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嗜根考克氏菌翻译延伸因子 P基因的
克隆、表达及其条件优化
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( 江西师范大学生命科学学院，江西 南昌 330022)

摘要:为获得大量可溶性重组蛋白 EF-P用以构建以 EF-P蛋白为靶标的新型、高效抗细菌抗生素筛选模
型，研究嗜根考克氏菌 DC2201 efp基因的体外克隆、表达及表达条件的优化．首先对 efp 基因进行生物信
息学分析，随后经 PCＲ特异性扩增获得 efp 基因并将其插入表达质粒 pET-29a( + ) 中，重组质粒( pET-
29a( + ) -efp) 转化至表达宿主菌株 E． coli BL21( DE3 ) 进行诱导表达，通过优化诱导表达条件( 起始菌体
浓度、温度、IPTG终浓度、时间) 获得大量可溶性目的蛋白，最后对表达产物进行镍离子亲和层析柱纯化
及 SDS-PAGE、MALDI-TOF-TOF鉴定．结果获得相对分子质量大小约为 25 kDa 的蛋白条带，与预测的目
的重组蛋白相对分子量大小相符．选择 OD600 nm = 0． 4，于 20 ℃经 0． 7 mmol·L －1的 IPTG诱导 6 h可获得
大量可溶性目的蛋白．
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0 引言

自 1928 年 Alexander Fleming发现青霉素以来，
人类利用抗生素治愈了许多临床上由微小病原体引
起的感染．但随着抗生素的广泛使用和滥用，病原体
( 尤其是细菌) 对抗生素产生了相应的抵御机制，由

此出现了许多对某种抗生素或多种抗生素产生抗性
的病原微生物［1-2］．因此，为减缓耐药病原微生物的
出现，新型抗生素的筛选及新型抗生素作用靶标的
发现与研究具有重要意义．
翻译延伸因子 P( Elongation factor P，简称 EF-P)

是由 Glick 等于 1975 年发现的除 EF-Tu、EF-G 和
EF-Ts以外的第 4 种延伸因子［3］，其主要功能是通
过稳定核糖体上的肽酰 tＲNA 并促进肽键合成，以
减缓由新生肽链上的聚脯氨酸序列引起的翻译延
宕［4-6］．许多含有聚脯氨酸序列的蛋白质在细菌的
生命活动中具有重要的作用，因此，当缺失编码
EF-P蛋白的基因时，细菌的生命活动将会受到不同
程度的影响，如生长速度和活力降低［7-12］，对高渗、
酸、洗涤剂、抗生素等胁迫条件的敏感性降低［12-13］，

以及毒力减弱［8-9］等．此外，EF-P 蛋白广泛存在于细
菌中，且在不同细菌中的氨基酸序列比较保守，与真

核生物同功能蛋白 eIF5A的序列相似性不高［14］．因
此，在耐药菌层生不穷的情况下，翻译延伸因子 P
由于其上述特性被认为是筛选新型抗细菌抗生素的

理想靶位．
本文选择抗菌药敏试验的标准质量控制菌

株［15］———嗜根考克氏菌 DC2201 为研究材料，通过
PCＲ扩增得到其 efp基因，构建 pET-29a( + ) -efp 表
达载体，并转至表达宿主中进行目的蛋白的异源表

达，通过优化表达条件获得大量可溶性的 EF-P 重
组蛋白，最后利用镍柱亲和层析柱纯化获得目的重

组蛋白，并对其进行鉴定，为后续研究 EF-P 蛋白的
体外生物活性，进而构建靶向 EF-P 的新型抗生素
筛选模型奠定基础．

1 实验材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 菌株与质粒 E． coli DH5α 感受态细胞和
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E． coli BL21( DE3) 感受态细胞均购自北京索莱宝
生物科技有限公司，pMD19-T 克隆载体购自宝生物
工程( 大连) 有限公司，嗜根考克氏菌 DC2201 和
pET-29a( + ) 表达载体由本实验室保存．
1． 1． 2 主要试剂 细菌全基因组提取试剂盒、琼脂
糖凝胶 DNA 回收试剂盒、质粒小提试剂盒、限制性
内切酶、T4 DNA 连接酶、PCＲ 相关制品、DNA 分子
量标准以及蛋白质分子量标准等均购自宝生物工程

