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沙门菌噬菌体 T139 基因组分析及其裂解酶
LysT40 的异源表达和活性鉴定

丁一峰,聂若男,朱文娟,王吉,王佳,王小红

华中农业大学食品科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　为开发噬菌体裂解酶作为一种新型的抗菌剂,用于沙门菌的防控,采用生物信息学及异源表达蛋白

的方法,获得鼠伤寒沙门菌噬菌体T１３９的裂解酶,并验证裂解酶对鼠伤寒沙门菌的裂解活性.通过对鼠伤寒沙

门菌噬菌体 T１３９基因组进行分析,发现该基因组全长３８８５４bp,平均 GC含量为４９．１０％,不包含tRNA基因.

进化树分析表明噬菌体 T１３９属于 T７噬菌体属,共预测出４３个 ORFs,有２３个被赋予已知功能.多序列比对

及保守结构域分析表明,orf４０基因编码的蛋白(LysT４０)包含１２６个氨基酸残基,具有内肽酶保守结构域,为
可能的噬菌体裂解酶.LysT４０二级结构中存在大量的螺旋结构(７０．６３％),使得该蛋白能够保持结构稳定.将

orf４０进行异源表达、纯化,经过SDSＧPAGE和 Westernblot分析,在１０~１５ku处获得单一目标蛋白条带,纯
化的蛋白质量浓度为２８０μg/mL.LysT４０在３０min内对氯仿或 EDTA预处理的鼠伤寒沙门菌具有较好的裂

解活性,吸光值 OD６００相比于对照组分别下降０．１８和０．３１.
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　　沙门菌是引起食源性疾病的主要原因之一,包
括２６００多个血清型,其中鼠伤寒沙门菌是关系到

食品安全的最主要血清型[１].感染沙门菌的症状包

括恶心、呕吐、腹痛、腹泻、发烧和头痛等,其在工业

化国家和不发达国家每年造成９３８０万例食源性疾

病和１５．５万人死亡[２].在中国,从２００８年到２０１２
年,大约有７０例沙门菌病的报告,４１５１例住院病例

和４例死亡[２Ｇ４].常规使用抗菌药物一直被认为是

消除沙门菌污染最有效的干预策略.然而,最近多

重耐药沙门菌的流行加重了其对公共健康的威胁,
因此,减少食品中的沙门菌污染对预防人类沙门菌

病至关重要.在过去１０年中,出现各种基于化学、
物理或生物制剂的策略来灭活食品中的沙门菌,如
臭氧[５]、电解 氧 化 水[６]、高 压 二 氧 化 碳[７]和 噬 菌

体[１].然而,这些技术在食品行业的应用仍有一些

局限性,如商业应用的成本高(臭氧)、功效低(电解

氧化水)、严格的安全要求(高压二氧化碳)和细菌抗

性(噬菌体)[１,５Ｇ８]等.因此,开发新的抗菌药物替代

品势在必行.
噬菌体是一类能够特异性侵染特定细菌的天然

病毒,能够专门识别并有效杀死它们的目标细胞[９].
然而,细菌为了对抗噬菌体的侵染,已经进化出来抵

抗噬菌体“入侵”的免疫系统,产生细菌抗性.因此,
具有宿主特异性和宿主裂解活性的噬菌体细胞内溶

素可能比噬菌体更值得进一步研究应用[１０Ｇ１１].
细胞内溶素(endolysins)是由噬菌体编码的酶,

又称为裂解酶,在复制周期结束时通过降解细胞壁

的主要结构成分(肽聚糖,PG),从而裂解宿主细菌

细胞,释放新组装的子代噬菌体.裂解酶是一种新

型的生物控制剂,当它在大肠杆菌中以重组蛋白的

形式外源表达时,可以杀死目标细菌[１２].裂解酶已

被证实其在控制食品中的细菌污染[１３]和防治医学

领域的细菌感染方面的功效[１４].因此,裂解酶作为

针对感染性病原体的有效抗菌剂具有很大的潜力.
与抗菌药物相比,裂解酶有多种优势.首先,裂解酶

专门针对细菌中的肽聚糖层,截至目前,还未出现耐
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药性的报道[１５];其次,裂解酶可以通过基因工程改

造,以改变其宿主范围和杀灭效率[１６Ｇ１７];再次,由于

裂解酶的蛋白质性质,可以克隆到表达载体中进行

大规模的合成[１８].感染革兰阳性菌的噬菌体裂解

酶已被充分研究,但感染革兰阴性菌的噬菌体裂解

酶的应用仍处于初级阶段.这是由于革兰阴性菌细

胞壁的特殊结构,其外膜阻止裂解酶从外部进入肽

聚糖层[１９Ｇ２０].然而,外膜透过剂(outermembrane
permeabilizers,OMPs)和噬菌体裂解酶可以一起作

用于革兰阴性菌,如假单胞菌、大肠杆菌和沙门

菌[２１].为了利用裂解酶的这一优势,需要进一步研

究开发基于噬菌体裂解酶的新型生物控制剂,以对

抗食源性致病菌.
本研究对实验室前期分离得到的１株裂解性沙

门菌噬菌体 T１３９[２２]及其裂解酶 LysT４０进行生物

信息学分析和蛋白裂解活性分析,旨在为开发噬菌

体裂解酶这一新型抗菌剂用于沙门菌的防控奠定研

究基础.

