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摘  要 : 为获得高抗菌活性聚乙二醇 (PEG) 定点修饰的溶葡萄球菌酶 (Lysn)，根据该酶的高级结构，在它的

催化域和结合域上优选 8 个位点 (Q9、N13、N40、T172、N174、G197、V240 和 T244)，将其分别突变成半

胱氨酸，纯化后的溶葡萄球菌酶突变体经 DTT 处理后与 20 kDa 的单甲氧基聚乙二醇马来酰亚胺 (mPEG-MAL)

进行定点修饰反应，RP-HPLC 分析显示 PEG 修饰率大于 70%，修饰产物经 MacroCap SP 阳离子交换层析纯化

后，PEG 化溶葡萄球菌酶的纯度大于 95%。比浊法和最小抑菌浓度 (MIC) 实验表明 20K-PEG-LysnV240C 和

20K-PEG-LysnT244C 的抗菌活性维持在原来的 50%左右。研究结果为溶葡萄球菌酶全身给药治疗金黄色葡萄

球菌感染奠定基础。 
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Site-specific PEGylation of recombinant lysostaphin 

Hairong Lu1,2, Yitao Zhang1, and Qingshan Huang1,2 

1 Shanghai Hi-Tech United Bio-Technological R&D Co. Ltd., Shanghai 201206, China 
2 State Key Laboratory of Genetic Engineering, Institute of Genetics, School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200433, China 

Abstract:  Lysostaphin (Lysn) is an antibacterial metalloendopeptidase that cleaves the pentaglycin bridges in the cell 
wall of Staphylococci. Although many studies have demonstrated its high activity in vitro, the medical application of Lysn 
has been hampered by its short half-life in vivo. In order to enhance its stability in vivo without significantly suppressing the 

生物技术与方法
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enzymatic activity, we designed and tested eight single cysteine substitutions in Lysn for covalent attachment of 
polyethylene glycol chains (PEGylation). The purified mutants, fully reduced by Dithiothreitol (DTT), were treated with 
mPEG-MAL(20 kDa). The PEG modification efficiency was above 70% as determined by reverse-phase high-pressure 
liquid chromatography (HPLC) analysis. The PEG-Lysn proteins were further purified by cation exchange chromatography 
(MacroCap SP), reaching at least 95% purity. The activities of the PEG-Lysn proteins were determined by the turbidity and 
minimum inhibitory concentration (MIC) assays. We found that the PEGylated V240C and T244C mutants retained about 
50% of the original antibacterial activity of Lysn. Overall, this study will help develop highly stable and active PEG-Lysn 
to treat systemic S. aureus infections. 

Keywords:  lysostaphin, Staphylococcus aureus, antibacterial activity, minimum inhibitory concentration 

金黄色葡萄球菌是临床主要病原菌，它能

引起肺炎、骨髓炎、心内膜炎及败血症等多种

感染性疾病[1-2]。随着抗生素的广泛使用，金葡

菌耐药性问题日益突出，尤其是耐甲氧西林金

葡菌 (MRSA)[3-4]。MRSA已经造成临床治疗上

的困难及病死率增高，严重威胁人类健康[5-6]。 

溶葡萄球菌酶 (Lysostaphin，Lysn) 是 1964

年 Schindler和 Schuhar[7]首次从模仿葡萄球菌培

养上清中发现并分离的一种细菌素。它是一种

含锌的金属蛋白酶，由特异性靶向细菌细胞壁

的结合结构域和高效水解葡萄球菌细胞壁肽聚

糖中甘氨酸肽键的催化结构域组成 (图 1)。Lysn

通过溶解细菌细胞壁，从而达到杀菌目的，其

对葡萄球菌 (包括 MRSA) 具有很强的杀菌作

用 (MICs 在 0.003–0.125 μg/mL 之间)[8]，并且

不容易诱导产生耐药菌株。但由于 Lysn的体内

半衰期非常短 (<1 h)[9]，它的临床应用还停留在

局部外用阶段，主要用于治疗创面金葡菌感染

和清除鼻部定殖的金葡菌[10-13]。 

如何改善 Lysn的体内稳定性，是扩大其临

床应用所面临的关键问题。近年来，国内外开

展了 Lysn 的 PEG 修饰方面的工作。Walsh 等[14]