( 大连) 有限公司，Ni-NTA Spin Column 试剂盒购自
生工生物工程( 上海) 股份有限公司．

1． 2 方法

1． 2． 1 efp基因序列的生物信息学分析 利用 Prot-
Param工具、TMHMM 软件和 SignalP 预测工具等对
嗜根考克氏菌 DC2201 EF-P 蛋白的基本理化性质
进行分析，其中包括氨基酸组成、相对分子质量及等
电点、跨膜区和信号肽序列的有无等方面; 利用 Pre-
dictProtein和 InterProScan软件预测蛋白质的 2 级结
构及其结构域; 利用 SWISS-MODEL 软件对蛋白质
的 3 维结构进行同源建模; 用 MEGA 软件对基因的
系统进化树进行绘制．
1． 2． 2 efp基因的扩增 根据细菌基因组小量提取
试剂盒的操作说明，提取嗜根考克氏菌 DC2201 的
全基因组; 参照 NCBI上嗜根考克氏菌 DC2201 全基
因组序列中的 efp基因序列设计一对特异性引物:
正向引物 F1: 5'-GGAATTCCATATGGCAACCAG-

CAACGACATCAA-3'( 下划线为 NdeⅠ酶切位点) ;
反 向 引 物 Ｒ1: 5'-ATAAGAAT GCGGCCGC-

CTCGTTGACGCGTCCCAGGTAGT-3' ( 下划线为 Not
Ⅰ酶切位点) ;
以嗜根考克氏菌全基因组作为模板扩增 efp 基

因，其扩增反应过程设定为: ( i) 94 ℃预变性 1 min;
( ii) 94 ℃变性 30 s; ( iii) 62 ℃退火 30 s; ( iv) 72 ℃
延伸 40 s; ( v) 从( ii) ～ ( iv) 循环 30 次; ( vi) 72 ℃延
伸 10 min． 最终通过 1． 2%琼脂糖凝胶电泳检测扩
增产物的片段大小及效率．
1． 2． 3 基因的克隆载体及表达载体的构建 将利
用琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒回收的 PCＲ 产物与
pMD19-T克隆载体在 T4 DNA 连接酶的作用下于
16 ℃连接过夜，随后将连接液转至大肠杆菌 DH5α
感受态细胞中进行蓝白斑筛选，最后将通过质粒
PCＲ和双酶切鉴定的阳性克隆子( pMD19-T-efp) 送
至生工生物工程( 上海) 股份有限公司进行测序．
用限制性内切酶 NdeⅠ和 NotⅠ分别双酶切处

理上述测序正确的重组克隆载体 pMD19-T-efp 及表
达载体 pET-29a( + ) ，通过琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒回收相应的目的片段，随后在 T4 DNA 连接酶
的作用下将 2 者形成连接产物． 再将连接液转至表
达宿主大肠杆菌 BL21( DE3) 感受态细胞中，通过卡
那霉素抗性筛选、质粒 PCＲ以及双酶切鉴定的阳性
克隆子( pET-29a ( + ) -efp ) 送至生工生物工程( 上
海) 股份有限公司进行测序．
1． 2． 4 目的重组蛋白 EF-P的诱导表达及条件优化
将载有重组表达载体( pET-29a ( + ) -efp) 的表达
宿主菌接种于 5 mL 的 LB 液体培养基( 50 μg·
mL －1 Kanr ) 中，于 37 ℃、180 r·min －1培养中过夜，

