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单核细胞增生李斯特菌噬菌体裂解酶 Lys039的
活性分析及初步应用
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摘 要  为探究单核细胞增生李斯特菌噬菌体裂解酶的特性及在食品基质中的初步应用，从 NCBI 获取李斯特菌

噬菌体裂解酶 lys039 基因序列，分析其生物信息学，并在大肠杆菌中表达纯化，研究其裂解活性、对生物被膜的影

响以及在牛奶基质中的应用。结果表明：1）裂解酶 Lys039 由 341 个氨基酸组成，分子质量为 36. 4 ku，等电点为

9. 81，其结构具有酰胺酶活性，对本实验室 22 株单核细胞增生李斯特菌、2 株无害李斯特菌、1 株伊氏李斯特菌以及

1 株威氏李斯特菌具有裂解活性，但是对葡萄球菌、枯草芽孢杆菌以及沙门菌没有显示出裂解活性。2）随着 Lys039
浓度的升高，裂解活性逐渐增强，最适温度为 30 ℃，最适 pH 值为 6. 0。3）Lys039 能显著清除单核细胞增生李斯特

菌形成的生物被膜，并且可以降低牛奶中单核细胞增生李斯特菌的细菌数量。综上，Lys039 温度耐受范围广、耐酸

耐碱且裂解谱较宽，可显著清除生物被膜以及初步应用效果良好。  本研究为进一步防治及快速检测单核细胞增生

李斯特菌提供理论基础。
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Abstract To investigate the properties of Listeria monocytogenes phage endolysin and initial application in food 

matrix， the gene sequence of Listeria bacteriophage endolysin Lys039 was obtained from NCBI and subjected 

to bioinformatics analysis.  The gene was then expressed and purified in E.  coli， and its lytic activity， 

influence on biofilm， and application in milk matrix were investigated.  The results showed that： 1） Lys039 
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was composed of 341 amino acids， with a molecular weight of 36. 4 ku and isoelectric point of 9. 81.  Its 

structure exhibited amidase activity and lyses the cell walls of 22 strains of Listeria monocytogenes， 

2 strains of Listeria innocua， 1 strain of Listeria ivanovii， and 1 strain of Listeria welshimeri in our laboratory.  

However， it exhibit no lytic activity on Staphylococci spp， Bacillus subtilis， and Salmonella spp.  2） The lytic 

activity of Lys039 increased gradually with concentration enrichment， the optimum temperature was 30 ℃ 

and the optimal pH value was 6. 0.  3） Lys039 can effectively clear the biofilm formed by Listeria 

monocytogenes and reduce the number of Listeria monocytogenes in milk.  In conclution， Lys039 has a 

wide range of temperature tolerance， acid and alkali resistance and wide lytic spectrum， which can 

significantly reduce biofilm and has good preliminary application.  This study provides a theoretical basis for 

further prevention and rapid detection of Listeria monocytogenes.

