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摘　要： 随着水产品生产和加工的不断发展，耐药微生物及其基因带来的安全风险逐渐引起关注。基于基因

编辑系统的分子传感器，特别是无需原间隔区邻近基序（protospacer adjacent motif, PAM）位点的 Argonaute蛋
白 ，已成为核酸检测的重要发展方向。为获取中温性 Argonaute核酸酶 CbAgo（Clostridium  butyricum
Argonaute）蛋白并验证其在人源耐药机会致病菌检测中的可行性，本研究采用 pET-28a/Rosetta(DE3)表达体

系，在 0.1 mmol·L−1 IPTG、16 ℃ 下诱导表达 16 h，成功获得了可溶性重组 CbAgo蛋白。经镍柱纯化获得约

分子量约为 87 kDa的 CbAgo蛋白。结果表明，CbAgo蛋白能够在引导 DNA（Guide DNA, gDNA）引导下特异

性识别并切割单链 DNA，进一步优化反应体系后，成功实现模拟人源耐药机会致病菌单链核酸片段的切割释

放。因此，CbAgo蛋白有望应用于后续海洋环境中人源耐药机会致病菌现场检测及基因编辑研究。
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Abstract：With  the  continuous  development  of  aquatic  product  production  and  processing,  the  safety  risks
posed by drug-resistant microorganisms and their  genes have gradually attracted attention.  Molecular sensors
based  on  gene  editing  systems,  especially  Argonaute  proteins  that  do  not  require  protospacer  adjacent  motif
(PAM) sites, have become an important direction in nucleic acid detection. To obtain the mesophilic Argonaute
nuclease CbAgo (Clostridium butyricum Argonaute) and assess its feasibility in detecting human-derived drug-
resistant  opportunistic  pathogens,  the  pET-28a/Rosetta(DE3)  expression  system  was  employed  in  this  study.
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Soluble  recombinant  CbAgo  protein  was  successfully  expressed  by  induction  with  0.1  mmol·L−1  IPTG  at
16  °C  for  16  hours,  followed  by  purification  via  nickel-affinity  chromatography,  yielding  protein  of
approximately 87 kDa. The results showed that the CbAgo protein could specifically recognize and cleave single-
stranded DNA under  the guidance of  guide DNA (gDNA).  After  further  optimization of  the reaction system,
the cleavage and release of simulated single-stranded nucleic acid fragments of  human-derived drug-resistant
opportunistic  pathogens  were  successfully  achieved.  Therefore,  the  CbAgo  protein  shows  potential  for
application  in  subsequent  detection  of  human-derived  drug-resistant  opportunistic  pathogens  in  marine
environments and gene editing research.
Keywords：CbAgo  protein； methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus； Human-derived  drug-resistant
opportunistic pathogens；Marine Environmental Safety；Pathogen detection

 0    引　言

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant Staphylococcus aureus，MRSA）虽然并不是典型水产

病原菌，但作为人源耐药机会致病菌，其在海洋环境中的分布日益增多，可指示人类活动导致的耐药微生

物输入风险。随着海洋牧场建设和现代渔业的持续发展，集约化养殖和规范化管理在提升水产品供给能

力的同时，也对近海微生物组成与分布格局产生了一定影响[1−3]。在养殖生产和水产品加工过程中，人员

频繁参与使部分人源微生物进入海洋环境，带来潜在的公共卫生风险，其中耐药菌及其耐药基因的出现

与累积逐渐受到关注[4]。MRSA作为典型的人源耐药机会致病菌，已被证实可随人类活动进入海洋环境，

其生态学意义主要体现在对人源耐药菌输入海洋系统的指示作用[5−9]。此外，MRSA在水产品加工和流通

过程中仍可能引发机会性感染，对水产品安全和从业人员健康构成潜在威胁[10−13]。综上所述，建立针对

MRSA等耐药相关基因的检测方法，对于识别人为耐药风险和加强海洋牧场与现代渔业的微生物安全管

理具有重要意义。

基于基因编辑系统构建的分子传感器已成为核酸检测领域的重要发展方向，其中以成簇规律间隔短

回文重复序列 CRISPR（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats，CRISPR）介导的检测体

