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摘要：溶原性噬菌体的随机爆发是微生物杀虫剂苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis, B.t)发酵生产

的首要危害。【目的】本文的目的就是通过研究 B.t 生产菌株溶原性噬菌体的遗传背景, 以便从分子

水平上控制其在生产中的随机爆发。【方法】通过对广东梅州某公司的生产菌株 MZ1采用 Mitomycin 

C 进行诱导, 提取噬菌体颗粒 MZTP01 的基因组 DNA, 克隆和表达该噬菌体的 pep 基因, 并进行了

功能分析。【结果】诱导获得的溶原性噬菌体 MZTP01 斑点清晰, 直径约 1mm, 成斑时间 12h; 从噬

菌体基因组 DNA 双酶切(HindⅢ/EcoRⅠ)片段中回收长度为 2362bp 的 D 片段(Genbank 登录号: 

AY639599), 又从 D片段中克隆了长度为 1101bp、编码 367aa、分子量为 47kDa的 pep基因, 表达载

体 M15(pQE30pep)在大肠杆菌(Escherichia coli, E.coli)中表达获得了 47kDa的清晰表达带, 在 1h 时

开始产生蛋白并有逐步上升的趋势; Western blot 也在 47kDa处得到一条清晰的条带; 可溶性分析表

明 PEP 蛋白在重组菌株中是以不可溶的包含体形式存在的, 该蛋白的产生明显地抑制了宿主的生长

速度; 噬菌体 PEP 氨基酸序列之间的同源性比较表明, 噬菌体 MZTP01 PEP 蛋白与来自 E.coli K12

噬菌体的 PEP蛋白的同源性程度最大。【结论】我们获得了一种新的噬菌体 MZTP01, 并首次报道了

该噬菌体 D 片段的核苷酸序列及 pep 基因的功能, 试验证明 PEP 表达蛋白能够水解酪蛋白, 其活力

相当于 0.3mg/mL的胰蛋白酶。 
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苏云金芽孢杆菌(Bacillus.thuringiensis, B.t)作为

高效又不污染环境的微生物杀虫剂已经广泛地投入

生产应用之中, 但是从 83%的苏云金芽孢杆菌亚种菌
株中都能分离到相应的溶原性噬菌体 , 在生产中由
噬菌体引起的倒罐率轻者为 15%~30%, 重者达到
50%~80%。溶原性噬菌体是 B.t微生物杀虫剂发酵生
产的主要危害者[1]。虽然很早就对噬菌体进行了分子

生物学的研究 , 但是发酵生产中导致溶原性噬菌体
诱发为烈性噬菌体的分子机理还不清楚。到目前为止, 

有 3种苏云金芽孢杆菌的溶原性噬菌体的基因组全序
列已被测定: BamH35, GIL01 和 GIL16; BamH35基
因组全长为 14935bp, 编码 32个基因, GIL01基因组
全长为 14931bp, 编码 30个基因; GIL16基因组全长
为 14844bp, 编码 31个基因[2]。 

噬菌体 pep基因编码 367aa的蛋白质, 该蛋白与
噬菌体的侵染过程有关 [3,4]。该基因是一个比较保守

的基因 , 编码的蛋白对噬菌体融合到宿主菌核酸中
从而形成了溶原性噬菌体  [5~7]起到了重要的作用。本
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文研究的菌株是广东梅州某公司提供的微生物杀虫

剂 B.t 生产菌株 MZ1, 该菌株的毒力很高但发酵生产
不稳定, 推测其含有溶原性噬菌体; 以 MZ1 为出发
菌株 , 用 Mitomycin C 诱导 , 获得了噬菌体颗粒
(MZTP01); 克隆和表达了该噬菌体的 pep 基因及其
邻近序列, 并进行了功能分析, 为进一步控制 B.t 溶
原性噬菌体的随机爆发提供了科学依据。  

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株及其噬菌体：溶原性噬菌体的宿主 
菌 MZ1 为广东梅州某公司微生物杀虫剂苏云金芽孢杆
菌生产菌株(B. t subsp. kurstaki, sv. H3a3b3c); 指示菌
ZK1(B. t subsp. coreanensis, sv. H25)是从本实验室保
存的 113株 B.t菌株中采用交叉裂解法筛选获得的。噬
菌体 MZTP01通过 Mitomycin C诱导菌株 MZ1得到。 
1.1.2  主要试剂和仪器：克隆载体质粒和表达菌株
pUC18、pMD-T、pQE30、TG1和 M15为本实验室保
存 ; 限制性内切酶和 DNA 片段快速纯化试剂盒 , 
DNA、蛋白电泳的分子量标准均购自 New England
公司; Succinylated Casein、TNBSA、胰蛋白酶标准品
均购自 Sigma 公司。凝胶成像系统(创美伟业, GEL 
MEDIA SYSTEM); 电子显微镜 (日本 , JEM-1011); 
全自动 DNA测序仪(ABI-PRISM, Model377)。 

