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响应面法优化信号分子AI-2合成蛋白LuxS表达条件

李祎,韩朔,王玉琪,秦梦园,吴晓敏

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:群体感应是一种由自诱导物(autoinducers,AIs)介导的、细菌密度依赖的基因表达调控方式,已经被

证实参与细菌多种生理功能的调控.信号分子AI-2介导的LuxS/AI-2型群体感应系统广泛存在于革兰氏阳性和阴

性细菌,并备受关注.AI-2的合成依赖于S-核糖同型半胱氨酸酶(LuxS)的催化作用,而LuxS蛋白则是由luxS 基因

经过转录、翻译得到的.为了探索LuxS蛋白在表达菌株EscherichiacoliBL21(DE3)中的最佳表达条件,从而获得较

高产量且具有一定的生物活性的LuxS蛋白.首先对LuxS蛋白结构进行预测,确定E.coliBL21(DE3)作为表达菌

株.其次,在单因素优化的基础上,进一步通过响应面法优化LuxS蛋白的表达条件.在菌液浓度OD600为0.5、诱导温

度为37℃、IPTG浓度为0.5mmol/L、诱导时间为31h条件下,获得LuxS蛋白的最高表达量.研究成功优化了LuxS
蛋白在E.coliBL21(DE3)中的诱导表达条件,获得了具有生物活性的LuxS蛋白,并在后续的研究中成功合成了具

有生物活性的信号分子AI-2,为体外合成AI-2奠定了基础.
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群体感应(quorumsensing,QS)是微生物普遍存在的一种细胞与细胞之间进行沟通的重要机制.其本质

是细菌通过监控环境中存在的自身或其他细菌产生的信号分子的浓度来感知其他细菌数量的变化,当达到

一定阈值后,启动细菌相关的基因表达来适应环境的变化.细菌之间通过群体感应效应(QS)系统进行通讯,
用于调节生态和医学上的重要性状[1].并且细菌通过群体感应调节自身行为并协调群体活动,如生物被膜形

成和毒力因子表达.群体感应也在细菌竞争和种间交流中发挥作用.群体感应领域的研究为控制细菌感染和

开发新型病原菌防治策略提供了新的思路.例如,群体感应抑制剂已被开发为控制细菌感染的抗生素类潜在

替代品[2].总的来说,群体感应研究是一个重要的研究领域,对生物、食品、农业、纳米医学和人类健康等领域

都有影响.
群体感应发生时大多数细菌会分泌一种化学信号分子,其被称为自诱导物(autoinducers,AIs).由于不

同细菌的QS系统也有区别,信号分子类型也会随细菌的差异而有所不同.第一类是存在于革兰氏阴性菌当

中的群体感应系统,依赖于N-酰基高丝氨酸内酯类(N-acylhomoserinelactones,AHLs)及其衍生物作为信

号分子[3];第二类是存在于革兰氏阳性菌当中的群体感应系统,以寡肽类(autoinducingpeptides,AIPs)作为

信号分子[4];信号分子AI-2在革兰氏阳性和革兰氏阴性菌中都被检测到,所以将AI-2视为种间通用信号分

子,它起着至关重要的信号传递与交流的作用[5-6].
LuxS/AI-2群体感应系统是细菌用来调节各种细胞过程的机制,包括毒力因子、细菌发光和生物膜形成

的调节[7-9].LuxS酶在群体感应和细菌生长调节中发挥着关键作用,催化AI-2信号分子的产生[10].LuxS/AI-2
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群体感应系统影响不同细菌菌株的生长特性、生物膜形成、抗生素产生、毒力和代谢[11].研究表明,鼠李糖乳