系最为成熟。CRISPR源于原核生物基因组中的成簇规律间隔短回文重复序列，是细菌为了抵御外来入

侵基因所进化出的系统，具有特异性识别并切割目的基因的功能[14−16]。基于这一特性，CRISPR被用来开

发出新型检测手段检测食源性病原菌、药物、各类小分子等[17−19]，但因该基因编辑工具介导的检测体系只

在特定原间隔区邻近基序（protospacer adjacent motif, PAM）附近工作，限制了其可识别和可编辑的核酸位

点范围。因此，探索不受 PAM位点限制的新型核酸识别与切割工具，具有重要的研究意义和应用价值。

Argonaute蛋白介导的核酸检测体系作为一种无 PAM位点限制的体系，有望在特定场景下补充甚至

突破 CRISPR技术局限的新策略，近年来逐渐受到关注。该类体系具有靶标序列选择灵活、特异性高、反

应温和等优势，正在分子诊断领域展现出重要的应用潜力[20]。Argonaute蛋白家族最初因其在真核生物

（如植物、动物）的 RNA干扰中起关键作用而被熟知[21]。与 CRISPR系统依赖 RNA引导和 PAM位点不

同，Argonaute系统可在引导 DNA（Guide DNA，gDNA）引导作用下，对互补 DNA靶标精准识别，并在 5’端
第 10-11位碱基之间进行特异性切割[20]。早期研究表明，来源于嗜热菌的 Thermus thermophilus Argonaute
（TtAgo）蛋白在体外 65 ℃ 下可以利用 DNA引导链来切割 DNA靶链[22]。然而，其对高温反应条件的依赖

限制了实际应用。随后研究发现，Clostridium butyricum Argonaute（CbAgo）蛋白同样能够介导 DNA引导

的 DNA切割反应，并且可在常温条件下发挥活性[23, 24]，从而显著拓展了 Argonaute体系在分子诊断领域

的应用潜力。

基于上述背景，本研究以中温性 Argonaute核酸酶 CbAgo蛋白为研究对象，对其表达与纯化过程进

行了系统优化，并验证了其对双链 DNA（dsDNA）的识别与切割能力。在此基础上，进一步优化了
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CbAgo蛋白介导的单链 DNA（ssDNA）识别反应体系，确定了适用于检测的反应条件。以 MRSA基因组

为模型靶标，模拟实际样本条件，验证了 CbAgo蛋白在 MRSA基因检测中的可行性。研究结果表明，相

比于 CRISPR检测体系需特定的 PAM位点才可激活蛋白反式切割活性，CbAgo蛋白可在不依赖 PAM位

点的常温情况下实现核酸特异性切割，为建立针对 MRSA等耐药相关基因的现场检测提供了实验依据，

有助于识别人为耐药风险并支撑海洋牧场与现代渔业的微生物安全管理。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料　

 1.1.1    表达质粒与菌株　pJH-MBP-CbAgo购自于 Addgene（货号：127 707；抗性：卡那霉素；标签：N端

MBP标签）。pET-28a-TEV购自于杭州宝赛生物科技有限公司（抗性：氨苄青霉素；标签：N端 6×His）。
Rosetta（DE3）感受态购自北京索莱宝科技有限公司（Solarbio）。
 1.1.2    实验试剂　本实验所用试剂与耗材涵盖核酸和蛋白质分析等多个方面，在核酸实验中，琼脂糖

