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摘要： 本试验旨在为探究穿心莲内酯 （ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ， ＡＰ） 对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， ＭＲＳＡ）
关键耐药蛋白青霉素结合蛋白 ２ａ （ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ａ， ＰＢＰ２ａ） 的抑制作用。 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ 编码基因 ｍｅｃＡ 的

转录影响， 通过在线软件 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 等对蛋白质结构进行分析， 经 ＰｙＭＯＬ 以及 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件进行分子对接来探究 ＡＰ 与 ＰＢＰ２ａ 结合的

可能机制， 运用动力学模拟来验证 ＡＰ 与 ＰＢＰ２ａ 蛋白结合的可靠性， 进一步原核表达 ＰＢＰ２ａ 并制备其多克隆抗体， 通过蛋白质免疫印迹检测 ＡＰ
作用下 ＭＲＳＡ 中 ＰＢＰ２ａ 蛋白含量的变化。 结果显示： ６４ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰ 即可显著下调 ｍｅｃＡ 的转录水平， ＡＰ 与 ＰＢＰ２ａ 蛋白的 ＧＬＵ１７０、 ＧＬＵ２３９ 和

ＴＨＲ２３８ 之间可以形成稳定的氢键作用力； 成功表达并纯化获得 ３８ ｋＤａ 的 ＰＢＰ２ａ 蛋白转肽酶区， 且制备出的多克隆抗体可以与 ＰＢＰ２ａ 蛋白特异性

结合； 随着 ＡＰ 浓度的升高， ＰＢＰ２ａ 的表达量逐渐降低。 总之， 本研究分子模拟提示 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ 蛋白存在抑制潜力， 试验结果表明 ＡＰ 可以通过

抑制 ｍｅｃＡ 的转录进而抑制 ＰＢＰ２ａ 表达， 从而揭示了 ＡＰ 使 ＭＲＳＡ 对 β－内酰胺类抗生素增敏的可能机制。
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到人和动物的生命安全， 并已成为全球关注的公共卫

生问题［１］。 金黄色葡萄球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）
是引起奶牛乳房炎主要的致病菌之一， 抗菌药物的使

用仍为奶牛乳房炎主要治疗手段。 我国奶牛乳房炎金

黄色葡萄球菌分离株耐药性严重， ８０％ ～ ９０％菌株对

β－内酰胺类药物耐药， 远远高于其他国家， 部分省
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区 ９０％以上金黄色葡萄球菌分离株耐药［２］。 地区不

同， 耐药也有很大区别。 从新疆地区分离出的菌株对

青霉素耐药率高达 ９３􀆰 ０％， 浙江地区分离出的菌株

对青霉素耐药率为 ７７􀆰 ３５％［３］。
耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ －

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓ． ａｕｒｅｕｓ， ＭＲＳＡ） 的耐药机制包括靶位改

变、 钝化酶产生、 主动外排等， 其中抗生素作用靶位

的改变是最主要的耐药机制。 细菌细胞壁的肽聚糖合

成是由青霉素结合蛋白 （ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＰＢＰｓ） 催化完成， 金黄色葡萄球菌通常可产生 ４ 种

ＰＢＰｓ， 即 ＰＢＰ１、 ＰＢＰ２、 ＰＢＰ３ 和 ＰＢＰ４， 它们参与

细胞壁的合成并在细菌细胞周期中发挥至关重要的作

用。 ＰＢＰｓ 具有转肽酶 （ ｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ， ＴＰａｓｅ） 活性

和转糖基酶 （ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＴＧａｓｅ） 活性， 而

β－内酰胺类药物能与 ＰＢＰｓ 转肽酶功能域选择性结

合， 使 ＴＰａｓｅ 失活［４］。 ＭＲＳＡ 菌株中存在可移动遗传

元件葡萄球菌盒式染色体 ｍｅｃ （ＳＣＣｍｅｃ）， 该元件携

带 ｍｅｃＡ 基因， 编码具有转肽酶活性的青霉素结合蛋

白 ２ａ （ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ａ， ＰＢＰ２ａ） 蛋白［５］。
ＰＢＰ２ａ 蛋白包含 ３ 个功能区， 其中 Ｎ 末端跨膜区

（１～２３ ａａ） 将 ＰＢＰ２ａ 固定在细胞膜表面， 非青霉素

结合区 （２４ ～ ３２６ ａａ） 主要负责蛋白质的延伸和固

定， 转肽酶区 （ ３２７ ～ ６６８ ａａ） 发挥转肽酶活性。
ＰＢＰ２ａ 的转肽酶区含有 β－内酰胺类抗生素作用的低

亲和力位点， 与 β－内酰胺类药物难以结合， 当其他

ＰＢＰｓ 被抑制时， ＰＢＰ２ａ 可代替其功能， 完成肽聚糖

合成， 维持细菌正常生长。
穿心莲内酯 （ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ， ＡＰ） 是一类多靶

