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摘要： 旨在构建单增李斯特菌 （ＬＭ） 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ－Ｐｘ） 的绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ） 报告系统， 筛选 ＧＳＨ－Ｐｘ 的调控因子， 并验证

调控因子对 ＬＭ 生长能力和抗氧化应激能力的影响。 通过重叠延伸 ＰＣＲ （ＳＯＥ－ＰＣＲ） 方法， 构建携带 ｇｓｈ－ｐｘ 启动子区域的 ｇｆｐ 报告质粒 ｐＦＬ５１６；
通过测定携带报告质粒的亲本株 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 荧光蛋白表达情况来验证报告质粒 ｐＦＬ５１６ 是否构建成功； 通过测定报告质粒 ｐＦＬ５１６ 在亲本株

１０４０３Ｓ 和各双元调控系统缺失株里的转录水平来筛选 ＧＳＨ－Ｐｘ 的调控因子； 生长曲线检测该调控因子缺失对 ＬＭ 生长能力的影响； 通过氧化应激

存活试验， 测定该调控因子缺失对 ＬＭ 抗氧化应激能力的影响。 结果： ＰＣＲ 检测显示报告质粒 ｐＦＬ５１６ 成功构建并电转入 １４ 对双元调控系统缺失

株， 其中 ７ 对双元调控系统的缺失导致 ｇｓｈ－ｐｘ 基因转录水平上调， ６ 对双元调控系统的缺失则导致 ｇｓｈ－ｐｘ 基因转录水平下调， １ 对双元调控系统

缺失后 ｇｓｈ－ｐｘ 的转录水平无显著差异。 选取双元调控系统 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 进一步研究发现， 在非胁迫和金属离子胁迫条件下双元调控系统

ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失株的 ｇｓｈ－ｐｘ 转录水平显著高于亲本株 １０４０３Ｓ， 说明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 负调控 ｇｓｈ－ ｐｘ 的转录水平； 生长曲线结果表明

ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 基因缺失不影响 １０４０３Ｓ 菌株的生长能力， 应激存活试验结果表明， ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失显著降低 ＬＭ 在氧化应激条件下的存活

率， 表明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 对 ＬＭ 的抗氧化应激能力存在正调控。 结果表明， 在 ＬＭ 中成功构建 ｇｓｈ－ｐｘ 的报告系统， 并筛选出调控 ｇｓｈ－ｐｘ 的调控

因子 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９， 为深入了解双元调控系统与 ＬＭ 抗氧化酶 ＧＳＨ－Ｐｘ 之间的调控关系提供了重要的研究工具。
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Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｇｓｈ－ｐｘ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ＬＭ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｇｓｈ－ｐｘ， ｌｍｏ１５０８ ／
ｌｍｏ１５０９， ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ； ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ＧＳＨ－Ｐｘ ｏｆ ＬＭ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ； ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ； ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ； ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

