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摘　要：苏云金芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）广泛用于生物防治，但溶原性噬菌体的随机爆发严重影响了它
的生产。一种新的苏云金芽孢杆菌溶原性噬菌体被分离出来并进行了基因组测序。ＴＭＰ（ｔａｐｅｍｅａｓｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎ）
蛋白质具有协助和控制噬菌体尾巴装配的功能，是噬菌体侵染期间协助其吸附宿主的一种必需蛋白质。使用ＰＣＲ
方法从ＭＺＴＰ０２噬菌体基因组中扩增出ｔｍｐ基因后，连接到ｐＱＥ３０质粒并用Ｍ１５菌株进行表达，获得了相对分
子质量为３５０００的蛋白质条带；该蛋白质经 ＮｉＮＴＡ纯化后，作为抗原注入新西兰家兔制备获得多克隆抗体；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现了一条与原核表达大小一致的蛋白质表达带。噬菌体悬浮液混合ＴＭＰ血清抗体后测定双层
平板的滴度，在噬菌体的侵染复数 （ｍｏｉ）小于１的情况下，噬菌体的滴度与血清抗体的质量浓度呈反比关
系。当一定滴度的噬菌体悬液分别混合２５μｇ／ｍＬ和 ２５０μｇ／ｍＬ的血清质量浓度时，滴度分别为 １×１０５ｐｆｕ／ｍＬ

和 ２×１０３ｐｆｕ／ｍＬ。这一结果表明ＴＭＰ血清抗体能够与ＴＭＰ蛋白质相结合，从而导致了噬菌体滴度的降低。
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ｇｉｎｇ

　　苏云金芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）被广
泛应用于防控鳞翅类昆虫，但是溶原性噬菌体的随

机爆发对苏云金芽孢杆菌杀虫剂生产有很大的危

害。苏云金芽孢杆菌８３％的亚种都是溶原性噬菌
体的寄主［１－２］，噬菌体随机爆发的几率为 １５％ ～
３０％，少数为５０％～８０％，甚至可达１００％［３］。由

于噬菌体的随机爆发造成杀虫剂生产巨大损失，从

１９６０年以来就开展了大量的研究［４］，但到目前为

止，还没获得有效的方法来抑制噬菌体的随机爆

发。１９８４年，发现苏云金芽孢杆菌菌种 Ｈ１４细胞
内有一个小 ＤＮＡ分子的存在，它是一个能够迁移
的线性质粒［５］；这个线性的 ＤＮＡ分子实际上对应
的是溶源性噬菌体的前噬菌体形式。

目前只有３个从苏云金芽孢杆菌中分离的噬菌
体 ＧＩＬ０１，Ｂａｍ３５和 ＧＩＬ１６，已进行了 ＤＮＡ测
序［５－７］。ＧＩＬ０１和 Ｂａｍ３５属于复层噬菌体科，它们
能够侵染很多革兰氏阳性细菌，在结构上只有少数

几种核苷酸有差别。这３种噬菌体的基因组结构有
着非常紧密的关联性［５］，但对随机爆发噬菌体的

机理仍然知之甚少。

噬菌体ＭＺＴＰ０２是从苏云金芽孢杆菌菌株ＭＺ１
分离出来的［８］。它有一个２０面体的头部、一条长
的尾巴，但没有发现尾刺。噬菌体基因组已经测

序，全长 １５７１７ｂｐ， （Ｇ＋Ｃ）含量为 ３７５５％
（ＧｅｎＢａｎｋ，ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＡＹ８９４６９６）。序列分析表
明两个４０ｂｐ长度内嵌终端的碱基重复率为６５％，
其功能为连结两端的基因组。噬菌体ＭＺＴＰ０２基因
组为包含 ｔｍｐ基因在内的 ２０个开放读码框
（ＯＲＦｓ），其中有 ９个编码噬菌体的尾巴蛋白质，
还有２个终端酶亚体、运输蛋白质、头部蛋白质和
尾巴组分等蛋白质。

Ｔｍｐ基因编码的尾卷尺蛋白质 （ＴＭＰ，ｔａｐｅ
ｍｅａｓｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎ）在噬菌体Ｂａｍ３５，Ｇｉｌ０１，ＧＩＬ１６和
ＭＺＴＰ０２中也被发现［９］。ＴＭＰ蛋白质是一种组成噬
菌体尾巴的组分，它在吸附时可以帮助噬菌体吸附

