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【摘要】　目的　预测金黄色葡萄球菌类肠毒素 W（SElW）与 T 细胞受体（TCR）的对接和超抗原活

性位点，并对 SElW 进行克隆表达和纯化。方法　利用 AlphaFold 对 SElW 蛋白单体进行三维结构预

测 ，借 助 SAVES 在 线 服 务 器 使 用 ERRAT、拉 氏 图 和 Verify_3D 等 软 件 对 蛋 白 模 型 进 行 评 估 。 用

ZDOCK 服务器模拟 SElW 与 TCR 的对接构象，并对 SElW 与其他肠毒素的氨基酸序列进行比对。设计

引物扩增 selw 基因，将该片段重组于 pMD18-T 载体中并进行测序；经限制性内切酶 BamHⅠ和 Hind Ⅲ
双酶切后将目的片段重组于表达质粒 pET-28a（+）中，重组质粒鉴定后用 IPTG 诱导表达；用亲和层析

法对表达于上清中的 SElW 蛋白进行纯化，用 BCA 法对蛋白进行定量。结果　三维结构预测结果显

示，SElW 蛋白由氨基末端和羧基末端两个结构域组成，其中氨基末端结构域由 3 个 α-螺旋和 6 个 β-片

层组成，羧基末端结构域由 2 个 α-螺旋和 7 个反向平行的 β-片层组成。SElW 蛋白模型的整体质量因

素得分为 98.08，其中 93.24％的氨基酸 Verify_3D 得分≥0.2，且无氨基酸位于不允许区。模拟对接预测

选择评分最高的对接构象（评分值为 1 521.328）作为分析对象，采用 PyMOL 软件分析 SElW 与 TCR 之

间形成的 19 个氢键。结合序列比对和既往研究结果，本研究预测发现了 SElW 蛋白的 5 个重要超抗原

活性位点，分别是 Y18、N19、W55、C88 和 C98。通过克隆表达和蛋白纯化，获得了高纯度的可溶性重

组蛋白 SElW。结论　研究预测了 SElW 蛋白中 5 个可能的超抗原活性位点，成功构建并表达了 SElW
蛋白，为进一步探索 SElW 免疫识别机制奠定了基础。
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【Abstract】 Objective　 The docking and superantigen activity sites of staphylococcal 
enterotoxin-like W (SElW) and T cell receptor (TCR) were predicted, and its SElW was cloned, 
expressed and purified. Methods　AlphaFold was used to predict the 3D structure of SElW protein 
monomers, and the protein models were evaluated with the help of the SAVES online server from 
ERRAT, Ramachandran plot, and Verify_3D. The ZDOCK server simulates the docking conformation of 
SElW and TCR, and the amino acid sequences of SElW and other serotype enterotoxins were aligned. 
The primers were designed to amplify selw, and the fragment was recombined into the pMD18-T 
vector and sequenced. Then recombinant plasmid pMD18-T was digested with BamHⅠand Hind Ⅲ . 
The target fragment was recombined into the expression plasmid pET-28a(+). After identification of 
the recombinant plasmid, the protein expression was induced by isopropyl-beta-D- 
thiogalactopyranoside. The SElW expressed in the supernatant was purified by affinity 
chromatography and quantified by the BCA method. Results　 The predicted three-dimensional 
structure showed that the SElW protein was composed of two domains, the amino-terminal and the 
carboxy-terminal. The amino-terminal domain was composed of 3 α-helices and 6 β-sheets, and the 
carboxy-terminal domain included 2 α -helices and 7 antiparallel β -sheets composition. The overall 
quality factor score of the SElW protein model was 98.08, with 93.24% of the amino acids having a 
Verify_3D score ≥0.2 and no amino acids located in disallowed regions. The docking conformation 
with the highest score (1 521.328) was selected as the analysis object, and the 19 hydrogen bonds 
between the corresponding amino acid residues of SElW and TCR were analyzed by PyMOL. 
Combined with sequence alignment and the published data, this study predicted and found five 
important superantigen active sites, namely Y18, N19, W55, C88, and C98. The highly purified 
soluble recombinant protein SElW was obtained with cloning, expression, and protein purification.
Conclusions　 The study found five superantigen active sites in SElW protein that need special 
attention and successfully constructed and expressed the SElW protein, which laid the foundation 
for further exploration of the immune recognition mechanism of SElW.