1　材料与方法

1.1　菌　株

噬菌体 T１３９由实验室前期以鼠伤寒沙门菌

(Salmonella Typhimurium)ATCC１３３１１ 为宿主

菌从污水样品中分离并保存,为１株裂解性、短尾噬

菌体科(Podoviridae)的鼠伤寒沙门菌噬菌体.
1.2　仪器与试剂

５４１７R小型台式冷冻离心机,德国 Eppendorf
公司;BSOＧ１３００１１A２超净台,苏净集团苏州安泰空

气技术有限公司;HNYＧ２１０２C全温振荡培养箱,武
汉瑞华仪器设备有限责任公司;M２００PRO 酶标

仪,瑞士 Tecan公司;OptimaLＧ９０K 超速离心机,
美国BeckmanCoulter公司;OdysseyFc化学发光

成像系统,美国 LIＧCOR;POWER/PAC３００小型蛋

白电泳系统、UniversalHood Ⅱ凝胶扫描成像仪,
美国BioＧRad公司.

限制性内切酶、T４DNA 连接酶、PCR 产物回

收试剂盒、１５kbDNA Marker,TaKaRa公司;质粒

pET２８b和E．coliBL２１(DE)感受态细胞,美国

Addgene公 司;DNase Ⅰ、RNase A、HisPur NiＧ
NTAResin蛋白纯化、６xＧHisTagMonoclonalAnＧ
tibody、SuperSignal WestPico、GoatantiＧMouse
IgG CrossＧAdsorbed Secondary Antibody,美 国

Thermofisher公司;BCA 蛋白定量试剂盒、１０ku

超滤管,默克生命科学;３０％丙烯酰胺、TMEMD,广
州 BioＧFoxx;中分子质量蛋白质标准、DAB 显色

液、Western封闭液,碧云天生物;透析袋,广州健阳

生物有限公司;鼠抗组氨酸抗体、山羊抗鼠抗体,北
京中杉金桥生物技术有限公司;QIAquickGelExＧ
traction Kit,美 国 QI 公 司;AxyPrepTM Plasmid
MiniprepKit２５０Ｇprep,爱思进生物技术有限公司;
酶标板,型号９０１８,美国康宁公司.

根据噬菌体T１３９基因组注释结果,设计上下游引

物扩 增 orf ４０ 基 因 序 列,引 物 序 列 如 下:F:

CCGCTCGAGCCATGGGCTACAACCACGGT; R:

CATGCCATGGCTCGAGTTGCTGCATCTCTT(下划线

分别代表XhoⅠ和 NcoⅠ酶切位点),由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成.
1.3　噬菌体 T139 颗粒的富集

参照文献[２３]中λ噬菌体颗粒提取方法,简述

如下:LB培养基中培养对数期的宿主菌液加入噬菌

体 T１３９悬液,３７℃摇床振荡培养至培养液由浑浊

变至澄清.加入氯仿,３７℃振荡培养.加入 DNase
Ⅰ和RNaseA消化宿主菌的 DNA 和 RNA.向溶

液中加入固体 NaCl(终浓度为１mol/L),冰浴１h
后离心,收集上清液.在上清中加入固体PEG８０００
沉淀噬菌体颗粒,于４℃冰箱过夜沉淀.低温离心,
回收沉降的噬菌体,去上清.将沉淀重悬于 TE缓

冲液中,使用氯仿抽提噬菌体悬液中的PEG和细胞

碎片离心,分离有机相和亲水相,回收含噬菌体颗粒

的亲水相,４℃保存.
1.4　噬菌体 T139 基因组提取与测序

用DNaseⅠ(１U/ml)和RNaseA(１０μg/mL)
处理如前所述富集得到的噬菌体 T１３９,以消化细菌

核酸.混合物在３７℃下孵育４０min.然后加热到

９５℃使酶失活,再孵育１０min.用噬菌体 DNA 分

离试 剂 盒 (NORGRN BIOTEK CORP,Thorold,

ON,Canada)提取和纯化噬菌体 T１３９ 的基因组

DNA,按照说明书将噬菌体基因组与 HindⅢ 和

EcoRⅤ混合,３７℃水浴４h,样品采用琼脂糖凝胶

电泳分析酶切图谱.噬菌体 T１３９的基因组使用全

基因组鸟枪法(wholegenomeshotgun,WGS)策略

和Illumina HiseqDNA 测序平台 (Illumina,San
Diego,CA,USA)进 行 测 序.使 用 软 件 SPAdes
３．１４．０对合格的序列进行重新组装,得到 T１３９的完

整基因组序列.

