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研究报告 

前导肽切割位点对Ⅱ类羊毛硫细菌素切割酶活性的影响 

张彤 1,2  张杰 1  钟瑾*1,2 
1 中国科学院微生物研究所 微生物资源前期开发国家重点实验室  北京  100101 

2 中国科学院大学  北京  100049 

摘  要：【背景】Ⅱ类羊毛硫细菌素大多是由革兰氏阳性菌的核糖体合成并经过翻译后修饰产生的小

肽，其生物合成的最后一步是由转运蛋白 LanT N 端的肽酶结构域对前导肽进行切割，释放出有活性

的羊毛硫细菌素，但目前关于该类羊毛硫细菌素前导肽的切割机制尚不清楚。【目的】考察前导肽切

割位点对不同链球菌来源的肽酶结构域 BovT150 和 SboT150 酶切活性的影响。【方法】运用不依赖连

接酶的定点突变技术构建前导肽切割位点突变的前体蛋白表达载体，在大肠杆菌(Escherichia coli)中分别

表达纯化野生型前体(BovAm 和 SboAm)、突变型前体及对应的切割酶(BovT150 和 SboT150)，构建体外

酶切体系，利用 HPLC、抑菌活性分析和 MALDI-TOF MS 检测前导肽的切除情况。【结果】BovT150

不仅能够切割 BovAm 的 GG 和 GA 位点，也能切割 SboAm 的 GG 和 GA 位点，并且对切割位点为 Gly

的前体切割活性较高；SboT150 仅能切割 SboAm 的 GG 和 GA 位点，而对切割位点为 Ala 的活性较高。

【结论】II 类羊毛硫细菌素前导肽切割位点氨基酸残基的改变不同程度地影响切割酶的切割效率。 
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Abstract: [Background] Class  lantibiotics are ribosomally syⅡ nthesized and post-translationally modified 
peptides, mainly produced by Gram-positive bacteria. In the last step of its biosynthesis, the N-terminal 
peptidase domain of transporter protein LanT cleaves the leader peptide to produce active lantibiotics. 
However, the removal mechanism of leader peptide in this class lantibiotics is still not clear. [Objective] To 
investigate the effects of cleavage sites on the activity of peptidases domain BovT150 and SboT150 from 
different streptococci. [Methods] Expression vectors for the precursor peptides with mutated cleavage sites 
were constructed by site-directed ligase-independent mutagenesis and then the wild-type precursors (BovAm 
and SboAm), their mutant precursors, as well as the corresponding peptidases (BovT150 and SboT150) were 



张彤等: 前导肽切割位点对Ⅱ类羊毛硫细菌素切割酶活性的影响 2199 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

expressed and purified in E. coli. The precursors were separately incubated with each peptidase in vitro and 
the removal efficiencies of the leader peptides were assessed by HPLC, antimicrobial activity assay and 
MALDI-TOF MS. [Results] Both cleavage sites GG and GA of BovAm and SboAm allowed BovT150 to 
retain peptidase activity, and Gly was more suitable to be processed by BovT150. Only cleavage sites GG 
and GA of SboAm were accessible to SboT150, which cleaved Ala more efficiently. [Conclusion] The 
change of amino acid residues at the cleavage sites of leader peptides affected the efficiencies of class  Ⅱ
lantibiotic peptidases in varying degrees. 

Keywords: Lantibiotics, Leader peptide, Peptidase, Cleavage site 

羊毛硫细菌素(Lantibiotics)是一类主要由革兰

氏阳性菌的核糖体合成，经过翻译后修饰产生的天

然产物，它具有丰富的结构多样性和抑菌活性多样

性[1-2]。羊毛硫细菌素最显著的特点是分子内含有形

成硫醚环的特殊氨基酸——羊毛硫氨酸(Lan)和 β-

甲基羊毛硫氨酸(MeLan)[3]，它们赋予了羊毛硫细菌

素一系列优良的性质，例如热稳定性、蛋白酶抗性、

耐酸性以及抑制耐药性菌株(如 MRSA 和 VRE 等)