【Key words】 Staphylococcal enterotoxins; Molecular docking; Superantigen active 
site; Clonal expression
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金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus），是一

种重要的病原体，可引起一系列临床综合征，从皮

肤和软组织感染等非侵入性感染到心内膜炎、骨髓

炎和菌血症等侵入性感染［1-2］。葡萄球菌超抗原

（SAgs）是金黄色葡萄球菌产生的典型的毒力因子，

可绕过抗原加工和呈递，直接结合抗原提呈细胞上

的主要组织相容性复合体Ⅱ类分子与 T 细胞受体

（TCR）上的 Vβ 链并形成桥梁，诱导 T 淋巴细胞的

异常快速增殖并释放大量的促炎细胞因子［3-5］。葡

萄球菌肠毒素（SE）是一类低分子量的单链碱性球

状蛋白，属于 SAgs，是引起葡萄球菌食物中毒的重

要 毒 力 因 子［6-7］。 金 黄 色 葡 萄 球 菌 类 肠 毒 素 W
（SElW）是近几年发现的新型类肠毒素。最初被认

为是金黄色葡萄球菌类肠毒素 U（SElU）的等位基

因突变体，命名为 SElU2。后续研究证明 SElW 是

由核心基因编码的新型类肠毒素，与金黄色葡萄球

菌肠毒素 A（SEA）氨基酸序列有 36% 的同源性［8］，

在金黄色葡萄球菌分离株中的携带率达到了 90%
以上［3，9］。研究表明 SElW 能诱导 Vβ-T 细胞大量增

殖，具有典型的超抗原特征；菌血症动物模型证明

了 SElW 能增加肝脏的细菌载量，有助于金黄色葡

萄球菌的致病［3］。目前对于该蛋白的研究相对较

少，为了进一步了解 SElW 的超抗原活性位点，本研

究 利 用 AlphaFold 和 ZDOCK 服 务 器 模 拟 SElW 与

TCR 分子的对接，并结合 SElW 和其他肠毒素的氨

基酸多序列比对共同预测重要的可能的超抗原活

性位点；利用大肠埃希菌重组表达系统在体外表达

SElW 融合蛋白，为进一步运用定点突变技术研究

SElW 超抗原活性位点提供理论依据。

材料与方法

1. 菌株和载体：

（1）菌株：DC51619 菌株（中国 CDC 传染病预防

控制所感染性疾病诊治协同创新中心保存）、感受

态细胞 BL21（DE3）（中国江苏康为世纪生物科技股

份有限公司）

（2）载 体 ：原 核 表 达 载 体 pET-28a（+）（中 国
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CDC 传染病预防控制所感染性疾病诊治协同创新

