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摘   要：【目的】研究裂解酶 Lysin1902 与 ε-聚赖氨酸(ε-PL)对大肠杆菌 O157:H7 的协同抗菌作

用。【方法】通过 Mega 构建进化树、使用在线工具等分析大肠杆菌噬菌体裂解酶 Lysin1902 氨

基酸序列组成和结构等；原核表达并纯化 Lysin1902；通过平板裂解实验检测 Lysin1902 对大肠杆

菌 O157:H7 灭活菌株的裂解活性；用 96 孔板法检测 Lysin1902 或 ε-PL 的活菌裂解能力；棋盘法

验证 Lysin1902 和 ε-PL 联用效果。【结果】体外成功表达并纯化了 Lysin1902。Lysin1902 对大肠

杆菌 O157:H7 灭活菌株具有裂解活性，但不能有效裂解活的大肠杆菌。噬菌体裂解酶与 ε-PL 联用   
结果表明，加入 Lysin1902 后，ε-PL 能够完全控制大肠杆菌 O157:H7 增殖的使用浓度由 0.7 mg/mL
降低到 0.1 mg/mL。【结论】体外原核表达并纯化 Lysin1902，其单独使用对活的大肠杆菌 O157:H7
无裂解活性，但与 ε-PL 联用可显著提高 ε-PL 对大肠杆菌 O157:H7 的裂解能力。 

关键词：裂解酶 Lysin1902；ε-聚赖氨酸；联用；大肠杆菌 O157:H7 
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Abstract: [Objective] To investigate the antibacterial effect of the phage endolysin Lysin1902 
combined with ε-poly-lysine (ε-PL) on Escherichia coli O157:H7. [Methods] We employed 
Mega to construct the phylogenetic tree and used online tools to analyze the amino acid 
sequence of Lysin1902. After prokaryotic expression, Lysin1902 was purified. We then 
detected the lytic activity of Lysin1902 against autoclaved E. coli O157:H7 by plate lysis assay 
and detected the lysis activity of Lysin1902 or ε-PL on live E. coli O157:H7 in 96-well plates. 
Further, we adopted checkerboard assay to measure the bactericidal activity of Lysin1902 
combined with ε-PL. [Results] We successfully expressed and purified Lysin1902. Lysin1902 
showed lytic activity against autoclaved E. coli O157:H7 but cannot effectively lyse live E. coli 
strains. After the addition of Lysin1902, the concentration of ε-PL that could completely 
control the proliferation of E. coli O157:H7 decreased from 0.7 mg/mL to 0.1 mg/mL. 
[Conclusion] Lysin1902 was successfully expressed and purified. Lysin1902 alone has no lytic 
activity against E. coli O157:H7, while the combined use of Lysin1902 with ε-PL significantly 
increased the lytic activity of ε-PL against E. coli O157:H7. 
Keywords: Lysin1902; ε-poly-lysine; combined use; Escherichia coli O157:H7  
 
 

大肠杆菌 O157:H7 作为一种危害严重的食

源性人兽共患病原菌，时刻威胁人类生命健康安

全[1]。大肠杆菌 O157:H7 在全世界范围内主要传

播来源是家禽、牲畜及其肉制品[2]，能够引起多

种人类疾病，如轻度腹泻、出血性结肠炎、溶血

尿毒症综合征和血栓性血小板减少性紫癜等[3]。

研究发现，世界各地已经从动物和肉类中分离出

大肠杆菌 O157:H7 多重耐药菌[4-5]。同时，食源

性病原菌产生抗生素耐药性可能会增加食物链

对人类的风险[6]。此外，有时抗生素治疗大肠杆

菌 O157:H7 感染也会增加志贺毒素等衍生毒素

的释放和溶血性尿毒综合征(HUS)风险[7]。因此，

有必要开发新型替代方法以预防和治疗大肠杆

菌 O157:H7 感染。 
作为能够杀灭细菌的病毒，噬菌体天然、可

自我复制、低毒等优点再次引起人类的重视[8]。

然而，噬菌体的专一性使其宿主谱受到限制，大

大降低了其应用价值。噬菌体裂解酶通过水解细

胞壁中的肽聚糖层，引起细菌裂解，导致子代噬

菌体从宿主菌内释放[9]。相比于噬菌体，裂解酶

应用的 大优点就在于其不受噬菌体宿主谱限

制，能够大幅提高其应用范围。已有研究表明，

通过原核表达系统可以得到具有裂解活性的噬

菌体裂解酶[10-11]。然而，受限于包括大肠杆菌在



 