７７１
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1.5　噬菌体 T139 基因组生物信息学分析

使用 GeneMarkS(http://topaz．gatech．edu/

GeneMark/)、ORFfinder(https://indra．mullins．
microbiol．washington．edu/sms２/orf_find．html)和

RAST(https://rast．nmpdr．org/rast．cgi)对所有开

放阅读框架(Openreadingframes,ORFs)进行预

测.使用BLASTp与蛋白域数据库进行注释和功

能分析.编码tRNA 的基因用tRNAScanＧSE(htＧ
tp://lowelab．ucsc．edu/tRNAscanＧSE/)进行筛选.
基因组图是用软件BRIG(０．９５)生成的.推测的毒

力 因 子 和 抗 生 素 抗 性 基 因 由 毒 力 因 子 数 据 库

(VFDB,http://www．mgc．ac．cn/VFs/)和综合抗

生素抗性数据库(CARD,https://card．mcmaster．
ca/analyze/rgi)进行筛选.

根据ICTV(TheInternationalCommitteeon
TaxonomyofViruses)的病毒分类和 NCBI数据库

的BLASTn(https://blast．ncbi．nlm．nih．gov/Blast．
cgi),选择相似度较高的噬菌体.使用 MEGA７软

件,以末端酶大亚基的蛋白序列为基础,构建系统发

育树(Treemethod:NeighborＧJoining).
1.6　LysT40 生物信息学分析

通过 在 线 工 具 ProtParam(https://web．exＧ
pasy．org/protparam/)预测 LysT４０序列的理化性

质,包括等电点、不稳定系数和亲水系数;使用 NCＧ
BICDD和Pfam 数据库预测序列保守结构域;通过

在线工具PredictProtein(https://www．predictproＧ
tein．org/)预 测 gp３８ 序 列 的 二 级 结 构;使 用

BLASTp搜索非冗余数据库(nonＧredundantdataＧ
base,nrdatabase),找到与LysT４０相似的氨基酸序

列.同时,用 ClustalOmega(https://www．ebi．ac．
uk/Tools/msa/clustalo/)和Jalview２．１１．０软件对

沙门菌噬菌体裂解酶的序列(来自 BLASTp)进行

比较.然后,通过 NCBI保守域数据库和 Pfam 数

据库对保守域进行预测.LysT４０序列的二级结构

是由Jalview２．１１．０软件中的在线工具JPred在线

服务器预测的.
1.7　裂解酶基因 orf 40 的克隆以及重组表达载体

的构建

　　噬菌体 T１３９基因组经过功能注释后预测到

orf４０是编码噬菌体裂解酶中内肽酶的基因.以噬

菌 体 T１３９ 的 基 因 组 为 模 板,设 计 引 物 F:

CCGCTCGAGCCATGGGCTACAACCACGGT; R:

CATGCCATGGCTCGAGTTGCTGCATCTCTT (下

划线分别代表XhoⅠ和NcoⅠ酶切位点)扩增目的基因

orf４０.参照 TaKaRa公司的XhoⅠ和 NcoⅠ限制

性内切酶说明书,使用限制酶 XhoⅠ和 NcoⅠ酶切

扩增产物和质粒 pET２８b,３７℃过夜酶切.按照

QIAquickGelExtractionKit操作说明书对酶切产

物进 行 回 收,并 进 行 琼 脂 凝 胶 电 泳 检 测.根 据

T４DNA连接酶说明书,将裂解酶基因与 pET２８b
的双酶切产物连接,构建重组表达载体 pET２８bＧ
orf４０.将上述连接产物转化E．coliBL２１(DE３)
感受态细胞.
1.8　重组蛋白 LysT40 的表达和纯化

挑取含重组质粒的单菌落接种于含卡那霉素

(５０μg/mL)的LB培养基中,３７℃过夜培养.吸取

未经诱导的菌液作为阴性对照,在剩余的菌液中加

入 异 丙 基ＧβＧDＧ硫 代 半 乳 糖 苷 (IPTG,终 浓 度

１mmol/L),将加入IPTG 后的菌液与未诱导的对

照均分别按下列不同条件进行培养:１６℃过夜培

养,３０℃培养４h,３７℃培养４h.收集不同表达条

件的样品,１２０００r/min离心１５min收集菌体.用

２００μL的PBS重悬菌体,超声破碎细胞,超声时间

２s,间隔２s,总计４min,离心分离上清和沉淀.分

别取１０μL样品进行SDSＧPAGE验证表达情况.
将阳性单菌落转接于LB培养基中,３７℃培养.

