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摘要:通过 PCR的方法对海洋噬菌体 E J( 3) 9P1中 ORF172基因进行克隆, 并构建了表达载体 pET28 -

ORF172,转入大肠杆菌 BL21, 在 IPTG诱导下进行表达, 并通过 SDS- PAGE对表达结果进行分析。结果成功

构建了 ORF172的表达体系, 为进一步开展噬菌体 E J( 3) 9P1的尾丝基因结构与功能研究奠定基础。
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Abstract: The geneORF 172 of EJ( 3) 9P1, a marine bacteriophasew as cloned by PCR and inserted into

the prokaryot ic expression vector pET - 28a( + ) . The recomb inant plasm id pET28- ORF172 w as transformed

into the BL21 ce ll to express the pro te in by induct ion w ith IPTG. The result show ed that the system o f the

ORF 172 s expressing had been estab lished. Th is study prov ides a useful too l thatw ill prove its efficacy in the

stud ies of gene function o f the bacteriophase ta il s genes.
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噬菌体是海洋环境中最丰富的生物体种类之一,多样性极其丰富
[ 1]
。目前已经或正在被测序的海

洋噬菌体大约有几十个
[ 2- 4]

,与海洋噬菌体的庞大数量相比微不足道。EJ( 3) 9P1是我们实验室自行分

离和鉴定的一种海洋噬菌体,已经完成了全基因组序列测定和分析。噬菌体 E J( 3) 9P1基因组是一个

全长为 173 800 bp的闭合环状双链 DNA分子, G + C含量为 39. 6% ,含有 268个预测的蛋白质编码开

放阅读框 ( ORFs), 15个 tRNA编码基因, 64个 T4- like启动子, 32个不依赖于 rho因子的转录终止

子
[ 5- 8]
。其中 ORFs平均长度为 595 bp,编码区占基因组的 91. 94%。预测的 268个 ORFs中有 118个

与已知功能的基因有同源性, 68个与已知的未表征的基因有同源性, 有 82个是特有基因,没有比对上

任何已知的序列。使用得最多的起始密码子是 AUG,有 246个 ORFs使用,占 91. 8%, 起始密码子 GUG

和 UUG则用得比较少。终止密码子 UAA有 156个 ORFs使用, 占 58. 2% ; UGA有 90个 ORFs使用, 占
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1: ma rker; 2, 3, 4: ORF172。

图 1 ORF172 PCR扩增结果

F ig. 1 PCR products o f ORF172

30. 6%; UAG用得最少。其中 ORF172序列分析结果显示与 T4噬菌体的尾丝基因有较高同源性
[ 9- 10]

。

本文报道克隆和表达 ORF 172的研究结果, 为进一步开展功能鉴定研究奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株与质粒 大肠杆菌 DH5 ( TaKaRa) , pET - 28b( + ) ( Novagen) ,噬菌体 E J( 3) 9P1由本实

验室提供。

1. 1. 2 试剂 TaK aRa基因组 DNA提取试剂盒、T aK aRa质粒提取试剂盒、TaKaR a胶回收试剂盒、各种

限制性内切酶、Taq酶、T4连接酶 ( TaKaRa);中范围蛋白质标准分子量 (MB I) ; Go lderV iew染料 ( SBS )。

PBS缓冲液 ( pH 7. 2) ; T ris缓冲液 ( pH 7. 2) ; TAE电泳缓冲液; T ris-甘氨酸电极缓冲液。

1. 2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA提取及 ORF172序列的 PCR克隆 按照 TaKaRa基因组 DNA提取试剂盒说明书进

行操作,提取 E J( 3) 9P1噬菌体基因组 DNA。设计的 PCR扩增引物序列为 5 - TGAGGATCCTATG

GCAACTATCA- 3 (下划线为 BamH  酶切位点 )和 5 - CCCAAGCTTCTTGTACTGCC- 3 (下划线为

H ind ! 酶切位点 )。PCR反应条件为: 94 ∀ , 3 m in; 94 ∀ , 45 s; 57 ∀ , 45 s; 72 ∀ , 90 s; 共 30个循环;

72 ∀ , 10 m in。扩增得到的 PCR产物经 10 g /L琼脂糖凝胶电泳成像, 按照 TaKaRa胶回收试剂盒说明

书操作纯化和回收 ORF172序列的 PCR扩增产物, - 20 ∀ 保存待用。

1. 2. 2 表达载体 pET28- ORF172的构建及鉴定 提取 pET - 28b( + )质粒,与 1. 2. 1得到的 PCR产

物分别用 BamH  和 H ind !进行双酶切,酶切产物经电泳切胶和纯化回收后按照 Vector#Insert= 1#10

进行 T4连接酶连接,连接产物转化至 DH 5 感受态细胞,挑选阳性菌落,通过菌落 PCR和双酶切进行

鉴定。

1. 2. 3 pET- 28- ORF172的 IPTG诱导表达 将 pET- 28- ORF172的 BL21( DE3)转化子分别接种至

含有 25 g /mL卡拉霉素的 5 mL LB液体培养基中, 30 ∀ , 200 r/m in,过夜培养; 按 1%的接种量接到含

有 25 g /mL卡拉霉素的 50mL LB液体培养基的三角瓶中, 30 ∀ , 200 r/m in, 4 h, OD 600达 0. 4~ 0. 6;加

入 IPTG( 100 mmo l/L ) 500 L至终浓度为 1 mmo l/L诱导,继续 30 ∀ , 200 r /m in,每间隔 1h取诱导后的

菌液 1 mL;将 1 mL菌液离心, 转移上清至另一新管中待用, 细菌沉淀用 50 L PBS溶液重悬, - 20 ∀

保存待用。

1. 2. 4 pET - 28- ORF172表达产物 SDS- PAGE分析 细菌沉淀加入 50 L 2 ∃ SDS样品缓冲液, 振

荡 15 s, 100 ∀ 煮 5m in,冷却至室温, 12 000 r /m in,离心 2 m in, 采用 125 g /L的 SDS- PAGE胶,浓缩胶

