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链球菌噬菌体裂解酶在大肠杆菌中的表达、纯化及活性

检测 
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摘  要: 噬菌体裂解酶是噬菌体产生的细胞壁水解酶, 通过水解宿主菌细胞壁使子代噬菌体释放, 在体外能高效且特

异性地杀死细菌。本研究旨在克隆和表达链球菌噬菌体裂解酶 PlyC, 并测定其生物学活性。利用 PCR 方法扩增 PlyC

的 2 条肽链 PlyCA 和 PlyCB, 构建表达载体 pET-32a(+)-PlyCA 和 pET-32a(+)-PlyCB, 分别转化至大肠杆菌 BL21(DE3)

中, 以 0.7 mmol/L IPTG 在 30 oC 诱导 7 h 实现了高效表达, SDS-PAGE 分析表明 PlyCA 和 PlyCB 表达量均可达菌体总蛋

白的 30%以上。采用 Ni2+-NTA 亲和层析法纯化目的蛋白, 其纯度大于 95%。用透析复性方法得到目的产物重组链球菌

噬菌体裂解酶 PlyC, 以浊度法和平板计数法检测其体外抗菌效果, 扫描电子显微镜观察裂解酶作用前后细菌细胞形态

变化。结果表明重组 PlyC 能特异性裂解化脓性链球菌(A 组β-溶血性链球菌), 以 4 μg/mL 浓度作用于 OD600 为 0.56 的

菌液 60 min 后杀菌率达 99.6%, 扫描电镜观察结果显示该酶作用于菌体后, 链球菌细胞裂解, 呈碎片状态。本研究为开

发一种新型、高效的链球菌感染疾病治疗药物打下了基础。 
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Abstract: Lysins are murein hydrolases produced by bacteriophage that act on the cell wall of host bacteria to release progeny 
phages. Research indicated that lysins could kill bacteria effectively and specifically in vitro. To prepare recombinant bacteriophage 
lysin of Streptococcus (PlyC) and analyze its biological activity, we obtained two genes of PlyC named PlyCA and PlyCB by PCR 
amplification and inserted them into pET-32a(+), then transformed the recombinant expression vectors pET-32a(+)-PlyCA and 
pET-32a(+)-PlyCB into E. coli BL21(DE3) respectively. After induction with 0.7 mmol/L IPTG at 30 oC for 7 h, PlyCA and PlyCB 
were successfully expressed, SDS-PAGE analysis determined that they all constituted above 30% of the total cell proteins. After 
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Ni2+-NTA affinity chromatography, the purity was more than 95%. With the denaturation and protein refolding, we gained the 
recombinant PlyC. To determine its biological activity, we adopted turbidimetry and plate count method. Before and after lysin 
treatment, the cell morphology was studied by scanning electron microscopy (SEM). The results showed that the recombinant PlyC 
could specifically cleavage Streptococcus pyogenes (group A β-hemolytic streptococci). Under the incubation time of 60 min with   
4 μg/mL PlyC in Streptococcus pyogenes dilution which OD600 was 0.56, the germicidal effect was up to 99.6%, while SEM 
observations showed that cell wall cracked and presented cell debris. This finding laid the foundation for the further study and 
achieving an effective treatment for streptococcal infection. 

