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　 　 摘要:　 为进一步研究大肠杆菌菌蜕的制备技术ꎬ以 ｐＢＶ２２１、ｐＣｏｌｄ ＩＶ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 载体为基础构建了表达噬

菌体 Ｅ 基因的溶菌质粒ꎬ并利用 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 的 ２ 个多克隆位点构建了同时表达 Ｅ 基因和金黄色葡萄球菌核酸酶 Ａ
的双表达溶菌质粒ꎮ 经检测ꎬｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＤＨ５α组和 ｐＣｏｌｄ￣Ｅ / ＢＬ２１组的裂解效率最高ꎬ但 ｐＣｏｌｄ￣Ｅ / ＢＬ２１组的裂解起始

时间晚于其他几组ꎮ 诱导剂的浓度对 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)的裂解效率有较大影响ꎮ 电泳结果显示ꎬ随着 Ｅ
基因的表达ꎬ细菌 ＤＮＡ 逸出膜外ꎬ同时金黄色葡萄球菌核酸酶 Ａ 将 ＤＮＡ 降解为 ２５０ ｂｐ 以下的小片段ꎮ 除 ｐＢＶ２２１￣
Ｅ / ＢＬ２１组外ꎬβ￣丙内酯可实现对其他试验组菌蜕的完全灭活ꎮ 电镜观察发现ꎬ几组菌蜕在结构上并无明显差别ꎮ 与

对照菌相比ꎬ菌蜕结构完整ꎬ电子密度低且不均匀ꎬ细胞膜有不同程度的皱缩ꎮ
关键词:　 菌蜕ꎻ 大肠杆菌ꎻ Ｅ 基因ꎻ 金黄色葡萄球菌核酸酶 Ａꎻ 裂解效率
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　 　 １９８５ 年ꎬＬｕｂｉｔｚ 等发现噬菌体 ＰｈｉＸ１７４ 的裂解

基因 Ｅ 在革兰氏阴性菌中表达后能使菌体形成跨

膜孔道ꎬ细胞质及细胞器等从孔道逸出ꎬ形成细菌空

壳[１]ꎬ这种细菌空壳被称为菌蜕或菌影ꎮ 与福尔马

林灭活细菌疫苗相比ꎬ菌蜕的制备过程没有损坏细

菌菌体的抗原结构ꎬ其免疫原性得到了较好的保

留[２￣３]ꎬ因此可将其作为新型灭活疫苗、疫苗载体或

佐剂使用ꎮ 目前ꎬ国内外的相关报道中大都采用 Ｅ
基因单独表达来制备菌蜕[４￣７]ꎮ 也有研究者尝试使

用 １５ 个柔性氨基酸接头将 Ｅ 基因和金黄色葡萄球

菌核酸酶 Ａ(ＳＮＡ)基因串联ꎬ通过 ２ 个蛋白质在宿

主菌中共表达来制备菌蜕[２ꎬ８￣９]ꎮ ＳＮＡ 是一种胞外

核酸非专一性磷酸二酯酶ꎬ能降解单链或双链 ＤＮＡ
或 ＲＮＡꎮ 在菌蜕制备中该蛋白质的表达可将细菌

ＤＮＡ(包括耐药基因和毒素基因)降解为 ４００ ｂｐ 以

下的小片段ꎬ从而提高菌蜕使用的安全性[２]ꎮ
为研究不同原核表达载体对宿主菌的裂解效率ꎬ

比较大肠杆菌菌蜕不同制备方法的效果ꎬ为大肠杆菌

菌蜕疫苗载体和致病性大肠杆菌菌蜕疫苗的研制奠

定基础ꎬ本研究利用温控型表达载体 ｐＢＶ２２１、冷休克

表达载体 ｐＣｏｌｄ ＩＶ 和双蛋白表达载体 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 构建

４ 种重组质粒用于大肠杆菌菌蜕的制备ꎬ对不同制备

方法的裂解效率、灭活率等进行比较ꎬ同时对双蛋白

表达质粒中 ＳＮＡ 蛋白对宿主菌 ＤＮＡ 的降解效果进

行检验ꎬ对 ４ 种制备方法进行综合评估ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株、载体及试剂

１.１.１　 菌株　 大肠杆菌 ＤＨ５α和 ＢＬ２１感受态细胞购

自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞购自北京全

式金生物技术有限公司ꎮ 由于大肠杆菌 ＤＨ５α菌株

无乳糖启动子阻遏蛋白基因 ｌａｃ ｌｑꎬ故不需要异丙基

硫 代 半 乳 糖 苷 ( Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣Ｄ￣Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬ
ＩＰＴＧ)ꎮ 大肠杆菌 ＢＬ２１来源于 Ｂ 株ꎬ为 Ｌｏｎ 蛋白水