的特性[4]。近年来，抗生素的滥用导致细菌耐药性

增强，而新型抗感染类药物的缺乏已经对全球公共

卫生安全造成了严重的影响。羊毛硫细菌素因其独

特的抑菌机制[5-7]而不易引起细菌产生耐药性，并且

它作为一种小肽，容易被消化吸收而不产生残留，

不会对人体产生副作用[8]，因此对羊毛硫细菌素的

研究和应用已引起了科研者的广泛关注。 

羊毛硫细菌素的生物合成是一个相对复杂的

过程，需要生物合成基因簇上的多个基因共同发挥

作用，以基因座名称 lan 统一命名该基因簇。根据

修饰酶 LanM 的不同，羊毛硫细菌素可分为 4 类(Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ类) [9]，其中Ⅱ类 Lantibiotics 由双功能

酶 LanM 完成修饰且其成员众多，具有较优良的抑

菌活性[10]。Ⅱ类 Lantibiotics 基因簇包括前体基因

lanA (经过翻译后修饰的前体为 LanAm)、修饰酶

基因 lanM 和转运基因 lanT 等。但是某一个特定

Lantibiotic 有其专属的命名，例如 Lacticin 481 生物

合成相关基因采用 lac 命名，而 Bovicin HJ50 生物

合成相关基因采用 bov 命名。Ⅱ类 Lantibiotics 生物

合成过程如下：首先在核糖体中合成前体蛋白 LanA 

(包括前导肽和核心肽两部分)；LanA 经修饰酶

LanM 的作用，形成修饰后的前体蛋白(LanAm)，然

后 LanAm 被转运蛋白 LanT 转运到胞外并切除前导

肽，形成具有活性的羊毛硫细菌素[11]。 

转运蛋白 LanT 在Ⅱ类羊毛硫细菌素的生物合

成过程中发挥着重要的功能，它属于 ABC 转运子

成熟与分泌蛋白(ABC transporter maturation and 

secretion，AMS)家族，由三部分组成：N 端的肽酶

结构域 PEP (Peptidase domain)、C 端的核苷酸结合

结构域 NBD (Nucleotide-binding domain)和中间的

跨膜结构域 TMD (Transmembrane domain) [12]。其中

N 端肽酶结构域的主要作用是对底物前导肽 C 末端

的 GG 或 GA 位点进行切割，从而切除前导肽。研

究表明 LanT N 端 150 个氨基酸(LanT150)可能具备

体 外 切 割 前导 肽 的 功 能， 而 目 前 仅有 LctT150 

(Lacticin 481 的切割酶)和 NukT150 (Nukacin ISK-1

的切割酶)被证明具备该功能[13-14]，其中 Furgerson 

Ihnken 等发现前导肽中的 GG 位点对 LctT150 肽酶

水解活性很重要[13]。 

本工作是对两个Ⅱ类羊毛硫细菌素 Bovicin 

HJ50 和 Salivaricin B 进行研究，它们分别对巨大芽

孢 杆 菌 (Bacillus megatherium) 和 酿 脓 链 球 菌

(Streptococcus pyogenes)具有很好的抑制作用[15-16]。

Bovicin HJ50 是由牛链球菌(S. bovis) HJ50 产生的，

其前体的前导肽是由切割酶 BovT150 切掉，而

Salivaricin B 是由唾液链球菌(S. salivarius) K12 产

生的，由切割酶 SboT150 将其前体的前导肽切掉。

从分子结构可以看出(图 1A)，Bovicin HJ50 和

Salivaricin B 分别具有典型和非典型(含有一个二硫

键形成的环结构) II 类 Lantibiotics 的特征，然而它

们前导肽切割位点对切割效率影响的研究还未见

报道。本研究以这两种 Lantibiotics 为研究对象，考
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察不同的前导肽切割位点分别对切割酶 BovT150

