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摘要:根据 T4 噬菌体溶菌酶的氨基酸序列，选用植物偏爱的密码子设计并人工合成了溶菌酶基因，并在 N- 端加

上 23 个氨基酸残基的 α- 淀粉酶信号肤序列和信号肤酶切位点 HQP;用昔氨酸残基替代 C 端的眈股;新基因全

长为 576 峙，共编码 190 个氨基酸.为了检测该基因生物活性，将其克隆到原核表达载体 pET28h( +)中，导人宿主

细菌 E. coli B121 ( DE3) pLysS ，经 IPTG 诱导后，宿主细菌在 2h 内全部被溶菌酶基因的表达产物裂解，说明该溶菌

酶基因对细菌具有很强的抗性，
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Abstract: Based on the amino acid sequence of lysozyme of bacteriophage T4 , an artificial lysozyme gene 

was designed and synthesized with plant preferred codons. The signal sequence of barley α-amylase and 

HQP of the signal peptide digested site were hooked to N-terminus of the lysozyme. The acylamide of C­

terminus was substituted by glycin. The complete length of the synthetic lysozyme gene was 576 bp , 

which encoded 190 amino acids. The gene was constructed into prokaryotic expression vector pE128b 

( +) and transformed into E. coli B121 (DE3) pLysS to detect its bioactivity. Induced by 1凹G ，由e ex­

pre由on products of the lysozyme gene degraded the host bacteria E. coli B口1 ( DE3) pLysS completely 

within two hours. That demonstrated that the synthetic lysozyme gene had a high resistance to bacteria. 
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茄科雷尔氏菌 Rαlstonia solanacearum 侵染引起

的植物青枯病广泛分布于热带、亚热带及温带地区，

是最重要的植物细菌病害之一.在我国长江以南尤

其是华南地区，番茄、茄子、辣椒、马铃薯和烟草等作

物青枯病发生十分普遍，每年均造成了巨大的经济

损失，已成为生产持续发展的主要限制因子.该病害

的防治措施主要有培育抗病品种、栽培防病、生物防

治和抗病基因工程.培育抗病品种是最有效的措施

之一，但目前发现的抗青枯病作物资源十分有限，且

抗性基因多与劣质基因连锁，从而限制了抗性基因
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的利用及抗病优质品种培育的进程[1] 而目前应用

生防菌、拮抗菌等来防治青枯病的效果还不稳定、环

境依赖性强[2] 轮作栽培是控制青枯病发生十分有

效的措施，但实际生产中常因轮作周期短或生产条

件的限制而失败.为此，研究者把目光投向抗病基因

工程.目前，利用抗菌肤来控制青枯病的抗病基因工

程研究已取得了许多可喜的进展[3.4] 溶菌酶是一种

作用于微生物细胞壁的水解酶，其具有广谱抗菌活

性，不但可以水解细菌细胞壁的β-1 - 4 糖昔键，而

且可水解真菌的细胞壁.因此，溶菌酶基因作为一种
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重要的抗性基因已开始用于植物抗病基因工程研

究[5-7] 本文探索了人工合成溶菌酶基因及其对细菌

的抗性研究.

1 材料与方法

1. 1 材料

限制性内切酶、 DNA marker 和 Taq DNA 聚合

酶，均为 TaKaRa 公司产品原核表达载体 pET28b

(川、E. coli JM109 和 E. coli B121 (DE3) pLysS ，由

华南农业大学植物病毒研究室保存.

1. 2 溶菌酶基因的设计与合成

根据 T4 一噬菌体溶菌酶的氨基酸序列[8] 选用

植物偏爱的密码子，设计了溶菌酶基因.为了使基因

表达产物能分泌到胞外，在 N- 端加上大麦 α- 淀粉

酶信号肤序列 (23 个氨基酸残基)[9] ，在信号肤序列

挑取含 pET.LZ 的 E. coli B口1 ( DE3) pLysS 单

菌落，接种到 LB( 含 Kan 100 f.Lg/mL) 液体培养基中，

37 "c活化过夜;按体积比 1: 100 稀释转入含有 Kan

100μg/mL的 LB 液体培养基中， 37 "c下培养至

D6川n=0.6 ，加人 IPTG 至终浓度为 1 mmoVL，分别

进行诱导表达 O. 5 、1. 0 、1. 5 和 2.0 h. 

1. 5 溶菌酶基因原核表达产物活性测定

用抑菌圈法测定溶菌酶基因原核表达产物对茄

科雷尔氏菌的抑制活性.预先培养茄科雷尔氏菌至对

数生长期，取菌液 30μL 与 LB 固体培养基 7 mL 在

45 "c左右棍匀后平铺于培养皿上;凝固后，把灭菌的

钢圈压在培养基上.诱导表达2h 的产物 12制 r/min

离心 mln，上清液经 0.45μm 的滤膜过滤.将

100μL滤液加到钢圈中，使其慢慢渗入培养基中，取

出钢圈，30 "c培养 2 d 后观察结果.

