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摘　要:目的　表达纯化２型猪链球菌(Streptococcussuis２,SS２)低分子量酪氨酸磷酸酶(Lowmolecularweightprotein
tyrosinephosphatase,LMWＧPTP),测定LMWＧPTP磷酸酶活性并鉴定其酶活性位点,为后续的功能鉴定奠定基础.方法　
分别构建野生型LMWＧPTP基因表达质粒pET２８a:LMWＧPTP、突变型 LMWＧPTP基因表达质粒pET２８a:LMWＧPTPC３３A
和pET２８a:LMWＧPTPR３９A,重组质粒转化E．coilBL２１(DE３),筛选阳性转化子,通过IPTG诱导表达后经SDSＧPAGE鉴定

表达产物.镍柱亲和层析纯化得到重组蛋白经 Westernblot鉴定,野生型 LMWＧPTP免疫新西兰兔制备兔多克隆抗体.以

对硝基苯酚二钠六水(PNPPＧNa)为底物检测重组蛋白的磷酸酶活性.结果　成功构建野生型 LMWＧPTP基因表达质粒

pET２８a:LMWＧPTP、突变型LMWＧPTP基因表达质粒pET２８a:LMWＧPTPC３３A、pET２８a:LMWＧPTPR３９A,在大肠杆菌中野

生型和突变型LMWＧPTP均以包涵体的形式存在,相对分子量为２３kDa,包涵体经镍柱纯化及透析复性获得纯度较高的野生

型和突变型LMWＧPTP.制备得到的抗LMWＧPTP的兔多克隆抗体的效价为１∶１０２４００,且重组蛋白均能与 HisＧTag单抗和

兔多抗血清发生反应.对野生型蛋白进行磷酸酶活性检测显示其具有酶活性,酶活为２．１nmol/(min􀅰μg),突变型 LMWＧ
PTPC３３A、LMWＧPTPR３９A无磷酸酶活性.结论　成功表达了具有磷酸酶活性的 LMWＧPTP,并鉴定出 Cys３３和 Arg３９是

LMWＧPTP的活性位点.为后续寻找LMWＧPTP在２型猪链球菌致病过程中毒力相关的靶蛋白奠定了基础.
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Abstract:TomeasuretheenzymaticactivityofStreptococcussuis２LMWＧPTPandidentifyitsactivesite,Streptococcus
suis２LMWＧPTPwasexpressedandpurified．ThewildtypeLMWＧPTPgeneexpressionplasmidpET２８a:LMWＧPTPandtwo
mutanttypesLMWＧPTPgeneexpressionplasmidpET２８a:LMWＧPTPC３３AandpET２８a:LMWＧPTPR３９Awereconstructed,

andtransformedE．colistrainBL２１forproteinexpression．IPTGinducedＧpositivetransformantswereanalyzedbySDSＧ
PAGE,whichrevealedthattherecombinantproteinwithanapparentmolecularmassof２３kDawasexpressedasinclusion
bodyinE．colistrainBL２１．Afterdenaturinginurea,gradintdialysis,therecombinantproteinwithhighpuritywasobtained．
PolyclonalantibodiesagainstLMWＧPTPwaspreparedbyimmunizingNewZealandrabbits．ThetilterofthepolyclonalantibodＧ
iesagainstLMWＧPTPwas１∶１０２４００．TherecombinantproteincanrespectivelyreactwiththeHisＧTagantibodyandrabbit

serum against LMWＧPTP．Phosphatase assay was perＧ
formed,which showedthatthe phosphataseactivity of
LMWＧPTPwas２．１nmol/(min􀅰μg),butthemutantproＧ
teinhad noenzymatic．Theseresultsdemonstratedthat
LMWＧPTPisaphosphataseandthatthisactivityisdependＧ
entontheCys３３andArg３９residues,whichlaidthefoundaＧ
tionforfurtherdeterminetheLMWＧPTPＧrelatedtargetproＧ
teininthepathogenesisofStreptococcussuistype２．
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　　猪链球菌(Streptococcussuis)是一种重要的人