　 　 单增李斯特菌 （ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ， ＬＭ） 是

一种革兰阳性、 兼性厌氧的食源性致病菌， 通常经污

染的食品进入人类和动物体内， 可穿透肠道屏障进入

血液， 然后通过血液循环突破血脑屏障和胎盘屏障，
进而引发严重的李斯特菌病［１－２］。 该病对老人、 婴幼

儿及孕妇等免疫力低下的人群危害极大， 主要症状表

现为败血症、 脑膜炎、 流产甚至死亡［３－４］。
ＬＭ 在自然界中无处不在， 可以在多种不利环

境， 如强酸、 强碱、 高渗透压、 低温和氧化应激环境

中生存， 这一特性对食品环境安全构成了严重的威

胁［５－６］。 氧化应激是最常见的一种不利环境， ＬＭ 所

面临 的 氧 化 应 激 包 括 活 性 氧 （ ＲＯＳ ）、 活 性 氮

（ＲＮＳ）、 活性氯 （ＲＣＳ） ［７］， 体内活性物质过多使氧

化和抗氧化系统失衡造成氧化损伤， 氧化损伤会对细

菌产生不良影响， 如脂质过氧化、 蛋白质变性、 ＤＮＡ
损伤， 甚至可能导致细胞死亡［８－９］。 ＬＭ 在宿主胞内

存活的关键在于平衡胞内的活性物质并将损伤的

ＤＮＡ 和蛋白质进行修复和清除。 因此 ＬＭ 需要强大

的抗氧化系统对抗因活性物质过量造成的危害。 ＬＭ
的抗氧化系统主要分为两类： 非酶促和酶促， 其中非

酶促抗氧化系统包含多类非酶类抗氧化物质， 如抗坏

血酸、 谷胱甘肽、 生育酚、 维生素 Ｅ、 类胡萝卜素和

脯氨酸等， 酶促则是 ＬＭ 可利用各类清除酶抵抗氧化

应激。 ＬＭ 中经典的酶促抗氧化防御系统由硫氧还蛋

白、 超氧化物歧化酶、 过氧化氢酶、 谷胱甘肽还原酶

及谷胱甘肽硫转移酶等组成， 它们协同作用帮助 ＬＭ
抵抗氧化应激［１０－１２］。

双组分信号转导系统 （ＴＣＳ）， 又称双元调控系

统， 广泛存在于细菌中， 参与调控细菌的一系列生物

学过程， 如细胞分裂、 环境代谢的适应性、 群体感

应、 生物被膜的形成和毒力基因的表达等。 典型的细

菌 ＴＣＳ 由组氨酸传感激酶 （ＨＫ） 和应答调节蛋白

（ＲＲ） 组成［１３］。
谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ－Ｐｘ） 在真核生物中

是抗氧化系统中一种重要的抗氧化酶， 但在原核生物

中的研究很少［１４］。 ＧＳＨ－Ｐｘ 在细胞降解过氧化氢和

有机氢过氧化物的过程发挥显著作用［１４］。 因为绿色

荧光蛋白 （ＧＦＰ） 具有荧光稳定且在各物种中均能稳

定表达的优点［１５］， 所以为了深入研究 ＧＳＨ－Ｐｘ 在 ＬＭ
中的作用， 本文成功构建 ＧＳＨ－Ｐｘ 绿色荧光报告系统

并通过该报告系统筛选调控 ＧＳＨ－Ｐｘ 的调控因子， 为

ＧＳＨ－Ｐｘ 在 ＬＭ 中的功能研究奠定了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株与载体

ＬＭ 参考菌株 １０４０３Ｓ （血清型为 １ ／ ２ａ 型）、 大肠

杆菌 ＤＨ５α、 携带 ｇｆｐ 片段的质粒 ｐＦＬ２５１、 载体质粒

ｐＥＲＬ３ 均由本实验室保存； ＬＭ 的 １４ 个 ＴＣＳ 缺失株

由本实验室前期构建并保存， 其缺失的 ＴＣＳ 具体信

息及主要功能［１６］见表 １。

表 １　 ＬＭ 的 １４ 个 ＴＣＳ 缺失株所缺基因信息

基因编号 ＴＣＳ 主要功能

ｌｍｏ１０２１ ／ ｌｍｏ２０２２ ＬｉａＳ ／ ＬｉａＲ 细胞壁压力

ｌｍｏ１３７７ ／ ｌｍｏ１３７８ ＬｉｓＲ ／ ＬｉｓＫ 压力耐受， 毒力

ｌｍｏ００５０ ／ ｌｍｏ００５１ ＡｇｒＡ ／ ＡｇｒＣ 黏附， 生物被膜形成

ｌｍｏ０６９１ ／ ｌｍｏ０６９２ ＣｈｅＹ ／ ＣｈｅＡ 趋化应激

ｌｍｏ１０６０ ／ ｌｍｏ１０６１ （－） 冷适应

ｌｍｏ１１７２ ／ ｌｍｏ１１７３ （－） 生物膜形成

ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ （－） 低温

ｌｍｏ１７４１ ／ ｌｍｏ１７４２ ＶｉｒＳ ／ ＶｉｒＲ 毒力

ｌｍｏ１９４７ ／ ｌｍｏ１９４８ ＲｅｓＥ ／ ＲｅｓＤ 氧化还原 （呼吸）

ｌｍｏ２０１０ ／ ｌｍｏ２０１１ ＹｅｓＮ ／ ＹｅｓＭ 碳代谢

ｌｍｏ２５００ ／ ｌｍｏ２５０１ ＰｈｏＲ ／ ＰｈｏＰ 调控磷酸酶的合成