点的萜类小分子化合物， 具有多种生物活性， 如抗炎

和抗菌等作用［６－７］。 ＡＰ 与 β－内酰胺类抗生素联合使

用可以增强ＭＲＳＡ 对 β－内酰胺类抗生素的敏感性［８］。
而 ＰＢＰ２ａ 为 ＭＲＳＡ 关键耐药蛋白， 那么是否 ＡＰ 通过

影响 ＰＢＰ２ａ 表达及功能进而使金黄色葡萄球菌对 β－
内酰胺类药物增敏？ 为探究这一科学问题， 本研究首

先通过生物信息学及分子模拟等手段分析 ＰＢＰ２ａ 的

蛋白分子特性及 ＡＰ 与 ＰＢＰ２ａ 蛋白的作用及其结合模

式， 探究 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ 蛋白功能的影响； 随后， 测定

了 ＡＰ 作用下 ＰＢＰ２ａ 转录水平变化； 通过原核表达纯

化 ＰＢＰ２ａ 蛋白， 制备多克隆抗体， 检测 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ
表达量的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株

金黄色葡萄球菌参考菌株 ＡＴＣＣ３３５９１ 购自中国

药品与生物制品检定所， 试验菌株为本实验室从宁夏

不同地区奶牛场乳房炎乳样中分离出的 ＭＲＳＡ

（ＷＬＤ１０、 ＷＬＤ１、 ＸＦ２）。
１􀆰 ２　 实验动物

８ 周龄成年新西兰大白兔， 购自四川里来思诺生

物科技有限公司。
１􀆰 ３　 药品与试剂

穿心莲内酯， 纯度 ９９􀆰 ８９％， 购自美国 Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ
Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司； ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自日本 ＴａＫａＲａ 公司； 二

甲基亚砜 （ＤＭＳＯ） 和 ０􀆰 ２ μｍ ＰＶＤＦ 膜均购自德国

Ｍｅｒｃｋ 公司； 荧光定量试剂购自美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司；
内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ购自纽英伦生物技术 （北
京） 有限公司； ＥＣＬ 化学发光显色液试剂购自上海

雅酶生物医药科技有限公司； 辣根过氧化物 （ＨＲＰ）
标记山羊抗兔 ＩｇＧ 购自亚科因 （武汉） 生物技术有

限公司； 异丙基－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） 购自北

京索莱宝科技有限公司； Ｎｉ２＋亲和层析柱购于上海生

工生物工程有限公司； ＢＣＡ 蛋白含量检测试剂购自

江苏凯基生物技术股份有限公司； 脱脂奶粉购自美国

ＢＤ 公司。
１􀆰 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＰ 对 ｍｅｃＡ 基因转录水平

的影响

　 　 选择 ４ 株 ＭＲＳＡ 菌 株 ＡＴＣＣ３３５９１、 ＷＬＤ１０、
ＷＬＤ１、 ＸＦ２ 划线培养， 挑取单菌落过夜培养至对数

生长期， 按 １ ∶ １００ 的比例稀释， 然后分别加至终浓

度为 ０、 ６４、 １２８、 ２５６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰ， 继续培养 １２ ｈ。
使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ｍＲＮＡ， 使用逆转录试剂盒将

ｍＲＮＡ 转录为 ｃＤＮＡ。 以 ｇｙｒＢ 为内参基因， 使用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ 荧光 ＰＣＲ 预混液在 ２０ μＬ 反应

体系进行 ｑＰＣＲ 反应。 利用 ２－ΔΔＣｔ 法对结果进行处

理［９］， 引物序列信息见表 １。

表 １　 引物序列信息

基因 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃

ｇｙｒＢ
Ｆ： ＧＣＣＧＡＴＴＧＣＴＣＴＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＣ
Ｒ： ＧＡＴＴＣＣＴＧＴＡＣＣＡＡＡＴＧＣＴＧＴＧ

５５

ｍｅｃＡ
Ｆ： ＡＡＡＡＣＴＡＧＧＴＧＴＴＧＧＴＧＡＡＧＡＴＡＴＡＣＣ
Ｒ： ＧＡＡＡＧＧＡＴＣＴＧＴＡＣＴＧＧＧＴＴＡＡＴＣＡＧ

５５

１􀆰 ５　 蛋白分子结构分析

利用在线软件 ＮＰＳ ＠ ： ＳＯＰＭＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ －
ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）对 ＰＢＰ２ａ 蛋白二级结构进行预测和分析。
采用在线服务器 Ｃｏｎｓｕｒｆ Ｗｅｂ Ｓｅｒｖｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｏｎｓｕｒｆ．
ｔａｕ．ａｃ． ｉｌ ／ ）进行同源性建模和保守性分析［１０］。 利用