加入IPTG至终浓度１mmol/L,１６℃过夜培养,离
心收集诱导表达后的菌体,加入 PBS缓冲液,超声

处理(超声时间２s,间隔２s,总计３０min),离心后

收集上清.采用 HisPurNiＧNTA 树脂亲和层析纯

化目的蛋白.将蛋白样品分装置于－２０℃保存,取

２．５μL进行SDSＧPAGE和 Westernblot检测.采

用BCA蛋白定量试剂盒绘制标准曲线,计算样品中

的蛋白浓度.
1.9　裂解酶 LysT40 裂解活性验证

参照 Mikoulinskaia等[２４]和Lim 等[２５]的方法,
步骤如下:接种宿主菌鼠伤寒沙门菌 ATCC１３３１１
于LB液体培养基中过夜生长,按１∶１００(V/V)转
接于２５mL 培养基中振荡培养３h,使用含氯仿

(０．５％,V/V)或 是 １００ mmol/L EDTA 的 ５０
mmol/LTrisＧHCl(pH８．２)重悬菌体,温和震荡后

静置２０min,采用无菌去离子水离心洗涤３次,将
沉淀重悬于含有０．１％TritonXＧ１００的５０mmol/L
TrisＧHCl(pH８．２)缓冲液中,并调整 OD６００为０．８~
１．０,将５０μL裂解酶(终浓度２μmol/L)添加至２００

μL细菌重悬液中,使用相同体积的含０．１％ Triton

８７１
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XＧ１００的 TrisＧHCl缓冲液代替裂解酶作为对照,观
察并测定 OD６００值.试验重复３次,每次设３个平

行.运用 GraphPadPrism 软件进行绘图和分析.

2　结果与分析

2.1　噬菌体 T139 基因组酶切图谱分析

噬菌体 T１３９的基因组酶切电泳图如图１所

示.由图１可知,噬菌体 T１３９的基因组无蛋白及

RNA污染,经过４h水浴酶切,噬菌体T１３９基因组

成功被EcoRⅤ酶切,证实噬菌体 T１３９的基因组为

双链DNA.

　１:１５０００bpDNAmarker;２:噬菌体 T１３９基因组;３:基因组经

HindⅢ酶切;４:基因组经EcoRⅤ酶切.１:１５０００bpDNAmarker;

２:CompletegenomeofphageT１３９;３:Nucleicaciddigestedby

HindⅢ;４:NucleicaciddigestedbyEcoRⅤ．

图１　噬菌体T１３９基因组的酶切电泳图

Fig．１　Genomeandrestrictionenzyme
electrophoresisofphageT１３９

2.2　噬菌体 T139 功能基因组学分析

经测序后分析发现,噬菌体 T１３９的基因组长

度为３８８５４bp,碱 基 分 布 情 况 为 A(２４．３９％)、

T(２６．５１％)、C(２６．１７％)、G(２２．９３％),C＋G 平均

含 量 为 ４９．１０％.噬 菌 体 T１３９ 全 基 因 组 序 列

BLASTn分析比较的结果显示,噬菌体 T１３９与某

些噬菌体基因组的同源性较高.首先,与沙门菌噬

菌体BP１２A(索引号:KM３６６０９６．１)全基因组相似

性最高,覆盖范围为９５％,相似性为９８．２％;另外,
与大肠杆菌噬菌体BA１４(索引号:EU７３４１７１．１)相
似性较高,覆盖范围为８９％,相似性为８５．４６％.

噬菌 体 T１３９ 基 因 组 共 有 ４３ 个 ORF,最 长

ORF为３９４８bp,最短的仅１５０bp,平均长度为８１３
bp.ORF总长为３４９７７bp,占全长的９０．０２％.经

过BLAST比对,推测出的４３个 ORF 中有２３个

ORF已确定功能,注释见表１.按照功能的不同,

表１　噬菌体T１３９的开放读框及其功能预测

Table１　ORFanditsfunctionpredictionofphageT１３９

开放阅读框

ORF
基因位点

Genepositions
功能

Functions
１ ３~６４４ Phagetailfibers
２ ７１６~４６６３ DNAinjectionchannelproteinC
３ ４６８７~６９６３ DNAinjectionchannelproteinB
４ ６９６６~７５８０ DNAinjectionchannelproteinA
５ ７５８３~７９９９ InternalvirionproteinA
６ ８０７９~１０４５４ TailtubularproteinB
７ １０４９０~１１０８０ TailtubularproteinA
８ １１２８８~１２３２２ Majorcapsidprotein
９ １２４９０~１３４０１ Capsidassemblyprotein
１０ １３４７３~１５０７４ HeadＧtoＧtailjoiningprotein
１１ １５０８７~１５４２５ Tailassemblyprotein
１２ １５４４３~１５７１８ Hypotheticalprotein
１３ １５７３８~１５９８３ Hypotheticalprotein
１４ １６１５１~１７０６５ Exonuclease
１５ １７０６２~１７３４９ Hypotheticalprotein
１６ １７３４６~１７５５５ Hypotheticalprotein
１７ １７５５５~１７８４８ Hypotheticalprotein
１８ １７８５９~１８０８６ Hypotheticalprotein
１９ １８０８６~２０２００ DNApolymerase
２０ ２０２１３~２０６２９ Hypotheticalprotein
２１ ２０７１７~２１０１９ Hypotheticalprotein
２２ ２１０３３~２１２４５ Geneproducts４．３
２３ ２１３７７~２３０８９ Primase/helicaseprotein

２４ ２３２５８~２３７１３
Endolysin(swissprot)

