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摩氏摩根菌噬菌体ＭｍＰ１内溶素重组蛋白活性的初步鉴定
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　　［摘要］　目的　初步鉴定摩氏摩根菌噬菌体ＭｍＰ１内溶素基因重组蛋白的生物学活性。方法 　 提取摩氏摩根菌细
胞肽聚糖成分，采用酶谱电泳法、扩散法检测重组融合蛋白对细胞壁肽聚糖层的降解活性；采用纸片法检测重组蛋白对金

黄色葡萄球的抑菌作用；测定重组蛋白与抗生素的协同抑菌作用。结果　 成功提取了摩氏摩根菌细胞壁肽聚糖，酶谱
法、扩散法结果表明重组蛋白对摩氏摩根菌肽聚糖具有降解作用，纸片法结果表明重组蛋白可抑制金黄色葡萄球菌的生

长；当与新青霉素Ⅱ、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、羧苄青霉素（Ｃａｒ）３种抗生素共同作用时有协同抑菌作用，３种抗生素的ＭＩＣ值
分别由１．５６、１．５６、３．１２５μｇ／ｍｌ降为０．３９、０．７８、０．１９５μｇ／ｍｌ。结论　 重组融合蛋白可降解肽聚糖、抑制金黄色葡萄球菌
生长活性，且与抗生素协同作用时可降低抗生素ＭＩＣ值。
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　　摩氏摩根菌是革兰阴性菌，属肠杆菌科，存在于环
境中以及人类、爬行动物和哺乳动物的肠道内，可引起

多种疾病及感染。噬菌体作为细菌的病毒，在自然界

中广泛存在，是生物圈中数量最多的生命形式。据研

究报道，控制双链ＤＮＡ噬菌体进出宿主菌的是被称作
内溶素（ｅｎｄｏｌｙｓｉｎ）的一种酶蛋白，其作用的底物是细
菌细胞壁肽聚糖层。噬菌体感染宿主菌后，通过合成

大量的内溶素瞬时裂解宿主菌细胞壁肽聚糖层，从而

释放子代噬菌体［１－４］。无论革兰阴性或者阳性菌的细

胞壁都含有肽聚糖结构，因此近年来利用噬菌体内溶

素进行抗细菌性感染治疗的研究越来越多。

　　在前期工作中我们完成了对摩氏摩根菌噬菌体
ＭｍＰ１全基因组测序（ＧｅｎＢａｎｋ登录号Ｎｏ．ＥＵ６５２７７０），
并成功克隆表达了其基因组 ＯＲＦ１２编码的内溶素重
组蛋白［５－６］。本实验提取摩氏摩根菌细胞壁肽聚糖成

分，采用酶谱电泳法、扩散法即纸片法检测重组融合蛋

白对细胞壁肽聚糖层的降解活性和对革兰阳性菌、革

兰阴性菌的抑菌作用，并检测重组蛋白与抗生素的协

同抑菌作用。
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１　材料与方法

１．１　主要菌株、噬菌体及试剂
　　摩氏摩根菌噬菌体ＭｍＰ１、大肠杆菌ＪＭ１０９、金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌均由本实验室保存，胰蛋白胨、酵母粉购自英

国Ｏｘｏｉｄ，琼脂粉购自成都天泰，ＮａＣｌ购自重庆化学试剂厂。
１．２　主要仪器设备
　　蛋白质电泳仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，超净工作台购自美国
Ｎｕａｉｒｅ，３７℃恒温ＣＯ２孵箱购自美国ＴＨＥＲＭＯＦＯＲＭＡ公司。
１．３　摩氏摩根菌细胞壁肽聚糖成分的提取
　　挑取摩氏摩根菌菌株单菌落，接种于１０ｍｌ的 ＬＢ液体培
养基中３７℃培养过夜；将菌液接种于１０００ｍｌ的ＬＢ液体培养
基中培养６ｈ左右；４℃条件下８０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集细菌
沉淀；用１００ｍｌ，ｐＨ＝６．５的磷酸缓冲液（磷酸钠１０ｍｍｏｌ／Ｌ，磷
酸钾２ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钠１３７ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钾２．７ｍｍｏｌ／Ｌ）洗涤
沉淀２次；用 １００ｍｌ灭菌双蒸水（ｐＨ＝６．０）重悬沉淀，加入
ＳＤＳ至终浓度４％，沸水浴中处理４５ｍｉｎ；室温条件下４００００×ｇ
离心１ｈ，得到的沉淀用灭菌双蒸水反复洗涤除去ＳＤＳ；用１０ｍｌ
灭菌双蒸水重悬沉淀，加入０．５％的胰蛋白酶，在３７℃条件下
消化１６ｈ除去细胞壁上附着的脂蛋白；４００００×ｇ离心１ｈ，沉
淀用灭菌双蒸水洗涤２次后冻干备用［７］。

