
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１５．０９．００３

两性多肽结构影响鲍曼不动杆菌外膜通透性的实验研究

张　稢
１，陈　永

１，曾　颖
１△，李秀娟２

（１．重庆市第三人民医院老年病科　４０００１４；２．重庆医科大学附属第一医院第一分院内科　４０００１５）

　　［摘要］　目的　明确两性多肽结构对鲍曼不动杆菌（ＡＢ）外膜通透性的影响。方法　ＰＣＲ扩增ＬｙｓＡＢ３基因及删除两性多

肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ基因，以ｐＥＴ２８ａ（＋）为载体构建重组质粒，在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中表达ＬｙｓＡＢ３及ＬｙｓＡＢ３Ｄ，金属离子

螯合亲和层析法纯化重组蛋白。将ＡＢ分别经ＬｙｓＡＢ３及ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后，用扫描电子显微镜观察菌体形态，荧光显微镜观察

菌体中是否有绿色荧光的聚集。结果　经ＬｙｓＡＢ３处理后的 ＡＢ，在扫描电子显微镜下可见菌体表面粗糙、皱缩，部分裂解为碎

片；在荧光显微镜下可见菌体内有绿色荧光聚集。而删除两性多肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ作用ＡＢ后，却没有上述现象的发生。结论

　两性多肽结构可增加ＡＢ外膜通透性，有助于裂解酶进入其中，达到抗菌目的。
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　　２０１０年中国ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药监测网的数据表明，鲍曼

不动杆菌（ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ，ＡＢ）菌株临床分离率已经

达到革兰阴性菌总体分离率的第３位，其耐药率急剧上升，甚

至到了无药可治的地步［１］。噬菌体是一类细菌依赖性病毒，能

在菌体内快速增殖并最终裂解细菌达到抗菌作用，但噬菌体往

往只能裂解单一的细菌分离株，而不能裂解同一类细菌的其他

分离株。来源于噬菌体的裂解酶则不需要特异性的识别过程，

可裂解不同的细菌分离株，其裂菌谱相比噬菌体明显增宽。当

前裂解酶应用于革兰阴性菌感染的研究很少，这是因为革兰阴

性菌外膜通透性低，限制了裂解酶进入其中裂解细菌［２］。但有

研究指出［３］，部分裂解酶Ｃ端的两性多肽结构，可增加革兰阴

性菌外膜的通透性，形成细菌外膜孔道，有利于裂解酶进入其

中裂解细菌。本文主要对上述观点进行实验验证。

１　材料与方法

１．１　菌株、噬菌体及试剂　ＡＢ菌株来自重庆?临床检验中

心；噬菌体ＡＢ３由前期分离纯化；正反向引物（上海生工生物

工程公司）；ＮｃｏＩ、ＸｈｏＩ、ｄＮＴＰ、ＫｏｄｐｌｕｓＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶（大连宝生物工程公司）；咪唑、异丙基βＤ硫代吡

喃半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤ１Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）、

卡那霉素、ＬＢ培养基、异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａ

ｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）（美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｎｉ
２＋ＮＴＡ亲和层析柱（美国

ＧＥ公司）；ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒（美国Ｎｏｖａｇｅｎ公司）。

１．２　ＬｙｓＡＢ３基因的表达及纯化　将前期分离纯化的噬菌体

ＡＢ３ＤＮＡ作为模板，设计目的基因ＬｙｓＡＢ３的正反向引物，加

入限制性内切酶 ＮｃｏＩ和 ＸｈｏＩ的酶切位点。加入ｄＮＴＰ及

ＫｏｄｐｌｕｓＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ反应，使用回收试剂盒分离纯

化ＰＣＲ产物，使用限制性内切酶ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ分别酶切上述

ＰＣＲ产物和质粒ｐＥＴ２８ａ（＋），加入Ｔ４ＤＮＡ连接酶行连接反

应，构建重组质粒ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３，筛选阳性克隆测定目的基

因序列。将ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３转化到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，

接种于ＬＢ培养液（含卡那霉素５０μｇ／ｍＬ），３７℃振荡过夜培

养至犗犇６００＝０．６，加ＩＰＴＧ诱导表达，离心收集菌体，超声破碎

４℃离心，上清液用 Ｎｉ２＋ＮＴＡ 亲和层析柱分离纯化，经咪唑

洗涤、洗脱后，收集重组蛋白，取样检测，将重组蛋白命名为

ＬｙｓＡＢ３
［４］。

１．３　删除两性多肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ基因的表达及纯化　将

前期分离纯化的噬菌体 ＡＢ３ＤＮＡ作为模板，设计正反向引

物，加入限制性内切酶ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ的酶切位点。扩增Ｌｙｓ
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ＡＢ３基因序列前端的３５４ｂｐ，加入ｄＮＴＰ及ＫｏｄｐｌｕｓＤＮＡ聚

