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摘  要：【目的】二氢硫辛酸酰胺脱氢酶(Dihydrolipoamide dehydrogenase，Lpd)是铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa)表面的一种纤溶酶原(Plasminogen，Plg)受体，旨在研究 Lpd 与脂蛋白

(a)[Lipoprotein(a)，Lp(a)]以及 Plg 之间的相互作用。【方法】用大肠杆菌表达 rLpd 及其突变分子

(rLpdK476A、rLpdK477A、rLpdΔKKR)，用酶联免疫吸附实验(ELISA)、亲和色谱层析及 Western 

blot 等技术检测 rLpd 及其突变分子与 Lp(a)、Plg 的相互作用。【结果】ELISA 及亲和色谱层析实

验结果表明，rLpd 可以与 Lp(a)结合但不与 LDL 结合，Lp(a)与 rLpdΔKKR 的结合能力显著低于

其与 rLpd 的结合能力。1 mmol/L 的赖氨酸类似物 6-氨基己酸(EACA)对 rLpd 与 Lp(a)的结合有显

著的抑制作用。1 000 μg/L 的 Lp(a)对 rLpd 与 Plg 的结合起到显著的抑制作用。【结论】Lpd 能够

与 Lp(a)特异性结合，其 476 和 477 两个相邻的赖氨酸残基是与 Lp(a)结合的主要位点，Lp(a)可

以竞争性地抑制 rLpd 与 Plg 的结合。 
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Abstract: [Objective] To investigate the interaction between plasminogen (Plg), lipoprotein(a) 
[Lp(a)] and dihydrolipoamide dehydrogenase (Lpd) on the surface of P. aeruginosa. [Methods] 
Recombinant Lpd and its mutants (rLpdK476A, rLpdK477A, rLpdΔKKR) were used to explore the 
interaction with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and affinity chromatography-binding 
assay followed by Western blot analysis. [Results] The recombinant rLpd and its mutants were 
expressed and purified from Escherichia coli. The results indicated that rLpd could specifically bind 
to Lp(a) but not to LDL. The binding capacity of rLpdΔKKR to Lp(a) is significantly lower than that 
of rLpd. The binding of rLpd to Lp(a) could be significantly inhibited by 1 mmol/L of EACA.      
1 000 μg/L of Lp(a) could inhibit the interaction between rLpd and Plg. [Conclusion] Lpd could bind 
to Lp(a) and the 476th and 477th lysine residues of Lpd were main binding sites. Lp(a) could 
significantly inhibit the binding of Plg to Lpd. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Dihydrolipoamide dehydrogenase, Lipoprotein(a), Plasminogen 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)原名

