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铜绿假单胞菌噬菌体 !"!# 内溶素基因克隆、表达及活性分析

孙卫忠，胡晓梅，饶贤才，谭银玲，陈志谨，丛延广，胡福泉* （第三军医大学基础医学部微生物学教研室，重庆市微生物工
程实验室，重庆 %"""(’）

* * 摘* 要：目的* 构建铜绿假单胞菌噬菌体内溶素重组原核表达载体，检测重组蛋白的酶学活性及抑菌活性。方法*
利用重组技术将铜绿假单胞菌裂解性噬菌体 +,+! 内溶素基因构建到表达载体 -./(! 中，并在大肠杆菌 0!$（-1/+%）中
诱导表达，通过非变性方法纯化重组融合蛋白，利用酶谱电泳、抑菌实验等技术检测酶学活性及抑菌活性。结果* 酶谱电
泳方法结果显示重组融合蛋白对铜绿假单胞菌细胞壁肽聚糖有降解作用，抑菌活性检测结果显示重组融合蛋白对金黄色

葡萄球菌有一定的抑菌效果。结论* 该研究从实验方面证实了噬菌体 +,+! 内溶素基因的生物学功能。
* * 关键词：噬菌体；内溶素；基因表达；活性鉴定
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* * 噬菌体是细菌的一类病毒，而控制双链 P85噬菌
体进出宿主细胞的物质是一类由噬菌体编码的蛋白，

这类蛋白被称作内溶素或肽聚糖解聚酶（:?V>HUX;? 或
者 HUX;?）［!］。内溶素具有特异的破坏宿主细胞壁的功
能，因而有可能成为某些致病细菌特别是某些耐药细

菌潜在的抗感染药物。本室在前期工作中完成了铜绿

假单胞菌裂解性噬菌体 +,+! 的部分基因组测序［&，(］，
对已经完成测序的基因组序列分析显示一内溶素同源

基因，该基因编码的氨基酸序列与已知的铜绿假单胞
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菌噬菌体 -=;IFB 编码的内溶素有较高的相似性［ ]#
V:?R;R;:X ^ 2’ _ !’)（$&‘），+>X;R;W:X ^ !&) _ !’)（)4‘）］。
基于内溶素的研究背景，本实验对噬菌体 +,+! 内溶素
基因进行克隆、表达，同时对表达的重组融合蛋白进行

纯化及功能分析，以鉴定铜绿假单胞菌噬菌体 +,+! 内
溶素是否也具有与 -=;IFB相同的功能。

#; 材料与方法

!3 !* 主要菌株、噬菌体、质粒及试剂
* * 铜绿假单胞菌 +5)、噬菌体 +,+!、大肠杆菌 a0!"2、大肠杆
菌 0!$（-1/+%）、金黄色葡萄球菌（5FII &$2&(）均由本实验
室保存；溶壁微球菌（’,/*&/&//$" 05"&%#,62,/$"）购自广东微生物
研究所菌种保藏中心；限制性内切酶 7)’A!，1’)!、F% P85
连接酶，+I1 相关试剂（ 8)9 酶、V8F+、18,X:）及克隆载体
-0P!’#F均购自大连宝生公司；表达载体 -./(! 购自德国 .;,#
@:?公司；鸡溶菌酶标准品购自美国 5CQ:XE>公司；丙烯酰胺及
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第 !" 期# 孙卫忠，等$铜绿假单胞菌噬菌体 %&%! 内溶素基因克隆、表达及活性分析#

’，’()亚甲双丙烯酰胺为美国 %*+,-.&公司产品。

!$ /# 主要仪器设备
# # 高速台式冷冻离心机购自德国 01.,&公司；%23仪器（%23
04*156）购自英国 789&1:公司；蛋白质电泳仪、蛋白质纯化分离
系统购自美国 ;1+)3&:公司。

!$ "# 内溶素基因的克隆与表达载体的构建
!$ "$ !# 引物的设计与合成 # # 根据噬菌体 %&%! 内溶素基因
序列设计引物，由上海生物工程公司合成。正向引物：<()