合酶行ＰＣＲ反应，使用回收试剂盒分离纯化ＰＣＲ产物，使用

限制性内切酶 ＮｃｏＩ和 ＸｈｏＩ分别酶切 ＰＣＲ 产物和质粒

ｐＥＴ２８ａ（＋），Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行连接反应，构建重组质粒

ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３Ｄ，筛选出阳性克隆，检测重组质粒目的基因

序列。将ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３Ｄ转化到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，

接种于ＬＢ培养液（含卡那霉素５０μｇ／ｍＬ），３７℃振荡过夜培

养至犗犇６００＝０．６，加ＩＰＴＧ诱导表达，超声破碎４℃离心，上清

液用Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱分离纯化，经咪唑洗涤、洗脱后，收

集重组蛋白，取样检测，将重组蛋白命名为ＬｙｓＡＢ３Ｄ。

１．４　扫描电子显微镜下观察 ＡＢ菌体形态　ＡＢ分别与Ｌｙｓ

ＡＢ３、ＬｙｓＡＢ３Ｄ各５０μｇ混合培养３７℃３０ｍｉｎ后，经固定、

脱水、干燥和真空镀膜制样后，扫描电子显微镜（ＨｉｔａｃｈｉＳ

３０００Ｎ）下观察，并设阴性对照。

１．５　ＡＢ外膜通透性检测　采用ＦＩＴＣ荧光染色的方法观察

ＡＢ外膜通透性的改变。按 Ｍａｎｇｏｎｉ等
［５］所描述的方法，将

ＡＢ于３７℃的ＬＢ培养液振荡过夜，直至犗犇６００＝０．６，之后将

细菌离心、洗涤并重悬于ＰＢＳ缓冲液中。将１０７ 细菌分别混

合５０μｇ的ＬｙｓＡＢ３和ＬｙｓＡＢ３Ｄ，用ＰＢＳ稀释至１００μＬ，设

立阴性对照组。将上述混合物置于ＥＰ管３７℃共育３０ｍｉｎ

后，倾倒于玻片上，３７℃静置３０ｍｉｎ，保证ＡＢ附着于玻片上。

用ＰＢＳ液轻轻冲洗玻片后，滴加１ｍＬＦＩＴＣ溶液（６μｇ／ｍＬ）。

静置３０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ液轻轻冲洗玻片，去除未附着ＦＩＴＣ。

随后分别用普通白光显微镜和荧光显微镜观察玻片，了解绿色

荧光探针ＦＩＴＣ是否能进入菌体内。

２　结　　果

２．１　ＬｙｓＡＢ３基因的表达及纯化　扩增产物经过 ＮｃｏＩ和

ＸｈｏＩ双酶切后，得到ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３载体，筛选阳性克隆抽

提质粒并测序，测序结果与ＧｅｎＢａｎｋＫＣ３１１６６９中的裂解酶基

因相同，构建成功［６］。将ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３转化后，经ＩＰＴＧ诱

导表达，收集菌体超声破碎，取上清液用 Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析

柱分离纯化。十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）显示重组蛋白与预期蛋白相对分子质量２１．０７×１０３

基本一致（图１）。

图１　　ＬｙｓＡＢ３重组蛋白表达的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．２　删除两性多肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ基因的表达及纯化　扩

增产物经ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ双酶切后，得到重组质粒ｐＥＴ２８ａＬｙ

ｓＡＢ３Ｄ，转化后筛选阳性克隆抽提质粒测序，比对后证明同源

性１００％。将ｐＥＴ２８ａＬｙｓＡＢ３Ｄ转化后诱导表达收集菌体超

声破碎，取上清液用 Ｎｉ２＋ＮＴＡ 亲和层析柱分离纯化
［７］。

ＳＤＳＰＡＧＥ显示重组蛋白与预期蛋白相对分子质量１４．６×

１０３ 基本一致，将重组蛋白命名为ＬｙｓＡＢ３Ｄ（图２）。

图２　　ＬｙｓＡＢ３Ｄ重组蛋白表达的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．３　扫描电子显微镜下观察ＡＢ菌体形态　经ＬｙｓＡＢ３处理