中心保存）、pMD18-T 载体（日本 TaKaRa 公司）

2. 试剂：LB 琼脂、LB 肉汤（中国北京路桥技术

股份有限公司）；超保真酶、T4 连接酶、卡那霉素、

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）试剂（中国北京

全式金生物技术股份有限公司）；限制性内切酶

BamHⅠ和 Hind Ⅲ（日本 TaKaRa 公司）；SDS-PAGE
胶配置试剂盒、10×SDS-PAGE 电泳缓冲液、蛋白酶

抑制剂混合物（中国江苏康为世纪生物科技股份公

司）； PCR 产物纯化试剂盒、胶回收 DNA 试剂盒（美

国 Omega 公司）；质粒小提试剂盒（德国 Qiagen 公

司）、蛋白定量试剂盒［赛默飞世尔科技（中国）有限

公司］。

3. 仪器设备：梯度 PCR 仪（德国 Sensoquest 公

司）、5804R 型冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）、

超声破碎仪（德国 Bandelin 公司）、DYY-6C 型核酸

电泳仪（中国北京六一仪器厂）、低温空气浴摇床

（瑞士 INFORS 公司）、蛋白纯化仪（瑞典 GE 公司）、

SDS-PAGE 电泳槽 （美国伯乐公司）

4. SElW 蛋白三维结构的预测及评估：将 fasta
格 式 的 SElW 氨 基 酸 序 列 输 入 至 AlphaFold 软 件

中［10］，设 置 参 数 evoformer block 的 层 数 为 48，

structure module 的层数为 8，循环 3 次，用 5 个模型

预 测 得 到 5 个 结 果 ，选 择 预 测 局 部 距 离 差 检 验

（pLDDT）最高的模型作为最终选用的蛋白模型。

利 用 UCLA-DOE 的 SAVES 在 线 服 务 器（https：//
saves. mbi. ucla. edu/），使 用 ERRAT、拉 氏 图

（Ramachandran Plot）和 Verify_3D 等 软 件 对 SElW
蛋白模型预测结构进行评估。采用 ERRAT 软件计

算 0.35 nm 范围之内不同的原子类型对之间形成的

非键相互作用的数目（侧链），当得分>85 时，说明

预测结果准确度较高；PROCHECK 软件中的拉氏

图利用蛋白中非键合原子间的最小接触距离，体现

氨基酸残基理论上可以出现的构象，表示蛋白中允

许和不允许的构象，要求位于不允许区的氨基酸数

目≤5%。Verify_3D 用来检查评估模型的三维结构

和氨基酸一级序列的匹配度，当超过 80% 的氨基酸

残基的得分≥0.2 时，说明构象合理。使用 ZDOCK 
3.0.2 服务器（https：//zdock.umassmed.edu/）进行蛋

白单体和 TCR（PDB ID：4udt）的对接，ZDOCK 自动

默认参数设定（设置对接网格大小为 128，间距为

1.2 Å），输出 10 个打分最高的对接构象，选择打分

最 高 的 对 接 构 象 作 为 分 析 对 象 ，获 得 的 结 果 用

PyMOL 软件进行分析。

5. SElW 与其他肠毒素氨基酸序列比对：从美

国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心 数 据 库 里 下 载 SEA、

SEB、SEC3、SED、SEE、SEN 的 氨 基 酸 序 列 ，利 用

Geneious 软件中的 Align 对 SElW 与上述肠毒素的

氨基酸序列比对。

6. 重组蛋白的克隆表达：

（1）目的基因的扩增：根据 selw 序列设计引物。

正 向 引 物（F）：5'-CCC CGG ATC CAT CGA ATA 
TTC AGA CTT ACA TC-3'，反向引物（R）：5'- CCC 
CAA GCT TTT ATG ATT TGA ATA AAT AGA TAT 
CT-3'。正反向引物中分别引入保护碱基和BamHⅠ、

