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鲍曼不动杆菌噬菌体ZZ1受体结合蛋白gp37的
克隆表达*

王小亭1.2,张向前2,张改1,王书伟1,李振江1,陈松建1,刘肖1,李亚辉1,王山梅3,王中全4,靳静1.4**

(1.河南省医学高等专科学校病原生物学与免疫学教研室,河南郑州
 

451193;2.惠州市第二妇幼保健院新生儿疾病筛查中心;

3.河南省人民医院检验科;4.郑州大学基础医学院病原生物学教研室)

【摘要】 目的 为进一步了解噬菌体与宿主菌之间的相互作用机制,对鲍曼不动杆菌噬菌体ZZ1受体结合蛋白gp37
进行克隆表达。 方法 原核表达噬菌体ZZ1重组受体结合蛋白gp37,从分子质量、抗原性以及对ZZ1吸附竞争干扰

的功能等对表达的重组受体结合蛋白gp37进行鉴定。 结果 PCR扩增ZZ1gp37基因后,成功诱导表达了含6×His
标签的ZZ1重组受体结合蛋白gp37,SDS-PAGE显示所表达蛋白的相对分子质量约为140×103;使用0.5

 

mmol/L
 

IPTG
 

16
 

℃诱导过夜较37
 

℃诱导4
 

h,蛋白可溶性表达增多;Western
 

blot显示纯化蛋白可分别被his标签抗体和小鼠

抗ZZ1多克隆抗体识别;竞争吸附试验显示,在重组ZZ1gp37蛋白存在的情况下,ZZ1对鲍曼不动杆菌AB09V的吸附效

率与对照组的63.5%相比下降39.5%。 结论 成功表达了噬菌体ZZ1的重组受体结合蛋白gp37,蛋白的分子质量、

反应原性以及对ZZ1吸附的竞争干扰作用均符合预期,为噬菌体ZZ1与宿主菌相互作用机制研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective The
 

purpose
 

of
 

this
 

paper
 

is
 

in
 

order
 

to
 

further
 

understand
 

the
 

interaction
 

mechanism
 

between
 

bacteriophages
 

and
 

host
 

bacteria.The
 

ZZ1
 

receptor
 

binding
 

protein
 

gp37
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

bacteriophage
 

was
 

cloned
 

and
 

expressed. Methods Prokaryotic
 

expression
 

of
 

bacteriophage
 

ZZ1
 

recombinant
 

receptor
 

binding
 

protein
 

gp37,and
 

it
 

was
 

identified
 

from
 

molecular
 

mass,antigenicity
 

and
 

function
 

of
 

ZZ1
 

adsorption
 

competition
 

interference. 
Results After

 

PCR
 

amplified
 

the
 

ZZ1gp37
 

gene,the
 

ZZ1
 

recombinant
 

receptor
 

binding
 

protein
 

gp37
 

containing
 

the
 

6
 

His
 

tag
 

was
 

successfully
 

induced.SDS-PAGE
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

molecular
 

mass
 

of
 

the
 

expressed
 

protein
 

was
 

about
 

140
×103.0.5

 

mmol/L
 

IPTG
 

induces
 

an
 

increase
 

in
 

soluble
 

protein
 

expression
 

overnight
 

at
 

16
 

℃
 

compared
 

to
 

4
 

hours
 

at
 

37
 

℃.Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

purified
 

protein
 

can
 

be
 

recognized
 

by
 

anti-His
 

tag
 

antibody
 

and
 

mouse
 

anti
 

ZZ1
 

poly-
clonal

 

antibody,respectively;The
 

competitive
 

adsorption
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

adsorption
 

efficiency
 

of
 

ZZ1
 

against
 

Acine-
tobacter

 

baumannii
 

AB09V
 

decreased
 

by
 

39.5%
 

compared
 

with
 

63.5%
 

in
 

the
 

control
 

group
 

in
 

the
 

presence
 

of
 

recombi-
nant

 