随后转接至含相同终浓度卡那霉素的 50 mL LB 液
体培养基中进行相同条件的扩大培养． 当菌体达到
一定浓度时，加入 IPTG 诱导目的重组蛋白的表达，
分析起始菌体浓度、温度、IPTG 浓度和诱导时间对
目的蛋白表达的影响．待目的蛋白充分诱导表达后，
用 SDS-PAGE检测目的蛋白的表达情况．
1． 2． 5 目的蛋白的纯化及鉴定 在最优的目的蛋
白表达条件下大量表达目的蛋白，8 000 r·min －1离

心 15 min，菌体用 1 × PBS( pH 值为 7． 4 ) 洗涤，用 6
倍裂解缓冲液重悬后，超声破碎细胞( 2 s 工作，3 s
间歇) 15 min，4 ℃、10 000 r·min －1离心 15 min 后
取上清，用平衡好的 Ni-NTA 亲和层析柱对上清液
进行不同浓度的咪唑洗脱，纯化得到目的蛋白，最后

对目的蛋白进行透析除盐，透析完毕后取小部分蛋

白样品分别进行 SDS-PAGE和基质辅助激光解吸电
离飞行时间质谱( MALDI-TOF-TOF) 鉴定，其余部分
保存于 － 80 ℃ ．

2 结果与分析

2． 1 efp基因及其表达产物EF-P的生物信息学分析
2． 1． 1 EF-P蛋白的理化性质分析 生物信息学分
析的结果表明，efp 基因全长为 564 bp，编码氨基酸
187 个，蛋白质分子量为 20． 516 02 kDa，等电点
( PI) 为 4． 83，表明 EF-P为酸性蛋白质，其总平均亲
水性为 － 0． 372，属亲水性蛋白．利用 TMHMM 软件
和 Signal P预测工具对 EF-P 蛋白跨膜区和信号肽
序列进行分析，结果显示 EF-P 蛋白没有跨膜区和
信号肽序列，因此可推断该蛋白为胞内蛋白．经过进
一步的亚细胞定位，结果显示其位于细胞质中．上述
分析结果为 EF-P的体外可溶性表达奠定了理论基础．
2． 1． 2 EF-P蛋白的结构预测 根据 Predict Protein
预测其 2 级结构，结果显示 EF-P 蛋白是非球蛋白，
且无二硫键，其主要由 6． 42%的 α 螺旋、54． 55%的
β 折叠和 39． 04% 的无规卷曲组成． 采用 Inter-
ProScan软件预测其结构域，结果表明该蛋白属于翻
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译延伸因子 P( EF-P) 家族，其主要的结构域有核酸
结合结构域、核糖体蛋白 L2 的结构域 2、翻译蛋白
质 SH3 样结构域超家族、翻译延伸因子 P( EF-P) 的
KOW样结构域、中心区域以及 C 端结构等． 根据
GO 注释可知，其主要的功能是翻译延伸． 通过
SWISS-MODEL对 efp基因编码的蛋白质进行 3 维结
构的同源建模，结果如图 1 所示．

图 1 EF-P蛋白 3 维结构预测图

2． 1． 3 EF-P 蛋白的系统进化分析 根据冯思
玲［16］对系统发育树方法的介绍，选择邻接法( neigh-
bor-joining) 构建系统发育树，进行自举 2 000 次以
验证系统发育树的可信度，结果如图 2 所示．对同属
于考克氏菌属的菌种而言，其 EF-P 氨基酸序列的
同源性和相似性最高，而与节细菌属、细小短杆菌
属、罗斯氏菌属以及其他属于放线菌纲( 富含高 GC
含量) 菌种的同源性和相似度仅次于同属的细菌，

表明在富含高 GC 含量的菌种中，EF-P 氨基酸序列
的保守性较强．另外，对于不属于放线菌纲的土壤杆
菌属以及大肠杆菌属，其 EF-P 序列的相似度低于
50%．由此可见，嗜根考克氏菌 EF-P与含高 GC含量的
放线菌纲菌种具有较高的相似度( 平均高于 90% ) ．

