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摘   要：【背景】传统外源蛋白的原核表达通常需要以超声破碎或者酶解的方式破碎菌体，过程

比较烦琐。【目的】构建基于 MS2 噬菌体 lys 基因的质粒型条件自溶菌，以简化外源蛋白的获取

流程。【方法】从 MS2 噬菌体中克隆 lys 基因，构建重组表达质粒，并在大肠杆菌 BL21(DE3)中

异源表达，以此构建质粒型条件自溶菌，通过生长曲线和菌落形成单位反映自溶菌裂解效率，利

用 SDS-PAGE 检测外源蛋白释放情况。【结果】构建了 pBAD-lys BL21(DE3)、pBAD-Opti-lys 

BL21(DE3)及 pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)这 3 种质粒型条件自溶菌。以上自溶菌在阿拉伯糖诱

导后其宿主裂解效率均为 99.99%以上，CFU 结果显示含 pCDF-BAD-Opti-lys 质粒的宿主裂解效果

更优，在此自溶菌 BL21(DE3)中表达含 His 标签的重组绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent 

protein，eGFP)，经阿拉伯糖诱导后菌体中约 63.00%以上的 eGFP 释放至胞外，利用 Ni-NTA 可以

直接从培养基中纯化得到约 30 kDa 的单一目的蛋白。【结论】基于 MS2 噬菌体 lys 基因成功构建

了阿拉伯糖诱导的质粒型条件自溶菌，此自溶菌能够以自我裂解的方式释放大部分胞内外源蛋白，

简化传统外源蛋白获取流程。 
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Abstract: [Background] Conventional prokaryotic expression of heterologous protein usually requires 

ultrasonication or enzymolysis to lyse bacteria, the process of which is quite cumbersome. [Objective] 

We aimed to construct a type of plasmid-based opportunistic autolytic bacteria that exploited the 

lysis (lys) gene-mediated autolytic property of MS2 bacteriophage to facilitate the process of 

obtaining heterologous proteins. [Methods] The gene lys was cloned from the MS2 bacteriophage 

into a recombinant expression plasmid, which was heterologously-expressed in Escherichia coli 
BL21(DE3), and a novel type of plasmid-based opportunistic autolytic bacteria was generated. By 

L-arabinose induction, the lytic efficiency of the above-mentioned bacteria was assessed by growth 

curves and colony forming units (CFUs). Finally, the release levels of the heterologous protein were 

examined by SDS-PAGE. [Results] Three strains of plasmid-based opportunistic autolytic bacteria, 

pBAD-lys BL21(DE3), pBAD-Opti-lys BL21(DE3), and pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3), were 

constructed. Following L-arabinose induction, all three strains of plasmid-based opportunistic 

autolytic bacteria achieved over 99.99% lytic efficiency. CFU data indicated that the host carrying 

pCDF-BAD-Opti-lys plasmid had better lytic effect than the other two. Upon L-arabinose-induced 

lysis of this host strain with heterologous expression of His-tagged enhanced green fluorescent 

protein (eGFP), more than 63% of eGFP were released to the outside of the cell and a single target 

protein of approximately 30 kDa was obtained directly from the culture medium by Ni-NTA. 

[Conclusion] In this study, we have successfully constructed a type of lys-mediated, plasmid-based 

opportunistic autolytic bacteria, which is capable of releasing most of the cytosolic heterologous 

proteins through L-arabinose-induced autolysis, simplifying the traditional process to acquire 

heterologous proteins. 

