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　 　 摘要:　 噬菌体裂解酶因高效、安全的杀菌特性成为潜在的抗菌药物ꎬ并受到广泛关注ꎮ 本试验在前期通过基

因表达制备高效噬菌体裂解酶 Ｌｙｓ ＢＴ１ 的基础上ꎬ深度解析 Ｌｙｓ ＢＴ１ 与细菌上裂解酶受体相互作用的结构特点ꎬ成
功构建出质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ꎮ 将该质粒通过电转化的方式导入普通小球藻中ꎬ电转条件为:电场强度 １􀆰 ５
ｋＶ、脉冲距离 ２ ｍｍ、脉冲时间 ０􀆰 ２ ｍｓꎬ瞬时表达后成功进行了活性测定ꎬ从而验证了普通小球藻作为裂解酶表达载

体的可行性ꎬ为噬菌体裂解酶的表达系统研发提供了一条可行路径ꎮ
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　 　 噬菌体裂解酶(Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｌｙａｓｅ)现已在多个

领域显示其优越性和独特性ꎬ有望成为后抗生素时

代控制食源性致病菌、腐败菌ꎬ保障食品安全的有效

杀菌剂[１]ꎮ 目前使用较多的外源表达系统主要有

大肠杆菌[２]和酵母[３] 等ꎬ但这些表达系统仍存在安

全性不高、易污染、表达量低等问题ꎮ 基因工程植物

具有不同于培养细胞的性能特征ꎬ如光合生长和易

于分级ꎬ然而ꎬ由于繁琐的遗传方法、缓慢的生长速
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度、较低的产量以及监管方面的限制等ꎬ其发展潜力

还没有得到充分实现ꎮ 微藻的生长条件要求简单ꎬ
且微藻具备植物基因组转录后翻译处理能力ꎬ同时

微藻具备微生物快速生长和高密度培养特性[４]ꎮ
目前作为表达载体的微藻有莱茵衣藻(Ｃｈｌａｍｙｄｏ￣
ｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ) [５]、 杜 氏 盐 藻 ( Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ ｓａｌｉ￣
ｎａ) [６]、三角褐指藻(Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ) [７]、
普通小球藻(Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ) [８]等ꎮ

普通小球藻是小球藻中目前最广泛培养的藻种

之一[９]ꎬ富含蛋白质和各种其他营养物质ꎬ蛋白质

含量超过 ５０％[１０]ꎬ具有重要的商业价值ꎬ也是目前

研究和认证的人类食品之一[１１]ꎮ 因其生长速度快、
易培养和可塑性强的特性ꎬ常被作为外源基因表达

平台的首选ꎮ Ｈａｗｋｉｎｓ 和 Ｎａｋａｍｕｒａ[１２] １９９９ 年使用

ＰＥＧ 转化法将人生长激素基因(ｈＧＨ)在普通小球

藻中成功进行了瞬时表达ꎮ Ｋｏｏ 等[１３] 采用电击法

将牛乳铁蛋白 Ｎ￣端肽段成功在普通小球藻中获得

表达ꎮ Ｎｇ 等[１４]通过农杆菌介导的方法在普通小球

藻中成功诱导表达 ＹｏｅＢＳｐｎ￣ＧＦＰ 和 ＰｅｚＴ￣ＧＦＰ 融合

基因ꎬ并测试了其致病性ꎮ Ｓｈｉｎ[８] ２０２０ 年在氮缺失

的条件下成功诱导表达获得 ｈＧ￣ｃＳｆ 多肽ꎮ
本试验在前期表达制备高效噬菌体裂解酶 Ｌｙｓ￣

ＢＴ１(广谱噬菌体裂解酶)的基础上ꎬ采用噬菌体基因

组深度解析及高分辨率Ｘ 射线晶体和冷冻电镜技术ꎬ
深度解析裂解酶 Ｌｙｓ ＢＴ１ 与细菌上裂解酶受体互作

的酶活性结构特点、决定裂解谱的关键结构、酶结构

功能的鉴定与预测ꎮ 针对超级耐药细菌宽谱裂解酶

的设计ꎬ本研究以细菌上裂解酶的受体为靶标ꎬ基于

酶结构的分子改良、修饰和裂解酶活性中心定向设

计ꎬ研制出对耐药菌的宽谱裂解酶ꎬ并提高裂解酶的

稳定性和抑菌活性ꎻ通过 ＣＲＩＳＰＲ 定点基因编辑技术

在普通小球藻中进行基因改造ꎬ成功构建质粒 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ꎬ并在普通小球藻中完成表达ꎮ