ＰｙＭＯＬ 软件将保守性氨基酸映射到 ＰＢＰ２ａ 蛋白的三

维结构上， 并分析氨基酸保守性与蛋白结构和功能的
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联系。
１􀆰 ６　 分子对接

采用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 进行同源建模， 获得 ＰＢＰ２ａ
蛋白的三级结构。 将能量最小化的优势构象作为

ＰＢＰ２ａ 蛋白对接的初始构象。 ＡＰ 小分子结构文件来

源于 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ）， 随后利用 ＰｙＭＯＬ 软件将结构文件转化为 ＰＤＢ
格式。 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 对蛋白去水、 加氢、 计算电荷

以及设置小分子的旋转键等预处理后进行半柔性分子

对接。 最终选取兼顾打分和构象契合的最优结果， 使

用 ＢＩＯＶＩＲ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０２０ 进行可视化［１１］。
１􀆰 ７　 动力学模拟

进一步验证 ＡＰ 与 ＰＢＰ２ａ 蛋白的结合稳定性。 分

子对接后， 以 ＰＢＰ２ａ－ＡＰ 复合物作为初始构象， 使

用 Ｇｒｏｍａｃｓ ２０２０ 版本对复合物进行分子动力学模拟

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ＭＤ） ［１２］。 此处， ＭＤ
模拟的分子力场选择为 ＯＰＬＳ３ｅ， 并使用 ＴＩＰ３ 水模型

对系统进行溶剂化， 通过添加离子对系统电荷进行中

和， 整个系统的能量最小化是使用全原子型 ＯＰＬＳ３ｅ
力场来实现［１３］。 水分子的几何结构、 重原子的键长

和键角都是通过 ＳＨＡＫＥ 算法来约束［１４］。 通过应用周

期性边界条件对连续系统进行模拟， 并通过粒子网格

Ｅｗａｌｄ 方法维持长程静电［１５］。 在进行动力学模拟之

前先对模型进行优化： （１） 限制溶剂， 进行能量最

小化； （２） 没有限制， 能量最小化； （３） 温度 １０ Ｋ，
Ｂｅｒｅｎｄｓｅｎ 热力学方法， 运行 １２ ｐｓ， 每 １ ｐｓ 重新采样

１ 次； （４） ＮＰＴ 系综， 温度 ３００ Ｋ， 压力 １􀆰 ０１×１０５ Ｐａ，
正常压力释放系数， 运行 ２４ ｐｓ［１６］； （５） ＭＤ 成品：
前期准备结束后， 以 １􀆰 ２ ｆｓ 的时间进行 １００ ｎｓ 的运

行， 每 ２５ ｐｓ 进行一次轨迹记录， 总计记录 ４ ０００ 帧。
计算 ＰＢＰ２ａ 蛋白及复合物主链原子的均方根偏差

（ＲＭＳＤ）， 衡量复合物体系的稳定性； 以均方根波动

（ＲＭＳＦ） 反映蛋白氨基酸残基的结构柔性； 通过回

旋半径 （Ｒｇ） 考量 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ 蛋白结构折叠紧密

度的影响， 捕捉 ＰＢＰ２ａ 与 ＡＰ 间氢键数目及持续时间

主链原子的 ＲＭＳＤ， 以了解蛋白质－配体相互作用的

性质。
１􀆰 ８　 ＰＢＰ２ａ 蛋白的原核表达

１􀆰 ８􀆰 １　 ｍｅｃＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增

从 ＮＣＢＩ 基因数据库中下载 ｍｅｃＡ 基因序列， 根

据基因序列设计引物， 并送至生工生物工程股份有限

公司合成。 在引物两端加入限制性酶切位点保护碱

基， 目的基因上游引物序列为： ５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＣＴ⁃
ＡＴＴＧＡＴＧＣＴＡＡＡＧＴＴＣＡ－３′， 下游引物序列为： ５′ －
ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＡＡＣＣＣＡＣＧＴＴＡＣＣＧＧＡＴＴＧ － ３′， Ｐｒｉｍｅ
ＳＴＡＲ Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行 ＰＣＲ 扩增， 并胶回收

目的片段。 引物序列下划线处分别为 ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ酶切位点。
１􀆰 ８􀆰 ２　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｍｅｃＡ 的构建