1.2  噬菌体 MZTP01 的诱导、纯化及其基因组 DNA
的提取和酶切分析等 

筛选指示菌 ZK1、测定噬菌体滴度、诱导 MZ1
生产菌株、用透射电子显微镜观察包含体均根据 Yu 
和 Si 的方法[8]进行。抽提及纯化噬菌体基因组 DNA
根据 Sambrook 的方法[9]进行。目的基因的构建和重

组、表达菌株的生长曲线测定根据 Osber 等人的方  
法[10]进行。纯化后的重组质粒使用全自动 DNA测序
仪测序(上海博亚公司)。 

1.3  pep 基因的克隆 
根据噬菌体基因组 DNA双酶切(HindⅢ/EcoRⅠ)

片段中的测序结果, 对 pep开放读码框设计一对引物
(5′-GGATCCATGGGGCCGGATGCGCTGATTATG-3′; 
5′-AAGCTTTTACCGTGGGGATTACGCGTGG-3′)。
以基因组为模板进行 PCR 扩增 , 扩增条件为: 95℃ 
5min; 95℃ 1min, 50℃ 1min, 72℃ 1min, 30个循环; 
72℃ 10min。将 PCR 产物连接入 T-载体, 用 BamHⅠ  
和 HindⅢ双酶切鉴定正确后再连接到 pQE30 克隆载
体中进行同样的双酶切鉴定。 

1.4  pep 基因在 M15 中的表达 
pep 基因在 M15 中的表达按照 Sambrook 的方  

法[9]进行。表达菌的培养条件为 37℃, 200 r/min; 蛋
白电泳时使用 10%的聚丙烯酰氨; Western blot试验参
照 pQE30高效表达及纯化试剂盒的说明操作。 

1.5  PEP 蛋白的功能分析 
各加入 100μl Succinylated Casein 溶液到两排微

孔中, 然后分别加入 50μl 不同浓度的表达蛋白溶液
(稀释 10 倍)和标准的胰蛋白酶溶液, 空白对照 Assay 
Buffer 作同样处理。室温下温浴 20min 后 , 再加入
50μl TNBSA 工作液至每个孔中 , 又在室温下温浴
20min, 在 450nm 处测量光吸收值。每个浓度下的光
吸收值减去相应的空白对照值便得到反映酶活力的

差值。以标准胰蛋白酶溶液的光吸收差值对蛋白浓度

作标准曲线 , 然后查找并计算出表达蛋白溶液的酶
活力。 

1.6  蛋白质同源性的比较 
噬菌体 MZTP01 PEP 蛋白氨基酸序列与其它 16

种噬菌体 PEP 蛋白的氨基酸序列进行同源性比较使
用软件 DNAsis和 DNAstar。 

2  结果和分析 

2.1  噬菌体 MZTP01 基因组 DNA 的酶切 D 片段及其

生物信息学分析 
MZ1 菌株经诱导后 , 在双层琼脂平板上产生清

晰的噬菌体斑点(即 MZTP01), 直径约为 1 mm, 成斑
时间 12h,滴度为 9×107pfu/mL。 

噬菌体基因组 DNA用 Hind /Ⅲ EcoRⅠ酶切后回收

D片段, 并与 pUC-18构建成重组子 pUC-D, D片段测
序结果为 2362bp 的核苷酸序列 (Genbank 登录号 : 
AY639599)。 

对 D 片段进行分析(图 1), 噬菌体 pep 基因开放
阅读框位于 D 片段的正向序列 141~1240bp 之中, 长
度 1101bp, 编码 367aa, 分子量为 47kDa。 

2.2  pep 基因的克隆鉴定结果 
以噬菌体基因组为模板, 对 pep基因进行 PCR扩

增, 获得 1 kb 左右的扩增产物; 重组子 pQE30pep、
M15(pQE30pep)进行 BamHⅠ/HindⅢ双酶切, 也都获
得了约 1kb的目的片段。PCR扩增产物的测序结果为
1101bp, 与 D片段中 pep基因的理论分析一致。 

2.3  pep 基因在 M15 中的表达分析 
将 M15(pQEpep)表达菌株经 IPTG 诱导表达 , 

SDS-PAGE电泳观察到位于 47kDa处的表达带(图 2-A)。 
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图 1  pep ORF 的计算机分析结果 

Fig. 1  Computer software analysis of pep ORF. 
 