和 SboT150 活性的影响，为开发高效的羊毛硫细菌

素切割酶奠定理论基础。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要菌株和质粒 

E. coli DH5α、BL21(DE3)和 Rosetta(DE3)感受态

细胞购于北京博迈德基因公司。质粒 pET28a-bovAM 

(Bovicin HJ50 的前体蛋白 BovAm 表达载体)、

pET28a-bovT150、pETDuet-sboAM (Salivaricin B 的

前体蛋白 SboAm 表达载体)和 pET28a-sboT150 由本

实验室保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

质粒提取试剂盒、DNA 琼脂糖凝胶回收试剂

盒、PCR 产物回收试剂盒和 DNA Marker 均购于博迈

德公司；DpnⅠ限制性内切酶购于 Thermo Scientific

公司；IPTG 购于 VWR Chemicals 公司；Protein 

marker 购于 Genstar 公司；High-Fidelity Master Mix

和 DNA Loading Buffer 购于北京擎科公司；一步法

快速克隆试剂盒购于翊圣公司；Ni-NTA His 结合树

脂购于 GE 公司；色谱纯乙腈购于 MREDA 公司；

色谱纯三氟乙酸(TFA)购于 DIKMA 公司。 

PCR 仪购于 Bio-Gener 公司；DNA 琼脂糖凝胶

电泳仪购于君意公司；蛋白电泳仪购于 Bio-Rad 公

司；凝胶成像系统购于天能公司；高效液相色谱

(HPLC)购于岛津公司；5800 蛋白质组分析器质谱

仪购于 Applied Biosystems 公司。引物由北京天一

辉远公司合成，测序由北京睿博兴科公司完成。 

1.1.3  培养基 

培养 E. coli 使用 LB 培养基[17]，需要时向其中

加入终浓度 50 μg/mL 卡那霉素、100 μg/mL 氨苄青

霉素或 20 μg/mL 氯霉素。 

培养指示菌 Micrococcus luteus NCIB 8166 使用

S1 培养基[18]。 

1.2  方法 
1.2.1  前体序列比对分析 

将 II 类羊毛硫细菌素的前体 LctA、NukA、

MutA、SboA 和 BovA 氨基酸序列以 FASTA 格式

导入 ClustalW 网站(https://www.genome.jp/tools-bin/ 

clustalw)进行序列比对，随后用 DNAMAN 软件对

结果进行标注分析。 

1.2.2  前导肽序列突变载体构建 

根据 Chiu 等所述的定点突变方法(Site-directed 

Ligase-Independent Mutagenesis，SLIM)[19]设计引

物(表 1)，将 Bovicin HJ50 的前导肽切割位点氨基 

 

 
 

图 1  II 类羊毛硫细菌素前体序列比对(A)及其一级结构(B) 
Figure 1  Sequence alignment of class II lantibiotics precursors (A) and primary structure of the lantibiotics (B) 
注：红色：序列相似性为 75%；蓝色：序列相似性为 100%；−1：前导肽 C 端的最后一位氨基酸；1：核心肽 N 端的第一位氨基酸；

箭头：切割酶切割前导肽的位置. 
Note: Red: Sequence similarity level is 75%; Blue: Sequence similarity level is 100%; −1: The last amino acid of C-terminal region of the 
leader peptide; 1: The first amino acid of N-terminal region of the core peptide; Arrow: The position of leader peptide cleaved by peptidase. 
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表 1  本研究所用到的 PCR 引物 
Table 1  Primers used in this study   

Primers name Primers sequence (5′→3′) Size (bp) Purpose 

BovG-1A-L1 GAAATGTTAATTGGTGCTGCAGATCGTGGATGG 8 085 Constructing 
pET28a-bovAM(G-1A) 

BovG-1A-S1 TAATTCTTGGTCACTCACAGTCTC  

BovG-1A-L2 CCATCCACGATCTGCAGCACCAATTAACATTTC  

BovG-1A-S2 ATTAAGACTTTAACAAAAGATTGTC  

SboA-1G-L1 GATTACTCCACCACCACCACCAAGAACGTTATCAAG 8 324 Constructing 
pETDuet-sboAM(A-1G) 

SboA-1G-S1 CAAACCATTTCACACGAATG  

SboA-1G-L2 CTTGATAACGTTCTTGGTGGTGGTGGTGGAGTAATC  

SboA-1G-S2 TTCTTCAAGAGTCAATTCTTG  

 
 

酸残基由 Gly(ggt)突变成 Ala(gct)，突变体前体基因

命名为 bovA(G-1A)，而将 Salivaricin B 的 Ala(gct)突

变成 Gly(ggt)，突变体前体基因命名为 sboA(A-1G)。

以 pET28a-bovAM 为模板进行 PCR 扩增，反应体

系(50 µL)：2×High-Fidelity Master Mix 25 µL，引物

BovG-1A-L1 和 BovG-1A-S1 (10 μmol/L)各 2 µL，质

粒 pET28a-bovAM (150 ng/μL) 1 µL，ddH2O 20 µL。

PCR 反应条件：98 °C 30 s；98 °C 10 s，56 °C 20 s，

72 °C 2 min，30 个循环；72 °C 10 min；16 °C 保存。

PCR 回收产物经 DpnⅠ酶切后进行退火反应，然后

将产物转化至 E. coli DH5α 感受态细胞，待克隆长

出后挑取转化子培养，提取质粒测序鉴定，得到突

变载体 pET28a-bovAM(G-1A)。按照同样的方法构

建突变载体 pETDuet-sboAM(A-1G)。 

1.2.3  蛋白表达纯化 

将质粒 pET28a-bovAM、pET28a-bovAM(G-1A)