图 2 嗜根考克氏菌 EF-P蛋白系统进化树

2． 2 efp基因的克隆
以嗜根考克氏菌 DC2201 基因组为模板，利用

特异性引物 PCＲ并通过琼脂糖凝胶电泳鉴定，成功
获得 1 个大约为 550 bp 的 DNA 片段( 见图 3 ) ，与
efp基因的理论 DNA 片段大小 561 bp 相符，表明实
验成功扩增得到目的基因片段．
2． 3 重组克隆载体 pMD19-T-efp 与表达载体

pET-29a( + ) -efp的构建
2． 3． 1 重组克隆载体 pMD19-T-efp 的鉴定 将 efp
基因与克隆载体 pMD19-T 连接并转化至大肠杆菌
DH5α，筛选阳性克隆子提取质粒，经 NdeⅠ和 NotⅠ
2 种限制性内切酶的双酶切处理后，经琼脂糖凝胶
电泳鉴定，结果如图 4所示，成功获得约为 2 500 bp和

550 bp 的 2 条条带，与理论的 pMD19-T 载体
2 692 bp和 efp基因 561 bp相符．将该阳性克隆子送
至测序公司测序，表明了插入片段为 efp基因的目的片
段，因此这表明重组克隆载体 pMD19-T-efp构建成功．

M: DL2 000 核酸分子量标准; 1 ～ 4: PCＲ产物．
图 3 嗜根考克氏菌 efp基因 PCＲ电泳图
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M: DL5 000 核酸分子量标准; 1 ～ 2: 由 Nde Ⅰ、Not Ⅰ这 2 种
限制性内切酶双酶切 pMD19T-efp．

图 4 pMD19T-efp重组质粒双酶切鉴定

2． 3． 2 重组表达载体 pET-29a( + ) -efp的鉴定 将
测序正确的重组克隆载体 pMD19-T-efp 和表达载体
pET-29a( + ) 分别用 Nde Ⅰ和 Not Ⅰ这 2 种限制性
内切酶处理后，将酶切后的目的片段和表达载体用

T4DNA连接酶连接，随后将连接产物转化至表达宿
主中，经双酶切鉴定，结果如图 5 所示，成功获得了
约为 5 500 bp和 550 bp 的 2 条条带，与 pET-29a( + )
载体5 371 bp和 efp 基因 561 bp 相符． 将其送至测
序公司测序，测序结果正确，这表明重组表达载体

pET-29a( + ) -efp构建成功．

M1: DL5 000 核酸分子量标准; M2: λ-EcoT4 Ⅰ digest 核酸分
子量标准; 1 ～ 2: 由 Nde Ⅰ、Not Ⅰ这 2 种限制性内切酶双酶
切 pET-29a( + ) -efp．
图 5 pET-29a( + ) -efp重组质粒双酶切鉴定

2． 4 重组蛋白 EF-P的表达与纯化

将经测序正确的重组表达载体 pET-29a ( + ) -
efp转入表达菌株 E． coli BL21 ( DE3 ) 中进行诱导表
达，在 37 ℃、180 r·min －1培养条件下，以终浓度为
1 mmol·L －1的 IPTG 为诱导剂对表达菌株进行诱
导表达 5 h，收集菌样后，以 SDS-PAGE电泳鉴定．结
果如图 6 所示，实验组在约 25 kDa附近出现大量表
达的蛋白质条带，而对照组( 未加 IPTG 诱导) 在相
应位置未出现显著性条带，初步判断目的蛋白得到

了大量表达． 对其进一步的可溶性分析发现，在
37 ℃下，目的蛋白可能由于表达过快，未能及时正
确折叠，因此其主要存在于沉淀中，即以包涵体的形

式存在．另外，由于构建的重组表达载体在蛋白质 C
端带有 6 × His标签，因此可利用镍柱亲和层析柱纯
化得到目的蛋白，再通过基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱( MALDI-TOF-TOF) 进行验证，与理论蛋
白进行比对，其 P 值小于 0． 05，进一步佐证了该蛋
白为重组蛋白 EF-P．