（Thermo Fisher  Scientific）用于制备电泳凝胶，配合 50×TAE Buffer（Sangon  Biotech）或 10×TBE Buffer
（Solarbio）稀释后作为电泳缓冲液；采用 GeneGreen核酸染料（天根生物）进行凝胶染色，并以 50 bp DNA
Ladder（ Solarbio）作为分子量标准。在核酸提取实验中 ，采用 E.Z.N.A.®  Bacterial  DNA  Kit  D3350
（OMEGA）提取细菌基因组 DNA，质粒提取试剂盒（OMEGA）提取质粒，上样时需添加 6×DNA loading
buffer（索莱宝）。在蛋白分析实验中，30% Acr-Bis（Solarbio）与 TEMED（Solarbio）用于 SDS-PAGE凝胶的

配制，上样时添加 5× SDS-PAGE Protein Loading Buffer（碧云天），180 kDa Protein Mark（Solarbio）作为分子

量标准。蛋白纯化实验中，Ni-NTA Agarose（真知生物）与 GE肝素柱（天地人和）作为蛋白纯化的吸附柱，

蛋白酶抑制剂（德国达姆施塔特默克）用于抑制纯化过程中蛋白酶对目的蛋白的影响。

 1.1.3    仪器设备　超净工作台（上海博迅）；高压灭菌锅（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；蛋白纯化

仪 NGC（美国伯乐）；纯水仪（德国达姆施塔特默克）；精密天平（上海楚定分析仪器有限公司）；恒温光照培

养箱（上海一恒科学仪器有限公司）；pH计（上海雷磁）；振荡培养箱（浙江华盛仪器有限公司）；电泳仪（广

州道一科学技术有限公司）；凝胶成像系统（美国 GE医疗）；PCR仪（苏州东胜兴业科学仪器有限公司）；

冰箱（珠海格力电器股份有限公司）；高速台式冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；超低温

冰箱（中科美菱）；恒温水浴锅（上海博迅实业有限公司）；超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限

公司）。

 1.2    实验方法　

 1.2.1    pJH-MBP-CbAgo 质粒提取　含 CbAgo表达质粒的穿刺菌株（Addgene）接种于含卡那霉素的

LB固体培养基上，于 37 ℃ 培养 12 h。挑取单个阳性菌落，在超净工作台内接种至含卡那霉素的 LB液

体培养基中，于 37 ℃ 振荡培养 12 h以扩增菌体。取 2 mL菌液，于室温条件下以 10,000 ×g离心，弃上

清，收集菌体沉淀。向沉淀中加入 250 μL Solution I/RNase A混合液，充分涡旋振荡使菌体完全重悬；随后

加入 250 μL Solution II，轻轻颠倒混匀，室温静置不超过 5 min，避免剧烈振荡。加入 350 μL Solution Ⅲ，

轻柔颠倒混匀，直至形成白色絮状沉淀后，以 10,000 ×g离心。将上清液转移至硅胶吸附柱中，10,000×g
离心后弃去滤液。依次加入 500 μL HB Buffer和 700 μLDNA Wash Buffer洗涤，均以 10,000 ×g离心弃去

滤液，其中 DNA Wash Buffer洗涤步骤重复一次。随后进行空柱离心以去除残余乙醇。将吸附柱置于

1.5 mL离心管中，加入 30～50 μL Elution Buffer，室温静置 1～2 min后，以 10,000 ×g离心洗脱 DNA，获

得 pJH-MBP-CbAgo表达载体。所得质粒送交生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序验证。

 1.2.2    pJH-MBP-CbAgo 质粒转化　将 3  μL  pJH-MBP-CbAgo表达载体 （50  μg/mL）与 100  μL  Rosetta
（DE3）感受态细胞吹打混匀，冰浴 30 min。随后于 42 ℃ 热激 30～90 s，立即放回冰上继续冰浴 5 min。加

入 500 μL LB液体培养基，置于 37 ℃ 摇床振荡培养 2 h。离心收集菌体沉淀，弃上清，最后将菌液涂布于

含卡那霉素（50 μg/mL）的 LB固体培养基上，37 ℃ 倒置培养 12 h。
 1.2.3    TEV 蛋白纯化　将 5 μL转化后的 TEV工程菌接种至含氨苄青霉素的 LB培养基中，于 37 ℃ 振荡