 
 
图 2  pep 基因的表达产物(A)、表达时相(B)及其蛋白的

Western blot 杂交(C) 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of PEP protein (A)and of time 
course expression of PEP protein (B)and PEP Western blot hy-
bridization (C). A: lane1-3: induced M15(pQEpep),M15(pQEpep) 
and M15; M: protein marker1. B: Lanes1-8: induced M15 
(pQEpep) of 0−7h after inoculation,respectively. C: Lane1−3: 
Rabbit antiserum after and before injection; protein marker2. 
 
 

在菌株的整个时期维持较高水平的表达, 从 1h 开始
检测到 47kDa 的表达带 , 其后表达量有增加的趋势
(图 2-B)。Western blot结果表明, 在 47 kDa处出现了
一条清晰的杂交带(图 2-C), 这些都证明了 pep 基因
在大肠杆菌中的表达。 

2.4  表达菌株包含体的分析及生长曲线的测定 
将含有可溶性蛋白的粗提物 (上清 )与含有不可

溶性蛋白的粗提物(沉淀)分别进行 SDS-PAGE 分析, 
结果发现 PEP 蛋白存在于沉淀中, 以不可溶的包含
体形式存在。经透射电子显微镜观察, 发现重组质粒
的大肠杆菌菌体一头或两头有包含体形成(图 3-A); 
而对照组没有包含体(图 3-B), 这进一步说明目的基
因在大肠杆菌中的表达 , 且表达蛋白的不可溶部分
主要以包含体形式存在。图 3-C 是 M15(pQEpep)经
IPTG诱导后产生的菱形包含体蛋白。 

另外 , 重组菌株 M15(pQEpep)经诱导后菌体的
生长速度明显降低, OD600的数值比对照组小很多(图
4), 说明表达的 PEP 蛋白可能对 M15(pQEpep)有毒,  
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图 3  转化重组质粒的大肠杆菌及其包含体的透射电子显微镜图 
Fig. 3  Transmission Electron Micrographs of E.coli transformed with recombinant plasmids and inclusion bodies. A: the 

inclusion body in the cell of M15(pQEpep); B: the cell of M15; C: the inclusion body of M15(pQEpep); Bar: 2.5µm 
(magnification：27,000); Arrows indicated the inclusion bodies. 

 

 
 

图 4  表达菌株 M15(pQEpep)的 IPTG 诱导曲线 
Fig. 4  Growth curve of M15(pQEpep) strain induced by IPTG. 
 

影响了宿主的正常生长。 

2.5  PEP 蛋白的功能分析及其同源性的比较 
经检测标准蛋白酶溶液的光密度吸收值后 ,  对

酪蛋白的浓度作图 ,  胰蛋白酶水解酪蛋白形成一条
标准的曲线(图 5)。经检测 PEP蛋白的光密度差值为：
0.256 (实测值)− 0.118(对照值)=0.128, 查标准曲线得
到相当于 0.03mg/mL的胰蛋白酶活性。因表达蛋白溶
液稀释 10 倍, 所以原 PEP 蛋白溶液水解酪蛋白的活 

 
 
图 5  胰蛋白酶水解酪蛋白的标准曲线 
Fig. 5  Standard curve of peptidase during casein hydrolysis. 

力相当于 0.3mg/mL 的胰蛋白酶活性。该表达蛋白可
能为胰蛋白酶。 

将噬菌体MZTP01 PEP蛋白氨基酸序列与其它 16
种噬菌体 PEP 蛋白的氨基酸序列进行同源性比较, 结
果表明(表 1), 噬菌体 MZTP01 PEP (No.1) 与来自 E. 
coli K12 (No.2)的噬菌体相比, 它们之间的同源性程度
达到 100%, 与 No.3、No.4、No.5和 No.8的噬菌体 PEP
的同源性也比较高, 均为 90%以上; 但与其它噬菌体
相比较, 同源性程度比较低, 为 37%~84%之间。 

3  讨论 

B.t生产菌株 MZ1经过 Mitomycin C诱导后, 出
现了大小两种噬菌体斑点。本文研究的是小斑噬菌体

MZTP01, 经 EcoR/HindⅢ双酶切 MZTP01DNA 后获
得八条带, 从中回收了 D片段。D片段经测序得到长
度为 2362bp 的核苷酸序列, 用 BLAST 搜索该序列, 
发现与该序列高度同源的片段并不多 , 但大多跟噬
菌体的蛋白质有关。 

