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　 　 摘要:　 根据沙门氏菌噬菌体 Ｌｕｍｐａｅｌ 的全基因组序列ꎬ预测该噬菌体裂解酶基因并对其进行生物信息学分

析ꎻ优化其在大肠杆菌表达系统中的表达ꎬ并分析噬菌体裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与外膜渗透剂最优组合的溶菌效果ꎮ 结

果表明ꎬ裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的相对分子质量为１.７６×１０４ꎬ等电点为 ９􀆰 １４ꎬ其较优表达条件为:表达菌株 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
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　 　 沙门氏菌是一种常见的人兽共患病原菌ꎬ主要通 过蛋、肉等禽类产品感染人类[１]ꎮ 人感染沙门氏菌后

多出现剧烈头痛、发热、急性胃肠炎、呕吐等症状[２￣３]ꎮ
在世界各国各类细菌性食物中毒中ꎬ沙门氏菌食物中

毒占比较高ꎮ 抗生素在沙门氏菌的预防和治疗中发

挥着重要作用ꎬ近年来ꎬ由于抗生素的滥用ꎬ细菌耐药

性不断增强ꎬ沙门氏菌多重耐药菌株也不断出现ꎮ
２０１７ 年 ＣＨＩＮＥＴ 中国细菌耐药监测结果显示ꎬ沙门氏
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菌属细菌超过 ５０％对氨苄西林产生耐药性ꎬ伤寒沙门

氏菌和副伤寒沙门氏菌对环丙沙星和氯霉素的耐药

力较高[４￣６]ꎮ 沙门氏菌感染的控制面临极大挑战ꎬ亟
待找到一种新型杀菌剂代替抗生素ꎮ

噬菌体在自然界中分布广泛ꎬ１９５８ 年 Ｊａｃｏｂ 等

发现噬菌体编码的一类蛋白质具有裂解细菌的作

用ꎬ将其纯化后命名为裂解酶[７]ꎮ 噬菌体裂解酶作

为杀菌剂具有高效、特异性较强的优点ꎬ并且作为一

种蛋白质ꎬ其理化性质易于研究ꎬ便于对其进行改造

优化和工业化生产[８]ꎮ 但裂解酶的作用效果会受

酶浓度、环境温度、ｐＨ 和其他离子的影响ꎬ因此应用

时还需要掌握裂解酶的最适剂量和最佳作用时间ꎬ
并控制作用条件[９￣１０]ꎮ 与抗生素相比ꎬ细菌更难对

裂解酶产生抗性ꎬ这可能是由于裂解酶的作用位点

高度保守ꎬ变异几率小[１１]ꎮ 裂解酶结构一般包括结

合功能域和催化功能域ꎬ研究发现一种裂解酶可能

含有 １ 个或多个催化域ꎬ这也可能是细菌难以对裂

解酶产生抗性的原因之一[１２]ꎮ
噬菌体裂解酶能降解细菌细胞壁的肽聚糖ꎮ 革

兰氏阴性菌肽聚糖层较薄ꎬ但其肽聚糖层外有较厚

的外膜保护ꎬ裂解酶难以直接自外裂解细菌[１３]ꎮ 目

前关于沙门氏菌噬菌体裂解酶的研究较少ꎮ 因此探

究革兰氏阴性菌噬菌体裂解酶的生物学特性ꎬ将其

与外膜渗透剂 ( Ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚｉｎｇ ａ￣
ｇｅｎｔｓꎬＯＭＰ)联用或者对裂解酶进行修饰以提高其

裂解效果是当前研究的主要方向[１４]ꎮ 本研究根据

沙门氏菌噬菌体 Ｌｕｍｐａｅｌ 的基因组公开序列ꎬ利用

生物信息学软件分析该噬菌体裂解酶ꎬ优化 Ｌｙｓ￣
Ｌｏｒｆ２２ 基因密码子及其在大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ
Ｅ.ｃｏｌｉ)表达系统中的表达ꎬ并分析裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２
与 ＯＭＰ 最优组合对沙门氏菌的溶菌效果ꎬ为其在食

品、农产品安全中的应用提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１. １ 　 试验菌种 　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＡＴＣＣ、
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２、 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ ２５９２３ 购自美国 ＡＴＣＣꎬＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１、
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 购自德国 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司ꎬ其它