50 g /L, 取 10 L样品电泳,电泳完毕进行银染显色。

2 结 果

2. 1 ORF172序列的 PCR扩增

扩增出 ORF172的特异条带在 2 700 bp左右, 与

预测的 2 772 bp大小相符 (图 1)。

2. 2 pET28- ORF172双酶切分析及菌落 PCR鉴定

构建的表达载体 pET28- ORF172经 BamH  和

H ind !双酶切, 得到 5. 3 kb和 2. 7 kb 2条片段 (图

2) ,分别对应 pET- 28和 ORF172的大小,与预期结果

一致。以 pET28- ORF172重组子做模板进行 PCR扩

增,得到长度约为 2. 7 kb的片段, 与 ORF172大小相

符 (图 3)。

2. 3 pET28- ORF172表达的 SDS- PAGE分析

含有重组载体 pET - 28 - ORF172的细菌经过

IPTG诱导表达后,在总蛋白的 66. 2~ 116 kD分子量
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1: m arker; 2, 3: pET28- ORF172双酶切产物。

1: m arker; 2, 3: pET28- ORF172.

图 2 pET28- ORF172双酶切鉴定结果

F ig. 2 Results of recom b inant plasm id

M: m arker; 1, 2: PCR产物。

M: ma rker; 1, 2: PCR products.

图 3 pET28- ORF172菌落 PCR鉴定结果

F ig. 3 PCR products o f the recomb inant p lasm id s strain

图 4 含重组载体 pET- 28- ORF172的细菌诱导

表达的总蛋白 SDS - PAGE分析

F ig. 4 SDS- PAGE o f the recomb inan t plasm id s stra in

范围之间有 1条蛋白表达带 (图 4, 箭头所指 ), 大小约 97 kD, 与预测的 ORF172蛋白分子量相符。 pET

- 28- ORF172在诱导表达后第 4、5 h表达量最大。

3 讨 论

随着致病性细菌耐药性的加剧, 以及患

免疫抑制病人的伴发症发生率增高, 人类正

面临着严峻的现实 & & & 重新回到 ∋抗生素发

现以前的时代(。目前寻找有效的抗菌制剂

已成为现代医药工业中的紧要问题。在这样

的时代背景下, 噬菌体治疗的研究重新进入

人们的视野
[ 11]
。

有尾噬菌体 ( ta iled phage)在噬菌体中数

量最多,且壳体结构变化最大, 最常见的有尾

噬菌体包括 T4、T7、P22、 、!29等
[ 12]
。有尾

噬菌体的壳体由头部和尾部组成, 头部和尾

部通过颈部相连,头部通常呈二十面体对称,

尾部呈螺旋对称。在已测序的海洋噬菌体

中,绝大部分是有尾噬菌体。T4噬菌体长尾

丝的装配和附着于尾板 6个角顶由 8个基因控制。其中 4个基因 ( 37, 36, 39, 34)的相应蛋白质为尾丝

的结构组分;其余 4个基因 ( 38, 57, 63, W ac)起附属和催化作用
[ 13- 14]

。T4感染机制涉及二组尾丝蛋白

与宿主细胞表面受体相互作用,这些蛋白分别是长尾丝和短尾丝, 围绕噬菌体尾的基板每个对称安排 6

个补充物识别宿主感染。长尾丝负责起始,病毒可逆的附着于宿主细胞。至少 3个长尾丝结合以后, 短

尾丝不可逆的结合它的受体,当尾鞘其后收缩时,短尾丝起不能伸展的作用,阻止噬菌体颗粒从细胞表

面收缩,因此保证尾管进入细胞包膜
[ 15]
。

目前关于噬菌体尾丝基因的报道不多,噬菌体尾部的结构与功能是决定感染宿主范围的第一个关

键因子
[ 16]
,研究噬菌体尾丝基因的结构和功能多样性非常必要。前期工作显示, ORF172与 T4噬菌体

尾丝基因有较高同源性, 我们尝试克隆和表达 ORF172以便开展功能鉴定研究。起初考虑到由于

ORF172蛋白分子量大,希望采用胞外表达载体将 ORF172蛋白重组表达后分泌到胞外, 但是结果发现

表达量极少或者分泌量很少。因此, 本实验采用胞内原核表达载体 pET- 28( b+ )进行胞内重组表达,
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在 IPTG诱导下能够成功表达,不过重组表达量依然不高,不利于后续的分离纯化工作。我们将进一步

研究改进克隆和表达策略,或者通过改进亲和层析标签设计来提高诱导表达规模,从中纯化重组表达的

ORF172蛋白,希望为进一步开展噬菌体 EJ( 3) 9P1的尾丝基因结构与功能研究奠定基础。
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