Keywords: MS2 bacteriophage; lys; autolytic bacteria; protein purification 

大肠杆菌(Escherichia coli)、枯草芽孢杆菌

(Bacillus sublitis)等杆菌一直是原核表达系统中

常用的蛋白表达宿主[1-2]。由于大肠杆菌表达系

统具有背景清晰、操作技术简便、培养条件简

单、不易污染等优点，成为应用最广泛、最成

功的外源基因表达体系，在外源蛋白表达的众

多原核表达系统中占有绝对的优势 [3]。传统外

源蛋白的原核表达及纯化需要经过工程菌株的

培养、外源蛋白的诱导表达、菌体回收、菌体

破碎及纯化等流程。其中，菌体破碎是获得胞内

目的蛋白不可缺少的步骤。目前菌体破碎的方

法主要是超声破碎和酶解，但这两种方法在日

常应用中易受到限制[4-6]。因此，研究一种更加

简便的外源蛋白获取技术就显得尤为重要。 
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大型双链脱氧核糖核酸 (double-stranded 

deoxyribonucleic acid，dsDNA)噬菌体的裂解是

通过“多基因裂解系统”来实现的，该系统由内

溶酶 (endolysin)和穿孔素 (holin)组成，通过穿

孔素在细胞膜上形成跨膜孔使内溶酶到达细胞

壁肽聚糖(peptidoglycan，PG)层而发挥裂解功

能，穿孔素作为触发裂解的“定时器”，通过对

内溶酶进入 PG 的途径施加精确的时间控制来

主动裂解噬菌体 [7]。相反地，目前还存在一种

尚未被广泛研究的噬菌体裂解类型——单基因

裂解系统，这种裂解模式被单链脱氧核糖核酸

(single-stranded deoxyribonucleic acid，ssDNA)

和单链核糖核酸(single-stranded ribonucleic acid，

ssRNA)的小单链核酸 (single-stranded nucleic 

acid，ssNA)噬菌体所用，该系统只编码一个单

一的裂解蛋白，如 ssDNA 噬菌体 ØX174 编码的

E 基因、ssRNA 噬菌体 Qβ 编码的 A2 基因和

MS2 噬菌体的 lys 基因 [8]。 ssDNA 噬菌体

ØX174 编码的 E 基因，ssRNA 噬菌体 Qβ 编

码的 A2 基因通过结合和抑制 PG 前体途径中

的几种酶来阻断细菌细胞壁的合成 [9-11]。这

种裂解方式被概括为通过表达“蛋白抗体”抑

制 PG 合成从而达到裂解宿主的效果 [12-14]。

MS2 噬菌体的 lys 基因裂解功能的分子机制还

尚不清楚，但已有研究表明其编码一个 75 个

氨基酸的多肽，有一个可有可无、高度碱性的

N-端结构域，可能是一种参与维持细胞壁完整

性的蛋白质[8,15-16]。MS2 噬菌体的 lys 基因未抑

制宿主细胞壁 PG 的合成，而是通过与宿主因子

DnaJ 相互作用介导宿主的裂解，由宿主伴侣参

与调节 lys 基因的功能[17-18]。基于上述系统和功

能，本研究选择裂解机制较简单直接的 MS2噬

菌体 lys 基因作为裂解大肠杆菌的工具，使重

组外源蛋白在宿主中表达并简化外源蛋白的获

取流程，并进一步为 MS2 噬菌体 lys 基因裂解

机制的研究提供原材料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

pBAD-HisA 质粒、pCDF-BAD-HisA 质粒

(ori：CloDF13)、pET28a-eGFP 质粒均来自本实

验室质粒库；大肠杆菌 DH5α 和 BL21(DE3)感受

态细胞均购于北京索莱宝生物科技有限公司。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

内切酶Nco I、Hind III和T4 DNA ligase，宝

生物工程(大连)有限公司；Ni-IDA-SefinoseTM 

Resin (Settled Resin)、质粒提取试剂盒、阿拉

伯糖(L-arabinose)及其他生化试剂，生工生物

工程(上海)股份有限公司。 

超声破碎仪，SONICS 公司；台式冷冻离心

机和全波长扫描式多功能读数仪，赛默飞世尔公

司；电热恒温培养箱，上海精宏实验设备有限公

司；分光光度计，上海精密科学仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  表达载体和质粒型条件自溶菌的构建 

将通过 Nco I 和 Hind III 双酶切的 lys 基因

克隆到 pBAD-HisA 载体上并进行测序鉴定，经

测序验证正确的重组载体命名为 pBAD-lys (氨

苄抗性，Amp+)。 

在 lys 基因的基础上，根据大肠杆菌的密码

子使用频率优化密码子，由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成了 Opti-lys 基因，该基因