后紧跟信号肤酶切位点 HQP，用昔氨酸残基替代 C 吨
结果与分析

-端的酷肢，用作翻译后加工的酷股源.因此，设计 -

的溶菌酶含 190 个氨基酸残基，编码该溶菌酶基因 2.1 溶菌酶基因的设计及合成结果

全长为 576 bp;为了便于克隆，另在该基因两端分别

加上 Nco 1 和 BαmH 1 酶切位点.溶菌酶基因的合成

由上海生工生物工程技术有限公司完成，并将该基

因克隆在 pUC18 载体上-

1.3 溶菌酶基因的验证

将克隆有溶菌酶基因的重组质粒 pUC18 重新转

化 E. coli JM109 ，碱裂解法[ 10] 提取质粒.进行序列测

定，以检测其核昔酸序列与设计的是否完全一致.序

列测定由上海博亚公司完成.

1.4 溶菌酶基因的原核表达

为了把溶菌酶基因克隆到原核表达载体

pET28b( + )上并形成正确的 ORF，根据设计并获得

的溶菌酶基因核昔酸序列，在该基因的 2 端设计 1

对引物 PL 和 PR，并在引物的 5' 和 3 ' 端分别加上

EcoR 1 和 Hind m酶切位点，引物序列为:

PL 5' catcgaattcgatggggaagaagagccacat 3 / , 

EcoR 1 
PR 5 / gcgcg翌~ttatcacaggtttttgtacg 3 '. 

Hind m 
将 PCR 扩增的溶菌酶基因和 pET28b ( + )分别

用 EcoR 1 和 Hind m进行双酶切，酶切结束后用 Ep­

pendorl DNA 回收试剂盒分别回收目的片断，连接、

转化及重组质粒的筛选均参考 Sambrook 等问]的方

法进行.取 PCR 鉴定和酶切鉴定均为阳性的克隆，进

行核昔酸序列测定，检查目的基因是否准确无误地

插入到 pET28b( + )上，从而获得重组的原核表达载

体 pET. 臼.

采用植物偏爱的密码子，设计并人工合成了溶

菌酶基因，该基因全长为 576 bp ，编码 190 个氨基酸

(图 1) .序列测定结果显示，合成的溶菌酶基因序列

与设计的序列完全一致.

豆豆JITm;;.GG川 G'\，\ G ，\ GCC ，\C ，\TTTGCTGCTTCTC(口GCTGCl 日 nCTGTTTGCCGGGTTG
\1 G K K S 11 C C f S L 1. 1. L 1. F ,\ G 1 

61 GC'\TCCGGCC，\TC\GCC\HG 句 ，\ C ，\ TCTTCG'\ ，\，\ TGCTGCGT 门 CG ，\ TGI\,\CGTCTGCGT 
\SGIIQ I' \I\ E\ILHIDEll 

121 CTG ，\，\G;\TCTACA:\刊ATACCG ，\'\GGTT ，\CT 1\(叮八CC 孔TCGGT ，\TCGGTC，\CCTGCTG ，\CC

LK KDTEGYY IG[GIILLT 
181 孔飞 I\ ，\GG 仁GAG CCTC ,\ r\ CGCGGCG ,\,\ ,\:\ GCG 飞 GCTC口气T，\.HGCGATCGGTCGTλλCTGC

K S P S L \ 1\ ,\ K S E L [) K ,\ [ G Il \ C 
2,11 九八 CGGT GTG ,\ T C '\CC ,\ '\'\G ,\ TG.\'\ GCGG ，\飞飞'\，\CTG丁 T(I\ ，\CCt\GG 八 TGTCG ，\ CGCGGCG

\G 飞 K Il E ，\EKLf\Q[)\D'\'\

:10 [ GTTCGTGGT.\TCC rGCGT八λrGCG 气气孔CTG .\,\.\ CCG GTTT ,\ CG,\ T ,\GCCTGG ATGCGGTT 
HG LR\ ，\KLK I'\飞 D S L [) ,\ \ 

.%1ιrCGTTGCGCGCTT，\ TC.\'\C川GGTTTTCC\G'\ TGGGTG川 \CCGGTGTTGCGGGTTTC

11 H C ,\ 1.、川飞 Q \1 G E T 飞 G F 
.121 AI' C r\川;，\GCCTGCGl 孔 TGCTGC ，\GC，\G ，\，\机 GTTGG口气 fG 气，\ GCGGCGGTT，\，\ CCTGGCG

丁气 S 1. H M L Q Q K 11 , [) E ,\ V \飞
'181 A ，\"丁n，飞 TCr(; G T ,\C 1\ r\CC'\ G ,\ CCCCG:\ ,\CCG TGCG 孔，\,\CG TGTT 1\ TC r\ CCI\CCTTCCGT 