解酶、ｏｍｐＴ 外膜蛋白水解酶缺陷型ꎬ有利于外源蛋

白的稳定表达ꎬ可用于 ｐＣｏｌｄ Ｉ￣ＩＶ ＤＮＡ 的蛋白质表

达ꎮ 因为 ＢＬ２１宿主不表达 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶ꎬ所以不

适合于启动子为 Ｔ７ 的蛋白质表达体系(如 ｐＥＴ 系

列)ꎮ ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株整合了 Ｔ７ 噬菌体基因组ꎬ可
用于高效表达克隆于含有噬菌体 Ｔ７ 启动子的表达

载体(如 ｐＥＴ 系列)的基因ꎮ
１.１.２　 质粒 　 温控型表达载体 ｐＢＶ２２１、冷休克表

达载体 ｐＣｏｌｄ ＩＶ 和双蛋白表达载体 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 由江

苏农牧科技职业学院动物流行病学研究中心保存ꎮ
１.１.３　 试剂　 ＰＣＲ 试剂盒、ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅸ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
克隆试剂盒、胶回收试剂盒、核酸染料 ＧｅｌＲｅｄ、
ＤＬ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 等购自南京诺唯赞生物科

技有限公司ꎮ 限制性内切酶和连接酶为赛默飞世尔

科技(中国)有限公司产品ꎮ 质粒提取试剂盒为爱思

进生物技术(杭州)有限公司产品ꎮ 酵母提取物、胰蛋

白胨、氯化钠、氨苄青霉素、ＩＰＴＧ 等试剂为 Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司产品ꎬ按照«分子克隆实验指南» [１０] 中配

方制备 ＬＢ 液体、固体培养基和磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)
等ꎮ 抗性选择培养基中氨苄青霉素的工作质量浓度

为 １００ ｍｇ / Ｌꎮ 所用引物由英潍捷基公司合成ꎮ
１.２　 ４ 种溶菌质粒的构建

根据 ＮＣＢＩ 公布的噬菌体 ＰｈｉＸ１７４ 的裂解基因

Ｅ 碱基序列合成 Ｅ 基因(２７６ ｂｐ)并连接至 ｐＵＣ５７
载体ꎬ命名为 ｐＵＣ５７￣Ｅꎮ 用限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和
Ｓａｌ Ｉ 双 酶 切 重 组 质 粒 ｐＵＣ５７￣Ｅ 和 表 达 载 体

ｐＢＶ２２１ꎬ利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将 Ｅ 基因片段连接至

载体 ｐＢＶ２２１ꎬ构建重组质粒 ｐＢＶ２２１￣Ｅꎮ
根据载体 ｐＣｏｌｄ ＩＶ 多克隆位点(Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｌｏ￣

ｎｉｎｇ ｓｉｔｅꎬＭＣＳ)序列和 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 的第 １ 个 ＭＣＳ 序

列ꎬ分别设计插入 Ｅ 基因片段正 /反向 ＰＣＲ 引物(见
表 １)ꎮ 以 ｐＵＣ５７￣Ｅ 为模板扩增ꎬ使得 ＰＣＲ 产物 ５′
和 ３′最末端分别带有与线性化载体两末端一致的

序列和酶切位点ꎮ 按照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅸ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ 克

隆试剂盒说明书ꎬ完成重组质粒 ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 和 ｐＥＴ￣
Ｄｕｅｔ１￣Ｅ 的构建ꎮ