杆菌GG的LuxS/AI-2群体感应系统可以促进无菌斑马鱼生物膜形成并增强对产肠毒素大肠杆菌的抵抗

力[10].肺炎链球菌的LuxS/AI-2群体感应系统是引起疾病并调节中耳感染大鼠模型中毒力和代谢相关基因

所必需的[1].LuxS/AI-2群体感应系统还会影响副猪嗜血杆菌的生长特性、生物膜形成和毒力因子的

表达[11].
作为群体感应中重要的信号传递物质,AI-2在细菌细胞内的合成途径主要由3个阶段的酶促反应完

成,由合成途径得知,luxS 基因表达出的LuxS蛋白在这个过程中发挥重要作用.广泛分布于细菌间的AI-2
合成酶LuxS本质上属于一种小分子金属酶[12],能够催化底物S-核糖同型半胱氨酸(S-ribosylhomcysteine,

SRH)中稳定的硫醚键的裂解,因此也称为SRH裂解酶[13].有研究表明,通过对许多细菌的LuxS同源氨基

酸序列进行比对,发现在比对的LuxS蛋白序列中存在一个保守的基序为 His-Xaa-Xaa-Glu-His(HXXGH).
同时,通过电子克隆(insilico)分析哈维氏弧菌的LuxS氨基酸序列,发现LuxS蛋白中存在Lys-Ile-Pro-Glu-
Leu-Asn-Glu-Tyr的氨基酸序列,其与酪氨酸激酶磷酸化位点[Lys/Arg]-Xaa2-3-[Asp/Glu]-Xaa2-3-Tyr完

全匹配.对已知的几种革兰氏阴性菌的LuxS蛋白的酪氨酸磷酸化位点的基序进行分析,发现该位点的结构

十分保守,这些特征都使得克隆luxS 基因并进一步异源表达LuxS蛋白成为可能.
本研究旨在提高合成 AI-2的关键酶 LuxS的原核表达效率,在前期成功构建重组原核表达载体

pET28a-luxS 基础上[14],通过生物信息学方法预测了LuxS蛋白的基本结构,并且获得了具有生物活性的

LuxS蛋白,采取响应面法对其表达条件进行优化.结果表明,LuxS蛋白在EscherichiacoliBL21(DE3)中成

功表达,并且通过优化后大幅度提高了LuxS蛋白的表达量,该研究为体外合成群体感应信号分子AI-2提

供必要条件,并为在各种细菌中对LuxS/AI-2群体感应的功能研究奠定了基础.

1 材料与方法

1.1 实验菌株

E.coliBL21(DE3)和E.coliDH5α感受态细胞由功能微生物绿色转化技术河南省工程实验室保藏,
并接种于Luriabroth培养基(LB,胰蛋白胨10g/L,酵母粉5g/L,NaCl10g/L,pH7.2~7.6)在37℃下培

养.重组质粒pET28a-luxS 由本实验室前期构建.
1.2 主要试剂和仪器

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)购自上海麦克林生化科技股份有限公司;卡那霉素(kanamycin,Kan)
购自北京索莱宝科技有限公司;质粒小量提取DNA凝胶回收试剂盒购自北京聚合酶生物科技有限公司;超
声波细胞破碎仪(XC-CDH),高速冷冻离心机(fresco17),PCR仪和凝胶成像系统均购自赛默飞世尔科技

(中国)有限公司.
1.3 实验方法

1.3.1 LuxS蛋白结构分析预测

借助NCBI网站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),通过Blastp对比分析,剔除相同序列,筛选得到

LuxS蛋白的氨基酸序列.利用TMHMMServerv2.0对LuxS蛋白进行跨膜区结构预测,利用SingalIP3.0
Server软件对信号肽进行预测.
1.3.2 种子液制备