K S \ Q l' \ R ,\ K R V F H 
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r G T [l A \\l 

下划线为 Nco 1 和 BamH 1 酶切位点，加框为起始密码子和终止密码

子 Digesting sites of Nco 1 and BαmH 1 were underlined , start codon and 
stop codon were framed 

图 1 设计及合成的溶茵酶基因序列

Fig_ 1 The sequence of lysozyme gene designed and synthesized 

artificially 

2.2 溶菌酶基因原核表达载体构建

2.2.1 重组原核表达载体的鉴定结果 在平板上

分别挑选 3 个白色菌落进行培养，用碱裂解法抽提

质粒.PCR 鉴定结果显示(图 2A) ，这 3 个质粒分别

能扩增出 598 bp 的特异带. EcoR 1 和 Hind m双酶切

鉴定结果显示(图 2B) ，这 3 个质粒也能分别被酶切

出 576 bp 的特异片段，与预期的结果一致.说明这些

重组质粒均含有目的基因.
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500 bp 

M 23M 
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A: PCR 鉴定，日·酶切鉴定 M:DNA marker; 1 -3:1，J 鉴元的克降;

A: identification by PCR; B: identification by EcoR 1 and Hind m; M: 

DNA maτker; 1-3: different clones 

图 2 重组原核表达载体 PCR 和酶切鉴定

Fig , 2 Identification of the recombinant expressing plasmids by 

EcoR I/Hind m digesting and PCR 

2 , 2.2 重组质粒序列测定结果 对上述 3 个克隆

进行序列测定，结果显示，其碱基序列与设计的序列

完全一致，并形成正确的 ORF，表明溶菌酶基因已成

功地克隆到原核表达载体 pET28b( + )上.

2.3 溶菌酶基因在原核表达系统中诱导表达结果

在含 pET.LZ 的 K coli B口1 ( DE3) pLysS 中加

入 I.ITG 至终浓度 1.0 mmoVL，进行诱导表达1. 5h

时，试管中培养液开始变得比对照(未加 I凹G) 明显

透明，说明宿主细菌开始被裂解 ;2 h 后，培养液变得

完全透明(与未接种的培养液基本一样透明) ，肉眼

可看见试管底部有沉淀物，是被裂解掉的细菌细胞

碎片，说明宿主细菌全部被裂解掉;而没有加 I.ITG

的对照，其宿主细菌大量繁殖生长，培养液十分混

浊.这说明，经 I.ITG 诱导后，溶菌酶基因表达的产物

可以裂解宿主细菌.

2.4 溶菌酶基因原核表达产物对茄科雷尔氏菌抑

制活性的检测结果

抑菌圈试验结果显示， 30 't下培养 2 d 的茄科

雷尔氏菌平板上， 100μL 诱导表达 2 h 的产物抑菌

圈不太明显，与对照相似-

3 讨论

本研究人工设计并合成了植物偏爱的密码子的

溶菌酶基因，并通过原核表达系统证明其表达产物

对细菌具有较强的裂解活性，这为下一步利用该基

因来开展抗植物细菌病害基因工程研究奠定了初步

基础.

茄科青枯病是由茄科雷尔氏菌侵染引起的一种

系统性维管束细菌病害.病原细菌由伤口侵入植物

组织后在维管束内繁殖并扩散，而胞内合成的溶菌

酶由于不能接触到细菌，不能起到杀菌作用，细胞破

裂后又可能造成溶菌酶的降解.本研究以植物偏爱

的密码子，并将大麦 α-淀粉酶的信号肤基因序列与

溶菌酶基因连接在一起构成嵌合基因，可以指导溶

菌酶基因的表达产物分泌到细胞外，有利于提高它

在组织中的积累量和在细胞间隙的浓度，从而抑制

侵入到植物体内的茄科雷尔氏菌繁殖与扩散.

本研究克隆的溶菌酶基因在原核表达系统中经

诱导表达 2h 后，其表达产物可将宿主细菌全部裂解

掉，使之产生"自杀"现象，说明该基因表达产物对细

菌具有很强的抑制活性;但在茄科雷尔氏菌平板上

未产生明显的抑菌圈.究其原因，我们认为可能是因

为溶菌酶基因还未来得及大量表达，即将宿主细菌

完全裂解掉，使其产物浓度较低，难以在平板上表现

出明显的抑菌圈.我们正准备将该基因克隆到酵母

表达系统中，进一步研究该基因表达产物的生物

活性.
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