==>?22=>=?>?2>>>> >?= =2?2?>>2?=)"(，反向引物：

<()222===>? ??> 2??=>>==>??=>?>==)"(，在正反向引

物端分别设计限制性内切酶 !"#7! 与 $#"!的酶切位点（序
列中下划线部分、加框部分分别为内溶素基因的起始密码子和

终止密码子）。

!$ "$ /# %23反应# # 以噬菌体 %&%! 基因组为模板，进行 %23
扩增，首先，@A B预变性 A ,15，然后进入循环，循环参数为：
@A B 变性 "C D，<< B复性 EC D，F/ B延伸 @C D，共 "C 个循环，
末次循环自动延伸 !C ,15。取 < "G 扩增产物进行 !H琼脂糖
凝胶电泳检测。

!$ "$ "# 内溶素基因的克隆# # 取 %23 扩增产物 " "G，按比例
（/I !）与克隆载体 4JK!L)?（含有氨苄青霉素抗性基因）连接。
连接反应液转化大肠杆菌 MJ!C@ 感受态细胞，经含抗生素（氨
苄青霉素 <C ,. N O）的 O; 固体培养基筛选。提取阳性克隆的
质粒 K’>，经限制性内切酶 !"# 7!与 $#"!双酶切及 %23
方法鉴定正确。

!$ "$ A# 表达载体的构建 # # 将酶切片段与同样双酶切的
4PQ"! 表达载体连接，连接反应液转化至大肠杆菌 J!<
（43Q%A）感受态细胞，经 O; 固体培养基筛选。提取阳性重组
质粒 K’>。经双酶切、%23 等鉴定正确后，阳性质粒送大连宝
生公司测序。

!$ A# 融合蛋白的诱导表达及纯化
!$ A$ !# 诱导表达 # # 挑取验证无误的阳性质粒转化宿主菌
J!<（43Q%A），接种于 !C ,G的 O;液体培养基中（氨苄青霉素
<C ,. N O，卡那霉素 /< ,. N O），"F B过夜培养。取 < ,G 培养菌
液，接种于 !CC ,G的 O;液体培养基中，继续培养 " R A S。加入
T%?=（终浓度 C$ < ,,+G N O）诱导表达 !C S，并每隔 ! S取 !CC "G
菌液样品，0K0)%>=Q检测表达最适时期。
!$ A$ /# 纯化# # 在最适表达时期，将诱导表达的菌液 !CC ,G
L CCC U %离心 < ,15，加入 !C ,G裂解液（,,+G N O，’&7/%VA<C，
’&2G "CC，咪唑 !C；C$ C<H 吐温 /C）和 !C "G 蛋白酶抑制剂
%J0W。超声破碎细菌，裂解产物 !< CCC U % 离心 "C ,15，除去
沉淀（以上所有纯化步骤均在 C R AB条件下完成）。制备好的
上清样品直接通过 ’1)’?> 层析介质，用清洗液（,,+G N O，
’&7/%VA <C，’&2G "CC，咪唑 /C）去除非特异结合的杂蛋白，最
后用洗脱液（,,+G N O，’&7/ %VA <C，’&2G "CC，咪唑 /<C）收集洗
脱峰，!/H 0K0)%>=Q检测分析。纯化的融合蛋白经 0-4S&:-X
=F<分子筛脱盐后，冻干保存。

!$ <# 酶作用底物铜绿假单胞菌细胞壁肽聚糖的提取
# # 实验操作方法采用已有方法并做适当改进［A］：挑取铜绿假
单胞菌 %>E 菌株单菌落，接种于 !C ,G 的 O; 液体培养基中

"FB过夜培养。将菌液接种于 !CC ,G的 O;液体培养基中继续
培养至对数生长期［&（ECC）为 C$ E R C$ F］，然后接种于 / O 发
酵罐中继续培养 L R !C S。A B条件下 L CCC U % 离心 !< ,15，
收集细菌沉淀。用 !CC ,G，47 Y E$ < 的磷酸缓冲液（,,+G N O，磷
酸钠 !C，磷酸钾 /，’&2G !"F，Z2G /$ F）洗涤沉淀 / 次，然后用
!CC ,G 灭菌双蒸水（47 Y E$ C）重悬沉淀，加入十二烷基硫酸钠
（0K0）至终浓度 AH，沸水浴中处理 A< ,15。室温条件下AC CCC
U %离心 ! S，得到的沉淀用灭菌双蒸水反复洗涤除去 0K0。用
灭菌双蒸水洗涤 / 次并用 !C ,G双蒸水重悬，加入胰蛋白酶（终
浓度 /CC ". N ,G），在 "FB条件下消化 !E S 除去细胞壁上附着
的脂蛋白。AC CCC U %室温高速离心 ! S，沉淀后用灭菌双蒸水
洗涤 / 次最后冻干备用。