后的ＡＢ菌体表面粗糙、皱缩、肿胀、碎片形成，原有形态改变

（图３Ａ）；而ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后及对照组的ＡＢ菌体表面光滑、

形态规则，呈杆状（图３Ｂ、Ｃ）。表明ＬｙｓＡＢ３对 ＡＢ有裂解活

性，而删除了两性多肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ则丧失了抗菌作用，

提示这种两性多肽结构在抗菌过程中可能起到重要作用。

　　Ａ：ＬｙｓＡＢ３处理后；Ｂ：ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后；Ｃ：阴性对照。

图３　　扫描电子显微镜下ＡＢ菌体形态（×１００００）

　　Ａ：ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后普通白光显微镜；Ｂ：ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后荧光显微镜；Ｃ：ＬｙｓＡＢ３处理后普通白光显微镜；Ｄ：ＬｙｓＡＢ３处理后荧光显微镜。

图４　　荧光显微镜下细菌细胞外膜通透性的改变（×４００）
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２．４　荧光显微镜下观察 ＡＢ外膜通透性　ＦＩＴＣ是一种小分

子量（３８９．４Ｄａ）绿色荧光探针，不能通过细菌细胞膜。本研究

发现，ＦＩＴＣ不能进入ＬｙｓＡＢ３Ｄ（删除两性多肽结构）处理过

的ＡＢ菌体，荧光显微镜不能在菌体中发现绿色荧光的聚集

（图４Ａ、Ｂ）；但ＦＩＴＣ却能进入ＬｙｓＡＢ３处理过的 ＡＢ菌体，通

过荧光显微镜可见绿色荧光在菌体内的聚集（图４Ｃ、Ｄ）。提示

裂解酶ＬｙｓＡＢ３的两性多肽结构可增加细菌外膜通透性，有助

于ＦＩＴＣ进入其中
［８］。

３　讨　　论

噬菌体治疗细菌感染时需要与宿主菌发生特异性吸附并

注入其ＤＮＡ，导致噬菌体抗菌谱的专一性太强，大大限制了噬

菌体的应用［２］。而裂解酶是噬菌体基因组复制晚期合成的一

种酶，它能降解细菌细胞壁的肽聚糖结构，从而裂解细菌菌体，

是一种新型杀菌物质。虽然裂解酶应用于革兰阳性菌治疗方

面的研究较多，但应用于革兰阴性菌感染方面的研究却很少。

其原因为革兰阴性菌外膜的主要成分———脂多糖不允许大分

子量物质通过，仅允许小分子量疏水性物质通过。

而噬菌体ＡＢ３来源的裂解酶ＬｙｓＡＢ３Ｃ端（１１３～１４５ａａ）

聚集的氨基酸往往带有较多正电荷，如赖氨酸、精氨酸，周围还

被疏水氨基酸所包绕，构成了包含碱性氨基酸残基的螺旋状两

性多肽结构。借助这种螺旋状两性多肽结构，ＬｙｓＡＢ３的Ｃ端

可明显增加革兰阴性菌外膜的通透性。究其原因可能与细菌

外膜形成离子孔道有关，ＬｙｓＡＢ３的Ｃ端可竞争性地替代革兰

阴性菌外膜中，发挥连接作用的 Ｍｇ
２＋或Ｃａ２＋，并中和脂多糖，

破坏了细菌外膜的密闭性，增加了通透性［３］。ＬｙｓＡＢ３通过细

菌外膜进入菌体后，可水解细胞壁肽聚糖共价键，破坏菌体的

完整性、裂解细菌，达到抗菌治疗目的。有研究指出，缺少Ｃ

端的Ｔ４裂解酶，不能通过细菌外膜，提示裂解酶Ｃ端的两性

多肽结构可能在增加细菌外膜通透性方面起到重要作用［９１０］。

Ｌａｉ等
［３］构建的裂解酶缺少两性多肽结构，仅保留了酶解催化

区域，使裂解酶丧失了对细菌外膜的通透性，抗菌率下降至原

水平的４０％；若进一步去除酶解催化区域，抗菌率可进一步下

降至原水平的２０％，提示两性多肽结构在裂解酶杀菌过程中

起到了重要作用。

本研究发现经ＬｙｓＡＢ３处理后的 ＡＢ，菌体部分裂解为碎

片，残存菌体表面粗糙、皱缩、肿胀，原有形态改变，而删除两性

多肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后的 ＡＢ却未见上述现象。另一

方面，经ＬｙｓＡＢ３处理后的 ＡＢ外膜通透性增加，导致原本不

能通过细胞膜的ＦＩＴＣ进入其中，菌体内可见绿色荧光的聚

集。而删除两性多肽结构的ＬｙｓＡＢ３Ｄ处理后的 ＡＢ菌体中

却未见有绿色荧光的聚集，提示裂解酶的两性多肽结构增加了