本研究中 D片段的序列与已发表的第一条 B.t噬
菌体(GIL01)的序列相比[2], 相似程度近约 25%。根据
生理学特性的差异, 推测噬菌体 MZTP01 与噬菌体
GIL01 不属于同一个家族; 而且与同一宿主的噬菌体
MZTP02基因组的相应序列也不同[11], 尽管这两种噬
菌体在生理和理化特性方面有很多相似的地方 , 如
琼脂糖电泳上的条带相近等。由此可见, 苏云金芽孢
杆菌有很多种噬菌体类型 , 对它们的分类还需要考
虑到核酸的序列分析 , 同一宿主的各种噬菌体的核
酸序列的同源性不能太高, 否则会发生免疫作用。 

采用 DNAsis, DNAstar对 D片段序列进行编码框
分析 , 发现在正向序列中位于 141~1240bp 范围内 
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表 1  MZTP01 噬菌体的 PEP 蛋白同源性与其它 PEP 蛋白的比较 
Table 1  Homologous comparison of PEP from phage MZTP01 with other PEPs 

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

1  100 98 97 97 62 63 97 54 50 51 61 47 45 41 41 37 
2   98 97 97 62 63 97 54 50 51 61 47 45 41 41 37 
3    98 98 62 63 100 56 50 51 61 47 45 45 41 36 
4     97 62 63 97 56 50 46 61 47 41 38 35 31 
5      62 63 97 56 50 51 61 47 45 45 41 36 
6       70 52 61 55 54 57 48 50 44 48 43 
7        56 61 55 54 57 52 45 41 43 40 
8         47 45 50 41 43 39 39 32 30 
9          53 52 57 52 49 43 40 36 

10           68 63 63 38 41 38 36 
11            64 91 34 38 32 34 
12             64 43 42 40 43 
13              37 41 37 38 
14               62 50 48 
15                44 44 
16                 84 

Data in table 1 was homology percentage. Number of phages referred to the following:1.phage MZTP01; 2.prophage P2 PEP protein; 3.phage 
WPhi PEP; 4. phage L-413C PEP; 5. Enterobacteria phage P2; 6. Enterobacteria phage 186; 7. phage PSP3; 8. protein phage WPhii PEP; 9. 
prophage p2 PEP [IP 32953];10. Phage Fels-2; 11.Prophage P2 PEP [CFT073]; 12.prophage p2 PEP [IP 32953]; 13.Salmonella enterica regu-
lator; 14. Salmonella enterica subsp.; 15. Erwinia carotovora subsp. regulatory protein]; 16. Erwinia carotovora  subsp. atroseptica SCRI1043. 
 
有 pep基因开放阅读框, 基因长度为 1101bp, 这一理
论分子量大小与后来的试验结果相吻合。根据后面的

功能试验分析, pep 基因很可能位于 3′末端。另外, 
在反向序列中, 有 ogr基因读码框, 长度为 216bp, 编
码 72aa, 分子量为 8kDa。 

虽然 pep基因是从D片段中用生物学软件分析出
来的, 但是对 pep 基因进行克隆时, 采用的模板是噬
菌体基因组 DNA。PCR 扩增产物经过与 T-载体连接
并 构 建 重 组 子 pQE30pep 和 表 达 载 体 M15 
(pQE30pep)。PCR扩增产物连接 T-载体的片段, 测序
结果显示该扩增产物序列与 D片段中的 pep基因序列
一致 , 证明了 D 片段序列测定的正确性。用

BamH/HindⅢ双酶切 M15(pQE30pep)产生的两条带
分别为: 4.5kb 和 3.6kb; 前者为重组质粒 pQE30pep, 
后者为 M15中自带的质粒。 

M15(pQEpep)表达菌株被诱导剂 IPTG的诱导后, 
用 SDS-PAGE 电泳检测到 47kDa 的清晰表达带, pep
基因在 E.coli中得到了过量的表达。从时相表达中可
见 , 在菌株的整个表达时期均维持较高水平的表达 , 
在 1h 时就能够检测到 47kDa 的表达带, 其后表达量
稍有增加, 直到 7h 后表达量才开始减少, 这种表达
的趋势符合 pQE表达载体的行为。Western blot试验
也在 47kDa处出现一条清晰的杂交带, 进一步说明了

pep 基因在大肠杆菌中的表达。当利用 Ni-NTA resin
对该表达蛋白进行纯化时 , 获得了相应的目的蛋白 , 
这说明这些融合蛋白带有 6×His寡聚多肽接头, 可以
结合 Ni-NTA resin。 

将上清液与沉淀同时进行 SDS-PAGE分析。电泳
结果发现 PEP蛋白主要存在于沉淀中。M15(pQEpep)
经 IPTG 诱导后, 透射电子显微镜观察发现, 在重组
质粒的大肠杆菌细胞中的一头或两头有菱形的包含