NＧAcetylmuramoylＧLＧalanineamidase
２５ ２３７１０~２４１５６ EndonucleaseI
２６ ２４１５６~２４８６３ SingleＧstrandedDNAＧbindingprotein
２７ ２４９３１~２５１２２ BacterialRNApolymeraseinhibitor
２８ ２５２１０~２５５６０ HypotheticalproteinBP１２A_１０
２９ ２５５６０~２５８２０ Geneproducts１．６
３０ ２６０００~２７０７３ DNAligase,ATPＧdependent

３１ ２７１７４~２７４３４
Deoxyguanosinetriphosphohydrolase

inhibitor
３２ ２７４３６~２７５８５ Geneproducts１．１
３３ ２７６７９~２８２３６ HypotheticalproteinPP７４_０７
３４ ２８３２５~３０９７６ RNApolymerase
３５ ３１０５０~３２１５３ Proteinkinase
３６ ３２１６７~３２３４９ Hypotheticalprotein
３７ ３２３６９~３２５６６ Geneproducts０．６A
３８ ３２７１２~３３１７９ SＧAdenosylＧLＧmethioninehydrolase
３９ ３４７８３~３６５４０ Terminaselargesubunit
４０ ３６５５０~３６９９６ Endopeptidase
４１ ３７０８０~３７３１３ Terminasesmallsubunit
４２ ３７３３９~３７５４５ Holin
４３ ３７５５８~３８８５３ Tailfibersprotein

被分类为核酸代谢与 DNA 包装、除尾部之外的结

构蛋白基因、裂解相关基因、尾部相关蛋白及未知蛋

白五大类,其基因组图谱如图２A 所示.噬菌体

T１３９的基因注释中共注释到３个与裂解宿主细胞

相关的基因,包括细胞内溶素(ORF２４,endolysin)、
内肽酶(ORF４０,endopeptidase)和穿孔素(ORF４２,
holin),进一步证明噬菌体 T１３９是１株裂解性噬菌

体.利用 MEGA 软件构建的噬菌体 T１３９进化树

如图２B所示,基于保守的末端酶大亚基序列构建
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系统发育树,由图３B可知,噬菌体 T１３９与噬菌体

EscherichiaphageP４８３ 形成一簇,二者亲缘关系

最近,属于短尾噬菌体科 T７ 型噬菌体属.采 用

tRNAscanＧSE预测全基因组中的tRNA 基因,结

果显示 无tRNA.利 用 ResFinder预 测 噬 菌 体

T１３９基因 组 中 无 抗 生 素 抗 性 基 因,利 用 ViruＧ
lenceFinder预测噬菌体 T１３９基因组中不存在毒

力基因.因此,该结果从遗传背景上证实噬菌体

T１３９应用于食品中病原菌防控及噬菌体治疗的

安全性.

　A:噬菌体 T１３９基因组图谱.每一圈代表的含义(由内向外)依次为:以bp为单位的基因刻度;GC含量;GC偏移,偏移值大于零为绿

色,小于零为紫红色;基因组基因注释.B:噬菌体 T１３９的进化关系(以末端酶大亚基序列构建进化树).A:GenomemapofphageT１３９．

Themeaningofeachcircle(fromtheinside)sequentiallyrepresented:thegenescaleofbp;GCcontent;GCskew,valuesgreaterthanzero

areingreenandthesmallerareinmagenta;genomicgeneannotation．B:EvolutionaryrelationshipsofphageT１３９(constructionofanevoluＧ

tionarytreewithterminalenzymelargesubunitsequences)．

图２　噬菌体T１３９功能基因组学分析

Fig．２　FunctionalgenomicanalysisofphageT１３９
2.3　裂解酶 LysT40 生物信息学分析

根据对噬菌体 T１３９功能基因组的分析,选取

基因功能注释的内肽酶(ORF４０,endopeptidase)的
序列(表１)作为研究对象.利用ProtParam 工具对

LysT４０序列理化性质进行分析,结果发现 LysT４０
由１２６个氨基酸组成,等电点为５．４６,不稳定系数为

２５．６６,亲水系数为－０．８８７.一般而言,不稳定系数

小于４０表明该蛋白较为稳定,亲水系数为负值表明

该蛋白具有一定的亲水性.通过 BLASTp对 LyＧ
sT４０进行序列比对分析,发现 LysT４０与噬菌体内

肽酶有很高的相似度.选择 BLASTp结果中的内

肽酶序列进行多序列比对,它们是沙门菌噬菌体

LPST１４４(相似度９８．３９％,E值９eＧ８４),BP１２A(相
似度９８．３９％,E值１eＧ８３),欧杆菌噬菌体FE４４(相
似度９４．３１％,E值６eＧ７９),埃希菌噬菌体 P６９４(相
似度９３．０５％,E值３eＧ７８)和P４８３(相似度９０．２４％,
E值３eＧ７６),果胶杆菌属噬菌体 PcCB２５１(相似度

