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表达绿色荧光蛋白的重组绵羊李斯特菌的构建及荧光分析
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#

四川大学华西公共卫生学院 卫生检验与检疫系 !成都!"##$""

!!&摘要'!目的!构建表达绿色荧光蛋白!%&'"的重组绵羊李斯特菌#为绵羊李斯特菌的研究提供重要工具(

方法!利用()*+,-'./的方法将单核细胞增生性李斯特菌溶血素的启动子!!"#$"与%&'基因融合#连接到

0.1质粒上#构建重组原核表达质粒0.12!"#$2%&'(将重组质粒电转化绵羊李斯特菌#利用荧光显微镜分析荧

光表达情况(分别在含红霉素和不含红霉素的345肉汤中连续传代培养携带重组质粒的绵羊李斯特菌#通过提取

质粒和观察荧光的方法研究重组质粒0.12!"#$2%&' 及 %&'在绵羊李斯特菌中的稳定性(结果!重组质粒

0.12!"#$2%&'酶切验证和测序均正确(在荧光显微镜下可以见到携带重组质粒的绵羊李斯特菌发绿色荧光(

在红霉素抗性压力选择下重组质粒0.12!"#$2%&'能稳定存在于绵羊李斯特菌中#并高效表达%&'(结论!成

功构建了%&'基因原核表达质粒0.12!"#$2%&'#能在绵羊李斯特菌中高效表达%&'#为进一步研究绵羊李斯特

菌作为疫苗载体提供了重要的工具(

&关键词'!绵羊李斯特菌!绿色荧光蛋白!原核表达

89(:;<&$;#9('(-=>&9<,:$,($,?('>@:#:9A;%,B,$9CD#('(;!"#$%&"'"(')*(""";<'#(.EF<,::#(GH<,,(=>&9<,:$,(;

I<9;,#(!()*+%,-./0#123-/#3421-56-/0#3478/05$9#:4*+% ;-/0569./#)2*+% )9./#<*+%

="9./# >?@!.ABC@/B8D '9E#-F )@.#B"3.E8A.B8A$1F-@/F@G#<@GB="-/.1F"88#8D '9E#-F )@.#B"#1-F"9./

2/-H@AG-B$#.67,-89!"##$"#.6+,:

# .;<<7=0;,8+,-:9>6;<#*2?:+@$A:,-B69:,!=B9C789CB,

&?D:;<'$;'!JDK,$;#*,!.;,=><9B>+,->67<7B;?D+,:,>3-GB@A-.-H./8H--=><:+,7E0<7==+,--<77,F@9;<7=B7,>

0<;>7+,>; 0<;G+87:,+?0;<>:,>>;;@F;<=>98H;F3-GB@A-.-H./8H-->+,;%9-:! I670<;?;>7<;F3-GB@A-.

