
 胡剑刚 等/制备禽致病性大肠杆菌菌蜕的三种方法比较 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn December 25, 2017, 33(12): 2009−2016 

DOI: 10.13345/j.cjb.170089 ©2017 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: March 7, 2017; Accepted: June 9, 2017 

Supported by: Shanghai Key Project on Agricultural Development through Science and Technology (No. 2015HNG1-9), National 
Natural Science Foundation of China (No. 31370045), The Open Project Program of Jiangsu Key Laboratory of Zoonosis (No. R1510). 

Corresponding authors: Shijun Hu. Tel: +86-23-46751732; E-mail: chhjj006@163.com 
Xian’gan Han. Tel: +86-21-54225517; E-mail: hanxgan@163.com 

上海市科技兴农重点攻关项目 (No. 2015HNG1-9)，国家自然科学基金 (No. 31370045)，江苏省人兽共患病学重点实验室项目 (No. R1510) 

资助。 

网络出版时间：2017-06-19        网络出版地址：http://kns.cnki.net/kcms/detail/11.1998.Q.20170619.1547.004.html 

2009生 物 工 程 学 报  

                                                               

制备禽致病性大肠杆菌菌蜕的三种方法比较 

胡剑刚 1,2，董洪亮 2，付立霞 3，左佳坤 2，吴小卡 2，米荣升 2，黄燕 2， 
陆珂 2，陈兆国 2，韩先干 2，胡世君 1 

1 西南大学动物科学学院，重庆  402460 

2 中国农业科学院上海兽医研究所，上海  200241 

3 扬州大学 动物科学与技术学院 江苏省人畜共患病学重点实验室，江苏 扬州  225009 

胡剑刚, 董洪亮, 付立霞, 等. 制备禽致病性大肠杆菌菌蜕的三种方法比较. 生物工程学报, 2017, 33(12): 2009–2016. 

Hu JG, Dong HL, Fu LX, et al. Comparison of three methods for preparation of bacterial ghosts from avian pathogenic 
Escherichia coli. Chin J Biotech, 2017, 33(12): 2009–2016. 

摘  要 : 菌蜕 (Bacterial ghosts) 是一种只含有细菌内、外膜结构的细菌空壳，可作为新型疫苗和传递载体。

本研究通过 3 种方式制备禽致病性大肠杆菌 (Avian pathogenicity Escherichia coli，APEC) 分离株 DE17 的菌

蜕，评价不同的菌蜕制备方法。结果表明，利用噬菌体 PhiX174 的裂解基因 E 构建的溶菌质粒 pBV220-E 制备

DE17 菌蜕，对 DE17 菌株裂解率可达 99.9%，扫描电镜观测结果表明，在 DE17 两端或中部形成可见的跨膜

孔道，呈现典型的菌蜕结构。利用合成的细胞穿透肽 MAP (KLALKLALKALKAALKLA) 作用于 DE17 制备菌

蜕，结果表明，10 μmol/L 的 MAP 可实现对 OD600=0.1 的 DE17 完全灭活，扫描电镜虽未看到明显的跨膜孔道，

但细菌的膜结构呈现沟壑状，而构建的可表达 MAP 的溶菌质粒 pBV220-MAP 并不能实现对 DE17 的裂解作用。

本研究通过比较分析不同 APEC 菌蜕的制备方式，为进一步研究菌蜕疫苗和提高菌蜕疫苗的生物安全性提供

参考。 

关键词 : 裂解基因 E，菌蜕，细胞穿透肽，禽致病性大肠杆菌  

 

·生物技术与方法·
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Comparison of three methods for preparation of bacterial 
ghosts from avian pathogenic Escherichia coli 
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Abstract:  Bacterial ghosts are bacterial cell envelopes devoid of cytoplasmic contents while maintaining their cellular 

morphology, which can be used as a new vaccine and delivery vector. In this study, a clinical isolate of avian pathogenic 

Escherichia coli (APEC) strain DE17 was used to prepare bacterial ghost through three different ways. The results showed 

that the cleavage efficiency of DE17 bacterial ghost was 99.9% with the lysis plasmid containing the PhiX174 lysis gene E. 

Scanning electron microscopy showed that transmembrane tunnels were formed in the middle or both ends of the cell 

envelope of DE17. Furthermore, the DE17 bacterial ghost was prepared with one of cell penetrating peptides (CPPs) named 

MAP (KLALKLALKALKAALKLA), which will completely inactivate DE17 (OD600=0.1) by 10 μmol/L MAP. The cell 

envelope showed a gully-like structure and obvious transmembrane tunnels were not found through the SEM. However, the 

DE17 could not be lysed by importing the lysis plasmid (pBV220-MAP), which was used to express MAP. The present 

study will benefit for research on bacterial ghost preparation methods and provide a reference for biosafety of bacterial 

ghost vaccines. 

