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　 　 摘要:　 噬菌体裂解酶因具有高效、安全的杀菌特性成为潜在的抗菌药物ꎬ受到研究者的广泛关注ꎮ 基于本研

究团队前期分离得到的 １ 株具有较宽宿主谱且呈烈性的金黄色葡萄球菌噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ꎬ本研究首先通

过大肠杆菌原核表达系统成功对噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 的 ２ 种裂解酶———裂解酶 Ａ(ＬｙｓｉｎＡ)和裂解酶 Ｂ(Ｌｙｓ￣
ｉｎＢ)进行表达分析ꎬ证明裂解酶编码基因能在原核表达系统中成功表达和制备ꎬ并且将所表达的裂解酶合用时具

有广谱杀菌活性ꎮ 在此基础上ꎬ本研究开发了一种基于钝顶螺旋藻表达系统的噬菌体裂解酶的新表达方法ꎮ 结果

显示ꎬ在 ５００ ｎｇ / μＬ质粒、１％聚乙二醇 ８０００(ＰＥＧ ８０００)冰浴诱导 ３０ ｍｉｎ 的转化条件下ꎬＬｙｓｉｎＡ 和 ＬｙｓｉｎＢ 的表达水平

最高ꎬ分别为 １０􀆰 ４４ ｍｇ / ｍＬ、１０􀆰 ０４ ｍｇ / ｍＬꎮ 当联合使用的 ２ 种噬菌体裂解酶的质量浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ时ꎬ其裂解水

平与噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 所产裂解酶不存在显著差异ꎬ且无明显细胞毒性ꎮ
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　 　 噬菌体( Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ) 是一种侵染细菌的病

毒ꎬ广泛分布于土壤、水源、动物消化道中[１￣２]ꎮ 噬菌

体数量庞大ꎬ种类丰富ꎬ总量远超细菌[３]ꎮ 当前ꎬ细
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菌的耐药性不断增加[４￣５]ꎬ抗生素作为传统的细菌性

疾病控制手段ꎬ其应用正面临巨大挑战[６￣７]ꎮ 作为细

菌的天敌和天然抗菌剂ꎬ噬菌体在对抗难以用抗生

素治疗的细菌感染时具有很大潜力[８]ꎮ 但是ꎬ由于

噬菌体在应用过程中可能产生细菌抵抗现象ꎬ并且

作为活细菌病毒应用后ꎬ可能造成环境安全等问题ꎬ
因此一直制约着相关产品的广泛应用[９￣１０]ꎮ

噬菌体裂解酶(Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎ)是由噬菌

体编码、表达的一种可高效消化细菌细胞壁的高

特异性酶[１１] ꎬ具有很好的安全性、稳定性ꎬ并具有

杀菌快、在体内的半衰期短、不易残留的优势ꎬ可
用于研发抗菌药[１２￣１５] ꎮ 然而ꎬ噬菌体裂解酶无法

大规模生产是制约其产业化的关键因素ꎮ 常见的

裂解酶外源表达系统主要有大肠杆菌系统、毕赤

酵母系统等ꎬ毕赤酵母菌的安全性虽然较高ꎬ但是

蛋白质的分泌效率较低(特别是分泌大分子量蛋

白质)ꎬ且传代不稳定ꎬ难以实现长期大批量表

达[１６￣１７] ꎮ 大肠杆菌表达载体虽然具有成本低、繁
殖快和操作简便等优点ꎬ但是由于其具有表达背

景要求较高、产内毒素且蛋白质容易降解、不能用

于表达制备阴性菌的裂解酶等不足ꎬ从而限制了

裂解酶的大规模产业化发展[１８] ꎮ
钝顶螺旋藻(Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ)是一种可食用

且具备医用价值的丝状多细胞原核藻类ꎬ由于其

具有不含内毒素、不形成胞内包涵体等优势ꎬ因此

被认 为 具 有 作 为 外 源 蛋 白 质 表 达 系 统 的 潜

力[１９￣２０] ꎮ 张海生等[２１]成功将含有绿色荧光蛋白序

列的表达载体转化至钝顶螺旋藻中ꎬ实现了绿色

荧光蛋白在钝顶螺旋藻中的表达ꎻ郑晓欢[２２] 研究

发现ꎬ表皮生长因子 ｈＥＧＦ 也能够在螺旋藻中表

达ꎮ 本研究拟以金黄色葡萄球菌噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ
＿ＪＡＡＳ１７ 的裂解酶作为研究对象ꎬ以植物表达质

粒 ｐＹＰＱ２０３ 作为表达载体ꎬ通过聚乙二醇 ８０００
(ＰＥＧ ８０００)转化的方式ꎬ建立一种钝顶螺旋藻高

效表达噬菌体裂解酶的方法ꎬ以期为裂解酶的高

效制备提供一种新思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

钝顶螺旋藻(Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓꎬ编号为 ＦＡＣＨＢ￣
３１４)购自中国科学院淡水藻种库ꎻ植物表达载体