C8/8F$B80@/@GJ+=>7<+;@H=+,) !!"#$":,8>67-<77,F@9;<7=B7,>0<;>7+,!%&'"-7,7A7<7F9=78DH()*+,-'./#

:,8>67,@+-:>78>67F9=+;,-7,7+,>;0@:=?+80.1>;<7=9@>+,<7B;?D+,:,>0@:=?+80.12!"#$5%&'>/7B;?D+,:,>

0@:=?+8A:=7@7B><;0;<:>78+,>;3-GB@A-.-H./8H--#:,8F@9;<7=B7,B7?+B<;=B;07A:=9=78>;:,:@HK7>677E0<7==+;,;F

%&'CI;;D=7<G7>67=>:D+@+>H;F<7B;?D+,:,>0@:=?+8:,8>67=>:D@77E0<7==+;,;F%&'+,3-GB@A-.-H./8H--#

D:B>7<+:A7<7B9@>9<78+,>67345D<;>6A+>6;<A+>6;9>7<H>6<;?HB+,F;<=7G7<:@-7,7<:>+;,=CI67=>:D+@+>H;F

<7B;?D+,:,>0@:=?+80.12!"#$5%&':,8F@9;<7=B7,>0<;>7+,+,7:B6-7,7<:>+;,;FD:B>7<+:A:==>98+78DH7E><:B>+,-

0@:=?+8=:,8 ;D=7<G+,-F@9;<7=B7,B7CB,:&>;:! I677E:B>,7==;F<7B;?D+,:,>0@:=?+8 0.12!"#$5%&' A:=

B;,F+<?78A+>6<7=><+B>+G77,8;,9B@7:=7:==:H:,8=7L97,B7:,:@H=+=CM,87<>67F@9;<7=B7,B7?+B<;=B;07#>67-<77,

F@9;<7=B7,B7A:=;DG+;9=+,3-GB@A-.-H./8H--B:<<+78A+>60.12!"#$5%&'>I67<7B;?D+,:,>0@:=?+80.12!"#$5

%&' A:==>:D@7+,3-GB@A-.-H./8H--:,8>67%&'N70>7E0<7==+,-+,:6+-6@7G7@9,87<>670<7==9<7;F7<H>6<;?HB+,C

89($>&:#9(! I67 0<;N:<H;>+B 7E0<7==+;, 0@:=?+8 0.12!"#$5%&' B;,>:+,+,- %&' -7,7 A:= =9BB7==F9@@H

B;,=><9B>78C3-GB@A-.-H./8H--B:<<+78 A+>6>670@:=?+87FF+B+7,>@H7E0<7==78 %&'CI6+=<7=7:<B60<;G+87=:,

+?0;<>:,>>;;@F;<F9<>67<=>98H;F3-GB@A-.-H./8H--:=:G:BB+,7B:<<+7<C

&L,@M9<-:'!!3-GB@A-.-H./8H--!!%<77,F@9;<7B7,>0<;>7+,!!'<;N:<H;>+B7E0<7==+;,

!!绵羊李斯特菌!J5"是一种重要致病菌#主要感

染以绵羊为主的畜类#对人不致病)"*(J5是典型的

胞 内寄生菌#能诱导机体产生特异性.OPQ
和

" 国家自然科学基金面上项目!R;CS"TU#VW$"和四川省科技

厅国际合作项目!R;CW#"U44##P#"资助

# 通信作者#*2?:+@$A:,-B69:,!=B9C789CB,

.O$QI细胞反应
)W*#故是一种理想的疫苗载体(已

有研究者以J5为载体构建了携带结核分枝杆菌抗

原的重组菌#免疫小鼠后特异性细胞因子如干扰素2

"!5&R2""+白介素!5J"2W和肿瘤坏死因子!IR&"的

分泌上调#初步证实了 J5作为疫苗载体的可行

性
)S*(要将J5作为疫苗载体来开发#需要全面地掌

握该菌在体内的迁移途径+增殖规律+致病机制等资
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料#使其更加安全可控#但目前有关J5的研究报道

还比较匮乏(绿色荧光蛋白!%&'"作为标记蛋白被

广泛应用于生命科学的各个领域
)$*(本研究构建

%&'基因原核表达质粒#电转化J5#可为J5示踪研

究提供一种重要的手段和工具(

1!材料与方法

1C1!质粒和菌株

质粒0.1 含有抗氨苄西林!X?0"基因+抗红

霉素!*<H"基因+,E. #和1!@#酶切位点,菌株

J5!.FB*!#FI5#.F(为敲除.FB* 和!#FI#携带#.F(

筛选标记的减毒J5,菌株JY5%&' 为携带%&' 基

因的重组单核细胞增生性李斯特菌!JY"#以上质

粒和菌株均由本实验室保存(O4T$感受态细胞购

自I:Z:/:公司(

1N/!I8B引物

引物对!"#$2F-<!F$T[2.X%I%I%XI%%XIX

I.I%.X%2S[#<$T[2XX%II.II.I..IIIX.I

.XI%%%III.X.I.I..II.IX.X2S["用于扩

增JY李斯特菌溶血素!JJ)"的启动子!!"#$"#含

有与%&'基因重叠的序列,引物对%&'2F-<!F$T[2

XI%X%IXXX%%X%XX%XX.IIII.2S[#<$T[2

IIXIII%IXIX%II.XI..XI%..2S["用于扩

增绿色荧光蛋白%&' 基因,引物对@+,N2F-<!F$T[2

.X%XIX.X.IIXXXXXX%II.IX%X.XI%I

I%XI%%XIXI.I%.X%#<$T[2.XXII.%...

.%%%X.IX%IIIXIII%IXIX%II.XI..X

I%..2S["用于将融合片段连接至载体上#含有与质

粒0.1载体骨架重叠的序列+,E.#和1!@#酶切

位点(引物由北京擎科新业生物技术有限公司合

成(

1C7!主要仪器与试剂

'./仪!35)2/XO",.67?+O;B\/(凝胶成像

系统!35)2/XO",倒置荧光显微镜!R5Z)R I+2

M",胶回收试剂盒*C]CRCXCIY %7@*E><:B>+;,Z+>

!W##"和质粒提取试剂盒'@:=?+8Y+,+Z+>#!W##"