根据 ＮＣＢＩ 公布的 ＳＮＡ 序列ꎬ合成其无信号肽

的膜外区序列 ４５３ ｂｐ 并连接至 ｐＵＣ５７ 载体ꎬ命名为

ｐＵＣ５７￣ＳＮＡꎮ 根据载体 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 的第 ２ 个 ＭＣＳ 序

列ꎬ设计插入 ＳＮＡ 基因片段正 /反向 ＰＣＲ 引物(见
表 １)ꎬ按照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅸ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ 克隆试剂盒说

明书ꎬ完成重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ 的构建ꎮ
将以上重组质粒转化至 ＤＨ５αꎬ在抗性平板上筛

选阳性克隆ꎮ 提取阳性克隆质粒ꎬ通过双酶切和测

序对阳性克隆进行进一步鉴定ꎮ
１.３　 运用溶菌质粒制备大肠杆菌菌蜕

参考«分子克隆实验指南»[１０]中方法ꎬ将上述溶菌

质粒转化至适宜的宿主菌ꎮ 同时将空质粒 ｐＢＶ２２１、
ｐＣｏｌｄ ＩＶ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ１ 分别转化相应宿主菌作为对照ꎬ
进行溶菌动力学试验ꎮ 试验分组见表 ２ꎮ

１１４袁　 橙等:制备大肠杆菌菌蜕的方法比较



表 １　 重组质粒构建所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

引物名 序列(５′→ ３′) 　 　 　 　 　 　 酶切位点

ＥＣｏｌｄ ￣Ｆ ａｃｃｃｔｃｇａｇｇｇａｔｃｃｇａａｔｔｃＡＴＧＧＴＡＣＧＣＴＧＧＡＣＴＴＴＧＴＧＧ ＥｃｏＲ Ｉ

ＥＣｏｌｄ ￣Ｒ ｃｔａｔｃｔａｇａｃｔｇｃａｇｇｔｃｇａｃＴＣＡＣＴＣＣＴＴＣＣＧＣＡＣＧＴＡＡＴＴＴ Ｓａｌ Ｉ

ＥｐＥＴ ￣Ｆ ｃｃａｃａｇｃｃａｇｇａｔｃｃｇａａｔｔｃＡＴＧＧＴＡＣＧＣＴＧＧＡＣＴＴＴＧＴＧＧ ＥｃｏＲ Ｉ

ＥｐＥＴ ￣Ｒ ｔｇｃｇｇｃｃｇｃａａｇｃｔｔｇｔｃｇａｃＴＣＡＣＴＣＣＴＴＣＣＧＣＡＣＧＴＡＡＴＴＴ Ｓａｌ Ｉ

ＳＮＡ￣Ｆ ｇｇｃａｇａｔｃｔｃａａｔｔｇｇａｔａｔｃＡＴＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＡＣＴＡＡＡＡＡＡＴＴＡＣＡＴ ＥｃｏＲ Ｖ

ＳＮＡ￣Ｒ ｇｇｔｔｔｃｔｔｔａｃｃａｇａｃｔｃｇａｇＴＴＡＴＴＧＡＣＣＴＧＡＡＴＣＡＧＣＧＴＴＧＴＣ Ｘｈｏ Ｉ
序列中小写字母为线性化载体末端序列ꎬ小写斜体字母为酶切位点ꎬ大写字母为插入基因序列ꎮ

　 　 将 ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＤＨ５α、ｐＢＶ２２１ / ＤＨ５α、ｐＢＶ２２１￣Ｅ /
ＢＬ２１和 ｐＢＶ２２１ / ＢＬ２１菌液于 ２８ ℃振荡培养至 ＯＤ６００

约为 ０􀆰 ５ 时ꎬ取 ２ ｍｌ 菌液样品作为诱导前对照ꎬ然
后将菌液置于 ４２ ℃诱导表达ꎬ每隔 ３０ ｍｉｎ 取样测

量 ＯＤ６００值ꎮ 将 ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ / ＢＬ２１和 ｐＣｏｌｄ ＩＶ / ＢＬ２１菌

液于 ３７ ℃振荡培养至 ＯＤ６００约为 ０􀆰 ５ 时ꎬ取 ２ ｍｌ 菌
液样品作为诱导前对照ꎬ然后将菌液置于 １６ ℃ꎬ添
加 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ每隔 １ ｈ 取样测量 ＯＤ６００值ꎮ 将

ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１ ( ＤＥ３ )、 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１

(ＤＥ３)和 ｐＥＴＤｕｅｔ１ / ＢＬ２１(ＤＥ３)菌液于 ３７ ℃振荡培

养至 ＯＤ６００约为 ０􀆰 ５ 时ꎬ取 ２ ｍｌ 菌液样品作为诱导

前对照ꎬ然后将菌液置于 ３７ ℃ꎬ添加 ＩＰＴＧ 诱导表

达ꎬ每隔 ３０ ｍｉｎ 取样测量 ＯＤ６００值ꎮ ＩＰＴＧ 的诱导浓

度见表 ２ꎮ

表 ２　 不同大肠杆菌菌蜕制备方法的裂解效率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｙｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅ￣

ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｇｈｏｓｔ

溶菌质粒　 　 宿主菌
培养温度 /
诱导温度
(℃ / ℃)

ＩＰＴＧ 浓度
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

裂解效率
(％)

ｐＢＶ２２１￣Ｅ ＤＨ５α ２８ / ４２ ０ ９９.９９

ｐＢＶ２２１￣Ｅ ＢＬ２１ ２８ / ４２ ０ １２.００

ｐＣＯＬＤ ＩＶ￣Ｅ ＢＬ２１ ３７ / １６ ０.５ ９９.９９

ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ ＢＬ２１(ＤＥ３) ３７ / ３７ ０.５ ８８.４５

ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ ＢＬ２１(ＤＥ３) ３７ / ３７ ０.５ ５０.００

ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ ＢＬ２１(ＤＥ３) ３７ / ３７ １.０ ９０.４４

ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ ＢＬ２１(ＤＥ３) ３７ / ３７ １.５ ６２.００

　 　 以上菌液振荡培养至转化有溶菌质粒的菌液

ＯＤ６００值不继续下降时ꎬ停止诱导并取 ２ ｍｌ 菌液作为

诱导后样品ꎮ 将试验组诱导前菌液样品用生理盐水

进行 １０－４ ~ １０－６ 稀释ꎬ诱导停止时菌液样品进行

１０－１ ~１０－３稀释ꎬ每个稀释度涂 ３ 块无抗 ＬＢ 平板ꎬ３７
℃恒温培养 １２ ｈꎮ 选取合适稀释度的平板进行计

数ꎬ取 ＣＦＵ 平均值计算裂解率ꎮ 计算公式为:裂解

率＝(１－诱导后 ＣＦＵ /诱导前 ＣＦＵ)×１００％[１１]ꎮ
１.４　 ＳＮＡ 蛋白对宿主菌 ＤＮＡ 的降解作用检测

取方法 １.３ 中 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱

导前(０ ｈ)和诱导后(２ ｈ)的菌液样品各 １ ｍｌ 瞬时

离心ꎬ移取上清液备用ꎮ 菌体沉淀用煮沸裂解法提

取 ＤＮＡ[１２]:将沉淀溶于 １００ μｌ ＰＢＳ(ｐＨ７􀆰 ４)ꎬ进行

沸水浴(１０ ｍｉｎ)和冰浴(５ ｍｉｎ)ꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎ 取上清液ꎮ 取样品 ５ μｌ 通过 １％琼脂糖凝胶电

泳分析 ＳＮＡ 蛋白对细菌 ＤＮＡ 的降解活性ꎮ 同时制

备 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导后(２ ｈ)的菌液样品

作为对照ꎮ
１.５　 菌蜕的灭活

菌液停止诱导后ꎬ向菌蜕溶液中加入 β￣丙内酯

至终体积分数为 ０􀆰 ０２５％ꎬ并置于 ４２ ℃作用 １ ｈꎬ离
心菌液收集菌体沉淀ꎬ沉淀用灭菌 ＰＢＳ(ｐＨ７􀆰 ４)溶

液清洗 ３ 遍后重悬ꎬ加入 β￣丙内酯至终体积分数为

０􀆰 ０５％ꎬ再置于 ４２ ℃作用 ２ ｈꎮ 分别取灭活后的菌

蜕溶液涂板进行无菌检验ꎮ
１.６　 透射电镜观察菌蜕

用负染色方法对灭活后的大肠 杆 菌 菌 蜕

ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＤＨ５α、ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＢＬ２１、ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ / ＢＬ２１、
ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１ ( ＤＥ３ ) 和 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１