９０．３２％,E值７eＧ７６),耶尔森菌噬菌体fPSＧ５３(相似

度６５．６２％,E值４eＧ５０).LysT４０序列是保守的,与
其他噬菌体内肽酶有很高的同源性.随后,通过

NCBICDD和Pfam３２．０对LysT４０的保守域进行

分析.根 据 NCBICDD 和 Pfam 预 测,它 属 于

Phage_lysisSuperfamily(Accessioncl２２７０１)中的

Phagelambda RzＧlike lysis protein (Accession
PHA００２７６),介于２~１２４AA.分析表明,LysT４０
参与宿主的裂解,表明它是一种内肽酶(endopeptiＧ
dases).LysT４０的二级结构以螺旋结构为主,占氨

基酸全长为７０．６３％,片状结构较少(５．５６％),说明

该裂解酶具有稳定的结构(图３).
2.4　裂解酶基因 orf 40 的克隆及重组表达载体

pET28bＧ LysT40 的构建

　　以噬菌体 T１３９的基因组序列为模板,设计上

下游引物扩增目的基因,将裂解酶基因克隆到原核

表达载体pET２８b中(目的基因插入位点为酶切位

点XhoⅠ和 NcoⅠ处),构建重组质粒pET２８bＧLyＧ
sT４０.为了 便 于 观 察 目 标 条 带,采 用 MluⅠ 和

XhoⅠ对重组质粒进行双酶切鉴定,结果显示酶切

产物包括载体条带(约４４００bp)和包含目的基因

的条带(约１３００bp)(图４).同时,重组质粒的测

序结果表明,内肽酶的基因已正确地插入到载体
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　A:裂解酶 LysT４０结构域分析;B:多序列比对结果与 LysT４０二级结构分析,图中蓝色的深浅代表序列之间的相似度,颜色越深代表

相似度越高,红色箭头代表 LysT４０序列,红色线条代表螺旋结构,绿色箭头表示片层结构.A:EndolysinLysT４０structuraldomainanalyＧ

sis;B:MultiplesequencecomparisonresultswithLysT４０secondarystructureanalysis,theshadesofblueinthegraphrepresentthesimilarity

betweensequences,thedarkerthecolorrepresentsthehighersimilarity,redarrowsrepresentLysT４０sequences,redlinesrepresenthelicalstrucＧ

tures,greenarrowsrepresentsheetstructures．

图３　噬菌体T１３９裂解酶LysT４０生物信息学分析

Fig．３　BioinformaticsanalysisofphageT１３９lyaseLysT４０

　１:重 组 质 粒 pET２８bＧLysT４０ 双 酶 切 Recombinantplasmid

pET２８bＧLysT４０doubledigestion;２:Marker．
图４　重组质粒pET２８bＧLysT４０双酶切电泳图

Fig．４　RecombinantplasmidpET２８bＧLysT４０
doubledigestionelectrophoresis

pET２８b中,表明重组质粒 pET２８bＧLysT４０ 构 建

成功.
2.5　重组蛋白的表达和纯化

重组表达载体pET２８bＧLysT４０转化感受态大

肠杆菌BL２１(DE３)后,使用IPTG诱导表达,并探

究在不同诱导条件下的表达效果.预测的内肽酶

融合蛋白分子质量理论值约１４ku,从图５A可知,

BL２１(DE３)表达的蛋白大小与预测值相符.目的

蛋白多以包涵体的形式存在于破碎沉淀中,在破

碎上清中浓度较低.为了便于纯化,选择直接纯

化上清液.另外,目标蛋白在上清中的表达量于

１６℃下过夜诱导浓度较高,因此选择１６℃下过夜

诱导为最佳条件.裂解酶 LysT４０经纯化后(图
５B),可在１０~１５ku获得目的蛋白条带,但是纯

　A:不同诱 导 条 件 对 LysT４０ 表 达 影 响 的 SDSＧPAGE(１:４０ku
Marker;２:诱导前菌体;３:１６℃ 诱导过夜上清蛋白;４:３０℃诱导

４h上清蛋白;５:３７℃诱导４h上清蛋白;６:１６℃诱导过夜沉淀蛋

白;７:３０℃诱导４h沉淀蛋白;８:３７℃诱导４h沉淀蛋白);B:重组

蛋白的纯化(１:１８０ku Marker;２:纯化后的蛋白);C:蛋白印迹

(１:纯化后的蛋白;２:１８０ku Marker).A:SDSＧPAGEofdifferent
induction conditions on LysT４０ expression(１:４０ ku Marker;

２:Strainbeforeinduction;３:Supernatantproteininductionovernight
at１６℃;４:Supernatantproteininduction４hat３０℃;５:SupernaＧ
tantproteininduction４hat３７℃;６:Sedimentproteininduction
overnightat１６℃;７:Sedimentproteininduction４hat３０ ℃;

８:Sedimentproteininduction４hat３７℃);B:LysinproteinSDSＧ
PAGE(１:Marker;２:Proteinafterpurification);C:Westernblot
(１:Purifiedprotein;２:１８０kuMarker)．

图５　LysT４０蛋白的表达与纯化

Fig．５　ExpressionandpurificationofLysT４０protein
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度较低,纯化后蛋白经BCA 试剂盒定量测定,其质