菌株由华中农业大学王小红教授和四川农业大学微

生物实验室惠赠ꎮ
１.１.２　 主要试剂 　 ＬＢ 肉汤、ＸＬＤ 培养基购自青岛

高科园海博生物技术有限公司ꎬＴｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 购自北

京吉美生物技术有限公司ꎬ柠檬酸 ( Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＣＡ)、苹果酸(Ｍａｌｉｃ ａｃｉｄꎬＭＡ)购自上海瑞永生物科

技有限公司ꎬ３￣ｃｏｌｏｒ Ｐｒｅ￣Ｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌａｄｄｅｒ Ｈｉｇｈ
Ｒａｎｇｅ ＰＭ５１００ 购自台湾 ＳＭＯＢＩＯ 公司ꎮ
１.１.３　 主要仪器及设备 　 ＪＹ ９２￣ＩＩＮ 超声波细胞粉

碎仪ꎬ宁波新芝生物科技股份有限公司生产ꎻＶａｒｉｏｓ￣
ｋａｎ Ｆｌａｓｈ 酶标仪、ＳＴ １６Ｒ 冷冻离心机ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司生产ꎻＧｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像系

统、Ｃｈｅｍ ＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋成像系统ꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司

生产ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 裂解酶基因 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的生物信息学分析 　
从沙门氏菌噬菌体 Ｌｕｍｐａｅｌ 的全基因组序列(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号:ＭＫ１２５１４１.１)查找其裂解酶基因 Ｌｙｓ￣
Ｌｏｒｆ２２ 的开放阅读框ꎬ对核苷酸序列进行翻译ꎮ 利

用 ＥｘＰＡＳｙ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｐｏｒｔａｌ(ｈｔｔｐ: / / ｕｓ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)对裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２
的相对分子质量和等电点进行分析ꎬ利用 ＮＣＢＩ
ＢＬＡＳＴ 工具对 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的氨基酸序列进行同源性

比对ꎬ利用 ＰＲＡＢＩ 网站的 ＳＯＰＭＡ 程序 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ)对 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的二级结构进行预

测ꎬ采用 ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ 和 Ｉｎｔｅｒ￣
ＰｒｏＳｃａｎ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / ｓｃａｎ. ｈｔｍｌ)
对 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的模块化结构进行预测ꎬ利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.
１ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ)
分析 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的信号肽序列ꎬ利用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / ) 分析

ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 跨膜结构域ꎮ
１.２.２　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表达

１.２.２.１　 重组载体 ｐＥＴ￣２８ｂ￣ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的构建　 对裂

解酶基因 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 进行密码子优化(适于 Ｅ.ｃｏｌｉ 表
达系统)ꎬ由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 基因(序列 ３′端加 ６ ｘ Ｈｉｓ 标签)ꎮ 按照

合成序列ꎬ设计特异性引物并在其 ５′和 ３′端分别引

入 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎮ 以 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 基因为模

板ꎬ扩增并纯化 ＰＣＲ 产物ꎮ 分别对 ＰＣＲ 产物和载

体 ｐＥＴ￣２８ｂ 进行 Ｎｃｏ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双酶切ꎬ１６ ℃连接酶切

产物ꎬ转化至 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ挑克隆子测

序验证获得重组质粒 ｐＥＴ￣２８ｂ￣ＬｙｓＬｏｒｆ２２ꎮ
１.２.２.２　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表达条件优化　 为优

化裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表达ꎬ用不同的表达菌株和

３１２蔡幸哲等:沙门氏菌噬菌体裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的制备及溶菌活性分析



温度进行试验ꎮ 首先ꎬ将重组质粒分别转化表达

菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 和 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ并将相应转化子的

单菌落接种于 ５ ｍｌ 含 ５０ μｇ / ｍｌ 卡那霉素(Ｋａｎａ￣
ｍｙｃｉｎ)的 ＬＢ 培养基(ＬＢＫ)中 ３７ ℃培养过夜ꎮ 将

过夜培养物接种至 ５ ｍｌ 新鲜 ＬＢＫꎬ当 ＯＤ６００ 值约

０􀆰 ６ 时ꎬ将其进一步接种于 １００ ｍｌ ＬＢＫꎮ 当培养物

的 ＯＤ６００ 值 达 到 约 １􀆰 ０ 时ꎬ 加 入 终 浓 度 ０􀆰 ２５
ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基 β￣Ｄ￣１￣硫代半乳糖吡喃糖苷( Ｉｓｏｐｒｏ￣
ｐｙｌ β￣Ｄ￣Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬ ＩＰＴＧ)ꎬ分别在 １６ ℃ 诱导