兽共患病病原体,人可通过接触患病动物或受污染

的生猪肉产品而被感染.猪链球菌感染人可引起人

患脑膜炎、败血症、关节炎、甚至链球菌中毒性休克

综合征(Streptococcaltoxicshocksyndrome)[１Ｇ４].
根据荚膜抗原的不同,可将猪链球菌分为３３个血清

型[５Ｇ６],其中２型猪链球菌毒力最强,临床检出率最

高[５],虽然近二十年来对２型猪链球菌(StreptococＧ
cussuis２,SS２)的研究已不断深入,但对其致病机

制和毒力因子的认识仍有待探索[６].
真核生物酪氨酸磷酸化由蛋白酪氨酸激酶

(Proteintyrosinekinase,PTKs)和酪氨酸磷酸酶

(ProteinTyrosinePhosphatase,PTPs)调控,酪氨

酸磷酸化在真核细胞的生长、迁移、增殖、分化和免

疫应答发挥重要作用[８].研究发现在原核生物中也

分离出PTKs和 PTPs的类似物[９Ｇ１０],并且在细菌

的生物功能中发挥重要作用.在蛋白磷酸化与去磷

酸化的动态平衡中,PTPs在其中发挥的作用不可

忽视,LMWＧPTP作为PTPs的一种,其磷酸酶结构

高度保守,同所有的PTPs家族的其它成员类似,含
有CX５R序列标签[１１Ｇ１２].目前已经发现LMWＧPTP
在细菌中发挥多种作用,如鼠疫杆菌的 YopH 影响

肌动蛋白重组[１３],大肠杆菌的 Wzb参与荚膜多糖

的合成[１４],结核分支杆菌的 MptpB、MptpB参与宿

主感染[１５Ｇ１６].而 LMWＧPTP在２型猪链球菌中的

作用并未有报道.
本课 题 组 前 期 已 完 成 了 ２ 型 猪 链 球 菌

０５ZYH３３全基因组测序和注释[１７].通过基因组注

释分析发现SSU０５_１６９１编码LMWＧPTP.本文以

２型猪链球菌 LMWＧPTP为研究对象,通过原核表

达获得了具有磷酸酶活性的 LMWＧPTP,为寻找

LMWＧPTP在强毒株２型猪链球菌中的靶蛋白鉴定

奠定基础.

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒、引物　２型猪链球菌０５ZYH３３、表
达质粒 pET２８a由本实验室保存,宿主菌 E．coil
DH５α和E．coilBL２１(DE３)购自全式金生物技术

有限公司,引物由上海赛百盛公司合成,碱基序列如

表１　引物碱基序列

Tab．１　Primersequence

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′)

LMWＧPTPＧF
GGAATTCCATATGATGＧ
CAAGAGAGGGGAACTCA(NedⅠ)

LMWＧPTPＧR
CCGCTCGAGTTCTTGATCAAATＧ
GACTGTAAC(XhoⅠ)

LMWＧPTＧ
PC３３AＧF

AAATCGTTTTTGTCGCTCTTGＧ
GAAATATTTGTCGTA(Cys→Ser)

LMWＧPTＧ
PC３３AＧR

TACGACAAATATTTCCAAGAGCGAＧ
CAAAAACGATTT(Cys→Ser)

LMWＧPTＧ
PC３３AＧF

TTGTCTGTCTTGGAAATATTTGTＧ
GCTAGCCCTATGG(Arg→Ser)

LMWＧPTＧ
PC３３AＧR

CCATAGGGCTAGCACAAATATTTCＧ
CAAGACAGACAA(Arg→Ser)

表１.

１．２　试剂　PCR扩增试剂盒、２５０bpDNALadder
Marker、限制性内切酶 NdeⅠ、XhoⅠ、T４连接酶

购自 TAKARA;质 粒 提 取 试 剂 盒、卡 那 霉 素、

IPTG、对硝基苯酚二钠六水购自生工;PageRuler
PrestainedProteinLadderECL化学发光试剂盒购

自Thermo;scientificHisＧTag单克隆抗体,HRP标

记的羊抗鼠,IgGHRP标记的羊抗兔IgG购自博奥

森;弗氏完全佐剂和不完全佐剂购自sigma公司;Ni
离子亲和层析柱购自南京金斯瑞;TMB显色液购自

上海碧云天;酶标板购自美国康宁.

１．３　动物　新西兰雌性兔(２．０kg)购于南京金陵种

兔场.

１．４　LMWＧPTP生物信息学分析　利用 BLAST
在线分析工具搜索 LMWＧPTP 蛋白同源序列,用

Clustalx软件将 LMWＧPTP与其同源蛋白序列进

行比对分析.