Keywords:  lysis gene E, bacterial ghost, cell-penetrating peptide, avian pathogenic Escherichia coli 

细菌菌蜕是应用噬菌体 PhiX174 的裂解基

因 E 在革兰氏阴性菌中表达后形成不含细胞质

及细胞器的细菌空壳，通常是通过对裂解基因 E

的严格温度调控实现[1-3]。裂解基因 E编码一种

含 91个氨基酸的膜蛋白，该蛋白能够融合在革

兰氏阴性菌的内外膜并使菌膜形成 1 个直径

40−200 nm的特异性跨膜通道[4-5]。在渗透压的

作用下，使菌体内容物排出，但内外膜结构和

成分基本不变，细菌菌蜕作为一种优良的新型

疫苗及佐剂正受到越来越多的关注[6-7]。 

细胞穿透肽  (Cell penetrating peptides，

CPPs) 是一些能穿透细胞膜的小分子肽，它们

一般不超过 30个氨基酸，总体多带正电荷，具

有两极性[8]。CPPs 可以充当药物分子的运载工

具，并且有些本身就具有一定的生物学功能[9-10]。

发现最早的细胞穿透肽是人免疫缺陷病毒的反

式转录激活 (Trans-activator of transcription，Tat) 

蛋白，随后又在自然界发现和人工合成了各种

细胞穿透肽，这些细胞穿透肽不受细胞类型的

限制，共价或非共价结合一些核酸、蛋白或颗粒

性物质穿过细胞膜进入细胞[11]。细胞穿透肽的

研究多集中于对真核细胞的作用，对细菌等原

核细胞研究较少。有研究表明，由于原核生物不

存在膜修复机制，一些具有抗微生物作用的细胞

穿透肽作用于细菌后，能产生类似菌蜕的结构；

模型两亲肽 (Model amphipathic peptide，MAP) 

是一个大小为 18个氨基酸的细胞穿透肽[12]。为

了验证 MAP 是否能裂解禽致病性大肠杆菌 
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(Avian pathogenic Escherichia coli，APEC) 形成

菌蜕，本研究通过利用噬菌体 PhiX174 的裂解

基因 E构建的溶菌质粒 pBV220-E、合成细胞穿

透肽MAP以及构建表达MAP的 pBV220-MAP，

分别作用于 APEC分离株 DE17制备菌蜕，分析

比较它们的差异，为进一步研究菌蜕疫苗、提

高菌蜕疫苗的安全性研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、载体及试剂 

APEC DE17株分离于大肠杆菌感染鸭，由

本实验室保存[13]；大肠杆菌 DH5ɑ 感受态、质

粒抽提试剂盒购买自天根  (Tiangen) 公司；

pBV220 温度敏感型载体由本实验室保存[14]，

PhiX174 DNA、DNA marker、Ligation mix试剂

盒、PCR mix、限制性内切酶 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ

均购自 TaKaRa 公司；DNA 纯化回收试剂盒购

自 Thermo Fisher公司。所用引物 (表 1) 均由上

海华津生物科技有限公司合成。 

1.2  溶菌质粒 pBV220-E 的构建 

根据 GenBank 上的噬菌体 PhiX174 的裂解

基因 E序列 (Accession No. 9626372)，设计 1对

引物 E-F、E-R 扩增 E 基因的 ORF，跨幅为     

276 bp。在引物 5′端分别引入限制性酶切位点

EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ，用于构建表达质粒。 

PCR扩增条件为：94  4 min℃ ；94  40 s℃ ，

52  40 s℃ ，72  30 s℃ ，30个循环；72 ℃延伸

10 min。PCR产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测扩

增结果，PCR扩增产物用 DNA纯化试剂盒回收。 

对 pBV220和 E基因进行 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ

双酶切，用 Ligation mix 连接酶连接，转化

DH5α，鉴定阳性克隆，将鉴定正确的质粒命名

为 pBV220-E。 

1.3  运用溶菌质粒 pBV220-E 制备 DE17 菌蜕 

分别将质粒 pBV220和溶菌质粒 pBV220-E

与 100 μL DE17电转化感受态混合，加入到 1 mm

的电转杯中，用 BIO-RAD电转仪进行电转，电转

电压 2.2 kV，电转后立即加 SOC，28 ℃摇菌 1 h，

涂布于 LB (100 μg/mL氨苄青霉素) 平板 28 ℃培

养。挑取单菌落进行鉴定，筛选阳性克隆。 

将含有质粒 pBV220或溶菌质粒 pBV220-E

的阳性克隆 DE17接种于 LB (100 μg/mL氨苄青

霉素) 液体培养基，28 ℃、200 r/min摇床培养

至 OD600值为 1，分别接种于 2 份 100 mL LB   

(100 μg/mL氨苄青霉素) 液体培养基中，28 ℃、

200 r/min摇床培养至 OD600值约为 0.4。迅速将

温度升高至 42 ℃进行诱导，每 30 min取一次样，

利用分光光度计测其 OD600值，绘制溶菌曲线。 

 

