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!"!#噬菌体 $%&’蛋白编码基因的确定

朱军民 金晓琳 饶贤才 申晓东 胡福泉"

（第三军医大学基础医学部微生物学教研室 重庆 !$$$14）

摘 要：分离鉴定了 E.E1噬菌体 72 FG蛋白的编码基因并对其功能进行了初步探讨。用 E8H沉淀结合 IJI’梯度
密度离心分离、纯化噬菌体颗粒，通过 KGK6ELH8分析该噬菌体的衣壳蛋白，转印 E%G)膜后，对 72 FG蛋白用 8M9.>
降解法进行 06端氨基酸测序，进而从 E.E1全基因组的 #75个 NO)J中确认该蛋白质的编码基因及其对应的氨基酸
序列。结果显示噬菌体 E.E1有 A种结构蛋白分子，其中 72 FG蛋白是由 NO)1!2A1编码的。72FG蛋白编码基因全长

"7!#+P，HQ I百分含量为 !AR"5S，编码 7"!个氨基酸。该蛋白分子量为 72R!FG，等电点为 7R42A。实验表明该蛋白
是一种结构性蛋白，很可能是噬菌体衣壳蛋白中的一种壳微粒。
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噬菌体（U.@V*,:&P;.W*）是寄生于细菌等微生物
体内的一类病毒，与宿主菌关系密切。宿主菌可通

过噬菌体介导的基因转座而导致耐药性基因、致病

性基因在细菌间横向转移。展开对噬菌体基因组

学、功能基因组学以及噬菌体与其宿主菌相互作用

的研究，对于探讨生物多样性，深入了解生命起源、

遗传变异、生化代谢等许多重要生命现象都有着极

为重要的意义，因此噬菌体的研究一直是一个热点

领域。本研究室自行分离到一株铜绿假单胞菌噬菌

体，命名为 E.E1，其全基因组测序已完成。噬菌体
E.E1全基因组由 !77$1 +P组成，经 NO) <:>M*,搜索
表明 E.E1基因组中具有 #75个（大于 "$$ +P）NO)J，
基因预测分析提示有 2" 个编码基因（I&M:>W J*6
=-*>@*J，IGK）［"，#］。在基因组测序完成后，我们展开
了对该噬菌体基因功能的研究，以便更全面、深入地

了解该噬菌体。本文介绍了对 E.E1 噬菌体 72 FG
蛋白编码基因的确定和功能的初步探讨。

( 材料和方法

()( 铜绿假单胞菌噬菌体 !"!#
铜绿假单胞菌噬菌体 E.E1 为本实验室自行分

离鉴定株。我们从临床标本中分离到其宿主菌铜绿

假单胞菌，然后在医院下水道中分离到该噬菌体，详

情参见文献［1］。其全基因组测序和初步注释已完

成［"，#］，H*>U.>F登录号为：0IB $$!!55，LX$2414#。

()* 噬菌体 !"!#颗粒的纯化
参照文献［!］!噬菌体纯化方法，配备 IJI’ 1层

梯度液，密度分别为 "R!7、"R7$、"R2$WY9Z。将培养
的 E.E1和宿主菌混合悬液经 G0.J* [及 O0.J* L消
化后，0.I’ 沉淀细菌。离心取上清液，用 E8H 4$$$
冰浴沉淀噬菌体颗粒。将沉淀的噬菌体颗粒用 #9Z
的 3\ 液溶解稀释后，加在 1 层 IJI’ 梯度液上，
##$$$,Y9:>高速离心 #;，收集其中相应的灰色区带
即为铜绿假单胞菌噬菌体 E.E1颗粒纯化物。
()# !"!#噬菌体 +’+,!-./分析
参照《分子克隆实验指南》第二版的方法，配备