ｐＹＰＱ２０３ 购自北京星石生物科技有限公司ꎻＤＨ５α

感受态细胞、Ｒｏｓｅｔｔａ￣ｇａｍｉ ２(ＤＥ３)ｐＬｙｓＳ 感受态细胞

均购自上海唯地生物技术有限公司ꎻ螺旋藻液体培

养基(ＳＰ)、脑心浸出液肉汤(ＢＨＩ)培养基、ＬＢ 培养

基均购自北京酷来博科技有限公司ꎻ聚乙二醇 ８０００
(ＰＥＧ ８０００)购自生工生物工程(上海)股份有限公

司ꎻ噬菌体 ＤＮＡ 提取试剂盒购自加拿大 Ｎｏｒｇｅｎ
Ｂｉｏｔｅｋ 公司ꎻ小鼠成纤维细胞株(Ｌ９２９)、小鼠主动脉

内皮细胞株(ＭＡＥＣ)均购自北纳生物科技有限公

司ꎻ金黄色葡萄球菌 Ｅ６２２ 等均由笔者所在实验室

保藏ꎻ金黄色葡萄球菌噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 由

笔者所在实验室分离纯化并保藏ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 钝顶螺旋藻培养与生长曲线的测定 　 取 ５
ｍＬ 处于对数生长末期的钝顶螺旋藻培养液ꎬ加入新

鲜配制的 １００ ｍＬ 螺旋藻液体培养基中ꎬ于光照培养

箱中静置培养ꎮ 设定如下培养条件:光照度为２ ６００
ｌｘꎬ相对湿度为 ７２％ꎬ光 /暗周期为 １２ ｈ / １２ ｈꎬ培养

温度为 ２８ ℃ꎮ 每 ２４ ｈ 通过紫外可见分光光度计测

定钝顶螺旋藻在 ５６０ ｎｍ 处的吸光度(ＯＤ５６０)ꎬ绘制

钝顶螺旋藻的生长曲线ꎮ
１.２.２　 噬菌体裂解酶基因的验证　 取 １００ μＬ 处于

对数生长期(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６)的金黄色葡萄球菌 Ｅ６２２ꎬ
加入等体积的噬菌体 ｖＢ ＿ ＳａｕＨ ＿ ＪＡＡＳ１７ (１× １０８

ＰＦＵ / ｍＬ)ꎬ于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 将细菌￣噬菌体混

合液加入新鲜的 ＢＨＩ 液体培养基中ꎬ在 ３７ ℃摇床

中于 １８０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养过夜ꎮ 取全部噬菌体培养

液ꎬ在５ ０００ ｇ、４ ℃条件下离心 ３０ ｍｉｎꎮ 将上清液用

０􀆰 ２２ μｍ 过滤器过滤后ꎬ在３５ ０００ ｇ、１２ ℃条件下离

心 ２ ｈꎮ 弃去上清液ꎬ沉淀用１×磷酸盐(ＰＢＳ)缓冲液

重悬ꎮ 用噬菌体 ＤＮＡ 提取试剂盒提取噬菌体的基

因组 ＤＮＡꎬ并将其送至生工生物工程(上海)股份有

限公司进行全基因组测序与拼接ꎬ再将拼接结果提

交至美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库中

进行比对ꎬ对噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 的裂解酶基

因位点进行预测ꎮ
１.２.３　 噬菌体裂解酶原核表达及裂解活力的验证

　 首先ꎬ针对 ２ 个预测到的裂解酶基因位点(分别

命名为 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ)设计引物(分别命名为 Ａ￣Ｆ /
Ｒ、Ｂ￣Ｆ / Ｒꎬ表 １)ꎬ采用无缝克隆方法将 ２ 个裂解酶

基因插入带有组氨酸标签(Ｈｉｓ￣ｔａｇ)的 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)
原核表达质粒中ꎮ 随后ꎬ将连接产物转化至 Ｒｏｓｅｔｔａ￣
ｇａｍｉ ２(ＤＥ３)ｐＬｙｓＳ 感受态细胞ꎬ将转化的感受态细
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胞涂布至含有卡那霉素、氯霉素的 ＬＢ 培养基上进

行培养过夜ꎬ再挑取多个单克隆进行测序验证ꎮ 将

含有测序正确的裂解酶原核表达质粒(分别命名为

ｐＥＴ＋ＬｙｓｉｎＡ、ｐＥＴ＋ＬｙｓｉｎＢ)的阳性克隆接种至含卡那

霉素、氯霉素抗性的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ待 ＯＤ６００ ＝
０􀆰 ６ 时ꎬ加入终浓度为 ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ / Ｌ的异丙基硫代半

乳糖苷( Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬＩＰＴＧ)进行诱

导表达过夜ꎮ 收集菌液沉淀ꎬ经镍￣氮三乙酸(Ｎｉ￣
ＮＴＡ)柱纯化融合 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 的重组 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 蛋

白ꎮ 将蛋白质进行超滤纯化浓缩后ꎬ通过二喹啉甲

酸(ＢＣＡ)蛋白质浓度测定法测得蛋白质质量浓度ꎬ
用蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)方法进行蛋白质相对