Keywords: bacteriophage lysin, Streptococcus, expression, purification, activity 

链球菌属(Streptococcus sp.)细菌为革兰氏阳性

菌, 广泛分布于自然界, 其中使人致病的链球菌主

要为 A 组β-溶血性链球菌 (group A β-hemolytic 

streptococci), 又称为化脓性链球菌 (Streptococcus 

pyogenes), 可引起败血症、咽峡炎、猩红热、肾小

球肾炎和心内膜炎等临床疾病[1]。虽然抗生素的应

用使该类疾病得到了有效的控制, 但随着抗菌药物

的广泛应用, 耐药性细菌大量出现。细菌的耐药性

已成为现代医学中的一个非常严峻的问题[2-3]。 

近年来 , 噬菌体裂解酶(Bacteriophage lysin)作

为一种新的治疗手段开始受到人们关注[4-5]。裂解酶

是噬菌体在感染细菌后期表达的一类细胞壁水解酶, 

该酶通过水解细菌细胞壁肽聚糖上糖与肽间的酰胺

键或肽内氨基酸残基间的连接键而使细菌裂解, 从

而释放出子代噬菌体用于感染其他细菌[6-7]。噬菌体

裂解酶具有较高的特异性, 仅攻击特定细菌, 因此该

酶不影响无害或有益的人体寄生菌, 也不影响其他

细胞。裂解酶作为新型抗菌药物具有一定的优势[8]。 

本研究在大肠杆菌 BL21(DE3)中分别高效表达

了构成链球菌噬菌体裂解酶 PlyC的 2条肽链 PlyCA

和 PlyCB, 表达产物经 Ni2+-NTA亲和层析纯化、透

析复性后得到能特异性裂解具有强致病力的化脓性

链球菌的重组 PlyC, 为进一步研究并得到一种新

型、高效的链球菌感染疾病治疗药物奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要实验材料 
1.1.1  质粒及菌株 

大肠杆菌 BL21(DE3) (Escherichia coli BL21 

(DE3))、大肠杆菌 DH5α(Escherichia coli(DH5α))、

普通变形杆菌 (Proteus vulgaris)、蜡状芽孢杆菌

(Bacillus cereus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、C

组链球菌(group C streptococci)C1以及 C1链球菌噬

菌体、质粒 pET-32a(+)为本室保存。化脓性链球菌

(Streptococcus pyogenes)由浙江省疾控中心惠赠。 

1.1.2  酶、载体、引物和主要试剂  

扩增组成链球菌噬菌体裂解酶 PlyC 两条肽链

PlyCA 和 PlyCB 基因的引物 (表 1)由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成, 其上下游引物分别加

入 Nde I和 Xho I酶切位点(下划线标示)。限制性内

切酶、T4 DNA连接酶、Taq酶等分子生物学工具酶

购自北京博大泰克生物基因技术有限责任公司。

PCR产物纯化试剂盒、IPTG、X-gal、低分子量标准

蛋白、氧化型谷胱甘肽和还原型谷胱甘肽等购自上

海泽衡生物技术有限公司。Ni2+-NTA亲和层析柱购

自 GenScript公司。其他化学试剂均为进口或国产分

析纯试剂。 

表 1  克隆目的基因 PlyCA 和 PlyCB 的引物 
Table 1  primers for cloning of target genes 

Genes Primers Primer sequences (5′−3′) 

PlyCA Forward
 

GGAATTCCATATGAGTAAGAAGTATACA 
CAACAAC 

 Reverse
 

CCGCTCGAGTCATTTAAATGTTATCAAAC 
CAGTTAGT 

PlyCB Forward
 

GGAATTCCATATGATGAGCAAGATTAATG 
TAAACGTAG 

 Reverse
 

CCGCTCGAGTCACTTTTTCATAGCCTTTC 
TGATAGCC 

 

1.2  方法 
1.2.1  链球菌噬菌体裂解酶基因的克隆及表达载体

的构建 

提取链球菌噬菌体基因组, 以基因组为模板扩

增链球菌噬菌体裂解酶基因。PCR 产物经琼脂糖凝

胶电泳鉴定、回收、纯化后用 Nde I和 Xho I双酶切

修饰, 用 T4 DNA 连接酶连接到同样经过 Nde I 和

Xho I双酶切的 pET-32a(+)质粒上, 构建重组表达载

体 pET-32a(+)-PlyCA 和 pET-32a(+)-PlyCB。转化后
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经提取质粒、PCR 和双酶切鉴定, 筛选阳性克隆进