(ＤＥ３)进行染色ꎮ 同时培养转化有不同空载体的宿

主菌作为对照样品ꎮ 透射电镜观察样品的制备方法

为:将铜网置于不干胶底纸上ꎬ向铜网上滴加一滴大

肠杆菌菌液ꎬ静置 １０ ｍｉｎ 后用滤纸吸取菌液ꎬ再向

铜网上滴加一滴 ２％磷钨酸染液ꎬ染色 １ ｍｉｎ 后吸去

染液ꎬ置于红外烘灯下处理 １０ ｍｉｎꎮ 使用 Ｐｈｉｌｉｐｓ 透

射电子显微镜(Ｔｅｃｎａｉ １２)观察菌体结构ꎮ
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２　 结 果

２.１　 溶菌质粒的构建

重组质粒双酶切结果显示重组质粒 ｐＢＶ２２１￣Ｅ、
ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ 中的插入基因片段长度

与 Ｅ 基因长度一致(图 １)ꎮ 重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣
ＳＮＡ 中第 ２ 个 ＭＣＳ 位点中的插入基因片段长度与

ＳＮＡ 基因长度一致ꎮ 依据质粒测序结果选择插入基

因片段序列完全正确的克隆用于后续试验ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｐＢＶ２２１￣Ｅ 质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切ꎻ ２:ｐＢＶ２２１ 质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切对照ꎻ ３:ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和
Ｓａｌ Ｉ 酶切ꎻ ４:ｐＣｏｌｄ ＩＶ 质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切对照ꎻ ５:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ 质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切ꎻ ６:ｐＥＴＤｕｅｔ１ 质粒 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切对照ꎻ
７:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ 质粒 ＥｃｏＲ Ｖ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切ꎻ ８:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ 质粒 ＥｃｏＲ Ｖ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切对照ꎮ

图 １　 重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.２　 宿主菌的生长曲线

通过检测发现ꎬ在诱导 ３０ ｍｉｎ 内ꎬｐＢＶ２２１￣Ｅ /
ＤＨ５α菌液 ＯＤ６００即开始下降ꎬ在诱导 １５０ ｍｉｎ 后数值

趋于稳定ꎬ约为 ０􀆰 ３０(图 ２Ａ)ꎮ 在诱导 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ
ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＢＬ２１菌液 ＯＤ６００开始下降ꎬ在诱导 １２０ ｍｉｎ
后达到最低ꎬ约为 ０􀆰 ５５(图 ２Ａ)ꎮ ｐＣｏｌｄ￣Ｅ / ＢＬ２１菌液

ＯＤ６００在 Ｅ 蛋白诱导表达 ２ ｈ 后开始下降ꎬ诱导 ４ ｈ
后数值趋于稳定ꎬ约为 ０􀆰 ３０(图 ２Ｂ)ꎮ 当 ＩＰＴＧ 终浓

度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ时ꎬ ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１ ( ＤＥ３) 菌液

ＯＤ６００在诱导 ３０ ｍｉｎ 内开始下降ꎬ９０ ｍｉｎ 后停止下

降ꎬ约为 ０􀆰 ２０ꎮ ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)菌液在

诱导 ３０ ｍｉｎ 后开始下降ꎬ１２０ ｍｉｎ 后达到最低值ꎬ约
０􀆰 ３０(图 ２Ｃ)ꎮ 当提高 ＩＰＴＧ 终浓度至 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)菌液 ＯＤ６００ 的下降

时间晚于 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ和 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ诱导组 (图

２Ｄ)ꎮ 与此同时ꎬ转化有空载体的各对照菌液的

ＯＤ６００一直保持上升趋势(图 ２)ꎮ
２.３　 溶菌质粒的裂解效率

经计算ꎬ得到不同菌蜕制备方法的裂解效率

(表 ２)ꎮ 表 ２ 显示ꎬｐＢＶ２２１￣Ｅ 溶菌质粒对 ＤＨ５α和

ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 溶菌质粒对 ＢＬ２１的裂解效率均较高ꎬ可
达 ９９􀆰 ９９％ꎮ 而 ｐＢＶ２２１￣Ｅ 对 ＢＬ２１的裂解效率最低ꎬ