 

 

836 WANG Yuxin et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(2) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

内的革兰阴性菌细菌外膜保护，外源性应用噬菌

体裂解酶的活性被限制[12]。目前，除了通过大

量研究以发现能够穿过细菌外膜的天然噬菌体

裂解酶以外，研究人员还通过改造噬菌体裂解酶

等手段来解决裂解酶穿过细菌外膜的问题[13-14]。

但是，这会大幅增加研究成本，而且通过改造后

的裂解酶也会增加未知风险。通过噬菌体裂解酶

与现有抗菌剂联用具有解决相关问题的潜力。ε-
聚赖氨酸(ε-poly-lysine, ε-PL)是一种广谱的抗菌

剂[15]，由于其优异的抗菌活性，良好的水溶性，

高安全性和可生物降解性，ε-PL 已广泛应用于食

品和制药行业[16]。尽管如此，研究降低 ε-PL 使用

浓度仍然值得肯定，这是基于 ε-PL 的高价格和高

浓度使用时会产生苦味。ε-PL 主要通过诱导微生

物细胞的膜损伤发挥抗菌活性[17]，这与噬菌体裂

解酶产生互补性。因此，噬菌体裂解酶和 ε-PL 的

联用将有益于更好地对抗大肠杆菌 O157:H7。 
实验室前期分离获得高效裂解大肠杆菌

O157:H7 的噬菌体 PNJ1902，属于长尾噬菌体科

T5 类噬菌体[18]。为了检测噬菌体 PNJ1902 裂解

酶 Lysin1902 的种类及其与 ε-PL 联用的抑菌活

性，本试验通过分析裂解酶序列特征，原核表达

裂解酶蛋白，并测定其抑菌活性，以期为新型抗

菌制剂的开发提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、噬菌体和生长条件 

本研究使用的噬菌体为鸡粪中分离得到的

烈性噬菌体 PNJ1902 (本实验室分离保存)[18]。宿

主菌为大肠杆菌 O157:H7 EDL933 (本实验室保

存)。感受态大肠杆菌 DH5α 和感受态大肠杆菌

BL21(DE3)购自北京擎科生物科技有限公司。表

达载体 pET28a(+)购自赛默飞世尔科技(中国)有
限公司。Luria-Bertani (LB)液体培养基、LB 固

体培养基(2%琼脂，质量体积分数)和半固体培养

基(0.5%琼脂，质量体积分数)用于实验中大肠杆

菌 O157:H7 和噬菌体 PNJ1902 的培养。细菌培

养温度为 37 ℃，噬菌体培养温度为 30 ℃。 

1.2  引物与试剂 
ε-PL 购自上海麦克林生化有限公司。限制

性内切酶 QuickCutTM BamH Ⅰ、QuickCutTM Xho Ⅰ
和 T4 DNA Ligation Kit 购自宝生物工程(大连)
有限公司。PCR 产物回收试剂盒购自湖南艾科

瑞生物工程有限公司。质粒提取试剂盒和胶回收

试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

His-Ni 蛋白纯化柱购自美国 GE 公司。蛋白和

DNA Marker 购自宝生物工程(大连)有限公司。

引物由北京擎科生物科技有限公司合成，引物序

列：Lysin1902-F 5′-CGGGATCCATGAGTTTTAA 
ATTTGGTAAAAATAGCG-3′，Lysin1902-R 5′-C 
CCTCGAGAACTAGTTCGACATGACC-3′。序列

中下划线表示酶切位点(BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ)。 

1.3  Lysin1902 蛋白序列分析 
通过NCBI数据库对Lysin1902氨基酸序列进

行同源性比对；使用 MEGA 7.0 创建噬菌体裂解

酶系统发育树；利用在线工具分析氨基酸序列分

子量等电点等(https://web.expasy.org/protparam/)；
通过 TMHMM-2.0 (https://services.healthtech.dtu. 
dk/service.php?TMHMM-2.0)分析裂解酶蛋白跨