报道通过偶联 PEG 到 Lysn 的赖氨酸，PEG 化

Lysn的体内半衰期从原来的不到 1 h提高至 24 h

以上；同时，ELISA检测显示，PEG化 Lysn抗

体的产生水平比 PEG化前降低了 10倍以上，说

明 Lysn经 PEG化后，不但延长了其体内半衰期，

而且显著降低了抗体产生。然而由于是非定点

修饰 (Lysn有 16个赖氨酸可被修饰)，修饰后产

物的异构体多，其中大部分位点的修饰会降低

Lysn与细菌细胞壁 (大的网状结构) 的亲和力，

导致生物活性急剧下降。最近，王永等[15]同样

也进行了 Lysn的 PEG非定点修饰工作，获得的

PEG-Lysn的生物活性只有原来的 25%。吴宏等[16]

在 Lysn 两个结构域之间的连接区引入半胱氨

酸，再进行 PEG定点修饰 (偶联 PEG至半胱氨

酸的巯基)，虽然产物单一，但抗菌活性只有修

饰前的 20%左右。 

之前 PEG修饰 Lysn研究的一个重要限制因

素是该酶的空间结构尚不明确，因此只有充分

了解 Lysn的作用机制以及两个结构域之间的相

互关系，才能更好地进行该酶的 PEG修饰。最

近我们[17]和 Sabala 等[18]对 Lysn 高级结构的研

究，阐明了该酶高效裂解细菌细胞壁的作用依

赖于两个结构域之间一定范围内的相对运动。

为获得高抗菌活性 PEG定点修饰的 Lysn，本文

根据 Lysn高级结构，优选 8个位点，将其分别

突变成半胱氨酸，再进行 PEG 定点修饰，并进
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一步用比浊法和最小抑菌浓度  (MIC) 法评价

了 PEG化 Lysn的体外抗菌活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
表达载体 pET28a(+)、大肠杆菌表达菌株

BL21(DE3) 购自 Novagen公司；金黄色葡萄球

菌 Staphylococcus aureus ATCC 6538购自中国生

物制品检定所；限制性内切酶、T4 DNA连接酶

购自 NEB公司；DNA marker、低分子量标准蛋

白质购自 TaKaRa公司；质粒抽提试剂盒、胶回

收试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自天根生

化科技有限公司；定点突变引物由上海生工生物

工程有限服务公司合成；QuikChange lightning 

site-directed mutagenesis kit 购自 Stratagene 公

司；mPEG-MAL (单甲氧基聚乙二醇马来酰亚胺) 