片段已克隆到 pUC57 载体上，称为 pUC57- 

Opti-lys 质粒。pBAD-HisA、pCDF-BAD-HisA

和 pUC57-Opti-lys 质粒用 Nco I 酶和 Hind III

酶进行双酶切，酶切产物使用 T4 DNA ligase

连接，转化入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，

筛选阳性克隆并进行测序，经测序验证正确

的重组载体分别命名为 pBAD-Opti-lys (氨苄抗

性，Amp+)和 pCDF-BAD-Opti-lys (链霉素抗
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性，Sm+)。 

将质粒 pBAD-lys、pBAD-Opti-lys 和 pCDF- 

BAD-Opti-lys 分别转化至大肠杆菌 BL21(DE3)

感受态细胞，挑取阳性克隆后得到 pBAD-lys 

BL21(DE3) 、 pBAD-Opti-lys BL21(DE3) 和

pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)这 3 种质粒型

条件自溶菌。 

1.2.2  质粒型条件自溶菌裂解效率的测定 

分别取 1 mL 构建成功的质粒型条件自溶

菌培养过夜的菌液接种于含有相应抗生素(氨

苄青霉素 50 μg/mL、链霉素 50 μg/mL)的 2 瓶

50 mL LB 液体培养基中，37 °C、185 r/min 继

续培养 2.5 h 后，混匀 2 瓶菌液，而后将菌液

平分，设置①号对照组和②号实验组，②号

实验组加入终浓度为 0.2%的阿拉伯糖，①号

对照组加入等体积的灭菌去离子水，在 37 °C、

185 r/min 培养，分别于 0.5、1.0、1.5、2.0、

2.5、3.0、3.5、4.0 h 测定菌液 OD600，以裂解

时间为横坐标、OD600 为纵坐标，绘制生长曲线

图。分别于 1、2、3 h 取 100 µL 菌液稀释成适

当梯度后涂布平板，次日观察平板菌落生长情

况，计算菌落形成单位(CFU)，并计算 3 种质

粒型条件自溶菌的裂解率，计算公式为： 

裂解率(%)=[1−(实验组/对照组)]100。 

1.2.3  不同浓度的阿拉伯糖对 pCDF-BAD- 

Opti-lys BL21(DE3)生长的影响 

按照 1.2.2 方法，分别使用终浓度为

0.2%、0.02%和 0.002%的阿拉伯糖对 pCDF- 

BAD-Opti-lys BL21(DE3)进行诱导裂解，绘制不

同浓度诱导下 pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)的

生长曲线。 

1.2.4  质粒型条件自溶菌的诱导表达和胞内

eGFP 释放的检测 

将 pET28a-eGFP 质粒转化条件自溶菌

pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)中，活化过夜，

次日取 1 mL 菌液接种于含有相应抗生素(氨苄

青霉素 50 μg/mL、链霉素 50 μg/mL)的 50 mL LB

液体培养基中，接种 2 瓶，37 °C、185 r/min 培养

至 OD600为 0.1−0.3 后，加入终浓度为 0.1 mmol/L

的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (Isopropyl-beta-D- 

thiogalactopyranoside，IPTG)，37 °C 诱导表达

至 OD600 为 0.2−0.6 后，混匀 2 瓶菌液，而后将

菌液平分，取其中 1 瓶加入终浓度为 0.2%的阿

拉伯糖，剩下 1瓶作为对照。37 °C继续培养，

分别于 1、2、3 h 测定菌液 OD600，检测自溶菌

表达 eGFP 后，阿拉伯糖诱导裂解宿主情况。

分别取阿拉伯糖诱导表达 1、2、3 h 后的菌

液，4 °C、4 000 r/min 离心 10 min 后，保存上

清 A，另外取 1 mL 菌液冰上超声破碎(破碎 3 s，

停 3 s，共 5 min)，4 °C、1 2000 r/min 离心

2 min 后保存上清液 B，对照组菌液于 4 °C、

4 000 r/min 离心 10 min 后，保存上清 C。分别

取 100 µL 上清液，在激发波长 488 nm、发射

波长 510 nm 的条件下检测 eGFP 荧光强度，并

计算胞内 eGFP 的释放率，计算公式为：释放

率(%)=实验组上清中 eGFP 荧光强度/实验组破

碎后上清中 eGFP 荧光强度×100。 

1.2.5  Ni-NTA 纯化 eGFP 蛋白 

将条件自溶菌 pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)