绿脓杆菌，在自然界中分布极其广泛。铜绿假单胞

菌是医院中最为常见的条件致病菌之一，若宿主正

常的防御机制发生改变或受到破坏，如皮肤粘膜损

坏、烧伤等，就容易引发病原菌的感染[1]，甚至可

能导致患者死亡。 

近年来，很多研究表明 P. aeruginosa可以通过
与宿主纤溶酶原(Plasminogen，Plg)结合，提高其

穿越宿主组织屏障的能力[2]。Plg 是一种相对分子

质量为 90 kD的纤维蛋白溶酶原，主要在肝脏中合

成，最后分泌到血液中发挥作用。Plg 分子中有    

5个连续的 Kringle结构域，在这 5个 Kringle中均

含有可以识别并结合 Plg受体中赖氨酸残基，特别

是羧基末端赖氨酸残基的赖氨酸结合位点(Lysine 

binding site，LBS)[3]，且赖氨酸类似物 6-氨基己酸

(EACA)可以抑制 Plg与受体的结合[4]。目前发现铜

绿假单胞菌中存在很多 Plg受体，如烯醇化酶样蛋

白、表面翻译延长因子(Tuf)、二氢硫辛酸酰胺脱

氢酶(Lpd)等。 

1963年研究者在人类血浆中发现了脂蛋白

(a)[5]，但到目前为止其生理作用仍然不清楚。有研

究表明 Lp(a)可能是心血管疾病的一种危险因子[6]。

Lp(a)是由一分子载脂蛋白(a) [Apolipoprotein(a)，

Apo(a)]和一分子低密度脂蛋白通过二硫键连接形

成的脂蛋白[7]，Apo(a)的 cDNA序列与 Plg有极高

的相似性[8]，两者都有 Kringle结构域。不同的是，

Apo(a)中没有与 Plg的 K1、K2、K3相应的序列，

但是有多个与 Plg 的 K4 结构域相似的重复单位

(KIV1−10)，其中 KIV10中同样含有一个强的 LBS[9]。

根据 Lp(a)的这一特性，本实验室认为 Lp(a)可能会

抑制病原微生物利用宿主 Plg 入侵宿主机体，即

Lp(a)的抗感染假说[10]。到目前为止，本实验室已

经证明了 Lp(a)可以与多种病原微生物表面的 Plg

受体特异性结合，包括金黄色葡萄球菌次黄嘌呤单
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核苷酸脱氢酶[11]，A 群链球菌三磷酸甘油醛脱氢

酶[12]、烯醇化酶[13]及流感嗜血杆菌天冬氨酸酶[14]、

F蛋白[15]等。 

本研究中，我们对 rLpd与 Lp(a)的相互作用及

其分子机制进行了初步研究，证明了 Lpd 可能是

Lp(a)的另一个受体，Lp(a)能够对 Lpd 与 Plg 的结

合起到显著的抑制作用，这可能为 Lp(a)抗感染机

制提供了新的依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养基 

铜绿假单胞菌 P. aeruginosa CMCC 10104购

自中国菌种保藏中心；表达载体 pGEX-6p-1 购买

于上海林渊生物科技有限公司；大肠杆菌感受态

E. coli BL21购自上海生工生物科技有限公司。LB

培养基(g/L)：Trypton 10.0，Yeast extract 5.0，NaCl 

5.0，Agar (固体) 10.0。 

1.2  主要试剂和仪器 

菌株基因组 DNA提取试剂盒购买于北京天根

生物科技有限公司；Plg、鼠抗人纤溶酶原单抗、

驴抗人 IgG-HRP购自 R&D Systems；Lp(a)、羊抗

人 Apo(a)多抗购自 Biomedical Technologies Inc公

司；低密度脂蛋白(Low-density lipoprotein，LDL)