  NATURAL SCIENCE OF HAINAN UNIVERSITY 3  

林志赟等. 中温性 Argonaute核酸酶的体外切割活性研究及其在MRSA基因检测中的应用
Natural Science of Hainan University (ISSN 1004-1729) https://hndk.hainanu.edu.cn

https://hndk.hainanu.edu.cn


培养 12 h进行复苏。取复苏菌液转接至含氨苄青霉素的新鲜 LB培养基中，在相同条件下继续扩培 12 h。
收集扩培后的菌液，经高速冷冻离心获取菌体沉淀，加入 TEV裂解液重悬混匀。使用超声破碎仪裂解细

胞，裂解后的菌液再次高速冷冻离心，保留上清并弃去沉淀。为纯化 TEV蛋白酶，采用 Ni-NTA重力柱进

行亲和纯化，所得蛋白样品通过 SDS-PAGE电泳验证。随后使用 10 kDa超滤管进行脱盐及缓冲液置换，

最终置换为 TEV保存液。经 BCA法测定，纯化后的 TEV蛋白酶浓度为 1 mg/mL，分装后保存于-80 ℃。

 1.2.4    pJH-MBP-CbAgo 蛋白纯化　将转化后的 pJH-MBP-CbAgo单菌落接种至含卡那霉素的 LB培养基

中，于 37 ℃ 振荡培养 12 h。待菌液 OD值达到约 0.8时，加入 0.1～0.2 mM IPTG，于 16 ℃ 诱导表达 16
h。收集菌体，经冷冻高速离心后弃上清，重悬于 CbAgo裂解缓冲液中，并进行超声破碎。经超声破碎的

菌液再次离心，取上清经 0.22 μm滤膜过滤，滤液保存于 4 ℃ 备用。为纯化 pJH-MBP-CbAgo蛋白，采用

镍柱亲和层析纯化，使用全自动蛋白纯化仪 NGC进行操作，并通过 SDS-PAGE凝胶进行电泳验证分析。

纯化后的蛋白溶液经 10～30 kDa超滤管进行脱盐及缓冲液置换。为去除 MBP标签，加入 TEV蛋白酶，

于 4 ℃ 酶切过夜。酶切产物进一步经肝素柱层析（NGC系统）纯化，获得 CbAgo蛋白，并经 SDS-
PAGE验证。最终将蛋白置换至保存缓冲液中，分装保存于-80 ℃。

 1.2.5    CbAgo 蛋白纯化的优化　将目的基因从 pJH-MBP-CbAgo质粒中克隆，构建于 pET-28a表达载体

中，同时保留 C-端及 N-端的 6×His标签（由生工生物工程（上海）股份有限公司制作）。之后对得到的

CbAgo表达载体进行转化（同 1.2.2），并采用镍柱亲和层析进行蛋白纯化（同 1.2.4）。最后通过 SDS-PAGE
凝胶进行电泳分析，并通过 BCA法检测 CbAgo蛋白的浓度。

 1.2.6    引物设计与目标序列扩增　本实验根据实验室保存的 MRSA菌株基因组测序结果中的 nuc 碱基

序列，设计并合成扩增引物（F：5’-AAAAATGGTAGAAAATGC-3’，R: 5’-GCTTGTGCTTCACTTT-3’）以MRSA
的基因组 DNA作为模板扩增 nuc 基因，在 95 ℃ 条件下预变性 5 min，95 ℃ 条件下变性 30 s，55 ℃ 条件