Keywords endolysin； phage； Listeria monocytogenes； Lys039

单核细胞增生李斯特菌是食源性病原菌之一，

也是人兽共患致病菌，可引起人类和动物的李斯特

菌病。大多数李斯特菌病归因于 3 种血清型，分别

为 1/2a、1/2b 和 4b［1］。分布广泛，主要见于土壤、腐

烂的植物、青贮饲料以及水域等［2］，并且可在冰箱温

度下生长繁殖，被称为“冰箱杀手”，是冷藏食品的

主要隐患之一［3］。人们通过食用污染的食品感染，

对于新生儿、孕妇、老年人等免疫力低下的人群，可

引起严重感染，导致脑膜炎等疾病的发生［4］。李斯

特菌在食品加工环境中能够存活数月甚至数年，部

分归因于生物被膜的形成，生物被膜是附着在生物

或非生物表面的微生物群落，由自身产生的细胞外

聚合物包裹，该结构为细菌细胞提供保护作用［5］。

生物被膜的形成为防治李斯特菌感染增加了难度。

自抗生素问世以来，在防治细菌感染方面发挥了重

大作用。然而，这些年由于抗生素的滥用，导致细

菌耐药问题频发［6］。因此，研究新型的抗菌方法及

抗菌剂防治单核细胞增生李斯特菌感染极其重要。

噬菌体作为一种天然抗菌剂，能够特异性的裂

解宿主细菌［7］。一直以来，被认为具有防治细菌感

染以及抑制生物被膜的能力，作为一种新的抗菌制

剂，具有很大的优势［8］。李斯特菌噬菌体能够特异

性感染单核细胞增生李斯特菌。噬菌体 LMP1 和

LMP7 在 10 和 30 ℃条件下均能抑制单核细胞增生

李斯特菌 ATCC7644 和 ATCC19114 的生长［9］。但

是，与细菌长时间接触，容易使得细菌产生噬菌体

抗性；噬菌体在分离过程中不稳定；而且作为一种

病毒，不适用于为化学定义的抗菌药物制定的法

规［10-11］。对于噬菌体，还有很多问题有待解决。

而噬菌体在细菌细胞内复制的后期会表达一

种能够裂解细菌细胞壁的蛋白水解酶——噬菌体

裂解酶。噬菌体裂解酶不仅安全、高效、无残留，

而且细菌对其不易产生抗性；其抗体不会削弱裂

解酶的杀菌作用；裂解酶是非生命体，更容易成

药，比起噬菌体更有发展潜力［12］。生物被膜的形

成，给临床疾病的治疗和医疗设备的消毒带来了

很大的困难，并且对食品加工方面也造成了威胁。

利用金黄色葡萄球菌噬菌体裂解酶 E-LM12 结合

结构域 CBD3 的高度特异性，作为靶向剂应用到光

动力抗菌疗法（aPDT）中，用于治疗浅表感染或术

中对感染的植入物和组织进行外科清创［13］。因为

革兰氏阴性菌有很厚的外膜，这限制了裂解酶的

裂解能力，但可以添加外膜渗透剂（EDTA-2Na）
或者对裂解酶其中的氨基酸进行突变后与抗菌肽

融合，不仅发挥了裂解作用，而且还使抗菌能力提

高了 2~4 个 lg 单位［14-15］。裂解酶作为一种新型抗

菌剂，具有潜在的应用前景。与其他裂解酶相比，

单核细胞增生李斯特菌噬菌体裂解酶的研究大多

集中在食品应用方面。 3 种抗菌剂（乳酸链球菌

肽 、月 桂 精 氨 酸 乙 酯 、ε -聚 赖 氨 酸）与 裂 解 酶

PlyP100 分别单独或互相联合应用，对新鲜奶酪中

单核细胞增生李斯特菌可以发挥有效的抑菌作

用［16］。裂解酶 LysZ5 在 4 ℃条件下，3 h 就可以将

豆 浆 中 的 单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 数 量 减 少            
4 lg （CFU/mL）［17］。无论是单独使用还是与其他

制剂联合应用，都能够降低食品中单核细胞增生

李斯特菌的数量，是一种有效的抑制剂。李斯特

菌噬菌体裂解酶也能够抑制和清除形成的生物被

膜，裂解酶 293-Amidase 和单核细胞增生李斯特菌

在 20 ℃孵育 5 d 后，与对照组相比较，抑制率可达

78%［18］。而且研究还发现，从 PlyP100 处理后的奶

酪中分离得到的李斯特菌，并没有对 PlyP100 产生

耐药性［19］。我国对于单核细胞增生李斯特菌噬菌

体裂解酶的研究报道较少，尤其缺少对生物被膜
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作用的相关研究。

因此，本研究旨在对单核细胞增生李斯特菌噬

菌体裂解酶 Lys039 进行表达纯化，对其杀菌活性、

对生物被膜的影响以及在牛奶基质中的初步应用

进行研究，为进一步探究单核细胞增生李斯特菌防

治及快速检测提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　菌株和质粒

本研究使用的菌株为单核细胞增生李斯特菌

A85-1-1，表达载体 pET-28a、裂解谱中所用李斯特

菌菌株、沙门菌、白色葡萄球菌、柠檬色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌均为本实验室保存，感受态大肠杆菌