ｌｍｏ２５１４ ／ ｌｍｏ２５１５ ＤｅｇＵ 毒力， 生物膜形成

ｌｍｏ２５８２ ／ ｌｍｏ２５８３ ＨｓｓＳ ／ ＨｓｓＲ 胞内血红素平衡， 毒力

ｌｍｏ２６７８ ／ ｌｍｏ２６７９ ＫｄｐＥ ／ ＫｄｐＤ 环境渗透胁迫

　 　 注： （－） 表示未见报道。
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１􀆰 ２　 主要试剂

２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ⅱ购于南京诺唯赞生物科

技股份有限公司； 核酸染料 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ 购于上海自赛

百盛公司； 琼脂糖、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自擎科生物有限

公司； 限制性内切酶 ＳａｌⅠ购自 ＮＥＢ 公司； 重组连接

酶购于艾德莱生物有限公司； 胶回收试剂盒、 质粒提

取试剂盒、 红霉素 （ＥＭ） 均购自 Ｓｉｇｍａ －Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司； 脑心浸液培养基 （ＢＨＩ） 购自北京拜尔迪生物技

术有限公司； ＬＢ 培养基购自北京陆桥生物科技有限

公司。

１􀆰 ３　 引物设计

ＬＭ 中 ｌｍｏ０９８３ 编码 ｇｓｈ－ｐｘ， 而通过生物信息学

网站 ｗｗｗ􀆰 ｂｉｏｃｙｃ􀆰 ｏｒｇ 查询得知 ｌｍｏ０９８２ 和 ｌｍｏ０９８３ 共

用 １ 个启动子。 以 ＬＭ 参考菌株 １０４０３Ｓ 基因组为模

板， 选取 ｌｍｏ０９８２ 和 ｌｍｏ０９８３ 基因前 ６００ ｂｐ 序列通过

启动子预测网站 （Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔ⁃
ｗｏｒｋ） 预测出 ｇｓｈ－ｐｘ 的启动子区域， 并参照 ｇｆｐ 基因

序列通过 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件设计扩增引物 （表 ２）， 引

物由武汉擎科生物技术有限公司合成。

表 ２　 引物序列信息

引物 引物序列 （５′→３′）

ｐＦＬ５１６－Ａ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＧＡＧＴＡＧＡＴＧＧＴＡＡＡＡＴＣＣＣＡＣＣＴＧ

ｐＦＬ５１６－Ｂ ＴＧＡＡＡＡＧＴＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＡＣＴＣＡＴＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＡＧＴＴＣＧＣ

ｐＦＬ５１６－Ｃ ＡＴＧＡＧＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡ

ｐＦＬ５１６－Ｄ ＡＴＡＴＡＣＴＡＡＣＣＣＴＴＴＴＴＴＴＧＴＴＡＴＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴＣＡＴＣＣＡＴＧＣＣ

　 　 　 　 　 　 　 　 注： 下划线表示 ＳａｌⅠ酶切位点。

１􀆰 ４　 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒的构建

１􀆰 ４􀆰 １　 目的片段的扩增

以 １０４０３Ｓ 基因组为模板， 利用表 ２ 中的 ｐＦＬ５１６
Ａ ／ Ｂ 引物对扩增 ｇｓｈ － ｐｘ 的启动子片段 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ； 以

ｐＦＬ２５１ 为模板， 利用 ｐＦＬ５１６ Ｃ ／ Ｄ 引物对扩增 ｇｆｐ 片

段， ＰＣＲ 产物使用胶回收试剂盒进行回收纯化。 以

上述 ＰＣＲ 扩增获得的 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ启动子和 ｇｆｐ 为模板， 用

ｐＦＬ５１６ Ａ ／ Ｄ 引物对进行 ＳＯＥ － ＰＣＲ 获得 ｐＦＬ５１６
（Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ－ｇｆｐ） 目的片段， 使用 ＤＮＡ 回收试剂盒将融