量 浓 度 为 ２８０ μg/mL. 用 Western blot 分 析

(图５C),结果显示在１０~１５ku有单一条带,即获

得目的蛋白LysT４０.
2.6　裂解酶 LysT40 对细菌的裂解活性

将鼠伤寒沙门菌的细胞壁经过氯仿或EDTA处

理后,利用浊度法检测裂解酶 LysT４０对于细菌的

裂解活性,结果如图６所示.氯仿预处理的菌液中

加入裂解酶之后,实验组的 OD６００值相比于对照组

大约从５min时开始下降,直至３０min时相比于对

照组下降０．１８,下降约２１％(图６A).EDTA 预处

理的菌液中加入裂解酶之后,实验组的 OD６００值相

比于对照组从０min开始下降,直至３０min时相比

于对照组下降０．３１,下降约４２％(图６B).相比之

下,EDTA预处理的裂解效果优于氯仿预处理的裂

解效果.
由于外膜的保护,革兰阴性菌在很大程度上对外

源添加的裂解酶具有抵抗力.然而,用氯仿/EDTA
去除细胞外膜可以显著提高LysT４０对宿主细胞的裂

解活性.在本研究中,使用２μmol/L的 LysT４０作

用 于 外 膜 透 过 剂 预 处 理 的 鼠 伤 寒 沙 门 菌

(ATCC１３３１１),其 OD６００下降了约４２％,表现出较

好的裂解活性,具有作为食品中抗沙门菌制剂的

潜力.

　A:氯仿预处理鼠伤寒沙门菌 ATCC１３３１１;B:EDTA 预处理鼠伤寒沙门菌 ATCC１３３１１.A:ChloroformＧtreatedSalmonella TyphiＧ

murium ATCC１３３１１;B:EDTAＧtreatedSalmonellaTyphimurium ATCC１３３１１．

图６　裂解酶LysT４０对鼠伤寒沙门菌 ATCC１３３１１裂解效果

Fig．６　LyticeffectofLysT４０onSalmonellaTyphimuriumATCC１３３１１

3　讨　论

噬菌体基因组学的研究意义重大,主要体现在

２个方面,一是噬菌体种群的丰度为噬菌体基因组

如何与宿主联系以及种群的进化机制提供解释;二
是基因组学推进噬菌体用于遗传、生物技术和临床

工具开发的用途[２６].目前已有３００多株沙门菌噬

菌体完成全基因组学研究工作.不同的噬菌体基因

组大小也不尽相同,另外,截至２００８年噬菌体基因

组大小在１０kb以下的占２０％,基因组大小在３０~
５０kb的占５０％,基因组大小在１００~２００kb的占

６％,统计结果虽不能完全真实地反映环境中噬菌体

基因组大小的分布,但在一定程度上能够反映当时

噬菌体的分离方法及可用的测序技术等[２７].噬菌

体T１３９基因组经过软件分析发现不包含tRNA,

tRNA存在多种病毒的基因组中,其中在大的双链

DNA 基因组的原核生物中最常见,对于噬菌体来

说,编码的tRNA在肌尾噬菌体科和长尾噬菌体科

中是常见的,最多每 个 基 因 组 中 编 码 ４１ 个tRＧ
NA[２８].存在于噬菌体中的tRNA对应于被噬菌体

基因高度使用的密码子,烈性噬菌体比温和噬菌体

含有更多的tRNA,推测tRNA 可能有助于噬菌体

获取更高的裂解性[２９].
本研究所用噬菌体 T１３９为短尾噬菌体科,全

基因组分析其基因组大小为３８８５４bp.Blast分析

结果显示 T１３９与 T７噬菌体属的沙门菌噬菌体

BP１２A全基因组相似性最高,相似性为９８．２％.进

化树分析表明该噬菌体与同属于短尾噬菌体科的

T７型噬菌体属的噬菌体 P４８３亲缘关系最近.根

据国际病毒分类委员会的标准噬菌体基因组序列相

似性超过５０％的可认定为同一属,故噬菌体 T１３９
属于 T７型噬菌体属[３０].噬菌体 T１３９基因组功能

注释将其功能基因大致分为核酸代谢与 DNA 包

装、除尾部之外的结构蛋白基因、裂解相关基因、尾
部相关蛋白及未知蛋白五大类,其中有３个与细胞

裂解相关的功能基因,证明该噬菌体的裂解性能.
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基因组序列比对分析表明噬菌体 T１３９不含有毒力