将回收目的片段及质粒 ｐＥＴ２８ａ 经 ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ双酶切， 酶切产物回收后使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

１６ ℃过夜连接。 转化至 ＤＨ５α 感受态， 经卡那霉素

筛选及 ＰＣＲ 鉴定获得阳性菌落， 提取质粒进行酶切

鉴定， 鉴定正确的质粒送至生工生物工程股份有限公

司进行测序验证。
１􀆰 ８􀆰 ３　 重组质粒转化

将测序正确的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ －ｍｅｃＡ 转化至

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 经卡那霉素抗性筛选，
ＰＣＲ 鉴定获得阳性菌落， 于－８０ ℃保存备用。
１􀆰 ８􀆰 ４　 重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 的诱导表达

将新鲜的单菌落挑取至 ５ ｍＬ 含有卡那霉素 （５０
μｇ ／ ｍＬ） 的 ＬＢ 过夜培养， １ ∶ １００ 转接至 １００ ｍＬ 卡

那霉素抗性 ＬＢ。 ３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 震荡培养 ３ ｈ， 当菌

液 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６～０􀆰 ８ 时， 加入 ＩＰＴＧ （１ ｍｍｏＬ， １ ∶
１ ０００） 诱导剂， １６０ ｒ ／ ｍｉｎ， ２５ ℃ 诱导 ２４ ｈ 后进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析。
１􀆰 ８􀆰 ５　 重组蛋白的鉴定

同 １􀆰 ８􀆰 ４ 方法制备样品经 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 分离后，
１２０ Ｖ 转印 ＰＶＤＦ 膜， 用 ５％脱脂奶 ４ ℃ 封闭过夜，
一抗为抗 Ｈｉｓ 标签抗体 （１ ∶ ２ ０００ 稀释）， 孵育 １ ｈ
后 ＴＢＳＴ 缓冲液洗 ４ 次， 每次 １０ ｍｉｎ； 二抗为 ＨＲＰ 标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ２ ０００ 稀释）， 孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ
洗涤 ４ 次， ＥＣＬ 显色。
１􀆰 ９　 ＰＢＰ２ａ 多克隆抗体的制备

１􀆰 ９􀆰 １　 重组蛋白纯化

同 １􀆰 ８􀆰 ４ 方法小量诱导表达目的蛋白， 离心取上

清液和沉淀进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定， 以相同条件大量

诱导表达重组蛋白， 使用 Ｎｉ２＋亲和层析柱进行纯化。
然后进行最适洗涤浓度确定， ２０、 ５０、 ７５、 １００、
１５０、 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑缓冲液洗涤， 确定目的蛋白不

被洗脱的最大咪唑浓度为最佳洗涤浓度。
１􀆰 ９􀆰 ２　 免疫程序

第一次免疫使用弗氏完全佐剂与 ０􀆰 ２ ｍｇ 的重组

蛋白进行等体积乳化， 背部皮下多点注射， 在一免后

１４ ｄ 进行二免， ２８ ｄ 进行三免， 二免、 三免使用弗

氏不完全佐剂。
１􀆰 ９􀆰 ３　 蛋白质免疫印迹检测抗体特异性

含有 ｐＥＴ２８ａ－ｍｅｃＡ 的质粒并诱导后的大肠杆菌

作为对照， 同时使用 ＭＲＳＡ 菌株制备样品， 以制备

的抗重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 的多克隆抗体作为一抗， ＨＲＰ
标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 作为二抗， 鉴定多克隆抗体对重

组 ＰＢＰ２ａ 蛋白和 ＭＲＳＡ 源 ＰＢＰ２ａ 的特异性。
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１􀆰 １０　 蛋白质免疫印迹检测 ＡＰ 作用下 ＰＢＰ２ａ 蛋白

含量的变化

　 　 过夜培养 ＭＲＳＡ 菌株 ＷＬＤ１０， １ ∶ １００ 接种至

ＴＳＢ 培养基， 培养至对数生长期， 加入 ＡＰ 使各管浓

度分 别 为 ０、 ６４、 １２８、 ２５６ μｇ ／ ｍＬ， ３７ ℃、 ２００
ｒ ／ ｍｉｎ过夜培养。 次日将菌液浊度调整至 ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０，
用超声仪破碎。 使用 ＢＣＡ 法测定蛋白含量， 将蛋白

总含量稀释一致后使用 ５×ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 进行金属浴

加热 １０ ｍｉｎ， 样品制备完成进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 转膜，
封闭， 孵育一抗 （ＰＢＰ２ａ 蛋白多克隆抗体）， 孵育二