１．５　LMWＧPTP重组表达质粒的构建及定点突变

用引物对 LMWＧPTPＧF/R 扩增０５ZYH３３LMWＧ
PTP目的片段.PCR 反应体系(２５μL):ddH２O
１８．３μL,１０×PCRbuffer(Mg２＋ )２．５μL,dNTP
Mixture２μL,上游引物０．５μL,下游引物０．５μL,

ExTaqDNA聚合酶０．２μL,模板１μL.PCR扩增

条件:９４℃５min,９４℃３０s,５４℃３０s,７２℃３０
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s,共３０个循环;７２℃延伸７min.PCR扩增产物经

１％ 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析. 将 扩 增 片 段 和

pET２８a分别用 NdeⅠ和XhoⅠ双酶切,酶切产物

割胶回收后用 T４DNA Ligase１６ ℃水浴过夜连

接,连接产物转化 DH５α感受态,菌液PCR验证的

阳性菌提质粒,用 NdeⅠ和 XhoⅠ做双酶切鉴定,
经测序验证构建成功的克隆质粒命名为pET２８a:

LMWＧPTP.以重 组 质 粒 pET２８a:LMWＧPTP 为

PCR模板,用引物对 LMWＧPTPC３３AＧF/R,LMWＧ
PTPR３９AＧF/R分别进行PCR扩增,PCR反应体系

(５０μL):质粒模板５０ng,正向突变引物２μL,反向

突变引物２μL,５×FastAlterationBuffer１０μL,

FasteAlterationDNA Polymerase１．５μL,RNaseＧ
FreeddH２O加至５０μL.PCR 扩增条件:９５ ℃ ２
min１个循环,９４℃２０s,６０℃１０s,６８℃２．５min,
共１８个循环;７２ ℃延伸５min.PCR 扩增产物经

１％的琼脂糖凝胶电泳分析.将４５μL的PCR产物

与１μL的DnpI限制性内切酶混匀,于３７℃水浴

锅消化１h.取５μL消化产物转化 FDM 感受态,
突变型质粒鉴定参照野生型质粒,构建成功的克隆

质 粒 分 别 命 名 为 pET２８a:LMWＧPTPC３３A 和

pET２８a:LMWＧPTPR３９A.

１．６　重组蛋白LMWＧPTP的诱导表达纯化　将野

生 型 pET２８a:LMWＧPTP 及 突 变 型 pET２８a:

LMWＧPTPC３３A,pET２８a:LMWＧPTPR３９A 分 别

转化 BL２１(DE３)感 受 态,筛 选 的 阳 性 转 化 子

pET２８a:LMWＧPTP/BL２１、pET２８a:LMWＧPTＧ
PC３３A/BL２１、pET２８a:LMWＧPTPR３９A/BL２１ 分

别接种于含kana抗性的新鲜 LB液体培养基中过

夜培养,再分别以１∶５０接种于含kana抗性的新鲜

LB液体培养基中,３７ ℃、２００r/min震荡培养至

OD６００≈０．６加IPTG 至终浓度为１mmol/L,３７ ℃
继续诱导４h,６０００r/min,４℃离心１０min收菌,

PBS洗涤 ３ 次 后 重 悬 菌 体 并 冰 浴 超 声,１２０００
r/min,４ ℃ 离心 １５ min 分 离 上 清 和 沉 淀,进 行

SDSＧPAGE分析.经鉴定野生型蛋白和突变性型

蛋白均以包涵体形式表达,将包涵体溶解于适量的

８ mol/L 脲 (含 ５００ mmol/L NaCl,２０ mmol/L
Tris,５％甘油,pH８．０)中,用０．２２μm 滤膜过滤后

经镍离子亲和层析柱纯化获得重组蛋白 LMWＧ
PTP,咪唑梯度洗脱的包涵体经３kD的超滤浓缩管

浓缩,用６mol/L、４mol/L、２mol/L、０mol/L脲透

析液梯度透析１０％ SDSＧPAGE鉴定重组蛋白的诱

导及纯化.