!)Y*%XD+;2>7N",ORX聚合酶+高保真ORX聚

合酶+无缝克隆试剂盒 I<7@+7FIY(;(;;.@;,+,-

Z+>!北京擎科新业生物技术有限公司",限制性核酸

内切酶,E.#+1!@#!R*3",脑心浸液培养基+脑

心浸液琼脂+J3肉汤培养基+J3琼脂!北京陆桥技

术有限责任公司"(

1N3!+,-.及/01基因的扩增与拼接

以JY5%&' 基因组为模板#分别以!"#$2F-<+

%&'2F-<为引物#扩增!"#$和%&' 基因!片段长度

分别为W!SD0和UW#D0"(将!"#$和%&' 基因分

别纯化+回收后#用()*+,-'./将这两个片段拼

接#扩增!"#$2%&'(

1NO!重组质粒F8PQ+,-.Q/01的构建

以@+,N2F-<为引物#扩增!"#$2%&'#用无缝克

隆试剂盒将含有与质粒0.1 载体骨架重叠序列的

!"#$5%&' 片段连接至经,E. #+1!@#双酶切的

0.1载体骨架上#然后转化大肠杆菌O4T$#用含

X?0!"##%--?J"的J3琼脂平板筛选阳性克隆

菌#提取质粒酶切验证并送测序鉴定(

1C5!重组质粒电转化J5及荧光分析

重 组 质 粒 0.12!"#$2%&' 电 转 化

J5!.FB*!#FI5#.F(#将电转液涂布于含*<H!S%--

?J"+\2-:@和5'I%的345琼脂平板#S# ^培养

$P&UW6#挑取蓝色菌落进行'./鉴定#并送测序

鉴定#筛选含重组质粒的细菌(倒置荧光显微镜下

观察绿色荧光蛋白%&'基因在J5中的表达情况(

1N2!携带重组质粒的RS的体外稳定性

将构建好的携带重组质粒0.12!"#$2%&' 的

J5分别在含*<H!S%--?J"和不含*<H的345培

养基中连续培养V代#每代"!6#于第"+W+S+T+U+V

代观察荧光情况#同时取T?J调整吸光度 X!##至

#CU的菌液提取质粒#用,:,;8<;0核酸定量仪定

量#并取"T%J质粒溶液行琼脂糖凝胶电泳(

/!结果

/N1!重组质粒F8PQ+,-.Q/01的筛选

!"#$及%&' 基因经'./扩增后#电泳条带与

预期!!"#$为W!SD0#%&'基因为UW#D0"相符!图

"X"(重组质粒阳性克隆的筛选结果见图"3+图

".#阳性克隆扩增出大小为V!SD0的目的条带

!"#$2%&'!图"3"#提取的质粒经,E.#+1!@#双

酶切后出现两个条带#与预期!V!SD0和!S"VD0"

相符!图"."(基因测序结果显示#测序序列与预期

序列同源率达VV_以上(

/N/!/01基因在RS中的表达

携 带 重 组 质 粒 0.12!"#$2%&' 的

J5!.FB*!#FI5#.F( 的 './ 验证结果见图 W#在

"###D0处出现针对J5设计的特异条带和重组质

粒0.12!"#$2%&'上的特异条带!"#$2%&'#基因

测序结果显示#测序序列与预期序列同源率达VV_

以上#表明重组质粒0.12!"#$2%&'已成功电转化

J5!.FB*!#FI5#.F((图S.为 携 带 重 组 质 粒 的

#"P
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图1!+,-.+/01基因的扩增!?"及重组质粒的扩增!T"和酶切鉴定!8"!!!图/!携带重组质粒F8PQ+,-.Q/01的RS!'2$3+-245-'26 的

I8B筛选结果

=#G1!I8B'CF>#A#$';#9(9A+,-.'(-/01G,(,:!?"'(-#-,(;#A#$';#9(9A<,$9CD#('(;F>':C#-!T$I8B'CF>#A#$'#9(,8$.(U@C,-#G,:;#9("

=#G/!I8B:,>,$;#9(9ARS!'2$3+-245-'26$'<<#,-M#;%<,$9CD#('(;F>':C#-F8PQ+,-.QH=I

Y$Y:<N7<C&+-".#"$/7B;?D+,:,>0@:=?+80.12!"#$2%&',W$O+-7=>+;,;F0.12!"#$2%&'C&+-W#"2S$'./:?0@+B:>+;,;F=07B+F+B

F<:-?7,>;FJ5!.FB*!#FI5#.F(,$2!$'./:?0@+B:>+;,;F!"#$2%&'

图7!荧光显微镜下的 RS!'2$3+-245-'26 和携带 F8PQ+,-.Q/01 的 RS!'2$3+-245-'26(V/00! ! ! 图 3! 携带 F8PQ+,-.Q/01 的