膜结构域；裂解酶疏水性分析通过在线工具完成

(https://web.expasy.org/protscale/)；使用 SignalP- 
5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? 
SignalP-5.0)预测信号肽序列；在线预测裂解酶结

构域 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/ 
wrpsb.cgi)；裂解酶二级结构预测通过在线工具

Psipred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)完成；

裂解酶三级结构预测通过在线工具 Swissmodel 
(https://swissmodel.expasy.org/interactive)完成。 

1.4  基因的克隆及重组表达质粒的构建 
以噬菌体 PNJ1902 基因组为模板，通过 PCR
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扩增 lysin1902 基因。PCR 扩增条件：95 ℃     
3 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 30 s，
共 30 个循环；72 ℃ 5 min。胶回收 PCR 产物。

对 lysin1902基因PCR产物和表达载体 pET28a(+)
共同使用BamH Ⅰ和Xho Ⅰ进行双酶切并回收相应产

物。连接目的片段和表达载体以构建重组表达质粒

pET28a-lysin1902。将重组质粒转入大肠杆菌 DH5α
感受态细胞。测序正确后提取重组质粒并转入大肠

杆菌 BL21(DE3)感受态细胞。得到表达 Lysin1902
蛋白的工程菌 pET28a-lysin1902/BL21。 

1.5  重组蛋白 Lysin1902 的 SDS-PAGE 
取 1 mL 过夜培养菌液加入含有 100 μg/mL

卡那霉素 LB 液体培养基中培养至 OD600 为 0.6。
之后加入 1 mL 浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 进行重

组蛋白诱导表达。对细菌裂解液上清和沉淀进行

SDS-PAGE 电泳以分析重组蛋白。同时检测纯化

后 Lysin1902 浓度。 

1.6  Lysin1902 对细菌的裂解活性检测 
实验检测了 Lysin1902 对包括大肠杆菌

O157:H7 EDL933 在内的共 23 株菌株的裂解活

性。为测定 Lysin1902 对灭活细菌的裂解活性，

实验参照之前方法进行，并进行相应改动[13]。

简言之，取 5 μL 浓度为 1 mg/mL 的纯化蛋白样

品点斑至 0.1% (质量体积分数)琼脂糖上，该琼

脂糖中嵌入了 50 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5 的高

压灭菌菌株(细菌浓度约为 107 CFU/mL)。以 50% 
1 mol/L 咪唑洗脱缓冲液作为阴性对照。在 37 ℃
下孵育 24 h 后观察点斑区域透明度以了解蛋白

酶对细菌壁裂解活性。 

1.7  Lysin1902 或 ε-PL 抗菌活性检测 
采用微孔稀释法测定 Lysin1902 或 ε-PL 对

大肠杆菌 O157:H7 的抑菌活性。取 1 μL 对数生

长期(108 CFU/mL)大肠杆菌 O157:H7 培养液与

189 μL LB 液体培养基混合，并添加到聚苯乙烯

96 孔板孔中。取 10 μL 不同浓度的 Lysin1902 或

ε-PL 储备溶液添加至细菌溶液中，以获得 0、
0.000 01、0.000 1、0.001、0.01、0.1、1 mg/mL 
Lysin1902 和 0、0.1、0.3、0.5、0.7 mg/mL ԑ-PL。

阳性对照组为含有细菌培养物的培养基，阴性对

照为不含有细菌培养物的培养基。在 37 ℃下孵

育 12 h 后测定每孔 OD600 值。 
同时，实验检测 Lysin1902 对其他活的 22

株菌株裂解活性。方法同上，区别在于猪链球菌

(Streptococcus suis)使用 Todd Hewitt Broth (THB)
培养基进行培养。 

1.8  Lysin1902 与 ε-PL 联用棋盘实验 
参照之前的方法进行实验[19]。将 Lysin1902

和 ε-PL 储备溶液添加到无菌 LB 液体培养基中，

分别获得 0、0.2、0.4、0.6、0.8 mg/mL Lysin1902
和 0、0.2、0.6、1、1.4 mg/mL ԑ-PL。之后，各取

100 μL 含有不同浓度的两种抗菌剂 LB 溶液等分

加入 96 孔微量测定板中混匀。每孔加入 1 μL 对

数生长期的大肠杆菌 O157:H7 培养物( 终细胞

浓度约为 105 CFU/mL)，并在 37 ℃下孵育 12 h。
之后，计算两种抗菌剂的抑制浓度分数(FIC)的
总 和 (ƩFIC=FICA+FICB) 。 协 同 作 用 定 义 为