Hind Ⅲ的酶切位点（画横线处）。

（2）重组质粒表达载体的构建：PCR 产物纯化

后连接到 pMD-18-T 载体上，进行蓝白斑筛选后，将

菌落 PCR 鉴定阳性的菌落进行测序。将测序正确

的 产 物 -T 载 体 和 表 达 载 体 pET-28a（+）同 时 用

BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ进行酶切，酶切成功的目的片段

连 接 到 表 达 载 体 上 后 转 化 至 感 受 态 细 胞 BL21 
（DE3）中，在含卡那霉素的 LB 固体培养基上进行

菌落 PCR 和重组质粒双酶切鉴定。

（3）重组蛋白的诱导表达、纯化及蛋白定量：将

鉴定正确的重组质粒 pET-28a（+）-selw 接种在含有

卡那霉素抗性的 LB 固体培养基上，挑取单克隆过

夜培养种子液，按 1∶100 的比例扩大培养至含有终

浓度为 50 μg/ml 卡那霉素抗性的 LB 液体培养基

中 ，待 A600 的 值 升 高 至 0.6~0.8 时 ，加 入 终 浓 度 为

1 mmol/L 的 IPTG 诱导剂，16 ℃过夜诱导表达。将

表达后的菌液离心洗涤、超声破碎后再次离心，上

清用 0.45 μm 滤膜过滤后，用 AKTA 蛋白纯化仪-镍

亲和层析柱纯化带有 His 标签的重组蛋白，纯化完

后进行 SDS-PAGE 观察蛋白的纯化效果，并利用

BCA 蛋白定量试剂盒对重组蛋白 SElW 进行定量。

结 果

1. SElW 与 TCR 对接模型预测：AlphaFold 共预

测 5 个 SElW 单体结构模型，5 个模型的 pLDDT 的

值分别为 95.13、95.33、95.03、94.56、94.98。最终选

择模型 2 为对接蛋白单体（图 1A）。SElW 的空间结

构与已知其他肠毒素的结构相似，具有两个结构域

（氨基末端结构域和羧基末端结构域）。氨基末端

由与“寡糖/寡核苷酸折叠”类似的 β-基序组成，包

含 3 个 α-螺旋（α1~α3）及 6 个 β-片层（β1~β6）；羧

基末端的 β-grasp 结构域由 2 个 α-螺旋（α4、α5）和
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反向平行的 β-片层（β7~β13）组成。氨基末端的前

17 个氨基酸与羧基末端相邻。ERROT 评估结果显

示，SElW 蛋白预测模型的整体质量因素得分为

98.08，表明模型的准确度高；拉氏图的评估结果见

图 1B，优化后的最合适区氨基酸数目为 94.1%，无

氨基酸位于不允许区，表明模型构架结构合理。

Verify_3D 的 结 果 显 示 ，93.24% 的 氨 基 酸 的 评

分≥0.2，说明模型和氨基酸序列的匹配度高。利用

ZDOCK 服务器对 SElW 与 TCR 进行对接后，输出了

10 个评分高的对接构象，选择评分最高的对接构

象作为分析对象（图 1C），其评分值为 1 521.328，符

合 ZDOCK 筛选相互作用蛋白的要求（具体打分见

表 1）。使用 PyMOL 软件分析 SElW 与 TCR 相应的

氨基酸残基之间形成的 19 个氢键，氢键信息见

表 2。模型显示，TCR 与 SElW 蛋白的氨基末端结

构域相邻。

2. SElW 与 TCR 对接的重要位点汇总分析：序

列比对结果显示，SElW 与 SEA、SEB、SEC3、SED、

SEE、SEN 在羧基末端相对保守（图 2），既往文献实

验验证的与 TCR 相互作用的肠毒素位点主要集中

在氨基端，如 SEA 的位点 N25、C96、C106、S206 和

N207，SED 的位点 N23 和 F46。结合既往文献报道

的活性位点和不同肠毒素序列间同一位点的保守

表 2 金黄色葡萄球菌类肠毒素 W（SElW）

与 T 细胞受体（TCR）之间形成氢键的列表

氢键

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

SElW
氨基酸

位点

86
55
85
84
94
18
83
19

195
26

196
97
53
56
21
22
98
54

194

氨基酸

TYR
TRP
GLY
TYR
ASN
TYR
ASN
ASN
GLY
ASP
HIS

GLN
ASP
LYS
LYS
VAL
CYS
ASP
TYR

离子

OH
NE1

N
N
O

OH
O

OD1
O

ND2
N

NE2
OD1

NZ
NZ

O
O

OD
OH

TCR
氨基酸

位点

101
73
98

100
29
34

100
99

100
51

100
97
31
51
57
32

100
72

101

氨基酸

GLU
GLY
GLY
TYR
GLU
TYR
TYR
GLY
TYR
GLN
TYR
LEU
ASN
GLN
GLU
ARG
TYR
LYS
GLU

离子

OE1
O
O

OH
O

OH
OH

O
OH

OE1
OH

O
OD1
NE2
OE2
NH2

OH
O

OE2

距离
（Å）

0.81
2.75
2.86
2.90
3.12
3.21
3.23
3.38
3.41
3.41
3.46
3.68
3.84
3.91
4.08
4.49
4.50
4.53
4.55

