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摘要：细菌中的硫氧还蛋白Ａ（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ　Ａ，ＴｒｘＡ）能够通过对氧化受损的的二硫键进行修饰进而参与蛋白质的正

确折叠。磷脂酶ＰｌｃＢ作为单核细胞增多性李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｃｏｙｔｏｇｅｎｅｓ）关键的毒力因子在细菌逃逸吞噬体过

程中起重要作用，但该蛋白是否受李斯特菌ＴｒｘＡ的修饰尚无报道。因此，本试验主要从转录和蛋白表达水平以及

蛋白活性水平研究李斯特菌硫氧还蛋白ＴｒｘＡ对磷脂酶ＰｌｃＢ的调控关系。结果显示，单增李斯特菌野生株ＥＧＤ－ｅ
缺失ｔｒｘＡ 基因后，ＰｌｃＢ的转录及蛋白表达水平显著降低，且利用天然启动子回补ｔｒｘＡ 后能够使ＰｌｃＢ的表达恢复

至野生株水平，而组成型启动子回补效率较低，表明ＴｒｘＡ能够严谨调控李斯特菌毒力因子ＰｌｃＢ的表达。体外溶脂

试验发现李斯特菌缺失ｔｒｘＡ 后导致其溶脂能力显著降低，磷脂酶活性检测发现重组ＰｌｃＢ的活性高度依赖ＴｒｘＡ的

存在。本研究首次发现并证实李斯特菌ＰｌｃＢ的转录和表达及其磷脂酶活性维持受ＴｒｘＡ的调控，研究结果为深入

解析李斯特菌硫氧还蛋白系统在细菌感染宿主过程中的氧化还原修饰机制奠定了理论基础。
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　　单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｃｏｙｔｏｇｅｎｅｓ）是一
种食源性机会致病菌，可以在各种食品原料和加工
制品如牛奶、乳制品以及新鲜蔬菜等中发现［１］。单
增李斯特菌可以恶劣环境中生存繁殖［２］，其机体可
形成生物被膜［３－４］以抵抗不利的环境因素。近年来，
欧洲国家李斯特菌病病例数量有所增加［５］，李斯特
菌病主要临床表现为败血症、脑膜炎或流产等［６］。
作为胞内寄生菌，单增李斯特菌的感染过程涉及几
个关键的毒力因子［７－９］，ＰｒｆＡ作为中枢毒力蛋白的
调控因子和应激相关的毒力因子，对维持细菌胞内
环境稳态，具有重要的作用［１０］，内化素（ＩｎｌＡ 和Ｉｎ－
ｌＢ）介导细菌对宿主细胞的黏附、内化，李斯特菌溶
血素Ｏ（ＬＬＯ）和磷脂酰肌醇磷脂酶（ＰｌｃＡ）裂解吞
噬体膜，由此细菌从吞噬泡中逃逸并释放到胞质中。
细菌在细胞间扩散依赖于两种磷脂酶 Ｃ（ＰｌｃＡ 和

ＰｌｃＢ）对细胞膜的裂解，其中，磷脂酶ＰｌｃＢ在单增李
斯特菌逃逸吞噬体和细胞间扩散的过程以及在激发

机体细胞免疫应答、细胞间信号转导方面有重要作
用［１１］。
本研究的另一个对象硫氧还蛋白（Ｔｒｘ）系统分

布在很多的物种中，由硫氧还蛋白、腺嘌呤二核苷酸
磷酸（ＮＡＤＰ）和硫氧还蛋白还原酶（ＴｒｘＲ）组成［１２］。
硫氧还蛋白在保护细胞免受活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｏｘｙ－
ｇｅｎ　ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）杀伤以及维持体内的氧化还原平
衡发挥了重要作用［１３］。ＴｒｘＡ参与组成的硫氧还蛋
白系统最主要的功能是对细胞内氧化受损的二硫键

进行还原［１４］，帮助细胞缓解巯基类氧化剂的氧化胁
迫，预防细胞内的蛋白质氧化，使受到氧化的蛋白质
及时得到还原，维持原有的功能［１５］。
研究 表 明，硫 氧 还 蛋 白 Ａ（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ　Ａ，