体 , 进一步说明目的基因在大肠杆菌中确实获得了
表达, 且表达蛋白以不溶解的包含体形式存在。但是
诱导后菌体的生长速度明显降低 , 可能是因为在
M15(pQEpep)中表达的 PEP蛋白对宿主有毒, 从而影
响了宿主的正常生长。 

将噬菌体 MZTP01 PEP 蛋白氨基酸序列用
BLAST 搜索同源性, 结果发现噬菌体 MZTP01 PEP 
(No.1) 与来自 E. coli K12 (No.2)的噬菌体的同源性
程度高达 100%; 与少数噬菌体的 PEP 同源性也达到
90%以上 ; 但与大多数噬菌体的同源性程度比较低 , 
为 37%到 84%之间。各噬菌体的 PEP 蛋白存在一个
的保守区, 保守区的结构性质未明。 

通过表达蛋白与胰蛋白酶同时水解酪蛋白的试

验, 说明了表达蛋白可能为胰蛋白酶。稀释 10 倍的
PEP 表达蛋白的实际光密度为 0.128, 查标准曲线后
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并折算得到原 PEP 蛋白溶液水解酪蛋白的活力相当
于 0.3mg/mL 的胰蛋白酶活性。该表达蛋白可能为一
种水解肽键的酶。这一点在其它种类的噬菌体上也能

够观察得到[12~14]。 
噬菌体 pep基因结构及同源性分析表明：很多种类

的噬菌体基因组中都包含此类基因, 但是主要是大肠
杆菌中的溶原性噬菌体, 特别是 phage P2 和 phage P4
两类。这两类噬菌体中的 pep基因的功能最典型。已经
报道的噬菌体 pep 基因有 16 种; 非噬菌体的 pep 基因
有 6种。如果从结构上分, 可以把 pep基因分为 3个类
型 , 本文中所研究的这一种属于 delta 型。噬菌体
MZTP01 PEP 蛋白与大肠杆菌的 PEP 蛋白有最高的同
源性。因此, 推测它可能属于 P2或 P4家族的噬菌体。 

致谢  感谢比利时食品和环境实验室的 Jacques Ma-
hillon 教授和 Nadine Fornelos 博士在筛选指示菌和抽

提噬菌体核酸时所提供的建设性意见。 
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Cloning, Prokaryotic Expression and Functional Analysis of pep 
 Gene from Bacillus thuringiensis Lysogenic bacteriophage  

Wei Liao1,2, Weichun Chen1,3, Yanhua Jia1, Yi Pang1*  
(1State Key Laboratory of Biocontrol and Institute of Entomology, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510275, China) 

(2 Department of Food Technology, Guangxi Polytechnic, Nanning, Guangxi 530226, China) 
(3Insititute of Biochemistry and Molecular Biology, Guangdong Medical College, Zhanjiang 524023, China ) 

Abstract: [Objective] Random outbreak of lysogenic bacteriophage from Bacillus thuringiensis was very harmful to the 

production of Bacillus thuringiensis insecticide. We clarified the background of the phage from Bacillus thuringiensis 

MZ1 at the molecular level to solve the problem of random outbreak. [Methods] After the strain MZ1 from a company in 

Meixian County of Guangdong Province was induced, we obtained phage particles. Then phage DNA was extracted and 

pep gene was cloned, expressed and analyzed. [Results] We obtained a lysogenic bacteriophage MZTP01with clear plaque 

and 1 mm diameter. Fragment D with 2362bp (Genebank No. AY639599) was obtained after the phage DNA hydrolyzed 
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by HindⅢ/EcoRⅠ. Among fragment D, the pep gene with molecular weight of 47 kDa and length of 1101bp was cloned 

and expressed. Recombinant M15 (pQE30pep) was built and overexpressed in Escherichia coli with a 47kDa clear band. 

At the same place a clear band was observed by Western blot. Judging from the time course expression, we could conclude 

that PEP protein produced at 1 hour after induction and then increased gradually. PEP protein was mainly in the form of 

inclusion body in the recombinant and slowed the growth speed of host. Homologous comparison of PEP protein from 

phage MZTP01 with other PEPs from BLAST were that phage MZTP01 PEP protein had 100% homologe with that of 

Escherichia coli K12, and most of others took the similarity in the range between 37%~84%. [Conclusion] PEP protein 

had ability to hydrolyze casein with the enzyme activity of 0.3mg/ml trypsin. PEP protein may be a kind of trypsin. 
Keywords: Bacillus thuringiensis; lysogenic bacteriophage; pep gene; clone; functional analysis 
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