细菌，并控制尾巴的长度或者是尾巴蛋白亚体的形

成，其功能类似于噬菌体的尾巴装配蛋白质。这些

蛋白质可能包括了尾巴长度控制蛋白质，尾巴纤维

蛋白质，尾巴组分蛋白质和尾巴亚结构蛋白质。

本文从噬菌体ＭＺＴＰ０２中克隆到ｔｍｐ基因并在
原核细胞中进行了表达。功能结构分析表明 ＴＭＰ
蛋白质在寄主中可以结合抗血清蛋白和吸附点，这

说明ＴＭＰ蛋白质具有控制装配噬菌体尾巴的功能。
ＴＭＰ抗血清可以抑制噬菌体的滴度，估计可用于
解决苏云金芽孢杆菌生产中控制噬菌体爆发的问

题。

１　材料与方法
１１　菌株与噬菌体

出发菌株 ＭＺ１（Ｂ．ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｕｂｓｐ．ｋｕｒｓｔａ
ｋｉ，ｓｖ．Ｈ３ａ３ｂ３ｃ）分离自广东省梅州市某公司。苏
云金芽孢杆菌 ＺＫ１（Ｂ．ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｕｂｓｐ．ｃｏｒｅ
ａｎｅｎｓｉｓ，ｓｖ．Ｈ２５）、大肠杆菌 （Ｅ．ｃｏｌｉ）菌株 ＴＧ１
和Ｍ１５为本实验室保藏。噬菌体 ＭＺＴＰ０２通过丝
裂霉素Ｃ诱变菌株ＭＺ１中分离得到。
１２　噬菌体 ＭＺＴＰ０２的纯化及其基因组ＤＮＡ的提取

筛选指示剂菌株ＺＫ１，噬菌体滴度的测定和双
层琼脂平板的制作根据ＹｕａｎｄＳｉ［１０］的方法。溶源
性噬菌体的检测方法为：出发菌株 ＭＺ１培养过夜
制得的菌悬液，用质量浓度０５μｇ／ｍＬ的丝裂霉
素Ｃ处理，震荡４ｈ。然后，５μＬ的诱导液、２００
μＬ处于对数生长期的检测菌株ＺＫ１和３ｍＬ含ｗ＝
０７％琼脂的 ＬＢ的培养基混合均匀后，倒入已经
凝结有底层培养基 （含ｗ＝２％琼脂的 ＬＢ培养基）
的平皿里，制作双层培养基，２８℃培养１２～１６ｈ。
出现噬菌斑，证明原菌株有溶源性噬菌体存在。选

取单独的噬菌斑纯化，纯化根据 Ｓａｍｂｒｏｏｋ［１１］的方
法，连续纯化５代。噬菌体基因组 ＤＮＡ的分离提
取根据Ｖｅｒｈｅｕｓｔ［７］的方法。
１３　在Ｅ．ｃｏｌｉＭ１５菌株中表达ｔｍｐ基因

双 引 物， Ｐ１： ５′ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＡＡＴＡ
ＡＴＣＧＧＧＧＣＴＡＣＴＴＧＧ３′和 Ｐ２：５′ＧＴＣＧＡＣＣＴＡ
ＡＡＡＴＡＣＴＴＴＣＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣ３′ ， 两 端 含 有

ＢａｍＨＩ与ＳａｌＩ限制酶位切点，使用 ＰＣＲ扩增噬菌
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体 ｔｍｐ基因。ＰＣＲ产物提纯后，克隆到质粒
ｐＭＤ１８Ｔ（ＴａＫａＲａ），然后转入 ｐＱＥ３０（Ｑｉａｇｅｎ）
构建ｐＱＥ３０ｔｍｐ载体，其中ＴＭＰ蛋白质在Ｎ端与６
×Ｈｉｓ融合。包含 ｐＱＥ３０ｔｍｐ载体的 ＥｃｏｌｉＭ１５
（ｐＲＥＰ４）的菌体细胞培养至浊度 ０６（Ａ６００ｎｍ）
后，加入 １ｍｍｏｌ／ＬｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏ
ｓｉｄｅ（ＩＰＴＧ）的诱变剂，于３７℃保温４ｈ。离心１５
ｍｉｎ，转速７０００ｒ／ｍｉｎ。融合蛋白使用ｗ＝１２％ 的
ＳＤＳＰＡＧＥ分离，考马斯亮蓝染色。
１４　ＨｉｓｔａｇｇｅｄＴＭＰ蛋白的纯化及其抗体的制作