合片段回收备用。
１􀆰 ４􀆰 ２　 报告质粒的构建

采用重组的方法将 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ －ｇｆｐ 目的片段与 ＳａｌⅠ

单酶切的载体质粒 ｐＥＲＬ３ 连接， 连接产物转化大肠

杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞， 长出菌落后挑单菌落进行

ＰＣＲ 鉴定。 将 ＰＣＲ 鉴定阳性的克隆送至武汉擎科生

物技术有限公司进行测序验证。 将测序正确的 ｇｓｈ－
ｐｘ 报告基因重组质粒命名为 ｐＦＬ５１６。
１􀆰 ５　 荧光蛋白表达菌株的构建

提取构建成功的 ｐＦＬ５１６ 质粒， 利用电转化法将

ｐＦＬ５１６ 质粒电转入 ＬＭ 菌株 １０４０３Ｓ 感受态细胞中，
电转程序为： ２􀆰 ５ ｋＶ、 ４００ Ω、 ２５ μＦ， 电击完成后加

入 １ ｍＬ 含 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖的 ＢＨＩ 培养基， 置于 ３７ ℃
静置培养 ３ ｈ 后涂布于含 １０ μｇ ／ ｍＬ 红霉素的 ＢＨＩ 平
板， ３７ ℃培养 ２４～４８ ｈ， 挑取单菌落使用 ｐＦＬ５１６ Ａ ／
Ｄ 引物对进行 ＰＣＲ 鉴定， ＰＣＲ 产物使用 １％琼脂糖凝

胶电泳检测。

１􀆰 ６　 荧光蛋白表达观察

取 １０ μＬ 过夜培养的 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 涂布到载玻

片上， 使用荧光显微镜观察细菌 ＧＦＰ 表达情况， 同

时使用未转入 ｐＦＬ５１６ 的野生株 １０４０３Ｓ 作为对照。 另

取 １ ｍＬ 菌液于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２ ｍｉｎ， 弃去上清液后用 １ ｍＬ ＰＢＳ 将细菌沉淀重悬，
重悬完全后加入到 ９６ 孔板中， 每孔 ２００ μＬ， ３ 个重

复， 利用酶标仪检测菌液的相对荧光单位 （ＲＦＵ， 即

荧光值）。 数据结果为 ３ 个重复试验的平均值。
１􀆰 ７　 ｇｓｈ－ｐｘ 基因调控因子的筛选

将 ｇｓｈ－ｐｘ 的报告质粒 ｐＦＬ５１６ 电转进 ＴＣＳ 缺失株

中， 涂布于含红霉素抗性的 ＢＨＩ 平板上， 置于 ３７ ℃
培养 ２４～ ４８ ｈ， 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定， 经凝胶

电泳检测 ＰＣＲ 结果， 获得携带 ｐＦＬ５１６ 报告基因的菌

株。 通过检测绿色荧光的强度对 ｇｓｈ－ｐｘ 基因转录水

平进行评价， 荧光值越高说明转录水平越高， 反之则

说明转录水平越低， 以亲本株 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 为对

照组。
将携带 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒的 ＴＣＳ 缺失株划线于含

红霉素抗性的 ＢＨＩ 平板上， 次日挑取单菌落于 ３ ｍＬ
ＢＨＩ 培养基中， 置于 ３７ ℃摇床过夜培养。 每个菌株

各取 １ ｍＬ 菌液于离心管中， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ
后弃去上清液， 非应激样品用 １ ｍＬ ＰＢＳ 将细菌沉淀

充分重悬， 应激样品用 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋ 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｆｅ３＋应激处理 １ ｈ 后用 １ ｍＬ ＰＢＳ 将细菌沉淀充分重

悬， 每孔 ２００ μＬ， ３ 个重复， 测量细菌菌液的荧光

值。 试验数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进行统计分析并

·３６·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ８ 期



作图。
１􀆰 ８　 生长曲线测定

分别 从 亲 本 株 １０４０３Ｓ、 缺 失 株 Δｌｍｏ１５０８ ／
ｌｍｏ１５０９ 的固体平板上挑取单菌落接种于液体 ＢＨＩ
中， ３７ ℃条件下振荡培养过夜， 以 １ ∶ １００ 比例接菌