ƩFIC≤0.5，加性定义为 0.5<ƩFIC<1.0，无差异定

义为 1.0≤ƩFIC≤4.0，拮抗作用定义为 ƩFIC>4.0。 

1.9  Lysin1902 与 ε-PL 联用细菌裂解效果

动态监测 
方法同 1.8。各取 100 μL 0.4 mg/mL 的

Lysin1902 和 0.2 mg/mL 的 ε-PL LB 溶液等分加

入 96 孔微量测定板中混匀。实验组每孔加入 1 μL
对数生长期的大肠杆菌 O157:H7 培养物( 终细

胞浓度约为 105 CFU/mL)，并在 37 ℃下孵育 12 h。
每 1 h 检测各孔浓度，使用 OD600 表示。 

2  结果与分析 
2.1  Lysin1902 蛋白序列分析 

通过进化树分析，结果显示 Lysin1902 蛋白
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氨基酸序列与 T5 类噬菌体大肠杆菌噬菌体

vB_EcoS_AKFV33 的亲缘性 高(氨基酸序列同

源性为 100%) (图 1)。蛋白分子量等电点分析结

果显示，Lysin1902 蛋白共有 137 个氨基酸，理

论 pI 为 7.91，在大肠杆菌中半衰期>10 h，属于

结构相对稳定蛋白(表 1)；蛋白质跨膜结构域预

测结果显示，Lysin1902 蛋白无跨膜结构域；蛋

白疏水性分析结果显示 Lysin1902 蛋白疏水性

大值是 1.122， 小值是−2.289；信号肽序列预

测结果显示，Lysin1902 蛋白无信号肽序列；蛋

白质结构域分析结果显示，Lysin1902 蛋白有 5 个

活性位点和 3 个 Zn 离子结合位点；蛋白质二   
级结构预测结果显示，Lysin1902 蛋白主要含有   
6 个 α-螺旋(共 49 个氨基酸)和 3 个 β-折叠(共    
3个氨基酸)，其他为无规则卷曲(共 85个氨基酸)；
Lysin1902 蛋白三级结构预测结果见图 2。 

 

 
 

图 1  Lysin1902 蛋白氨基酸序列进化分析 
Figure 1  Phylogenetic tree based on Lysin1902 amino acid sequence of phage PNJ1902. Black dot: 
Escherichia phage PNJ1902; Numbers in brackets represent GenBank sequence ID; Ruler: Genetic distance. 
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表 1  Lysin1902 蛋白分子量等电点分析 
Table 1  Molecular weight isoelectric point analysis of Lysin1902 protein 
Item Results 
Number of amino acids 137 
Molecular of weight 15 264.23 
Theoretical of pI 7.91 
Total number of negatively charged residues (Asp+Glu) 18 
Total number of positively charged residues (Arg+Lys) 19 
Estimation of half-life N-terminal is Met; 30 h (mammalian reticulocytes, in vitro); >20 h 

(yeast, in vivo); >10 h (E. coli, in vivo) 
Instability index The instability index (II) is 35.78 and it is stable 

 

 
图 2  Lysin1902 蛋白预测三级结构 
Figure 2  The predicted structure of Lysin1902.  
 
