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检测
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及其抗体对噬菌体
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吸附效率
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噬菌体是一种专性寄生于细菌的病毒!作为细菌

的天敌!在自然界中广泛存在!其数量达
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在
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世纪初!噬菌体曾广泛用于细菌病的防治!随

后抗生素的发现及其广谱抗菌特性导致各国噬菌体

的研究工作停滞'然而近年来!细菌耐药情况日益

严重!新型抗生素发现和开发进程进展缓慢!人们注

意到使用抗生素存在着不可忽视的缺陷)
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'因此!

噬菌体作为抗生素替代品又重新引起关注)

)!\
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'噬

菌体裂解细菌特异性强!且不受细菌耐药性限制!已

成为科学研究的热点!广泛应用于病原体检测&食品

和环境消毒&细菌性疾病防控等领域)
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噬菌体种类繁多!其中
7!GVG-

类"

70

&

7)

&

7.

等#噬菌体能够裂解肠杆菌科"

?-4GU#CAF4GU$AFGAG
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细菌'目前
KG-ZA-X

数据库中已经登录了
*&&

多

种能够裂解大肠杆菌的噬菌体!其中
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种属于
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类噬菌体)
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类噬菌体属于有尾噬菌体科!其尾

部结构复杂!包括基板&

.

个短尾丝和
.

个长尾

丝)
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'在感染宿主菌过程中!

7)

类噬菌体长尾丝末

端的受体识别蛋白能够识别并吸附宿主菌表面受

体!启动噬菌体侵染过程)
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类噬菌体长尾丝

的受体识别蛋白主要有两种$在
7)

噬菌体中!
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蛋白位于长尾丝末端!在伴侣分子
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\:

和
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的

作用下形成三聚体结构!是识别受体的关键蛋

白)
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和
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噬菌体中!
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蛋白作为结构

蛋白与
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*:

相邻!位于长尾丝末端!是识别受体的

关键蛋白)
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笔者在前期研究工作中分离到一株鸡源大肠杆

菌噬菌体
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!基因组测序结果显示其属肌尾噬菌

体科
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类噬菌体)
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'为了检测噬菌体
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蛋白在噬菌体吸附宿主菌过程中的作用!本试

验在原核系统表达
ER

*(

蛋白!分析其序列特征!测

定其生物学活性!并对其进行噬菌体表面定位!以期

为明确噬菌体
Z
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:

的吸附机制提供理论基础'
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材料与方法
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材料
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噬菌体及其宿主菌
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噬菌体
Z

R

:

为鸡源

大肠杆菌噬菌体!属肌尾噬菌体科!
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类噬菌体!已

完成基因组测序"
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的增殖!由青岛农业大学

微生物实验室保存'
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引物及主要试剂
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限制性内切酶&
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连接酶和
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产物回收试剂盒购自
7ÀA1A

公

司!质粒提取试剂盒&胶回收试剂盒和
J$,!2$

蛋白纯化

柱购自康为世纪有限公司'根据噬菌体
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基因组注

释的
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基因序列!设计
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#!由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成'
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方法
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噬菌体
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蛋白
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序列分析
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根据噬

菌体
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全基因组注释信息!获得预测的
ER

*(

氨基

酸序列!与
29Z5

网站
KG-ZA-X

中已登录的其他噬菌

体尾丝蛋白
ER

*(

序列进行同源性比对!分析噬菌体
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蛋白
ER

*(

与其他噬菌体的亲缘关系(选取相似

性较高的
:

个序列及有代表性的
0

个序列!利用

Y23@A-

软件对尾丝蛋白
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的氨基酸序列进行保

守区域分析!阐明其序列特征'选取的序列及其

KG-ZA-X
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期 麻海澜等$噬菌体
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蛋白
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的克隆&表达及其受体识别活性分析

建
!!

以噬菌体
Z
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基因组
Y23

为模板!
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扩

增
7F
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基因!预期目的基因大小为
:(&C
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'
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反应条件$

/\ l

预变性
\@$-

(

/) l

变性
%@$-
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\\l

退火
%@$-

!