１　 材料及方法

１.１　 试验材料

普通小球藻、ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细胞、大肠杆菌

ＡＴＣＣ ２５９２２ 等均由笔者所在实验室保存ꎻ高纯度质

粒 ＤＮＡ 小量提取试剂盒购自北京擎科生物科技股

份有限公司ꎻＬＢ 肉汤培养基购自 ＢＤ Ｄｉｆｃｏ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 藻种的培养和生长曲线的测定 　 将对数生

长末期的小球藻培养液按 １０％的接种量接入装有

５０ ｍｌ 培养基的 １５０ ｍｌ 锥形瓶中ꎬ置于光照培养箱

中静置培养ꎮ 培养条件为:光照度２ ６４０ ｌｘꎬ湿度

７２％ꎬ光 /暗周期 １２ ｈ / １２ ｈꎬ培养温度为(２８.０±０􀆰 ５)
℃ꎮ 定期测定藻液 ５６０ ｎｍ 处的吸光度(ＯＤ)ꎬ检测

小球藻的生长速度ꎮ
１.２.２　 质粒构建　 参照本研究室前期方法[１５] 进行

试验ꎮ 裂解酶基因克隆及表达载体构建方法如下:
首先ꎬ提取噬菌体 Ｖ￣ＥｃｏＭ￣Ｃ１ 的基因组ꎬ然后以其

为模板、以 Ｌｙｓ ＢＴ１￣Ｆ、Ｌｙｓ ＢＴ１￣Ｒ 为引物扩增噬菌体

裂解酶基因ꎮ 扩增程序:预变性温度 ９５ ℃ꎬ持续 ５
ｍｉｎꎻ变性温度 ９５ ℃ꎬ持续 ３０ ｓꎬ退火温度 ６２ ℃ꎬ持
续 ３０ ｓꎬ延伸温度 ７２ ℃ꎬ持续 １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ
最后延伸温度 ７２ ℃ꎬ持续 １０ ｍｉｎꎮ 回收目的片段后

用 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ进行双酶切ꎮ 将双酶切后的目的

片段连接至经 Ｅｃｏ ＲⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切后的 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ １３０１ 载体ꎬ再将构建好的重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ
１３０１￣ＢＴ１ 转化至 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细胞中ꎬ筛选阳

性克隆并测序验证表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ꎮ
１.２.３　 重组克隆转化 　 取两支 １００ μｌ 冰上融化的

ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细胞ꎬ分别加入 １０ μｌ 构建好的重

组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ꎬ温和吹打混匀后转移

至冰上ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎻ在 ４２ ℃水浴锅中热激４５~ ６０
ｓꎬ然后迅速转移至冰浴中ꎬ静置 ２ ｍｉｎꎮ 向离心管中

加入 ７００ μｌ 无抗性 ＬＢ 培养液ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ复苏

６０ ｍｉｎꎬ再吸取 ８０ μｌ 复苏液均匀涂布到含有 ５０
μｇ / ｍｌ卡那霉素的 ＬＢ 固体平板上ꎬ将平板倒置放于

３７ ℃培养箱中过夜培养ꎬ在 １０ ｍｌ 的 ＥＰ 管中加入 ５
ｍｌ 的 ＬＢ 培养基ꎬ挑取抗性平板上的单菌落在培养

基中搅拌ꎬ过夜培养ꎮ
１.２.４　 质粒的提取及验证 　 采用北京擎科生物科

技股份有限公司高纯度质粒 ＤＮＡ 小量提取试剂盒

提取ꎬ并进行核酸验证ꎮ
１.２.５　 瞬时转化　 取对数生长期的小球藻ꎬ稀释含

量梯度至１×１０８左右ꎻ取藻液３~５ ｍｌ 用 ＢＧ１１ 洗涤 ３
次ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ ５ ｍｉｎꎻ加入山梨醇和甘露醇各 １００
μｌꎻ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ加入 ＨＥＰＥＳ
缓冲液(２􀆰 ３８ ｇ 溶于 ９ ｍｌ)混匀ꎬ提前用 ＰＥ 紫外灯

处理电转杯(注意是否吹干)ꎬ预冷备用ꎬ将电转杯

冰浴 ３０ ｍｉｎ 后放入电击转化仪中进行电击转化ꎬ电
场强度为 １􀆰 ５ ｋＶꎬ脉冲距离 ２ ｍｍꎬ脉冲时间为 ０􀆰 ２
ｍｓꎬ立即加入 １００ μｌ 预冷的 ＢＧ１１ 液体培养基ꎬ将混
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合液转入无菌离心管中ꎬ再加入 ０􀆰 ９ ｍｌ ＢＧ１１ 培养