至新的 ＢＨＩ 培养基中， 并分装到 ９６ 孔细胞培养板

中， ３７ ℃恒温培养， 使用酶标仪测定 ＯＤ６００ ｎｍ值， 每

隔 １ ｈ 测定 １ 次， 直至进入平台期， 并据此绘制出生

长曲线。 试验重复 ３ 次取平均值。
１􀆰 ９　 氧化应激试验

为了确定报告基因筛选出的 ＴＣＳ 的调控作用，
将 ｐＦＬ５１６ 报告基因荧光值显著升高的 ＴＣＳ 缺失株进

行金属离子氧化应激存活试验， 参考张钰等［１７］ 方法

进行。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ 收集过夜培养的菌体，
并用 ＰＢＳ 洗涤一次， 然后稀释至 ＯＤ６００ ｎｍ 值为 ０􀆰 ６。
将稀释好的菌液分别加入终浓度为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋和

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅ３＋的 ＢＨＩ 培养基中， ３７ ℃静置处理 １ ｈ。
应激处理后 １０ 倍倍比稀释菌液， 稀释菌液进行点板

后过夜培养， 并统计菌株存活率。 试验重复 ３ 次。 若

ｐＦＬ５１６ 荧光值及 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅ３＋金

属离子氧化应激存活试验结果均有显著差异且结果一

致时则可初步确定该 ＴＣＳ 为 ＧＳＨ－Ｐｘ 的调控因子。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒的构建

利用生物信息学分析获得 ｇｓｈ－ｐｘ 基因上游的启

动子序列， 以 １０４０３Ｓ 基因组和质粒 ｐＦＬ２５１ 为模板分

别扩增出 ５０８ ｂｐ 的 ｇｓｈ－ｐｘ 启动子 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ和 ７３７ ｂｐ 的

ｇｆｐ 片段。 通过 ＳＯＥ－ＰＣＲ 将 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ和 ｇｆｐ 进行融合获

得 １ ２４５ ｂｐ 的 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ －ｇｆｐ 片段。 通过重组的方法将

Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ－ｇｆｐ 与 ｐＥＲＬ３ 载体连接并构建 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒

ｐＦＬ５１６。 将连接产物用热激法转化至大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞中， 挑取单克隆并使用 ｐＦＬ５１６ Ａ ／ Ｄ 引物

对进行 ＰＣＲ 鉴定及测序验证， 经凝胶电泳获得

１ ２４５ ｂｐ 的条带 （图 １）， 符合预期大小且测序正确，
说明 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒成功构建。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ２． Ｐｇｓｈ－ｐｘ片段； ３、 ４． ｇｆｐ 片段； ５、 ６． Ｐｇｓｈ－ｐｘ－ｇｆｐ 片段； ７～１０． ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒 ｐＦＬ５１６。

图 １　 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒的构建与鉴定

２􀆰 ２　 荧光蛋白表达菌株的构建

提取 ｇｓｈ－ｐｘ 报告系统 ｐＦＬ５１６ 质粒， 采用电转化

将 ｐＦＬ５１６ 电转至 ＬＭ 菌株 １０４０３Ｓ 感受态细胞中构建

荧光蛋白表达菌株 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６， 挑取单克隆并使

用 ｐＦＬ５１６ Ａ ／ Ｄ 引物对进行 ＰＣＲ 鉴定， 获得 ｐＦＬ５１６
目的片段 （图 ２）， 与预期结果一致， 表明 ＬＭ 荧光

蛋白表达菌株构建成功。
２􀆰 ３　 荧光蛋白表达情况

在荧光显微镜下， 携带报告质粒的 １０４０３Ｓ －
ｐＦＬ５１６ 发出绿色荧光， 而 １０４０３Ｓ 无荧光 （图 ３ Ａ）；
使用酶标仪对 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 和 １０４０３Ｓ 的荧光值进

行测定， １０４０３Ｓ － ｐＦＬ５１６ 的荧光强度高达 ６５６ ８７４
ＲＦＵ， 而 １０４０３Ｓ 的荧光值只有 ９ ４６５ ＲＦＵ （图 ３ Ｂ），

说明该报告质粒可在 ＬＭ 中正常表达。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～５． ｐＦＬ５１６。