下退火 20 s，72 ℃ 条件下延伸 10 s，进行 35个循环；最后在 72 ℃ 条件下延伸 5 min，扩增结束后使用琼脂

糖凝胶电泳检测 dsDNA产物验证，保存于 -20 ℃ 冰箱备用。其余性质验证探索所使用的 ssDNA如

表 1所示：
  

表 1    CbAgo 蛋白性质摸索所使用 ssDNA 序列

名称 序列信息（5’-3’） 对应图序

F-gDNA GACTTCAATTTTCTTT 图3

R-gDNA AAAGAAAATTGAAGTC 图3

F-59nt TCGCGACTAATGCAATATCTATAGACGACTAATATCTCGCGCTGATCAGCTAGCATCAG 图4

gDNA AGTCGTCTATAGATATT 图4

MRSA-F-50nt CAAAGAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTGATGG 图5

MRSA-gDNA GCATAAATATACGCTA 图5

FQ-32nt CCATCAGCATAAATATCCATCAACCGTCTGGC 图5

R-34 AGTACGAAGTCGTCGAGAGTACGAAGTCGTCGAG 图5
 

以上 ssDNA由生工生物工程有限公司合成。

 1.2.7    gDNA 制备　将 10 μM DNA底物 25 μL、T4 PNK酶 1.5 μL、10×T4 PNK Buffer 5 μL（700 mM Tris-HCl，
100 mM MgCl2，50 mM DTT，pH 7.6）、10 mM ATP 5 μL和 ddH2O 13.5 μL加入 PCR管中，总体积 50 μL。
随后将反应体系置于 PCR仪中，37 ℃ 孵育 1.5 h，随后 60 ℃ 处理 30 min以失活 T4 PNK酶。反应结束

后，产物保存于 4 ℃ 备用。

 1.2.8    CbAgo 蛋白切割 dsDNA 及辅助酶辅助切割效果　使用 ET SSB及重组酶辅助 CbAgo蛋白进行

dsDNA切割，以观察在常温状态下 ET SSB单链结合蛋白以及重组酶是否影响 CbAgo蛋白的切割活性。

反应结束后的溶液通过 PAGE凝胶电泳进行分析。

 1.2.9    CbAgo 蛋白切割 ssDNA 体系优化　为确定 CbAgo蛋白的最佳反应体系，我们系统考察了温度、
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离子种类与浓度、缓冲液成分、pH值、gDNA浓度等多个因素，并对各条件下的产物进行非变性

PAGE凝胶电泳分析，以建立稳定可靠的反应体系，为后续实验提供依据。

 1.2.10    CbAgo 蛋白检测模拟样本可行性验证　为验证检测系统的可行性，本研究设计了以下模拟实验：

以 MRSA-F-50nt单链 DNA模拟人源耐药机会致病菌 MRSA基因组中的靶标序列，并设置与之完全互补

的 gDNA引导 CbAgo蛋白进行特异性切割，作为阳性对照；同时，以 R-34序列模拟其他非目标耐药菌基

因组，其无对应的互补 gDNA引导切割，作为阴性对照；另使用 FQ-32拟荧光探针 FQ，用于后续检测信号

的读出。

 2    结　果

 2.1    CbAgo 构建于 pET-His6-MBP-TEV-LIC 表达载体的蛋白纯化　使用 DNA提取试剂盒获取纯化

pJH-MBP-CbAgo质粒，并经琼脂糖凝胶电泳验证，经生工生物公司测序确认后，以 E.coli Rosetta （DE3）/pJH-
MBP-CbAgo表达系统进行 CbAgo表达与纯化，获得带有 MBP标签的重组 CbAgo蛋白。SDS-PAGE结

果显示其蛋白条带位于 127 kDa附近，与预测大小相符（图 1a）。同时，纯化所得 TEV蛋白条带约为 28
kDa，亦符合预期（图 1b）。随后，利用 TEV蛋白酶切除 MBP标签，所得 CbAgo蛋白条带约为 87 kDa，与
理论分子量一致（图 1c）。然而，在后续使用过程中发现，该蛋白未能切割靶标核酸，且偶尔出现沉淀现