ZZ1gp37
 

protein. Conclusion The
 

recombinant
 

receptor
 

binding
 

protein
 

gp37
 

of
 

bacteriophage
 

ZZ1
 

was
 

success-
fully

 

expressed,and
 

the
 

molecular
 

weight,reactogenicity,and
 

competitive
 

interference
 

on
 

ZZ1
 

adsorption
 

of
 

the
 

protein
 

met
 

expectations,laying
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

study
 

of
 

the
 

interaction
 

mechanism
 

between
 

bacteriophage
 

ZZ1
 

and
 

host
 

bac-
teria.
【Key

 

words】 Acinetobacter
 

baumannii;phage;phage
 

receptor
 

binding
 

protein;tail
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protein***
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  鲍曼不动杆菌(Acinetobacter
 

baumannii)广泛存

在于自然界,具有强大获得耐药和克隆传播的能力。
因此,随着广谱抗生素的长期广泛应用和滥用,鲍曼不

动杆菌耐药趋势逐渐增强,已成为目前医院感染非常

重要的条件致病菌
 [1-3]

 

。多重耐药、泛耐药、甚至全耐

药鲍曼不动杆菌呈世界流行,尤其是在重症患者及免

疫力低下人群[4]。尽管世界各国都特别重视抗生素的

研发,但近年来新型抗生素的研制速度显著减缓,难度

日益加大,其研发速度远滞后于细菌抗 药 性 的 变

异[5-6]。噬菌体是一种可裂解杀菌的病毒,用噬菌体治

疗细菌感染被称为噬菌体治疗或噬菌体疗法(bacteri-
ophage

 

therapy)。与广谱抗生素相比,噬菌体杀菌具

有严格的宿主特异性,只杀灭对其敏感的宿主菌[7-10]。
其中,噬菌体对细菌的特异性识别和吸附是决定噬菌

体噬菌特异性的关键环节,也是决定噬菌体治疗成败

的关键因素[11-13]。
革兰阴性菌的细胞壁由外膜和肽聚糖组成。外膜

位于细菌的最外层,由蛋白质和脂多糖(LPS)组成,是
噬菌体常见的吸附识别部位[14-15]。噬菌体ZZ1的宿

主菌是鲍曼不动杆菌 AB09V,该菌属于革兰阴性菌。
本研究对噬菌体ZZ1重组受体结合蛋白gp37进行克

隆表达,为探索噬菌体ZZ1与宿主菌 AB09V之间的

相互作用奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、噬菌体和质粒 鲍曼不动杆菌AB09V为

本实验室保存;噬菌体ZZ1为本实验室分离所得;质
粒PQE80L和表达宿主菌DH5α、BL21购自生工生物

工程(上海)股份有限公司。

1.2 试剂 限制性内切酶 HindⅢ、BamⅠ、KpnⅠ,

Taq
 

DNA聚合酶,dNTP及 DL5000
 

Marker均购自

Takara(日本)公司;质粒提取试剂盒,胶回收试剂盒和

DNA清 洗 试 剂 盒 购 自 美 国 AXYGEN 公 司;SDS-
PAGE凝胶配制试剂盒和SDS-PAGE蛋白上样缓冲

液为中国Beyotime产品;琼脂糖购自法国BIOWEST
公司;Glycine和IPTG为中国Solarbio公司产品;His
标签抗体,DAB 辣根过 氧 化 物 酶 显 色 试 剂 盒,Ni-
NTA,PMSF蛋白酶抑制剂和丽春红染色液购自中国

BestBio公司;山羊抗小鼠IgG购自康为世纪公司;预
染蛋白 Marker(prestained

 

protein
 

Markers)为美国

Thermo公司产品;BCA蛋白分析试剂盒(BCA
 

pro-
tein

 

kit)购自西安赫特生物科技有限公司;Amp购自

河北远征药业有限公司;小牛血清购自中国 BIO-
SHARP公司;鼠抗ZZ1多克隆抗体为本室制备并保

存。

2 方法

2.1 噬菌体ZZ1受体结合蛋白基因ZZ1gp37的克隆

与表达 针对预测的噬菌体ZZ1gp37基因设计引物

ZZ1gp37-L(5'-CGGGGTACCCCGATGGCAGAAA
TAAAGACAAG-3')和ZZ1gp37-R(5'-CCCAAGCT
TGGGTTATTCAATCCAATCAAAG-3'),由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。以ZZ1基因组

DNA为模板,采用上述引物对ZZ1gp37进行PCR
 

扩增,对扩增产物进行1%琼脂糖凝胶电泳分析。

PCR体系:template
 

4
 

μL,dNTP
 

8
 

μL,Taq
 

enzyme
 

0.
8

 