购自北京键凯科技有限公司； 

1.2  Lysn 的表达和纯化 
为在大肠杆菌中表达 Lysn，在编码成熟

Lysn 基因的 5ʹ端引入 NcoⅠ位点和编码 OmpA

信号肽的基因序列；在其 3ʹ端引入 Hind Ⅲ位

点。OmpA-Lysn基因片段经 NcoⅠ和 Hind Ⅲ双

酶切，割胶回收 OmpA-Lysn 基因片段，克隆到

pET28a(+) 载体的 NcoⅠ和 Hind Ⅲ位点之间，

构建重组表达质粒 pET28a-OmpA-Lysn，阳性克

隆送上海英骏生物公司测序。将测序正确的表

达质粒转化 BL21 (DE3) 感受态细胞，获得表达

Lysn的工程菌。 

挑单克隆接种于 LB培养液 (含 30 mg/L卡

那霉素)，37 ℃振荡培养过夜，按 1%接种到相同

的 LB培养液中，37 ℃振荡培养至光密度值 (波

长 600 nm) 约为 0.6时，加入终浓度为 0.05 mmol/L

的 IPTG诱导蛋白表达，继续 37 ℃振荡培养，

诱导 4 h左右，离心收集发酵上清，保存于 4 ℃。 

将离心后发酵上清进样至预先用 50 mmol/L 

Tris-HCl缓冲液 (pH 9.0)平衡的 Capto MMC阳

离子交换层析柱 (26 mm×60 mm)，用含 1.0 mol/L 

NaCl的 Tris-HCl缓冲液洗脱，收集目的峰。收

集峰经超滤浓缩后，进样至 Sephadex G50凝胶

过滤层析柱进行精纯，用含 150 mmol/L NaCl

的 PBS 缓冲液 (pH 7.0) 进行洗脱，收集目的

峰。纯化后的样品经超滤浓缩后置于–20 ℃冷冻

保存备用。 

用 12% SDS-PAGE测定重组蛋白样品的大

小和纯度。以牛血清白蛋白为标准蛋白，用 BCA 

(Bicinchoninic acid，二喹啉甲酸) 法测定蛋白浓度。 

1.3  Lysn 半胱氨酸 (Cysteine，Cys) 突变体

的表达和纯化 
Lysn不含 Cys，通过定点突变技术在拟 PEG

修饰的位置引入一个 Cys，利用 Cys 的巯基和

mPEG-MAL的特异性反应实现定点修饰。为减

少 PEG修饰对 Lysn生物活性的影响，我们根据

Lysn 的高级结构优选 8 个位点进行 Cys 突变，

如图 1所示。拟突变的位点需要满足 3个条件：

必须在分子表面；不在结构域的活性中心一侧；

不在两个结构域的相互作用界面上。 

为表达 Lysn突变体，设计合成系列引物，

以 pET28a-OmpA-Lysn 为 模 板 ， 按 照

QuikChange® lightning site-directed mutagenesis
试剂盒的标准操作进行扩增，产物用 DpnⅠ消

化模板，然后转化 DH5α。挑克隆测序分析，将

测序正确的表达质粒转化 BL21 (DE3) 感受态

细胞，获得表达 Lysn突变体的工程菌。蛋白的

诱导表达和纯化方法同上。 
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图 1  溶葡萄球菌酶中 8 个 Cys 突变位点 
Fig. 1  Eight selected sites in lysostaphin for cysteine substitutions. 
 

1.4  比浊法测定重组蛋白抗菌活性 
采用比浊法[19]，在特定条件下细菌悬液浊

度下降值代表 Lysn的酶活。将过夜培养的金葡

菌 (ATCC 6538) 转接后生长到对数中期 (OD600 

大约 0.5)，离心 (5 000 ×g，5 min) 收集菌体。

菌体用 PBS (pH 7.2) 清洗 2次，然后重悬于含

150 mmol/L NaCl的 PBS缓冲液中 (OD600约为

1.0)。在比色皿中加入 20 μL样品 (0.5 mg/mL)