１．７　LMWＧPTP多抗兔血清的制备,效价测定及特

异性鉴定　在免疫之前,耳缘静脉取兔血清做阴性

对照,初次免疫:将纯化后的 LMWＧPTP(４００μg/
只)与等体积的弗氏完全佐剂乳化,皮下多点注射免

疫新西兰兔.２周后以相同剂量的蛋白与等体积的

弗氏不完全佐剂等体积乳化免疫２次,每３周１次,
最后不加佐剂直接多点注射蛋白加强免疫,一周后

耳缘静脉取血,ELASA测效价.重组蛋白１０μg/mL
包被ELISA９６孔板,每孔１００μL,置于４℃过夜包

被,TBST洗板３次,每孔加入１００μL３％ BSA 封

闭１h,TBST洗３次后,每孔加入用１％ BSA 稀释

的血清,阴性兔血清和免疫兔血清均以１∶１００开始

倍比稀释,孵育１h后 TBST 洗３次,每孔加入用

１％ BSA稀释的 HRP标记羊抗兔IgG(１∶５０００),
孵育１h后加 TMB显色液显色,５min后加入２N
H２SO４ 终止显色,酶标仪检测 A４５０值.P/N＞２．１
为阳性.将重组蛋白经SDSＧPAGE电泳后,采用电

转印迹(湿转,恒流３００mA)将蛋白转移至 PVDF
膜上,５％的脱脂牛奶封闭２h,TBST洗膜３次,每
次１０ min;膜 分 别 于 HisＧTag 单 克 隆 抗 体 (１∶
１０００)和兔多抗血清(１∶８０００)孵育２h,TBST洗

膜３次,每次１０min;将膜分别于 HRP标记的羊抗

鼠IgG(１∶５０００)和 HRP标记的羊抗兔IgG(１∶
９０００)孵育２h,TBST 洗膜３次,每次１０min;加

ECL化学发光显色.

１．８　LMWＧPTP酶学性质测定　参照文献[１８]以
对硝基苯磷酸盐(PNPP)为底物测定LMWＧPTP的

磷酸酶活性.LMWＧPTP酶活性定义每分钟每毫

克的酶蛋白作用于底物PNPP所释放Pi的纳摩尔

数nmol/(min􀅰μg).通过对酶促反应的 pH、温
度、时间、蛋白量等进行条件优化后,以１００mmol/L
的柠檬酸盐缓冲液(pH６．５)为酶反应液,１．５μg的

LMWＧPTP 催 化 ２０ mmol/L 的 PNPP 水 解 成

PNP,３７ ℃反应１５min,３N NaOH 终止反应,在

４０５nm 下测定产物的吸光度值,PNP的摩尔消光

系数为１８．７５mmol－１cm－１,酶活性计算公式为:
酶活性nmol/(min􀅰μg)＝(OD４０５×V)/(ε×T

×L×E)

V代表反应体积μL,ε代表 PNP的消光系数

mmol/Lcm－１,T 代表孵育时间 min,L 代表光程

cm,E代表酶量μg
同时绘制标准曲线,分别配置不同浓度的PNP

标准 溶 液 ３ mmol/L、６ mmol/L、９ mmol/L、１２
mmol/L、１５mmol/L、１８mmol/L,在４０５nm 处测

定PNP的吸光度值.酶促反应在终体积为１００μL
的１００mmol/L柠檬酸盐缓冲液中进行,１．５μg的

０９５ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１８,３４(７)



LMWＧPTP催化不同浓度的PNPP发生水解反应,

３７℃反应１５min,３NNaOH 终止反应,测定 A４０５,
重复３次.测定结果利用双倒数法(LineweaverＧ
Burk)作图,横轴截距为Ｇ１/Km,由此可求得 Km
值.

１．９　突变型蛋白酶活性与野生型蛋白酶活的测定

１００mmol/L的柠檬酸盐缓冲液,野生型的 LMWＧ
PTP,突变型LMWＧPTPC３３A,LMWＧPTPR３９A重

组蛋白各１．５μg分别与不同浓度的PNPP反应,３７

℃反应１５min,测定 A４０５.

２　结　果

２．１　LMWＧPTP生物信息学分析　经 BLAST 检

索同源发现,LMWＧPTP与肺炎链球菌、无乳链球

菌、结核分枝杆菌等细菌对应的蛋白相似度在(５０％
~６８％).经Clustalx软件比对发现所有的PTP蛋

白序列均有保守的 N 末端催化结构域(FVC(X５)

RSPMAE)(图１).

图１　LMWＧPTP同源序列比对

Fig．１　AlignmentasslysisofLMWＧPTPhomologousprotein

２．２　LMWＧPTP基因的PCR扩增　LMWＧPTP基

因PCR产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析,在５００~
７５０bp之间有一清晰的 DNA 带,与 LMWＧPTP基

因的大小(５０７bp)相符(图２).