１２ ｈꎬ３０ ℃诱导 ４ ｈ 或 ３７ ℃诱导 ４ ｈ 进行裂解酶

的表达ꎮ 诱导表达结束后ꎬ以７ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５
ｍｉｎ 收获菌体沉淀ꎮ 以磷酸盐缓冲液 ( ＰＢＳꎻ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬｐＨ ７􀆰 ５)洗涤

沉淀 ２ 次ꎬ将沉淀重悬于 ４０ ｍｌ ＰＢＳꎬ并使用冰浴在

低于 １０ ℃的温度下超声破碎细胞(１０５ Ｗ ３０ ｍｉｎꎬ
开 ２ ｓꎬ停 ２ ｓ)ꎬ收集上清液(超声处理后的天然蛋

白质提取物ꎬＮＰＥ)和变性蛋白质提取物(超声处

理后沉淀物溶解在 ８ ｍｏｌ / Ｌ尿素中ꎬＤＰＥ)ꎬ取同等

体积样品用于 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析[１５] ꎮ
１.２.２.３　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表达与纯化 　 确认裂

解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的较优表达条件后ꎬ将其在 ３ Ｌ 培养

基中诱导表达ꎮ 收集 ＮＰＥꎬ按照 Ｌｉｕ 等[１６] 方法以

Ｎｉ＋ ￣ＩＤＡ 柱(杭州 ＮｅｕｒｏＰｅｐｔｉｄｅ 生物科学与技术公司

产品)纯化裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ꎬ并进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ
１.２. ３ 　 裂 解 酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的 裂 解 谱 分 析 　 参考

Ｍｉｋｏｕｌｉｎｓｋａｉａ 等[１７] 的报道ꎬ通过浊度法分析裂解酶

ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的裂解谱ꎮ 将受试菌种接种于 １３０ ｍｌ ＬＢ
肉汤液体培养基中ꎬ其中革兰氏阴性菌在培养至对

数生长期后加入 ５％(体积分数)的氯仿处理 ２０ ｍｉｎ
以除去其外膜ꎬ以８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ经无菌水

多次洗涤后离心收集菌体ꎮ 将沉淀用 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(含 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ꎬｐＨ ８􀆰 ２)重
悬ꎬ调节 ＯＤ６００至０􀆰 ８~ １􀆰 ０ꎬ向 ２００ μｌ 细菌重悬液中

加入 ５０ μｌ 裂解酶ꎬ于室温下作用 ３０ ｍｉｎ 后检测

ＯＤ６００ꎬ以相同体积 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(含 ０􀆰 １％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ￣１００)替代裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 作为对照ꎮ 所有试验

重复 ３ 次ꎬ根据裂解率得出裂解酶的裂解谱ꎮ 裂解

率＝ [(试验组 ＯＤ６００的减小量－空白组 ＯＤ６００的减小

量) / 菌液初始 ＯＤ６００] ×１００％ꎮ 革兰氏阳性菌无需

用氯仿处理ꎬ直接离心收集菌体ꎮ
１.２.４　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 最佳作用浓度　 参考 Ｇｅｎｇ

等[１８]的方法ꎬ以裂解效果较好的 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉ￣
ｄｉｓ ＡＴＣＣ １３０７６ 作为靶标菌进行裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２
最佳作用浓度试验ꎮ 按照方法 １.２.３ 制得经氯仿处

理后的细菌重悬液ꎬ将 ５０ μｌ 不同浓度的 ＬｙｓＬｏｒｆ２２
加入到 ２００ μｌ 细菌重悬液中(ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 终浓度分别

为 ０􀆰 ４ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ２􀆰 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 １０􀆰 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ５０􀆰 ０
ｎｍｏｌ / Ｌ、 ２５０􀆰 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ３７５􀆰 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ 和 ５００􀆰 ０
ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ在室温下每隔 １ ｍｉｎ 检测 ＯＤ６００ꎬ共监测 ３０
ｍｉｎꎮ 以相同体积 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(含 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ￣１００)替代裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 作为对照ꎬ所有试验重