基ꎬ然后在光照条件下恢复培养 ４８ ｈꎮ
１.２.６　 荧光显微镜镜检　 取 ２０ μｌ 恢复后的藻液在

荧光显微镜下观察ꎮ 在无光和有光两种不同条件下

观察、对比荧光显微镜下的小球藻ꎮ
１.２.７　 噬菌体裂解酶活性测定　 将恢复 ２４ ｈ 后的

小球藻放入离心机中按１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎬ收
集上清液ꎮ 将沉淀的藻体用 ＢＧ１１ 悬浮ꎬ再放入超

声波破碎仪中按 ３００ Ｗ １５ ｍｉｎ 破碎ꎬ离心收集上清

液ꎮ 通过点样双层(底层为 １􀆰 ２％ ＬＢꎬ上层为 ０􀆰 ６％
ＬＢ 和菌液的混合物)方式检验上清液中酶的活性ꎬ
本次所选菌株为大肠杆菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ꎮ
１.２.８　 最小抑菌浓度测定 　 将 ＡＴＣＣ ２５９２２ 以挑

取单菌落的方式接种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ培养

４ ~ ６ ｈ 至对数期ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ调整至 ＯＤ６００为

０􀆰 ６ꎬ再用 ＬＢ 培养基按照１ ∶ １００ 稀释后备用ꎮ 将

分离、纯化、浓缩后的噬菌体裂解酶质量浓度调整

至 ５１２ μｇ / ｍｌꎬ在 ９６ 孔板前 ３ 排的第 １ 列加入 ２００
μｌ 裂解酶ꎬ第２ ~ １２ 列各加入 １００ μｌ ＰＢＳꎬ从第 １
孔吸取 １００ μｌ 裂解酶依次向后倍比稀释至第 １０
孔ꎬ１ ~ １１ 孔添加 １００ μｌ 稀释后的菌液ꎬ１２ 孔加

１００ μｌ ＬＢꎮ 每梯度裂解酶浓度设置 ３ 组对照ꎬ并
设置空白对照和阳性对照ꎬ在 ３７ ℃培养箱中静置

培养 ２４ ｈꎬ以完全不生长细菌的裂解酶质量浓度

为最小抑菌浓度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小球藻的生长曲线

按 １０％的接种量培养ꎬ培养 ２１ ｄꎬ如图 １ 所示ꎬ
在培养的第１４~１５ ｄ 生长速率达到最快ꎬ认为此期

处于对数生长期ꎮ

图 １　 普通小球藻生长曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ

２.２　 表达的阳性克隆筛选

正常的 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５α 感受态细胞对卡那霉素敏

感ꎬ在培养基中无法生长ꎬ 只有携带重组质粒

ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ 的 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细胞能成

功在卡那霉素抗性培养基中生长ꎬ图 ２ 显示ꎬ在含卡

那霉素培养基(１００ μｇ / ｍｌ)上有单菌落生长ꎬ因此

可以推断ꎬ重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ 在 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ

５α 感受态细胞中转染成功ꎮ

图 ２　 携带目的质粒的 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α感受态细胞

Ｆｉｇ.２　 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｌａｓｍｉｄ

２.３　 阳性克隆的核酸分析

试验通过提取过夜培养的 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细

胞 ＤＮＡ 做电泳ꎬ从图 ３ 可以看出试验组在１２ ０００ ｂｐ
附近有条带ꎬ与拟转染的噬菌体裂解酶相对分子质

量相符ꎮ
２.４　 转染后小球藻的荧光反应

以转入质粒的小球藻作为试验组ꎬ未导入质粒

的小球藻作为空白对照组ꎬ将两组小球藻在白光和

激发光的条件下于荧光显微镜下观察ꎬ在白光条件

下ꎬ两组均能看到清晰藻体ꎻ在激发光条件下ꎬ试验

组有明显的红色荧光ꎬ而对照组一片黑暗(图 ４)ꎮ
重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ 有荧光标签ꎬ故推断

试验组成功表达了质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ꎮ
２.５　 噬菌体裂解酶的活性

取适量成功转染阳性的小球藻液ꎬ离心分离藻

液上清液和小球藻破碎后上清液来检测小球藻表达

的噬菌体裂解酶的活性ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ离心分离藻

液的上清液对大肠杆菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 无明显的杀菌

效果ꎬ小球藻破碎后离心后的上清液对大肠杆菌

ＡＴＣＣ ２５９２２ 有良好的杀菌效果ꎮ 试验结果表明ꎬ小
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Ｍ 为 Ｍａｋｅｒꎬ１、２ 为提取的 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ５α 感受态细胞 ＤＮＡꎮ
图 ３　 核酸验证