ＴｒｘＡ）可参与单增李斯特菌中ＰｒｆＡ的活化以及维
持细菌中的氧化还原平衡，有助于细菌的感染［１６］。
通过生物信息学分析发现，单增李斯特菌的参考菌
株ＥＧＤ－ｅ全基因组编码一个ＴｒｘＡ的同源蛋白，且
本实验室前期研究证实该蛋白具有经典的硫氧还蛋

白酶功能。ＰｌｃＢ作为单增李斯特菌ＬＩＰＩ－Ｉ毒力岛
中一个重要的毒力因子，其蛋白成熟肽含有２个半
胱氨酸，如果单增李斯特菌在体外或者侵染宿主过
程中受到一些氧化应激，就可能导致ＰｌｃＢ内的半胱
氨酸发生错误折叠从而使蛋白失活，而ＴｒｘＡ能够
还原二硫键，可能通过氧化还原修饰参与磷脂酶Ｐｌ－

ｃＢ的正确折叠，进而介导细菌的毒力。基于此点，
我们利用单增李斯特菌野生株ＥＧＤ－ｅ构建ｔｒｘＡ 缺
失株和回补株，并以此来研究硫氧还蛋白对磷脂酶

ＰｌｃＢ调控，为进一步解析李斯特菌硫氧还蛋白系统
在细菌感染宿主过程中的氧化还原修饰机制奠定基

础。

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒以及引物　本试验中所用到的菌株
及质粒包括：单增李斯特菌参考菌株ＥＧＤ－ｅ、大肠
杆菌 ＤＨ５α和 Ｒｏｓｅｔｔａ、重组蛋白原核表达载体

ｐＥＴ３０ａ（＋）、李斯特菌基 因 缺 失 及 回 补 载 体

ｐＫＳＶ７和ｐＩＭＫ２均为本实验室保存。单增李斯特
菌培养于ＢＨＩ（ｂｒａｉｎ　ｈｅａｒｔ　ｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）培养基，

ＤＨ５α和Ｒｏｓｅｔｔａ菌株培养于ＬＢ培养基中。本试
验所涉及菌株的培养条件均为３７℃（静置或震荡）
培养。试验所用引物见表１。

１．２　主要试剂：　ＢＨＩ和ＬＢ培养基购自Ｏｘｉｏｄ公
司，ＫＯＤ　ｐｌｕｓ　Ｎｅｏ　ＰＣＲ试剂盒购自 ＴＯＹＯＢＯ公
司，ＰＣＲ产物纯化和回收试剂盒购自上海莱枫生物
科技有限公司，限制性核酸内切酶购自ＮＥＢ公司，
质粒提取试剂盒购自天根生化科技有限公司，ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天公司，镍柱亲和层
析柱购自北京韦氏博慧色谱科技有限公司，细菌总

ＲＮＡ快速抽提试剂盒购自上海生工生物技术有限
公司，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ显色液购自伯尚生物技术有
限公司，ＥｎｚＣｈｅｋＴＭ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ试剂盒购
自Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，本试验所用化学
试剂均为国产分析纯。

１．３　ＰｌｃＢ以及ＴｒｘＡ原核表达载体的构建及重组
菌的筛选　ＰｌｃＢ和 ＴｒｘＡ蛋白原核表达均采用质
粒ｐＥＴ３０ａ（＋）构建载体。通过 ＮＣＢＩ数据库下载
对应的基因开放阅读框（ＯＲＦ）序列，利用 Ｖｅｃｔｏｒ
ＮＴＩ软件构建重组质粒ｐＳＬ１１２５和ｐＳＬ０６８，并设
计对应引物（表１中ｔｒｘＡ－Ｆ、ｔｒｘＡ－Ｒ、ｐｌｃＢ－Ｆ、ｐｌ－
ｃＢ－Ｒ）。表达载体及ＰＣＲ扩增的目的基因片段经
酶切纯化后，利用 Ｔ４ 连接酶连接并转化至大肠杆
菌ＤＨ５α感受态细胞中，通过ＰＣＲ筛选得到携带重
组质粒的重组菌，并经测序验证正确后用于下一步
的蛋白表达。
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表１　本试验所需引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 长度／ｂｐ

ｔｒｘＡＦ　 ＴＴＴＣＡＴＡＴＧＧＴＡＡＡＡＧＡＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＣＡＡＣＡＴＴＴＧ

ｔｒｘＡ－Ｒ　 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＡＣＧＴＡＴＴＴＧＴＴＧＡＴＧＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＧＴＴＣ
３１２