抗 （ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ）， ＥＣＬ 显影检测蛋白

表达量。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 荧光定量 ＰＣＲ 分析 ｍｅｃＡ 基因转录水平

经 ６４、 １２８、 ２５６ μｇ ／ ｍＬ 浓度的 ＡＰ 处理， ＭＲＳＡ
菌株 ＡＴＣＣ３３５９１、 ＷＬＤ１０、 ＷＬＤ１、 ＸＦ２ 中 ｍｅｃＡ 基

因的转录水平均显著下调 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且随着 ＡＰ 浓

度的升高， ４ 株菌 ｍｅｃＡ 的转录水平均逐渐降低 （图
１）。
２􀆰 ２　 ＰＢＰ２ａ 蛋白分子特征分析

二级结构预测分析显示， ＰＢＰ２ａ 蛋白为单体及

二聚体结构， 含有 ３３􀆰 ９８％ α 螺旋、 １８􀆰 １１％ 延伸链、
７􀆰 ９３％ β 转角、 ３９􀆰 ９７％ 无规则卷曲。 利用 Ｃｏｎｓｕｒｆ
服务器进行保守性分析， 通过 ＰｙＭＯＬ 软件将保守性

和溶剂可及性赋值投影至三维结构上， 从而关联保守

性氨基酸与结构和功能的关系。 结果显示， Ｍｅｔ１ －
Ｌｙｓ３、 Ａｓｐ１５６ － Ａｓｎ１５８、 Ｓｅｒ２６１ － Ｌｙｓ２６５、 Ｔｈｒ３５４ －
Ｌｅｕ３６０、 Ｖａｌ３６１ － Ｔｙｒ３６９、 Ｓｅｒ４６２ － Ａｒｇ４６９、 Ｌｅｕ５１４ －

Ｇｌｙ５２０、 Ｉｌｅ５９５－Ｌｙｓ６０４、 Ｇｌｎ６１３ － Ｉｌｅ６１８ 区域和 ＧＬＵ
２８４、 ＡＳＰ２８８ 残基高度保守。 氨基酸溶剂可及性通过

卷积神经网络算法预测， 其中包含多个埋藏于蛋白内

部用于维持结构特异性的高度保守性残基， 它们分别

是 Ｖａｌ４５、 Ｔｙｒ４６、 Ｔｒｐ１２７、 Ｉｌｅ１５４、 Ｌｅｕ２６４、 Ｔｙｒ３７３、
Ｐｈｅ３９５、 Ａｌａ４７１ 等 氨 基 酸 残 基； Ｍｅｔ１、 Ａｒｇ６５、
Ｔｈｒ１０３、 Ｇｌｙ１０６、 Ｉｌｅ１３２、 Ａｒｇ１５０、 Ｇｌｙ１５１、 ＡＳＰ２８８、
Ｇｌｎ３３３、 Ｓｅｒ４３７ 等保守残基位于 ＰＢＰ２ａ 蛋白表面，
可能在生物学功能发挥中起到至关重要的作用。

∗∗表示与对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ ＡＰ） 比较 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 １　 不同浓度 ＡＰ 对 ｍｅｃＡ 转录水平的影响

２􀆰 ３　 ＡＰ 和 ＰＢＰ２ａ 蛋白的结合模式分析

对接结果的 ３Ｄ、 ２Ｄ 结合构象可视化见图 ２， ＡＰ
与蛋白 ＰＢＰ２ａ 的 ＧＬＵ１７０、 ＧＬＵ２３９ 和 ＴＨＲ２３８ 残基

形成 ４ 个氢键， 并通过烷基间分子作用力与残基

ＶＡＬ２７７、 ＰＲＯ２５８ 结合、 与残基 ＴＹＲ３７３ 形成 π－烷
基堆积作用力， 结合能显示 ＰＢＰ２ａ 蛋白与 ＡＰ 小分子

具有较强结合能力。

图 ２　 分子对接结果 ３Ｄ （Ａ）、 ２Ｄ （Ｂ） 展示

２􀆰 ４　 分子动力学模拟

为进一步研究 ＡＰ 分子与 ＰＢＰ２ａ 蛋白的相互作

用， 本研究对 ＰＢＰ２ａ－ＡＰ 复合物进行了 １００ ｎｓ 的分

子动力学模拟。 如图 ３Ａ 所示， 复合物的 ＲＭＳＤ 小于

４􀆰 ５Å， 而且复合物在较短的 （１８ ｎｓ） 时间内达到了

动态平衡， 这表明 ＡＰ 与靶蛋白 ＰＢＰ２ａ 能够形成稳定

的复合物。 根据图 ３Ｂ 可知， 大部分的氨基酸构象变

化较小， ＡＰ 分子可通过结合降低 ＰＢＰ２ａ 蛋白中残基

的结构柔性。 这也是复合物 ＲＭＳＤ 变化较小的主要

原因。 氢键在复合物形成中的作用也很关键， 形成的
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氢键越多， 两者将具有更强的结合活性， 再结合 Ｒｇ，
Ｒｇ 越小， 表明 ＡＰ 对蛋白结构折叠的影响越轻微。
从图 ３Ｃ 和图 ３Ｄ 可知， 小分子与蛋白结合良好， 能