和 pET28a-bovT150 转化至 E. coli BL21(DE3)感受

态细胞，pETDuet-sboAM、pETDuet-sboAM(A-1G)

和 pET28a-sboT150 转化至 E. coli Rosetta(DE3)感受

态细胞。E. coli BL21(DE3)和 Rosetta(DE3)于 37 °C、

220 r/min 培养，待菌液浓度 OD600 为 0.6−0.8 (对数

生长期)时，加入 IPTG 至终浓度为 0.5 mmol/L，

18 °C、180 r/min 振荡培养 20 h。4 °C、5 000 r/min

离心 30 min 收集菌体，重悬菌体以 400 W 功率超

声破碎 25 min，切割酶蛋白 BovT150 和 SboT150

利用钴柱纯化，其余前体蛋白利用镍柱纯化，具体

操作见说明书。 

1.2.4  体外酶切反应 

两种切割酶 BovT150 和 SboT150 经超滤浓缩后，

交换至 Assay buffer (50 mmol/L Na2HPO4，50 mmol/L 

Na2SO4，pH 7.4)。根据 Tricine-SDS-PAGE 胶上对

应的蛋白条带宽度估算底物 BovAm、SboAm 及其

突变体和切割酶 BovT150、SboT150 的浓度，并将

底物和切割酶分别稀释成相同浓度。按照终浓度为

BovT150≈2×BovAm 建立体外酶切反应体系。体系

总体积为 400 μL，25 °C 分别反应 3 h 和 8 h 后取样

用于后续分析。 

1.2.5  HPLC 分析酶切产物 

反应时间为 3 h 的反应液以 13 000 r/min 离心

5 min 后，0.22 μm 水系滤膜过滤，得到的样品利

用 HPLC 进行检测。使用岛津公司的 InertSustain

系列 C18 分析柱，采用梯度洗脱的方法，流速为

1.0 mL/min。流动相 A 相为含 0.1% TFA 的超纯水，

B 相为含 0.1% TFA 的色谱纯乙腈。该 C18 柱的平衡

浓度为 5% B，洗脱浓度范围为 30%−70% B，25 min。 

1.2.6  抑菌活性测定 

反应液的抑菌活性采用琼脂打孔扩散法测定。

挑取 M. luteus NCIB 8166 种子平板的菌，悬浮混匀

于 5 mL 生理盐水，加入融化的 S1 固体培养基混匀，

倒入无菌培养皿中。待培养基凝固后，用直径 7 mm

打孔器在指示菌平板上打孔，每孔加入 50 μL 样品，

30 °C 培养 24−36 h 观察抑菌圈。 
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1.2.7  质谱鉴定 

取200 μL反应8 h的酶切产物由Zip-tip (Millipore)