"#S分离胶和 7S积层胶，将噬菌体 E.E1纯化颗粒
和中分子量标准蛋白质，加入等量的蛋白加样缓冲

液混合，煮沸变性处理后上样，恒压 4$%电泳约 !;
待溴酚蓝指示剂到达凝胶下缘时，停止电泳。切下

含中分子量标准蛋白质的凝胶，用考马斯亮蓝O6#7$
染色观察。其余各泳道的蛋白凝胶切去积层胶部分

进行电转印。

()0 噬菌体 !"!#蛋白转印 !1’2膜
参照文献［7］的方法进行。将余下的 E.E1蛋白

凝胶切去积层胶部分，与 E%G)膜一起，在电转印缓
冲液中平衡 1$9:>。然后在夹板中制备三明治夹
层，由正极到负极依次为：1 层浸湿的 ];.V9.> 滤



纸、!"#$膜、稍小于 !"#$膜的凝胶块、稍小于凝胶
块的 %层 &’()*(+滤纸。整个操作在电转印缓冲液
中进行，注意各层间不能有气泡。将夹板置于电转

印槽中，置 , -冰箱中恒压 %. " 电转印过夜，将
!"#$膜取出用考马斯亮蓝染色，脱色，直至出现明
显的蛋白条带而背景色脱净为止。

!"# 噬菌体 $%$&蛋白 ’(端测序
将转至 !"#$膜上 /0 1#左右的蛋白样品委托

北京大学生命科学院进行蛋白 23端测序，根据 453
*(+降解法，完成 2端的 /个氨基酸的测序。

) 结果

)"! 噬菌体 $%$&蛋白的 *+*($,-.分析
将用 !46 7...沉淀和 898:梯度密度离心法提

取纯化的噬菌体 !(!% 颗粒，经 ;#;3!<64 分析，结
果如图 =所示。可见在中分子量标准蛋白范围内，
凝胶上共可以出现 >条蛋白条带。分子量依次可能
为 ==, 1#、>. 1#、/0 1#、/% 1#、%/ 1#、%% 1#、?> 1#、
?0 1#、?/ 1#（其中的 /0 1#和 /% 1#相距非常接近，
而 /% 1#蛋白量较少，有些模糊）。结果表明噬菌体
!(!%中至少有 >个 @A$9可表达出蛋白质。

图 ! $%$&噬菌体蛋白 *+*($,-.图谱
$BCD= ;#;3!<64 EF G(H)IJBEK’(CI !(!%

=LM(J1IJ；?L!JE)IB+ EF G(H)IJBEK’(CI !(!%L

)") 噬菌体 $%$&蛋白 ’(端测序
在先前的研究中，我们只能从噬菌体 !(!%颗粒

中分离出 ,条蛋白带。其中 %/ 1#蛋白带的含量最
高，当时即已完成该蛋白的氨基酸测序鉴定。在本

研究中，我们通过对 ;#;3!<64条件的优化，分离到
>条蛋白带。转印 !"#$膜后，由于电转印的效率在
!"#$膜上只出现 %条明显的蛋白带：>. 1#、/0 1#、

%/ 1#。达到氨基酸可测序量的只有 /0 1#和 %/ 1#
蛋白带，故将 /0 1#蛋白条带送北京大学生命科学
院进行蛋白 23端测序。
本次蛋白质 23端测序前 / 个氨基酸结果依次

为：<（丙氨酸）、N（亮氨酸）、4（谷氨酸）、A（精氨酸）、
O（谷氨酰胺），加上第一位的 M（蛋氨酸），故其 23端
排列顺序为：M<N4AO。
)"& 噬菌体 $%$& #/0+蛋白编码基因的确认
我们确认 /01#蛋白编码基因的依据有两个：一

是 23末端氨基酸的序列，二是分子量的大小。首
先，从 ?/P个 @A$9中，将编码接近 /01#蛋白产物的
@A$全部列出来，并同时将它们的 2末端氨基酸顺
序列出来，与 /01#蛋白的实际测序结果进行比对，
以确认哪一个 @A$是 /01#蛋白的编码基因。
将噬菌体 !(!%编码近 /0 1#蛋白的 @A$9基因

产物的 23末端氨基酸序列进行比较（表 =）。所测序
列 M<N4AO具有唯一性，对应的是 @A$%,0>%的 23端
的前 P个氨基酸。对 @A$%,0>%进行序列分析，其理论
计算分子量为 /0L,1#，与我们用中分子量标准蛋白
所测的 /01#基本吻合。因此，根据 @A$%,0>%的 23端
氨基酸序列，计算理论分子量大小，可以肯定 /01#
的蛋白条带所对应的 @A$即为 @A$%,0>%。且在整个
噬菌体基因序列中，<N4AO顺序也具有唯一性，只
出现在 @A$%,0>%的 23末端。

表 ! 噬菌体 $%$&所有近 #/0+推定蛋白的
’(端氨基酸序列比较

Q(G:I = 23)IJ*B+(: (*B+E (HB5 9IRSI+HI HE*K(J9BE+ EF (::
/0 1#3KJE)IB+9 HE5I5 GT !(!% CI+E*I

@A$ 23)IJ*B+(: 9IRSI+HI Q’IEJT M&U1#

@A$?=P>0 MVM42W %0L=

@A$%77,P M#N42O %0LP

@A$/>?7 M<ANVW %7L=

@A$>??/ M;<NW; ,,L/

@A$%.7?? M<;M<W /%L0

QIJ**B+(9I CI+I M#QO4A /,LP

@A$=.,%, M86N"6 /PL7

@A$%,0>% M<N4AO /0L,

#2< KE:T*IJ(9I? "#&AV; P=L?