象。放置一周后，经 SDS-PAGE检测发现蛋白明显降解，表明在此条件下无法获得稳定可用的 CbAgo蛋

白（图 1d）。
  

kDa M
kDa M

kDa M

CbAgo

CbAgo

135
100
75

135
100
75

c    CbAgo蛋白肝素柱纯化

TEV

48

35

25

b    TEV蛋白纯化 d    CbAgo蛋白−20℃保存一周

kDa M pJH-MBP-CbAgo
180
135
100

a    pJH-MBP-CbAgo蛋白纯化

1 2 3 1 2 34 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 9 10 118 1

图 1    pET-His6-MBP-TEV-LIC 表达载体系统纯化 CbAgo 蛋白 SDS-PAGE 图
M：marker；a1-a8：25～150 mM咪唑浓度梯度洗脱的组分；b1: 裂解上清；b2: 流穿液；b3：平衡液洗脱；b4-b11：75～150 mM咪

唑浓度梯度洗脱的组分；c1-c3：肝素柱纯化蛋白 0.6～1.2 M KCl浓度梯度洗脱组分；d1：-20 ℃ 放置一周后 CbAgo蛋白
 

 2.2    CbAgo 构建于 pET-28a 表达载体的蛋白纯化　通过将 CbAgo目的基因构建于 pET-28a表达载体，

本实验最终成功解决了 CbAgo蛋白的纯化问题，能够稳定获得目标蛋白。相较于早期使用的 pET-His6-
MBP-TEV-LIC表达载体，采用 pET-28a载体不仅简化了纯化步骤，降低了纯化成本，且显著提高了蛋白

制备的稳定性与重复性（图 2）。
 2.3    CbAgo 蛋白切割 dsDNA 性质验证　为验证 CbAgo蛋白的体外活性，本研究首先通过 PCR扩增获
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得目的双链 DNA（dsDNA），并在不同温度下利用

CbAgo蛋白对其进行特异性识别与切割。然而，实

验结果发现，在 gDNA存在时，电泳图中未出现预

期的目的条带 ，CbAgo蛋白未能有效切割目标

dsDNA（图 3a、图 3b）。鉴于 CbAgo蛋白的识别与

切割功能依赖于 gDNA通过碱基互补配对定位至

目标序列，我们推测 gDNA与 dsDNA的有效结合

可能是反应的关键限制因素。为此，我们进一步尝

试在反应体系中添加重组酶或 ET SSB单链结合蛋

白，以期辅助 gDNA侵入并稳定结合 dsDNA，从而

促进 CbAgo蛋白的特异性切割。结果表明，即使加

入这些辅助因子，反应仍未能产生预期大小的目的条带（图 3c、图 3d）。
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MRSA
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R-gDNA

MRSA

F-gDNA

R-gDNA

a    CbAgo蛋白37℃切割dsDNA b    CbAgo蛋白65℃切割dsDNA

Recombinase

c    重组酶辅助CbAgo蛋白切割dsDNA

MRSA SA NC

207 bp dsDNA

F-gDNA
+R-gDNA

d    ET SSB单链结合蛋白辅助CbAgo蛋白切割dsDNA

图 3    CbAgo 蛋白不同条件下切割双链 DNA 效果
 

 2.4    CbAgo 蛋白切割 ssDNA 性质验证　为确定 CbAgo蛋白的最佳工作条件，本研究系统评价了温度

（4 ℃、20 ℃、37 ℃、45 ℃、55 ℃、65 ℃、75 ℃、85 ℃、95 ℃）、离子种类（Mg2+、Co2+、Mn2+、Cu2+、K+、

Ag+、Na+、 Pb2+） 、缓冲液 （DEPC、 Tris-HCl  7.5、 PBS、NEB3.1、NEB2.1） 、 pH（ 5、 6.8、 7.5、 8.3、 10） 、

gDNA浓度（500 nM、50 nM、5 nM、0.5 nM、0 nM ）对其切割活性的影响，为实际检测应用提供优化方

案。结果表明，CbAgo蛋白在 4 ℃～95 ℃ 范围内均具有切割活性，其中 55 ℃～65 ℃ 时活性最高（图 4a）。
当 Mg2+存在时，在不同离子条件下，发现其金属离子不到其危害细胞活性的浓度时 CbAgo仍能保持较好