６×Ｈｉｓｔａｇｇｅｄ蛋白质的纯化根据ＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓｉｎ
ｉｓｔＴＭ手册中方法进行。根据 Ａｎｄｒｅｗｓ［１２］的方法，
纯化的６×Ｈｉｓｔａｇｇｅｄ蛋白质用来采集兔子的抗体
毒素血浆。

１５　蛋白质印迹分析
ＳＤＳＰＡＧＥ：分离胶的ｗ为１２％，方法见文献

［１１］。转移到硝酸纤维膜的方法见 ＨｙｂｏｎｄＣｓｕ
ｐｅｒ，ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ。ｗ＝１％封闭溶液进行印
迹封闭，ＴＭＰ蛋白抗体和原血清浓度比例为
１∶５００。免疫反应蛋白显示使用羊抗兔 ＩｇＧ和碱性
磷酸酶。

１６　ｔｍｐ基因的功能分析
噬菌体滴度的测定方法见 ＹｕａｎｄＳｉ［１０］。ＴＭＰ

抗体从注射 ＴＭＰ蛋白的兔子血液中采集。稀释的
ＴＭＰ蛋白与噬菌体溶液混合，首先要试验出噬菌
体滴度的范围，使ＴＭＰ蛋白与噬菌体的滴度存在一
种正比关系。在此比例的范围内，噬菌体溶液分别

与ＴＭＰ抗体、对比蛋白质和同源的胞壁酸酶混合。

２　结　果
２１　ｔｍｐ基因的克隆

来自噬菌体 ＭＺＴＰ０２基因组 ＤＮＡ的 ｔｍｐ基因
通过ＰＣＲ扩增，出现了一条大小为１０００的单一条
带 （图１：Ａ）。将 ＰＣＲ产物克隆到 ｐＭＤ１８Ｔ质粒
并测序。测序结果与ＭＺＴＰ０２基因组中ｔｍｐ基因的
序列一致。ＢａｍＨＩ／ＳａｌＩ限制酶分析显示，基因片
段已经插入了质粒 ｐＭＤ１８Ｔ中相应的位点上 （图

１：Ｂ）。使用 ＢａｍＨＩ／ＳａｌＩ限制酶处理的基因片段
与ｐＱＥ３０载体连接，重组载体命名为 ｐＱＥｔｍｐ。经
ＢａｍＨＩ／ＳａｌＩ限制酶分析，表明 ｔｍｐ基因被正确插
入 （图１∶Ｃ）。
２２　ｔｍｐ基因在 Ｅ．ｃｏｌｉＭ１５菌株中的表达及其纯化

含有ｐＱＥｔｍｐ质粒的 ＥｃｏｌｉＭ１５菌株在３７℃
用 ＩＰＴＧ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导５ｈ，然后收获细胞。从
含有ｐＱＥｔｍｐ质粒的 ＥｃｏｌｉＭ１５菌株中获得了一条

３５０００的蛋白带 （图２），此带与预期的ＴＭＰ蛋白
质大小相当，对比蛋白中没有出现相应的蛋白带。

ＴＭＰ蛋白表达融合了６×Ｈｉｓ，使用 ＮｉＮＴＡ柱子纯
化。所有的泳道中仅出现一条蛋白带 （图３）。
２３　ＴＭＰ抗血清蛋白的制备和检测

ＴＭＰ抗血清蛋白从兔子血液中采集，兔子注
射纯化并融了６×Ｈｉｓ的ＴＭＰ蛋白质。蛋白质印迹
分析表明，抗体血清检测出在 Ｅ．ｃｏｌｉ菌株表达的
融合蛋白质产生了一条清晰的蛋白带，大小为３５
０００，而非免疫血清没有相应的条带 （图４）。
２４　ｔｍｐ基因的功能分析

为了检测噬菌体的滴度，将 ＴＭＰ抗血清与噬
菌体悬液混合。结果表明，在噬菌体ｍｏｉ滴度小
于１时，噬菌体滴度与 ＴＭＰ抗血清的浓度成负比
例关系。当一个指定的噬菌体质量浓度分别与２５
μｇ／ｍＬ和 ２５０μｇ／ｍＬ的ＴＭＰ抗血清混合时，相应
地噬菌体的滴度分别为 １×１０５ｐｆｕ／ｍＬ和 ２×１０３