:0 l

延伸
%@$-
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个循环(

:0l

延伸
%&@$-
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琼脂糖凝胶电泳检测
891

产物!送上海生工生物工程技术服务有限公司测序'

将鉴定正确的基因片段插入原核表达载体
R

9#B"!

7Q

中!构建原核表达质粒
R

9#B"7Q!

ER

*(

!分别进行

891

和双酶切鉴定!测序'

%'0'*

!

重组蛋白
ER

*(

的表达及抗体制备
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鉴定

正确的重组质粒
R

9#B"7Q!

ER

*(

转化大肠杆菌感受

态细胞
ZO0%

!制备可表达
ER
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蛋白的工程菌
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9#B"7Q!

ER

*(

%

ZO0%

'挑取单菌落!接入
OZ

液体

培养基中"含
%&&

'

E

0

@O

k%氨苄青霉素#!

%.l

条

件下振荡培养至对数生长期!加入
&'.@@#B

0

O

k%

的
587K

诱导表达
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!

)&&&U

0

@$-

k%离心
%&@$-

收集菌体沉淀!

8Z6

洗涤
*

次!重悬菌体'超声裂解

菌体!分离上清和沉淀!

6Y6!83K?

电泳检测重组

蛋白的表达形态!亲和层析法纯化蛋白!进行
NG,4!

GU-CB#4

鉴定)

%:

*

'鉴定正确的纯化蛋白
ER

*(

免疫

家兔!

)

免后收集血清!琼扩试验检测蛋白
ER

*(

抗

体效价'

%'0')

!

重组蛋白
ER

*(

在噬菌体表面的定位分

析
!!

%&

'

O

噬菌体
Z
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增殖液与
%&

'

O

ER

*(

抗血

清混匀!
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条件下孵育
)D

'取
%&

'

O

孵育液滴加

于铜网上!吸附
%&@$-
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8Z6

洗涤
*

次'磷钨酸染

色
*@$-

!自然干燥后!电镜观察
ER
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蛋白在噬菌

体
Z
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表面的定位'
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重组蛋白
ER
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的受体识别活性分析
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将
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k%

#混匀!在
*:l
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孵育
%&@$-

!同时以等量
8Z6

代替纯化蛋白作为对

照'加入
%&&

'

O

适宜浓度的噬菌体
Z

R

:

增殖液!

*:l

条件下作用
\@$-

!双层平板法检测噬菌斑生

长情况'对照组和试验组各设
*

个重复'根据噬菌

斑数量计算噬菌体
Z

R

:

相对吸附率!检测尾丝蛋白

ER
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竞争抑制噬菌体
Z

R
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吸附宿主菌
@N"+3( %̀0

作用'

取
%&&

'

O

适宜浓度的噬菌体
Z

R

:

增殖液!加

入
%&&

'

O

ER
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抗血清混匀!同时设阴性血清为对

照!在
*:l

条件下孵育
%&@$-

'加入
0&&

'

O

新鲜

增殖的
@N"+3( %̀0

菌液混匀!

*: l

条件下作用

\@$-

!双层平板法检测噬菌斑生长情况'对照组和

试验组各设
*

个重复'根据噬菌斑数量计算噬菌体

Z

R

:

相对吸附率!检测
ER

*(

蛋白抗体阻断噬菌体

Z

R

:

吸附宿主菌
@N"+3( %̀0

作用'

噬菌体相对吸附率
o

试验组噬菌斑数%对照组

噬菌斑数
m%&&]

'

!

!

结
!

果

!A#

!

噬菌体
H

T

P

蛋白
0T

'$

序列分析

噬菌体
Z

R

:

蛋白
ER

*(

氨基酸序列与
KG-ZA-X

数据库中其他噬菌体的
ER

*(

序列进行相似性比对!

结果显示噬菌体
Z

R

:

尾丝蛋白
ER

*(

序列与
7)

类

噬菌体尾丝蛋白序列相似性高!其中与噬菌体

6D=%0\(:\

的尾丝蛋白氨基酸序列相似性最高

"

/:]

#!与噬菌体
7.