RS!'2$3+-245-'26连续传代后荧光显微镜下的图片(V/00

=#G7!RS!'2$3+-245-'26'(-RS!'2$3+-245-'26$'<<#,-M#;%F8PQ+,-.Q/01&(-,<A>&9<,:$,($,C#$<9:$9F,NV/00!!!=#G3!RS!'2$3+-245

-'26$'<<#,-M#;%F8PQ+,-.Q/01'A;,<:,<#'>F'::'G,&(-,<A>&9<,:$,($,C#$<9:$9F,NV/00

SX$J5!.FB*!#FI5#.F(B:<<+78A+>60.12!"#$2%&'9,87<?+B<;=B;07,S3$J5!.FB*!#FI5#.F(9,87<?+B<;=B;07,S.$J5!.FB*!#FI5#.F(

B:<<+78A+>60.12!"#$2%&'9,87<F@9;<7=B7,B7?+B<;=B;07,SO$J5!.FB*!#FI5#.F(9,87<F@9;<7=B7,B7?+B<;=B;07,$X"2$X!$I67"=>#W,8#S<8#

T>6#U>6#V>6-7,7<:>+;,;FJ5!.FB*!#FI5#.F(B:<<+78A+>60.12!"#$2%&'9,87<*<H=7@7B>+;,0<7==9<7#<7=07>+G7@H,$3"2$3!$I67"=>#W,8#S<8#

T>6#U>6#V>6-7,7<:>+;,;FJ5!.FB*!#FI5#.F(B:<<+78A+>60.12!"#$2%&'A+>6;9>*<H=7@7B>+;,0<7==9<7#<7=07>+G7@H

""P
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J5!.FB*!#FI5#.F(在倒置荧光显微镜下的结果#可

见菌体发绿色荧光,图SO为J5!.FB*!#FI5#.F( 在

倒置荧光显微镜下的结果#无可见荧光(以上结果

表明重组质粒0.12!"#$2%&' 在绵羊李斯特菌

J5!.FB*!#FI5#.F( 中 成 功 表 达 绿 色 荧 光

蛋白(!!!

/N7!重组质粒在RS胞内的传代稳定性

从图$X可见#在抗性选择压力下#携带重组质

粒的J5体外连续培养"+W+S+T+U+V代均能高效表

达绿色荧光蛋白,从图$3可见#在无抗性选择压力

下#随着传代次数增加#绿色荧光蛋白的表达变弱#

到第S代后#绿色荧光亮度明显减弱(从图T可见#

携带0.12!"#$2%&'的J5!.FB*!#FI5#.F( 分别在

含*<H和不含*<H的345培养基中连续培养V代

后#均能提取到质粒,从附表可见#在含红霉素和不

含红 霉 素 的 345 培 养 基 中 连 续 培 养 后#从

J5'.FB*!#FI5#.F(中提取的质粒用,:,;8<;0核酸

定量仪定量的质量浓度没有明显差异(以上结果表

明#携带重组质粒的J5体外连续培养V代后#重组

质粒能稳定存在#即使在无抗生素抗性选择压力下#

重组质粒也没有丢失(

图O!携带F8PQ+,-.Q/01的RS!'2$3+-245-'26连续传代后提取质

粒的电泳结果

=#GO!.>,$;<9F%9<,:#:9AF>':C#-,E;<'$;,-A<9CRS!'2$3+-245-'26

$'<<#,-M#;%F8PQ+,-.Q/01'A;,<:,<#'>F'::'G,

"#P$WT#D0ORX@:887<,W2U$I67"=>#W,8#S<8#T>6#U>6#V>6

-7,7<:>+;,;FJ5!.FB*!#FI5#.F(B:<<+78A+>60.12!"#$2%&'9,87<

*<H=7@7B>+;, 0<7==9<7,V2"$$I67"=>#W,8#S<8#T>6#U>6#V>6

-7,7<:>+;, ;F J5!.FB*!#FI5#.F( B:<<+78 A+>6 0.12!"#$2%&'

A+>6;9>*<H=7@7B>+;,0<7==9<7

附表!携带F8PQ+,-.Q/01的RS!'2$3+-245-'26在含或不含红霉素的TWS肉汤中连续传代后提取质粒的质量浓度

X'D>,!X%,C'::$9($,(;<';#9(9AF8PQ+,-.Q/01,E;<'$;,-A<9CRS!'2$3+-245-'26$&>;&<,-#(TWSD<9;%M#;%9<M#;%9&;.<@'A;,<:,<#'>F'::'G,

%<;90
Y:==B;,B7,><:>+;,;F0@:=?+8-!,--%J"