够形成稳定的复合物从而实现小分子其活性功能。 在

整个分子动力学模拟过程， 活性位点残基的结合情况

可反映 ＰＢＰ２ａ 蛋白与配体 ＡＰ 间更详尽的能量细节。
根据结合能 （表 ２） 可以看到， 蛋白的 ＧＬＵ１４５，
ＧＬＵ１７０， ＡＳＮ１６４， ＡＳＰ２７５， ＶＡＬ２７７， ＧＬＵ２８４，

ＡＳＰ２８８， ＡＳＰ２９５， ＴＹＲ３７３ 等氨基酸贡献的结合自

由能最为突出， 特别是与 ＶＡＬ２７７ 结合能达到 －６􀆰 ７８
ｋＪ ／ ｍｏｌ， 位于 ＰＢＰ２ａ 蛋白的功能区氨基酸 ＴＹＲ３７３ 结

合自由能达到－５􀆰 １９９ ４ ｋＪ ／ ｍｏｌ （图 ４）， 对稳定蛋白

口袋中的小分子有着重要作用， 另一方面也表明了分

子与蛋白位点存在的这些作用可有效促使小分子牢牢

地锚定在蛋白活性位点， 从而形成稳定的复合物。

Ａ． ＰＢＰ２ａ－ＡＰ 复合物的 ＲＭＳＤ； Ｂ． 表示复合物的 ＲＭＳＦ； Ｃ． ＰＢＰ２ａ－ＡＰ 配合物的 Ｒｇ； Ｄ． 表示 ＰＢＰ２ａ 和 ＡＰ 的氢键数。

图 ３　 ＰＢＰ２ａ－ＡＰ 复合物动力学模拟

图 ４　 与配体相互作用的每个蛋白质残基的结合自由能的分解

表 ２　 结合能及其所选生物活性分子的组成能

残基 结合能
极性溶剂

化自能

非极性溶剂

化自能

总结合

自由能

ＧＬＵ－１４５ －１􀆰 ０６５ １ ０􀆰 ０２２ ３ ０􀆰 ０００ ０ －１􀆰 ０４２ ７

ＡＳＮ－１６４ ０􀆰 ４８４ ５ －２􀆰 ５０４ ８ ０􀆰 ０００ ０ －２􀆰 ０２１ ８

ＧＬＵ－１７０ －０􀆰 ９９３ ３ －１􀆰 ４８３ ８ －０􀆰 ０１７ ８ －２􀆰 ４９８ ３

ＡＳＰ－２７５ －２􀆰 ６７２ ９ －０􀆰 ３３５ ４ －０􀆰 ０５３ ２ －３􀆰 ０７５ ４

ＶＡＬ－２７７ －６􀆰 ８１２ ０ ０􀆰 ９３９ ３ －０􀆰 ９０９ ７ －６􀆰 ７８０ ９

ＧＬＵ－２８４ ６􀆰 ３９９ ２ －１１􀆰 ３３６ ０ ０􀆰 ０００ ０ －４􀆰 ９３６ ５

ＡＳＰ－２８８ ２􀆰 ９９１ ８ －５􀆰 ８７１ ５ ０􀆰 ０００ ０ －２􀆰 ８８０ ０

ＡＳＰ－２９５ －２􀆰 ０４０ ８ －０􀆰 ７７０ ０ ０􀆰 ０００ ０ －２􀆰 ８１２ ９

ＴＹＲ－３７３ －５􀆰 １９９ ４ ３􀆰 ４２２ ９ －０􀆰 ５２８ ０ －２􀆰 ３１０ ８

ＰＲＯ－２５８ －４􀆰 ２７５ ３ －０􀆰 １６４ ９ －０􀆰 ７３５ ０ －５􀆰 １７４ ２
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２􀆰 ５　 ＰＣＲ 扩增 ｍｅｃＡ 片段

ｍｅｃＡ 基因 ＰＣＲ 扩增所得产物经 １％琼脂糖凝胶

电泳， 结果如图 ５ 所示， 在 １ ０００ ｂｐ 附近存在条带，
与预期 １ ０２６ ｂｐ 符合。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＣＲ 扩增产物。