2.2  lysin1902 基因的克隆及重组表达质粒

的构建 
通过 PCR 扩增噬菌体 lysin1902 基因。测序

正确后，将 lysin1902 基因连接到 pET28a(+)载体

上，构建重组表达质粒 pET28a-lysin1902，PCR
及双酶切鉴定结果如图 3 所示。目的条带与预期

片段大小相同。 

2.3  重组蛋白 Lysin1902 的 SDS-PAGE 鉴定 
通过 IPTG 诱导表达 Lysin1902 蛋白，超声

破碎离心后，通过 SDS-PAGE 电泳检测沉淀和

上清中蛋白表达情况。结果显示，Lysin1902 蛋

白主要在上清中表达。条带大约在 20 kDa 处出

现目的条带，与预期蛋白大小一致(图 4)。 

 
 

图 3  重组质粒 pET28a-lysin1902的 PCR 及双酶

切鉴定 
Figure 3  PCR and double digestion identification 
of the recombinant plasmid pET28a-lysin1902 M: 
Nucleic acid relative molecular mass standard      
(2 000 bp). 1: PCR identification of pET28a- 
lysin1902; 2: Identification of pET28a-lysin1902 
double enzyme digestion (BamH I and Xho I).  
 

利用微量紫外分光光度计对纯化的 Lysin1902
蛋白质量浓度进行测定，Lysin1902 蛋白溶液的

质量浓度为 2.68 g/L。 

2.4  Lysin1902 裂解谱测定 
实验通过检测 22 株灭活菌株或活性菌株以

明确 Lysin1902 裂解谱。实验结果如表 2 所示，

Lysin1902 对所有检测的活菌株无显著裂解活性，
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但对检测的 6 株大肠杆菌 O157:H7、大肠杆菌 41 
YDH (O141)、CVCC195 (O8:K87)和 CVCC196 
(O8:K87, K88ac)灭活菌株具有裂解活性。 

2.5  Lysin1902裂解大肠杆菌O157:H7灭活

菌株活性检测 
为了检测 Lysin1902 是否还保留大肠杆菌

O157:H7 EDL933 裂解活性，通过点斑灭活菌株

进行检测。实验结果如图 5 所示，Lysin1902 保

留了裂解大肠杆菌 O157:H7 的活性。 

2.6  Lysin1902 或 ε-PL 的抗菌活性检测 
实验评估了 Lysin1902 或 ε-PL 对大肠杆菌

O157:H7 的抗菌活性。如图 6A 所示，Lysin1902 即

使达到 1 mg/mL 无法显著抑制大肠杆菌 O157:H7。
阳性对照和其他 endolysin 蛋白处理组 OD600 值  
均接近 1.1。ε-PL 的使用浓度达到 0.7 mg/mL 时基

本抑制大肠杆菌 O157:H7 的生长(图 6B)。 
 

 
 

图 4  SDS-PAGE 检测 Lysin1902 蛋白在大肠杆菌

BL21 中的表达 
Figure 4  Detection of Lysin1902 protein expression 
in E. coli BL21 by SDS-PAGE. M: Protein relative 
molecular mass standard (180 kDa). 1: Uninduced 
whole bacteria of pET28a-lysin1902/BL21; 2: 
IPTG-induced whole bacteria of pET28a-lysin1902/ 
BL21; 3: IPTG induced bacterial precipitate of 
pET28a-lysin1902/BL21; 4: Bacterial supernatant 
after pET28a-lysin1902/BL21 IPTG induction; 5: 
Purified Lysin1902 protein. 

表 2  Lysin1902 对 22 株菌株裂解能力检测 
Table 2  Detection of Lysin1902 on the lysis ability 
of 22 strains 
Strain Serotype Inactivated 

strain 
Active 
strain 

EHEC1 O157:H7 + − 
EHEC8 O157:H7 + − 
EHEC15 O157:H7 + − 
EHEC25 O157:H7 + − 
EHEC26 O157:H7 + − 
EHEC30 O157:H7 + − 
E. coli 14 (YDH) O101 − − 
E. coli 41 (YDH) O141 + − 
E. coli 72 (YDH) O149 − − 
E. coli 175 (YDH) O101 − − 
E. coli 202 (YDH) O141 − − 
E. coli 514 (YDH) O111 − − 
E. coli 554 (YDH) O111 − − 
CVCC192 O149:K91, K88ac − − 
CVCC195 O8:K87 + − 
CVCC196 O8:K87, K88ac + − 
Salmonella 11 (LYX) Unknown − − 
Salmonella 123 
(XGS) 

Unknown − − 

Staphylococcus 
aureus 15-4 

Unknown − − 

S. aureus 15-9 Unknown − − 
S. suis 7002 2 − − 
S. suis 40 9 − − 
+ indicates that Lysin1902 has lytic activity against the strains; 
− indicates that Lysin1902 does not have lytic activity against 
the strains. 