复 ３ 次ꎮ
１.２.５　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与 ＯＭＰ 联用的溶菌活性分

析

１.２.５.１　 最佳 ＯＭＰ 及其作用浓度的测定　 参考李

萌[１３]的方法ꎬ通过浊度法确定最佳 ＯＭＰ(ＥＤＴＡ、ＣＡ
和 ＭＡ) 及其最适浓度ꎮ 将 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ
ＡＴＣＣ １３０７６ 接种于 １２０ ｍｌ ＬＢ 肉汤液体培养基中ꎬ
培养至对数生长期后以８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ经
无菌水多次洗涤后离心收集菌体ꎮ 细菌沉淀用 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(不含 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ꎬ
ｐＨ８􀆰 ２)重悬至 ＯＤ６００为０.８~１􀆰 ０ꎮ 将 ２５ μｌ ＬｙｓＬｏｒｆ２２
(终浓度为最佳作用浓度)、２５ μｌ ＯＭＰ(ＥＤＴＡ 终浓

度为 ０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ、 ５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２０􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＣＡ、 ＭＡ 终浓度为 ０􀆰 １
ｍｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
１０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、２０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)和 ２００
μｌ 细菌重悬液混匀ꎬ在室温下静置[１９￣２１]ꎬ每隔 ３０
ｍｉｎ 检测 ＯＤ６００ꎬ共监测 ２ ｈꎮ 设置对照ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.５. ２ 　 最优联用组合的溶菌计数 　 按照方法

１.２.５.１的方法收集细菌沉淀并重悬至 ＯＤ６００为０.８~
１􀆰 ０ꎮ 将 １００ μｌ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ (终浓度为最佳作用浓

度)、１００ μｌ ＯＭＰ (方法 １. ２. ５. １ 确定的最佳联用

ＯＭＰ 及其最适浓度)和 ８００ μｌ 细菌重悬液混匀ꎬ在
２５ ℃静置 ２ ｈꎬ取 １００ μｌ 混合液梯度稀释后在 ＸＬＤ
培养基上进行菌落计数ꎮ 设置对照ꎬ重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 裂解酶基因 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的生物信息学分析

根据沙门氏菌噬菌体 Ｌｕｍｐａｅｌ 的基因组序列信

息可知其 ＯＲＦ２２ 编码长度为 １５９ 个氨基酸的裂解

酶(命名为裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２)ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的相对分
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子质量为１.７６× １０４ꎬ等电点为 ９􀆰 １４ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｓｐ.噬菌体 Ｓｋａｒｐｒｅｔｔｅｒ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.噬菌

体 ｖＢ＿ＫｐｎＳ＿ ＩＭＥ２７９ 以及 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｂｕｇａｎｄｅｎｓｉｓ
和 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ 的溶菌酶氨基酸序列相似

度为８１％~８５％ꎮ 二级结构预测结果表明ꎬＬｙｓＬｏｒｆ２２
主要由 α 螺旋、无规则卷曲、β 折叠和延伸链结构组

成ꎬ比例分别为 ４３􀆰 ４０％、４１􀆰 ５１％、６􀆰 ９２％和 ８􀆰 １８％ꎮ
ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 是８~ １５４ 位氨基酸与噬菌体 λ 溶菌酶结

构域保守的球状蛋白质酶ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 不含信号肽序

列ꎬ也不存在跨膜区域ꎮ
２.２　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表达

构建重组质粒 ｐＥＴ￣２８ｂ￣ＬｙｓＬｏｒｆ２２ꎬ尝试不同表

达菌株和表达温度组合优化裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表

达ꎮ 如图 １ 所示ꎬ２ 种表达菌株经过诱导后均表达

相对分子质量约１.７０×１０４的蛋白质条带ꎬ且条带大

小符合裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的预测相对分子质量ꎮ 由

目的蛋白质条带深浅可知ꎬ较优的表达条件为:表达

菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ３７ ℃诱导 ４ ｈꎮ 经过大量表达和

纯化ꎬ获得了较高纯度的 ＬｙｓＬｏｒｆ２２(图 ２)ꎮ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎬ菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 未诱导表达ꎻ２:
菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ１６ ℃表达上清ꎻ３:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ３０ ℃表达

上清ꎻ４:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ３７ ℃表达上清ꎻ５:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ１６
℃离心沉淀ꎻ６:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ꎬ３０ ℃离心沉淀ꎻ７:菌株 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ꎬ３７ ℃离心沉淀ꎻ８:空白对照ꎬ菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ 未诱导表达ꎻ
９:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ１６ ℃表达上清ꎻ１０:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ３０ ℃表