μL,上游引物1.5
 

μL,下游引物1.5
 

μL,10×buffer
 

10
 

μL,补足ddH2O至100
 

μL。PCR反应程序:94
 

℃
预变性5

 

min,94
 

℃变性30
 

s,52
 

℃退火40
 

s,72
 

℃延

伸3
 

min,35个循环,72
 

℃延伸5
 

min,4
 

℃保存。对

扩增产物以及质粒PQE80L进行双酶切,用T4连接

酶将酶切后的扩增产物与质粒PQE80L连接,构建受

体结合蛋白的重组质粒PQE80L-ZZ1gp37。将重组质

粒转化入大肠埃希菌DH5α内培养,并进行菌落PCR
鉴定。提取阳性克隆菌株质粒进行双酶切鉴定和测序

验证。再将重组质粒导入表达菌株BL21中,经IPTG
诱导表达目的蛋白,对表达产物进行SDS-PAGE和

Western
 

blot检测分析。

2.2 噬菌体ZZ1重组受体结合蛋白的纯化及鉴定 
用镍柱纯化ZZ1重组受体结合蛋白。通过 Western

 

blot检测重组蛋白与噬菌体ZZ1中和抗体的作用,鉴
定重组受体结合蛋白的反应原性。将鲍曼不动杆菌

AB09V分别与纯化的噬菌体重组ZZ1gp37蛋白和

ZZ1共孵育,再通过吸附干扰试验观察重组ZZ1gp37
蛋白对ZZ1吸附AB09V的竞争干扰作用。

结 果

1 目的基因PCR扩增及鉴定

PCR扩 增 噬 菌 体 ZZ1 受 体 结 合 蛋 白 基 因

ZZ1gp37,1%琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物大小约

为3
 

900
 

bp(图1),与预期相符。

2 重组质粒的构建与鉴定

PCR扩增噬菌体ZZ1gp37基因,扩增产物以及质

粒PQE80L双酶切后在T4连接酶作用下连接,构建

噬菌体ZZ1受体结合蛋白基因重组质粒 PQE80L-
ZZ1gp37。将重组质粒转染感受态DH5ɑ,提取质粒进

行PCR分析。分别以感受态 DH5ɑ阳性克隆菌株

PCR产物、ZZ1
 

DNA以及转化PQE80L-ZZ1gp37阳

性克隆菌株质粒为模板进行PCR,扩增片段大小均约

为3
 

900
 

bp(图2A,图2B)。对重组质粒进行双酶切

鉴定,得到的目的基因片段和线性化质粒片段大小与

预期相符(图2C)。对重组质粒测序,结果与目的基因
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序列完全一致。

M DNA标志物 1 ZZ1gp37
 

PCR产物
图

 

1 ZZ1gp37
 

PCR扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker 1 ZZ1gp37
 

PCR
 

product
Fig.1 PCR

 

product

  A 以感受态DH5ɑ阳性克隆菌株和ZZ1
 

DNA为模板的PCR扩
增 M DNA标志物 1 ZZ1

 

DNA
 

PCR产物
 

 2-6 感受态DH5ɑ
阳性克隆菌PCR产物 B 以重组质粒为模板的PCR扩增

 

M DNA
标志物 1、2 重组质粒PCR产物 C 重组质粒酶切鉴定 M 
DNA标志物 1 重组质粒双酶切

图
 

2 重组质粒PQE80L-ZZ1gp37的
 

PCR鉴定及酶切鉴定

A PCR
 

amplification
 

using
 

E.
 

coli
 

DH5α
 

Competent
 

Cells
 

and
 

ZZ1
 

DNA
 

as
 

templates M DNA
 

Marker 1 ZZ1
 

DNA
 

PCR
 

prod-
uct 2-6 E.

 

coli
 

DH5α
 

Competent
 

Cells
 

PCR
 

product B PCR
 

am-
plification

 

using
 

recombinant
 

plasmids
 

as
 

templates M DNA
 

Marker
 1,2 Recombinant

 

plasmids
 

PCR
 

product C Enzyme
 

digestion
 

i-
dentification

 

of
 

recombinant
 

plasmid M DNA
 

Marker 1 Double
 

enzyme
 

digestion
 

of
 

recombinant
 

plasmid
Fig.2 Identification

 

results
 

of
 

recombinant
 

plasmids

3 重组ZZ1gp37蛋白的诱导表达与可溶性分析

将鉴定正确的阳性表达菌于37
 

℃用终浓度为

0.5
 

mmol/L
 

IPTG诱导4
 

h,表达相对分子质量约

140×103 的目的蛋白(图3A)。为了确定蛋白表达的

最优IPTG诱导时间,分别在IPTG诱导0、1、2、4、6、

8、10
 

h检测ZZ1gp37重组受体结合蛋白表达情况,结
果如图3B。两种ZZ1重组受体结合蛋白的表达以

IPTG诱导4
 

h基本趋于平衡。
重组菌于37

 