将含有重组质粒pET28a-luxS 的E.coliBL21(DE3)的菌液按体积分数1%的接种量接种到10mL含

Kan抗性的LB培养基中,并置于37℃摇床,180r/min培养12h.
1.3.3 诱导表达

将种子液按照上述方法分别接种到20mL的LB培养基中,于37℃,180r/min摇床振荡培养至菌液

OD600=0.5后按照不同试验条件进行诱导.
1.3.4 单因素试验

为筛选出最佳诱导效果,分别对诱导时重要的几个条件进行不同设置,包括培养温度、IPTG浓度、培养
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时间.除这些条件外,其他条件做相同处理,包括使用同一批次的LB培养基,统一摇床转速为180r/min.对
含有重组质粒的菌液进行培养后破碎细胞取裂解液,随后12000r/min离心5min后取上清液,加入质量分

数5%LoadingBuffer后进行SDS-PAGE检测,电泳条件为:浓缩胶90V电压,分离胶120V电压.
1.3.5 响应面试验

以单因素试验的结果为依据,将单因素试验中所选取的3个条件分别作为自变量,用软件ImageJ测定

蛋白条带灰度值并作为响应值.通过DesignExpert8.0.6软件进行3因素3水平的Box-Behnken试验设计.
其他条件为:LB为基础培养基、摇床转速180r/min.
1.3.6 数据分析

此实验中的作图是通过GraphpadPrism8.0软件完成;蛋白电泳条带通过ImageJ处理与分析;响应面

法通过DesignExperts8.0软件完成.采用最终得到的相对灰度值来反映蛋白的表达量,其计算方法为:所得

处理组的蛋白条带除以内参条带的灰度值.

2 结果与分析

2.1 LuxS蛋白结构预测分析与验证

2.1.1 LuxS蛋白结构预测

通过在线网站SingalIP与TMHMMServerv2.0对LuxS蛋白进行分析,结果显示LuxS蛋白由164个

氨基酸组成,其中丙氨酸和亮氨酸为含量最高的两种氨基酸,均为疏水性氨基酸,其次是酸性氨基酸天冬氨

酸.二级结构预测显示,占比最高的结构形式为α-折叠(39.35%),其次是无规则卷曲(34.19%),β折叠占比

最少(3.87%).通过信号肽预测发现,该蛋白预测分值均在标准线(0.5)之下,不包括信号肽结构(图1).跨膜

区域预测结果表示,该蛋白膜外分泌概率接近100%.根据预测结果,选择E.coliBL21(DE3)作为表达菌株

进行蛋白LuxS的表达.
2.1.2 结构预测验证

本试验的研究结果如图1(f)所示,经过不同条件诱导的重组质粒pET28a-luxS 表达出的LuxS蛋白大

小约为23kDa.另外,通过SDS-PAGE分析相同体积下的细菌全细胞裂解液中的蛋白表达量以及上清液中

的蛋白表达量发现,两组都有蛋白表达,表明LuxS蛋白主要以可溶性形式存在.该结果基本符合蛋白结构

预测结果,以胞外分泌表达形式为主.
2.2 LuxS蛋白诱导表达条件单因素试验结果

2.2.1 诱导剂浓度

由图2(a)和(d)可知,在不同浓度IPTG条件下LuxS蛋白均可诱导表达,随着诱导浓度的增加,蛋白表

达量也呈上升趋势.其中,在加入0.5mmol/L的IPTG时,蛋白表达量比较高,其相对灰度值约为600%.然
而,随着IPTG浓度的继续增加,蛋白表达量与之前相比并没有显著差异,所以将0.3~0.7mmol/L确定为

IPTG的最佳诱导浓度.
2.2.2 诱导时间

由图2(b)和(e)可知,当诱导时间为12h、24h、48h时均可以使LuxS蛋白表达,随着诱导时间的延长

蛋白表达量也显著性的上升.在诱导12h后,上清液和全细胞裂解液的蛋白含量基本一致.当时间延长至

24h后,全细胞裂解液和上清液的蛋白灰度值分别上升至639%和652%依旧保持基本一致.当诱导时间达

到48h后,全细胞裂解液和上清液中的蛋白含量继续上升,但上清液中蛋白含量提高幅度大于全细胞裂解

液,此时上清液中的蛋白含量略高于全细胞裂解液,达到11.18倍.
2.2.3 诱导温度

由图2(c)和(f)可知,在诱导温度由16℃提高到28℃时,LuxS蛋白的表达量在全细胞裂解液与上清液

中均出现了显著的提高,相对灰度值分别由16℃的305%、378%提高到572%、869%.但是当诱导温度由28
℃提高至37℃时,全细胞裂解液中的蛋白表达量继续出现了显著性上升,但是上清液中的蛋白含量反而出