诱导表达 3 h 后的实验组菌液于 4 °C、4 000 r/min

离心 10 min，收集离心后的上清液(上清 A)，使

用 0.22 µm 一次性针头滤器过滤上清 A，在滤液

中加入 1%的 1 mol/L Tris-HCl 溶液(pH 8.0)和

300 mmol/L NaCl 制备纯化样品。用 2 倍

Ni-NTA 体积的 Binding Buffer (1% 1 mol/L 

Tris-HCl 溶液(pH 8.0)平衡柱子，控制流速为

0.5 mL/min (大概 1−2 s 一滴)，加入纯化样品，

用 2 倍 Ni-NTA 体积的 Washing Buffer (1% 

pH 8.0 的 1 mol/L Tris-HCL 溶液，20 mmol/L 

imidazole，300 mmol/L NaCl)洗脱杂蛋白，用

Elution Buffer (1% pH 8.0 的 1 mol/L Tris-HCL 溶

液，200 mmol/L imidazole，300 mmol/L NaCl)
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洗脱目的蛋白。采用 SDS-PAGE 的方法对洗脱

后的目的蛋白质进行检测分析。 

2  结果与分析 

2.1  质粒型条件自溶菌的构建 
利用 Nco I 和 Hind III 对 lys 基因及根据大

肠杆菌密码子使用频率优化后的 Opti-lys 基因

进行酶切，并将酶切后的 lys 基因或 Opti-lys 基

因克隆到质粒 pBAD-HisA 和 pCDF-BAD- HisA 

(实验室自建载体)上，质粒经生工生物工程(上

海)股份有限公司测序确认，质粒图谱如图 1

所示，lys 或 Opti-lys 的表达由阿拉伯糖启动子调

控，pBAD-lys 和 pBAD-Opti-lys 携带 ColE1 复制

子，pCDF-BAD-Opti-lys 携带 CloDF13 复制子。

将上述 3 种质粒转入大肠杆菌 BL21(DE3)获得

质粒型条件自溶菌。 

 

 
 

图 1  表达载体的质粒图谱   A：pBAD-lys 质粒图谱；B：pBAD-Opti-lys 质粒图谱；C：pCDF-BAD- 

Opti-lys 质粒图谱 

Figure 1  Plasmid diagram of expression vectors. A: Plasmid diagram of pBAD-lys; B: Plasmid diagram of 
pBAD-Opti-lys; C: Plasmid diagram of pCDF-BAD-Opti-lys. 
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2.2  质粒型条件自溶菌的裂解效率 
与含有相同表达载体而不添加诱导剂的

自溶菌大肠杆菌 BL21(DE3) (CK 组)相比，经

过阿拉伯糖(终浓度为 0.2%)诱导 0.5 h 后的自

溶 菌 pBAD-lys BL21(DE3) 、 pBAD-Opti-lys 

BL21(DE3)和 pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)