 

kDa M

CbAgo
100

75

1 2

图 2    质粒改造后的 CbAgo 蛋白纯化

M：marker；1-2：25～150 mM咪唑浓度梯度洗脱的组分
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的切割效率（图 4b）。缓冲液测试结果显示，Tris-HCl（pH 7.5）是 CbAgo的最适切割体系（图 4c）。pH实

验表明，该蛋白在碱性条件下切割效果较强，但产物条带呈现弥散现象；在中性至酸性条件下其活性随

pH下降而逐渐减弱（图 4d）。最后，引导链 gDNA浓度实验证实，无 gDNA时 CbAgo无法切割靶标；当

gDNA浓度达到 5  nmol及以上时，可有效引导特异性切割（图 4e）。
  

bp M 4°C 20°C37°C45°C55°C65°C75°C85°C95°C
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a    不同温度下CbAgo蛋白切割效果
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b     不同离子条件下CbAgo蛋白切割效果
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c    不同buffer影响CbAgo蛋白切割效果 d    不同PH值影响CbAgo蛋白切割效果 e    不同gDNA浓度影响CbAgo蛋白切割效果

图 4    CbAgo 蛋白酶切反应体系优化
 

 2.5    CbAgo 蛋白在 MRSA 基因检测中的应用　为验证 CbAgo蛋白用于检测人源耐药机会致病菌的可

行性，本研究选取 MRSA基因组序列作为模拟靶标进行切割验证。MRSA靶标 ssDNA的模拟与获取流

程见图 5a。
 

海洋环境或动物体内病原菌

病原菌扩培

病原菌

基因组提取

病原菌基因组

不对称PCR扩增

病原菌ssDNA

a    模拟人源耐药机会致病菌ssDNA获取示意图

bp M

bp

50

25

M

1

50 R-34

gDNA

b    CbAgo蛋白识别切割非
MRSA阴性靶标结果

CbAgo

MRSA-gDNA

MRSA-F-50nt

FQ-32nt

Product 16nt

MRSA-F-50nt

FQ-32nt

Product 34nt
Secondary product 22nt

Product 16nt

MRSA-gDNA

c    CbAgo蛋白识别切割MRSA

阳性靶标结果
d    CbAgo蛋白检测MRSA

可行性原理图

CbAgo

MRSA-gDNA

MRSA-F-50nt

FQ-32nt

Product 16nt

− − − + + +

+ − − − + −
− + − + + −
− − + − − +

− − − − − +

1 2 3 4 5 6

图 5    CbAgo 蛋白检测人源耐药机会致病菌可行性结果及原理图
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在阴性对照中，以非互补序列 R-34作为靶标，由于 gDNA无法与之配对，CbAgo蛋白未能切割靶标，

结果与预期一致，仅可见完整靶标条带（图 5b）。在阳性对照实验中，以 MRSA-F-50nt作为靶标序列，其

与 MRSA-gDNA完全互补。在缺失 CbAgo蛋白或缺失 MRSA-gDNA引导的条件下，靶链均未发生明显

降解；而在 MRSA-gDNA存在时，CbAgo蛋白能够有效切割该靶标，生成预期大小的切割产物。进一步

地，利用该切割产物中产生的 16 nt片段作为二级 gDNA，引导 CbAgo切割模拟荧光探针的 FQ-32 nt
序列，结果显示 FQ-32 nt可被有效识别并切断为两条单链 DNA，与预期产物大小相符（图 5c）。基于上述