达上清ꎻ１１:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ３７ ℃表达上清ꎻ１２:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ
１６ ℃离心沉淀ꎻ１３:菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ３０ ℃离心沉淀ꎻ１４:菌株 Ｅ.
ｃｏｌｉ Ｃ４１ꎬ３７ ℃离心沉淀ꎮ
图 １　 表达的裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｌｙｓｉｎ ＬｙｓＬｏｒｆ２２

２.３　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的裂解谱

噬菌体裂解酶具有一定的特异性ꎬ但是相对于

噬菌体ꎬ裂解酶的作用又具有一定的广谱性[２２￣２４]ꎮ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１、２:ＬｙｓＬｏｒｆ２２ꎮ
图 ２　 纯化后 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ(Ａ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(Ｂ)

分析

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ (Ａ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ (Ｂ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉ￣
ｆｉｅｄ ＬｙｓＬｏｒｆ２２

将 １９ 株菌株用于检测 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的裂解谱ꎬ结果见

表 １ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 基本不能裂解革兰氏阳性菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ
ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＥＧＤｅ 和 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ
２５９２３ꎬ但其对受试的经氯仿处理的 １７ 株革兰氏阴

性菌均表现出裂解活性ꎬ宿主谱较宽ꎮ 受试的 １２ 株

沙门 氏 菌 中ꎬ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 对 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ
ＡＴＣＣ １３０７６ 的裂解率最高ꎬ为 ７９％ꎬ故选择 Ｓａｌｍｏ￣
ｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ＡＴＣＣ １３０７６ 为后续试验靶标菌ꎮ 虽

然 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 来源于沙门氏菌噬菌体ꎬ但是它对 Ｅ.
ｃｏｌｉ ＤＨ５α 的裂解率最高(８３％)ꎬ对 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒ￣
ｉｔｉｄｉｓ ＡＴＣＣ１３０７６ 的裂解率次之(７９％)ꎬ这可能是由

于 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｓｐ.噬菌体 Ｓｋａｒｐｒｅｔｔｅｒ 具

有较高的同源性ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 对氯仿预处理的表达菌

株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 具有较强裂解能力ꎬ在 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 制备

过程中ꎬ由于 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 未经氯仿处理且菌株所处

环境缺乏 ＯＭＰꎬ故几乎未观察到表达菌株 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ 发酵液变澄清ꎮ
２.４　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 最佳作用浓度

ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的最佳作用浓度检测结果如图 ３ 所

示ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 浓度为 ２ ｎｍｏｌ / Ｌ时即对经氯仿处理的

宿主菌表现出明显的裂解效果ꎮ 裂解酶浓度为 ２５０
ｎｍｏｌ / Ｌ、３７５ ｎｍｏｌ / Ｌ和 ５００ ｎｍｏｌ / Ｌ时裂解效果比较

接近ꎮ 当 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 终浓度为 ３７５ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ与宿主菌

作用 ３０ ｍｉｎ 时ꎬＯＤ６００下降最多ꎬ为 ０􀆰 ７２ꎬ说明噬菌

体裂解酶裂解细菌具有高效性ꎬ这与之前的研究结

果[２５]一致ꎮ

５１２蔡幸哲等:沙门氏菌噬菌体裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的制备及溶菌活性分析



表 １　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的裂解谱

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｙｓｉｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｅｎｄｏｌｙｓｉｎ ＬｙｓＬｏｒｆ２２

菌　 株　 　 　 　 　 裂解率 (％) 菌　 株　 　 　 　 　 　 　 裂解率 (％)

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ＡＴＣＣ １４０２８ ４８±１.０３ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ １０９７８ ４３±０.６６

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｄｕｂｌｉｎ ３７１０ ５０±０.１４ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ＡＴＣＣ １３３１１ ４４±０.９５

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｄｕｂｌｉｎ ３７２３ ５０±０.４４ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ＳＴ￣８ ４７±０.２７

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ａｎａｔｕｍ ＡＴＣＣ ９２７０ ６５±０.２４ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ６８±０.４５

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｌｓ ＡＴＣＣ １０７０８ ５３±７.５０ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α ８３±０.５８

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ ＣＭＣＣ ５００９４ ４４±０.５８ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２ ６９±０.６７

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｐｕｌｌｏｒｕｍ ＣＶＣＣ ５３４ ３７±１.８２ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ８ ６３±０.９３

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ＡＴＣＣ １３０７６ ７９±０.２０ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＥＧＤｅ －３±１.１８

