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鲍曼不动杆菌噬菌体ＺＺ１受体结合蛋白ｇｐ１２的

克隆表达及ＺＺ１ＲＢＰ受体性质鉴定
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【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短尾丝蛋白ｇｐ１２进

行克隆表达并对ＺＺ１ＲＢＰ吸附受体进行鉴定。　方法　原核表达噬菌体ＺＺ１受体结合蛋白ｇｐ１２，根据分子质量、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ｇｐ１２进行鉴定。分别用细菌膜蛋白提取试剂盒和细

菌脂多糖提取试剂盒提取鲍曼不动杆菌表面ＯＭＰ和ＬＰＳ，采用ＥＬＩＳＡ的方法对噬菌体ＺＺ１作用受体性质进行鉴定。

分别用蛋白酶Ｋ和高碘酸盐对ＡＢ０９Ｖ菌进行处理以破坏细菌表面的蛋白质和ＬＰＳ，观察噬菌体ＺＺ１对两种方法处理

ＡＢ０９Ｖ菌的吸附效率。　结果　ＰＣＲ扩增犣犣１犵狆１２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

ｇｐ１２，ＳＤＳＰＡＧＥ显示所表达蛋白的相对分子质量约为５５ｋｕ；使用０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ，蛋白表达基本趋于稳

定；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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ＺＺ１重组

ｇｐ１２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４２．４％；当ＺＺ１重组

ｇｐ３７蛋白和ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白均存在的情况下，ＺＺ１对鲍曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ的吸附率下降５５．８％。ＥＬＩＳＡ和进一步

验证试验显示ＺＺ１重组受体结合蛋白均吸附宿主菌ＡＢ０９Ｖ菌表面的ＬＰＳ。　结论　成功表达了噬菌体ＺＺ１重组受体

结合蛋白ｇｐ１２，ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋白和ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白均吸附宿主菌ＡＢ０９Ｖ表面的ＬＰＳ。
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　　噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ，ｐｈａｇｅ）是可以感染细菌、

真菌、放线菌或者螺旋体等微生物的病毒，因为有些可

以使宿主菌裂解，所以称之为噬菌体［１３］。近年来，随

着抗生素的广泛使用和滥用，细菌的耐药趋势日益严

峻［４６］。而噬菌体自然资源丰富、制备工艺简单、研发

周期短，因此被认为是替代抗生素杀灭耐药菌的一种

有效工具［７１２］。Ｔ４噬菌体呈蝌蚪形，由一个头部和一

个可以伸缩的尾部构成，属肌尾型噬菌体［１３］。Ｔ４噬

菌体的头部呈长形二十面体对称，由蛋白质外壳结构

包裹基因组ＤＮＡ组成。其尾部组成结构复杂，由尾

鞘、尾鞘包裹的中空尾管、六边形的基板和尾丝构成。

在基板上附着有两种尾丝，６个长尾丝（ｌｏｎｇｔａｉｌｆｉ

ｂｅｒｓ，ＬＴＦｓ）和６个短尾丝（ｓｈｏｒｔｔａｉｌｆｉｂｅｒｓ，ＳＴＦｓ又

称为尾钉），为 Ｔ４噬菌体感染吸附宿主菌的重要结

构［１４］。Ｔ４噬菌体的短尾丝由ｇｐ１２蛋白三聚体组成。

长尾丝由ｇｐ３４、ｇｐ３５、ｇｐ３６、ｇｐ３７４种蛋白组成，其中

ｇｐ３７也是三聚体结构。组成尾丝的 ｇｐ３４、ｇｐ３７和

ｇｐ１２共同拥有一些同源基序，尤其是ｇｐ３７和ｇｐ１２的

Ｃ末端区域同源，可能与两者都能结合脂多糖有

关［１３，１５１７］。前期研究证明噬菌体ＺＺ１也是一株 Ｔ４

ｌｉｋｅ噬菌体，并克隆表达了噬菌体ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋

白。本实验将对噬菌体ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白进行克隆

表达，并对两种重组受体结合蛋白（ＲＢＰ，ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）的受体性质进行鉴定，为噬菌体与细