为 １２􀆰 ００％ꎮ ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ 对 ＢＬ２１(ＤＥ３)的裂解

效率受 ＩＰＴＧ 浓度的影响ꎬ 在 ＩＰＴＧ 浓度为 １􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ时裂解效率较高ꎬ为 ９０􀆰 ４４％ꎮ
２.４　 ＳＮＡ 蛋白对宿主菌 ＤＮＡ 的降解作用

ＩＰＴＧ 诱导后 ０ ｈꎬｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)
细菌培养上清液中未见明显的基因组条带ꎬ而同时

间点的细菌裂解物中可见大片段基因组条带(图
３)ꎮ 在 Ｅ 蛋白对菌膜打孔的作用下细菌 ＤＮＡ 渗

出ꎬ诱导后 ２ ｈ 的 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１(ＤＥ３)ＤＮＡ 样品

中无基因组条带ꎬ而诱导后 ２ ｈ 的 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１

(ＤＥ３)细菌培养上清液样品中出现未被降解的基因

组条带(图 ３)ꎮ 经 ＩＰＴＧ 诱导后 ２ ｈꎬ在 ＳＮＡ 蛋白的

作用下ꎬｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)细菌 ＤＮＡ 被

降解ꎬ诱导后细菌培养上清液和细菌裂解物中均未

出现大片段基因组条带ꎬ仅有约 １００ ｂｐ 左右的条带

(图 ３)ꎮ
２.５　 不同方法制备的大肠杆菌菌蜕灭活效果

通过涂板检验发现ꎬ经 β￣丙内酯灭活处理后

ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＢＬ２１ 菌 蜕 溶 液 中 仍 有 活 菌 存 在ꎬ 而

ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＤＨ５α、 ｐＣｏｌｄ￣Ｅ / ＢＬ２１、 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１

(ＤＥ３)和 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３) ４ 种菌蜕溶

液中无活菌ꎮ
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图 ２　 大肠杆菌诱导培养后的生长曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ

Ｍ:ＤＬ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱

导 ０ ｈ 细菌培养上清液ꎻ ２:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导 ０ ｈ

细菌 ＤＮＡꎻ ３:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导 ２ ｈ 细菌培养上

清液ꎻ ４:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１( ＤＥ３) 诱导 ２ ｈ 细菌 ＤＮＡꎻ ５:

ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导 ２ ｈ 细菌培养上清液ꎻ ６:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣

Ｅ / ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导 ２ ｈ 细菌 ＤＮＡꎮ

图 ３　 大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)诱导前后 ＤＮＡ 电泳分析

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ＢＬ２１(ＤＥ３)

２.６　 大肠杆菌菌蜕的结构

透射电镜观察ꎬ结果(图 ４)显示ꎬ对照菌结构完

整ꎬ菌体电子密度较高且分布均匀ꎬ而几种菌蜕的电

子密度明显降低且分布不均ꎬ细胞膜出现不同程度

的皱缩变形ꎬ对照菌和菌蜕样品均未见鞭毛结构ꎮ

３　 讨 论

目前ꎬ已报道的大肠杆菌菌蜕的制备方法较多ꎬ
其中大多数方法均利用了噬菌体 Ｅ 基因在大肠杆

菌中的表达ꎮ 有研究者尝试利用细胞穿透肽在大肠

杆菌中的表达来制备菌蜕ꎬ未能获得成功[８]ꎮ 另有

研究者将 Ｅ 和 ＳＮＡ 串联表达ꎬ同时实现了细菌的高

效裂解和基因组 ＤＮＡ 的降解ꎮ 这些研究中ꎬ被用于

Ｅ 基因表达的载体包括 ｐＢＶ２２０、 ｐＢＶ２２１、 ｐＢＡＤ、
ｐＥＴ３２ａ、ｐＭＬ１、ｐＤＫＬ０１ 等ꎮ 这些载体中ꎬ除 ｐＢＡＤ
外ꎬ均不能实现 ２ 个以上蛋白质的共表达ꎮ 被用于

