

脱水形成末端为1,6-无水胞壁酸内酯[6]。已证实E.coli和
铜绿假单胞菌的PG乙酰化抑制溶解性转糖酶活性[8]，但

淋球菌PG乙酰化是否影响溶解性转糖酶的酶切活性尚

不清楚。

实验首次证实40%乙酰化的淋球菌FA19的PG抑制

E.coli 溶解性转糖酶A酶切效果，但MltA对乙酰化基因

敲除的淋球菌PG酶切效果很好，证明溶解性转糖酶

MltA的活性明显受到淋球菌细胞壁PG的乙酰化影响，

可能是因为MltA切割PG的糖苷键后，需要继续催化胞

壁酸脱水形成1,6-无水胞壁酸内酯，PG的C6位乙酰化

取代原来位置的羟基，形成溶解性转糖酶难于作用的底

物结构，进而抑制MltA的活性[7]。溶菌酶切割PG后不形

成1,6-无水胞壁酸内酯，所以乙酰化的PG没有抑制溶菌

酶的活性。实验证实溶菌酶对高度乙酰化的PG和去乙

酰化的PG均有明显的酶切效果，间接证明淋球菌细胞

壁PG的乙酰化影响MltA酶切活性。MltA[16]和淋球菌

LtgC是同一家族的同源蛋白，空间结构相似[8]，因未知

因素LtgC体外对PG无酶切活性，因此实验选用MltA代
替LtgC研究淋球菌PG乙酰化对溶解性转糖酶家族蛋白

的影响溶解性转糖酶在淋球菌体内和其他蛋白形成多

酶复合体共同发挥作用，因此其活性受到其他酶活性的

影响，具体作用机制有待进一步研究。

有研究证实PG的C6位乙酰化过高时, 会抑制溶解

性转糖酶活性[8]，当淋球菌PG水解酶类，如溶解性转糖

酶[15]和脱氨基酶活性过高，引起菌体自溶。淋球菌通过

细胞壁的乙酰化作用来抑制溶解性转糖酶活性，保护菌

体和抵抗由溶解性转糖酶引起的自溶。已有实验证实

PG乙酰化基因敲除株对EDTA敏感，易发生菌体自

溶[10]。淋球菌PG乙酰化抑制溶解性转糖酶家族二MltA
蛋白酶切效果，可能抑制菌体自溶的发生，延长淋球菌

存活时间，增加对机体的致病性。
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Figure 6 The catalysis activity of MltA for PG1 digestion in
different temperatures

图 6 不同温度条件下溶解性转糖酶A酶切肽聚糖PG1的酶
学活性
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