细菌外膜通透性，削弱了菌体的密封性，不仅导致裂解酶进入

其中降解肽聚糖，还可导致菌体内重要物质如ＤＮＡ的丢失、

渗透压的改变，最终导致细菌的裂解。下一步的研究将重组和

表达这种两性多肽结构的蛋白质，如果将其与抗菌药物联用，

可成为一种“ｈｅｌｐｅｒａｇｅｎｔ”
［１１］，来增加细菌外膜的通透性，有利

于抗菌药物进入其中发挥作用，提高抗菌药物的杀菌能力。甚

至还可找到一个两性多肽结构蛋白使用的恰当浓度，既可增加

细菌外膜通透性，又不会彻底破坏细菌外膜的完整性，从而减

少菌体裂解所导致的内毒素释放，而这正是裂解酶应用于抗菌

治疗中所存在的最大问题［１２］。

裂解酶ＬｙｓＡＢ３通过其Ｃ端的两性多肽结构来增加 ＡＢ

外膜的通透性，辅助具有酶解催化域的 Ｎ端降解肽聚糖共价

键，导致细菌裂解，达到抗菌目的［１３］。在下一步的研究中，可

通过重组和表达这种两性多肽结构蛋白来增加细菌外膜的通

透性，从而提高抗菌药物的效力，减少耐药率的发生［１４１５］。
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抑癌基因多数作用聚集在细胞周期的调控机制上，通过直接参

与肝细胞的周期调控［８］，促使肝细胞呈现失控性增殖，最终导

致肿瘤的发生。

Ｐ１６蛋白能通过抑制 ＣＤＫ４的活性使细胞分裂停滞于

Ｇ１／Ｓ期阻止细胞的异常增生，是一种重要的抑癌基因，大量研

究显示在肝细胞癌组织中Ｐ１６基因常出现表达缺失或异常，

进展期肝细胞癌组织中其异常率高达６０％，被认为是致病机

制中的重要环节［９］。Ｐ５７位于染色体１１ｐ１５．１，该区域的缺失

常与肿瘤相关。研究显示Ｐ５７在前列腺癌、膀胱癌及胰腺癌

等恶性肿瘤中表达降低［１０１２］。Ｐ５７基因敲除小鼠出现增长过

度，呈现高频率的肿瘤转向，研究主要认为其通过抑制细胞周

期来实现抑制肿瘤发生［１３］。有研究显示Ｐ５７在细胞核中能通

过抑制ｃｙｃｌｉｎＤ１及 ＣＤＫ２的表达，降低 ＣＤＫ４／ｃｙｃｌｉｎＤ１及

ＣＤＫ２／ｃｙｃｌｉｎＥ的活性抑制肿瘤细胞的增殖
［１４］。Ｋｉ６７被广泛

用于反映癌症及肺癌细胞的增殖活性［１５１６］。为了研究Ｐ５７ｋｉｐ２、

Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４在肝癌发生、发展过程中的作用，本研究通过免

疫组织化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析其在肝癌组织、对应的

癌旁组织及正常肝癌组织中的表达水平，结果显示ｐ５７ｋｉｐ２蛋

白在肝癌组织中的表达水平显著低于癌旁组织及正常肝脏组

织，Ｋｉ６７蛋白在肝癌组织中呈现高表达，Ｐ１６ＩＮＫ４在肝癌组织中

表达显著降低，差异有统计学意义，提示Ｐ１６ＩＮＫ４及Ｐ５７ｋｉｐ２表达

可能降低参与细胞周期Ｇ１／Ｓ调控，促使正常肝细胞的增殖发

生紊乱，增长过度，导致肿瘤的发生，在此过程中作为肿瘤细胞

增殖的指标之一，Ｋｉ６７的表达显著增加。根据Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分

级，高分化组中Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｐ１６ＩＮＫ４呈现低表达，Ｋｉ６７表达较低分

化组增加，提示Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｐ１６ＩＮＫ４及Ｋｉ６７在肝癌的发展过程中可

能有重要的作用。

Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２表达降低及 Ｋｉ６７的高表达在肝细胞癌的

发生、发展过程中可能有着重要的作用，Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２参与的

细胞周期Ｇ１／Ｓ期转化异常，可能是肝癌发生的机制之一，三

者联合检测可能对于肝细胞癌的诊断有重要的价值。
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