!JB*(9IU’I:BH(9I CI+I MVVXX6 P,L?

@A$,=?.7 M<VAAV 7.L>

)"1 $%$&噬菌体 234&1/5&基因序列分析
@A$%,0>%位于噬菌体 !(!% 基因组的负链上，从

=/= 期 朱军民等：!(!%噬菌体 /01#蛋白编码基因的确定



!"#$!至 !%!%!号碱基，全长 &’"% ()，* + %",#&-，.
+ %",&$-，/ + %0,&!-，1 + %",$#-，* 2 / +
’3,4"-，. 2 1 + "$,&0-。该基因编码产物为 ’&"
个氨基酸，分子量为 ’#,"56，等电点（78）为 ’,4#$。

! 讨论
噬菌体分别由 9:;<;:=>5 /?@:A于 &$&’年和 9;B=C

<’D;:;BB;于 &$&#年发现。它是一种比细菌更小、更
简单、在进化阶梯上更为原始的非细胞形态的生命

现象。最简单的噬菌体只有 &3多个基因，最复杂的
噬菌体有数百个基因。噬菌体生活在一个极为特殊

的环境之中，首先，它们生活在细菌体内，而细菌又

生活在人体内，这就构成了双重生境嵌套的特殊环

境。因此，噬菌体是研究噬菌体、细菌及人体三者相

互作用关系的一种极好的模式生物。

本课题组于 &$$$ 年开始了对铜绿假单胞菌噬
菌体的研究，自行分离到一株铜绿假单胞菌噬菌体，

命名为 7E7!。已经弄清噬菌体 7E7! 全基因组由
"’’3!()组成，经 FG9 H=I<;: 搜索表明 7E7! 基因组
中具有 %’0个大于 &33 ()的 FG9J，基因预测分析提
示有 #& 个 FG9J 可能是编码基因。经 KL*M/ FG9
序列同源性比对，在蛋白质氨基酸水平上，发现有 0
个 FG9J编码产物有同源性序列存在，而其余均是
功能尚不清楚的新基因。应该注意的是，上述基因

的预测，都是现行常用生物信息学分析软件的分析

结果。但这些计算机分析结果最终还是需要实验证

据来证实，才能够最终敲定预测结果的真实性。

先前的研究我们只能从噬菌体 7E7! 颗粒中分
离出 "条蛋白带，对于一个 "万多碱基的噬菌体基
因组，其结构蛋白不应该仅有 "个。本研究采用了
网上介绍的改良方法，对整个实验条件进行了优化。

目前，已经知道的与 7E7!基因组大小相差不多的几
个噬菌体，其噬菌体颗粒在 M6MN7*.O凝胶上，通常
可出现几个到十几个不同的条带［0，#］，而对于与其相

似的铜假单胞菌噬菌体如约 !0 5(的铜假单胞菌噬
菌体 )P= 1/Q 在 M6MN7*.O 凝胶上共出现 &3 条
带［4］，’0 5(的噬菌体 6! 在 M6MN7*.O凝胶电泳后
显示有 0 条蛋白条带［$］。而我们的噬菌体 7E7! 共
有 $条带，与它们都是相类似的，可能已经接近或达
到了噬菌体 7E7! 在 M6MN7*.O 凝胶上的结构蛋白
数。

分离纯化了蛋白条带，我们就有条件确定该蛋

白的编码基因和编码产物的氨基酸序列。在本研究

中，采用 RN末端氨基酸测序结合分子量大小这两个

指标来确认 ’#56蛋白的编码基因。测序结果表明
’#56蛋白的 RN末端氨基酸序列为“*LOGS”。我们
检查了噬菌体 7E7! 的全部 %’0 个 FG9J，发现只有
处在负链上的 FG9!"#$! T !!%’%（根据起始位点命名为