ｐｌｃＢ－Ｆ　 ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＡＴＣＣＧＣＧＧＡＴＡＡＣＣＣＧＡＣＡＡＡＴＡＣＴ

ｐｌｃＢ－Ｒ　 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＣＡＴＴＴＧＴＴＴＴＴＴＴＡＧＡＣＣＡＡＡＡＴＴＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣ
７１１

ｐｌｃＢ－ＲＴ－Ｆ　 ＡＡＡＧＧＴＧＧＴＴＣＴＡＧＧＴＡＴＧＴＧＣＴＴ

ｐｌｃＢ－ＲＴ－Ｒ　 ＧＧＡＧＣＴＧＣＧＧＧＴＧＴＴＴＧＴＡ
１０１

ｒｐｏｂ－ＲＴ－Ｆ　 ＧＧＡＴＧＡＡＧＡＧＧＡＴＡＡＴＴＡＣＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

ｒｐｏｂ－ＲＴ－Ｒ　 ＧＡＴＡＣＧＴＧＴＴＣＣＡＴＡＣＣＴＧＴＴＣＣＡＡＣ
８２

ΔｔｒｘＡ－Ａ　 ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＧＣＧＴＣＣＴＣＴＣＡＣＴＴＧＧＣＣ

ΔｔｒｘＡ－Ｂ　 ＴＴＴＴＡＧＣＡＴＡＡＴＴＧＡＴＴＴＡＡＴＴＣＡＣＴＣＣＴＴＡＴＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣ
５００

ΔｔｒｘＡ－Ｃ　 ＧＡＧＴＧＡＡＴＴＡＡＡＴＣＡＡＴＴＡＴＧＣＴＡＡＡＡＴＧＡＡＡＧＡＡＧＣＴＴＡＧＡＡＣＡＡＡＣ

ΔｔｒｘＡ－Ｄ　 ＡＡＣＴＧＣＡＧＣＧＴＴＴＴＡＣＴＴＣＡＴＴＧＧＣＡＧＣＧＴＡＧ
４９７

ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｈｅｌｐ－Ｆ　 ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＴＡＡＡＡＧＡＡＡＴＴＡＣＡＧＡＴＧＣＡＡＣＡＴＴＴＧ

ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｈｅｌｐ－Ｒ　 ＡＡＣＴＧＣＡＧＣＧＴＴＴＴＡＣＴＴＣＡＴＴＧＧＣＡＧＣＧＴＡＧ
３１２

ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｎａｔｉｖｅ－Ｆ　 ＣＧＣＧＡＧＣＴＣＡＣＡＡＧＴＧＡＧＣＡＡＡＡＡＣＡＴＧＧＣＴＣＣＡ

ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｎａｔｉｖｅ－Ｒ　 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＣＧＴＡＴＴＴＧＴＴＧＡＴＧＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＧ
３９２

　　注：引物序列中引入的酶切位点为下划线标出

１．４　ＰｌｃＢ和ＴｒｘＡ重组蛋白的表达纯化及多克隆
抗体制备　将成功构建的ｐｌｃＢ 和ｔｒｘＡ 阳性重组
质粒导入大肠杆菌Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细胞中，于ＬＢ培
养基中３７℃扩大培养至Ｄ６００ｎｍ为０．６，加入终浓度
为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ　１６℃诱导过夜使其表达大量
表达目的蛋白，然后离心收集菌体并加入５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液超声破碎菌体，再离心收集上清与蛋白
结合柱结合带有 Ｈｉｓ标签的目的蛋白，用含有

４００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的ＰＢＳ溶液洗脱目的蛋白。ＢＣＡ
试剂盒测定纯化的蛋白浓度，并进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ验
证蛋白纯度。最后将纯化的蛋白加入终浓度为

５０％的甘油，于－２０℃保存。
将通过上述方法获得的重组蛋白分别免疫新西

兰长耳兔，按照常规程序进行免疫。首次免疫经皮
下注射５００μｇ抗原，后３次分别免疫１００μｇ抗原，
每次间隔７ｄ。第４次加强免疫７ｄ后，采用心脏采
血法采集兔血液，并将血液置于３７℃１ｈ后转至

４℃４ｈ或者过夜。待血清充分析出后１　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，上清透明液体即为多克隆抗体，加入
终浓度为５０％的灭菌甘油后分装置于－２０℃保存
备用。