的 OD600 均开始下降(图 2)，菌液逐渐澄清，开

始出现裂解，其生长受到了显著的抑制，而且

在阿拉伯糖(终浓度为 0.2%)诱导 1、2、3 h 后

的 CFU/100 µL 均显著下降，裂解率均能达到

99.99%以上，其中，pCDF-BAD-Opti-lys BL21 

(DE3)相较于 pBAD-lys BL21(DE3)和 pBAD- 

Opti-lys BL21(DE3)而言，裂解宿主的效果更显

著(表 1)。 

2.3  不同浓度阿拉伯糖诱导的 pCDF- 

BAD-Opti-lys BL21(DE3)生长曲线 
与 CK 组相比，加入终浓度为 0.2%、0.02%

和 0.002%的阿拉伯糖诱导 0.5 h 后，pCDF- 

BAD-Opti-lys BL21(DE3)的 OD600 均出现明显

下降，效果基本相同(图 3)。表明不同浓度的阿

拉伯糖(终浓度为 0.2%、0.02%和 0.002%)对

pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)质粒型条件自

溶菌裂解的影响不显著。 

2.4  条 件 自 溶 菌 pCDF-BAD-Opti-lys 

BL21(DE3)中重组绿色荧光蛋白(eGFP)的

表达和释放 

2.4.1  胞内 EGFP 释放的检测 

与含有相同表达载体而不添加诱导剂的自 

 

   
 

 
 

图 2  阿拉伯糖诱导质粒型条件自溶菌裂解 0−4 h 的生长曲线   A：pBAD-lys BL21(DE3)生长曲

线；B：pBAD-Opti-lys BL21(DE3)生长曲线；C：pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)生长曲线 

Figure 2  Growth curves of L-arabinose induced plasmid-mediated opportunistic autolyzed bacteria lysed 
from 0−4 h. A: Growth curves of pBAD-lys BL21(DE3); B: Growth curves of pBAD-Opti-lys BL21(DE3); 
C: Growth curves of pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3). 
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表 1  阿拉伯糖对质粒型条件自溶菌的裂解作用 
Table 1  Splitting action of L-arabinose induced plasmid-mediated opportunistic autolyzed bacteria (n=3) 

Time  

(h) 

pBAD-lys BL21(DE3) pBAD-Opti-lys BL21(DE3) pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) 

CK 0.2% 

L-arabinose 

Lysis  

rate (%) 

CK 0.2% 

L-arabinose

Lysis 

rate (%)

CK 0.2% 

L-arabinose 

Lysis  

rate (%)

1 (2.03±0.50) 

×109 

(2.04±0.80) 

×104* 

99.99 (3.53±0.26) 

×1011 

(4.26±0.24)

×104** 

99.99 (1.08±0.18) 

×1011 

(1.24±0.49) 

×104** 

99.99 

2 (1.95±0.04)  

×1010 

(3.60±1.18) 

×103** 

99.99 (3.39±0.86) 

×1011 

(5.46±0.13)

×104** 

99.99 (2.04±0.08) 

×1011 

(2.32±0.93) 

×103** 

99.99 

3 (4.58±0.38)  

×1011 

(1.00±0.10) 

×103** 

99.99 (1.72±0.52) 

×1011 

(5.10±0.50)

×103* 

99.99 (1.92±0.48) 

×1011 

(1.70±0.72) 

×103** 

99.99 

Note: *: P<0.05; **: P<0.01. 

 

 
 

图 3  不同浓度阿拉伯糖对 pCDF-BAD-Opti-lys 

BL21(DE3)生长的影响 
Figure 3  Effects of varying L-arabinose 
concentrations on the growth of pCDF-BAD- 
Opti-lys BL21 (DE3).  