℃用终浓度0.5
 

mmol/L
 

IPTG诱

导4
 

h后超声破碎,分别取上清和沉淀进行 SDS-
PAGE分析,均检测到ZZ1gp37重组蛋白,但主要是

以包涵体的形式存在,可溶性蛋白表达较低;分别取

16
 

℃诱导过夜的表达菌超声破碎上清和沉淀进行

SDS-PAGE,可见重组ZZ1gp37蛋白可溶性表达增多

(图3C)。

  A 重组菌目的蛋白的诱导表达 M 蛋白质分子质量标准 1 
重组菌未诱导对照 2 重组菌IPTG诱导4

 

h B 重组菌IPTG诱导
时间的优化 M 蛋白质分子质量标准 1-7 依次为IPTG诱导1、2、
3、4、5、6、7

 

h C 重组菌表达产物的可溶性分析
 

M 蛋白质分子质量
标准 1、2 重组菌IPTG

 

16
 

℃诱导过夜超声破碎上清和沉淀 3、4 
分别为重组菌IPTG

 

37
 

℃诱导4
 

h超声破碎上清和沉淀
图

 

3 重组ZZ1gp37蛋白的诱导表达与可溶性分析

A Recombinant
 

E.
 

coli
 

BL21(DE3)
 

induced
 

cell
 

expression
 

of
 

target
 

protein M Protein
 

Marker 1 Recombinant
 

E.
 

coli
 

BL21
(DE3)

 

un-induced
 

cell 2 IPTG
 

induction
 

for
 

4
 

hours B Optimiza-
tion

 

of
 

IPTG
 

induction
 

time M Protein
 

Marker 1-7 Induction
 

of
 

IPTG
 

for
 

1,2,3,4,5,6,and
 

7
 

hours
 

in
 

sequence C Solubility
 

analysis
 

of
 

expressed
 

protein M Protein
 

Marker 1,2 IPTG
 

16
 

℃
 

induced
 

overnight
 

lytic
 

supernatant
 

and
 

cleavage
 

precipitation 3,4 IPTG
 

in-
duced

 

4-hour
 

lytic
 

supernatant
 

and
 

cleavage
 

precipitation
 

at
 

37
 

℃
Fig.3 Induced

 

expression
 

and
 

solubility
 

analysis
of

 

ZZ1
 

recombinant
 

gp37
 

protein

4 重组ZZ1
 

gp37蛋白的纯化及鉴定

大量诱导ZZ1重组受体结合蛋白表达,收集菌

体,超声破碎后取上清,使用镍柱纯化表达蛋白,在

120
 

mmol/L咪唑洗脱缓冲液洗脱时有一洗脱峰,即
为纯化的重组ZZ1gp37蛋白。经 Western

 

blot检测,
纯化蛋白可分别被his标签抗体和小鼠抗ZZ1多克隆

抗体识别,反应条带位于约140×103 处(图4)。

图
 

4 纯化重组ZZ1gp37蛋白的
 

Western
 

blot鉴定

Fig.4 Western
 

blot
 

identification
 

of
 

purified
 

recombinant
ZZ1gp37

 

protein

5 重组ZZ1
 

gp37蛋白与ZZ1对AB09V菌的竞争性

吸附试验结果

竞争吸附试验显示,在重组ZZ1gp37蛋白存在的

情况下,ZZ1对鲍曼不动杆菌 AB09V的吸附效率与

对照组的63.5%相比下降39.5%。120
 

mmol/L咪

唑洗脱液对照组ZZ1对鲍曼不动杆菌AB09V的吸附

效率无明显变化。在LB液体培养基中,ZZ1对鲍曼

不动杆菌AB09V的吸附效率为63.5%。竞争吸附试

验显示,在重组ZZ1gp37蛋白存在的情况下,ZZ1对
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鲍曼不动杆菌 AB09V的吸附效率为24%,与吸附对