!$ E# 酶谱法鉴定重组蛋白活性
# # 酶谱法是一种基于 0K0)%>=Q电泳后通过复性手段检测酶
活性的方法［<］，其核心操作是将底物加入到电泳胶中，酶蛋白经

电泳复性后作用于底物，底物肽聚糖经亚甲基蓝染色后背景呈

天蓝色。如果底物被降解，则经过脱色后，在降解处形成透明圈

或者透明带。操作方法简述如下：将所提取的铜绿假单胞菌细

胞壁肽聚糖高压灭菌后按比例（C$ /H R C$ AH）与 !/H 0K0)
%>=Q充分混合制备电泳胶。样品（含鸡溶菌酶阳性对照）经上
样、电泳完毕后，将电泳胶取下在灭菌双蒸水中浸泡 "C ,15，转
移到复性缓冲液中（C$ !H ?*16+5[ )!CC，!C ,,+G N O %;0，47 Y
E$ <）在 "FB条件下继续缓慢振荡培育 !E S。然后加入染色液
（C$ C!H ZV7，C$ !H亚甲基蓝）染色 / S，最后用双蒸水脱色。

!$ F# 生长抑制检测（平板扩散法）［E］

# # 分别取对数生长期的铜绿假单胞菌、大肠杆菌 MJ!C@、金
黄色葡萄球菌和溶壁微球菌 !C ,G 菌液，< CCC U % 离心沉淀后
称湿重。细菌沉淀用 47 值 E$ < 的磷酸缓冲液（,,+G N O，磷酸
钠 !C，磷酸钾 /，’&2G !"F，Z2G /$ F）重悬（!CC ,. N ,G）。将
! ,G各种细菌悬浮液（约 ! ,. N ,G）分别与 !C ,G 预融的 O; 琼
脂固体培养基（!$ <H琼脂）混匀后注入培养皿中，待培养基凝
固冷却后用灭菌打孔器在培养基上均匀打孔。每个孔中分别

加入 /C "G不同时期纯化的蛋白样品（!C ,. N ,G），同时设置等
体积的小牛血清白蛋白（;0>，!C ,. N ,G）阴性对照和阳性对照
鸡溶菌酶（7Q\O，!C ,. N ,G），"F B培养过夜。

!" 结果

/$ !# 内溶素基因的克隆与表达载体的构建
# # 对构建的内溶素重组克隆载体 4JK!L)?测序，发现目的基
因编码的开放阅读框大小为 <E! 94，序列与已测的序列完全一
致。将目的片断插入表达载体 4PQ"!，得到的重组基因翻译区
全长为 EC@ 94，共编码 /C/ 个氨基酸残基，预测融合蛋白相对
分子质量为 //$ L U !C"，其中在 ’)端含有 E 个连续的组氨酸残
基的亲和标签。

/$ /# 内溶素的表达与纯化
# # 将 4PQ"!)QO]0 N J!<（ 43Q%A）重组工程菌经 T%?=（C$ <
,,+G N O）诱导后，分别收集不同诱导时间产物，0K0)%>=Q 检
测。结果显示，重组融合蛋白在诱导 E S 后高水平表达（约占
细胞总蛋白 /CH），表达产物大小约 /" U !C"，这与预测的大小

基本一致（图 !）。表达产物经超声裂菌后分别收集上清和沉

@E/!



淀，经 !"! 检测分析显示约 #$%的融合蛋白存在于上清中。
上清经 &’(&)*亲和层析及分子筛脱盐后，收集不同浓度咪唑
洗脱峰及 !+,-./+0 123 分子筛脱盐洗脱峰样品，!"!(4*15 电
泳检测显示为单一的目的蛋白带（图 6）。
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7：阴性对照；6 8 7$：重组质粒转化菌经 94)1诱导后 7 8 : -的产物
图 !" #$#%&’()检测经 *&+(诱导的阳性重组子表达
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7：细菌超声裂解上清；6：镍离子柱亲和穿过峰；;，<：咪唑洗脱峰
（浓度分别为 6$、63$ ==>? @ A）；3：蛋白质标准；B：分子筛 !+,-./+0
123 脱盐洗脱峰
图 ," #$#%&’()检测非变性方法纯化的各种样品