行序列分析。 

1.2.2  重组蛋白 PlyCA 和 PlyCB 在大肠杆菌

BL21(DE3)中的表达及条件优化  

将重组质粒转化到 BL21(DE3) 感受态细菌中。

转化的BL21(DE3)在 LB培养基中活化过夜后, 接种

至含有 100 μg/mL 氨苄青霉素的培养基中, 对诱导

条件进行优化, 考察不同诱导剂量、诱导温度、诱

导时间、诱导时机及培养基对目的蛋白表达量的影

响, 每个条件做 3 次平行重复。经 12% SDS-PAGE

和光密度扫描检测, 确定最适诱导条件。 

1.2.3  重组蛋白的纯化和复性 

取 IPTG诱导产物 300 mL, 4 oC离心收集菌体, 

在冰浴中超声破菌, 镜检检验重组蛋白的表达形式。

采用GenScript公司的Ni2+-NTA蛋白质纯化柱纯化目

的蛋白, 选择不同浓度的咪唑(50~250 mmol/L)梯度

洗脱, 具体操作参照其说明书并参考文献[9], 纯化

后的蛋白进行 12% SDS-PAGE分析, 测定纯化效率, 

确定洗脱液的最佳咪唑浓度。 

将纯化后的 PlyCA 和 PlyCB 在低于 50 μg/mL

浓度下以 1:8的比例混合[10](Bradford法[11]测定蛋白

质含量 )。在起始透析液 (100 mL, 5 mmol/L PB,     

1 mmol/L EDTA, 8 mol/L尿素, 2 mmol/L还原型谷胱

甘肽, 0.2 mmol/L氧化型谷胱甘肽, pH 6.1)中进行缓

慢透析复性, 以 1滴/s的速度滴加复性液(2 mmol/L

还原型谷胱甘肽 , 0.2 mmol/L 氧化型谷胱甘肽 ,     

5 mmol/L PB, 1 mmol/L EDTA, pH 6.1)至 1L, 4 oC搅

拌透析过夜, 尿素降至 0.8 mol/L。 

1.2.4  PlyC的活性检测 

将在血琼脂培养基上划线培养 2 d 的化脓性链

球菌菌苔用 5 mmol/L PB(pH 6.1)洗脱, 调整其浊度, 

测定初始 OD600 后等体积分装, 加入诱导表达后用

镍柱亲和层析方法纯化并经过复性处理的重组 PlyC

至其浓度为 2.5 μg/mL, 37 oC水浴孵育 1 h, 定时测

定菌液 OD600, 检测对化脓性链球菌的裂解情况。同

时观测 PlyC 对 C1 链球菌、枯草芽孢杆菌、蜡状芽

孢杆菌、大肠杆菌等的裂解作用。同法测定 20、10、

4、1 μg /mL等不同作用浓度 PlyC对化脓性链球菌

的裂解情况。当检测发现 OD600数值不再下降时, 将

样品稀释涂布于血琼脂平板上, 37 oC培养 2 d, 观察

菌落生长情况, 以仅加 PB缓冲液的菌液作为对照。

每个样品设 3个平行组, 重复试验 2次, 结果取平均

值, 计算杀菌率。 

将载有裂解酶作用前后的化脓性链球菌样品用

2.5%戊二醛 4 oC固定过夜, 0.1 mol/L PB(pH 7.0)漂

洗样品 3次, 每次 15 min, 然后用 1%锇酸固定 2 h, 

再依次用 50%、70%、80%、90%和 95%浓度的乙醇

进行梯度脱水 , 在临界点干燥 , 真空镀膜制样 , 在

Philips XL30 ESEM 扫描电子显微镜下观察作用前

后细菌细胞形态变化。 

2  结果 

2.1  链球菌噬菌体裂解酶基因的克隆及表达载体

的构建 
用 PCR方法以链球菌噬菌体基因组为模板分别

扩增组成 PlyC 的 2 条多肽链 PlyCA 和 PlyCB 的基

因。产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测, 可见分别在

1422 bp和 243 bp附近的扩增产物(图 1), 大小与预

期相符; 纯化后的 PCR 产物和 pET-32a(+)用 Nde I/ 

Xho I 双酶切后连接 , 得到重组质粒 pET-32a(+)- 

PlyCA 和 pET-32a(+)-PlyCB, 酶切鉴定表明重组载

体构建成功(图 2)。测序结果表明两者均与 GenBank

登记序列相一致。 

 

图 1  PlyCA 和 PlyCB 的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of PlyCA and PlyCB. M: DNA 
marker; 1: PCR product of PlyCB; 2: PCR product of PlyCA. 
 