图 ５　 ＰＣＲ 扩增产物电泳

２􀆰 ６　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｍｅｃＡ 的酶切鉴定

提取的重组质粒经 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ酶切鉴定

结果如图 ６ 所示。 重组质粒的 ｍｅｃＡ 基因序列未出现

突变和移码， 表明原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ－ｍｅｃＡ 成功

构建。

Ｍ． ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 重组质粒双酶切； ２􀆰 重组质粒。

图 ６　 重组质粒酶切鉴定

２􀆰 ７　 重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 的表达

通过不断优化诱导表达条件， 发现在 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＩＰＴＧ 浓度下， 低温 ２５ ℃诱导 ２４ ｈ 可获得目的蛋

白。 经蛋白质免疫印迹检测 ＰＢＰ２ａ 蛋白的 Ｎ 端 Ｈｉｓ
标签， 特异性反应条带约为 ３８ ｋＤａ， 见图 ７， 与预期

结果相符。
２􀆰 ８　 重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 的纯化

重组蛋白经 ＩＰＴＧ 诱导， 用超声破碎仪破碎后，
离心分别取上清液和沉淀进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定， 发

现沉淀和上清液都存在目的蛋白， 取上清液经 Ｎｉ２＋纯
化柱进行纯化， 最佳洗涤的咪唑浓度为 ７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
用 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的咪唑对目的蛋白进行洗脱， 获得大

小约 ３８ ｋＤａ 的目的蛋白 （图 ８）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＢＰ２ａ 重组蛋白。

图 ７　 蛋白质印迹检测重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 表达

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １～６􀆰 ７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗涤蛋白； ７～９􀆰 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
咪唑洗脱蛋白。

图 ８　 重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 的纯化

２􀆰 ９　 蛋白质免疫印迹分析 ＰＢＰ２ａ 蛋白多克隆抗体的

特异性

　 　 使用制备的抗重组蛋白 ＰＢＰ２ａ 的多克隆抗体对

ＰＢＰ２ａ 重组蛋白及 ＭＲＳＡ 菌株中的 ＰＢＰ２ａ 蛋白进行

免疫反应性分析。 如图 ９ 所示， 在 ３８ ｋＤａ 左右出现

特异性目的条带， 表明该多克隆抗体可与原核表达的

ＰＢＰ２ａ 蛋白及 ＭＲＳＡ 菌株中的 ＰＢＰ２ａ 蛋白发生特异

性反应， 进而实现对 ＰＢＰ２ａ 蛋白表达量的检测。
２􀆰 １０　 蛋白质免疫印迹检测 ＡＰ 作用下 ＰＢＰ２ａ 蛋白

含量的变化

　 　 将经 ０、 ６４、 １２８、 ２５６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰ 处理的

ＭＲＳＡ 菌株， 标定总蛋白含量制样， 蛋白质免疫印迹

测定 ＰＢＰ２ａ 的蛋白含量变化。 结果如图 １０ 所示， 在

３８ ｋＤａ 左右处出现目的条带， 与未处理的 ＭＲＳＡ 菌

株内 ＰＢＰ２ａ 蛋白相比， 经处理的 ＰＢＰ２ａ 蛋白表达量

显著降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且随着 ＡＰ 浓度的升高，
ＰＢＰ２ａ 的表达量逐渐降低。
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 重组蛋白 ＰＢＰ２ａ； ２􀆰 ＭＲＳＡ 菌内 ＰＢＰ２ａ 蛋白。