&

70

的相似性较低"

\/]

&

**'/]

#!与
7)

噬菌体无同源性'根据相似性比对

结果!选取相似性较高的序列!对噬菌体
Z

R

:

尾丝

蛋白
ER

*(

进行进化分析!结果见图
%

'噬菌体
Z

R

:

尾丝蛋白
ER

*(

与其他
:

株噬菌体亲缘关系较近!同

属一个进化分支!与另外
)

个分支的噬菌体遗传距

离较远'

用
Y23@A-

软件对噬菌体
Z

R

:

尾丝蛋白
ER

*(

及其亲缘关系较近的
:

株噬菌体
ER

*(

蛋白序列以

及有代表性的
70

&

7.

噬菌体
ER

*(

蛋白序列进行比

对!结果见图
0

'由图
0

可知!

ER

*(

蛋白
2

端序列

保守性相对较强!

9

端序列高度变异'在
9

端存在

)

个高度保守的富甘氨酸保守区"

E

B

;

F$-G!U$FD@#!

4$=,

!

K1^

#!将
9

端序列分割成五个高变区"

D

;R

GU!

VAU$ACBG,G

E

@G-4,

!

Ja6

#!呈现出马赛克特征'

!A!

!

F@

'$

基因的克隆及重组表达质粒的构建

以噬菌体
Z

R

:

的基因组序列为模板!设计引

物!

891

扩增目的基因
7F

*(

!测序结果表明获得了

正确的
7F

*(

基因产物'将鉴定正确的
7F

*(

基因

片段插入原核表达载体
R

9#B"7Q

中构建原核表达

质粒
R

9#B"7Q!

ER

*(

!进行
891

和双酶切鉴定!结果

见图
*

'由图可知!在大约
:(&C

R

处出现目的条带!

与预期片段大小相同'

!A'

!

重组蛋白
0T

'$

的表达及鉴定

重组质粒
R

9#B"7Q!

ER

*(

转入大肠杆菌
ZO0%

中!

587K

低温诱导!进行
6Y6!83K?

电泳检测和

NG,4GU-CB#4

鉴定!结果见图
)

'由图
)

可知!在

(\XM

左右出现预期目的条带!蛋白在上清中表达量

较高!为可溶性表达'亲和层析法纯化蛋白后!免疫

家兔!

)

免后采血!检测血清中抗体效价达
%r%.

'

*.)0
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图
#

!

尾丝蛋白
0T

'$

序列同源性分析

C-

0

A#

!

V7:7;7

0?

1/1;

?

3-37E

0T

'$1:-/716-,35

Y

R5/65

图
!

!

尾丝蛋白
0T

'$

氨基酸序列特征分析

C-

0

A!

!

I91=16.5=1/1;

?

3-37E

0T

'$1:-/716-,35

Y

R5/65

).)0
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期 麻海澜等$噬菌体
Z

R

:

蛋白
ER

*(

的克隆&表达及其受体识别活性分析

^'Y23

相对分子质量标准"

YO0&&&

#(

%'

R

9#B"7Q!

ER

*(

891

扩增(

0'

R

9#B"7Q!

ER

*(

双酶切鉴定

^'Y23@AUXGU

"

YO0&&&

#(

%'891

R

U#"MF4#=

R

9#B"7Q!

ER

*(

(

0'Y#MCBGG->

;

@G"$

E

G,4$#-

R

U#"MF4#=

R

9#B"7Q!

ER

*(

图
'

!

T

I7;,DCB

0T

'$

的
FI(

与双酶切鉴定

C-

0

A'

!

FI(1/,,7R<;55/Z

?

:5,-

0

53.-7/

T

=7,R6.37E=567:B

<-/5,

T

;13:-,

T

I7;,DCB

0T

'$

^'

蛋白质相对分子质量标准(

%'

R

9#B"7Q!

ER

*(

%

ZO0%

菌体

裂解沉淀(

0'

R

9#B"7Q!