和 2 mL的菌悬液，室温 (25 ℃) 下在分光光度

计 600 nm波长下读数 (间隔 1 min，共 15 min)。 

1.5  重组蛋白的 PEG 修饰以及纯化 
将纯化获得的 Lysn突变体用 20 mmol/L的

DTT 处理 (室温 15 min)，DTT 处理的样品经

SP-650M 阳离子柱纯化去除 DTT。将洗脱峰与

分子量 20 kDa的mPEG-MAL修饰剂按 1∶5摩尔

比混合，再加入 10%的 DMSO，于 4 ℃反应 2–3 h，

RP-HPLC分析 PEG修饰率。反应混合物与纯水

1∶5稀释后，进样至预先用 50 mmol/L NaAc缓

冲液 (pH 4.5) 平衡的MacroCap SP阳离子交换

层析柱 (16 mm×30 mm)，用含 1.0 mol/L NaCl 

的 Tris-HCl缓冲液 (pH 9.0) 梯度洗脱，收集目

的峰。纯化后的样品置于–20 ℃冷冻保存备用。

用 12% SDS-PAGE测定 PEG修饰样品的大小和

纯度。以牛血清白蛋白为标准蛋白，用 BCA法

测定 PEG修饰样品的蛋白浓度。 

1.6  最小抑菌浓度 (MIC) 检测 
采用二倍稀释法测定 MIC。将金黄色葡萄

球菌 ATCC6538 复苏，细菌在营养琼脂平板上

培养过夜，经过 MH 液体培养基逐级稀释至细

菌浓度为 104–105 CFU/mL，备用。待检样品用

MH 培养基二倍稀释成各种所需浓度，分别加

100 μL到 96孔板中，再加入 100 μL含受试菌

液的 MH培养基到 96孔板中与待检样品混匀，

置 35 ℃培养 18–24 h后观察结果。肉眼未见细

菌生长的样品孔中所含药物最小的浓度即为

MIC值。 

2  结果 

2.1  Lysn 及其突变体的表达和纯化 
根据 Lysn 的高级结构，优选 8 个位点进行

Cys突变。通过 QuikChange® lightning site-directed 

mutagenesis点突变试剂盒构建 8个 Lysn突变体

的表达载体，DNA测序结果显示突变体的 DNA

序列均正确。 

将表达 Lysn 和 Lysn 突变体的重组质粒转化

BL21 (DE3) 感受态，经 IPTG诱导表达。Lysn在

信号肽的作用下分泌至发酵上清中。经 Capto 

MMC阳离子交换和 Sephadex G50凝胶排阻纯化，

SDS-PAGE显示重组蛋白位于 27 kDa处，与理论

分子量 (26 941 Da) 相符，且纯度大于 95% (图 2)。 
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图 2  溶葡萄球菌酶半胱氨酸突变体的 SDS-PAGE
分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of single cysteine 
substitutions in lysosatphin. 

2.2  重组蛋白的生物活性测定 
采用比浊法[19]测定重组Lysn及其Cys突变体

的生物活性。结果显示，与 Lysn的溶菌活性相

比，突变体 N40C、V240C 和 T244C 的活性基

本没有下降，分别为 Lysn酶活性的 95%、100%

和 98%；突变体 Q9C和 G197C的活性有轻微下

降，分别为 Lysn酶活性的 88%和 91%；而突变

体 N13C、T172C 和 N174C 的活性下降了近

20%，为 Lysn 酶活性的 82%、81%和 83% (图

3)。说明这些位点的突变对 Lysn 的结构和功能

影响并不明显，纯化获得的突变体可进一步用

于 PEG修饰。 

2.3  PEG 定点修饰及 PEG-Lysn 的纯化 
将Lysn突变体与mPEG-MAL (分子量20 kDa) 

按 1:5摩尔比 4 ℃反应 2–3 h后，RP-HPLC分析

结果显示 Lysn 突变体的 PEG 修饰率大于 70% 

(数据未显示)。将 mPEG-MAL与 Lysn的反应液

经 MacroCap SP 柱纯化。通过梯度洗脱，

PEG-Lysn 最先被洗脱下来。Lysn 被 PEG 修饰

后，蛋白分子表面的带电基团被 PEG覆盖，导

致 PEG-Lysn 带电荷比 Lysn 少，因此与

MacroCap SP阳离子纯化介质的结合能力减弱。

SDS-PAGE显示经纯化后的 PEG-Lysn的纯度达

到了 95%以上 (图 4)。电泳显示 PEG-Lysn位于

70 kDa处，比理论分子量 (47 kDa) 大，可能是

由于线性 PEG分子在 SDS-PAGE中的泳动速度

比橄榄型蛋白分子慢所致。 

2.4  PEG-Lysn 的生物活性测定 
采用比浊法和 MIC 法测定 PEG-Lysn 的生

物活性。结果显示，与 Lysn的溶菌活性相比，

突变体 V240C 和 T244C 经 PEG 修饰后的生物

活性保留较高，分别为 Lysn 酶活性的 45%和

51%；突变体 N174C 和 G197C 经 PEG 修饰后 
 

 
 
图 3  溶葡萄球菌酶 Cys 突变体的生物活性分析 
Fig. 3  The bacteriolytic activities of single cysteine 
substitutions in lysosatphin. 

 

 
 

图 4  PEG 修饰溶葡萄球菌酶的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of PEGylated lysostaphin. 
M: protein marker; 1: single-cysteine mutant 
(LysnQ9C); 2: PEGylation reaction mixture; 3: purified 
20K-PEG-LysnQ9C. 
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的生物活性有明显下降，分别为 Lysn酶活性的