除盐，最后溶于 60%的乙腈水溶液中制备成样品。

质谱采用 MALDI-TOF MS 5800 蛋白质组分析器进

行样品分子量检测。基质 CHCA 水溶液(5 mg CHCA 

溶解于 1 mL 50%乙腈水溶液，含 0.1% TFA)上样量

为 1 μL，样品上样量为 1.2 μL。 

2  结果与分析 

2.1  前体序列分析 

为了比较前导肽序列的保守性，利用 ClustalW

对 5 种Ⅱ类的羊毛硫细菌素前体(LctA、NukA、

MutA、SboA 和 BovA，前 3 种的前体序列在Ⅱ类

羊毛硫细菌素中具有代表性)氨基酸序列进行比对

(图 1B)，从图 1B 可以看出，这 5 种羊毛硫细菌素

的前导肽在−3 至−8 区间的序列相似性较高，由于该

区域被认为与Ⅱ类羊毛硫细菌素的成熟加工密切

相关，推测 BovT150 和 SboT150 具有与其他Ⅱ类

切割酶相似的切割机制。BovA 和 MutA 的前导肽

切割位点是 GG，而 SboA 等其他 3 种均为 GA，可

以看出切割位点残基的保守性较高，因此考察 GG

和 GA 位点的变换对切割酶活性的影响。 

2.2  异源表达前体蛋白和切割酶蛋白 

运用本实验室建立的羊毛硫细菌素半体外生

物合成系统(Semi-in vitro biosynthesis，SIVB)[20]，在

E. coli 中共表达前体基因 lanA 和修饰酶基因 lanM，

获得修饰后的前体蛋白 LanAm，将 LanAm 与单独

表达获得的切割酶 LanT150 在体外进行酶切反应，

从而得到有活性的羊毛硫细菌素，该系统结合定点

突变技术可方便快捷地获得突变体前体蛋白。本研

究针对两个羊毛硫细菌素前导肽切割位点的氨基

酸残基进行突变，将 bovA 前导肽−1 位氨基酸 Gly

突变为 Ala，命名为 bovA(G-1A)；将 sboA 前导肽

−1 位氨基酸 Ala 突变 Gly，命名为 sboA(A-1G)。在

E. coli BL21(DE3)中将野生型前体基因 bovA 和突

变型前体基因 bovA(G-1A)分别与 bovM 共表达，得

到经过修饰的野生型前体蛋白 His6-BovAm 和突变型

前体蛋白 His6-BovAm(G-1A)。计算得到它们的分子

量分别为 8 277 Da 和 8 291 Da，经 Tricine-SDS-PAGE

检测可以看到清晰的条带(图 2A)。由于 E. coli 

BL21(DE3)不含稀有密码子的 tRNA，因此在 E. coli 

Rosetta(DE3)中运用同样的共表达方法获得含稀

有密码子的野生型前体 His6-SboAm (分子量大小 

 

 
 

图 2  四种前体蛋白(A)和两种切割酶(B)的 Tricine-SDS-PAGE 电泳图 
Figure 2  Tricine-SDS-PAGE of four precursor peptides (A) and two peptidases (B) 
注：A：1：蛋白 Marker；2：纯化的 His6-BovAm 蛋白；3：纯化的 His6-BovAm(G-1A)蛋白；4：纯化的 His6-SboAm 蛋白；5：纯化

的 His6-SboAm(A-1G)蛋白. B：1：蛋白 Marker；2：纯化的 BovT150-His6 蛋白；3：纯化的 SboT150-His6 蛋白. 
Note: A: 1: Protein marker; 2: Purified His6-BovAm; 3: Purified His6-BovAm(G-1A); 4: Purified His6-SboAm; 5: Purified 
His6-SboAm(A-1G). B: 1: Protein marker; 2: Purified BovT150-His6; 3: Purified SboT150-His6. 
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为 7 740 Da)和突变型前体 His6-SboAm(A-1G) 

(分子量大小为 7 726 Da) (图 2A)。另外两种切

割酶 BovT150-His6 和 SboT150-His6 的大小分别

为 18.6 kD 和 18.5 kD (图 2B)。 

2.3  HPLC 检测体外酶切产物 

利用切割酶在体外酶切修饰后的前体可以得

到成熟肽。由于成熟肽和前体的疏水性不同，经过

C18 反相柱分离后会在不同保留时间出现色谱峰。

以 His6-BovAm 为底物，分别利用 BovT150 和

SboT150 进行酶切。从图 3A 中可以看到，BovT150

酶切对应前体 BovAm (色谱保留时间为 19.5 min)，

得到了成熟肽 Bovicin HJ50 的色谱峰(保留时间为

17.5 min)。然而 SboT150 酶切 BovAm 后未出现成

熟肽的色谱峰，表明 SboT150 不能切掉 BovAm 的

GG 位点。当将 Bovicin HJ50 前导肽的切割位点突

变为 GA 时，SboT150 仍然不能切掉 Bovicin HJ50

的前导肽。此时虽然 BovT150 也能切割 GA 位点，

但产生的成熟肽浓度明显低于 GG 位点切割产生

的，表明 BovT150 的切割效率降低(图 3B 和表 2)。 

当以 His6-SboAm 为底物时，SboT150 酶切得

到了成熟肽 Salivaricin B (其前体和成熟肽的保留时

间分别为 24.5 min 和 21 min，图 3C)。此时 BovT150

竟也能切割 SboAm 的前导肽，得到成熟肽的色谱

峰。将 Salivaricin B 前导肽切割位点由 GA 突变

为 GG 后，SboT150 和 BovT150 都能将其切掉，

但从成熟肽浓度可以看出，SboT150 的相对切割

效率降低，而 BovT150 的相对效率升高(图 3D 和

表 2)。 

 