表 1  本研究中所用引物序列 

Table 1  Primers sequence used in this study 

Primer name Sequences (5′–3′) Restriction site 

E-F CCGGAATTCATGGTACGCTGGACTTTGTGGGATACCCT EcoR Ⅰ 

E-R AAAACTGCAGTCACTCCTTCCGCACGT Pst Ⅰ 

MAP-F AATTCATGAAGCTGGCCCTGAAACTGGCACTGAAAGC EcoR Ⅰ 

MAP-R 
ACTGAAAGCGGCACTGAAACTGGCCTGACTGCA Pst Ⅰ 
GTCAGGCCAGTTTCAGTGCCGCTTTCAGTGCTTTCAGT 
GCCAGTTTCAGGGCCAGCTTCATG 

The restriction enzyme sites are underlined. 
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分别取上述 42 ℃诱导 0 h和 4 h后的菌液

100 μL，用无菌 PBS溶液进行梯度稀释后，取

20 μL接种到 LB固体培养基上。37 ℃恒温培养

过夜后进行活菌计数，统计各梯度活菌数 (CFU)，

每个稀释度 3个重复；通过适当梯度 CFU计算

溶菌效率。计算细菌溶菌效率，计算公式为：

溶菌率=(1−诱导后 CFU/诱导前 CFU)×100%。 

1.4  细胞穿透肽 MAP 制备 DE17 菌蜕 

参照文献[15]，经上海吉尔多肽有限公司合

成细胞穿透肽MAP，其氨基酸序列 (从 N端→C

端) 为KLALKLALKALKAALKLA，分子式为 C90 

H170N24O18，分子量大小 1 876.51，纯度≥90.60%。 

用过滤除菌的 10 mmol/L的 Na2HPO4溶解

合成的细胞穿透肽 MAP，配制成 10 μmol/L的

MAP溶液备用。接种 DE17于液体 LB培养基，

37 ℃培养至对数生长期，收集菌体，用无菌 PBS

清洗 3遍后，分别用 10 μmol/L的MAP溶液稀释

DE17菌体至 OD600值为 0.1和 0.2，用 10 mmol/L

的 Na2HPO4溶液稀释 DE17 菌体至 OD600值为

0.1和 0.2，作为对照组。将上述菌液接种于 96孔

板 (每孔 200 μL，3个重复)，21 ℃作用 1 h。 

将 96孔板中作用 1 h后的菌液取出 100 μL，

作梯度稀释后，接种到 LB 固体平板上，37 ℃

恒温培养 12 h。统计各组活菌数 (CFU)，计算

MAP的溶菌效率。 

1.5  pBV220-MAP 质粒的构建及 DE17 菌蜕

的制备 

根据细胞穿透肽 MAP的氨基酸序列，经优

化后，获得编码 MAP的核苷酸序列，设计引物

MAP-F 和 MAP-R，在引物 MAP-F 的 5′和 3′端

分别引入限制性酶切位点 EcoRⅠ和 PstⅠ，扩

增 MAP的核苷酸序列，引物序列见表 1。 

用STE缓冲液 (10 mmol/L Tris-HCl，50 mmol/L 

NaCl，1 mmol/L EDTA) 分别溶解引物 MAP-F

与 MAP-R，然后将溶解后的 MAP-F 与 MAP-R

等体积混合后于 94 ℃水浴 5 min，冷却至室温。

变性退火后的引物形成可与 EcoR /Ⅰ PstⅠ酶切

产物互补的粘性末端，用连接酶将其连入经

EcoR /Ⅰ PstⅠ酶切后的 pBV220载体中，得到重

组质粒 pBV220-MAP。 

构建的 pBV220-MAP 质粒送到上海华津生物

科技有限公司测序。参照 1.3 中用质粒 pBV220-E

制备菌蜕的方法，用质粒 pBV220-MAP 作用于

DE17制备菌蜕。 

1.6  扫描电镜观察 

将正常培养的 DE17、溶菌质粒 pBV220-E

诱导后的 DE17 及细胞穿透肽 MAP 作用后的

DE17菌体分别收集起来，2.5%戊二醛 4 ℃固定

过夜，用 PBS (pH 7.2) 洗涤 3次后，然后用四

氧化锇 4 ℃固定 1.5 h。乙醇逐级脱水，乙酸戊

二酯置换，干燥后喷金，在扫描电镜下观察 (美

国 FEI公司，Tecnai G2 F30 S-TWIN)。 

2  结果 