照组的63.5%相比下降39.5%。120
 

mmol/L咪唑

洗脱液空白对照组中ZZ1对鲍曼不动杆菌AB09V的

吸附效率为60.7%,与吸附对照组的63.5%相比无明

显差异。

讨 论

吸附是噬菌体感染细菌的关键步骤,是噬菌体尾

部受体结合蛋白与细菌表面噬菌体受体特异性相互作

用的过程,这种作用的特异性决定了噬菌体感染宿主

菌的特异性[16-20],是噬菌体治疗成败的关键因素之一,
所以明确噬菌体尾部结构与宿主菌表面结构的相互作

用关系有助于理解噬菌体吸附宿主菌的分子机制。

T4噬菌体有着二十面体对称的头部和一个能够

收缩的尾部,因此属于有尾噬菌体目肌尾噬菌体科噬

菌体[21-22]。在电镜下噬菌体ZZ1与噬菌体T4有着非

常相似的形态[23],而且在所有ZZ1被预测到的基因中

有34%的基因与T4噬菌体的蛋白有着可达73%的

氨基酸相似性,和其他4个T4-like不动杆菌属噬菌体

Acj9,Acj61,133和 Ac42分别有70%、64%、61%和

56%的氨基酸同源性[24]。因此ZZ1也是一株T4-like
噬菌体。所有T4-like噬菌体的尾部都有六根长尾丝

和六根短尾丝。T4噬菌体的长尾丝蛋白由gp34三聚

体、gp35单 体、gp36三 聚 体 和 gp37三 聚 体 构 成。

gp34三聚体构成长尾丝蛋白近端,远端由gp36三聚

体、gp35单体和gp37三聚体组成,gp37三聚体末端

为受体识别末梢[25-29]。本研究根据噬菌体ZZ1长尾

丝蛋白、基因设计引物并在上下游引入PQE80L质粒

酶切位点,构建 PQE80L-ZZ1gp37重组载体。质粒

PQE80L带有6个his标签,可采用镍柱亲和层析纯

化目的蛋白,也可用于检测。采用双酶切的方法将

ZZ1长尾丝蛋白gp37基因PCR产物与同样经双酶切

处理的质粒PQE80L于16
 

℃连接过夜,连接产物转

化入感受态细胞DH5α内,经分别以阳性克隆菌株、重
组质粒为模板扩增目的基因,重组质粒双酶切和测序

鉴定证明重组质粒连接成功后,再将重组质粒转化入

表达菌株。经鉴定噬菌体ZZ1原核表达系统构建正

确后,诱导重组受体结合蛋白表达。外源重组蛋白在

E.coli表达的过程中通常会受到多方面因素的影响,
如载体,表达菌株,诱导时的温度与时间等。噬菌体重

组ZZ1gp37蛋白在37
 

℃诱导时主要以包涵体的形式

存在,上清中可溶性蛋白较少,此时镍柱层析纯化效果

较差;而当诱导温度降至16
 

℃时,可溶性表达与包涵

体表达基本相同。可能是37
 

℃时诱导表达的蛋白量

多,合成速度过快,没有足够的时间折叠,也可能是重

组ZZ1gp37蛋白在37
 

℃时容易变性而形成包涵体。

取诱导温度为16
 

℃时的表达菌超声破碎上清过镍柱,
在结合缓冲液和洗脱缓冲液中加入30%~50%的丙

三醇,可得到较纯的重组长尾丝蛋白,几乎没有杂蛋

白。丙三醇带有3个羟基,与水分子形成三个氢键,籍
此形成稳定的束缚水分子膜。此外,丙三醇可能对重

组长尾丝蛋白还能起到促溶作用。通过预测ZZ1长

尾丝末端gp37蛋白和ZZ1短尾丝gp12蛋白氨基酸

序列,并对两者进行比对分析。结果显示,ZZ1长尾丝

末端gp37蛋白和ZZ1短尾丝gp12蛋白拥有相同序

列,可能与T4噬菌体的gp37和gp12相同,因为两者

均与能结合脂多糖有关。纯化的重组受体结合蛋白仍

具有反应原性,为噬菌体ZZ1
 

RBP(receptor
 

binding
 

protein)与宿主菌相互作用机制研究奠定了基础。
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别体外诱导和体内形成的我国流行优势基因型虫株缓

殖子,具有良好的鉴定和诊断价值。建立的 Western
 

blot和IFA方法简单易行,经济实用,结果准确可靠,
可作为研究 BAG1蛋白生物学功能的工具。关于

rBAG1的免疫原性有待进一步探讨。
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