ｐｆｕ／ｍＬ；同时，采用高纯度、来自相同基因组但
不同基因的胞壁酸酶 （ｍｕｒａｍｉｄａｓｅ，ＭＵＲ）作对
比，结果发现噬菌体的滴度为１０７ｐｆｕ／ｍＬ（图５）。
当加入噬菌体悬液的 ＴＭＰ蛋白抗体质量浓度增加
１０倍时，噬菌体滴度却降低了 ５０倍。这意味着
ＴＭＰ蛋白质可以与寄主细胞上的吸附点结合。在
ＴＭＰ蛋白质存在的情况下，该蛋白与其抗体即吸
附点相结合，因此降低了噬菌体的滴度。ＴＭＰ蛋
白质可能是噬菌体尾巴的一部分，并控制噬菌体尾

巴的装配。但是实验表明，假如噬菌体ｍｏｉ滴度
大于１时，噬菌斑的形成与 ＴＭＰ抗血清没有显示
出负效果。

３　讨　论
噬菌体 ｐｈｉ１１（ＮＰ＿６６３６８４），ｕｌ３６（ＮＰ＿

６６３６８４），λＢａ０１（ＹＰ＿０２０４１０），ｒ１ｔ（ＮＰ＿
６９５０７０），ｐｈｉＬＣ３（ＮＰ＿９９６７１５），ＴＰ９０１－１（ＮＰ
＿１１２７０８），ＴＭ４（ＡＡＤ１７５８５），ｐｈｉ３６２６（ＮＰ＿
６１２８４２）和 ３１５６（ＮＰ＿７９５６９７）与噬菌体 ＭＺ
ＴＰ０２的ｔｍｐ基因序列有较高同源性，这些噬菌体
中的ｔｍｐ基因功能是控制噬菌体尾巴的形成、装配
及构建整个噬菌体尾巴的部件，如尾丝和尾

板［１３－１４］。从以上１０种噬菌体ｔｍｐ基因的保守区的
类同来判断，可以肯定的是噬菌体ＭＺＴＰ０２与其他
的噬菌体存在着某些相同的功能。

另外，ｔｍｐ基因的蛋白质序列与来自５７种噬
菌体的１０种蛋白质显示出同源性［９］，特别同源于

来自Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ和 Ｌａｃｔｏｃｏｃｕｓｌａｃｔｉｓ细胞的
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图１　ｔｍｐ基因的克隆和鉴定
Ｆｉｇ１　Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｍｐｇｅｎｅ

Ａ：ｔｍｐ基因的ＰＣＲ产物（ｌａｎｅ１）；Ｂ：ｐＭＤ１８Ｔｔｍｐ／ＢａｍＨＩ
＋ＳａｌＩ的鉴定 （ｌａｎｅ１）；Ｃ：ｐＱＥｔｍｐ（ｌａｎｅ１）和 ｐＱＥ３０载
体的鉴定 （ｌａｎｅ２）；Ｍ：蛋白质标记

图２　ｔｍｐ基因表达蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍｔｍｐｇｅｎｅ
Ｌａｎｅ１－３分别为：Ｍ１５（ｐＱＥ３０），非诱导的 Ｍ１５（ｐＱＥｔ
ｍｐ）和 诱导的Ｍ１５（ｐＱＥｔｍｐ）；Ｍ：蛋白质标记

图３　纯ＴＭＰ蛋白质的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＴＭＰｐｒｏｔｅｉｎ

Ｌａｎｅ１－４：从缓冲液 Ｄ中的抽提物；Ｌａｎｅ５－７：从缓冲
液Ｅ中的抽提物；Ｍ：蛋白质标记

噬菌体 λＢａ０１，噬菌体 ＭＺＴＰ０２与噬菌体 λＢａ０１，
ｒｌｔ，ｐｈｉＬ３，ＴＰ９０１－１和 ｕｌ３６同属于一个进化系中。
但是噬菌体 ＭＺＴＰ０２与以上１０种之外的噬菌体没
有太高的同源性。例如，与Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ细
胞的噬菌体ｐｈｉ１３仅有２８％的同源性。

图４　ＴＭＰ蛋白质的印迹分析试验
Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＭＰｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｌａｎｅ１－２分别为：注射前兔血清和注射后血清；
Ｍ：预染的蛋白质标记