分子量的验证ꎮ 最后ꎬ验证不同质量浓度 ＬｙｓｉｎＡ、
ＬｙｓｉｎＢ 蛋白对噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 宿主菌的裂

解能力ꎮ 具体方法如下:将裂解酶的质量浓度稀释

为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ、 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ、 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 和 ２􀆰 ０
ｍｇ / ｍＬꎬ将 １００ μＬ 不同质量浓度的裂解酶与 １００ μＬ
ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６ 的宿主菌 Ｅ６２２ 溶液转入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管

中ꎬ于 ３７ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ摇床中孵育培养ꎬ２ ｈ 内每 ２０
ｍｉｎ 取样 １ 次ꎮ 稀释成不同梯度后ꎬ各取 １００ μＬ 涂

布于脑心浸出液肉汤(ＢＨＩ)固体培养基上ꎬ于 ３７ ℃
细菌培养箱中进行过夜培养ꎬ对每块平板上的菌落

形成单位(ＣＦＵ)进行计数ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ

表 １　 用于构建原核表达裂解酶质粒的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘ￣

ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｌｙｓｉｎｓ

引物　 引物序列(５′→３′) 扩增片段
长度(ｂｐ)

Ａ￣Ｆ ｇａｃａｇｃａａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａＡＴＧＡＧＴＧＣＴＡＧＴＧＡＴＧＣＴＣＡＡＴＴＣＣ ６３０

Ａ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｇｃｔｃｇａａｔｔｃｇｇａＣＴＡＴＴＴＧＡＡＴＡＣＴＣＣＣＣＡＧＧＣＡＡ

Ｂ￣Ｆ ｇａｃａｇｃａａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａＡＴＧＧＣＴＡＡＧＡＣＴＣＡＡＧＣＡＧＡＡＡＴＡＡＡ ８０４

Ｂ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｇｃｔｃｇａａｔｔｃｇｇａＴＴＡＴＴＴＡＣＣＣＧＴＧＴＧＣＣＡＡＧＣ

ｐＥＴ￣Ｆ ＴＣＣＧＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＣＧＴＣ ５ ３６９

ｐＥＴ￣Ｒ ＴＣＣＧＣＧＡＣＣＣＡＴＴＴＧＣＴＧ
引物序列中小写字母代表同源臂ꎮ
１.２.４　 噬菌体裂解酶钝顶螺旋藻表达质粒的构建

　 首先ꎬ以带有 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 的重组 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 蛋白

的基因序列为模板ꎬ以 ｐＹＰＱ２０３ 植物表达质粒为载

体ꎬ基于 ＡｓｃⅠ、ＳｐｅⅠ酶切位点ꎬ通过限制性酶切法

分别将重组 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 蛋白的基因序列插入

ｐＹＰＱ２０３ 植物表达质粒中ꎮ 随后ꎬ将连接产物转化

至 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ再将转化的感受态细胞涂

布至具有卡那霉素抗性的 ＬＢ 培养基上进行培养过

夜ꎬ挑取多个单克隆进行测序验证ꎮ 将序列正确的

裂解酶植物表达质粒(分别命名为 ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＡ、ｐＹ＋
ＬｙｓｉｎＢ)接种至 ２０ ｍＬ 具有卡那霉素抗性的 ＬＢ 液体

培养基中培养至对数末期ꎬ用质粒小提试剂盒提取

得到高质量浓度的 ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＡ、ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＢ 质粒ꎬ所
用引物序列见表 ２ꎮ

表 ２　 用于构建钝顶螺旋藻中裂解酶表达质粒的引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｌｙｓｉｎｓ

引物　 引物序列(５′→３′) 扩增片段
长度(ｂｐ)

ＡｓｃＩ￣Ａ ａｇａｇｇａｔｃｃｃｃｔｃｇａｇｇｃｇｃｇｃｃＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣ ６３０

ＳｐｅＩ￣Ａ ｇｇｃｇｇｃｃｇｃｔｃｔａｇａａｃｔａｇｔＣＴＡＴＴＴＧＡＡＴＡＣＴＣＣＣＣＡＧＧＣＡＡ ６３０

ＡｓｃＩ￣Ｂ ａｇａｇｇａｔｃｃｃｃｔｃｇａｇｇｃｇｃｇｃｃＡＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣ ８０４