BL21 购自北京擎科生物科技有限公司。

1. 2　材料与试剂

全基因及引物合成，由生工生物工程（上海）股

份有限公司完成；卡那霉素、异丙基-β-D-硫代吡喃

半乳糖苷（IPTG）、蛋白酶抑制剂（PMSF），北京索

莱宝生化试剂有限公司；质粒小提试剂盒，天根生

化科技（北京）有限公司；蛋白分子质量 Marker，甘
肃伟博鑫生物科技有限公司；BCA 蛋白定量试剂

盒，碧云天生物技术有限公司。

1. 3　裂解酶 Lys039基因获取及生物信息学分析

通 过 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心（National 
Center for Biotechnology Information，NCBI）数据库

获取李斯特菌噬菌体 LP-039（MN172529. 2）的裂

解酶基因序列，将该噬菌体编码的裂解酶命名为

Lys039。 参 考 涂 传 灯 等［20］方 法 ，利 用 在 线 工 具

Expasy-ProtParam Tool（https：//web. expasy. org/
protparam/）预测分子量、等电点、不稳定指数、脂肪

指数等理化特性；利用 NCBI 数据库中的 Conserved 
Domain Search Service，CD Search（https：//www.
ncbi. nlm. nih. gov/Structure/cdd/wrpsb. cgi）进行保

守 结 构 域 功 能 分 析 ；通 过 在 线 服 务 器 SWISS-
MODEL，采用同源建模的方法预测裂解酶的三级

结构（https：//swissmodel. expasy. org/interactive）。
1. 4　全基因合成与质粒载体 pET-28a-Lys039 的

构建及鉴定

将裂解酶 Lys039 基因序列送生工生物工程（上

海）股份有限公司合成，构建重组质粒 pET-28a-
Lys039。将含有重组质粒 pET-28a-Lys039 的甘油

菌，划线接种于含 Kan 的 LB 固体培养基上，37 ℃温

箱中过夜培养，挑取 4~5 个单克隆，分别接种于含

Kan 的 LB 液体培养基中，37 ℃，200 r/min 过夜培

养，按照质粒小提试剂盒说明书提取质粒；将重组

质粒转化至大肠杆菌感受态细胞 BL21 中。挑取单

克隆鉴定是否转化成功，PCR 鉴定通用引物 T7：
TAATACGACTCACTATAGGG，T7 ter：GCTA
GTTATTGCTCAGCGG，PCR 扩增条件：94 ℃预

变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

1 min 40 s，共 32个循环；72 ℃再延伸 10 min。
1. 5　重组蛋白的诱导表达及检测

参考丁一峰等［21］方法，略有改动。挑取阳性单克

隆，接种于含 Kan 的液体培养基中，振荡培养至对数

生长期（OD600 =0. 6）。按照 1∶100的比例扩大培养，

当 OD600 达到 0. 6 时，冰浴 30 min，加入 0. 1 mmol/L
的 IPTG，16 ℃，200 r/min 诱导 12 h。8 000 r/min，
离心收集菌体，PBS 洗 3 次，将菌体重悬。超声破碎

30 min（220 W，工作 3 s，间歇 4 s），4 ℃，8 000 r/min
离心，收集上清液，用镍柱亲和层析纯化蛋白。通

过聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析重组蛋

白。同时利用 BCA 法测定蛋白浓度。用超滤管将

缓冲液置换为 PBS 用于裂解谱之后的试验。

1. 6　裂解酶 Lys039在固体平板上裂解活性的测定

采用平板裂解法检测 Lys039 的裂解活性［22］。

将单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 培养至对数生长

期（OD600 =0. 6），涂 布 于 固 体 培 养 基 BHI 上 ，取

Lys039 纯化液 10 μL 滴于平板中央（缓冲液 Elution 
buffer 作对照）。晾干后，倒置于 37 ℃培养 8 h 观察

是否有抑菌圈形成。

1. 7　裂解酶 Lys039的裂解谱分析

参考尹红梅等［22］方法，稍有改动。受试菌株为

本实验室所保存的 22 株单核细胞增生李斯特菌、2
株无害李斯特菌、1 株伊氏李斯特菌、1 株威氏李斯

特菌、1 株枯草芽孢杆菌、2 株葡萄球菌、3 株沙门菌，

总共 32 株菌株。菌液培养至对数生长期，利用倾注

平板法，将菌液与适当温度的培养基混合，平铺于

平皿中，待其凝固。取裂解酶 Lys039 10 μL 滴在平

皿中央，缓冲液 Elution buffer 作对照。倒置于 37 ℃
温箱中培养 8 h。观察并记录结果，试验重复 3 次。

1. 8　裂解酶 Lys039杀菌活性的测定

1. 8. 1　不同浓度裂解酶 Lys039 的杀菌活性

参考 Yuan 等［8］方法。将单核细胞增生李斯特

菌 A85-1-1 培养至对数生长期，PBS 洗 3 次。4 ℃，
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8 000 r/min，离心 10 min，PBS 溶液重悬菌体。取