菌之间的相互作用研究奠定基础。

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由本实验室分离；质粒

ＰＱＥ８０Ｌ、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，

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，ｄＮＴＰ，１０×ｂｕｆｆｅｒ和 ＤＬ５０００

Ｍａｒｋｅｒ均购自日本Ｔａｋａｒａ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；Ｔｒｉｓ，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；脱脂奶粉，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（ｐｒｅｓ

ｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒｓ）为美国Ｔｈｅｒｍｏ产品；ＢＣＡ蛋

白分析试剂盒（ＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎｋｉｔ）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ＢＩＯＳＨＡＲＰ公司；多粘菌素Ｂ（ＰＭＢ）

为生工生物工程（上海）股份有限公司产品；鼠抗ＺＺ１

多克隆抗体由本室制备并保存；营养肉汤，琼脂粉，营

养琼脂和营养肉汤均购自上海泽叶生物科技有限公

司。

２　方法

２．１　噬菌体ＺＺ１受体结合蛋白基因ＺＺ１ｇｐ１２的克隆

和表达　针对预测的噬菌体ＺＺ１ｇｐ１２基因设计引物，

由生 工 生 物 工 程 （上 海）股 份 有 限 公 司 合 成。

犣犣１犵狆１２Ｌ：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＧＧＣＴＧＡＧＡ

ＣＴＣＣＡＴＴＡＡＡＴ３′；犣犣１犵狆１２Ｒ：５′ＣＧＧＧＧＴＡＣ

ＣＣＣＧＴＴＡＡＧＣＣＡＣＣＴＴＡＡＴＡＡＴ３′。以ＺＺ１基因

组ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增犣犣１犵狆１２基因。ＰＣＲ体

系：ｔｅｍｐｌａｔｅ４μＬ，ｄＮＴＰ８μＬ，Ｔａｑｅｎｚｙｍｅ０．８μＬ，

上游引物１．５μＬ，下游引物１．５μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ１０

μＬ，补足ｄｄＨ２Ｏ至１００μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５２℃退火４０ｓ，７２℃延伸

３ｍｉｎ，３５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。对扩增

产物以及质粒ＰＱＥ８０Ｌ进行双酶切，用Ｔ４连接酶将

酶切目的片段连接，构建受体结合蛋白的重组质粒

ＰＱＥ８０ＬＺＺ１ｇｐ１２。将重组质粒转化入大肠埃希菌

ＤＨ５α内。收集阳性克隆菌，提取质粒进行双酶切鉴

定和测序验证。将验证正确的重组质粒导入表达菌株

ＢＬ２１中，ＩＰＴＧ 诱导表达目的蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析目的蛋白表达情况。

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观察重组蛋白与噬菌体ＺＺ１中和抗体的结合作
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用，评价重组受体结合蛋白的反应原性。将鲍曼不动