１．５　ｔｒｘＡ 基因缺失株和回补株的构建　李斯特菌
基因缺失策略主要基于同源重组原理。首先ＰＣＲ
扩增出ｔｒｘＡ 基因上下游各５００ｂｐ的同源臂序列，
经ＳＯＥ－ＰＣＲ融合后克隆至李斯特菌温敏型穿梭质
粒ｐＫＳＶ７上，并电转入李斯特菌参考菌株ＥＧＤ－ｅ
感受态细胞中，获得携带重组质粒的菌株。利用温
度（４１℃）及抗生素（Ｃｍ，１０ｍｇ／Ｌ）双重选择压力连

续传代培养使携带ｔｒｘＡ 基因同源臂序列与李斯特
菌基因组发生双交换，并在无选择压力的环境中将

ｐＫＳＶ７质粒丢失，获得ｔｒｘＡ 的基因缺失株，经测序
验证后命名为ΔｔｒｘＡ。回补株的构建主要在ｔｒｘＡ
缺失株的基础上，分别将李斯特菌组成型启动子

Ｐｈｅｌｐ以及ｔｒｘＡ 基因自身启动子ＰｔｒｘＡ与ｔｒｘＡ 完整阅
读框进行ＰＣＲ融合，然后分别克隆至李斯特菌整合
型回补质粒ｐＩＭＫ２上，利用电转将重组质粒导入

ｔｒｘＡ 缺失株感受态细胞中，通过筛选后得到对应的
回补株，分别命名为 ＣΔｔｒｘＡ＿Ｐｈｅｌｐ 和 ＣΔｔｒｘＡ＿

Ｐｎａｔｉｖｅ。试验所需的引物见表１（构建缺失株所用引
物为ΔｔｒｘＡ－Ａ、ΔｔｒｘＡ－Ｂ、ΔｔｒｘＡ－Ｃ、ΔｔｒｘＡ－Ｄ，构建
回补株所用的引物为 ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｈｅｌｐ－Ｆ、ＣΔｔｒｘＡ－
Ｐｈｅｌｐ－Ｒ、ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｎａｔｉｖｅ－Ｆ、ＣΔｔｒｘＡ－Ｐｎａｔｉｖｅ－Ｒ）。

１．６　野生株和ｔｒｘＡ 缺失株磷脂酶ＰｌｃＢ　ｍＲＮＡ表
达水平的检测　利用细菌总ＲＮＡ快速抽提试剂盒
抽提纯化ＥＧＤ－ｅ与ｔｒｘＡ 缺失株的总ＲＮＡ，并以此
为模版，用反转录试剂盒进行反转录得到ｃＤＮＡ。
设计ｐｌｃＢ 的ｑＲＴ－ＰＣＲ引物（表１的ｐｌｃＢ－ＲＴ－Ｆ和

ｐｌｃＢ－ＲＴ－Ｒ），以单增李斯特菌ｒｐｏｂ基因为内参基
因，设计对应引物（表１的ｒｐｏｂ－ＲＴ－Ｆ和ｒｐｏｂ－ＲＴ－
Ｒ）采用ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测ｐｌｃＢ 基因的转录水平。
每个样品３个平行，用２－△△Ｃｔ法处理得到的数据。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测野生株、ｔｒｘＡ 缺失
株和回补株的 ＰｌｃＢ 表达水平 　 挑取 ＥＧＤ－ｅ、

ΔｔｒｘＡ、ＣΔｔｒｘＡ＿Ｐｈｅｌｐ和ＣΔｔｒｘＡ＿Ｐｎａｔｉｖｅ的单克隆菌
落接种于ＢＨＩ液体培养基，３７℃震荡培养过夜，离
心分别收集上清和沉淀。利用均质仪裂解菌体获得
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蛋白样品；将上清用０．２２μｍ 滤膜过滤除菌，加入