基因和抗生素抗性基因,从遗传背景上证实噬菌体

T１３９应用于食品中生物防控及噬菌体治疗的安全

性.噬菌体 T１３９的基因注释中共注释到３个与裂

解宿主细胞相关的基因,包括细胞内溶素(ORF２４,

endolysin)、内肽酶(ORF４０,endopeptidase)和穿孔

素(ORF４２,holin),本研究选取裂解酶之一的内肽

酶(ORF４０,endopeptidase)作为研究对象,验证其

裂解能力,为今后开发基于裂解酶的抗菌剂奠定研

究基础.
本研究异源表达、纯化得到噬菌体 T１３９中与

裂解相关的内肽酶 LysT４０,并证实其对氯仿或

EDTA处理后的沙门菌具有裂解活性.一般情况

下,噬菌体裂解酶作用于革兰阴性菌细胞壁上的肽

聚糖靶点,而由于革兰阴性菌细胞壁表面有一层外

膜作为屏障,会阻止裂解酶直接作用于肽聚糖,因
此,需要首先采用透膜剂(如氯仿和 EDTA)对菌体

进行预处理,再采用浊度法研究裂解酶的裂解活

性[２７,３１Ｇ３２].本研究在透膜剂的协助下,该内肽酶能

够有效裂解宿主菌,３０min后细菌的吸光值 OD６００

相比于未加裂解酶的对照组分别下降０．１８和０．３１,
下降幅度约２１％和４２％,有较好的裂解活性.在

Henry等[３３]的研究中,加入重组裂解酶gp２９１h后

大肠杆菌吸光值 OD６００下降约３０％;Lim 等[２５]的研

究中,不加透膜剂EDTA时,裂解酶SPN１S不影响

细胞悬液中菌量,当加入 EDTA 时,裂解酶导致细

菌活力显著降低.裂解酶杀菌的机制在于裂解细菌

细胞壁肽聚糖结构.肽聚糖结果中的 NＧ乙酰胞壁

酸和 NＧ乙酰葡萄糖胺之间的糖苷键及 NＧ乙酰胞壁

酸和寡肽之间的连接键在细菌种属之间通常是保守

的,因此,裂解酶通常能够表现出较广的裂解效

果[３４].裂解酶SPN１S能够在１０min内裂解所有

测试的２１株 EDTA 处理的革兰阴性菌株,对大肠

杆菌具有最高活性,但没有检测到针对革兰阳性菌

株的活性[２５].作为一种有前途的替代物,裂解酶有

许多优点,如快速裂解细胞、特定的宿主范围[３５]、无
特异性抗药性[１４,３６Ｇ３８]等.由于这些优点,裂解酶被

认为是一种替代性的抗菌剂,在食品工业中有潜在

的应用价值.本研究对噬菌体 T１３９的基因组进行

分析,并对裂解酶LysT４０进行裂解活性验证,将其

与外膜透过剂作用于沙门菌,使得菌体裂解,表明其

具有作为抗菌剂的潜力.在未来的研究中,将在裂

解酶LysT４０的稳定性、裂解谱等方面开展相关研

究.另一方面,该裂解酶的裂解效果较弱,利用分子

改造等手段改造裂解酶 LysT４０的氨基酸组成,提
高裂解酶的酶解能力.

由于噬菌体对细菌的特异性裂解使得噬菌体成

为一种天然的抗菌剂,然而国内利用噬菌体进行食

品抑菌处理仍处于初步阶段,且并没有获得批准的

商业噬菌体制剂,仍需要进一步的探索和研究.本

研究在对鼠伤寒沙门菌噬菌体 T１３９基因组进行分

析的基础上,发掘到一个编码裂解酶中内肽酶的基

因序列,采用蛋白质二级结构分析和异源表达纯化,
成功验证该内肽酶基因orf４０的表达产物LysT４０
对沙门菌具有裂解活性,具有潜在的应用前景,可为

构建新型抗菌剂提供技术支撑.
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Abstract　Inordertodevelopphageendolysinasanovelantibacterialagentforthepreventionand
controlofSalmonella,theendolysinofSalmonellaTyphimuriumphageT１３９wasobtainedbybioinforＧ
maticsandheterologousexpressionofprotein．ThelyticactivityofendolysinagainstSalmonellaTyphiＧ
muriumwasverified．ThegenomeofSalmonella TyphimuriumphageT１３９wasanalyzedandfoundto
be３８８５４bplong,withanaverageGCcontentof４９．１０％andnotRNAgene．Theresultsofevolutionary
treeanalysisshowedthatphageT１３９isbelongedtothegenusT７phagewith４３ORFspredictedintoＧ
tal,２３ORFsbeingassignedknownfunctions．Theresultsofmultiplesequencealignmentandconserved
structuraldomainanalysisshowedthattheproteinencodedbytheorf４０gene(LysT４０)containing１２６
aminoacidresidueswithaconservedstructuraldomainofphageendopeptidase,makingitapossible
phageendolysin．Thepresenceofalargenumberofhelicalstructures(７０．６３％)inthesecondarystrucＧ
tureofLysT４０allowstheproteintomaintainthestablestructure．Theendopeptidasegeneorf４０was
heterologouslyexpressed,purifiedandanalyzedbySDSＧPAGEandWesternblottoobtainasingletarget
proteinbandat１０Ｇ１５kuatapurifiedproteinconcentrationof２８０μg/mL．LysT４０hadsignificantlylytic
activityagainstchloroformorEDTApretreatedSalmonella Typhimurium within３０min,withabsorＧ
bancevaluesOD６００decreasingby０．１８and０．３１comparedtothecontrol．ItwillprovideabasisfordevelＧ
opingphageendolysinasantimicrobialagentstocontrolSalmonellaTyphimurium．
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