 

 
 

图 5  Lysin1902 裂解大肠杆菌 O157:H7 灭活菌株

活性检测 
Figure 5  Activity detection of Lysin1902 split E. 
coli O157:H7 inactivated strain. A: Experimental 
group. B: Negative control group. 
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图 6  Lysin1902 和 ε-PL 抗大肠杆菌 O157:H7 活菌能力检测 
Figure 6  Detection of the ability of Lysin1902 and ε-PL to resist Escherichia coli O157:H7 viable bacteria. A: 
Analysis of the ability of Lysin1902 to resist E. coli O157:H7 viable bacteria. B: Analysis of the ability of ε-PL 
to resist E. coli O157:H7 viable bacteria. The error bar indicated mean±SD. 
 
 
2.7  Lysin1902 与 ε-PL 联用效果评价 

通过棋盘法检测Lysin1902与ε-PL联用的效果。

结果显示，当 ε-PL 的浓度达到 0.3 mg/mL 时，其

开始具有控制大肠杆菌 O157:H7 数量的能力，浓度

达到 0.7 mg/mL 时，其能够完全控制大肠杆菌

O157:H7 增殖。但当加入 0.2 mg/mL 的 Lysin1902
后，ε-PL 能够完全控制大肠杆菌 O157:H7 增殖的

使用浓度降低到 0.1 mg/mL (图 7A)。细菌 OD600值

也验证了相同的结果(图 7B)。ƩFIC=0.3，实验结果

表明两种抗菌剂之间具有强协同作用。 
 

 
 

图 7  棋盘分析 Lysin1902 与 ε-PL 联用效果 
Figure 7  Checkerboard analysis of the combined effect of Lysin1902 and ε-PL. A: Detection of the combined 
effect of Lysin1902 and ε-PL by 96-well plate. B: OD600 value of wells. The error bar indicated mean±SD. 
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3  讨论 
大肠杆菌 O157:H7 作为一种能够产生志贺