ＴＣＡ沉淀８ｈ后离心，并用ＤＡＢ　ｂｕｆｆｅｒ洗涤沉淀，
收集分泌到胞外的蛋白样品。将样品进行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ，然后将凝胶上的蛋白利用半干转膜法转移
到ＰＶＤＦ膜上。把转移完成的ＰＶＤＦ膜放入５％脱
脂奶粉中封闭过夜，然后在３７℃条件下以１∶１　０００
加入抗ＰｌｃＢ的兔多克隆抗体孵育１ｈ，再加入 ＨＲＰ
标记的羊抗兔ＩｇＧ继续孵育１ｈ，最后利用 Ｗｅｓｔ－
ｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ成像系统拍摄照片，分析结果，并以目的
蛋白条带的灰度值与ＧＡＤＰＨ蛋白条带的灰度值的
比值表示目的蛋白的相对表达量。试验重复３次。

１．８　野生株、ｔｒｘＡ 缺失株和回补株溶脂活性以及

ＰｌｃＢ的酶活检测　溶脂活性的检测：把５ｍＬ新鲜
的卵黄加入１００ｍＬ　ＢＨＩ固体培养基，混匀后制成
卵黄 琼 脂 平 板 冷 却 备 用；将 ＥＧＤ－ｅ，ΔｔｒｘＡ，Ｃ
△ｔｒｘＡ－Ｐｈｅｌｐ，Ｃ△ｔｒｘＡ－Ｐｎａｔｉｖｅ 挑取单克隆培养于

ＢＨＩ液体培养基中，３７℃ 震荡过夜培养，用 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ缓冲液调至Ｄ６００ｎｍ均为０．６，各取１０

μＬ滴至卵黄琼脂平板，置于３７℃培养箱培养４８ｈ
以上，观察结果。
检测 ＴｒｘＡ 对 ＰｌｃＢ 酶活的影响：利用 Ｅｎｚ－

ＣｈｅｋＴＭＰｈｏｓｐｈａｔｅ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ试剂盒，参照使用手
册配置检测工作液和１Ｕ／ｍＬ磷脂酶Ｃ（来源于Ｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｌｕｓ，ＢｃＰｌｃＢ）标准品。利用先前纯化的

ＰｌｃＢ和ＴｒｘＡ作为样品，分为５组，分别为ＰｌｃＢ组、

ＴｒｘＡ组、ＰｌｃＢ＋ＴｒｘＡ 组，阳性对照组，阴性对照
组，每组中含有等量的ＴｒｘＡ或ＰｌｃＢ蛋白。将待测
样品预先放入３７℃培养箱孵育１ｈ，然后将样品与
工作液１∶１混合，室温下避光反应１ｈ，最后利用多
功能酶标仪检测Ｄ４９０／５２０ｎｍ的值，比较ＴｒｘＡ对ＰｌｃＢ
酶活的影响。其中用标准品作阳性对照，５０ｍｍｏｌ／

Ｌ　ＰＢＳ缓冲液作为阴性对照。

２　结果

２．１　ＰｌｃＢ以及ＴｒｘＡ原核表达重组菌的验证　结
果如图１，２所示。利用ＰＣＲ技术，将ＰＣＲ产物进
行ＤＮＡ核酸电泳后，在紫外光下观察结果。理论
上ｐｌｃＢ 重组质粒的大小为７１１ｂｐ，ｔｒｘＡ 重组质粒
的大小为３１２ｂｐ。由图中可以看到，３１２，７１１ｂｐ处
出现了明显的条带，而且经过测序，结果比对正确，
成功获得导入ｐｌｃＢ 和ｔｒｘＡ 阳性重组质粒的重组
菌，可备后续研究。

２．２　ｔｒｘＡ 基因缺失株和回补株的鉴定　为了验证

ｔｒｘＡ 的缺失是否对ＰｌｃＢ的表达产生影响，我们首

先以单增李斯特菌ＥＧＤ－ｅ为参考菌株，构建ｔｒｘＡ
基因的缺失突变株。我们利用ＥＧＤ－ｅ为阳性对照，
利用ＰＣＲ方法鉴定，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法验
证ＴｒｘＡ蛋白的表达情况，对于回补株采用同样的
方法验证是否回补成功。结果如图３所示，阳性验
证为ＥＧＤ－ｅ，ＰＣＲ大小为１　３０９ｂｐ，缺失３１２ｂｐ后

ＰＣＲ大小为９９７ｂｐ。ｔｒｘＡ 缺失株ＰＣＲ扩增的条
带大小皆与预期相符，且经过测序对比验证正确，表
明ｔｒｘＡ 缺失株的构建成功；回补株阳性克隆验证
中ＤＮＡ电泳阳性条带大小分别为３１２，３９２ｂｐ，表
明在回补株中携带ｔｒｘＡ 的穿梭质粒成功回补到菌
株上。Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果如图４，缺失株不表达