ER

*(

%

ZO0%

菌体裂解上清(

*'

重组

质粒
R

9#B"7Q!

ER

*(

的诱导表达(

)'

空载体质粒
R

9#B"7Q

的诱导表达(

\'

ER

*(

蛋白
NG,4GU-CB#4

检测

^'8U#4G$-@AUXGU

(

%'7DG

R

UGF$

R

$4A4$#-#=

R

9#B"7Q!

ER

*(

%

ZO0%

(

0'7DG,M

R

GU-A4A-4#=

R

9#B"7Q!

ER

*(

%

ZO0%

(

*'7DG

GH

R

UG,,$#-#=UGF#@C$-A-4

R

BA,@$"

R

9#B"7Q!

ER

*(

(

)'7DG

GH

R

UG,,$#- #=

R

BA,@$"

R

9#B"7Q

(

\' NG,4GU- CB#4 #=

ER

*(

R

U#4G$-

图
%

!

重组蛋白
0T

'$

的
J4JBF*L+

及
W53.5=/<;7.

鉴定

C-

0

A%

!

J4JBF*L+1/,W53.5=/<;7.1/1;

?

3-37E=567:<-/5,

T

=7.5-/

0T

'$

!A%

!

重组蛋白
0T

'$

在噬菌体表面的定位

利用尾丝蛋白
ER

*(

制备的抗血清与噬菌体

Z

R

:

相互作用后!进行免疫电镜观察!结果见图
\

'

由图
\

可知!加入
ER

*(

蛋白的抗血清后!噬菌体

Z

R

:

的长尾丝相对!聚集在一起!说明
ER

*(

蛋白的

抗血清能够与噬菌体
Z

R

:

的长尾丝结合!引起噬菌

体的聚集!表明蛋白
ER

*(

位于噬菌体
Z

R

:

的尾丝

末端!是尾丝蛋白的组成部分'

!AK

!

重组蛋白
0T

'$

的受体识别活性分析

ER

*(

蛋白与
@N"+3( %̀0

孵育后!加入噬菌体

Z

R

:

!检测噬菌体
Z

R

:

吸附宿主菌
@N"+3( %̀0

的效

果!结果见图
.

'由图
.

可知!

ER

*(

蛋白组噬菌体

Z

R

:

相对吸附率为
&

!说明
ER

*(

蛋白能够与
@N"+3(

%̀0

表面受体结合!使噬菌体
Z

R

:

不能结合到宿主

菌表面受体!完全竞争抑制噬菌体
Z

R

:

对宿主菌
@N

"+3( %̀0

的吸附'

图
K

!

重组蛋白
0T

'$

免疫电镜观察

C-

0

AK

!

2::R/7B5;56.=7/:-6=7367

T

57<35=S1.-7/7E

=567:<-/5,

T

=7.5-/

0T

'$

图
M

!

0T

'$

蛋白抑制噬菌体
H

T

P

吸附作用

C-

0

AM

!

0T

'$

T

=7.5-/-/9-<-.3.951,37=

T

.-7/7E

T

91

0

5H

T

P

ER

*(

抗血清与噬菌体
Z

R

:

孵育后!加入宿主菌

@N"+3( %̀0

!检测噬菌体
Z

R

:

吸附效果!结果见图

:

'由图
:

可知!

ER

*(

抗血清组噬菌体
Z

R

:

相对吸

附率为
&

!说明
ER

*(

抗血清能够与噬菌体
Z

R

:

的蛋

白
ER

*(

特异性结合!从而对噬菌体起到封闭作用!

使噬菌体尾丝蛋白无法识别宿主菌的受体!完全阻

断噬菌体
Z

R

:

对宿主菌
@N"+3( %̀0

的吸附'

图
P

!

0T

'$

抗血清阻断噬菌体
H

T

P

吸附作用

C-

0

AP

!

*/.-35=R:7E

0T

'$

T

=7.5-/<;76[3.951,37=

T

.-7/7E

T

91

0

5H

T

P

\.)0
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!