9 个 1. 5 mL 离心管，分别向其中加入 100 μL 菌液，

与 100 μL 裂解酶 Lys039（终浓度分别为 50、100、
200 和 400 μg/mL）混合，37 ℃，180 r/min 孵育，2 h
内每 20 min 取样，稀释成不同梯度，取 100 μL 涂布

于 BHI 固体培养基上，37 ℃倒置培养 24 h 观察计

数，试验重复 3 次。

1. 8. 2　温度对裂解酶 Lys039 杀菌活性的影响

参 考 Lu 等［23］方 法 。 400 μg/mL 的 裂 解 酶

Lys039 在 不 同 温 度（20、30、37、42、50、60、70 和

80 ℃）处理 30 min，待其温度降到室温。将培养到

对数生长期的单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 用

PBS 洗 3 次，重悬后与 Lys039 混合，37 ℃，180 r/min
孵育 2 h，将培养液稀释不同梯度，涂布后 37 ℃倒置

培养 24 h 计数，试验重复 3 次。

1. 8. 3　pH 对裂解酶 Lys039 杀菌活性的影响

参考 Lu 等［23］方法。培养细菌同上，PBS 重悬

菌体，分别取 1 mL 菌液加入到 1. 5 mL 离心管中，

12 000 r/min 离心 5 min，弃上清，用不同 pH（3、4、5、
6、7、8、9、10、11 和 12）的 PBS 重悬菌体，分别与

400 μg/mL 的裂解酶 Lys039 混合，振荡培养 2 h。
涂布后 37 ℃倒置培养 24 h 计数，试验重复 3 次。

1. 9　裂解酶 Lys039对单核细胞增生李斯特菌生物

被膜的影响

采用结晶紫染色法测定生物被膜形成量［24］。

将单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 培养到对数生长

期，按 1∶100 接种至 BHI液体培养基中，吸取 200 μL
加入 96 孔板，空白对照组加入 200 μL BHI 培养基。

分别培养 12 、24 、48 和 72 h 形成生物被膜，弃去浮

游菌，PBS 洗 3 次。加入 200 μL 400 μg/mL 的裂解

酶 Lys039 作为试验组，阴性对照组为同等体积的

PBS 缓冲液，30 ℃孵育 2 h。用 PBS 洗 3 次，甲醇固

定 15 min，弃去甲醇，室温放置 15 min 使甲醇完全

挥发，然后加入 0. 1% 的结晶紫溶液染色 30 min，弃
去染色液用 PBS 洗 3 次，最后加入 200 μL 95% 乙醇

脱色 20 min，测定其 OD595 分析裂解酶 Lys039 对单

核细胞增生李斯特菌生物被膜的清除作用。每组

做 3 个平行，试验重复 3 次。

1. 10　牛奶基质中裂解酶 Lys039的裂解活性

本试验采用的样品为全脂超高温牛奶和脱脂

超高温牛奶，来评估裂解酶 Lys039 在牛奶基质中的

裂解作用，参考 Agún 等［25］方法，略有改动。将培养

至对数生长期的单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 用

PBS 洗 3 次重悬，按照 1∶100 加入牛奶中，再加入

400 μg/mL 的裂解酶 Lys039，混合均匀，不加裂解

酶的缓冲液作为对照组。分别在 30 ℃静置孵育，在

0. 5、1、2、4、6、12 和 24 h 取样 100 μL，连续稀释至合

适梯度，涂布在 BHI 固体平板上，37 ℃培养 24 h。
每组做 3 个平行，试验重复 3 次。

1. 11　数据处理和统计分析

试 验 数 据 采 用 Excel 2016、IBM SPSS 
Statistics 2022、Origin 2022 进行统计分析以及作

图。 *P<0. 05，表示差异显著；**P<0. 01、***P<
0. 001 均表示差异极显著；ns表示差异不显著。

2　结果与分析

2. 1　Lys039生物信息学分析

利 用 Expasy-ProtParam Tool 预 测 到 Lys039
由 341 个氨基酸组成，分子质量为 36. 4 ku，等电