 
 

图 3  酶切产物的 HPLC 谱图和抑菌活性 
Figure 3  The HPLC spectra and antimicrobial activities of the enzymatic products  
注：A：BovAm；B：BovAm(G-1A)；C：SboAm；D：SboAm(A-1G). 1：反应 Buffer；2：SboT150；3：BovT150；箭头：成熟肽

吸收峰. 
Note: A: BovAm; B: BovAm(G-1A); C: SboAm; D: SboAm(A-1G). 1: Assay buffer; 2: SboT150; 3: BovT150; Arrow: The peak of mature 
peptides. 
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表 2  成熟肽的产量 
Table 2  The production of mature peptides 

前体 

Precursor 

切割酶 

Peptidase 

峰面积 

Peak area 

BovAm BovT150 1 199 422 

BovAm SboT150 0 

BovAm(G-1A) BovT150 125 946 

BovAm(G-1A) SboT150 0 

SboAm BovT150 258 560 

SboAm SboT150 384 887 

SboAm(A-1G) BovT150 677 391 

SboAm(A-1G) SboT150 207 476 

 

2.4  酶切产物的抑菌活性检测 

由于前体的前导肽被切除后才能显示出抑菌

活性，通过对酶切产物抑菌活性的分析也能考察

BovT150 和 SboT150 对野生型和突变型前体的酶切

活性。从图 3 右侧的抑菌活性图可以看出，出现成

熟肽色谱峰(图 3A 和 3B 的保留时间为 17.5 min，

图 3C 和 3D 的保留时间为 21 min)的酶切产物均显

示抑菌活性，未在对应时间出现吸收峰的酶切产物

均无抑菌活性。以上结果再次表明，BovT150 可以

切割 BovAm 和 SboAm 前导肽的 GG 和 GA 位点，

而 SboT150 仅能切割 SboAm 的 GG 和 GA 位点。 

2.5  质谱鉴定酶切产物 

为了验证切割酶对前体切割后是否产生了成

熟肽以及切割位点是否和预期一致，对上述酶切产

物进行了质谱分析。从 Bovicin HJ50 和 Salivaricin B

前导肽的–1 位氨基酸残基进行切割，产生的成熟肽

分子量分别为 3 428 Da 和 2 732 Da[16,21]。质谱结果

显示，当以 BovAm 作为底物时，BovT150 酶切后

的反应产物检测到了分子量为 3 428.0 Da 的质谱峰

(图 4A)，而在 SboT150 酶切产物中没有检测到(图 4B)，  

 

 
 

图 4  酶切产物的质谱图 
Figure 4  Mass spectra of the enzymatic products 
注：A：BovT150 切割 BovAm；B：SboT150 切割 BovAm；C：BovT150 切割 SboAm；D：SboT150 切割 SboAm. 
Note: A: BovAm cleaved by BovT150; B: BovAm cleaved by SboT150; C: SboAm cleaved by BovT150; D: SboAm cleaved by SboT150. 
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表明 BovT150 能切割 BovAm 的 GG 位点，而 SboT150