图 ２　 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 的 ＰＣＲ 鉴定
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Ａ． 显微镜下观察图像； Ｂ． 荧光值测定。 ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ３　 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 和 １０４０３Ｓ 中 Ｐｇｓｈ－ｐｘ－ｇｆｐ 的表达情况

２􀆰 ４　 ＴＣＳ 缺失株中 ｇｓｈ－ｐｘ 报告系统的鉴定

将 ｐＦＬ５１６ 电转入 ＬＭ 各 ＴＣＳ 缺失株感受态中，
涂布于 ＥＭ 抗性的 ＢＨＩ 平板， 挑取单菌落用 ｐＦＬ５１６

Ａ ／ Ｄ 引物鉴定， 结果显示报告质粒已成功电转入 ＴＣＳ
缺失株中 （图 ４）。

Ｍ． ＤＬ２０００； １． Δｌｍｏ１０２１ ／ ｌｍｏ２０２２； ２． Δｌｍｏ１３７７ ／ ｌｍｏ１３７８； ３． Δｌｍｏ００５０ ／ ｌｍｏ００５１； ４． Δｌｍｏ０６９１ ／ ｌｍｏ０６９２； ５． Δｌｍｏ１０６０ ／ ｌｍｏ１０６１； ６． Δｌｍｏ１１７２ ／
ｌｍｏ１１７３； ７． Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９； ８． Δｌｍｏ１７４１ ／ ｌｍｏ１７４２； ９． Δｌｍｏ１９４７ ／ ｌｍｏ１９４８； １０． Δｌｍｏ２０１０ ／ ｌｍｏ２０１１； １１． Δｌｍｏ２５００ ／ ｌｍｏ２５０１； １２． Δｌｍｏ２５１４ ／
ｌｍｏ２５１５； １３． Δｌｍｏ２５８２ ／ ｌｍｏ２５８３； １４． Δｌｍｏ２６７８ ／ ｌｍｏ２６７９。

图 ４　 ＴＣＳ 缺失株中 ｐＦＬ５１６ 的 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ５　 ＴＣＳ 缺失株中荧光值的检测

将 ｇｓｈ－ｐｘ 的报告质粒 ｐＦＬ５１６ 电转入各 ＴＣＳ 缺失

株感受态中， 通过检测携带 ｐＦＬ５１６ 报告质粒的各

ＴＣＳ 缺失株的荧光值发现： 在已敲除 ＴＣＳ 的 ＬＭ 菌株

中， ｌｍｏ００５０ ／ ｌｍｏ００５１、 ｌｍｏ１０６０ ／ ｌｍｏ１０６１、 ｌｍｏ１５０８ ／
ｌｍｏ１５０９、 ｌｍｏ１９４７ ／ ｌｍｏ１９４８、 ｌｍｏ２０１０ ／ ｌｍｏ２０１１、
ｌｍｏ２６７８ ／ ｌｍｏ２６７９、 ｌｍｏ２５８２ ／ ｌｍｏ２５８３ 这 ７ 个 ＴＣＳ 的缺

失使得其荧光值相对于亲本株 １０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 极显

著 升 高； 而 ｌｍｏ１０２１ ／ ｌｍｏ２０２２、 ｌｍｏ１３７７ ／ ｌｍｏ１３７８、
ｌｍｏ０６９１ ／ ｌｍｏ０６９２ 这 ３ 个 ＴＣＳ 的缺失使得荧光值相对

于亲 本 株 １０４０３Ｓ － ｐＦＬ５１６ 显 著 降 低； ｌｍｏ１１７２ ／

ｌｍｏ１１７３、 ｌｍｏ２５１４ ／ ｌｍｏ２５１５、 ｌｍｏ１７４１ ／ ｌｍｏ１７４２ 这 ３
个 ＴＣＳ 的缺失使得荧光值相对于亲本株 １０４０３Ｓ －
ｐＦＬ５１６ 极显著降低； ｌｍｏ２５００ ／ ｌｍｏ２５０１ 的缺失使得其