M: 蛋白质分子量标准; 1: 未经 IPTG 诱导的总蛋白; 2: 经
1 mmol·L －1的 IPTG诱导的总蛋白; 3: 细胞破碎上清液总蛋
白; 4: 细胞破碎沉淀总蛋白; 5: 纯化的重组蛋白 EF-P．

图 6 重组蛋白 EF-P的表达与纯化
2． 5 重组蛋白 EF-P的表达条件的优化及可溶性分析
2． 5． 1 诱导前菌体浓度对重组蛋白 EF-P表达的影
响 菌体浓度反映菌体所处的生理状态，是影响外
源蛋白表达的重要因素．不同初始菌体浓度( OD600 nm

=
0． 2、0． 4、0． 6、0． 8、0． 9、1． 0) 对重组蛋白 EF-P 表达
的影响如图 7 所示，在 37 ℃、添加 IPTG 终浓度为
1 mmol·L －1、诱导表达 5 h 条件下，菌悬液 OD600 nm

=
0． 4时，目的蛋白的表达量相对较高; OD600 nm

= 0． 6 ～
1． 0 时，目的蛋白的表达趋于平缓的状态． 因此，针
对重组蛋白 EF-P 的表达量最大化而言，可选择
OD600 nm

= 0． 4 作为起始菌体浓度进行诱导表达．
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M: 蛋白质分子量标准; 1: 诱导前总蛋白; 2 ～ 7: 诱导前不同
浓度的菌体( OD600 nm = 0． 2、0． 4、0． 6、0． 8、0． 9、1． 0 ) 于 37 ℃

经 1 mmol·L －1 IPTG诱导 5 h的总蛋白．
图 7 诱导前菌体浓度对重组蛋白 EF-P表达的影响

2． 5． 2 诱导温度对重组蛋白 EF-P表达的影响 诱
导温度影响蛋白质的表达速度，是影响外源蛋白表

达的另一重要因素． 不同诱导温度 ( 20、25、30、
37 ℃ ) 对重组蛋白 EF-P表达的影响如图 8 所示，当
初始菌体浓度 OD600 nm

= 0． 4、添加终浓度为 1 mmol·
L －1的 IPTG 诱导菌株表达 5 h 条件下，随着温度的
上升，重组蛋白 EF-P 的表达量也逐步上升． 因此，
针对重组蛋白 EF-P 的表达量最大化而言，选取
37 ℃作为其诱导温度．

M: 蛋白质分子量标准; 1: 诱导前总蛋白; 2 ～ 5: 不同诱导温
度( 20、25、30、37 ℃ ) 经 1 mmol·L －1 IPTG诱导 5 h的总蛋白．
图 8 诱导温度对重组蛋白 EF-P表达的影响

2． 5． 3 IPTG终浓度对重组蛋白 EF-P 表达的影响
适量的 IPTG 可诱导蛋白质的表达，但 IPTG 浓度
过高会对细胞产生毒害作用而减少蛋白表达，因此
IPTG终浓度也是影响外源蛋白表达的因素之一．添
加不同终浓度的 IPTG( 0． 1、0． 3、0． 5、0． 7、0． 9、1． 1、
1． 3 mmol·L －1 ) 诱导重组蛋白 EF-P 表达的影响如
图 9 所示，当初始菌体浓度 OD600 nm

= 0． 4、于 37 ℃诱
导表达菌株 5 h 条件下，随着 IPTG 浓度的上升，重
组蛋白 EF-P 的表达量呈现先上升后持平的趋势，
在 IPTG终浓度为 0． 1 mmol·L －1时，目的蛋白的表

达量已达到较好的水平， IPTG 的终浓度为
0． 7 mmol·L －1时，目的蛋白的表达量趋于最高，当

大于 0． 7 mmol·L －1时，其表达量已经开始趋于平

缓，因此可以选取 0． 7 mmol·L －1作为诱导表达重

组蛋白 EF-P的 IPTG终浓度．

M: 蛋白质分子量标准; 1: 诱导前总蛋白; 2 ～ 8: 37 ℃下不同
IPTG终浓度( 0． 1、0． 3、0． 5、0． 7、0． 9、1． 1、1． 3 mmol·L －1 )