杆菌ＡＢ０９Ｖ与纯化的噬菌体ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白共

孵育，再通过吸附干扰试验观察ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白

对ＺＺ１吸附鲍曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ的竞争干扰作用。

２．３　ＺＺ１重组受体结合蛋白受体性质的鉴定　用细

菌外膜蛋白提取试剂盒和细菌脂多糖提取试剂盒分别

提取鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ的外膜蛋白（ＯｕｔｅｒＭｅｍ

ｂｒａｎｅＰｒｏｔｅｉｎ，ＯＭＰ）和脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，

ＬＰＳ）。分别以提取的ＯＭＰ和ＬＰＳ为包被抗原，以６

×ｈｉｓ标签单抗为一抗进行ＥＬＩＳＡ，判断两种重组受

体结合蛋白的受体性质。分别用蛋白酶 Ｋ和高碘酸

盐对鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ菌进行处理，以破坏细菌

表面的蛋白质和ＬＰＳ，测定噬菌体ＺＺ１对两种方法处

理的 ＡＢ０９Ｖ菌的吸附效率，进一步验证两种重组受

体结合蛋白对提取纯化的两种受体的吸附作用，以及

与噬菌体ＺＺ１吸附细菌表面受体作用的一致性。

结　果

１　目的基因犘犆犚扩增

ＰＣＲ扩增犣犣１犵狆１２基因，扩增产物约为１５００

ｂｐ（图１），与预期相符。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　犣犣１犵狆１２ＰＣＲ产物

图１　犣犣１犵狆１２基因犘犆犚产物１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　犣犣１犵狆１２ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．１　犣犣１犵狆１２犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

２　重组质粒的鉴定

分别提取感受态 ＤＨ５ɑ阳性克隆菌质粒、ＺＺ１

ＤＮＡ，以及转化ＰＱＥ８０ＬＺＺ１ｇｐ１２基因阳性克隆菌株

质粒进行ＰＣＲ，扩增产物大小均为１５００ｂｐ（图２Ａ、

２Ｂ）；对重组质粒进行双酶切，得到目的基因片段和线

性化质粒片段（图２Ｃ）。对重组质粒测序，结果与预测

基因序列完全一致。

３　犣犣１重组犵狆１２蛋白的诱导表达及可溶性分析

鉴定正确的阳性表达菌株经终浓度为０．５ｍｍｏｌ／

ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析表达蛋白的分

子质量为５５ｋｕ（图３Ａ），与理论值一致。为了优化蛋

白表最佳诱导时间，重组菌分别用ＩＰＴＧ诱导０、１、２、

４、６、８、１０ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ检测ＺＺ１ｇｐ１２重组受体结合

蛋白表达情况，结果如图３Ｂ。可见在ＩＰＴＧ诱导４ｈ

蛋白表达基本趋于稳定。阳性表达菌株经终浓度为

０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ３７℃诱导过夜，收集菌体，超声破

碎后分别取上清和沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果如

图３Ｃ，ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白主要存在于上清中，即可溶

性表达较多。

　　Ａ　ＤＨ５ɑ阳性克隆质粒和ＺＺ１ＤＮＡＰＣＲ扩增　Ｍ　ＤＮＡ标志

物　１　ＺＺ１ＤＮＡＰＣＲ产物　２～６　ＤＨ５ɑ阳性克隆质粒ＰＣＲ产物　

Ｂ　重组质粒ＰＣＲ鉴定　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１、２　重组质粒ＰＣＲ产物

　Ｃ　重组质粒双酶切鉴定　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　重组质粒双酶切

图２　重组质粒犘犆犚及双酶切鉴定

Ａ　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇ犈．犮狅犾犻ＤＨ５αＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌｓａｎｄ

ＺＺ１ＤＮＡａｓｔｅｍｐｌａｔｅｓ　Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１　ＺＺ１ＤＮＡＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

　２６　犈．犮狅犾犻ＤＨ５αＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌｓＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ　Ｂ　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄａｓｔｅｍｐｌａｔｅｓ　Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１，２

　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ　Ｃ　Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ　Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊

　　Ａ　重组菌表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准

　１　重组菌ＩＰＴＧ未诱导　２　重组菌ＩＰＴＧ诱导４ｈ　Ｂ　不同诱导

时间表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１～７　依

次为ＩＰＴＧ诱导０、１、２、４、６、８、１０ｈ　Ｃ　ＩＰＴＧ３７℃诱导重组菌表达蛋

白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ＩＰＴＧ诱导重组菌

超声破碎上清　２　ＩＰＴＧ诱导重组菌超声破碎沉淀

图３　犣犣１重组犵狆１２蛋白的诱导表达与可溶性分析

Ａ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

　Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）ｕｎｉｎ

ｄｕｃｅｄｃｅｌｌ２ＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ４ｈｏｕｒｓ　Ｂ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓ　Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１

