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　　摘要：ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌株是基因克隆表达的重要宿主菌，为了探索裂解Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌体的新方法，从污
水中分离到１株能裂解Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌株的噬菌体，命名为 ＥＴＰ－１，并研究其生物学特性和裂解效率。结果表明，
ＥＰＴ－１在双层平板上形成直径为１～３ｍｍ的噬菌斑；噬菌斑透明，周围有晕环；该噬菌体的潜伏期为２０ｍｉｎ，裂解期
为７０ｍｉｎ，在５５℃以上以及ｐＨ值大于１１时，噬菌体失去活性。在６ｈ内，噬菌体可裂解７３％的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌体，
ＥＴＰ－１裂解其宿主细胞为Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌株菌体的破碎提供了新的方法。
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　　大肠杆菌系统由于其遗传学、生物化学和分子生物学方
面已充分被人们了解而成为表达多种异源蛋白质的首选系

统［１］。迄今为止，由大肠杆菌改造而来的基因工程菌已达近

百种之多，常用的就有 ５０种左右［２］，如 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１、Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｅｔｔａ、Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９、Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１１０等。常见的大肠杆菌噬菌
体也有很多种，如烈性噬菌体中的 Ｔ４噬菌体、Ｔ１噬菌体，温
和噬菌体中的λ噬菌体［３］。Ｔ４噬菌体常用于噬菌体展示，λ
噬菌体常作为克隆表达的载体。实验室中常用Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ
作为克隆表达菌株，Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ在 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１基础上，补
充了大肠杆菌缺乏的６种稀有密码子对应的ｔＲＮＡ，以提高外
源基因尤其是真核基因在原核系统中的表达水平。克隆表达

的一般步骤是诱导表达后，直接使用超声破碎细胞。超声破

碎是一种相对温和的细胞破碎方法，但是超声破碎时会产生

一定的热量，对于一些结构不稳定的目的蛋白，其结构依然会

被破坏。本研究以 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ为宿主菌，分离 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｅｔｔａ的噬菌体，对其进行感染、裂解，对其生物学特征、裂
解效果等进行研究，探索使用噬菌体替代超声破碎细胞的可

行性。

１　材料与方法

１．１　菌种及噬菌体来源
Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌株。

１．２　主要试剂和仪器
ＬＢ培养基、蛋白质电泳系统、恒温摇床、恒温培养箱。

１．３　ＥＴＰ－１的分离
　　采集生活污水１０ｍＬ经５０００ｇ、１５ｍｉｎ离心去除杂质，
再经０．２２μｍ的滤膜滤除细菌，收取滤液，吸取滤液５ｍＬ与

过夜培养的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ培养液５ｍＬ混匀，于３７℃、１２ｈ
振荡培养。

根据文献［４］的方法，采用双层平板法检测和筛选噬菌
体。将上述培养液离心并通过０．２２μｍ滤膜过滤，取２００μＬ
滤液和２００μＬ处于对数期的 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌液混合，静置
１５ｍｉｎ后，将其加入装有４ｍＬ０．９％琼脂的预热 ＬＢ半固体
培养基的离心管中，混匀后平铺至ＬＢ固体培养基上，３７℃过
夜培养，观察噬菌体的生长情况。若有噬菌斑，挑取单个形态

均一噬菌斑。将噬菌斑置于４ｍＬ无菌水的离心管中，３７℃
温浴０．５ｈ，取１００μＬ上述噬菌体悬液和宿主做双层平板。
重复４～５次可得到纯噬菌体。
１．４　ＥＴＰ－１的电镜观察
　　取出单个噬菌斑于ＬＢ液体培养基中３７℃过夜培养，用
１０％的ＰＥＧ８０００在４℃下过夜沉淀后，将沉淀溶于 ＳＭ缓冲
液中，再加入ＣｓＣｌ，使其ρ＝１．５ｇ／ｍＬ。以３６０００ｒ／ｍｉｎ超速
离心１８ｈ，抽取噬菌体条带，通过负染后观察。
１．５　噬菌体一步生长曲线绘制
　　按照文献［５］的方法。取一定量的新鲜噬菌体培养液
１ｍＬ（病毒滴度≈１０７ＰＦＵ／ｍＬ）与处于对数生长期的 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｅｔｔａ１０ｍＬ混合，使得感染复数 ＭＯＩ＝０．０１，３７℃温育
１０ｍｉｎ。１３０００ｇ离心２ｍｉｎ，弃上清，用３０μＬ的ＬＢ液体培
养基洗涤３次，最后用３０μＬＬＢ液体培养基悬浮宿主细胞。
取６０μＬ上述细胞到５ｍＬＬＢ液体培养基，３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养１００ｍｉｎ，同时开始计时，每隔１０ｍｉｎ取１００μＬ培养
液测定噬菌体的滴度。以感染时间为横坐标、滴度的对数为