购自 Chemicon 公司；6-氨基己酸(6-Aminocaproic 

acid，EACA)、羊抗人 LDL多抗购自 Sigma公司；

山羊抗鼠 IgG-HRP 购自北京博奥森生物科技有限

公司；Pierce®Glutathione Agarose、GST-probe-HRP、

Pierce®BCA 蛋白测定试剂盒购自 Thermo 公司；

Prescission protease (切 GST标签)、引物合成、基

因测序均购自上海生工生物工程股份有限公司。 

TC-25/H 基因扩增仪，博日科技有限公司；

ZHJH-1112B垂直流超净台，Bio Tek；5810R台式

冷冻离心机，EPPENDORF；可调微量移液器，

EPPENDORF ； DYCP-31DN 蛋 白 电 泳 槽 、

DYCP-24D核酸电泳槽、DYY-12电脑三恒多用电

泳仪，北京六一仪器厂；PB-10 pH计，赛多利斯

科学仪器有限公司；TE70X半干转膜仪，Hoefer；

湿转仪，Bio-Rad；Fine-dox3全自动凝胶图像分析

仪，上海天能科技有限公司。 

1.3  重组质粒的构建 

挑取少量 P. aeruginosa CMCC 10104冻存菌

株于 LB固体平板上划线，放入 37 °C培养箱中过

夜活化，第二天挑取单菌落于液体 LB 培养基中

37 °C、200 r/min培养至 OD600在 0.6−0.8之间，提

取菌株基因组。以其基因组为模板，使用表 1中引

物分别对目的基因进行 PCR扩增。扩增条件：94 °C 

3 min；94 °C 30 s；62 °C 30 s；72 °C 90 s；30个

循环；72 °C 5 min。PCR体系(50 μL)：2×Ultra-pfu 

PCR MIX 25 μL，基因组 DNA 2 μL，Lpd F       

(5 µmol/L) 1 μL，Lpd (Lpd-K476A、Lpd-K477A、

LpdΔKKR) R (5 µmol/L) 1 μL，ddH2O 21 μL。 

用 1%琼脂糖凝胶电泳对产物进行鉴定，然后

使用 BamH I、Not I对 PCR产物及质粒进行酶切，

条件为 37 °C，35 min。酶切后的产物经切胶回收

纯化后，使用 T4 连接酶进行连接，构建

pGEX-6p-1-rLpd 、 pGEX-6p-1-rLpdK476A 、

pGEX-6p-1-rLpdK477A 及 pGEX-6P-1-rLpdΔKKR

重组表达载体。将构建好的重组质粒转入 E. coli 
BL21感受态细胞，经菌落 PCR及测序鉴定为阳性

的菌株保存。 

 
表 1  引物列表 

Table 1  List of primers 

Primers Sequence (5′→3′) PCR product (bp) 

 F: CGCGGATCCATGAGCCAGAAATTCGACGTGGT  

Lpd R: ATTTGCGGCCGCTCAGCGCTTCTTGCGGTTGGCGAT 1 437 

Lpd-K476A R: ATTTGCGGCCGCTCAGCGCTTTGCGCGGTTGGCGAT 1 437 

Lpd-K477A R: ATTTGCGGCCGCTCAGCGTGCCTTGCGGTTGGCGAT 1 437 

LpdΔKKR R: ATTTGCGGCCGCTCAGCGGTTGGCGATGTGGATGGC 1 431 
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1.4  重组蛋白的表达纯化及 GST 标签切除 

进行重组蛋白的诱导表达，并通过亲和层析进

行蛋白纯化，使用 Prescission Protease 切除 GST

标签，BCA测定蛋白浓度[15]。 

1.5  酶联免疫吸附试验(ELISA)检测重组蛋白

rLpd、rLpd-K476A、rLpd-K477A、rLpdΔKKR

与 Lp(a)、LDL 及 Plg 的结合 

将 4 种重组蛋白分别用 PBS (pH 7.4)稀释至 

20 g/L，加入酶标板中，包被 90 min，以 PBS作为

阴性对照；包被结束后，TBST (200 μL/孔)洗板     

3次，加入 1% BSA-TBST封闭；洗涤酶标板 3次，

各孔加入相应蛋白[Lp(a) 100 ng、LDL 100 ng、Plg 

100 ng]孵育 90 min；洗板 3次后，加相应的一抗，

室温孵育 90 min；孵育结束洗涤酶标板 3 次，加

入相应的二抗，室温下孵育 90 min；加入四甲基

联苯胺(TMB)显色 5 min；加入终止液，测 OD450

处的吸光值。 

1.6  rLpd 及 rLpdΔKKR 与人血浆 Lp(a)的亲

和色谱层析实验(Pull down) 