现下降,灰度值从869%下降到639%.
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2.3 回归模型建立与分析

2.3.1 响应面优化结果

基于单因素试验结果,采用Box-Behnken进行3因素(A=诱导温度/℃,B=诱导时间/h,C=诱导剂浓
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度/(mmol·L-1))3水平的试验设计,LuxS蛋白条带相对灰度值的响应面试验设计与结果见表1和图3.
2.3.2 方差分析

利用DesignExperts8.0软件对响应面试验结果多元回归拟合分析,得到回归方程:

Y=2043.80+92.45A+326.27B+111.38C-262.78AB+32.26AC-45.34BC-
167.71A2-336.09B2-607.49C2.

回归模型分析得到的响应面参数见附录表S1,回归模型显著模型的相关系数R2=0.9977(>0.75),说
明该模型准确性较高.3个因素的改变引起的响应值变化达99.08%,从而说明模型有着较高的拟合度,可以

用来分析和预测LuxS蛋白诱导表达条件的优化.同时,结果表明A、B、AB、A2、B2、C2 对蛋白相对灰度值

的影响达到显著,由模型分析可得在试验范围内对蛋白相对灰度值的影响因素为B>C>A.
表1 Box-Behnken试验设计与结果

Tab.1 ThedesignandresultsofBox-Behnken

序号 A B C 相对灰度值/%

1 28.00 12.00 0.70 960

2 28.00 12.00 0.30 640

3 16.00 24.00 0.70 1050

4 16.00 12.00 0.50 860

5 28.00 48.00 0.30 1350

6 28.00 24.00 0.50 1920

7 16.00 48.00 0.50 2010

序号 A B C 相对灰度值/%

8 37.00 24.00 0.30 1130

9 37.00 12.00 0.50 1610

10 37.00 48.00 0.50 1680

11 37.00 24.00 0.70 1450

12 16.00 24.00 0.30 860

13 28.00 48.00 0.70 1490

2.3.3 响应面分析及优化

为了更直观地展现两两因素之间的交互作用,通过Designexpert软件生成了三维坐标图,通过响应面

轮廓岭脊、等高线密集程度、形状及拟合公式分析预测,当在37℃条件下用0.52mmol/L的IPTG诱导

31.56h时,蛋白表达的效果最佳.在此条件下,模型预测蛋白相对灰度值为1980%(图3).
2.4 诱导条件验证试验

考虑到操作方便的因素,本实验将实际诱导条件修正为:在37℃条件下用0.5mmol/L的IPTG诱导培
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养30h,从而使蛋白获得较高表达量.依据上述参数进行3组平行试验,结果如图3(f),得到蛋白相对灰度值

为2237.

3 讨 论

群体感应系统是指细菌通过产生和交换可扩散的自诱导信号分子进行细菌间交流的过程[14].LuxS/AI-
2群体感应系统广泛存在于各类革兰氏阳性菌和阴性菌中,被认为是种间群体感应系统.LuxS/AI-2群体感

应系统能够调控细菌很多重要的生理过程,包括生物发光[15]、生物膜形成[16]、运动性[17]及抗药性[18]等.
LuxS蛋白在同种细菌中高度保守且同源性高,并且可以催化底物S-核糖同型半胱氨酸合成信号分子AI-2.
因此,LuxS蛋白对于LuxS/AI-2群体感应系统具有重要意义[19].