点为 9. 81，不稳定指数为 16. 24，说明该裂解酶稳

定。亲水系数为−0. 740，具有一定的亲水性。由

保守结构域分析可知，Lys039 是典型的模块化结

构。含有一个 N 端 Amidase_2 结构域（PF01510），
C 端是一个新的结合结构域（CBD），Lys039 具有

酰胺酶活性，切割细菌细胞壁中 N-乙酰胞壁酰

-L-丙氨酸之间的酰胺键 ，从而发挥裂解作用 。

用 SWISS-MODEL 同 源 建 模 预 测 了 三 维 结

构（图 1）。

图 1　Lys039三维结构预测

Fig. 1　Lys039 Three-dimensional structure prediction
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2. 2　阳性转化子的鉴定

以 BL21/pET-28a-Lys039 单克隆为模板，用引

物 T7、T7 ter 对阳性转化子进行菌液 PCR 鉴定，结

果如图 2 所示，片段大小正确。同时重组质粒测序

结果表明，裂解酶基因已经成功转化至感受态大肠

杆菌 BL21 中。

2. 3　重组蛋白的表达纯化及检测

由图 3 可以看出，裂解酶 Lys039 表达菌株经

IPTG 诱导后，在破碎上清中约 40 ku 的位置出现目

的条带，除去 pET-28a 载体本身携带的 His 标签分

子量（约 4. 5 ku），经亲和层析成功纯化出与理论大

小（36. 4 ku）相符的目的蛋白。

2. 4　裂解酶 Lys039平板裂解活性

如图 4 所示，与对照组比较（Elution buffer），纯
化的裂解酶 Lys039 在含有单核细胞增生李斯特菌

菌株 A85-1-1 的 BHI 固体平板上形成裂解圈，表明

Lys039 有裂解作用。

2. 5　裂解酶 Lys039裂解谱分析

由表 1 可以看出，裂解酶 Lys039 可以裂解本实

验室中 22株单核细胞增生李斯特菌、2株无害李斯特

菌 4-49和 6-99、1株伊氏李斯特菌以及 1株威氏李斯

特菌 4-43。对于白色葡萄球菌、柠檬色葡萄球菌、枯

草芽孢杆菌以及革兰氏阴性菌沙门菌没有裂解作用。

表明该裂解酶对李斯特菌属成员具有特异性。

2. 6　裂解酶 Lys039杀菌活性分析

利用活菌计数法测定裂解酶 Lys039 的杀菌活

性。裂解酶 Lys039 具有剂量依赖性，在同一时间

下，高浓度的 Lys039 具有高杀菌活性。与未加裂解

酶处理的对照组相比，400 μg/mL 的  Lys039 与单核

细胞增生李斯特菌 A85-1-1 作用 120 min 后，可使活

菌数降低约 4. 5 lg（CFU/mL）单位，在 50 μg/mL 的

浓度下，依然具有杀菌活性，作用 120 min 后，活菌

数可降低约 1. 9 lg（CFU/mL）单位，表明 Lys039 具

有较高的杀菌能力（图 5（a））。不同温度处理的

Lys039 与单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 作用 2 h
后，活菌数显著降低（P<0. 01），30 ℃表现出高活

性，为最适温度，80 ℃处理后，仍然具有裂解活性，

说明裂解酶 Lys039 具有较高的温度耐受性（图 5
（b））。裂解酶 Lys039 在 pH 3~12 范围内活菌数显

著降低，均表现出杀菌活性。pH 为 6. 0 时，观察到

M：Marker；1：未 诱 导 pET-28a；2：诱 导 pET-28a；3：未 诱 导

pET28-Lys039；4：破碎前全蛋白；5：破碎后全蛋白；6：上清；7：沉淀；

8：纯化蛋白。

M： Marker； 1： Uninduced pET-28a； 2： Induced pET-28a； 
3： Uninduced pET28a-Lys039； 4： Whole protein before fragmentation； 
5： Whole protein after fragmentation； 6： Supernatant； 7：Precipitation； 
8： Purified protein.