诱导 5 h的总蛋白．
图 9 IPTG终浓度对重组蛋白 EF-P表达的影响

2． 5． 4 诱导时间对重组蛋白 EF-P表达的影响 诱
导时间与蛋白质的累积量成正相关，也是影响外源

蛋白表达的因素之一．不同诱导时间( 3、4、5、6 、7 h) 对
重组蛋白 EF-P表达的影响如图 10 所示，当初始菌
体浓度 OD600 nm

= 0． 4，于 37 ℃添加 0． 7 mmol·L －1的

终浓度 IPTG 对表达菌株进行诱导表达，随着时间
的延长，重组蛋白 EF-P 的表达量呈现先上升后平
缓的趋势．当诱导 6 h时，目的蛋白的表达量达到最
高，因此可以选取 6 h 作为诱导表达重组蛋白 EF-P
的诱导总时长．

M: 蛋白质分子量标准; 1: 诱导前总蛋白; 2 ～ 6: 37 ℃下，经
0． 7 mmol·L －1 IPTG诱导不同时间( 3、4、5、6、7 h) 的总蛋白．
图 10 诱导时间对重组蛋白 EF-P表达的影响

2． 5． 5 诱导温度对重组蛋白 EF-P可溶性表达的影
响 优化表达条件的最终目的是获得最大量的可溶

性重组蛋白 EF-P． 由实验可知，重组蛋白 EF-P 在
37 ℃下表达量最高，但是在对其进行可溶性分析时
发现，37 ℃所表达的目的蛋白多存在于包涵体中．
为进一步获得最大量的可溶性目的蛋白，实验研究

了诱导温度( 20、25、30、37 ℃ ) 对重组蛋白的可溶性
影响，结果如图 11 所示．由图 11 可见，随着表达温
度的升高，表达的总蛋白量也增高，但目的蛋白的存

在形式由可溶蛋白变为包涵体的形式． 由于包涵体
的处理方式需要变性复性，且最终恢复的生物活性

不能达到最佳状态，因此选用可溶性的重组蛋白对

后续实验更为有利．基于此，可选取 20 ℃作为其诱
导温度．
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M: 蛋白质分子量标准; 1: 诱导前总蛋白; 2 ～ 9: 不同诱导温
度下，经 0． 7 mmol·L －1 IPTG诱导 6 h的上清液总蛋白( S)
和沉淀总蛋白( P) ．
图 11 诱导温度对重组蛋白 EF-P可溶性表达的影响

3 讨论

EF-P 是继发现的 3 种延伸因子( EF-Ts、EF-Tu、
EF-G) 之后的第 4 种延伸因子，它们虽然都是在翻
译过程中起作用，但是 2 者之间又有所不同，前 3 种
延伸因子是作用于所有的蛋白质翻译延伸过程中，

而 EF-P 仅仅是防止在合成含有 PPG、PPP 或较长
脯氨酸序列的过程中出现的核糖体失速问题，因此
EF-P主要在此类蛋白质的翻译延伸过程中有重要
的作用．目前，国内外有关 EF-P 蛋白的研究主要集
中于挖掘不同菌种 EF-P 翻译后的修饰方式［17-20］、
缺失 EF-P 及其修饰酶对于细菌的生长发育的影
响［21-23］，以及 EF-P 如何稳定核糖体及 tＲNA 的结
构［24-27］，从而减缓因聚脯氨酸新生肽链导致的翻译
延宕．鲜见有将 EF-P 作为新型抗生素作用靶点的
研究报道．
为研究 EF-P作为靶标用于筛选新型抗生素模