７　ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＩＰＴＧｆｏｒ１，２，３，４，５，６，ａｎｄ７ｈｏｕｒｓｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅＣＳＤＳ

ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ＩＰＴＧａｔ３７℃ ＭＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１　ＩＰＴＧｉｎｄｕｃｅｄ４ｈｏｕｒｌｙｔｉｃｓｕｐｅｒ

ｎａｔａｎｔａｔ３７℃　２　ＩＰＴＧｉｎｄｕｃｅｄ４ｈｏｕｒｃｌｅａｖａｇｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｔ３７

℃

犉犻犵．３　犐狀犱狌犮犲犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狊狅犾狌犫犻犾犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊

狅犳犣犣１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犵狆１２狆狉狅狋犲犻狀

４　犣犣１重组犵狆１２蛋白纯化及鉴定
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大量诱导ＺＺ１重组受体结合蛋白的表达。收集

菌体，超声破碎后取上清，采用镍柱纯化ＺＺ１重组

ｇｐ１２蛋白，结果显示该蛋白可被２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗

脱缓冲液洗脱。将洗脱蛋白纯化后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ，该蛋白可被ｈｉｓ标签抗体和小鼠抗ＺＺ１多克隆抗

体识别，反应条带均位于５５ｋｕ处（图４），表明纯化的

重组蛋白仍具有反应原性。

图４　重组蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．４　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

５　犣犣１重组犵狆１２受体结合蛋白与犣犣１竞争性吸附

犃犅０９犞试验

竞争吸附试验显示，在ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白存在

的情况下，ＺＺ１对鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ的吸附率下

降４２．４％；当ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋白和ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋

白均存在的情况下，ＺＺ１对鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ的

吸附率下降５５．８％（图５）。

图５　犣犣１重组犵狆１２蛋白与犣犣１竞争吸附 犃犅０９犞试验

犉犻犵．５　犣犣１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犵狆１２狆狉狅狋犲犻狀犮狅犿狆犲狋犻狋犻狏犲犾狔

犪犱狊狅狉犫狊犃犅０９犞狑犻狋犺犣犣１

６　犣犣１重组受体结合蛋白受体性质的鉴定

６．１　ＡＢ０９Ｖ膜蛋白含量　按照细菌膜蛋白提取试剂

盒说明书中的方法提取鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ 膜蛋

白，用ＢＣＡ法（绘制蛋白含量标准曲线）进行蛋白定

量。提取ＡＢ０９Ｖ的ＯＭＰ蛋白含量为２．７４ｍｇ／ｍＬ。

６．２　ＺＺ１重组蛋白与 ＡＢ０９Ｖ菌 ＯＭＰ和ＬＰＳ作用

的ＥＬＩＳＡ检测　鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ菌膜蛋白与

ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋白和ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白作用的Ａ４５０

值分别为０．０３８±０．０３和０．０５４±０．０３，与对照组

Ａ４５０ 值０．０４１±０．０２比较差异均无统计学意义（均犘

＞０．０５），说明ＺＺ１重组ｇｐ３７和ｇｐ１２蛋白均不与鲍

曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ表面ＯＭＰ结合（图６）。

１　对照孔　２　ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋白孔　３　ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白孔

图６　犣犣１重组犵狆３７蛋白和犣犣１重组犵狆１２蛋白

与犃犅０９犞菌犗犕犘作用的犈犔犐犛犃检测

１　Ｃｏｎｔｒｏｌ　２　ＯＭＰｃｏａｔｅｄｐｌａｔｅｓｗｉｔｈＺＺ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｐ３７

ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ　３　ＯＭＰｃｏａｔｅｄｐｌａｔｅｓｗｉｔｈＺＺ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｇｐ１２ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