表达的大肠杆菌中既有致病菌又有工程菌ꎬ如 Ｅ.ｃｏｌｉ
ｐｏｐ ２１３５、 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｏ１５７ ∶ Ｈ７、禽致病性大肠杆菌

ＡＰＥＣ１( Ｏ４５)、 ＣＨ２ ( Ｏ７８)、 Ｏ７８Ｋ８０ꎬ以及工程菌

ＴＯＰ１０、ＪＮ１０、ＤＨ５α和 ＢＬ２１(ＤＥ３)等[１１ꎬ１３￣１５]ꎮ 人们在

将获得的菌蜕作为菌苗的研究中ꎬ往往选择致病菌

作为表达菌ꎬ而在将菌蜕作为核酸或重组蛋白载体

的研究中ꎬ一般选择工程菌用于菌蜕制备ꎮ 本研究

中创新性地将 ｐＣｏｌｄ ＩＶ 冷休克表达载体和 ｐＥＴＤｕ￣
ｅｔ１ 双表达载体运用于大肠杆菌菌蜕制备ꎬ并与

ｐＢＶ２２１ 载体制备方法进行综合比较ꎮ
研究中发现ꎬ不同菌蜕制备方法中的宿主菌裂

解效率有较大差别ꎮ ｐＢＶ２２１￣Ｅ 溶菌质粒对 ＤＨ５α和

ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 溶菌质粒对 ＢＬ２１ 的裂解效率较高ꎬ达
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ａ:ｐＢＶ２２１ / ＤＨ５α对照ꎻｂ:ｐＢＶ２２１ / ＢＬ２１对照ꎻｃ:ｐＣｏｌｄ / ＢＬ２１对照ꎻｄ:ｐＥＴＤｕｅｔ１ / ＢＬ２１(ＤＥ３)对照ꎻｅ:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１(ＤＥ３)对照ꎻＡ:ｐＢＶ２２１￣Ｅ /

ＤＨ５α菌蜕ꎻＢ:ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＢＬ２１菌蜕ꎻＣ:ｐＣｏｌｄ￣Ｅ / ＢＬ２１菌蜕ꎻＤ:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ / ＢＬ２１(ＤＥ３)菌蜕ꎻＥ:ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１(ＤＥ３)菌蜕ꎮ

图 ４　 大肠杆菌菌蜕的透射电镜检测

Ｆｉｇ.４　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｇｈｏｓｔ

９９􀆰 ９９％ꎮ 而 ｐＢＶ２２１￣Ｅ 对 ＢＬ２１的裂解效率最低ꎬ且
相同灭活条件下不能实现对菌蜕的完全灭活ꎮ 这提

示我们将 ｐＢＶ２２１￣Ｅ 用于不同来源宿主菌的菌蜕制

备时ꎬ裂解效率有较大差异ꎮ ｐＣｏｌｄ 系列载体属于

大肠杆菌冷休克表达载体ꎬ可在低温下诱导目的蛋

白的表达ꎬ提高表达产物的溶解性和稳定性[１６]ꎮ 在

本研究中 ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 的裂解效率接近 １００％ꎬ但其

缺点是需要较长的诱导表达时间ꎮ 前期试验中ꎬ
ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ 组 ＩＰＴＧ 终 浓 度 为 常 用 的 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ但细菌裂解效率仅为 ５０％ꎬ明显低于 ｐＥＴ￣
Ｄｕｅｔ１￣Ｅ 组ꎮ 在后续试验中将 ＩＰＴＧ 诱导浓度提高

为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ后发现ꎬ当 ＩＰＴＧ 终浓

度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ时ꎬ该质粒对宿主菌的裂解效率优

于 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ和 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ组ꎬ为 ９０􀆰 ４４％ꎮ 我们