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ １０９８４ ４３±０.３２ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ ２５９２３ －１±１.６１　

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＡＴＣＣ ２７８５３ ６１±０.８０

图 ３　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 最适浓度

Ｆｉｇ.３　 Ｏｐｔｉｍｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｌｙｓｉｎ ＬｙｓＬｏｒｆ２２

２.５　 裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与 ＯＭＰ 联用的溶菌活性

　 　 革兰氏阴性菌由于肽聚糖外膜的保护作用ꎬ
裂解酶不能直接自外裂解细菌ꎬ需要 ＯＭＰ 协助

裂解酶穿透外膜发挥作用ꎮ 本研究将 ＬｙｓＬｏｒｆ２２
(３７５ ｎｍｏｌ / Ｌ)与不同浓度的 ＥＤＴＡ、ＣＡ 和 ＭＡ 联

用ꎬ通过浊度法探究裂解效果ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ
裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 单独作用于活菌时ꎬ ２ ｈ 仅使

ＯＤ６００下降 ０􀆰 ０６ꎬ几乎没有裂解效果ꎬ与 Ｏｌｉｖｅｉｒａ
等 [２６] 的 报 道 一 致ꎮ ＥＤＴＡ ( 终 浓 度 为 ０􀆰 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ、 ５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２０􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ) 单独作用于活菌时有

一定 的 抑 菌 效 果ꎬ 在 ＥＤＴＡ 作 用 浓 度 为 ０􀆰 ５０

ｍｍｏｌ / Ｌ时ꎬ２ ｈ 使 ＯＤ６００ 下降 ０􀆰 １８ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与

０􀆰 １ ~ ２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＥＤＴＡ 联用时能有效裂解宿

主 菌ꎬ 当 ＥＤＴＡ 浓 度 为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ２ ｈ 内

ＯＤ６００下降最多ꎬ为 ０􀆰 ４７ꎬ且在最初 ３０ ｍｉｎ 内作用

效果最明显ꎬＯＤ６００下降 ０􀆰 ３２ꎮ ＣＡ 和 ＭＡ(终浓度

为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ５􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ、 １０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２５􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ)单独作用于活菌时ꎬ抑菌效果不明显ꎻ不
同浓度 ＣＡ 和 ＭＡ (０􀆰 １ ~ ２５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ) 与 Ｌｙｓ￣
Ｌｏｒｆ２２ 联用时的裂解效果优于单独使用 ＣＡ 和

ＭＡꎬ但均弱于 ＥＤＴＡ 与 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 联用效果ꎮ
按照上述最优裂解组合ꎬ使用 ＸＬＤ 培养基对

其杀菌效果进行计数ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ ＬｙｓＬｏｒｆ２２
(３７５ ｎｍｏｌ / Ｌ) 单 独 作 用 于 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ
ＡＴＣＣ１３０７６ 时 没 有 裂 解 效 果ꎮ ＥＤＴＡ ( ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ)单独作用时效果较小ꎬ２ ｈ 内使细菌数量

从１􀆰 ６２×１０９ ＣＦＵ / ｍｌ下降至１􀆰 １４×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ而
ＬｙｓＬｏｒｆ２２( ３７５ ｎｍｏｌ / Ｌ)与 ＥＤＴＡ(０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) 联

用 ２ ｈ 能使细菌数量下降至４􀆰 ３１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌꎬ杀
菌效率为 ７３􀆰 ４０％ꎮ 从裂解酶工作浓度和杀菌效

果看ꎬＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与 ＯＭＰ 联用的活性明显优于 Ｌｉｍ
等[２７]的报道ꎮ 目前已有将溶菌酶与 ＥＤＴＡ 联用应

用于食品生产的报道ꎬ如 Ｍａｒｉａｎｎａ 等[２８] 将溶菌

酶、乳酸链球菌素和 ＥＤＴＡ 联合应用于肉饼杀菌ꎬ
发现有明显的抑制活菌总数和乳酸菌生长的作

用ꎮ
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ａ:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎻｂ:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎻｃ:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋２５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎻｄ:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋２５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎻｅ:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋２０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎻｆ:Ｌｙ￣
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ＨＣｌ＋２０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｆ′:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋２０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｇ′:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋１０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｈ′:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋１０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｉ′:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋５􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｊ′:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｋ′:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋１􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｌ′:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋１􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｍ′:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｎ′:
ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｏ′:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎻｐ′:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣＡꎮ ａ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎻｂ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎻｃ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋

２５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｄ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋ ２５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｅ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ＋ ２０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｆ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋ ２０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｇ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ＋ １０􀆰 ００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｈ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋１０􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｉ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｊ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋５􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｋ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋１􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｌ″:
ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋１􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｍ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｎ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋０􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｏ″:Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ＋０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎻｐ″:ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋０􀆰 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＡꎮ
图 ４　 不同浓度 ＥＤＴＡ(Ａ)、ＣＡ(Ｂ)、ＭＡ(Ｃ)与 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 联用对 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ＡＴＣＣ１３０７６ 的溶菌效果

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＤＴＡ (Ａ)ꎬ ＣＡ (Ｂ)ꎬ ＭＡ (Ｃ) ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ＬｙｓＬｏｒｆ２２ ｏｎ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
Ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ＡＴＣＣ１３０７６

表 ２　 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 与外膜渗透剂最优裂解组合的溶菌效果

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｌｙｔｉｃ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｙｓ￣
Ｌｏｒｆ２２ ａｎｄ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ

时间
(ｈ)

活菌数 (ＣＦＵ / ｍｌ)

ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋ＥＤＴＡ ＥＤＴＡ＋Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ＬｙｓＬｏｒｆ２２＋Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ

０ (１.６２±０.１３)×１０９ (１.６２±０.１３)×１０９ (１.６２±０.１３)×１０９

２ (４.３１±１.００)×１０８ (１.１４±０.０４)×１０９ (１.５４±０.２１)×１０９

３　 结 论

本研究基于生物信息学分析ꎬ选取 ｐＥＴ 表达系

统对裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的表达条件进行优化ꎬ经诱导

表达获得相对分子质量为１.７６× １０４ 的裂解酶 Ｌｙｓ￣
Ｌｏｒｆ２２ꎮ 该酶具有高效性和较强的特异性ꎬ与外膜渗

透剂联用时表现出一定程度的溶菌活性ꎬ其中 Ｌｙｓ￣
Ｌｏｒｆ２２ 与 ＥＤＴＡ 联用对沙门氏菌的杀灭效果最佳ꎬ

７１２蔡幸哲等:沙门氏菌噬菌体裂解酶 ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 的制备及溶菌活性分析



具有较好的控制食品中沙门氏菌污染的潜力ꎮ 由于

ＬｙｓＬｏｒｆ２２ 对本试验中的两株革兰氏阳性菌没有明显

的裂解效果ꎬ可在与 ＥＤＴＡ 联用的基础上再与革兰

氏阳性菌噬菌体裂解酶、抗生素联用ꎬ配置成混合制

剂ꎬ提高其杀菌广度ꎮ 混合制剂可减少每种成分的

用量ꎬ并降低细菌产生抗性的几率[２９￣３０]ꎮ
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[Ｊ] . Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １６３(３): ２３３￣２４１.

[２８] ＭＡＲＩＡＮＮＡ Ｍꎬ ＡＮＮＡＬＩＳＡ Ｌꎬ ＭＩＬＥＮＡ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｓｅ ｏｆ ｌｙｓｏ￣
ｚｙｍｅꎬ ｎｉｓｉｎꎬ ａｎｄ ＥＤＴＡ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｑｕａｌ￣
ｉｔｙ ｏｆ ｐａｃｋｅｄ ｏｓｔｒｉｃｈ ｐａｔｔｉｅｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１０ꎬ
７５(３): １７８￣１８６.

[２９] ＴＡＮＪＩ Ｙꎬ ＳＨＩＭＡＤＡ Ｔꎬ ＹＯＩＣＨＩ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｗａｒｄ ｒａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７:Ｈ７ ｂｙ ａ ｐｈａｇｅ ｃｏｃｋｔａｉｌ[ Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ６４(２): ２７０￣２７４.

[３０] ＴＡＮＪＩ Ｙꎬ ＳＨＩＭＡＤＡ Ｔꎬ ＦＵＫＵＤＯＭＩ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｕｓｅ ｏｆ
ｐｈａｇｅ ｃｏｃｋｔａｉｌ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７:Ｈ７ ｉｎ ｇａｓｔｒｏｉｎ￣
ｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｍｉｃｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒ￣
ｉｎｇꎬ ２００５ꎬ １００(３): ２８０￣２８７.
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