6C ;D 酶谱法检测酶活性
D D 目的蛋白经 !"!(4*15 电泳、亚甲基蓝染色、双蒸水脱色
后，在 6; E 7$;附近形成一透明带，同时在阳性对照（F5GA）处
也发现类似的透明带，而阴性对照（H!*）无透明带。因此推断
目的蛋白可以将铜绿假单胞菌细菌细胞壁肽聚糖层解离。根

据同步处理的普通 !"!(4*15 电泳检测，目的蛋白及阳性、阴
性对照与酶谱法处理条件下的电泳迁移位置一致（图 ;）。

! " # $ %
!&&’!(#

!"#’!(#

!!$’!(#

7，6：目的蛋白；;，<：F5GA阳性对照；3：H!*阴性对照
图 -" 酶谱法检测重组蛋白活性

6C <D 目的蛋白对多种细菌的生长抑制检测
D D 将不同时间段分离得到的目的蛋白及对照样品分别处理 6
种革兰阳性细菌（金黄色葡萄球菌和溶壁微球菌）及 6 种革兰
阴性细菌（铜绿假单胞菌和大肠杆菌 IJ7$:）。结果显示，阴性
对照（F5GA）只对革兰阳性细菌具有抑制作用，目的蛋白只对
金黄色葡萄球菌具有抑制现象，阴性对照（H!*）对 < 种细菌均

没有抑制现象。根据形成的抑菌圈大小可以看出：F5GA 对金
黄色葡萄球菌的抑菌圈最明显，随着保存时间的延长，目的蛋

白对金黄色葡萄球菌的抑制效果逐渐下降（图 <）。
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7：H!*；6 8 <：纯化重组蛋白（保存时间分别为 7、<、76 周）；3：F5GA
图 ." 纯化重组蛋白的抑菌效果

-" 讨论

D D 本实验构建的重组表达载体经 94)1 诱导后，表
达产物主要以可溶性状态存在，而以包含体形式存在

较少。一般认为：包含体的产生主要是由于表达产物

的不正确折叠所致，而影响包含体形成的因素主要有：

细胞内伴侣蛋白和折叠酶的活性、细菌培养温度、目的

蛋白的表达量、细胞内环境的 ,F 值等。此外还有一
个重要因素，蛋白质中某些氨基酸残基（尤其是半胱

氨酸）的改变可能会显著改变蛋白质的整体构象，从

而使其容易受细胞内折叠机制的影响而难以进行正确

折叠。本实验构建的重组蛋白能够可溶性表达的原因

可能是：在编码的蛋白质序列中只有一对半胱氨酸残

基，如果目的蛋白正确折叠时形成的共价二硫键为分

子内共价键，则二硫键对蛋白的正确折叠影响可能不

大。另外，本实验得到的重组蛋白表达量占细菌蛋白

总量的 6$%左右，宿主菌可能有足够的能力进行正确
折叠也是重组融合蛋白可溶性表达的原因之一。

D D 一般来说，每种噬菌体都具有宿主的专一性，而利
用噬菌体编码的内溶素从菌体外界作用于细菌时，其

作用的细菌种类较少，一般仅对宿主菌具有特异作

用［7］。有几种因素可能与内溶素的专一性有关，一种

因素是有些细菌的细胞壁具有独特的化学键，而这种

化学键是内溶素的作用位点，另外一种因素是有的宿

主菌细胞壁上含有内溶素识别及结合的特异位点或结

构［2］。但也存在特例，比如解淀粉芽孢杆菌噬菌体的

内溶素可以抑制铜绿假单胞菌的生长，其原因可能是

铜绿假单胞菌的细胞壁外膜上含有内溶素特异结合的

位点［#］。本研究对获得的铜绿假单胞菌噬菌体 4.47
内溶素重组蛋白进行肽聚糖解聚和抑菌作用检测。结
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果表明，尽管该重组蛋白对宿主菌的细胞壁肽聚糖提