目前,国内并未普及商品化且高纯度的信号分子AI-2,严重制约了关于LuxS/AI-2群体感应系统的研

究工作.获取AI-2的方法主要是从能够产生AI-2的无菌上清中获取或通过关键酶S-腺苷高半胱氨酸核苷

酶(Pfs)和S-核糖高半胱氨酸裂解酶(LuxS)在体外合成AI-2.第一种方法成本高、得率低、上清中成分复杂,
因此一般采用体外合成的方法来获取AI-2[20].在细菌体内,AI-2的产生以S-腺苷同型半胱氨酸(S-adenosyl-
homocysteine,SAH)为底物,经Pfs酶迅速降解产生S-核糖同型半胱氨酸(S-ribosylhomocysteine,SRH).随
后,SRH经LuxS蛋白催化分解成为4,5-羟基-2,3-戊二酮(4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione,DPD)和同型

半胱氨酸两种产物.其中同型半胱氨酸获得甲基生成S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine,SAM)再次进

入循环,而DPD通过分子重排的方式形成AI-2[21].在这一过程中LuxS蛋白成为关键,并且此前已有研究表

明,经过动态光散射测量表明LuxS蛋白在溶液中以二聚体形式存在,其亚基通过晶体对称相关.二聚体界

面的中心部分是由单体薄片组成的结构,并且二聚体的结构与一般的同源二聚物结构类似,平均表面积达到

1685[22].这种稳定的二聚体结构能够充分保证在异源表达的过程中LuxS蛋白不会产生结构变性,能够直接

作为AI-2合成的催化酶.因此目前获得LuxS蛋白主要通过异源表达系统获得.体外合成的过程中如何提高重

组蛋白的表达量,获得大批量、高纯度、有活性的LuxS酶成为急需解决的问题.
信号肽假说是美国学者GunterBlobel于20世纪70年代提出的假说,在蛋白的异源表达中信号肽能够

引导外源蛋白定位并分泌到特定区间,提高可溶性,避免形成包涵体而无法发挥蛋白活性[23-24].因此,在进

行重组蛋白的异源表达前必须进行合理的分析预测,对于无信号肽结构的蛋白应选择能够表达信号肽结构

的载体或者宿主以帮助蛋白的活性表达.本研究中,通过在线预测工具对LuxS蛋白的基本结构进行预测,
除基本结构和跨膜结构外,发现该蛋白无信号肽结构.在后续的表达中选择了大肠杆菌E.coliBL21(DE3)
进行后续试验.因为该菌株具有高效的转录和翻译能力,能够在胞内表达出大量的目的蛋白,并且研究表明

该菌株表达蛋白比使用其他宿主菌的效果好且可溶性更高[25].
重组蛋白的表达效率受到诱导条件的影响.因此,LuxS蛋白表达量的提高需要对蛋白的诱导条件进行

优化,寻找最佳的组合.响应面优化法在优化研究中应用广泛,能降低优化成本、提高优化效率且能够综合多

因素之间的交互作用.因此,响应面法被广泛地应用于农业、食品、生物、化学等不同领域的优化工作[26-27].本
研究首先采取单因素优化确定了合适的诱导时间、诱导温度及诱导剂浓度范围,结果表明该蛋白在诱导条件

为37℃时蛋白表达量较高,因为此温度是大肠杆菌的最适生长温度,使得蛋白能够有较高水平的表达量.但
是诱导表达温度也会影响可溶性重组蛋白的影响,从结果可以看出37℃条件下表达的蛋白多为不可溶性蛋