犉犻犵．６　犈犔犐犛犃狉犲狊狌犾狋狊狅犳犣犣１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犵狆３７犪狀犱犵狆１２狆狉狅狋犲犻狀

狑犻狋犺犃犅０９犞狊狋狉犪犻狀犗犕犘

鲍曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ菌脂多糖与ＺＺ１重组ｇｐ３７

蛋白、ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白作用后的 Ａ４５０ 值分别为

０．５４２±０．０９和１．４７７±０．０９，与对照组Ａ４５０ 值０．２１６

±０．０７比较差异均有统计学意义（均犘＜０．０１。说明

ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋白和ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白均能与鲍

曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ表面ＬＰＳ结合（图７）。

　　１　对照孔　２　ＬＰＳ与ＺＺ１重组ｇｐ３７蛋白作用孔　３　ＬＰＳ与

ＺＺ１重组ｇｐ１２蛋白作用孔

图７　犣犣１重组犵狆３７和犵狆１２蛋白与犃犅０９犞菌犔犘犛作用的犈犔犐犛犃检测

１　Ｃｏｎｔｒｏｌ　２　ＬＰＳｃｏａｔｅｄｐｌａｔｅｗｉｔｈＺＺ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｐ３７ｐｒｏ

ｔｅｉｎａｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ　３　ＬＰＳｃｏａｔｅｄｐｌａｔｅｗｉｔｈＺＺ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｇｐ１２

ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

犉犻犵．７　犈犔犐犛犃狉犲狊狌犾狋狊狅犳犣犣１狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犵狆３７犪狀犱犵狆１２狆狉狅狋犲犻狀

狑犻狋犺犃犅０９犞狊狋狉犪犻狀犔犘犛
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６．３　蛋白酶 Ｋ对ＺＺ１吸附的影响　图８显示，ＺＺ１

对经蛋白酶Ｋ破坏 ＯＭＰ后的鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ

的吸附率与未处理ＡＢ０９Ｖ比较差异无统计学意义（犘

＞０．０５）。表明ＺＺ１的受体可能不是蛋白类受体。

图８　蛋白酶犓对噬菌体犣犣１吸附的影响

犉犻犵．８　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳狆狉狅狋犲犻狀犪狊犲犓狅狀犪犱狊狅狉狆狋犻狅狀狅犳狆犺犪犵犲犣犣１

６．４　高碘酸钾对ＺＺ１吸附的影响　ＺＺ１对经高碘酸

钾作用后的ＡＢ０９Ｖ菌的吸附率与对照相比下降７５％

（图９）。表明鲍曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ表面的脂多糖是

噬菌体ＺＺ１的受体。

图９　高碘酸钾对犣犣１吸附的影响

犉犻犵．９　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳狆狅狋犪狊狊犻狌犿狆犲狉犻狅犱犪狋犲狅狀犪犱狊狅狉狆狋犻狅狀狅犳狆犺犪犵犲犣犣１