分别向3根装入GST标签填料的亲和柱中加入

100 μg的 rLpd、rLpdΔKKR及 PBS (作为阴性对照)，

每个层析柱过1 mL血浆。然后用8个体积的Cleaver 

buffer 冲洗未结合的杂蛋白。加入 Prescission 

protease，4 °C作用 24 h。用 3倍体积的Elution buffer

冲洗目的蛋白收集于离心管中，分别做样进行

Western blot，以人血浆为阳性对照。 

1.7  ELISA 检测 EACA 抑制 rLpd 与 Lp(a)的

结合 

在加入 Lp(a) (1 000 μg/L)的同时加入浓度为

0.3、0.5 及 1.0 mmol/L 的 EACA，实验所用一抗

为羊抗人 Apo(a) 1:4 000 稀释，二抗为驴抗羊

IgG-HRP 1:1 000稀释，其余试验方法与 1.5相同。 

1.8  ELISA 检测 Lp(a)抑制 rLpd 与 Plg 的结合

实验 

加入 Plg (1 000 μg/L)的同时，分别加入浓度为

100、500及 1 000 μg/L的 Lp(a)。一抗为鼠抗人 Plg 

1:1 500，二抗为羊抗鼠 IgG-HRP 1:3 000。其余试

验方法与 1.5相同。 

2  结果与分析 

2.1  基因克隆及重组蛋白的表达纯化 

以 P. aeruginosa CMCC 10104菌株基因组为

模板扩增的 Lpd、 Lpd-K476A、 Lpd-K477A、

LpdΔKKR基因经过 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，进

行酶切、连接及转化，经菌落 PCR 及测序鉴定，

重组表达载体中目的片段序列均与 NCBI 中的参

考序列完全一致，表明成功构建了重组表达载体

pGEX-6p-1-rLpd 、 pGEX-6p-1-rLpdK476A 、

pGEX-6p-1-rLpdK477A及 pGEX-6P-1-rLpdΔKKR。

然后进行诱导表达及纯化得到了纯度极高的

rLpd、rLpd-K476A、rLpd-K477A和 rLpdΔKKR。 

2.2  rLpd 、 rLpd-K476A 、 rLpd-K477A 及

rLpdΔKKR 与 Lp(a)、LDL 及 Plg 的结合 

将 4 种重组蛋白纯化并切除 GST 标签后，

ELISA检测其与 Lp(a)、LDL及 Plg的结合作用，

结果表明(图 1)，rLpd与 Lp(a)结合，不与 LDL结

合(图 1A)。将第 476、477位赖氨酸残基分别突变

为A后与 Plg及Lp(a)的结合值有一定程度的下降，

与 Lp(a)的结合值分别降低了 27.6%和 51.2%，将

末端 KKR 全部敲除后结合值降低的效果更加明

显，下降了 68.2% (图 1A)。 

2.3  rLpd 及 rLpdΔKKR 与人血浆 Lp(a)的亲

和色谱层析实验 

Western blot的结果显示(图 2)，rLpd与 Lp(a)

结合，但是 rLpdΔKKR与 Lp(a)的结合能力大幅度

下降，此结果与 2.2 ELISA的结果相同。 

2.4  EACA 抑制 rLpd 与 Lp(a)的结合 

EACA 抑制 rLpd 与 Lp(a)结合的 ELISA 结果

显示(图 3)，一定浓度的EACA可以对 rLpd与Lp(a)

的结合起到抑制作用，当 EACA的浓度为 0.3、0.5

和 1.0 mmol/L时，rLpd与 Lp(a)的结合值分别下降

了 26.8%、38.9%和 66.4%。 
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图 1  ELISA 检测 rLpd、rLpd-K476A、rLpd-K477A、rLpdΔKKR 与 Lp(a)、LDL、Plg 的结合 

Figure 1  Interaction of rLpd, rLpd-K476A, rLpd-K477A and rLpdΔKKR with Lp(a), Plg and LDL detected by ELISA 
Note: A: ELISA detected the binding of rLpd, rLpd-K476A, rLpd-K477A, rLpdΔKKR to Lp(a) and LDL; B: ELISA detected the binding 
of rLpd, rLpd-K476A, rLpd-K477A, rLpdΔKKR to Plg. 
 