2.1  溶菌质粒 pBV220-E 及 pBV220-MAP 的

构建 

用 E基因特异性引物，以 PhiX174 DNA为模

板，扩增出一条约 276 bp的条带，与预期结果

相符。电泳检测结果表明，溶菌质粒 pBV220-E

经 EcoRⅠ和 PstⅠ双酶切获得了与预期大小相

同的目的片段。同时溶菌质粒 pBV220-E 测序   

结果表明，E基因已被克隆至温控载体 pBV220

中，且阅读框架正确，证明已成功构建溶菌质

粒 pBV220-E (图 1)。 
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测序结果表明，成功构建溶菌质粒 pBV220- 

MAP (图 2)。 

2.2  溶菌质粒制备 DE17 菌蜕及其裂解效率 

将含有溶菌质粒 pBV220-E的 DE17菌株，

28 ℃培养至 OD600为 0.4，温度迅速升至 42 ℃

开始诱导，前 30 min，OD600值上升至 0.9，然后

开始下降，60 min后其 OD600值基本无变化。而

含有质粒 pBV220或 pBV220-MAP的 DE17菌株

其 OD600值持续上升，未见明显下降 (图 3)。 

溶菌质粒 pBV220-E对 DE17的裂解效率检

测表明，溶菌前菌液的 CFU 为 2.63×107，而溶

菌后的 CFU为 2.5×104，溶菌效率达到 99.9%；

而 pBV220-MAP 对 DE17 诱导前和诱导后的菌

液进行计数，计算溶菌效果，结果发现无溶菌

效果。 

 
 

图 1  PCR 扩增 E 基因和溶菌表达载体酶切鉴定结果 

Fig. 1  PCR amplification of E gene and endonuclease 
digestion identification of the lysis vector pBV220-E. 
M: DNA marker (DL5000); 1: PCR product of the E 
gene; 2: double endonuclease digestion of pBV220-E; 
3: negative control. 

 
 

 
 

图 2  pBV220-MAP 测序结果 

Fig. 2  The sequence result of pBV220-MAP. 
 
 

 
 

图 3  分别含有 pBV220、pBV220-E 或 pBV220-MAP

的 DE17 溶菌与生长曲线 

Fig. 3  Growth and lysis curves of DE17 harboring the 
plasmid pBV220, pBV220-E or pBV220-MAP, respectively. 

2.3  细胞穿透肽 MAP 作用 DE17 产生菌蜕 

DE17菌体用 10 μmol/L的细胞穿透肽MAP

溶液稀释成 OD600为 0.1 和 0.2，作用 1 h 后，

CFU统计如表 2所示。 

细胞穿透肽 MAP 对 DE17 的裂解作用表

明，10 μmol/L 的细胞穿透肽 MAP 溶液作用

OD600=0.1 的 DE17 菌液后，其溶菌效率达到

100%，对 OD600=0.2的 DE17菌液也具有一定灭

活作用。而对照组 10 mmol/L的 Na2HPO4溶液

对 OD600为 0.1 和 0.2 的 DE17 作用 1 h 后不发

生溶菌作用。 
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表 2  细胞穿透肽 MAP 灭活效果 

Table 2  The inactivation efficiency of MAP 

Group 
OD600 value 

of DE17 
Dilution CFU 

Cleavage 
efficiency (%)

Na2HPO4 

0.1 10-3 >300 – 

0.1 10-4 68 – 

0.2 10-3 >300 – 

0.2 10-4 123 – 

MAP 

0.1 100 0 100 

0.1 10-1 0 100 

0.2 100 >300 – 

0.2 10-1 41 – 

Notes: “–”’ indicates no statistics. 
 