29%和 36%；而突变体 Q9C、N13C、N40C 和

T174C经 PEG修饰后活性急剧下降，分别只有

Lysn酶活性的 9%、11%、20%和 23% (图 5)。 

MIC 实验结果显示，20K-PEG-LysnT244C

和 20K-PEG-LysnV240C对金黄色葡萄球菌ATCC 

6538的MIC均为 0.25 μg/mL，MIC值是 Lysn的

2倍。其他 PEG-Lysn的MIC值在 0.5–1.0 μg/mL

之间，抗菌活性明显低于 Lysn (表 1)。 

3  讨论 

病原菌耐药性问题日趋严重，尤其是

MRSA，因此迫切需要研发具有新型作用模式的

抗菌药物。近年来，抗菌蛋白 (包括细菌素、噬

菌体裂解酶、细菌自溶素等) 因其能高效裂解细

菌细胞壁而具有很好的应用前景 [20-23]。其中

Lysn 的研究最为广泛[24]，它作为治疗创面金葡

菌感染的新药，目前处于临床 III期研究阶段。

但由于 Lysn的体内半衰期问题，它只能局部外

用。PEG 修饰已被广泛应用于蛋白类药物，它

能显著延长药物体内半衰期并减少免疫原性，

增强药物的生物利用度[25-26]。目前有多个 PEG

修饰药物已经上市销售，还有大量 PEG 修饰药

物处于临床研究阶段，然而前期 PEG修饰 Lysn

的研究进展并不顺利[14-16]。 

为获得高生物活性的 PEG-Lysn，本研究基

于 Lysn最新研究的高级结构，在其分子表面优

选 8个位点，通过定点突变技术分别引入 Cys，

完成 8个突变体的构建、表达和生物活性分析。

进一步建立了简便可控、适合放大的 PEG 修饰

和纯化工艺。由于是定点修饰，因此不存在多

P E G 修饰产物或者同分异构体，降低了

PEG-Lysn质量控制的难度。研究过程中发现，

在 PEG修饰前通过 DTT处理，能显著提高 PEG

的修饰率，这可能是由于在表达和纯化过程中

部分巯基已经被氧化，导致无法被 mPEG-MAL

修饰，经过快速 DTT处理，还原 Cys上的巯基。

PEG修饰可以延长 Lysn的体内半衰期，从而延

长体内作用时间，但由于引入的 PEG 会对 Lysn

与细菌细胞壁的结合产生空间位阻，使其溶菌活

性急剧下降。之前，王永等[15]和吴宏等[16]的研究

结果表明，Lysn 分子中赖氨酸的随机 PEG 修饰 

 

 
 
图 5  PEG 化溶葡萄球菌酶的生物活性分析 
Fig. 5  The bacteriolytic activities of PEGylated lysostaphin. 
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表 1  Lysn 和 PEG-Lysn 对金葡菌的最小抑菌浓度 
(MIC) 
Table 1  Antibacterial activity of Lysn and 
PEG-Lysn against Staphylococcus aureus (ATCC 
6538) 

Sample MIC (μg/mL) 

Lysn 0.125 

20K-PEG-LysnQ9C 1.000 

20K-PEG-LysnN13C 1.000 

20K-PEG-LysnN40C 0.500 

20K-PEG-LysnT172C 0.500 

20K-PEG-LysnN174C 0.500 

20K-PEG-LysnG197C 0.500 

20K-PEG-LysnV240C 0.250 

20K-PEG-LysnT244C 0.250 
 

产物和 Lysn 两个结构域之间 linker 处的定点

PEG 修饰产物的溶菌活性都显著下降。与这些

报道相似，我们在研究过程中也发现催化域上

的一些位点 (LysnQ9C和 LysnN13C) 经 PEG修

饰后，其溶菌活性只有修饰前的 10%左右 (图 5)，

提示这些位点的 PEG修饰严重影响了 Lysn催化

域与细菌细胞壁的结合。 

当我们在位于 Lysn结合域的 LysnT244C和

LysnV240C进行 PEG定点修饰后发现，修饰产

物的生物活性能维持在原来的 50%左右，可能

是由于这些位点的修饰对 Lysn结合域与细菌细

胞壁结合的影响相对较小；同时，这些位点远

离 Lysn催化域和结合域的相互作用界面，因此

也不会影响两个结构域之间的协作。由于本研

究中选择 PEG修饰的位点数量有限，不排除有

更好的位点可被用来 PEG修饰，从而进一步提

高 PEG-Lysn的生物活性。在下一步工作中，将通

过金葡菌感染动物模型来验证高活性 PEG-Lysn

的体内生物学活性。 
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