图 ９　 蛋白质免疫印迹验证 ＰＢＰ２ａ 蛋白抗体特异性

图 １０　 蛋白质免疫印迹检测 ＰＢＰ２ａ 蛋白表达量

３　 讨论

细菌耐药性已成为威胁全球公共卫生健康的重要

因素之一， 革兰阳性和阴性菌中的多重耐药模式导致

传统抗菌剂难以治疗甚至无法治疗［１７］。 ＭＲＳＡ 几乎耐

所有的 β－内酰胺类药物， 且对多种抗生素耐药， 引

起的感染也极难治疗。 因此， 开发有效的抗 ＭＲＳＡ
感染治疗策略或抑制剂对治疗至关重要。 随着对植物

抗微生物成分的探索， 一些候选药物表现出潜在的抑

菌活性， 被认为是安全、 无毒、 不易产生副作用的天

然化合物， 因此被广泛应用于研究［１８－１９］。
ＰＢＰｓ 在细菌细胞壁的肽聚糖合成中发挥作

用［２０］。 ＰＢＰｓ 主要参与肽铰链桥的形成， 催化邻近糖

链， 肽侧链之间的特定交联来辅助细胞壁的合成。 当

β－内酰胺类抗生素使 ＰＢＰｓ 失去活性时， ＰＢＰ２ａ 却能

代替其功能继续完成肽聚糖的合成， 使细菌可以继续

生长， 并呈现高度耐药性［２１］。 因此， 抑制 ＰＢＰ２ａ 的

功能， 进而抑制细菌细胞壁肽聚糖的合成是使 ＭＲＳＡ
对 β－内酰胺类增敏的可能途径。

ＡＰ 是穿心莲的主要活性成份， 具有多种生物学

效应， 其抗炎、 抗肿瘤、 抗病毒、 抗菌并治疗多种疾

病， 在体内和体外有广泛的治疗作用， 具有大量药理

学靶点［２２］。 本试验通过荧光定量 ＰＣＲ 测定发现， 不

同浓度 ＡＰ 处理的 ＭＲＳＡ 菌株 ｍｅｃＡ 基因的转录水平

均有下调， 且具有浓度依赖； 进一步通过原核表达及

抗体制备获得 ＰＢＰ２ａ 重组蛋白及其多克隆抗体， 经

蛋白质免疫印迹验证， 表明 ＡＰ 可以通过抑制 ｍｅｃＡ
基因的转录和表达来抑制 ＰＢＰ２ａ 蛋白。

分子模拟在很多研究中被用于筛选抗金黄色葡萄

球菌的有效分子［２３－２４］。 本试验采用半柔性分子对接

及全原子动力学模拟来探究 ＡＰ 与 ＰＢＰ２ａ 蛋白的相互

作用及结合模式， 其中分子对接结果显示， ＡＰ 会与

ＰＢＰ２ａ 形成 ４ 个氢键， 还存在烷基间分子作用力， 同

时， 会在 π－烷基堆积作用力下形成复合物， 这些氨

基酸残基与 ＡＰ 结合可能会损害其生物学功能， 且氢

键的出现对复合物的形成至关重要， 几乎起到决定性

作用［２２］。 其中 ＴＹＲ３７３ 残基位于 ＰＢＰ２ａ 蛋白的功能

区， ＡＰ 与 ＴＹＲ３７３ 残基的结合会使 ＰＢＰ２ａ 蛋白无法

发挥其转肽酶功能。 这些结果都说明 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ 蛋

白有一定抑制潜力。 分子动力学模拟被认为是一项分

析蛋白质配体相互作用的关键技术， 为了分析 ＡＰ 和

ＰＢＰ２ａ 蛋白结合的可靠性， 将 ＡＰ －ＰＢＰ２ａ 复合物进

行了分子动力学模拟。 分析结果发现复合物的 ＲＭＳＤ
小于 ４􀆰 ５Å， 复合物 ＲＭＳＤ 变化较小， Ｒｇ 也在比较小

的范围内波动， 这些都说明 ＡＰ－ＰＢＰ２ａ 复合物比较

稳定。 再结合活性位点残基的结合情况分析， 小分子

与蛋白位点的氨基酸存在很好的氢键以及疏水相互作

用， 其中残基 ＧＬＵ２８４， ＡＳＰ２８８ 是高度保守的残基，
ＡＰ 与其结合可能使 ＰＢＰ２ａ 蛋白的生物学功能受到影

响； 与 ＶＡＬ２７７ 残基的结合能达到 －６􀆰 ７８ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 结

合能越低对稳定蛋白口袋中的小分子有着重要作用，
与功能区氨基酸 ＴＹＲ３７３ 结合能达到－５􀆰 １９９ ４ ｋＪ ／ ｍｏｌ。
以上分析说明 ＡＰ 对 ＭＲＳＡ 主要耐药蛋白 ＰＢＰ２ａ 存在

抑制作用， 并显示出巨大的潜力。
综上， 本研究从分子模拟的角度提出了 ＡＰ 与

ＰＢＰ２ａ 蛋白存在结合效应， 揭示了 ＡＰ 对 ＰＢＰ２ａ 的抑

制潜力。 同时发现， ＡＰ 下调 ｍｅｃＡ 转录水平， 并抑制

ＭＲＳＡ 菌株中 ＰＢＰ２ａ 蛋白的表达， 且呈剂量依赖性。
总之， ＡＰ 可抑制 ＰＢＰ２ａ 蛋白的转录和表达， 并有可

能会损坏其构象来提高 ＭＲＳＡ 对 β－内酰胺类抗生素

的敏感性。
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