 

 
 

图 2  Western blot 检测 rLpd 及 rLpdΔKKR 与 Lp(a)

的结合 
Figure 2  The binding of rLpd and rLpdΔKKR to Lp(a) 
detected by Western blot 

 
 

 
 

图 3  EACA 抑制 rLpd 与 Lp(a)的结合 
Figure 3  EACA inhibits the binding of rLpd to Lp(a) 

 
 

2.5  Lp(a)抑制 rLpd 与 Plg 的结合 

Lp(a)抑制 rLpd与 Plg结合的实验结果表明(图

4)，一定浓度的 Lp(a)可以对 rLpd与 Plg的结合起

到显著的抑制作用。当加入的 Lp(a)浓度为 100、

500、1 000 μg/L时，Lpd与 Plg的结合值分别下降

了 10.1%、20.8%、29.6%。 

 
 

图 4  Lp(a)抑制 rLpd 与 Plg 的结合 
Figure 4  Lp(a) inhibits the binding of rLpd to Plg 

 

3  讨论 

迄今为止，Lp(a)的生理功能仍不清楚。对 Lp(a)

的研究也主要集中在其与心脑血管疾病之间的联

系。有报道表明 Lp(a)可能具有修复伤口损伤、促

进伤口愈合[11]等功能。以 Lp(a)与 Plg 具有极高的

相似性为基础，本实验室提出了 Lp(a)抗感染假说，

即 Lp(a)可以竞争性地抑制病原菌与 Plg 的结合，

进而阻止病原菌侵染宿主。 

本研究结果表明，rLpd可以与 Lp(a)结合但不

与 LDL 结合(图 1)，说明 rLpd 主要与 Lp(a)中的

Apo(a)结合。EACA可以显著地抑制 rLpd与 Lp(a)

的结合(图 3)，表明 Lp(a)是通过 LBS与 rLpd进行

特异性结合。Plg、Lp(a)中的赖氨酸结合位点(LBS)

均可以与受体中的赖氨酸，特别是羧基末端的赖氨

酸残基结合[9]，因此 Lpd第 476、477两个赖氨酸

很可能是其与 Lp(a)的主要结合位点。将 rLpd 第

476、477位赖氨酸分别突变为 A后，rLpd与 Lp(a)

的结合有明显的降低，而敲除了 476−478 位氨基
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酸(KKR)的突变体与 Lp(a)的结合值下降更加显著

(图 1)，说明 Lpd 第 476、477 两个赖氨酸残基是

Lpd 与 Lp(a)的主要结合位点之一。亲和色谱层析

实验也证实了上述结论。 

P. aeruginosa可以通过与人Plg的结合提高其穿

越宿主组织屏障的能力[2]，而本研究发现 Lp(a)可以

竞争性抑制 P. aeruginosa表面的 Plg受体 Lpd与 Plg

的结合(图 4)。本实验室已经证实，Lp(a)可以抑制 A

群链球菌[16]、金黄色葡萄球菌[17]与 Plg 的结合。因

此 Lp(a)很可能竞争性抑制 P. aeruginosa与 Plg的结

合，发挥抵抗细菌感染的作用。因此，本文的结果

可能为 Lp(a)抗感染功能提供了新的佐证。 

然而，Lp(a)仅能部分抑制 Plg与其细菌表面受

体之间的相互作用，一般不超过 50%。主要是因

为 Plg 不仅可以与其受体 C 末端的赖氨酸残基结

合，也可以与受体肽链内部的某个(些)赖氨酸残基

相结合。例如，Plg不仅可以与 A群链球菌表面烯

醇化酶 C 末端 434 和 435 位的赖氨酸残基特异性

结合，也可以与肽链内部 252和 255位的两个赖氨

酸残基结合[18]，但 Lp(a)只能与 434和 435位的赖

氨酸残基结合[13]。本研究也发现了类似现象，但

Lpd 内部的哪个(些)氨基酸残基可以与 Plg 结合仍

需要进一步的研究。另外，Lp(a)仅能有限抑制 Plg

与其细菌表面受体的结合，因此 Lp(a)与细菌表面

Plg受体的相互作用可能有另外的生理意义，这需

要做进一步的研究。 
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