２．３　 重 组 质 粒 的 构 建 　 通 过 定 点 突 变 技 术 将

pET２８a:LMWＧPTP重组蛋白的第３３位半胱氨酸

和第３９位精氨酸分别突变为丙氨酸,以野生型重组

质粒pET２８a:LMWＧPTP为模板,带有突变位点的

引物PCR扩增得到突变型缺口重组质粒 pET２８a:

LMWＧPTPC３３A,pET２８a:LMWＧPTPR３９A,经

１％琼脂糖凝胶电泳检测如图(图３).野生型及突

变型质粒经限制性内切酶NdeⅠ和XhoⅠ双酶切,
经１％琼脂糖凝胶电泳检测,酶切片段分别为载体

片段５３６９bp和目的基因５０７bp(图４).
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M:DNA标志物;１:LMWＧPTP基因PCR产物

图２　LMWＧPTP基因PCR产物电泳鉴定

Fig．２　ProductofPCRelectrophoresis

１:pET２８a:LMWＧPTPC３３A 缺口重组质粒;２:pET２８a:LMWＧ
PTPR３９A缺口质粒;３:pET２８a:LMWＧPTP重组质粒;M:DNA
marker

图３　PCR扩增突变质粒

Fig．３　MutantrecombinantplasmidsofPCRelectrophoresis

１:NdeⅠ和 XhoⅠ双酶切 pET２８a:LMWＧPTP;M:DNA 标志

物;２:NdeⅠ和XhoⅠ双酶切pET２８a:LMWＧPTPC３３A;３:Nde
Ⅰ和XhoⅠ双酶切pET２８a:LMWＧPTPR３９A

图４　野生型和突变型重组质粒双酶切电泳鉴定

Fig．４　Restrictionofwildtypeandmutatrecombinant
plasmids

２．４　重组质粒的诱导表达及鉴定　将野生蛋白

LMWＧPTP 和 突 变 重 组 蛋 白 LMWＧPTPC３３A、

LMWＧPTPR３９A 未诱导和诱导的菌液沉淀进行

SDSＧPAGE,表达蛋白大小均为２３kDa,与预期大

小一致,且空载pET２８a/BL２１不表达此蛋白.经

诱导培养的重组菌经冰浴超声破碎,分离上清和沉

淀,野生型和突变型重组蛋白表达形式均为包涵体,
重组蛋白包涵体经８mol/L脲溶解后用镍柱亲和层

析纯化,经梯度透析复性得到纯度较高的目的蛋白,

SDSＧPAGE电泳分析如图５.

M:蛋白分子质量标准;１:pET２８a/BL２１ 未诱导;２:pET２８a/

BL２１IPTG 诱 导;３:pET２８a:LMWＧPTP/BL２１ 未 诱 导;４:

pET２８a:LMWＧPTP/BL２１ 诱导;５:pET２８a:LMWＧPTPC３３A/

BL２１未诱导;６:pET２８a:LMWＧPTPC３３A/BL２１IPTG诱导;７:

pET２８a:LMWＧPTPR３９A/BL２１未诱导;８:pET２８a:LMWＧPTＧ

PR３９A/BL２１IPTG诱导９:纯化的LMWＧPTP蛋白;１０:纯化的

LMWＧPTPC３３A蛋白;１１:纯化的LMWＧPTPR３９A蛋白

图５　野生型和突变型LMWＧPTP的诱导和纯化

Fig．５　SDSＧPAGEprofileofinducedwildtypeandmutant
LMWＧPTP

２．５　LMWＧPTP重组蛋白兔多抗血清效价检测及

鉴定　间接 ELISA 检测兔多抗血清效价为 １∶
１０２４００.Westernblot结果显示,目的蛋白能分别

被 HisＧTag单克隆抗体和兔多抗血清特异性识别,
说明LMWＧPTP蛋白具有免疫原性(图６).

M:蛋白分子质量标准;１:HisＧTag单抗与 LMWＧPTP 反应条

带;２:HisＧTag单抗与LMWＧPTPC３３A反应条带;３:HisＧTag单

抗与 LMWＧPTPR３９A 反应条带;４:兔多抗血清与 LMWＧPTP
反应条带

图６　Westernblot分析

Fig．６　Westernblotofexpressedrecombinationprotein

２．６　LMWＧPTP酶学性质测定　根据标准曲线计

算 LMWＧPTP 的 酶 活 为 ２．１nmol/(min􀅰μg).