荧光值相对于亲本株 １０４０３Ｓ － ｐＦＬ５１６ 无显著差异

（图 ５）。 荧光值越大转录水平越高， 反之则表示转录

表达水平越低， 说明 ｌｍｏ００５０ ／ ｌｍｏ００５１、 ｌｍｏ１０６０ ／
ｌｍｏ１０６１ 等 ７ 个 ＴＣＳ 双元调控系统的缺失导致 ｇｓｈ－ｐｘ
基因转录水平上调， 它们与 ｇｓｈ－ｐｘ 启动子之间存在

负调控关系； ｌｍｏ１０２１ ／ ｌｍｏ２０２２、 ｌｍｏ１３７７ ／ ｌｍｏ１３７８ 等

６ 个 ＴＣＳ 的缺失则导致 ｇｓｈ－ｐｘ 基因转录水平下调，
它们与 ｇｓｈ－ｐｘ 启动子之间存在正调控关系。
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注： 与对照组 （１０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６） 相比， ｎｓ 表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５） ， ∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） ， ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 。
下同。

图 ５　 不同 ＴＣＳ 缺失株中 ｇｓｈ－ｐｘ 报告基因的表达水平

２􀆰 ６　 氧化条件下 Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失株中荧光

值的检测

　 　 选择转录水平上升幅度最高且具有显著差异性的

Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 进 一 步 研 究， ＴＣＳ 缺 失 株

Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 的荧光值在 ＢＨＩ、 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋

和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅ３＋环境下极显著高于参考菌株 １０４０３Ｓ
（图 ６）， 说明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 对 ｇｓｈ－ｐｘ 具有负调控

作用。

图 ６　 Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 中 ｐＦＬ５１６ 的表达

２􀆰 ７　 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失对 ＬＭ 生长能力的影响

生长能力测定结果显示， 缺失株 Δｌｍｏ１５０８ ／
ｌｍｏ１５０９ 与亲本株 １０４０３Ｓ 在 ＢＨＩ 培养基中的生长趋

势相似 （图 ７）， 表明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 基因不影响

菌株 １０４０３Ｓ 的生长能力。

图 ７　 亲本株 １０４０３Ｓ 和缺失株 Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９
生长曲线测定

２􀆰 ８　 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失对 ＬＭ 抗氧化应激能力

的影响

　 　 通过氧化应激试验结果得知， 在 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋

应激处理后， ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失使得 ＬＭ 的存活

能力 显 著 降 低， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅ３＋ 的 应 激 处 理 后，
ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 缺失使得 ＬＭ 的存活能力极显著降

低 （图 ８）， 说明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 对 ＬＭ 的抗氧化应

激能力存在正调控影响。
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Ａ． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋； Ｂ． １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅ３＋。