2.2  重组蛋白 PlyCA 和 PlyCB 在大肠杆菌

BL21(DE3)中的表达及条件优化 
将重组质粒 pET-32a(+)-PlyCA 和 pET-32a(+)- 
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PlyCB分别转化至BL21(DE3)后, 经 IPTG诱导表达, 

SDS-PAGE 分析, 可见分别在相对分子量约 50 kD

和 8 kD处有明显的蛋白条带, 与预期相符。表明重

组菌 BL21(DE3)/ pET-32a(+)-PlyCA 和 BL21(DE3)/ 

pET-32a(+)-PlyCB 构建成功。对表达条件的诱导剂

量、诱导温度、诱导时间、诱导时机、培养基等进

行优化实验分析 , 结果显示 : 重组菌 BL21(DE3) 

/pET-32a(+)-PlyCA 和 BL21(DE3)/pET-32a(+)-PlyCB

在 2×YT 培养基中培养至对数生长前期时加入   

0.7 mmol/L IPTG最佳。温度实验结果如图 3所示。

重组蛋白 PlyCA和 PlyCB在优化后表达量均可达到

菌体总蛋白的 30%以上(图 4)。 

 

图 2  重组质粒 pET-32a(+)-PlyCA 和 pET-32a(+)-PlyCB
的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification analysis of recombinant plasmid 
pET-32a(+)-PlyCA and pET-32a(+)-PlyCB by enzyme digestion. 
M: DNA marker; 1: PCR product of PlyCB; 2, 7: 
pET-32a(+)digested with Xho I; 3: pET-32a(+)-PlyCB digested 
with Xho I and Nde I; 4: pET-32a(+)-PlyCB digested with Xho I; 
5: pET-32a(+)-PlyCA digested with Xho I; 6: 
pET-32a(+)-PlyCA digested with Xho I and Nde I; 8: PCR 
product of PlyCA. 

 

图 3  温度对 PlyCA 和 PlyCB 蛋白表达量的影响 
Fig. 3  Effect of temperatures on the expression of PlyCA and 
PlyCB. M: protein marker; 5, 6: uninduced sample; 4, 7: 10 oC; 
3, 8: 20 oC; 2, 9: 30 oC; 1, 10: 37 oC (1–4: induced sample of 
PlyCA; 7–10: induced sample of PlyCB). 

 

图 4  PlyCA 和 PlyCB 蛋白表达的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the PlyCA and PlyCB 
expression. M: protein marker; 1: protein of BL 21(DE3)/pET- 
32a(+)-PlyCB after induced with IPTG; 2, 3: uninduced sample; 
4: protein of BL21(DE3)/pET-32a(+)-PlyCA after induced with 
IPTG.. 
 

2.3  包涵体的分离和 Ni2+-NTA 亲和层析纯化 
对菌体超声破碎后, 用相差显微镜镜检, 发现细

胞破碎完全 , 分别对破碎上清和沉淀进行 12% 

SDS-PAGE电泳, 结果表明重组蛋白主要以包涵体的

形式存在于沉淀中。蛋白质经尿素溶解变性、亲和层

析柱纯化后, 其 12% SDS-PAGE 电泳结果如图 5 所

示。结果表明: 在约 50 kD和 8 kD处分别可见特异

条带, 目的蛋白主要集中在咪唑浓度为 100 mmol/L

和 150 mol /L时的收集管中, 经 SDS-PAGE薄层扫描

分析, 其纯度大于 95%。 

 

图 5  PlyCA 和 PlyCB 纯化后蛋白的 SDS-PAGE 凝胶电泳 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of purified PlyCA and PlyCB. 1−2: 
purified PlyCA; 3−8: purified PlyCB; M: protein marker. 
 
2.4  PlyC 的活性检测 

对不同菌株的裂解活性检测结果如表 2 所示, 

表明重组的链球菌噬菌体裂解酶 PlyC 对化脓性链 
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表 2  链球菌噬菌体裂解酶 PlyC 的特异性 
Table 2  Specificity to Streptococcus of bacteriophage lysin PlyC 

No. Bacteria Starting OD600 Ending OD600 after adding the lysin Ending OD600 
without adding the lysin Lysin activity 

      