注：A 为 SElW 蛋白单体，蓝色为 SElW 蛋白的 α-螺旋，桃红色为 β-片层，棕色为不规则卷曲；B 为 SElW 蛋白模型评估的拉氏图，红

色区域为完全允许区，黄色区域为允许区，白色为不允许区；C 为 SElW 与 TCR 对接模型，绿色代表 TCR
图 1　金黄色葡萄球菌类肠毒素 W（SElW）单体预测、评估及 SElW 与 T 细胞受体（TCR）对接预测

表 1 ZDOCK 对接模型评分值

模型名称

SElW-TCR-1
SElW-TCR-2
SElW-TCR-3
SElW-TCR-4
SElW-TCR-5
SElW-TCR-6
SElW-TCR-7
SElW-TCR-8
SElW-TCR-9
SElW-TCR-10

分值

1 521.328
1 502.312
1 475.223
1 447.242
1 431.992
1 405.735
1 396.352
1 395.121
1 392.788
1 391.315
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性，总结出 SElW 可能的重要位点：Y18、W55、N19、

C88 和 C98（表 3），并且这些位点与分子对接预测的

可能形成氢键的氨基酸残基位点重合。

3. 重组蛋白的克隆表达：

（1）pET-28a（+）-selw 重组质粒的构建：selw 基

因 PCR 扩增以菌株 DC51619 为模板，PCR 产物与 T
载体连接成功后基因测序，结果显示 selw 基因全长

669 bp（图 3A），无碱基突变。将测序正确的目的片

段与表达载体 pET-28a（+）连接成功后，提取质粒

进行双酶切鉴定，结果显示除质粒条带外，在接近

700 bp 有一条目标条带（图 3B），提示重组质粒表

达载体 pET-28a（+）-selw 构建成功。

（2）重组蛋白的诱导表达、纯化及定量：经过对

诱 导 表 达 条 件 的 摸 索 ，发 现 在 IPTG 终 浓 度 为

1 mmol/L、16 ℃诱导 14 h 时更有利于 selw 基因的表

达 。 收 集 表 达 好 的 菌 体 ，超 声 破 碎 后 进 行

SDS-PAGE 检测，结果显示重组表达的 SElW 蛋白

在上清和沉淀里均有表达（图 4A）。离心收集上清

后用 AKTA 纯化仪进行纯化，纯化效果见图 4B。对

纯化的 SElW 蛋白进行定量，得到重组蛋白的浓度

为 0.622 mg/ml。

讨 论

SElW 是由核心基因编码的新型超抗原，几乎

分 布 于 金 黄 色 葡 萄 球 菌 所 有 的 流 行 克 隆 系 ，如

CC1、CC5、CC8、CC45、CC121 和 CC398 等，现已发

现 14 个主要的等位基因变异体，氨基酸序列一致

性高达 92%［3，9］。SElW 是目前预测的，存在于人类

和家畜重要流行克隆 CC398 的唯一超抗原。体外

实验表明，该蛋白的缺失可以导致 CC398 菌株失去

促进 T 细胞增殖活性，表明该蛋白在致病性方面具

有重要的功能［11-12］。

AlphaFold 是一种新型的、准确性好、精密度高

的预测蛋白 3D 结构的程序，甚至能分析 X-射线晶

体学很难解决的楔入细胞膜中的蛋白质结构［10］，现

已得到广泛的应用。ZDOCK 使用快速傅里叶变换

算法在 3D 网格上实现高效的全局对接搜索，并利

用形状互补性、静电学和统计势项的组合进行评

分，在蛋白质-蛋白质刚性对接方面有很高的预测

表 3 金黄色葡萄球菌类肠毒素与 T 细胞受体作用的

重要位点汇总

类    别
氢键

不同肠毒素序列的保守性

既往文献报道

Y18
是

否

否

N19
是

是

是

W55
是

否

否

C88
否

是

是

C98
是

是

是