推测ꎬ这是因为不同诱导剂浓度对 Ｅ 蛋白和 ＳＮＡ 蛋

白的共表达具有较大影响ꎬ从而影响了蛋白质对宿

主菌的裂解作用ꎮ 从宿主菌生长曲线中可以看出ꎬ
ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ / ＢＬ２１的 ＯＤ６００ 值下降时间晚于其他组ꎮ
这可能是因为 ｐＣｏｌｄ ＩＶ 属于低温诱导表达载体ꎬ其
适宜的表达温度为 １６ ℃ꎬ而细菌在此温度下增殖速

度较慢ꎬＥ 蛋白表达速度也受到影响ꎮ 本研究中ꎬ其
他菌蜕制备组的 ＯＤ６００ 值下降时间均为 ３０ ｍｉｎ 前

后ꎬ且在诱导约 ９０~１２０ ｍｉｎ 后趋于稳定ꎮ 这 ２ 个时

间点早于国内外的部分报道[２ꎬ１１ꎬ１７]ꎬ提示这几种方

法在生产周期上可能有一定优势ꎮ
值得注意的是ꎬ虽然不同制备方法的裂解效率

有较大差异ꎬ但是除 ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＢＬ２１外ꎬ其他试验组

均能实现 β￣丙内酯处理下的 １００％灭活ꎮ 提示裂解

效率达到一定的数值后ꎬ裂解效率的高低将不会对

β￣丙内酯的灭活效果产生影响ꎮ 与常用的甲醛灭活

剂相比ꎬβ￣丙内酯不直接作用于蛋白质ꎬ而是作用于

病原体 ＤＮＡ 或 ＲＮＡꎬ因此能保持病原良好的免疫

原性ꎬ且作用时间短ꎬ易水解无残留ꎬ不会引发严重

的接种反应[１８]ꎮ 如果从降低生产成本的角度考虑ꎬ
ｐＢＶ２２１￣Ｅ / ＤＨ５α方法不需添加诱导剂ꎬ通过提高培

养温度即可完成细菌裂解ꎬ有显著优势ꎮ 如果从提

高安全性的角度考虑ꎬ虽然 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ / ＢＬ２１

(ＤＥ３)(ＩＰＴＧ １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ)组的裂解效率不是最高ꎬ
但该方法可实现细菌 ＤＮＡ 的降解ꎬ因此理论上获得

的菌蜕产品的安全性更好ꎮ 这与国内一些学者的研

究结果一致[２ꎬ１９]ꎮ 同时ꎬｐＥＴＤｕｅｔ１ 还可与 ｐＡＣＹＣ￣
Ｄｕｅｔ１ 双表达载体联合使用ꎬ在合适的宿主菌中实

现 ４ 个基因的共表达ꎬ在菌蜕制备的同时实现其他

外源基因的表达ꎬ进一步拓展菌蜕的功能ꎮ 同时值

得注意的是ꎬｐＥＴ 系列载体的表达需要使用融合有

Ｔ７ 噬菌体 ＲＮＡ 聚合酶的宿主菌[２０]ꎬ这在一定程度

上限制了该载体的使用ꎮ
通过电镜观察发现ꎬ不同方法获得的菌蜕均能

５１４袁　 橙等:制备大肠杆菌菌蜕的方法比较



保持较为完整的细菌形态ꎬ但是未观察到鞭毛结构ꎮ
这提示如果将溶菌质粒转入禽致病性大肠杆菌分离

株进行菌蜕制备ꎬ获得的菌蜕可能具有更好的免疫

原性ꎬ更适合作为菌苗使用[１４ꎬ２１]ꎮ 而利用 ＤＨ５α、
ＢＬ２１和 ＢＬ２１(ＤＥ３)等工程菌制备的菌蜕因宿主菌来

源清晰ꎬ可用于核酸疫苗和亚单位疫苗等疫苗菌蜕

载体的制备ꎮ
综上所述ꎬ与溶菌质粒 ｐＣｏｌｄ ＩＶ￣Ｅ 和 ｐＥＴＤｕ￣

ｅｔ１￣Ｅ 相比ꎬｐＢＶ２２１￣Ｅ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ１￣Ｅ￣ＳＮＡ 在未来的

生产和应用中更具潜力ꎮ 我们将在本研究的基础上

对溶菌质粒进行改造ꎬ继续开展将细菌菌蜕作为新

型疫苗递送系统的研究ꎮ
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