图 3　重组蛋白 Lys039 SDS-PAGE图

Fig. 3　SDS-PAGE analysis of recombinant protein Lys039M：2 000 DNA Marker；1：重组质粒扩增产物；2：阴性对照。

M： 2 000 DNA Marker； 1： Recombinant plasmid amplification product； 
2： Negative control.

图 2　重组质粒菌液 PCR鉴定

Fig. 2　Identification of recombinant palsmid bacteria by PCR

（a）对照组（Elution buffer）；（b）试验组（Lys039）。
（a） Control group （Elution buffer）； （b） Experimental group （Lys039）.

图 4　平板裂解试验检测裂解酶 Lys039裂解活性

Fig. 4　Plate cleavage test to detect the lytic activity of 
endolysin Lys039
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表 1　Lys039对 32株菌株裂解活性检测

Table 1　Detection of lytic activity of Lys039 against 32 strains

菌株

Strain

单核细胞增生李斯特菌 A77-1-2
Listeria monocytogene A77-1-2

单核细胞增生李斯特菌 1-12-2-2
Listeria monocytogene 1-12-2-2

单核细胞增生李斯特菌 A83-2-1
Listeria monocytogene A83-2-1

单核细胞增生李斯特菌 D31-1
Listeria monocytogene D31-1

单核细胞增生李斯特菌 5-90-1-2
Listeria monocytogene 5-90-1-2

单核细胞增生李斯特菌 6-56-1-2
Listeria monocytogene 6-56-1-2

单核细胞增生李斯特菌 D46-1-1
Listeria monocytogene D46-1-1

单核细胞增生李斯特菌 66-3
Listeria monocytogene 66-3

单核细胞增生李斯特菌 150-1
Listeria monocytogene 150-1

单核细胞增生李斯特菌 Li8
Listeria monocytogene Li8

单核细胞增生李斯特菌 A78-2-2
Listeria monocytogene A78-2-2

单核细胞增生李斯特菌 164-5
Listeria monocytogene 164-5

单核细胞增生李斯特菌 C64-2
Listeria monocytogene C64-2

单核细胞增生李斯特菌 C18-2-1
Listeria monocytogene C18-2-1

单核细胞增生李斯特菌 A79-1
Listeria monocytogene A79-1

无害李斯特菌 6-99
Listeria innocua 6-99

抑菌圈

Bacteriostatic 
circle

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

血清型

Serotype

1/2a

1/2c

1/2c

1/2a

1/2c

1/2c

1/2a

1/2a

1/2a

1/2b

1/2b

1/2a

1/2c

1/2c

1/2c

菌株

Strain

单核细胞增生李斯特菌 Li4
Listeria monocytogene Li4

单核细胞增生李斯特菌 Li5
Listeria monocytogene Li5

单核细胞增生李斯特菌 Li6
Listeria monocytogene Li6

单核细胞增生李斯特菌 ATCC 19112
Listeria monocytogene ATCC 19112

单核细胞增生李斯特菌 ATCC 19115
Listeria monocytogene ATCC 19115

单核细胞增生李斯特菌  CVCC 1598
Listeria monocytogene CVCC 1598

单核细胞增生李斯特菌 CVCC 1597
Listeria monocytogene CVCC 1597

威氏李斯特菌 4-43
Listeria welshimeri 4-43

伊氏李斯特菌

Listeria ivanovii

无害李斯特菌 4-49
Listeria innocua 4-49

白色葡萄球菌

White staphylococci

柠檬色葡萄球菌

Lemon staphylococci

枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis

伤寒沙门菌 12-2
Salmonella typhi 12-2

鼠伤寒沙门菌 K49-2
Salmonella typhimurium K49-2

丙型副伤寒沙门菌 N17-1
Salmonella paratyphi C N17-1

抑菌圈

Bacteriostatic
 circle

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

－

－

－

－

－

－

血清型

Serotype

1/2b

1/2a

1/2a

1/2c

4b

4b

4b

注：+：有；－：无

Note： +： Yes； －： None
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相对较高的裂解活性，与对照组相比，活菌数减少