Ｆｉｇ.３　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ４　 小球藻导入质粒后荧光验证

Ｆｉｇ.４ 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ

球藻系统表达的噬菌体裂解酶能成功裂解致病菌ꎬ
且该裂解酶杀菌活性良好ꎮ
２.６　 噬菌体裂解酶的最小抑菌质量浓度

如图 ６ 所示ꎬ质量浓度在 ３２ μｇ / ｍｌ时有明显分

界点ꎬ在大于该质量浓度时有明显的抑菌效果ꎬ小于

该质量浓度时则抑菌效果较差ꎬ由此得出最小抑菌

质量浓度为 ３２ μｇ / ｍｌꎮ

左侧为藻液直接离心后的上清点样ꎬ右侧为藻体破碎并离心后

的点样ꎮ
图 ５　 噬菌体裂解酶活性

Ｆｉｇ.５　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｌｙａｓｅ

图 ６　 噬菌体裂解酶最小抑菌质量浓度

Ｆｉｇ.６　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｌｙａｓｅ

３　 讨 论

自从科研人员首次尝试在小球藻中表达异源蛋

白质以来ꎬ相关研究已经取得一定进展ꎮ 尽管异源

蛋白质的产量相对较低ꎬ但小球藻具有快速生长、易
于培养以及进行翻译后修饰的能力等显著优势ꎬ因
此发展前景广阔ꎮ 当前如何提高生产能力仍然是小

球藻异源蛋白质商业化的主要挑战ꎬ这取决于开发

用于改进蛋白质表达、培养系统和下游基于生物炼

制的综合生产的新型遗传工具箱方面的重大研究进

展ꎮ 这些领域的创新和突破将大大提高生产能力、
降低生产成本ꎬ从而使小球藻成为异源蛋白质表达

的竞争宿主ꎮ 目前已报道的小球藻有效遗传转化方

法主要有农杆菌侵染法[１６]、基因枪法[１７]、电击转化

法[１８]、聚乙二醇融合法[１９] 等ꎮ 电击转化法是小球
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藻转化系统中较为常用的转化方法[２０]ꎬ牟云等[２１]

成功通过构建电击转化体系在沙漠小球藻中表达人

乳铁蛋白ꎻＺｈａｎｇ 等[２２] 以电穿孔的方式将来自大豆

的转录因子基因 ＧｍＤｏｆ４ 转化到小球藻中ꎮ 普通小

球藻作为可持续的、安全的生物制造商业理想分子

平台ꎬ尽管目前遗传工具的开发略显落后ꎬ没有能进

行商业化的生物治疗平台[２３]ꎬ但在这一领域普通小

球藻具有不可替代的潜力ꎮ 近年来ꎬ虽然关于外源

基因在小球藻中转化表达的研究不断取得进展[２４]ꎬ
但是仍然存在很难进行基因工程改良、外源蛋白质

表达水平低且不稳定[２５￣２６]等问题ꎮ
Ｌｙｓ ＢＴ１ 作为一种嵌合式广谱噬菌体裂解酶ꎬ在

通过基因分析、筛选和预测后ꎬ剪切出具有所需能力

的基因片段ꎬ并利用 ＣＲＩＳＰＲ 定点基因编辑技术在

小球藻中进行基因改造ꎬ实现裂解酶基因多拷贝整

合和小球藻、枯草芽孢杆菌高效表达裂解酶代谢工

程改造ꎬ实现裂解酶基因高效表达ꎬ并以小球藻构建

微藻载药系统ꎮ 将含有 Ｌｙｓ ＢＴ１ 基因片段进行整

合ꎬ构建出质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ １３０１￣ＢＴ１ꎬ通过克隆和验

证后ꎬ利用电转化法将质粒导入普通小球藻ꎬ通过荧

光显微镜镜检证明噬菌体裂解酶基因在小球藻中表

达成功ꎬ并通过对目标菌的杀菌活性和最小抑菌质

量浓度试验验证表达的裂解酶有着良好的抑菌杀菌

效果ꎮ 本试验为噬菌体裂解酶的表达系统研发提供

了一条新思路ꎮ 不过ꎬ目前该表达系统只能瞬时表

达裂解酶基因ꎬ后续仍需要进一步完善ꎮ

４　 结 论

本试验利用普通小球藻作为表达平台ꎬ成功表

达了具备良好活性的裂解酶 Ｌｙｓ ＢＴ１ꎮ 这为裂解酶

大规模生产提供了一种可能ꎬ但目前仍处于待完善

阶段ꎬ未来可研发稳定转化裂解酶 Ｌｙｓ ＢＴ１ 的普通

小球藻系统ꎬ应用于食品和医药行业ꎮ
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