ＳｐｅＩ￣Ｂ ｇｇｃｇｇｃｃｇｃｔｃｔａｇａａｃｔａｇｔＴＴＡＴＴＴＡＣＣＣＧＴＧＴＧＣＣＡＡＧＣ ８０４
引物序列中小写字母代表同源臂ꎮ

１.２.５　 噬菌体裂解酶质粒转化钝顶螺旋藻方法的

建立　 为了探究噬菌体裂解酶植物表达质粒转化钝

顶螺旋藻的最优方法ꎬ本研究以对数生长期的钝顶

螺旋藻为研究对象ꎬ设置不同转化条件(ＰＥＧ ８０００
含量和质粒转化量)ꎮ 首先ꎬ取 １ ｍＬ 对数生长期

(ＯＤ５６０ ＝ ０􀆰 ６)的钝顶螺旋藻培养液ꎬ在５ ０００ ｇ、１２
℃条件下离心 ５ ｍｉｎ 后弃去上层液ꎬ加入 １ ｍＬ 含有

２ ｍｍｏｌ / Ｌ乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)的新鲜 ＳＰ 液体培

养基重悬沉淀ꎬ孵育过夜以抑制螺旋藻胞内、胞外核

酸酶活性[４]ꎮ 将 ＥＤＴＡ 处理后的钝顶螺旋藻离心后

弃去上层液ꎬ加入 １ ｍＬ ＳＰ 液体培养基重悬沉淀ꎮ
随后ꎬ在 １００ Ｗ 条件下超声 ２ ｓ 以破碎原生质体ꎬ并
迅速将处理后的培养液置于冰上孵育ꎮ 在预先制备

的终含量为 ０􀆰 １％、０􀆰 ２％、０􀆰 ５％、１􀆰 ０％的 ＰＥＧ ８０００
溶液(用 ０􀆰 ２２ μｍ 过滤器过滤除菌后冰浴)中加入

最终质量浓度分别为 ５０ ｎｇ / μＬ、１００ ｎｇ / μＬ、 ２５０
ｎｇ / μＬ、５００ ｎｇ / μＬ的 ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＡ、ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＢ 质粒ꎬ在
室温下涡旋混匀 １５ ｓꎬ随后静置 ５ ｍｉｎꎮ 将 ＰＥＧ
８０００ 和质粒混合物加入对数生长期的钝顶螺旋藻

培养液中ꎬ轻弹管壁以混匀ꎬ将培养液于冰上静置

３０ ｍｉｎꎬ再于 ４２ ℃热激 １ ｍｉｎ 后转冰浴 ５ ｍｉｎꎮ 在进

行质粒转化后的钝顶螺旋藻培养液中添加 １０ ｍＬ
ＳＰ 液体培养基ꎬ随后将培养液于光照培养箱中静置

培养 ４８ ｈꎮ 最后ꎬ将钝顶螺旋藻培养液在５ ０００ ｇ、
１２ ℃条件下离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去上层液体后ꎬ加入 １ ｍＬ
ＳＰ 液体培养基重悬沉淀ꎮ 取 １００ μＬ 重悬液涂布至
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含有 １００ μｇ / ｍＬ潮霉素 Ｂ 的 ＳＰ 固体平板上ꎬ置于光

照培养箱中静置培养至出现单克隆藻株ꎬ挑取藻株

进行扩大培养ꎮ
１.２.６　 钝顶螺旋藻表达裂解酶的裂解活力验证 　
将成功转化裂解酶表达质粒的钝顶螺旋藻培养至对

数生长末期ꎬ取 １００ ｍＬ 钝顶螺旋藻培养液置于冰

上ꎬ用 ３００ Ｗ 超声破碎 １５ ｍｉｎ 后剧烈振荡 １５ ｓꎬ在
１０ ０００ ｇ、１２ ℃条件下离心 １０ ｍｉｎꎮ 在上清液中加

入脱氧核糖核酸酶Ⅰ(ＤｎａｓｅⅠ)、核糖核酸酶 Ａ
(Ｒｎａｓｅ Ａ)酶ꎬ于冰上消化 １０ ｍｉｎꎬ将所有上清液过

Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱以纯化融合 Ｈｉｓ￣ｔａｇ 的重组 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ
蛋白ꎬ在 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液中透析 １２ ｈꎬ超
滤浓缩后于－２０ ℃保存备用ꎮ 将裂解酶稀释为 ０􀆰 ２
ｍｇ / ｍＬ、０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ和 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ的质

量浓度后ꎬ将不同质量浓度的裂解酶与培养至

ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６ 的噬菌体宿主菌共同孵育后转入 ９６ 孔

板中ꎬ分别在 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 时测量各孔

的 ＯＤ６００值ꎮ
１.２.７　 钝顶螺旋藻表达裂解酶的裂解谱验证　 将 ２
ｍｇ / ｍＬ ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 混合裂解酶制剂分别与 ７ 株噬

菌体宿主菌共同点样至 ＢＨＩ 固体平板上ꎬ并观察裂解

酶的裂解谱ꎮ 具体方法如下:将宿主菌通过 ＢＨＩ 液体

培养基扩大培养至 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６ꎬ取 １０ μＬ 宿主菌培养

液与 １０ μＬ 裂解酶液进行快速混匀ꎬ将混合液滴加在

预先划好分区的 ＢＨＩ 固体平板上ꎮ 将平板置于 ３７ ℃
细菌培养箱中进行正置培养ꎬ待液滴完全干燥后转为

倒置培养过夜ꎬ观察点样处的细菌生长情况ꎮ
１.２.８　 钝顶螺旋藻表达裂解酶的细胞毒性验证　 本

研究选用小鼠成纤维细胞株(Ｌ９２９)、小鼠主动脉内皮

细胞株(ＭＡＥＣ)为材料ꎬ通过细胞活性检测法(ＣＣＫ￣
８)测定不同质量浓度钝顶螺旋藻表达裂解酶的细胞

毒性ꎮ 具体方法如下:首先ꎬ将处于对数生长期的

Ｌ９２９、ＭＡＥＣ 细胞消化后用 ５ ｍＬ 新鲜配制的含 １０％
胎牛血清的高糖 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良的 Ｅａｇｌｅ 培养基