FG9!"#$!）的编码基因其 R 端的 ’ 个氨基酸序列为
“*LOGS”。随后，我们对 FG9!"#$!进行了序列分析，

根据计算，其分子量为 ’#," 56。由表 &可见，与其
分子量最为接近的有两个 FG9J，分别是 FG9&3"!"和

FG9!"#$!，但 FG9&3"!"的序列为“U1.LV.”，与我们所
测的结果完全不同，而 FG9!"#$!的序列为“U*LOGS”，
与我们所测的结果完全一致。因此可以确认

FG9!"#$!就是 ’# 56蛋白的编码基因。
噬菌体基因组所编码的蛋白中，结构性蛋白通

常表达较稳定，且表达拷贝数较高。而调节性蛋白

的转录和翻译水平相对很低，甚至只在噬菌体生活

周期的某些阶段一过性地表达。调节性蛋白即使表

达也仅存在于宿主菌的胞浆之中，而不是噬菌体颗

粒内［&3，&&］。由于我们提取的是噬菌体的颗粒，而不

是细菌胞浆内含物来完成本研究。故本研究中分离

纯化噬菌体颗粒后检测到的上述 $条蛋白带，应该
都是噬菌体的结构性蛋白。因此，本研究的 ’#56蛋
白也应该是噬菌体 7E7!的结构蛋白之一，很可能是
噬菌体衣壳蛋白中的一种壳微粒。至于该蛋白是位

于头部、尾部或其它位置，有待进一步研究。
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D/B?A5-67@/;A !/!( 7/5?-B.A8 NA5A -86./?A< /2< 7P5->-A< D= P8-2; & !Z,Q8A<-CA2?/?-62 B6CD-2A< N-?@ :8:. ;5/<-A2? BA2Q
?5->P;/?-62，?@A2 ?@A ?6?/. 756?A-28 NA5A -86./?A< 62 YEYQ!",Z ?6 >-;P5A 6P? @6N C/2= 756?A-28 C/0-2; P7 6> ?@A ]-5-62
7/5?-B.A & K@A 756?A-2 D/2<8 62 YEYQ!",Z NA5A ?5/28>A5A< 62?6 !^E[ CACD5/2A D= A.AB?562-B ?5/28>A5 CA?@6<& ">?A5Q
N/5<，?@A I /C-26 /B-< 8A_PA2BA 6> ?@A MQ?A5C-2/. 6> $G 0E 756?A-2 N/8 <A?A5C-2A< D= P8-2; Z<C/2 <A;5/</?-62 CA?@6<，
/2< ?@A2 B./5->-A< B6<-2; ;A2A 6> $G 0E 756?A-2 >56C *$I XJ[8 6> ;A26CA !/!( D/8A< 62 ?@A 8A_PA2BA 5A8P.? & JA8P.?8
8@6NA< ?@/? B628?-?PA2? 756?A-28 6> ?@A 7@/;A NA5A /? .A/8? B628-8?A< 6> ’ 756?A-28 & K@A I /C-26 /B-< 8A_PA2BA 6> ?@A MQ
?A5C-2/. 6> $G 0E 756?A-2 -8“9"WZJ\”，/2< D/8A< 62 ?@-8 8A_PA2BA，-? C/= DA B62>-5CA< ?@/? $G 0E 756?A-2 -8 A2B6<A<
D= XJ[()G’(，N@-B@ -8 B6C768A< 6> #$)* D/8A 7/-58，N-?@ , ‘ : B62?A2? 6> )’a#Ib，/2< B6<-2; $#) /C-26 /B-<8，!U c

$a%G’ & K@A ?@A65= 9d 6> XJ[()G’( B6<-2; 756?A-2 -8 $Ga) 0E，AF?5ACA.= B.68A< ?6 /B?P/..= <A?AB?-62 ]/.PA& K@A $#) /C-Q

26 /B-< 8A_PA2BA 6> $G 0E 756?A-2 @/8 DAA2 B./5->-A< & K@A AF7A5-CA2? 8@6NA< ?@-8 756?A-2 -8 62A 6> B/786CA5A8 C/0-2; P7
6> ?@A 7@/;A B/78-< 756?A-28 &
<(= >/3’;：L/B?A5-67@/;A !/!(，Y?5PB?P5/. 756?A-2，:6<-2; ;A2A

[6P2</?-62 -?AC：:@-2A8A M/?-62/. M/?P5/. YB-A2BA [6P2<（(HHGHH(G）
!:655A8762<-2; /P?@65 & KA.：%IQ*(QI%G$**)H；ZQC/-.：@P>P_P/2e=/@66& B6C

JABA-]A< </?A：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
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