毒素的病原菌，广泛存在于食品、食品加工厂和

养殖环境等，时刻威胁食品安全和人类健康。抗

生素的滥用会导致大肠杆菌 O157:H7 耐药性的

产生，同时诱导细菌志贺毒素产出增加，加剧宿

主病情[5,7]。噬菌体裂解酶是一种可以由内而外

裂解细菌的小分子蛋白。相比于噬菌体，其应用

的优势在于更宽的宿主谱以杀灭病原菌。同时，

噬菌体裂解酶不会诱导大肠杆菌 O157:H7 志贺

毒素产生的增加。这表明通过噬菌体裂解酶防控

大肠杆菌 O157:H7 具有巨大潜在价值。目前，

已有大量报道关于噬菌体裂解酶应用于防控大

肠杆菌 O157:H7 的研究[20-22]。然而，细菌外膜

的存在导致噬菌体裂解酶不能有效到达相应部

位发挥作用。通过裂解酶人工改造虽然是一种

行之有效的方法以弥补这一缺陷，然而，这无

疑会增加研发成本，并且人工改造蛋白应用需

要更多的安全评估。通过噬菌体裂解酶与 ε-PL
等抗菌剂的联用可以有效解决相关问题，但目

前鲜有研究。 
本研究成功表达了噬菌体 PNJ1902 裂解酶

Lysin1902。虽然 Lysin1902 蛋白氨基酸序列与

T5 类噬菌体大肠杆菌噬菌体 vB_EcoS_AKFV33
氨基酸序列同源性为 100%，但其裂解酶未见表

达。研究发现该蛋白存在一个 Zn 离子、137 个

氨基酸、稳定性高、无跨膜结构域且无信号肽序

列。该酶与 T5 类噬菌体大肠杆菌噬菌体

vB_EcoS_AKFV33 具有较高亲缘性，属于 T5 类

噬菌体裂解酶家族[23]。 
为确定原核表达 Lysin1902 裂解活性，本研

究从 Lysin1902裂解大肠杆菌 O157:H7灭活菌株

和活菌株两个方面进行验证。实验结果显示，

Lysin1902 可以有效裂解灭活后的大肠杆菌(图

5A)，但不能有效裂解活的大肠杆菌(图 6A)。实

验结果表明，通过原核表达的 Lysin1902 具有裂

解细菌活性，但该蛋白不能穿越细菌外膜。同时，

本研究也检测了 Lysin1902 对其他灭活菌株和活

性菌株的裂解活性。实验结果显示，Lysin1902
对 22 种活性菌株均未显示出裂解活性，同时对

Salmonella 和 S. aureus 等非大肠杆菌灭活菌株

无裂解活性。但是，Lysin1902 对选择的 6 种大

肠杆菌 O157:H7 灭活菌株均表现出裂解活性，

同时也裂解灭活大肠杆菌 O8和 O141等血清型。

上述研究结果表明，Lysin1902 具有广泛裂解大

肠杆菌 O157:H7 等血清型的潜力，但其需要其

他抗菌剂协助其穿过细菌外膜。前期杨曦等[24]

已 经 得 到 了 天 然 能 够 裂 解 活 性 大 肠 杆 菌

O157:H7 的噬菌体裂解酶 LysEC1，该酶也显示

出了对不同血清型大肠杆菌的裂解活性。但是，

与 LysEC1 类似裂解酶非常难于得到，多数裂解

酶类似于 Lysin1902，其本身难于穿过细菌外膜。

拓宽 Lysin1902 这类裂解酶的应用价值具有很大

意义。 
ε-PL 作为食品工业具有高应用价值的抗菌

剂，在本研究中检测了其大肠杆菌 O157:H7 杀

灭能力。实验结果显示，加入 0.2 mg/mL 的

Lysin1902 后， ε-PL 能够完全控制大肠杆菌

O157:H7 增殖的使用浓度由 0.7 mg/mL 降低到

0.1 mg/mL。由 0.2 mg/mL Lysin1902 和 0.1 mg/mL 
ε-PL 组合计算得到清除大肠杆菌 O157:H7 能力

的 ƩFIC=0.3<0.5 (图 7)。同时，这种组合可有效

抑制大肠杆菌 O157:H7 至少 12 h (图 8)。这与

Ning 等 [19]研究结果相似。其研究发现，添加    
60 U/mL 噬菌体裂解酶 Lysqdvp001 后，ε-PL 完

全控制副溶血性弧菌的使用浓度由 0.8 mg/mL
降低到 0.2 mg/mL。有研究发现，大肠杆菌

O157:H7 细胞中的活性氧(ROS)3 水平与 ε-PL 浓

度呈正相关[15]。此外，添加抗氧化剂 N-乙酰半 
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图 8  Lysin1902与 ε-PL联用对大肠杆菌O157:H7
抑制效果监测 
Figure 8  Monitoring of the inhibitory effect of 
Lysin1902 combined with ε-PL on E. coli O157:H7. 
The error bar indicated mean±SD. 
 
胱氨酸后，大肠杆菌 O157:H7 的死亡率降低。

同时，在 ε-PL 处理后，大肠杆菌 O157:H7 氧化

应激基因 sodA 和 oxyR 的表达水平分别上调     
4 倍和 16 倍，而毒力基因 eaeA 和 espA 下调。

DNA 损伤反应(SOS 反应) 5 个调节子基因 recA
和 lexA 的表达也受到 ε-PL 的影响[15]。研究表明，

ε-PL 对大肠杆菌 O157:H7 的抗菌机制可能归因

于对膜完整性的干扰、ROS 的氧化应激以及对

各种基因表达的影响。本研究目的是评估

Lysin1902 和 ε-PL 的联合作用，研究结果也表明

了两者的组合具有高效的协同杀菌作用。推测这

是通过 ε-PL 破坏大肠杆菌 O157:H7 外膜后，

Lysin1902 和 ε-PL 共同杀灭细菌实现的。研究结

果充分证明，噬菌体裂解酶与 ε-PL 联合作用于

病原菌具有高效、成本低廉、安全等优点，其真

正应用价值值得更深一步研究。 
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