纵坐标，绘制一步生长曲线，估算出噬菌体的潜伏期、暴发期。

１．６　温度对噬菌体活性的影响
　　按照文献［５］的方法，将噬菌体悬液（将 ＬＢ液体培养基
０９９ｍＬ和０．０１ｍＬ滴度为１×１０７ＰＦＵ／ｍＬ的噬菌体悬液混
合），分别置于１５、２５、３５、４５、５５、６０℃处理１ｈ，每隔２０ｍｉｎ
取样，用双层平板测定滴度。试验重复３次，取平均值。
１．７　ｐＨ值对噬菌体活性的影响
　　按照文献［５］的方法，将ｐＨ为３、４、５、６、７、８、９、１０、１１的
ＬＢ液体培养基０．９９ｍＬ和０．０１ｍＬ滴度为１×１０７ＰＦＵ／ｍＬ
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的噬菌体悬液混合，室温静置１ｈ，分别用双层平板测定噬菌
体滴度。试验重复３次，取平均值。
１．８　ＥＴＰ－１感染Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ对其生长的影响
　　分别设立试验组和对照组，测定 Ｒｏｓｅｔｔａ的生长曲线，当
培养至对数期时（Ｄ６００ｎｍ≈０．６）加入一定效价的噬菌体悬液
体，使ＭＯＩ＝０．０１，培养２０ｈ，每隔３０ｍｉｎ分别测定 Ｄ６００ｎｍ的
数值。以横坐标为时间、纵坐标为Ｄ值绘制一条试验组与对
照组的Ｒｏｓｅｔｔａ生长曲线。
１．９　ＥＴＰ－１对Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ裂解效果

准备３组１５０ｍＬ的液体培养基在恒温摇床中振荡培养
Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ，至对数期（Ｄ６００ｎｍ≈０．６）。分别设立试验组、对
照组和空白组，向试验组中加入一定效价的噬菌体，使ＭＯＩ＝
０．０１，空白组加入等量无菌水，然后分别继续培养６ｈ。对照
组以５０００ｇ离心，然后将菌体溶于５ｍＬ的ＬＢ培养基，使用
超声破碎法破碎细胞。试验组和空白组先以５０００ｇ离心，然
后取上清，再浓缩至５ｍＬ。分别测定３组的蛋白含量，同时
进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ。

２　结果与分析

２．１　Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ噬菌体的噬菌斑形态和电镜图
　　通过双层平板法，分离 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ噬菌体，命名为
ＥＴＰ－１。ＥＰＴ－１在双层平板上形成直径为１～３ｍｍ的噬菌
斑，噬菌斑透明（图１）。

　　从电镜图（图２）中可看出，ＥＴＰ－１有１个正多面体对称
的头部，直径约为５０ｎｍ，尾长约１００ｎｍ，尾部带有基盘。根
据其形态特征，ＥＴＰ－１属于有尾噬菌体目长尾噬菌体科。

２．２　Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ的噬菌体一步生长曲线
　　如Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ噬菌体的一步生长曲线（图 ３）所示，
Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ噬菌体从吸附吸附、侵染、复制到病毒颗粒全部

释放总共持续约１１０ｍｉｎ。在这个过程中，Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ噬菌
体的潜伏期约是２０ｍｉｎ，暴发期约７０ｍｉｎ。

２．３　温度对噬菌体活性的影响
　　温度对噬菌体活性的影响分析结果（图４）表明，ＥＴＰ－１
在２５℃最稳定，随着温度的升高，ＥＴＰ－１的存活率降低，在
４５℃和５５℃经过１ｈ处理后，噬菌体的滴度降低了５０％和
８０％，在６０℃处理１ｈ后，噬菌体基本完全丧失感染能力。

２．４　ｐＨ值对噬菌体活性的影响
　　ｐＨ值对噬菌体活性影响分析结果（图５）表明，在 ｐＨ值
４～８内，ＥＴＰ－１依然保持着９０％以上的滴度；当 ｐＨ值 ＞８
后，噬菌体的滴度随着 ｐＨ值的增大明显降低；当 ｐＨ值 ＝１１
时，ＥＴＰ－１仅剩下２０％的滴度；噬菌体对于酸性环境有较好
的耐受能力，当ｐＨ值 ＝３时，ＥＴＰ－１仍保持着６０％以上的
滴度。　