取物有明显的降解作用，并且对金黄色葡萄球菌的生

长也有一定的抑制作用，但是，该重组蛋白的直接抑菌

效果较弱，并且对其他革兰阳性细菌及革兰阴性细菌

没有作用。一种推测是噬菌体 !"!# 仅在感染宿主菌
时利用该内溶素破坏宿主细胞壁肽聚糖层，作用方式

温和，不会引起宿主的瞬时死亡。另外一种可能是，铜

绿假单胞菌为革兰阴性细菌，在细胞壁外侧还有一层

外膜，细胞外膜作为屏障在空间上阻碍了内溶素作用

于细胞壁肽聚糖层。因此采用从菌体外界直接将该内

溶素重组蛋白作用于铜绿假单胞菌效果并不明显，而

将宿主菌外膜除去可实现酶学活性。

$ $ 根据报道，大部分噬菌体的内溶素由于缺少信号
肽不能够穿透宿主细胞膜，通常需要噬菌体编码的一

种穴蛋白（%&’()）辅助才能够穿过宿主细胞膜，进入周
间质进而作用于宿主细胞壁肽聚糖层［*，#+］。对已测噬

菌体 !"!# 部分基因组序列分析时未发现类似的穴蛋
白基因或相似片段，推测该噬菌体的穴蛋白基因可能

位于未测基因组序列上或者有其他基因调控内溶素的

酶学活性，但这种推测还有待于噬菌体 !"!# 全基因组
测序完成之后才能证实。另外，目前对内溶素的最适

反应条件（比如离子浓度、,% 值等因素）尚未摸索成
熟，还需在后续实验中进一步完善。

$ $ 总之，本实验初步证明了噬菌体 !"!# 内溶素具有
肽聚糖解聚功能和抑菌活性。根据研究结果，尽管目

前该内溶素抑菌效果不明显，还不具有直接应用于抗

微生物感染价值。但从分析来看，如果采用适当的手

段去除革兰阴性细菌外膜或者发现介导该内溶素穿过

宿主菌外膜的物质，则此类噬菌体内溶素将在抗感染

方面具有深远的应用前景。
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文章编号：#+++>BE+E（A++G）#D>#AH#>+# 个案与短篇

中医治疗急腹症 ! 例

陈$ 义$ $ （贵州省思南县民族中医院中医科，贵州 思南 BCB#++）

!" 临床资料

$ $ 患者，女性，C+ 岁，A++D 年 H 月 # 日入院，自述四肢酸软，
腹胀 E ;，精神萎靡不振，便秘 D ;。查腹膨隆，腹软无压痛、反
跳痛，肝脾未扪及，血常规及电解质检查正常，患 A 型糖尿病 H
年，查血糖 #+1 G ::&’ _ Z，给予二甲双胍、优降糖、青霉素和氨苄
青霉素针静滴，并予生脉注射液静滴。治疗 D ;后，患者自觉症
状无明显改善，复查血糖升为 #A1 C ::&’ _ Z，并加用胰岛素静

$ $ 作者简介：陈$ 义，男，贵州省思南县人，土家族，副主任医师，主要从事肝病、
青少年脱发等方面的研究。发表论文 #+ 余篇。电话：（+GBC）
HAAADH#

$ $ 收稿日期：A++G>+B>#E；修回日期：A++G>+C>+B

滴，口服生地、石斛、玉竹、北沙参等滋阴清热的中药，A ; 后血
糖降为 G1 G ::&’ _ Z，但腹胀症状未改善，并感胸闷而喘、恶心呕
吐，不思饮食，食后腹胀、腹痛更为明显，查血清胰淀粉酶

#D+ [ _ Z，嘱其禁食，患者次日无明显好转，并感皮肤发痒，小
便黄，查肝功能转氨酶升至 CE [，黄疸指数为 #G [，血糖又升为
##1 G ::&’ _ Z，诊断考虑为糖尿病并发胰腺炎。患者精神欠佳，
口干苦，不饮水，腹胀腹痛，压之则甚，皮肤及小便黄，大便数日

未解，舌红而干，苔黄腻而燥，脉弦数而沉，中医诊为黄疸和腹

痛，病机为湿热内阻中焦，阳明腑气不通，故予三仁汤和承气汤

及茵陈蒿汤加减，虑其久病脾胃之气必衰，故重用太子参 EB /

益气生津，以益脾使其攻下之中不忘扶正，处方如下：杏仁 #A /、
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