 
溶菌大肠杆菌 BL21(DE3) (CK 组)相比，加入阿

拉伯糖(终浓度为 0.2%)诱导 1、2、3 h 后，

pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) 胞外培养基中

eGFP 荧光强度明显增加(P<0.01)，而且从宿主胞

内释放到培养基中的 eGFP释放率分别为44.75%、

59.42%和 63.47% (表 2)。这就初步表明了 pCDF- 

BAD-Opti-lys BL21(DE3)能够在阿拉伯糖的诱

导下自我裂解，释放其胞内表达的外源蛋白。 

2.4.2  胞外培养基中 EGFP 蛋白的纯化 

在 pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)中表达

外源蛋白 eGFP，加入阿拉伯糖诱导 3 h 后，利

用 Ni-NTA 对菌液上清中的 eGFP 进行纯化。

如图 4 所示，与 CK 组(泳道 4、7，菌种本身存

在 eGFP 本地表达)相比，加入阿拉伯糖诱导后

1、3 h 菌液上清中的蛋白显著增加(泳道 5、8)，

约为超声破碎组上清中的 eGFP 蛋白表达量的

一半(泳道 6、9，稀释至 1/2)，与表 2 的结果一

致。Ni-NTA 法对诱导裂解 3 h 的菌液上清进行

纯化，结果得到发绿色荧光的蛋白，SDS-PAGE

显示约 30 kDa，可以确定为重组表达的 eGFP。

这就表明经过阿拉伯糖诱导后，pCDF-BAD- 

Opti-lys BL21(DE3)能够裂解宿主释放 eGFP，

而且能纯化此目的蛋白 eGFP。 

 
表 2  pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)裂解释放的宿主 eGFP (pET28a-eGFP)的荧光强度 
Table 2  Fluorescence intensity of eGFP released by host after pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) lysis (n=3) 

Time (h) CK Induced by 0.2% L-arabinose Target protein release rate (%) 

Supernatant Supernatant ultrasonication 

1 1.66±0.07 78.16±0.02**** 174.66±0.49 44.75 

2 4.70±0.17 130.16±1.96**** 219.06±0.54 59.42 

3 8.56±0.11 149.56±0.81**** 235.66±0.16 63.47 

Note: ****: P<0.01. 
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图 4  pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)自溶菌中

的 eGFP 的表达与纯化   1：无 IPTG 诱导；2：

IPTG 诱导 1.5 h；3：Ni-NTA 纯化后的上清；4：

未经阿拉伯糖诱导裂解 1 h 的上清；5：阿拉伯糖

(终浓度 0.2%)诱导裂解 1 h 的上清；6：阿拉伯糖

(终浓度 0.2%)诱导裂解 1 h 菌体超声破碎后的上

清(稀释至 1/2)；7：未经阿拉伯糖诱导裂解 3 h的

上清；8：阿拉伯糖(终浓度 0.2%)诱导裂解 3 h 的

上清；9：阿拉伯糖(终浓度 0.2%)诱导裂解 3 h 菌

体超声破碎后的上清(稀释至 1/2) 

Figure 4  Expression and purification of eGFP in 
pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) autolyzed bacteria. 
Lane 1: Mycelium of pCDF-BAD-Opti-lys 
BL21(DE3) before IPTG induction; Lane 2: 
Mycelium of pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) after 
IPTG inducting 1.5 h; Lane 3: L-arabinose induced 
pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) lysis for 3 h after 
the supernatant of the medium purified by Ni-NTA; 
Lane 4: Medium supernatant of pCDF-BAD-Opti- 
lys BL21(DE3) cultured for 1 h without L-arabinose 
induction; Lane 5: Medium supernatant after 1 h of 
pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) lysis induced by 
L-arabinose (final concentration 0.2%); Lane 6: 
Supernatant of mycelium of pCDF-BAD-Opti-lys 
BL21(DE3) after 1 h of L-arabinose induction after 
ultrasonic fragmentation; Lane 7: Medium supernatant 
of pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) cultured for 3 h 
without L-arabinose induction; Lane 8: Medium 
supernatant after 3 h of pCDF-BAD-Opti-lys 
BL21(DE3) lysis induced by L-arabinose (final 
concentration 0.2%); Lane 9: Supernatant of 
mycelium of pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3) after 
3 h of L-arabinose induction after ultrasonic 
fragmentation 
 