图５　噬菌体悬液与ＴＭＰ抗血清形成噬菌斑的检测
Ｆｉｇ５　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｑｕｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｈａｇｅ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＭＰａｎｔｉｓｅｒｕｍ
Ａ１和 Ｂ１：无抗血清的对比平皿；Ａ２：２５μｇ／ｍＬＴＭＰ抗
血清；Ｂ２：２５０μｇ／ｍＬＴＭＰ抗血清；Ｃ１：２５０μｇ／ＭｌＴＭＰ
抗血清；Ｃ２：２５０μｇ／ｍＬＭＵＲ抗血清

ｔｍｐ基因编码控制噬菌体尾巴长度及其他功能
的蛋白质［９］，所以该基因与噬菌体尾巴的装配有

关。编码的蛋白质可能包括尾巴长度的控制蛋白、

尾丝蛋白、尾巴构件蛋白、尾巴亚结构蛋白，等

等。当这些抗原蛋白质与相应的抗体结合时，它们

对宿主的吸附被消弱了。ＴＭＰ抗血清与宿主的吸
附点共同竞争噬菌体。ＴＭＰ抗血清的质量浓度越
大，噬菌体能够吸附宿主的几率就越小，形式噬菌

斑的数量就越少。因此，这一关系可以通过检测噬

菌斑点滴度的变化来分析ｔｍｐ基因的功能。
推测噬菌体ＭＺＴＰ０２是一个新品种，它从发酵

菌株苏云金芽孢杆菌 ＭＺ１细胞中分离出来。基因
组分析表明，ｔｍｐ基因的位置在 １０８２８ｂｐ和 １１
８７２ｂｐ之间，长度 １０４４ｂｐ。它编码了一个含有
３４８个氨基酸的蛋白质，大小３５５００。ｔｍｐ基因的
功能使用ＴＭＰ抗体来分析，抗体被加到具有一定
浓度的噬菌体悬液中，噬菌斑的滴度下降 ５０倍，
这一现象说明该基因的蛋白质功能与噬菌体的尾巴
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装配有关。其理由可能是，当噬菌体与 ＴＭＰ抗血
清混合时，抗体与噬菌体尾巴或者部分尾板结合，

因此噬菌体尾巴难以、甚至无法与宿主细胞上的吸

附点结合。这就解释了 ｔｍｐ基因编码类似于尾板、
尾丝、结合蛋白等蛋白质，这些蛋白质具有与宿主

吸附点结合的能力［１５］。但发现当噬菌体的滴度

ｍｏｉ大于 １时，滴度并没有反映这种负比例关
系，说明很多噬菌体颗粒在同一时间内吸附到一个

宿主细胞上，导致了该宿主细胞的破裂。

尽管我们推测到噬菌体尾巴与宿主细胞上的吸

附点之间有这种关系，但还有不了解的地方，噬菌

体尾巴是怎样与吸附点结合的？属于 Ｌａｃｔｏｃｏｃ
ｃｕｓｌａｃｔｉｓ家族的溶源性噬菌体 ＴＰ９０１－１有一条很
长、不会收缩、有终端基板的尾巴，后者估计与宿

主细胞吸附点相结合起主要作用，但是其结合的机

理还不清楚［１６－１７］。

另外一个蛋白质，捕获结合蛋白质 （Ｃａｐｔｕｒｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＢＰ），可能涉及到噬菌体与宿主
细胞的相互作用之中。这一蛋白与其他的蛋白质有

着很多类似性，但是这些蛋白质的碳端结构大多不

同［１８］。有两种噬菌体蛋白质，大小分别为３１０００
和 １６０００，涉及到噬菌体与宿主细胞的相互作用
之中［１９］。一些噬菌体ＤＮＡ的序列被测出，并发现
了一个读码框，该读码框部分折叠并与编码必要的

尾巴蛋白质相结合［２０］。当噬菌体与宿主细胞吸附

点的反应时，非收缩尾巴不会在吸附反应中起到主

要的作用［２１］。

从早期的工作中了解到，噬菌体 Ｔ４的基因２９
编码尾巴蛋白的长度［２２］。对于具有收缩性或者是

非收缩性尾巴的噬菌体，尾巴的长度由ｔｍｐ基因决
定。对于大多数的噬菌体，相应的蛋白质则由其基

因组中的开放读码框决定［２３］。在下个试验中，将

ｔｍｐ基因敲除掉并观察噬菌体突变体，以期发现噬
菌体ＭＺＴＰ０２基因组ｔｍｐ基因更多的功能。
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