"=>-7,7<:>+;, W,8-7,7<:>+;, S<8-7,7<:>+;, T>6-7,7<:>+;, U>6-7,7<:>+;, V>6-7,7<:>+;,

*<H!Q" WPC$ SWCW W$C# S#CP "VC# WVCW

*<H!̀ " WUC! WSC# W"CT S#C! W"C$ W!C$

7!讨论

JY作为疫苗载体在国内外已得到越来越多的

关注#目前#已有T株以JY为载体的疫苗候选株进

入了临床试验的不同阶段
)T*(然而与JY同属于李

斯特菌属#具有相似生物学性状的J5受到的关注却

较少#目前#J5的致病机理以及作为活菌疫苗载体

的研究资料相对较少(为了促进J5作为疫苗载体

的研究进一步深入发展#需要对其致病机理+在体内

的生物学特征+如何传递抗原等机制进行深入研究#

而利用荧光标记菌体再结合现有的体内外荧光检测

工具#可方便地观察细菌在体内外的分布迁移特征#

帮助科学家获得有价值的研究资料(

荧光标记是活体细胞示踪研究的一种常用手

段#目前#用于荧光标记的标记物有荧光素类染料+

罗丹明类染料+菁染料+量子点+绿色荧光蛋白等(

荧光染料操作复杂+荧光易淬灭+具有一定的细胞毒

性#一定程度上限制了其应用(半导体量子点作为

新型荧光标记物#具有发光效率高+发光稳定+发光

颜色与粒径大小关联等优点#被广泛应用于活体细

胞示踪研究+细胞成像+蛋白质及ORX研究等生物

学领域#但是半导体量子点也有一定的细胞毒性)!*(

%&'作为标记蛋白具有以下优点
)U*$(易于检测#

灵敏度高#不需要底物#在荧光显微镜下肉眼可见,

)荧光性质稳定#对04的适用范围广#荧光不易淬

灭#能耐受长时间光照,*分子量小#对细胞无毒性#

不影响融合蛋白的功能等(本研究将编码绿色荧光

蛋白%&'的基因与JJ)的启动子!!"#$"融合#克

隆至质粒0.1 载体上#构建%&'基因原核表达质

粒0.12!"#$2%&'#将该重组质粒电转化J5#成功

表达了%&'(利用该质粒作为分子探针标记J5可

以进行细胞示踪研究#为研究J5与靶细胞的相互作

用提供重要工具#另外#在该质粒的基础上#更换启

动子或将目的蛋白质与%&'融合表达#可进一步研

究J5的分子机制#为J5的深入研究和作为活菌疫

苗载体的开发提供重要研究工具和数据(

本研究与同类型的其它重组质粒构建及表达的

研究
)P V*

相比#着重考察了重组质粒在有无抗性压

力存在下的遗传和表达稳定性(重组质粒不稳定性

一直是基因工程中一个急需解决的问题#质粒不稳

W"P
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定性主要包括结构不稳定性和分配不稳定性#我们

通常关注的主要是分配不稳定性#即质粒在宿主菌

的复制过程中丢失(影响质粒稳定性的因素有很

多#如质粒的拷贝数+宿主的选择+培养环境等)"#*(

但是关于提高质粒稳定性的研究仍比较少见(目前

针对质粒不稳定性的一个常用策略是增加选择性压

力#如抗生素的添加(本研究分别考察了有无红霉

素抗性压力存在时重组质粒0.12!"#$2%&' 在

J5!.FB*!#FI5#.F( 中的稳定性#结果表明#在红霉

素抗性压力选择下#连续培养V代#0.12!"#$2%&'

能稳定存在于菌体中#并高效表达%&',当没有红

霉素抗性选择压力时#虽然仍能从第V代细菌中提

取出质粒#且质粒量也并未显著降低#但是随着代次

增加#绿色荧光蛋白的表达变弱(在无抗性压力环

境下#质粒和绿色荧光蛋白均不是细菌所必须的#反

而增加了细菌的负担#因此质粒的拷贝数在连续传

代的过程中可能受到了影响#但是随着代次增加提

取到质粒的浓度并没有降低#推测由于J5是革兰阳

性菌#提取质粒难度较大#对结果有可能造成一定影

响(另一方面#在无抗性选择压力下#红霉素基因表

达下调可能同时影响了%&'基因的表达(

本研究成功构建了%&' 基因原核表达质粒

0.12!"#$2%&'#已在J5!.FB*!#FI5#.F( 中成功表

达#后续将利用该质粒对J5进行进一步研究#为J5

作为活菌疫苗载体的研究和应用提供实验依据(
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