(ＤＭＥＭ)重悬ꎬ立即将细胞悬液加入新的 ９６ 孔细胞

培养板中ꎬ每孔 １００ μＬꎮ 将 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 和 ＬｙｓｉｎＡ＋
ＬｙｓｉｎＢ 混合裂解酶的测试质量浓度设置为高、中、低 ３
个梯度(２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ、０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ即分

别在对应的孔中加入 ０􀆰 ４ ｍｇ、０􀆰 ２ ｍｇ 和 ０􀆰 １ ｍｇ 裂解

酶ꎬ随后加入 １０％胎牛血清高糖 ＤＭＥＭ 完全培养基

将每孔液体体积补至 ２００ μＬꎮ 分别在 １ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ
和 ２４ ｈ 时通过 ＣＣＫ￣８ 测定裂解酶对 Ｌ９２９、ＭＡＥＣ 的

细胞毒性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 钝顶螺旋藻的一步生长曲线

以未转化含有裂解酶编码基因质粒的钝顶螺旋

藻为对照组进行培养试验ꎬ培养一定时间后的生长

曲线显示ꎬ对照组在培养 １５ ｄ 左右进入对数生长

期ꎬ在培养 ３０ ｄ 左右进入稳定期ꎻ用含裂解酶编码

基因质粒转化的钝顶螺旋藻的对数生长期出现时间

推迟至培养后 １８ ｄ 左右ꎬ且在对数生长期间的生长

速率低于对照组ꎻ用含裂解酶编码基因质粒转化的

钝顶螺旋藻在培养至 ４２ ｄ 时进入稳定期ꎬ此时 ２ 组

间的 ＯＤ５６０不存在显著差异(图 １)ꎮ

ＯＤ５６０:钝顶螺旋藻在 ５６０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ

图 １　 钝顶螺旋藻的一步生长曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ

２.２　 噬菌体裂解酶的原核表达

对金黄色葡萄球菌噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 全

基因组测序结果进行比对发现ꎬ该噬菌体基因组全长

为１３８ ６２６ ｂｐꎬ与 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｖｉｒｕｓ ＡＰＴＣ ＿ＳＡ＿２、
Ｓａ８３、ＳＡＭ２ 等噬菌体的同源性均在 ９９％以上ꎮ 以上

述噬菌体为模板ꎬ对 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 进行注释发

现ꎬ该噬菌体存在 ２ 个裂解酶编码基因 ＬｙｓｉｎＡ、Ｌｙｓ￣
ｉｎＢꎬ分别位于基因组上第 ２８ ００４~ ２８ ６３３位和第

２９ ５６４~ ３０ ３６７位ꎮ 将 ＬｙｓｉｎＡ、 ＬｙｓｉｎＢ 转入 ｐＥＴ￣２８ａ
(＋)原核表达质粒中进行原核表达验证ꎮ ＰＣＲ 结果

显示ꎬ引物线性化处理后ꎬｐＥＴ￣２８ａ(＋)质粒、ＬｙｓｉｎＡ 和

ＬｙｓｉｎＢ 的核酸电泳条带大小正确ꎮ 对回收后进行同

源重组并转化感受态细胞后获得的阳性克隆进行

ＰＣＲ 验证ꎬ发现核酸电泳条带大小正确ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序

结果表明ꎬＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 序列在 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)质粒中

的插入位点正确且无突变(图 ２Ａ)ꎮ 将 ｐＥＴ＋ＬｙｓｉｎＡ、
ｐＥＴ＋ＬｙｓｉｎＢ 质粒进行原核表达后进行蛋白质纯化ꎬ
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ原核表达得到的 ＬｙｓｉｎＡ、Ｌｙｓ￣
ｉｎＢ 的相对分子量符合预期ꎬ分别为２６ ６００、３３ ２００(图
２Ｂ)ꎮ 用 ＢＣＡ 蛋白质量浓度测定试剂盒测得裂解酶

质量浓度定量标准曲线(图 ２Ｃ)ꎬ推算得到 ＬｙｓｉｎＡ、Ｌｙ￣
ｓｉｎＢ 的原核表达水平分别为 １. ９５ ｍｇ / ｍＬ、 ２. ２３
ｍｇ / ｍＬꎮ

Ａ:双酶切验证结果ꎬ其中Ｍ 对应ｍａｒｋｅｒꎬ１对应 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)无缝克隆线性化结果ꎬ２对应裂解酶Ａ(ＬｙｓｉｎＡ)无缝克隆线性化结果ꎬ３对应裂解酶Ｂ(Ｌｙ￣
ｓｉｎＢ)无缝克隆线性化结果ꎻＢ:裂解酶的蛋白质印迹结果ꎬ其中Ｍ 对应ｍａｒｋｅｒꎬ１对应 ＬｙｓｉｎＡ 的结果ꎬ２对应 ＬｙｓｉｎＢ 的结果ꎻＣ:原核表达裂解酶的二喹