论

噬菌体作为细菌的天敌!具有潜在的开发价值

和广阔的应用前景!近年来备受关注)

%(!%/

*

'有尾噬

菌体
ER

*(

蛋白在不同的噬菌体中具有不同的作用'

在
7)

噬菌体中!

ER

*(

作为伴侣分子!保证受体识别

蛋白
ER

*:

形成正确的三聚体空间构象!而在
70

&

7.

噬菌体中!

ER

*(

是关键的受体识别蛋白)

0&

*

'本

试验对噬菌体
Z

R

:

的
ER

*(

蛋白开展研究!明确其

在噬菌体
Z

R

:

吸附过程中的作用'

噬菌体
Z

R

:

是一株从鸡场分离的大肠杆菌噬

菌体!具有宽宿主谱的特征!属于肌尾噬菌体科&

7)

类噬菌体!与
7)

噬菌体全基因组序列相似性达

:.'\.]

)

%\

*

'但是!本试验噬菌体
Z

R

:

蛋白
ER

*(

氨

基酸序列比对分析发现其与
7)

噬菌体
ER

*(

蛋白

几乎没有同源性!而与
70

&

7.

噬菌体的亲缘关系较

近'对其序列特征进一步分析发现!

ER

*(

蛋白序

列
9

端变异程度高!

)

个
K1^

区与
\

个
Ja6

区间

隔排列!呈现出马赛克特征!这与之前对
ER

*(

序列

报道结果一致)

0&

*

'因此!可以推测噬菌体
Z

R

:

蛋白

ER

*(

与
70

&

7.

噬菌体的
ER

*(

蛋白相似!可能作为

受体识别蛋白在噬菌体吸附宿主菌过程中具有关键

作用'本试验在原核系统中可溶性表达了噬菌体

Z

R

:

蛋白
ER

*(

!并制备了相应多克隆抗体'

ER

*(

蛋

白竞争抑制试验及抗体阻断试验证实!两者均能完

全阻止噬菌体
Z

R

:

的吸附过程!这表明
ER

*(

蛋白

在噬菌体
Z

R

:

吸附过程中具有关键作用'同时!通

过免疫电镜观察!

ER

*(

抗体能够与噬菌体
Z

R

:

长尾

丝结合!引发噬菌体聚集!说明
ER

*(

蛋白位于噬菌

体
Z

R

:

的长尾丝末端!这表明噬菌体
Z

R

:

蛋白
ER

*(

与
70

噬菌体尾丝蛋白
ER

*(

功能相似!是噬菌体

Z

R

:

关键的受体识别蛋白'

本试验证实尾丝蛋白
ER

*(

在噬菌体
Z

R

:

识别

宿主菌过程中具有重要作用!

ER

*(

蛋白特征决定了

其能够吸附宿主菌受体的种类!进而决定了噬菌体

Z

R

:

的宿主谱'

YUGHBGU

等)

0%

*推测
K1^

构成
ER

*(

蛋白的结构核心!

Ja6

形成
0

环!识别宿主菌表面

受体'对不同噬菌体
ER

*(

的序列比对发现与
Ja6

序列相似的噬菌体其宿主范围相同!利用同源重组

替换
Ja6

序列可以改变噬菌体宿主谱!这进一步

证实了
Ja6

序列是
ER

*(

的受体结合区域)

0&

*

'因

此!尾丝蛋白
ER

*(

的
Ja6

结构特征决定了噬菌体

Z

R

:

识别受体的种类!进而决定了噬菌体
Z

R

:

宽宿

主谱的特征!但是
ER

*(

蛋白的
Ja6

识别受体的作

用机制尚不明确!将在后续工作中进行深入研究'

%

!

结
!

论

噬菌体
Z

R

:

蛋白
ER

*(

位于长尾丝末端!是噬

菌体的受体识别蛋白!在噬菌体识别与吸附宿主菌

@N"+3( %̀0

表面受体过程中具有关键作用!这为后

期阐明宽宿主谱噬菌体
Z

R

:

识别受体的作用机制

提供了理论基础'
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