3  讨论 

本研究基于MS2噬菌体 lys基因对宿主的裂

解能力，构建了 pBAD-lys BL21(DE3)、pBAD- 

Opti-lys BL21(DE3) 和 pCDF-BAD-Opti-lys 

BL21(DE3)这 3 种质粒型条件自溶菌，通过阿

拉伯糖诱导 lys 基因的表达，启动自溶菌的自

溶程序，并对 3 种质粒型条件自溶菌的裂解效

率进行测定，结果表明三者均具有 99.99%以上

的裂解率；在此基础上，对诱导剂阿拉伯糖的

使用浓度进行了进一步的分析，证明阿拉伯糖

浓度的改变不能显著影响三者的裂解效率。有

研究指出密码子的偏好性对蛋白的表达有直接

的影响，能通过 tRNA 在翻译水平上改变蛋白

的翻译速度，这种利用密码子偏好性构建的机

制能够加快蛋白的合成 [19-21]。在本研究的自

溶菌构建过程中，根据大肠杆菌密码子的使

用频率，对 lys 基因进行了优化，设计合成了

Opti-lys 基因，结果表明优化后的 Opti-lys 基因

对宿主的裂解效率优于 lys 基因。同时，由于复

制子相同的载体在复制后往往会出现潜在的竞

争，从而导致其在复制后出现基因不均等表

达、丢失等问题，非常不利于载体的共存[22-23]。

因此，本研究将 MS2 噬菌体中的 lys 基因克隆

到不同复制子类型的载体上，使得条件自溶性

宿主能够与商品化的多种载体如 pET 系列载体

相容，解决了相同复制子导致的互斥问题。本

研究为菌体破碎提供了一种新的更简便的方

法，为外源蛋白的原核表达提供了新的思路，

为功能性重组蛋白产品商业化发展提供了新材

料和新技术，同时为进一步研究 lys 基因的作

用及新型抗菌药物的开发奠定了基础。 

在成功构建了质粒型条件自溶菌的基础

上，本研究利用构建的 pCDF-BAD-Opti-lys 

BL21(DE3)表达 eGFP 蛋白，并成功从胞外培

养基中获取并纯化出了 eGFP 蛋白，而且外源

蛋白的转入并不影响此自溶菌的裂解。这证明

利用条件自溶菌表达并直接从培养基中纯化重
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组蛋白的方法是可行的。然而，实验结果也表

明与超声破碎方法比较，宿主经诱导自溶后释

放至胞外培养基中的重组蛋白并不充分，只占

总蛋白的 63.00%左右，其原因可能与 lys 基因

的裂解机制相关。lys 导致宿主细菌壁出现孔

状结构，释放内容物，但不会完全使宿主裂解

成碎片，而是形成菌影[16]。因此，与超声破碎

方法相比较，lys 裂解宿主并不完全，导致部

分重组表达的蛋白不能完全释放到培养基中，

仍被截留在宿主内。有研究通过对 ØX174噬菌

体裂解基因 E 进行基因重排，从而增强了其溶

菌效率，是否能够通过对本研究中的裂解基因

lys 进行基因重排，从而增强其溶菌效率还需

要进一步研究[24]。然而也有研究指出，菌影由

于具有与活菌相同的细胞形态和天然的表面抗

原结构，所以具有与活菌相似的免疫特性，能

够通过一种类似自然感染的方式被人体摄入并

被巨噬细胞等抗原递呈细胞吞噬，从而产生强

烈的免疫应答，以多种方式来增强 DNA 疫苗

的免疫活性，而 lys 基因编码的裂解蛋白被指

出可能用于制备这种菌影[25-26]。由此推测，本

研究构建的基于 lys 基因的质粒型条件自溶菌

在自溶后形成的菌影可以用来增强 DNA 疫苗

的免疫活性，但是否具备这一功能，还需要进

一步的实验进行验证。 

4  结论 

本研究基于 MS2 噬菌体的 lys 基因构建了

pBAD-lys BL21(DE3)、pBAD-Opti-lys BL21(DE3)

和 pCDF-BAD-Opti-lys BL21(DE3)这 3 种质粒

型条件自溶菌，三者均能在阿拉伯糖的诱导作

用下有效裂解宿主菌，裂解效率均能达到 99.99%

以上，而且优化后的 Opti-lys 基因对宿主的裂解

效果更优。阿拉伯糖诱导 pCDF-BAD-Opti-lys 

BL21(DE3)的裂解能使胞内约 63.00%以上的

eGFP 蛋白释放至培养基中，镍亲和层析柱可直

接从培养基中纯化 eGFP，简化了传统外源蛋白

的获取流程。 
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