啉甲酸(ＢＣＡ)蛋白质量浓度测定标准曲线ꎬ图中数据均为溶液进行 １０倍稀释后的测定结果ꎮ
图 ２　 噬菌体裂解酶的原核表达结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎｓ

２.３　 原核表达噬菌体裂解酶的裂解活力验证

将原核表达的噬菌体裂解酶 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 或

ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合剂(将相同质量浓度的 ＬｙｓｉｎＡ 与

ＬｙｓｉｎＢ 混合ꎬ视为组合剂ꎬ下同)稀释至不同质量浓

度梯度ꎬ以金黄色葡萄球菌 Ｅ６２２ 为试验对象ꎬ以噬

菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 为对照ꎬ研究原核表达裂解

酶的裂解活力ꎮ 结果表明ꎬ裂解酶 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 具

有剂量和处理时间依赖性ꎬ在同一处理时间下ꎬ高剂

量处理组对宿主菌具有更高的裂解活性ꎮ 与未加裂

解酶的空白对照相比ꎬＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 与 ＬｙｓｉｎＡ＋Ｌｙｓ￣
ｉｎＢ 组合剂在 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ质量浓度下处理 ２０ ｍｉｎ 即

可反映其裂解活性ꎬ当处理 ６０ ｍｉｎ 及更长时间时ꎬ
对宿主菌的裂解速率放缓ꎮ 在所有试验组中ꎬ裂解

酶的裂解活性在质量浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ时达到最高

值ꎬ且 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 处理与 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合剂处

理间不存在显著差异(图 ３)ꎮ

Ａ:裂解酶 Ａ(ＬｙｓｉｎＡ)裂解活性曲线ꎻＢ:裂解酶 Ｂ(ＬｙｓｉｎＢ)裂解活性曲线ꎻＣ:ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 裂解活性曲线ꎮ
图 ３　 原核表达噬菌体裂解酶裂解活力的验证

Ｆｉｇ.３　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎｓ

２.４　 钝顶螺旋藻表达噬菌体裂解酶体系的构建

将 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 通过酶切方式构入 ｐＹＰＱ２０３
植物表达质粒中进行表达验证ꎮ 核酸电泳结果显

示ꎬ经双酶切后ꎬｐＹＰＱ２０３ 质粒、ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 的核

酸电泳条带大小正确ꎮ 在进行条带回收后ꎬ连接并

转化感受态细胞ꎬ对获得的阳性克隆进行 ＰＣＲ 验
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证ꎬ结果显示核酸电泳条带大小正确ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序

结果表明ꎬＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ 序列在 ｐＹＰＱ２０３ 质粒中的

插入位点正确且无突变(图 ４)ꎮ

Ｍ:ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＹＰＱ２０３ 质粒的酶切线性化结果ꎻ２:裂解酶 Ａ(Ｌｙ￣
ｓｉｎＡ)ＤＮＡ 序列的酶切线性化结果ꎻ３:裂解酶 Ｂ(ＬｙｓｉｎＢ)ＤＮＡ 序

列的酶切线性化结果ꎮ
图 ４　 钝顶螺旋藻表达噬菌体裂解酶质粒的构建

Ｆｉｇ.４　 Ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｙｓｉｎｓ ｂｙ Ｓｐｉｒ￣
ｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ

　 　 将 ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＡ、ｐＹ＋ＬｙｓｉｎＢ 质粒参照方法 １.２.５
稀释至不同质量浓度后ꎬ与不同含量的ＰＥＧ ８０００

共同孵育并转化对数生长期的钝顶螺旋藻ꎮ 筛选结

果表明ꎬ用 ０􀆰 １％、０􀆰 ２％ ＰＥＧ ８０００ 介导转化的钝顶

螺旋藻均未长成阳性克隆ꎻ用 ０􀆰 ５％ ＰＥＧ ８０００ 介导

转化 ５００ ｎｇ / μＬ质粒时ꎬ在培养后 ７ ｄ 可见 １ 个单克

隆ꎬ但挑取单个克隆加入液体抗性培养基中进行扩

大培养失败ꎻ 用 １􀆰 ０％ ＰＥＧ ８０００ 介导转化 ２５０
ｎｇ / μＬ、５００ ｎｇ / μＬ质粒时ꎬ在培养后 ４ ｄ 可见少量单

克隆ꎬ挑取单个克隆加入液体抗性培养基中进行扩

大培养后提取蛋白质进行验证ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示ꎬ用 １􀆰 ０％ ＰＥＧ ８０００ 介导转化 ２５０ ｎｇ / μＬ、５００
ｎｇ / μＬ质粒时ꎬ钝顶螺旋藻中表达得到的 ＬｙｓｉｎＡ、Ｌｙ￣
ｓｉｎＢ 的相对分子量符合预期ꎬ与原核表达结果无显