2.4  扫描电镜观察 

扫描电镜观测结果如图 4 所示，正常培养的

DE17对照呈现完整的细胞表面结构。运用溶菌质

粒 pBV220-E制备的 DE17菌蜕，两端或中部形成

可见的跨膜孔道 (箭头所示)，裂解细菌保存了基

本完好的外膜结构，呈现典型的菌蜕结构。细胞

穿透肽 MAP 作用后的 DE17 并未看到明显的穿

孔，但表面膜形态结构形成一定的沟壑状 (图 4)。 

3  讨论 

细菌菌蜕作为一种优良的新型疫苗及佐剂

正受到越来越多的关注，菌蜕作为疫苗与传统

的疫苗相比，不存在毒力返强等问题，保留了

良好的免疫原性，可刺激机体产生更强的免疫

反应，因此较常规疫苗具有更好的免疫保护效

果，同时还具有天然免疫佐剂效应和靶向性载

体的作用[16-19]。制备细菌菌蜕通常通过噬菌体

PhiX174裂解基因 E的可控性表达实现，但一些

细菌尤其是大肠杆菌不能实现完全灭活，为了

更好地提高溶菌效率，往往共表达金黄色葡萄

球菌核酸酶基因  (SNA 基因)，但仍难以达到

100%的裂解效率[20-23]。细胞穿透肽是近十几年

来陆续发现的一些具有穿透细胞膜的小分子

肽，根据结构特点可以将 CPPs分为阳离子型、

两亲性型和疏水型。由于它们不受细胞类型的

限制，且能够结合携带一些难以进入细胞的物

质穿过细胞膜发挥其作用，所以其作为一种新

型的载体也受到越来越多的重视。关于细胞穿

透肽的研究主要集中于对真核细胞的作用，对

细菌等原核生物的研究较少，有国外学者发现

一些细胞穿透肽具有抗微生物的作用，并能够

快速作用大肠杆菌产生菌蜕结构。然而，现在 

 

 
 

图 4  DE17 及其菌蜕扫描电镜图 (放大倍数为 40 000 倍) 

Fig. 4  Scanning electron micrograph of DE17 and DE17 bacterial ghosts (40 000×). (A) DE17. (B) DE17 bacterial ghosts 
induced by the lysis plasmid pBV220-E. (C) DE17 bacterial ghosts induced by the cell penetrating peptide MAP. 
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关于 CPPs的穿膜机制仍然不是很清楚，自从有

细胞穿透肽报道以来，转导机制就一直是研究

热点，但是确切的机制目前仍不明确，国外学

者提出了一些假说，多数学者赞同内吞介导的

穿膜机制[24-25]，但仍然存在诸多争议。本研究通

过构建温控敏感型溶菌质粒 pBV220-E、合成细胞

穿透肽 MAP 和构建表达 MAP 的 pBV220-MAP

质粒，开展了对 APEC分离株 DE17菌蜕制备研

究。通过实验结果可以看出，溶菌质粒构建费

时，需要多个步骤导入 DE17，作用于 DE17产生

菌蜕需要较长时间，且无法达到 100%的溶菌效

率；与之相比，细胞穿透肽MAP作用于 DE17产

生菌蜕过程方法简便，只需要一定浓度的 MAP

与 DE17共培养，且能快速产生菌蜕，对低浓度

的菌量  (OD600=0.1) 可以达到 100%的溶菌效

率，但是由于多肽合成成本较高，因此受到一

定的限制。而构建的 pBV220-MAP 溶菌质粒无

法在胞内发挥类似于裂解基因 E 的溶菌作用，

推测可能的原因如下：1) 有可能是在胞内不能

正常表达或是表达的量不足，而不能起到溶菌

作用；2) 也有可能是 MAP 只能在胞外发挥作

用，而在胞内表达的 MAP不具有穿膜能力，不

能有效分泌到胞外发挥作用，具体机制仍有待进

一步研究。此外，研究表明，显示细胞穿透肽进

入细胞可能有多个通路，具体哪一种通路占主导

方式可能与细胞穿透肽本身、穿透肽浓度、其携

带的载物及靶组织有关[24, 26-27]。 

对不同方法制备的 APEC 的菌蜕形态研究

表明，温控溶菌质粒产生的菌蜕能形成典型的跨

膜孔道，该膜蛋白能融合在革兰氏阴性菌的内外

膜从而形成 1个直径在 40–200 nm的特异性跨膜

通道[4]。而细胞穿透肽 MAP 作用产生的菌蜕形

成一定的沟壑状，研究表明，细胞穿透肽的穿膜

机制主要有直接转运、细胞内吞和通过形成某种

跨膜结构发生转导的方式进行[28]，可能正是由于

E基因与细胞穿透肽对细菌的作用机制不同，从

而导致两者产生菌蜕的形态有明显差异，裂解效

率也存在一定差距，但是两种方法产生的细菌菌

蜕均保持了基本完整的外膜结构。 

本研究通过研究不同的 APEC 菌蜕制备方

式，分析比较其差异，为进一步研究菌蜕疫苗、

提高菌蜕疫苗的安全性提供参考。 
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