结果的检测原理示意图可见图 5d：经 MRSA-gDNA引导，CbAgo蛋白成功引发了一个级联反应：通过切

割 MRSA-50nt-F产生次级 gDNA，并进一步切割释放 FQ-32nt。表明 CbAgo蛋白能作为基因编辑工具设

计检测方法进行人源耐药机会致病菌的检测。

 3    讨　论

相较于 CRISPR系统依赖 PAM位点识别的机制，Argonaute（Ago）系统在理论上不受 PAM位点限

制，同时其所使用的 DNA导向分子（gDNA）相较于 CRISPR系统中的 RNA导向分子（gRNA）具有更高的

化学稳定性与更低的合成成本。因此，Ago系统在理论上仅需依据靶标基因组 DNA序列设计特异性

gDNA，即可引导 Ago蛋白实现精准切割 [24]。在多种已报道的 Ago蛋白中，与 PfAgo、TtAgo等高温型

Ago蛋白相比，CbAgo可在 37 ℃ 的中温条件下保持切割活性，这一特性显著拓展了其在常规实验条件乃

至现场实地环境中的应用潜力，使其有望发展为适用于多种污染物检测的新型核酸识别与切割工具，为

海洋污染物检测领域提供新的技术平台[20]。

然而，当前关于 CbAgo的研究仍存在一定技术差异。已有研究报道了两种主要的 CbAgo蛋白纯化

策略：一种是 John van der Oost等人通过将 CbAgo目的基因构建于 pET-His6-MBP-TEV-LIC表达载体中，

经多步纯化获得 CbAgo蛋白；另一类是 Chen等人将 CbAgo目的基因构建于 pET-28a表达载体中，在

N端保留 6×His标签，并通过 Ni-NTA亲和层析实现蛋白纯化[23, 25]。本研究在充分参考并比较上述两种方

法的基础上，发现将 CbAgo目的基因构建于 pET-28a表达载体中，同时保留 N端与 C端的 6×His标签，

可通过单步 Ni-NTA亲和层析稳定获得较高质量的 CbAgo蛋白，因在纯化方式上无 MBP标签切除的需

要，减少对 TEV的纯化及肝素柱的纯化。重复性方面，使用 pET-28a表达载体纯化 CbAgo，并不会随着

时间的推移发生降解现象，且每次重复均能稳定获得 CbAgo，证实了使用 pET-28a表达系统纯化 CbAgo，
在操作简便性与重复性方面具有明显优势。

在核酸切割特性方面，已有研究尝试通过设计多条 gDNA协同切割 dsDNA，以间接释放 ssDNA作为

下游反应底物[26, 27]。然而，本研究结果表明，CbAgo对 dsDNA的直接识别与切割能力仍然较弱。而实际

检测应用中，ssDNA的制备过程较为复杂，难以适应现场快速检测的需求。目前，CbAgo的应用仍主要局

限于实验室条件，但随着相关研究的不断深入，结合新型材料、信号放大策略及检测仪器的创新方法不断

涌现，已在一定程度上显著提升了 CbAgo在核酸检测中的应用性能[28−30]。此外，已有研究通过引入辅助

策略突破中温性 Argonaute核酸酶对 dsDNA识别效率受限的问题[31]，为 CbAgo在复杂实际环境中的应用

提供了重要的理论支撑。展望未来，随着蛋白工程与理性设计手段的进一步发展，通过对 CbAgo进行结

构与功能改造，有望进一步突破其 dsDNA识别瓶颈，从而显著提升其在环境污染物检测等实际应用场景

中的应用潜力。

 4    结　论

本研究成功纯化了 CbAgo蛋白，并对其体外生化性质进行了探究，确定了最优反应体系。以人源耐

药机会致病菌 MRSA的基因组 DNA为靶标，通过设计互补的 gDNA，成功实现了 CbAgo蛋白的特异性

切割，初步验证了在海洋领域该蛋白检测病原菌的可行性。为后续构建常温反应、无需 PAM位点的现场

快速检测方法奠定基础。
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