著差异(图 ５Ａ)ꎮ 用 ＢＣＡ 蛋白质量浓度测定试剂盒

测得裂解酶质量浓度定量标准曲线(图 ５Ｂ)ꎬ推算得

到在质粒转化质量浓度为 ２５０ ｎｇ / μＬ、５００ ｎｇ / μＬ时
ＬｙｓｉｎＡ 的 蛋 白 质 表 达 质 量 浓 度 分 别 为 １０􀆰 １３
ｍｇ / ｍＬ、１０􀆰 ４４ ｍｇ / ｍＬꎻ在质粒转化质量浓度为 ２５０
ｎｇ / μＬ、５００ ｎｇ / μＬ时 ＬｙｓｉｎＢ 的蛋白质表达质量浓度

分别为 １０􀆰 ０２ ｍｇ / ｍＬ、１０􀆰 ０４ ｍｇ / ｍＬꎬ差异均不显

著ꎮ

Ａ:裂解酶蛋白电泳结果ꎬ其中 １ 对应钝顶螺旋藻表达裂解酶 Ａ(ＬｙｓｉｎＡ)的结果ꎬ２ 对应钝顶螺旋藻表达裂解酶 Ｂ( ＬｙｓｉｎＢ)的结果ꎬＭ 对应

ｍａｒｋｅｒꎻＢ:钝顶螺旋藻表达裂解酶的二喹啉甲酸(ＢＣＡ)蛋白质量浓度测定标准曲线ꎮ
图 ５　 噬菌体裂解酶的钝顶螺旋藻表达结果

Ｆｉｇ.５　 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎｓ

２.５　 钝顶螺旋藻表达噬菌体裂解酶的裂解活力验证

　 　 将用钝顶螺旋藻表达的噬菌体 ＬｙｓｉｎＡ、ＬｙｓｉｎＢ
或 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合剂稀释至不同质量浓度梯度ꎬ
以金黄色葡萄球菌 Ｅ６２２ 为裂解对象ꎬ以噬菌体 ｖＢ＿
ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７ 为对照ꎬ研究原核表达裂解酶的裂解

活力ꎮ 图 ６ 显示ꎬ与原核表达处理相比ꎬ用钝顶螺旋

藻表达的裂解酶对宿主菌 Ｅ６２２ 的裂解能力在整个

观察期间均无显著差异ꎮ

２.６　 钝顶螺旋藻表达裂解酶的裂解谱验证

当用钝顶螺旋藻表达的噬菌体裂解酶 ＬｙｓｉｎＡ、
ＬｙｓｉｎＢ 处理或 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合处理的质量浓度

为 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ时ꎬ以本课题组保藏的 ６ 株噬菌体

ｖＢ＿ＳａｕＨ＿ＪＡＡＳ１７宿主菌为试验对象ꎬ研究用钝顶螺

旋藻表达的裂解酶的裂解谱ꎮ 图 ７ 显示ꎬ所有宿主

菌均可被 ＬｙｓｉｎＢ 和 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合剂裂解ꎬ而
ＥＳＣ２５、ＳＹＥ３３ 不能单独被 ＬｙｓｉｎＡ 裂解ꎮ
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Ａ:钝顶螺旋藻表达 ＬｙｓｉｎＡ 裂解活力验证ꎻＢ:钝顶螺旋藻表达 ＬｙｓｉｎＢ 裂解活力验证ꎻＣ:钝顶螺旋藻表达 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 裂解活力验证ꎮ Ｌｙｓｉ￣
ｎＡ:裂解酶 ＡꎻＬｙｓｉｎＢ:裂解酶 Ｂꎮ

图 ６　 钝顶螺旋藻表达噬菌体裂解酶的裂解活力验证

Ｆｉｇ.６　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎｓ

ＳＹＥ３３、ＥＳＣ２５、ＳＹＥ１０、ＥＣＯ７、ＥＣＯ５８、Ｅ６２２:噬菌体 ｖＢ＿ＳａｕＨ＿
ＪＡＡＳ１７ 的宿主菌ꎻＬｙｓｉｎＡ:裂解酶 ＡꎻＬｙｓｉｎＢ:裂解酶 ＢꎻＰｈａｇｅ:噬
菌体ꎮ
图 ７　 钝顶螺旋藻表达噬菌体裂解酶的裂解谱验证

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｌｙｓｉｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎｓ

２.７　 钝顶螺旋藻表达裂解酶的细胞毒性验证

分析 ＣＣＫ￣８ 细胞毒性试验结果可知ꎬ高质量浓

度的 ＬｙｓｉｎＢ 处理组和 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合处理组在处

理时间为 １ ｈ 时对 Ｌ９２９、ＭＡＥＣ 的毒性略高于空白对

照ꎬ但差异不显著ꎮ 在其余时间点ꎬ高质量浓度的 Ｌｙ￣
ｓｉｎＢ 处理组和 ＬｙｓｉｎＡ＋ＬｙｓｉｎＢ 组合处理组与空白对照

相比ꎬ未显示出明显的细胞毒性(图 ８)ꎮ

３　 讨 论

噬菌体裂解酶被认为是一类有前景的抗菌药

物ꎮ 然而ꎬ现有的噬菌体裂解酶表达体系主要基于

毕赤酵母、大肠杆菌等ꎬ无法满足裂解酶临床转化所

需的产量大、生物安全性好和成本效益高等要求ꎮ
钝顶螺旋藻表达系统是一种较新开发的原核藻类表

达系统ꎬ具有生物安全性好、成本效益高和表达稳定

等优势ꎬ理论上适用于裂解酶的表达ꎮ 然而ꎬ用钝顶

螺旋藻表达裂解酶的相关研究目前仍是空白ꎮ 因

此ꎬ本研究旨在开发一种用钝顶螺旋藻表达裂解酶

的方法ꎬ为裂解酶的高效表达提供一种新的思路ꎮ
目前ꎬ钝顶螺旋藻转化方法主要包括电转化法、

超声转化法和 ＰＥＧ 转化法等ꎬ其中电转化法效率较

高ꎬ但要求电压、电流及脉冲时长等参数精确ꎬ且操

作复杂ꎬ此外电转化法的单次转化量较少ꎬ藻细胞死

亡率高ꎬ因此不适合用于大批量转化ꎻ超声转化法的

效率低[２３￣２４]ꎬ也不适合进行深入研究ꎮ 本研究以

ＰＥＧ 转化法作为研究内容ꎬ旨在探究不同含量 ＰＥＧ
８０００ 和质粒对转化效率的影响ꎮ 结果表明ꎬ用 １％
ＰＥＧ ８０００ 转化 ５００ ｎｇ / μＬ质粒时的转化效率最高ꎬ
该结果与前人的研究结果[２５] 较为一致ꎮ 用含有裂

解酶基因的质粒转化钝顶螺旋藻后ꎬ钝顶螺旋藻在

对数生长期的增长速率放缓ꎬ可能是由外源蛋白质

的表达及抗生素的施加造成的压力引起的ꎮ 经验

证ꎬ用原核表达、钝顶螺旋藻表达的裂解酶在裂解宿

主菌方面的表现并无显著差异ꎬ说明钝顶螺旋藻表

达系统对裂解酶的关键构象和生物学活性等没有明

显影响ꎮ 尽管大肠杆菌具有增殖快、培养条件易控

制等优势ꎬ但是大肠杆菌表达系统需要借助异丙基￣
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Ａ:钝顶螺旋藻表达裂解酶对小鼠成纤维细胞株(Ｌ９２９)的毒性的验证结果ꎻＢ:钝顶螺旋藻表达裂解酶对小鼠主动脉内皮细胞株(ＭＡＥＣ)的
毒性的验证结果ꎮ ＬｙｓｉｎＡ:裂解酶 ＡꎻＬｙｓｉｎＢ:裂解酶 Ｂꎮ

图 ８　 钝顶螺旋藻表达噬菌体裂解酶的细胞毒性验证

Ｆｉｇ.８　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｈａｇｅ ｌｙｓｉｎｓ

β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)或乳糖等进行诱导表达ꎬ
对培养时间、培养温度和诱导表达剂使用量等因素

要求严格ꎮ 此外ꎬ大肠杆菌作为革兰氏阴性菌ꎬ其含

有的内毒素等有害物质需要经过复杂的前处理才能

去除ꎬ否则可能影响所表达的蛋白质的纯度和安全ꎮ
钝顶螺旋藻表达系统不依赖于外源诱导表达剂ꎬ尽
管前期生长缓慢ꎬ但进入对数期后即可实现持续性、
高水平的外源蛋白质表达(等体积下钝顶螺旋藻表

达裂解酶的水平约为大肠杆菌原核表达水平的 ５
倍)ꎮ 另外ꎬ钝顶螺旋藻作为一种可食用的天然藻

类ꎬ不含内毒素等有害物质ꎬ避免了复杂的前处理步

骤ꎮ 在与小鼠成纤维细胞、小鼠主动脉内皮细胞的

共培养过程中ꎬ钝顶螺旋藻表达的裂解酶对这 ２ 种

细胞均未产生明显的毒性作用ꎬ这一结果可能预示ꎬ
钝顶螺旋藻表达的裂解酶能够通过口服、静脉注射

等给药方式用于宿主菌感染后的治疗过程ꎬ充分说

明钝顶螺旋藻表达系统的优越性ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立了一种钝顶螺旋藻表达

噬菌体裂解酶的方法ꎬ填补了钝顶螺旋藻表达裂解

酶研究的空白ꎬ为裂解酶表达提供了一种新思路ꎮ
本研究方法表达的噬菌体裂解酶产量高ꎬ２ 种裂解

酶联用时对宿主菌的裂解活性较强ꎬ无明显细胞毒

性ꎬ是一种具有潜在临床转化价值的抗菌药物ꎮ
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