注：红色方框表示 SEA 与 TCR 的作用位点；绿色方框表示 SED 与 TCR 的作用位点； 表示 α-螺旋， 表示 β-片层，剩余未标注的位

点表示不规则卷曲；*表示 SElW 与 TCR 的预测位点

图 2　金黄色葡萄球菌类肠毒素 W（SElW）与金黄色葡萄球菌肠毒素（SEA、SED、SEE、SEN、SEB、SEC3）的氨基酸序列比对

·· 633



中华流行病学杂志 2023 年 4 月第 44 卷第 4 期　Chin J Epidemiol, April 2023, Vol. 44, No. 4

准确性［13］。本研究利用 AlphaFold 软件对 SElW 蛋

白进行三维结构预测，并借助 SAVES 在线服务器

中的 ERRAT、拉氏图和 Verify_3D 对预测模型进行

评估，然后通过 ZDOCK 对 SElW 和 TCR 进行对接，

以较高的准确性成功模拟了 SElW 与 TCR 的结合

方式，并结合 SElW 和其他肠毒素的氨基酸多序列

比对共同预测重要的可能的氨基酸位点。

根据核苷酸或氨基酸序列的相似性，可将超抗

原分成 5 个组［14］，本研究的 SElW 与 SEA 共同属于

第 3 组［8］。单体预测模型显示，SElW 由两个结构域

组成，氨基末端的寡糖/寡核苷酸-折叠结构域和羧

基末端的 β-grasp 结构域，相对保守的 TCR 结合位

点位于分隔这两个结构域的浅槽中；两个结构域之

间由一个横跨分子中心的结构保守的 α-螺旋分割，

这与已经报道的超抗原的结构相似［4，15-17］。SElW 的

空间结构高度保守，α-螺旋和 β-折叠多数位于氨基

酸序列的保守区，而不规则卷曲多位于非保守区。

有研究报道，位点 Y18 和 W55 可能是 SElW 与

TCR 相互作用的重要免疫活性位点［3］，本研究的对

接结果也显示 Y18、W55 可与 TCR 形成氢键。对接

构象同时显示位于 α-螺旋内的 N19 可形成氢键，可

能影响 SElW 与 TCR 的结合，此位点与研究报道的

SEA、SEB 和 SEC3（编号分别为 N25、N23、N23）共同

超抗原锚点高度保守［18-20］，说明此位点对 SElW 和

TCR 的相互作用可能具有重要影响。前期的突变

研究显示，N25、C96、C106、S206 和 N207 五个位点

是 SEA 与 TCR 相 互 作 用 位 点［18， 21-22］；N23、F46 是

SED 与 TCR 作用位点［23］。这些残基的共同特点是

单个氨基酸残基的理化性质的变化，即可影响凹槽

与抗原肽的结合，如当某氨基酸突变为丙氨酸时，

能显著影响 T 淋巴细胞的增殖和细胞因子的释放。

经报道，位于环区上的位点通过氢键和范德华力能

影响肠毒素与 TCR 之间的相互作用［22］，而 TCR 位

点中 W55 和 C88 均位于环区，并同时与已被报道的

SEA 相对应的位点保持一致，值得重点关注。根据

序列比对后氨基酸位点的保守性及汇总文献数据，

本研究预测以下 5 个位点为重要的可能的 TCR 结

合位点：Y18、N19、W55、C88 和 C98。但是序列比

对发现 Y18 和 W55 两个位点与其他肠毒素相对应

的位点保守性较低，因此后续还需对不同来源的

SElW 氨 基 酸 序 列 进 行 多 态 性 分 析 进 一 步 验 证

Y18 和 W55 的保守性。

综上所述，本研究对 SElW 与 TCR 进行分子对

接模型预测，结合多序列比对分析总结出了 5 个需

要重点关注的可能的超抗原活性位点，为进一步探

索 SElW 免疫识别机制提供了理论依据；同时运用

体外重组技术成功构建并表达了 SElW 蛋白，为后

续构建突变体奠定了基础。
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