型，本研究首先利用 PCＲ技术扩增了来自嗜根考克
氏菌 DC2201 的 efp基因，并成功构建重组表达载体
pET-29a( + ) -efp，最后经过异源表达获得重组蛋白
EF-P．为获得大量的可溶性重组蛋白 EF-P，实验研
究了不同的表达条件对重组蛋白 EF-P 的可溶性表
达的影响，最终发现诱导前菌体浓度和 IPTG 终浓
度对于目的蛋白的表达影响并不显著，诱导时间及
温度对目的蛋白的表达则有着显著影响．此外，当诱
导温度升高时，目的蛋白的表达量逐步提高，但主要
存在于包涵体中．由于包涵体的处理会一定程度上
影响目的蛋白的生物活性，而后续实验需要 EF-P
具有较好的生物活性．因此，进一步优化了诱导温度
对于重组蛋白 EF-P 可溶性表达的影响，最终确定
其表达优化条件为: 在 OD600 nm

= 0． 4，诱导温度为
20 ℃时，对含有重组表达载体的表达宿主加以
0． 7 mmol·L －1的 IPTG诱导 6 h，最终获得大量的可
溶性目的蛋白． 最后针对重组蛋白 EF-P 进行镍柱
亲和层析纯化、SDS-PAGE 分析后，得到分子量大小
约为 25 kDa 的蛋白条带，和 EF-P 蛋白理论分子量

20． 516 02 kDa 不同，原因可能是除 EF-P 蛋白本身
氨基酸序列以外还含有因酶切位点的选择以及 C
端组氨酸标签的缘故，导致重组蛋白的 C 端冗余了
一段序列，因此最终获得的重组蛋白分子量大于理
论蛋白分子量．为了进一步鉴定所得蛋白确为 EF-P
蛋白，本实验利用 MALDI-TOF-TOF 鉴定，其比对结
果 P值小于 0． 05，表明结果具有统计学意义，可信
度较高，因此可进一步证明所得重组蛋白为 EF-P
重组蛋白．
本研究获得的大量可溶性重组蛋白 EF-P 对于

后续构建靶向 EF-P蛋白的抗细菌抗生素筛选模型
提供了物质基础．此外，国内外目前对于 EF-P 蛋白
修饰方式的研究主要集中在硬壁菌门的梭菌纲和变
形菌纲［28］，鲜见有关于高 GC 含量的放线菌纲进行
EF-P蛋白的翻译后修饰方式的研究报道，同时也鲜
见报道缺失 efp 基因对于放线菌纲菌种的影响． 因
此，本文研究体外重组表达放线菌纲嗜根考克氏菌
DC2201 的 EF-P蛋白具有一定的理论意义．
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The Cloning，Expression and Its Condition Optimization of Gene Encoding
Elongation Factor P from Kocuria rhizophila

YANG Jiaojiao，LONG Zhonger* ，HUANG Yunhong
( College of Life Sciences，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: In order to obtain a large number of soluble recombinant protein EF-P to construct a novel and highly ef-
fective antibiotic screening model targeting EF-P protein，the efp gene from Kocuria rhizophila DC2201 is cloned and
expressed and the expression conditions is optimized． At first，efp is analyzed by bioinformatics method． Subsequent-
ly，the gene is amplified by PCＲ and inserted into the expression vector pET-29a ( + ) ． The recombinant plasmid
( pET-29a( + ) -efp) is transformed into the expression host strain E． coli BL21 ( DE3 ) to induce its expression． It
can obtain many target proteins by optimizing the expression conditions ( initial bacterial density，induction tempera-
ture，IPTG final concentration，induction time ) ． Finally，the expression products is purified by nickel ion affinity
chromatography and identified by SDS-PAGE and MALDI-TOF-TOF． A protein band with approximately 25 kDa is
showed，which is consistent with the predicted molecular weight of recombinant protein． Under OD600 nm

= 0． 4，a lot of
soluble protein can be obtained by inducing with 0． 7 mmol·L －1 IPTG at 20 ℃ for 6 h．
Key words: elongation factor P; gene cloning; expression; condition optimization ( 责任编辑:刘显亮)
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