了 约 4. 4 lg（CFU/mL）单 位 ，最 适 pH 值 为 6. 0
（图 5（c））。
2. 7　裂解酶 Lys039对单核细胞增生李斯特菌生物

被膜的影响

采用结晶紫染色法，通过测定 OD595 研究裂解

酶 Lys039 对单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 生物

被膜形成的抑制作用。如图 6 所示，与 PBS 处理

的对照组比较，在不同时间段，裂解酶 Lys039 均

能显著清除单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1 形成

的生物被膜（P<0. 01）。
2. 8　牛奶基质中裂解酶 Lys039的裂解活性

采 用 活 菌 计 数 法 测 定 不 同 时 间 段 裂 解 酶

Lys039 在 全 脂 牛 奶 和 脱 脂 牛 奶 中 的 裂 解 活 性 。

与 PBS 处理的对照组相比，裂解酶 Lys039 能显著

降低不同商业类型牛奶（全脂和脱脂）中的单核

细胞增生李斯特菌数量。但在孵育 24 h 后观察

到了细菌数量再生长的现象，全脂牛奶中 24 h 试

验 组 细 菌 再 生 长 的 数 量 与 对 照 组 无 显 著 性 差

异（图 7）。

图 6　裂解酶 Lys039对单核细胞增生李斯特菌 A85-1-1
生物被膜的影响

Fig. 6　Effect of endolysin Lys039 on biofilm of Listeria 

monocytogenes A85-1-1

（a）不同浓度 Lys039 杀菌活性；（b）温度稳定性；（c）pH 稳定性。

（a） Bactericidal activity of different concentrations of Lys039； （b） Temperature stability； （c） pH stability.
图 5　裂解酶 Lys039杀菌活性最佳条件测定

Fig. 5　Determination of bactericidal activity of endolysin Lys039 under optimum conditions

（a）裂解酶 Lys039 在全脂牛奶中的裂解活性；（b）裂解酶 Lys039 在脱脂牛奶中的裂解酶活性。

（a） Lystic activity of endolysin Lys039 in whole milk； （b） Lytic activity of endolysin Lys039 in skim milk.
图 7　裂解酶 Lys039在牛奶中的活性

Fig. 7　Lytic activity of endolysin Lys039 in milk
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3　讨 论