２．５　ＥＴＰ－１感染对Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ生长的影响
　　通过上述试验可知，在３．５ｈ加入噬菌体 ＥＴＰ－１后（如
图６箭头所示），试验组中的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ的生长受到抑制，
其吸光度下降，对照组中的Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ的生长正常。
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２．６　ＥＴＰ－１裂解Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ的效果评价
２．６．１　蛋白质含量测定　通过测定３管液体的蛋白质含量
可知，对照组（超声破碎）蛋白质含量为２．３０ｍｇ／ｍＬ，试验组
（噬菌体破碎）蛋白质含量为１．６９ｍｇ／ｍＬ，空白组蛋白质含
量为 ０．１６ｍｇ／ｍＬ。如果通过超声破碎的细胞破碎率为
１００％，以蛋白质含量来衡量破碎率，则通过噬菌体破碎的效
率达７３％（表１）。

表１　细胞裂解液的蛋白质含量

破碎方法
蛋白质含量

（ｍｇ／ｍＬ）
破碎率

（％）

对照组（超声破碎） ２．３０ １００
试验组（噬菌体破碎） １．６９ ７３

２．６．２　蛋白质电泳结果　通过蛋白质电泳（图７）可知，泳道
１为对照组（超声破碎），其细胞完全破碎。泳道２为试验组
（噬菌体破碎），泳道１和泳道２的条带基本一致，表明细胞
基本裂解，而部分条带的丢失可能是细胞中部分细胞器没有

完全裂解造成的。泳道３为空白组，Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ自然情况
下也会有少数细胞自行裂解或向外分泌了少量蛋白质。

３　讨论

　　噬菌体广泛存在于细菌存在的环境中，人们对噬菌体的
研究取得了可喜的进展。目前对于噬菌体研究一般集中于噬

菌体治疗、环境噬菌体上。如 Ｃａｐｐａｅｅｌｕ等筛选出可以对抗
耐药性金黄色葡萄球菌，并通过此噬菌体来控制金黄色葡萄

球菌的感染，取得了良好的临床效果［６］。又如洪伟等从云南

腾冲热泉中分离出栖热菌的噬菌体 ＴＳＰ－１０，并对其性质进
行了研究［７］。

对于分子克隆上，噬菌体研究常见于噬菌体展示技术，如

Ｅｌｌｉｓ等指出利用噬菌体展示多肽库可以筛选和确定线虫疫
苗的抗原，这是疫苗抗原鉴定的一种新方法［８］。而王晓娜等

通过噬菌体展示技术从抗体库中筛选出分枝杆菌 Ａｃｒ蛋白，
并制备出了Ａｃｒ蛋白的抗体［９］。但关于基因工程菌株的噬菌

体报道比较少见，仅见黎庶等报道分离出１株基因工程菌株
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１的噬菌体 ＥＥＣＰ，并对其性质和防止流入发酵过
程做了相关研究［１０］。

　　烈性噬菌体可以高效裂解细菌，其感染效率很高，一般只
需要重复４次感染周期，１个噬菌体便可杀死数十亿个细菌
细胞。鉴于噬菌体有如此强的裂解效率，因此噬菌体可以作

为潜在的替代超声破碎基因工程菌的工具。噬菌体在裂解细

菌细胞时，裂解温和，不会因为物理作用导致基因工程菌表达

产物的物理损坏。

在温度耐受方面，ＥＴＰ－１在高于５５℃基本失去感染活
性；在ｐＨ值耐受方面，ＥＴＰ－１在ｐＨ值超过１１后，基本失去
活性，而在ｐＨ值＝３时，仍然有活性，说明 ＥＴＰ－１更能耐受
酸性环境。黎庶分离出的 ＢＬ２１噬菌体对高温耐受能力好，
９０℃时仍具有活性，在 ｐＨ耐受能力上，表现为耐碱不耐酸，
ｐＨ值为３时其噬菌体活性基本丧失［１０］，这与本试验室分离

的噬菌体在酸碱耐受力上正好相反。

关于噬菌体对细胞裂解效率的文献报道较少，本研究通

过收集裂解后的总蛋白液的蛋白量来定义噬菌体破碎效率，

可知ＥＴＰ－１是一种较高裂解效率的噬菌体，在６ｈ内噬菌体
的裂解效率达到了７３％；进一步试验结果表明，其裂解率在
１２ｈ可达到９５％以上。鉴于噬菌体ＥＴＰ－１的培养和裂解不
需要专门的设备，如果需要去除裂解液中的噬菌体，可以将裂

解液通过简单的超滤加以过滤收集，噬菌体的灭活可以通过

５０℃的加热来实现，可见利用 ＥＴＰ－１裂解 Ｅ．ｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ菌
体不失为一种简单可行菌体破裂的方法。
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