１．４　酶谱法检测肽聚糖降解活性
　　将提取的摩氏摩根菌细胞壁肽聚糖高压灭菌后按比例
（０２％～０．５％）与１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ充分混合制备电泳胶。取
阴性对照牛血清白蛋白ＢＳＡ、目的蛋白和阳性对照鸡溶菌酶跑
电泳，浓度均为１０ｍｇ／ｍｌ。样品经上样、电泳完毕后，将电泳胶
在灭菌水中浸泡３０ｍｉｎ，再在复性缓冲液中（０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，
１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ＝６．５）３７℃条件下继续培育１６ｈ后，用染色
液（０．０１％ ＫＯＨ，０．１％亚甲基蓝）染色２ｈ，双蒸水脱色［６］。

１．５　扩散法检测肽聚糖降解活性
　　将提取的摩氏摩根菌细胞肽聚糖作为内溶素的底物，与聚
丙烯酰胺混合，然后将得到的重组蛋白（１０ｍｇ／ｍｌ）加入到预先
处理好的孔中，３７℃条件下培育１６ｈ，加入亚甲基蓝对肽聚糖进
行染色。根据亚甲基蓝染色的原理，底物肽聚糖经染色后会成

蓝绿色。因此，如果底物肽聚糖被降解，则脱色后则会变透明。

　　按照蛋白电泳制胶方案配制１２％积层胶，将制备好的凝胶
取下，置于玻板上，用灭菌打孔器在胶上均匀打孔；每个孔中分

别加入１５μｌ待检测蛋白样品（１０ｍｇ／ｍｌ），放入湿盒中密闭，
３７℃ 条件下培育１６ｈ；加入亚甲基蓝染色液染色２ｈ，最后用
双蒸水脱色至透明条带出现。

１．６　纸片法检测重组蛋白对细菌的生长抑制活性
　　分别取对数生长期的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、摩氏
摩根菌各１ｍｌ，５０００×ｇ离心沉淀后，用１００μｌ新鲜ＬＢ溶液重
悬后涂板，然后在平板中央放上高压灭菌的药敏试纸片，分别滴

加等体积（１５μｌ）的目标蛋白（２０ｍｇ／ｍｌ），阴性对照（ＢＳＡ，
２０ｍｇ／ｍｌ），阳性对照溶菌酶（２０ｍｇ／ｍｌ），３７℃培养过夜。
１．７　重组蛋白体的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定
　　采用微量倍比稀释法在 ９６孔培养板中测定内溶素的
ＭＩＣ。重组内溶素的稀释：根据纸片法检测重组蛋白对细菌的
生长抑制活性结果，我们确定了重组蛋白的１１个浓度范围：２、
１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５、０．０３１２、０．０１５６、０．００７８、０．００３９、

０００１９５ｍｇ／ｍｌ。将检测菌液稀释至菌浓度为：５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ，
取系列倍比稀释的重组内溶素各１０μｌ，分别加入９０μｌ稀释好
的待测菌，设ＭＨＢ肉汤及稀释的待测菌对照孔，混匀后置３７
℃培养２４ｈ后观察结果，并采用酶标仪以肉汤空白对照孔调
零，采用酶标仪测定各测试孔Ｄ（４９０）值。ＭＩＣ的判定：测试孔
Ｄ（４９０）值与空白对照孔 Ｄ（４９０）最低重组内溶素浓度为其对
该测试菌的ＭＩＣ。
１．８　重组蛋白与抗生素的协同抑菌作用检测
　　采用微量倍比稀释法在９６孔培养板中测定３种抗生素新
青霉素Ⅱ、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、羧苄青霉素（Ｃａｒ）在内溶素的协
同作用下ＭＩＣ的改变。抗生素的稀释：新青霉素Ⅱ：１００、５０、
２５、１２．５、６．２５、３．１２５、１．５６２、０．７８１、０．３９、０．１９５、０．０９７５μｇ／ｍｌ；
氨苄青霉素：２００、１００、５０、２５、１２．５、６．２５、３．１２５、１．５６２、０．７８１、
０．３９、０．１９５μｇ／ｍｌ；羧苄青霉素：２００、１００、５０、２５、１２．５、６．２５、
３１２５、１．５６２、０．７８１、０．３９、０．１９５μｇ／ｍｌ。将检测菌液稀释至菌
浓度为５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ，取系列倍比稀释的抗生素各１０μｌ，分别
加入９０μｌ稀释好的待测菌，设ＭＨＢ肉汤及稀释的待测菌对照
孔，混匀后置３７℃培养２４ｈ后观察结果，并采用酶标仪以肉汤
空白对照孔调零，采用酶标仪测定各测试孔 Ｄ（４９０）值。将适
量的重组蛋白加入金黄色葡萄球菌中，使其达到最低抑菌浓