1 E. coli 0.581 0.603 0.568 − 

2 P. vulgaris 0.531 0.552 0.535 − 

3 B. cereus 0.536 0.591 0.599 − 

4 B. subtilis 0.712 0.734 0.716 − 

5 C1 streptococci 0.538 0.139 0.544 + 

6 S. pyogenes 0.565 0.121 0.580 + 

 
球菌有明显裂解作用, 与对C1链球菌裂解作用效果

一致; 对枯草杆菌、大肠杆菌等菌株无任何裂解活

性; 这表明 PlyC裂解作用有较强的特异性。图 6表

明, PlyC 作用于相近起始 OD600值的化脓性链球菌

液时, 随着酶液作用浓度的增加, OD600 下降速度加

快, 但最终 OD600下降率基本一致。血琼脂平板涂布

样品经 37 oC培养 2 d后观察, 根据平板菌落计数结

果, 发现终浓度为 4 μg/mL的酶液作用于菌液 60 min

后, 可使化脓性链球菌裂解率达 99.6%, 酶液终浓

度为 10 μg/mL与 20 μg/mL样品裂解率可达 99.9%

以上。图 7为扫描电子显微镜下观察结果, 显示 PlyC

作用后的化脓性链球菌其形态有明显改变。正常化

脓性链球菌表面光滑, 呈球形至卵圆形(图 7a); PlyC

作用 60 min 后, 细胞大部分被裂解为碎片结构, 菌

体数量明显减少, 且残存菌体表面粗糙, 原有形态

改变(图 7b), 这进一步表明 PlyC对化脓性链球菌的

高效裂解活性。 

 

图 6  不同浓度链球菌噬菌体裂解酶的活性测定 
Fig. 6  Activity analysis of different concentrations of the 
bacteriophage lysin of Streptococcus. 

a                       b 

 

图 7  化脓性链球菌的扫描电镜图 
Fig. 7  Scanning electron micrographs of Streptococcus pyogenes 
(10 000×). (a) Before incubation with PlyC. (b) After incubation 
with PlyC for 60 min. 

 

3  讨论 

采用常规的方法制备噬菌体裂解酶不仅价格

高、工序复杂, 而且还存在安全方面的问题, 不适宜

大规模生产。为实现高效制备噬菌体裂解酶的目的, 

本研究利用基因重组技术, 在基因工程菌中表达外

源目的蛋白, 这也是目前大量、经济获得目的蛋白

的主要方法[12-13]。 

大肠杆菌表达系统的产量高, 成本低, 易操作, 

并可通过发酵进行大规模生产 [14]。本实验选用

pET-32a(+)表达载体 , 以大肠杆菌 BL21(DE3)为宿

主菌构建表达系统分别对链球菌噬菌体裂解酶 PlyC

的 2个亚基 PlyCA和 PlyCB进行表达。诱导表达后

的菌体经破碎离心后 , 取上清和沉淀分别进行

SDS-PAGE 电泳, 结果显示重组蛋白均以包涵体形

式存在。 
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以包涵体形式表达通常含有较高浓度的目的蛋

白, 易于与其他细胞成分分离, 并且可避免蛋白酶

对目的蛋白的降解, 杂蛋白含量低 [15], 更容易得到

大量高纯度的目的蛋白。包涵体表达的蛋白虽然具

有正确的氨基酸序列, 但是空间结构往往是错误的, 

因而不具有生物学活性, 所以必须用变性剂溶解包

涵体并对蛋白适当复性处理, 才可能获得正确折叠

的活性蛋白[16]。本实验采用缓慢透析方法复性, 蛋

白质在低浓度下通过缓慢去除变性剂避免了蛋白质

的沉淀。并在透析液中加入氧化型/还原型谷胱甘肽

提高了二硫键的正确配对和产率, 这种方法应用于

由多亚基组成的蛋白质的复性更具有一定优势。 

本实验将构成链球菌噬菌体裂解酶 PlyC的 2条

肽链分别表达后再经变性、复性等步骤获得产物。

经条件优化得到最佳表达条件为: 重组菌在 2×YT

培养基中培养至对数生长前期加入 IPTG 至浓度为

0.7 mmol/L, 30oC诱导 7 h。产物经纯化复性得到了

较高纯度的裂解酶 PlyC, 体外实验表明该重组酶可

特异性裂解致病性的β-溶血性链球菌 , 具有较高催

化活性, 为下一步研究工作奠定了基础。 
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