图 ８　 Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 在金属离子中的存活率比较

３　 讨论

ＬＭ 入侵宿主的过程中会遇到多种应激条件， 氧

化应激是其中最常见的一种。 为了避免氧化损伤，
ＬＭ 产生强大的酶促抗氧化系统使胞内促氧因子和抗

氧因子保持平衡。
ＧＳＨ－Ｐｘ 是一种重要的抗氧化酶， 广泛存在于真

核生物和原核生物中。 虽已知真核生物中 ＧＳＨ－Ｐｘ 可

以利用 ＧＳＨ 作为电子供体将过氧化物还原为水和氧，
在介导细胞抗氧化应激的过程中作用显著， 但是人们

对原核生物中的 ＧＳＨ－Ｐｘ 知之甚少。 此前， 在原核生

物中很少有关于 ｇｓｈ－ｐｘ 基因的报道。 大肠杆菌中有

编码 ｇｓｈ－ｐｘ 的同源基因 ｂｔｕＥ， 对其功能研究表明，
这种酶可以防止各种氧化剂的有害影响， 让细胞对氧

化应激不那么敏感［１８］。 脑膜炎奈瑟菌中 ｇｓｈ－ｐｘ 的同

源基因 ｇｐｏＡ 的失活增加了该突变体对氧化还原循环

剂百草枯诱导的氧化应激的敏感性［１９］。 这些研究均

表明 ｇｓｈ－ｐｘ 参与了氧化应激防御。 另有研究发现，
在小鼠皮下感染模型中， 敲除 ｇｐｏＡ 的脑膜炎奈瑟菌

毒力明显受损， 首次为 ｇｓｈ－ｐｘ 参与细菌致病性提供

了证据［２０］。 ＧＳＨ－Ｐｘ 或许在原核生物的抗逆性和细

菌毒力方面起着重要作用， 但其具体的转录调控机制

目前仍不清楚。 目前报告系统是研究转录调控的重要

方法［２１］， 其中 ＧＦＰ 是一种经典的报告系统。 将目的

基因的启动子与 ＧＦＰ 相连后， 对 ＧＦＰ 的荧光强度进

行测定即可检测基因的转录表达水平， 具有易于检

测、 灵敏度高、 荧光性质稳定、 对细胞无毒害、 可直

接用于活细胞检测等优点［２２－２３］， 具有极广泛的应用

前景。
本研究成功构建 ｇｓｈ－ｐｘ 报告质粒并将其电转入

ＬＭ 野生株 １０４０３Ｓ 感受态中。 通过荧光显微镜和酶标

仪检测 Ｐ ｇｓｈ－ｐｘ的表达情况， 携带报告质粒的 ＬＭ 菌株

１０４０３Ｓ－ｐＦＬ５１６ 在显微镜下发出明亮的绿色荧光， 且

通过酶标仪测得的荧光强度显著高于野生对照株， 该

质粒在 ＬＭ 中可表达 ＧＦＰ， 表明该质粒中携带的 ｇｓｈ－
ｐｘ 启动子具有转录活性， 为下一步试验奠定了良好

基础和技术平台。
ＬＭ １０４０３Ｓ 基因组编码 １６ 组 ＴＣＳ， 为了筛选可

能参与调控 ｇｓｈ－ｐｘ 的 ＴＣＳ， 我们试图分别敲除每组

ＴＣＳ， 但最终只成功敲除了 １４ 组。 将报告质粒分别

电转入 １４ 对 ＴＣＳ 缺失株感受态中， 通过测定荧光

值， 证实其中 ７ 个 ＴＣＳ 的缺失导致 ｇｓｈ－ｐｘ 基因转录

水平上调， 说明它们与 ｇｓｈ－ｐｘ 启动子之间存在负调

控关系； ６ 个 ＴＣＳ 的缺失则导致 ｇｓｈ－ｐｘ 基因转录水

平下调， 说明它们与 ｇｓｈ－ｐｘ 启动子之间存在正调控

关系， ｌｍｏ２５００ ／ ｌｍｏ２５０１ 的缺失使得其荧光值相对于

亲本株而言无显著差异。 前期的研究中发现 ＧＳＨ－Ｐｘ
对 Ｈ２Ｏ２ 带来的氧化应激不敏感， 对铜和铁金属离子

带来的氧化应激敏感［１７］。 进一步对转录水平上升幅

度最高且具有显著差异性的 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 这一

ＴＣＳ 研究发现， 在 ＢＨＩ、 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃｕ２＋和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｆｅ３＋条件下， Δｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 的荧光值极显著高于

亲本株 １０４０３Ｓ， 说明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 对 ｇｓｈ－ｐｘ 具

有负调控作用。 生长能力测定结果表明 ｌｍｏ１５０８ ／
ｌｍｏ１５０９ 基因不影响菌株的生长； 氧化应激试验结果

显示， 相对于亲本株， Δｌｍｏ１５０８ ／ １５０９ 的抗氧化应激

能力显著降低， 说明 ｌｍｏ１５０８ ／ ｌｍｏ１５０９ 对 ＬＭ 的抗氧

化应激能力存在正调控影响。
综上所述， 本研究利用 ｇｆｐ 成功构建了可以反映

ｇｓｈ－ｐｘ 启动子转录活性的 ｐＦＬ５１６ 报告质粒， 并成功

筛选出调控 ＧＳＨ － Ｐｘ 的双元调控系统 ｌｍｏ１５０８ ／
ｌｍｏ１５０９， 为进一步探究该 ＴＣＳ 在 ＬＭ 中如何调控
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ＧＳＨ－Ｐｘ 的功能奠定了基础。
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