度，混匀后置３７℃培养１６ｈ，再次用微量倍比稀释法测定３种
抗生素对金黄色葡萄球菌株的ＭＩＣ。

２　结果

２．１　酶谱法检测重组蛋白的肽聚糖降解活性
　　经考马斯亮蓝 Ｒ２５０对蛋白质进行染色的结果显示，在
１７×１０３、１４．４×１０３及６６×１０３处出现不同的蛋白条带，根据相
对分子质量大小应分别为ＭｍＰ１内溶素重组蛋白、阳性对照鸡
溶菌酶及阴性对照 ＢＳＡ。而这同一块胶经亚甲基蓝对肽聚糖
进行染色后的结果显示，在ＭｍＰ１内溶素重组蛋白和阳性对照
鸡溶菌酶处出现透明条带，而在阴性对照ＢＳＡ处则未出现透明
条带（图１）。
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Ａ：亚甲基蓝染色；Ｂ：考马斯亮蓝染色
１：阴性对照ＢＳＡ（１０ｍｇ／ｍｌ）；２～３：目的蛋白（１０ｍｇ／ｍｌ）；４～５：阳
性对照鸡溶（１０ｍｇ／ｍｌ）菌酶

图１　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测重组蛋白肽聚糖解聚活性

２．２　扩散法检测肽聚糖降解活性
　　从图２可知，重组ＭｍＰ１内溶素可以将底物肽聚糖降解形
成透明圈，且对底物肽聚糖的降解作用比较彻底；阳性对照鸡

溶菌酶同样可以降解底物肽聚糖，而阴性对照ＢＳＡ则无明显降
解作用。

２．３　纸片法检测重组蛋白对细菌的生长抑制活性
　　结果显示目的蛋白只对金黄色葡萄球菌具有显著抑制现象，
而对铜绿假单胞菌和摩氏摩根菌的抑制现象不明显。见图３。
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１：阳性对照鸡溶菌酶（１０ｍｇ／ｍｌ）；２：阴性对照 ＢＳＡ（１０ｍｇ／ｍｌ）；
３、４：ＭｍＰ１内溶素重组蛋白（１０ｍｇ／ｍｌ）
图２　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳扩散法检测重组蛋白对摩氏摩根菌肽

聚糖解聚活性
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１：阳性对照鸡溶菌酶（２０ｍｇ／ｍｌ）；２：重组蛋白（２０ｍｇ／ｍｌ）；３：ＢＳＡ
（２０ｍｇ／ｍｌ）
图３　平板扩散法检测重组蛋白对金黄色葡萄球菌的抑菌活性

２．４　重组蛋白的最低抑菌浓度及协同抑菌活性
　　通过微量倍比稀释法，我们首先测得 ＭｍＰ１内溶素重组蛋
白对金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度为０．３９μｇ／ｍｌ，进一步测
定了３种抗生素（新青霉素Ⅱ、Ａｍｐ、Ｃａｒ）与具有最低抑菌浓度
的重组蛋白联合使用前后的ＭＩＣ改变情况。新青霉素Ⅱ、Ａｍｐ、
Ｃａｒ３种抗生素的ＭＩＣ值分别为１．５６、１．５６、３．１２５μｇ／ｍｌ；加入
重组蛋白后的ＭＩＣ值分别为０．３９、０．７８、０．１９５μｇ／ｍｌ。

３　讨论

　　本实验中将提取的摩氏摩根菌细胞壁肽聚糖作为
内溶素的底物，与聚丙烯酰胺混合，然后将得到的重组

蛋白（１０ｍｇ／ｍｌ）加入到预先处理好的孔中，３７℃条件
下培育１６ｈ，加入亚甲基蓝对肽聚糖进行染色。根据
亚甲基蓝染色的原理，底物肽聚糖经染色后会成蓝绿

色。因此，如果底物肽聚糖被降解，则脱色后会变透

明。重组ＭｍＰ１内溶素可以将底物肽聚糖降解形成透
明圈，且对底物肽聚糖的降解作用比较彻底；阳性对照

鸡溶菌酶同样可以降解底物肽聚糖，而阴性对照 ＢＳＡ
则无明显降解作用。

　　酶谱法是将酶学方法和电泳方法结合在一起［８］，

将底物肽聚糖混合在凝胶中，借助电场力的作用推动

变性的酶蛋白向一极移动，电泳完毕，通过复性使酶复

性而将所在位置的肽聚糖降解；因此通过亚甲基蓝对

肽聚糖进行染色后，如果酶蛋白将肽聚糖降解，则在酶

蛋白所处的位置会出现透明条带。而酶蛋白本身所处

的迁移位置可通过考马斯亮蓝染色来确定。酶谱法与

扩散法实验结果表明重组蛋白对肽聚糖有明显的降解

作用，且重组蛋白与抗生素共同作用时可以显著降低

抗生素ＭＩＣ值。抑菌实验结果表明重组蛋白对金黄
色葡萄球菌生长抑制作用明显，但将内溶素基因产物

直接用于活菌治疗目前并不可行，在以后的研究中这

一问题尚待解决［９－１２］。
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