白,可能是因为在此温度下菌体生长旺盛,蛋白表达量较高,导致错误折叠形成包涵体结构.彭方毅等[28]构

建了pEGX-KG-HPV16L重组质粒,并利用E.coliBL21(DE3)作为表达菌株,在37℃以包涵体形式成功

表达出HPV16L蛋白.
用0.5mmol/L的诱导剂IPTG诱导时发现,LuxS蛋白有较高水平的表达量.但是,随着诱导剂浓度增

加,蛋白表达量逐渐出现平缓趋势,并且这一趋势随着诱导剂浓度的提高而逐渐明显.诱导时间为48h蛋白

表达量较高,且为可溶性表达.通过响应面模型分析发现3个因素对蛋白表达产量的影响程度由大到小依次

为:诱导时间、诱导剂浓度、诱导温度.
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4 结 论

本研究利用生物信息学方法预测了LuxS蛋白的基本结构,并通过单因素与响应面法优化了LuxS蛋白

的表达条件.结果表明,LuxS蛋白在37℃,31h,IPTG0.5mmol/L的条件下蛋白表达量达到最大.本研究

实现了LuxS蛋白表达水平的最高水平的优化,显著提高了LuxS的表达量,并在后续的研究中成功合成了

具有生物活性的信号分子AI-2[14],为体外合成信号分子AI-2奠定了基础,并为LuxS/AI-2群体感应系统

的研究提供了科学支持.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.03.29.0001).
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OptimizationofexpressionconditionsforsignalmoleculeAI-2
syntheticproteinLuxSbyresponsesurfacemethodology

LiYi,HanShuo,WangYuqi,QinMengyuan,WuXiaomin

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Quorumsensingisadensity-dependentgeneexpressionregulationmethodmediatedbyautoinducers(AIs)in
bacteria,whichhasbeenproventoparticipateintheregulationofmultiplephysiologicalfunctionsofbacteria.TheLuxS/AI-2
typequorumsensingsystemmediatedbysignalmoleculeAI-2iswidelypresentinGrampositivebacteriaandnegativebacteria,

whichhasreceivedconsiderableattentions.ThesynthesisofAI-2dependsonthecatalyticactionofS-ribosylhomocysteinase
(LuxS),andtheLuxSproteinisobtainedthroughtranscriptionandtranslationoftheluxSgene.Thepurposeofthisstudyis
toexploretheoptimalexpressionconditionsofLuxSproteinintheexpressionstrainEscherichiacoliBL21(DE3),therebyob-
tainingahighyieldofLuxSproteinwithcertainbiologicalactivity.ThisstudyfirstpredictedthestructureofLuxSproteinand
determinedthatE.coliBL21(DE3)wasusedastheexpressionstrain.Secondly,responsesurfacemethodologywasfurther
usedtooptimizetheexpressionconditionsofLuxSproteinbasedonsinglefactoroptimization.Thehighestexpressioncondition
ofLuxSproteinwasobtainedundertheconditionsofbacterialconcentrationwithOD600of0.5,inductiontemperatureof37℃,

IPTGconcentrationof0.5mmol/L,andinductiontimeof31h.Thisstudysuccessfullyoptimizedtheexpressionconditionsof
LuxSproteininE.coliBL21(DE3),andobtainedhighyieldofLuxSproteinwithbiologicalactivity,layingafoundationfor
thesynthesisofAI-2invitro.

Keywords:quorumsensing;AI-2;LuxSprotein;prokaryoticexpression;optimizationofconditions
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  附录

表S1 模型方差分析

Tab.S1 Modelvarianceanalysis

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

Model 221.39 9 24.60 144.82 0.0008 **
A 6.50 1 6.50 38.26 0.0085 **
B 84.35 1 84.35 496.61 0.0002 **
C 9.33 1 9.33 54.92 0.0051 **
AB 29.44 1 29.44 173.31 0.0009 **
AC 0.42 1 0.42 2.49 0.2127 ns
BC 0.87 1 0.87 5.11 0.1090 ns
A2 6.13 1 6.13 36.11 0.0092 **
B2 19.77 1 19.77 116.41 0.0017 **
C2 84.33 1 84.33 496.46 0.0002 **

Residual 0.51 3 0.17
CorTotal 221.90 12

R2=0.9977
Radj=0.9908

  注:**代表有显著性;ns代表无显著性.