讨　论

Ｔ４噬菌体是Ｔ４ｌｉｋｅ噬菌体家族中的代表，也是

研究最为深入的一株噬菌体［１８］。研究发现，位于Ｔ４

基板上的长尾丝末端的ｇｐ３７以及组成短尾丝的ｇｐ１２

是参与Ｔ４双受体识别的关键结构，可特异性吸附结

合大肠埃希菌表面的噬菌体受体［１９］。其中，位于长尾

丝末端的ｇｐ３７蛋白先与大肠埃希菌表面的ＬＰＳ发生

可逆的作用，当３个或更多的长尾丝末端ｇｐ３７蛋白与

ＬＰＳ发生作用后，位于基板上的６个短尾丝蛋白ｇｐ１２

才能发生构象变化，并与大肠埃希菌外膜上的ＬＰＳ发

生不可逆的结合，从而完成吸附过程［２０２３］。前期研究

发现，不动杆菌属噬菌体ＺＺ１属于Ｔ４ｌｉｋｅ噬菌体家

族成员之一。电镜观察噬菌体ＺＺ１与噬菌体Ｔ４有着

相似的形态，尾部也有６个长尾丝和６个短尾丝（或称

为尾钉）［２４２５］。利用生物信息学的方法预测到的噬菌

体ＺＺ１ｇｐ１２和ＺＺ１ｇｐ３７基因与 Ｔ４噬菌体ｇｐ１２和

ｇｐ３７基因在核酸序列上的同源性分别为５７％和

４９％，在氨基酸序列上的相似性分别为４２％和１８％；

预测到的噬菌体ＺＺ１ｇｐ１２和ｇｐ３７基因在核酸序列上

的同源性为３２％，在氨基酸序列上的相似性仅为

１４％。

为探索噬菌体ＺＺ１吸附鲍曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ表

面的受体性质，本研究克隆表达了鲍曼不动杆菌噬菌

体ＺＺ１的两种预测的受体结合蛋白，并通过ＥＬＩＳＡ

检测了两种重组蛋白ｇｐ１２和ｇｐ３７分别与提取纯化的

ＡＢ０９Ｖ外膜ＯＭＰ和ＬＰＳ的相互作用。结果显示，鲍

曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ菌脂多糖均能与ＺＺ１的两种重组

受体结合蛋白ｇｐ１２和ｇｐ３７结合，而鲍曼不动杆菌

ＯＭＰ不与ｇｐ１２和ｇｐ３７结合。比较ＥＬＩＳＡ检测的Ａ

值，位于长尾丝末端的ｇｐ３７与ＬＰＳ的作用弱于短尾

丝ｇｐ１２。究其原因可能为长尾丝与ＬＰＳ的作用常常

是可逆的，而短尾丝与ＬＰＳ的作用是不可逆的。另

外，也可能与ｇｐ３７在折叠成高级结构过程中缺乏“分

子伴侣”ｇｐ３８而无法有效折叠成高级结构有关。这与

噬菌体 Ｔ４相一致，需要进一步验证。为进一步在

ＡＢ０９Ｖ菌的完整细胞表面验证上述的试验结果，本研

究通过噬菌体ＺＺ１吸附ＡＢ０９Ｖ菌的试验观察了完整

噬菌体ＺＺ１病毒颗粒分别与位于 ＡＢ０９Ｖ 外膜上的

ＬＰＳ和ＯＭＰ的作用。结果显示，当ＡＢ０９Ｖ外膜表面

的ＯＭＰ被蛋白酶Ｋ破坏后，噬菌体ＺＺ１对此菌的吸

附率与未处理 ＡＢ０９Ｖ菌比较无显著变化，也就是说

破坏ＯＭＰ后并未影响ＺＺ１对鲍曼不动杆菌 ＡＢ０９Ｖ

的吸附，即ＺＺ１并不与 ＯＭＰ作用；而５５℃吸附对照

反而较蛋白酶Ｋ处理组的吸附率高，可能是当细菌处

于５５℃时其活性受到影响，从而影响了ＺＺ１的吸附；

ＺＺ１对蛋白酶Ｋ作用后的鲍曼不动杆菌ＡＢ０９Ｖ的吸

附较好，可能与ＡＢ０９Ｖ外膜有一层多肽类物质有关，

蛋白酶Ｋ破坏ＡＢ０９Ｖ表面多肽类物质后使ＺＺ１更易

于吸附到 ＡＢ０９Ｖ表面，尚需进一步实验来验证。然

而，当ＡＢ０９Ｖ外膜表面的ＬＰＳ被高碘酸盐破坏后，噬

菌体ＺＺ１吸附率大幅度下降，进一步验证重组表达的

两种ＺＺ１的受体结合蛋白ｇｐ１２和ｇｐ３７的吸附受体

均为ＬＰＳ。
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