不能。当以 BovAm(G-1A)作为底物时，经 SboT150

酶切后未检测到成熟肽的分子量，表明 SboT150 不

能切割底物的 GA 位点；该底物经 BovT150 酶切也

未出现相应的分子量，推测可能是由于成熟肽的产量

较低(从 HPLC 成熟肽的色谱峰可以看出)。当分别以

SboAm 和 SboAm(A-1G)作为底物时，BovT150 和

SboT150 的酶切产物都检测到了分子量为 2 731.6 Da

的质谱峰(图 4C 和 4D)，表明 BovT150 和 SboT150

均能切割 SboAm 的 GG 和 GA 位点。详细的酶切

产物质谱检测结果见表 3。 

3  讨论与结论 

羊毛硫细菌素的生物合成是一个十分复杂却

又精准的过程，而前导肽在这个过程中发挥的作用

一直是研究的热点。一般认为，前导肽可以保护合

成的前体不被产生菌的蛋白酶降解，且保护产生菌

不被自身产生的物质杀伤(一般未去除前导肽的前

体不具有生物活性)。羊毛硫细菌素的前导肽中还存

在修饰酶的识别基序和转运蛋白的识别序列及切

割位点，以指导其进行翻译后修饰和成熟过程[22]。

目前Ⅱ类羊毛硫细菌素中，有关前导肽切割位点的

报道较少，值得深入研究。例如对 Mutacin II 的研

究发现，前导肽 G-1A 的突变引起 Mutacin II 成熟

肽的生物合成受阻，推测是由于切割位点的突变导

致前体不能被切割酶切掉[23]。将 Lacticin 481 的前导 

 
表 3  酶切产物的分子量 
Table 3  Molecular weights of the enzymatic products 

前体 

Precursor 

切割酶 

Peptidase 

切割位点 

Cleavage site 

分子量 

Molecular weights (Da)

BovAm BovT150 GG 3 428.0 

BovAm SboT150 GG − 

BovAm(G-1A) BovT150 GA − 

BovAm(G-1A) SboT150 GA − 

SboAm BovT150 GA 3 731.6 

SboAm SboT150 GA 2 731.6 

SboAm(A-1G) BovT150 GG 2 731.6 

SboAm(A-1G) SboT150 GG 2 731.6 

Note: −: No product was detected. 

肽切割位点 Ala-1 突变为残基 Asp、Lys 或 Ile，完

全破坏了 His10-LctT150 的蛋白酶活性，而 A-1G 突

变体前体却能够被 His10-LctT150 切割，并且与野生

型的成熟肽产量相差不大[13]。在本研究中，Bovicin 

HJ50 和 Salivaricin B 的分子结构分别是非典型和典

型 II 类羊毛硫细菌素的代表，对其前导肽切割位点

的研究有助于全面了解该类前导肽的切割机制。虽

然两者前导肽序列相似度很低，但都具有保守的−3

至−8 区，以及切割位点 GG 或 GA (图 1A)。结合液

相色谱、抑菌活性以及质谱分析结果发现，BovT150

对前导肽切割位点为 Gly 的切割效率较高，而

SboT150 对前导肽切割位点为 Ala 的切割效率较

高。这表明 BovT150 和 SboT150 对酶切位点的选

择性都不同于 LctT150 (其对 Gly 和 Ala 的作用效率

几乎一致)。 

BovT150 和 SboT150 对不同切割位点的选择性

可能与其空间结构或底物序列相关。由于迄今 II 类

羊毛硫细菌素切割酶的空间结构尚未得到解析，从

与其属于同一家族(半胱氨酸蛋白酶)的 ComA 的

PEP 空间结构可以得到一些信息[24]。该 PEP 的晶体

结构数据显示，其结构中存在一个底物通道，适合

底物前导肽的双甘氨酸位点(GG)进入。当将 GG 位

点突变为 GA 后，该 PEP 的催化效率下降约 800 倍，

推测是由于突变后残基较大，使 GA 位点较难进入

底物通道[24]。本研究中发现 BovT150 对切割位点

GG 的催化活性明显高于 GA，推测也可能是与

BovT150 的底物结合区域有关。然而 SboT150 对切

割位点 GA 的催化活性高于 GG，这与底物通道理

论的预测不一致，推测除氨基酸残基的大小外，该

位点氨基酸残基的性质(例如疏水性)或空间构象也

影响切割酶的效率。这些推论还有待进一步的研究

确认。 

目前针对羊毛硫细菌素的 PEP 研究不多，主要

集中于 PEP 对同源前导肽的切割活性研究。本研究

中 BovT150 能 够 切 除 异 源 羊 毛 硫 细 菌 素 前 体

SboAm 及其突变体 SboAm(A-1G)的前导肽，而

SboT150 对 BovAm 及其突变体都无酶切活性，表
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明 BovT150 蛋白具有一定的底物宽泛性，有潜力作

为工具酶去进行外源蛋白的特异性切割，这将有助

于对一些生物合成基因簇中缺乏切割酶的羊毛硫

细菌素进行体外生物合成。这些对羊毛硫细菌素切

割酶与切割位点相互作用的研究将极大促进羊毛

硫细菌素的开发与应用。 
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