LMWＧPTP与不同浓度的 PNPP反应测得磷酸酶

动力学反应曲线如图７,求得 LMWＧPTPKm 值为

２９５ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１８,３４(７)



６．６mmol/L.

图７　LMWＧPTP酶促反应动力学曲线

Fig．７　LineweaverBurkplotshowedthekineticanalysisof
theLMWＧPTP

２．７　野生型和突变型蛋白酶活比较　测定 LMWＧ
PTPC３３A及LMWＧPTPR３９A活性如图８,发现与

LMWＧPTP酶活相比,活力明显下降,说明 Cys３３和

Arg３９是LMWＧPTP的活性位点.

图８　野生型和突变型LMWＧPTP酶活

Fig．８　PhosphataseactivityofthecatalyticallyＧactivereＧ
combinantLMWＧPTPandＧinactiverecombinant
LMWＧPTPC３３AandLMWＧPTPR３９A

３　讨　论

本文研究证实２型猪链球菌存在低分子量酪氨

酸磷酸酶 LMWＧPTP,其结构和特性与其它细菌中

存在的 LMWＧPTP相似.在以前的研究中发现的

LMWＧPTP大多存在于革兰氏阴性菌中[１９],但本次

研究证实了此类酪氨酸磷酸酶同样存在于革兰氏阳

性菌中,同样在化脓链球菌[２０],金黄色葡萄球菌[２１]

中也得到了证实.我们通过原核表达获得了大小为

２３kDa的２型猪链球菌LMWＧPTP,与其他原核和

真核生物中的 LMWＧPTP大小相似,均在２０kDa
左右.其表达形式主要为包涵体,可能是因为蛋白

的高疏水性导致蛋白在表达过程中形成了包涵 体,
通过改变IPTG浓度、转速、温度,虽然上清有少量

目的蛋白表达,但是无法达到制备多克隆抗体所需

要的蛋白量.通过对纯化后的蛋白透析复性,我们

仍可以获得大量有酪氨酸磷酸酶活性的蛋白.
部分细菌可分泌 LMWＧPTP可作用于宿主细

胞,单独参与信号转导,如结核分枝杆菌通过分泌

ptpA去磷酸化宿主蛋白 GSK３α,调控 GSK３α的抗

凋亡活性进而抑制巨噬细胞的凋亡[２２Ｇ２３],化脓链球

菌分泌一种双特异性低分子量酪氨酸磷酸酶 SPＧ
PTP,SPＧPTP不仅可以对磷酸化的酪氨酸残基去

磷酸化,而且还对磷酸化的丝苏氨酸残基有作用,参
与二元信号的转导[１８].通过制备具有良好免疫反

应性的２型猪链球菌LMWＧPTP的兔多抗血清,为
后续２型猪链球菌LMWＧPTP的蛋白定位奠定基础.

根据枯草芽孢杆菌 LMWＧPTP,YFKJ[２４]和化

脓链球菌 SPＧPTP[２０]的晶体结构,位于 N 末端 PＧ
loop上的半胱氨酸残基和精氨酸残基是发挥催化

作用重要的残基.为了证实２型猪链球菌 LMWＧ
PTP的 N 末端 C３３LGNICR３９S基序是否具有催化

功能,我们利用定点突变技术将第３３位的半胱氨酸

和第３９位的精氨酸分别突变为丙氨酸.比较野生

型和突变蛋白水解底物PNPP的能力,发现突变蛋

白水解PNPP 的能力下降,证实了２型猪链球菌

LMWＧPTP的磷酸酶活性依赖于第３３位半胱氨酸

残基和第３９为精氨酸残基.
蛋白磷酸化在细菌生命活动中发挥着至关重要

的作用,如细胞生长,增殖,代谢以及毒力调节.前

期我们已经发现２型猪链球菌存在丝苏氨酸磷酸

化,并鉴定出丝苏氨酸激酶stk的多个底物,但是对

２型猪链球菌酪氨酸磷酸化仍不清楚.通过对２型

猪链球菌LMWＧPTP的酪氨酸磷酸酶特性进行分

析,为后续２型猪链球菌LMWＧPTP的底物鉴定以

及评估LMWＧPTP在２型猪链球菌生理和致病机

制中发挥的作用奠定了基础.
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