单核细胞增生李斯特菌是一种食源性致病菌，

广泛分布于环境中。通过污染食品，危害人类健康

以及畜牧业发展，对公共卫生以及食品工业造成重

大影响。抗生素的频繁使用，导致耐药问题频发，

甚至出现了超级耐药菌。有研究表明，李斯特菌对

大多数抗微生物药物能够快速产生耐药性［26］。已

经从多种来源中分离得到多重耐药李斯特菌［27-29］。

噬菌体裂解酶作为潜在的抗菌剂候选，对防治李斯

特菌感染具有重大研究意义。

通常，大多数革兰氏阳性菌噬菌体裂解酶结构

分 为 N 端 催 化 结 构 域（CD）和 C 端 结 合 结 构 域

（CBD），CBD 特异性识别并与细菌细胞壁上的受体

结合，CD 作用于肽聚糖中的化学键，一些裂解酶已

经被发现有多个 CD 或 CBD［30］。本研究在对裂解

酶 Lys039 保守结构域分析发现，裂解酶 Lys039 含

有一个 N 端 Amidase_2 结构域（PF01510）以及一个

新的结合结构域。CD 预测范围为 12~155 位氨基

酸。可以根据在肽聚糖上裂解位点的不同，将裂解酶

分为 5 种：N-乙酰基酰胺酶、N-乙酰胞壁酰-L-丙氨

酸酰胺酶、N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶、内肽酶和

转糖基酶［31］。裂解酶 Lys039属于 N-乙酰胞壁酰-L-
丙氨酸酰胺酶，为肽聚糖识别蛋白（PGRPs）超家族

成员。PGRP 是肽聚糖识别蛋白，该结构中有一裂

缝，形成肽聚糖结合槽，其中有一个保守的 Zn2+结

合位点，裂解酶 Lys039 中 His28、His137、Asp151 参

与 Zn2+的结合。有研究发现，用丙氨酸或苯丙氨酸

取代参与 Zn2+ 配位的氨基酸残基（His26、Tyr51、
His123 和 Cys13）后，酶活性完全丧失，表明 Zn2+的

结 合 残 基 有 维 持 催 化 活 性 的 作 用［32］。 裂 解 酶

Lys039 通过 80 ℃、强酸强碱处理后，仍然具有杀菌

活性，表现出较强的裂解活性及耐酸耐碱能力，可

能与 Zn2+配位的氨基酸有关系。

噬菌体在细菌细胞复制结束后期产生穴蛋白

（Holin）和裂解酶（Endolysin）。穴蛋白靶向作用于

细胞膜，当 holin 聚集达到一定阈值，形成孔隙，为裂

解酶开通一条通道。裂解酶作用细胞壁主要成分

肽聚糖的化学键，使其断裂，完成裂解过程。由于

革兰氏阳性菌细胞壁缺乏外膜屏障，从外部裂解相

对容易［33］。裂解酶 Lys039 的结合结构域特异性识

别细胞壁结合位点，肽聚糖结合槽将底物固定在催

化的合适位置，肽聚糖裂解结构域 CD 切割李斯特

菌细胞壁中 N-乙酰胞壁酰 -L-丙氨酸之间的酰胺

键，肽聚糖结构遭到破坏，细菌细胞不能承受细胞

内的渗透压破裂而亡，从而杀灭细菌［32］。对裂解酶

Lys039 裂解谱进行分析，本研究发现 Lys039 对本

实验室的 22 株单核细胞增生李斯特菌、2 株无害李

斯特菌 4-49 和 6-99、1 株伊氏李斯特菌以及 1 株威

氏李斯特菌 4-43 都表现出了较强的裂解能力，这种

相对较宽的裂解范围可能是因为 PCD 与 Ami_2 折

叠在一起，增强了裂解活性。但同时又对白色葡萄

球菌、柠檬色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌以及沙门菌

没有裂解作用，可能是因为 Lys039 的结合结构域能

够特异性识别李斯特菌属成员。

生物被膜中包裹细菌的胞外基质（EPS），主要

成分为胞外多糖。噬菌体裂解酶能够通过降解胞

外多糖，细菌生物被膜结构遭到破坏，使包裹的细

菌暴露出来，从而发挥裂解作用［34］。已经有很多研

究表明，裂解酶能够清除细菌生物被膜［35- 36］。裂解

酶 Lys039 对不同时间段形成的单核细胞增生李斯

特菌生物被膜都有显著的清除作用。大多数李斯

特菌病的爆发与牛奶及乳制品污染有关［37］。本研

究中裂解酶 Lys039 能显著降低全脂超高温牛奶和

脱脂超高温牛奶中单核细胞增生李斯特菌的数量，

但研究发现，在孵育 24 h 后，试验组的细菌数量有

再生长的现象，这可能与超高温处理的牛奶成分的

分子变化有关，这些变化降低了裂解酶的活性，从

而促进细菌的再生长。与裂解酶 Lys039 在污染的

脱脂牛奶相比较，在全脂牛奶中孵育 24 h 后试验组

的细菌数量与对照组无显著差异，可能是由于牛奶

中的脂肪干扰了裂解酶的活性［25］。

目前，国内对于李斯特菌噬菌体裂解酶方面的

研究报道相对较少。本研究表达纯化的裂解酶

Lys039 具有高杀菌活性、较高温度的耐受性以及耐

酸耐碱的能力，并且可以有效减少单核细胞增生李

斯特菌形成的生物被膜。可为以后检测和防治李

斯特菌感染提供理论基础。

4　结 论

本研究表达纯化的裂解酶 Lys039 对李斯特菌

表现出较好的裂解能力。具有较高的温度耐受性，

酸碱度耐受范围广。该酶可以显著清除单核细胞

增生李斯特菌形成的生物被膜，但详细机制还需进
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一步研究。食品基质牛奶中的初步应用试验表明

裂解酶在食品中应用的可行性，但本研究中只选择

了牛奶作为试验对象，有一定的局限性，后续会选

取不同的试验对象进行研究。为进一步揭示裂解

酶 Lys039 的作用特性及应用于食品工业预防李斯

特菌感染提供参考信息。
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