ＴｒｘＡ，而２个回补株均可以成功表达ＴｒｘＡ。上述
结果证实我们确已获得ｔｒｘＡ 缺失株和回补株。

图１　ＰＣＲ方法验证原核表达 ＴｒｘＡ 重组菌的构建　Ｍ．
ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．以超纯水为模板扩增ｐｌｃＢ
基因的ＰＣＲ产物；２．以ＥＧＤ－ｅ为模板扩增ｐｌｃＢ 基因
的ＰＣＲ产物；３～８．以ｐｌｃＢ 重组质粒为模板扩增ｐｌ－
ｃＢ 基因的ＰＣＲ产物

图２　ＰＣＲ方法验证原核表达 ＰｌｃＢ重组菌的构建　Ｍ．
ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．以超纯水为模板扩增ｐｌｃＢ
基因的ＰＣＲ产物；２．以ＥＧＤ－ｅ为模板扩增ｐｌｃＢ 基因
的ＰＣＲ产物；３～８．以ｐｌｃＢ 重组质粒为模板扩增ｐｌ－
ｃＢ 基因的ＰＣＲ产物
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２．３　ＰｌｃＢ和ＴｒｘＡ重组蛋白的表达和纯化　通过
ＵｎｉＰｒｏｔ网站以及Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ软件分析，单增李斯
特菌的ＰｌｃＢ成熟肽相对分子质量大小为２７　７００，与
Ｈｉｓ－ｔａｇ融合表达后相对分子质量约为３５　０００；

ＴｒｘＡ的相对分子质量大小为１２　７００，与 Ｈｉｓ－ｔａｇ融
合表达后相对分子质量约为１５　０００。我们利用大肠
杆菌表达系统以及蛋白纯化方法获得了较纯的目的

蛋白。将纯化得到的蛋白经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，由图
中可以看到，１５　０００，３５　０００处检测到目的蛋白条
带，纯度高达９０％，可以用于多克隆抗体的制备及
蛋白酶活研究。

图３　利用ＰＣＲ方法验证ｔｒｘＡ 基因缺失株和回补株的构
建情况　Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．以ＥＧＤ－ｅ为模板
扩增ｔｒｘＡ 基因上下游序列的ＰＣＲ产物；２．以ｔｒｘＡ
缺失株为模板扩增ｔｒｘＡ 基因上下游序列的ＰＣＲ产
物；３．以ＥＧＤ－ｅ为模板扩增ｔｒｘＡ 基因的ＰＣＲ产物；４．
以ＣΔｔｒｘＡ＿Ｐｈｅｌｐ为模板扩增ｔｒｘＡ 基因的ＰＣＲ产物；

５．以ＣΔｔｒｘＡ＿Ｐｎａｔｉｖｅ为模板扩增ｔｒｘＡ 基因的ＰＣＲ产
物；６．以超纯水为模板扩增ｔｒｘＡ 基因的ＰＣＲ产物

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法验证ｔｒｘＡ 基因缺失株和回补株
的构建情况

２．４　ｐｌｃＢ在野生株和ｔｒｘＡ 缺失株中的转录水平差
异　将抽提纯化的野生株和ｔｒｘＡ 缺失株的 ｍＲＮＡ
反转录为ｃＤＮＡ，ｒｐｏｂ 作为内参基因，利用ｑＲＴ－
ＰＣＲ方法检测缺失ｔｒｘＡ 后ｐｌｃＢ 的表达情况，运用
２－△△Ｃｔ法处理所得到的数据，并与测序得到的转录组
进行比对。结果如图７所示。将前期对转录组测序
结果与荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ的结果相对比，可见ＥＧＤ－ｅ
的ｐｌｃＢ转录水平是ｔｒｘＡ 缺失株的１．９２倍，说明缺失

ｔｒｘＡ，ｐｌｃＢ的转录的确受到较为明显的影响。

图５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方法验证该重组蛋白的表达和纯化　
Ｍ．蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１～６．咪唑洗脱后的重组ＴｒｘＡ蛋白

图６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方法验证该重组蛋白的表达和纯化　
Ｍ．蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１～５．咪唑洗脱后的重组ＰｌｃＢ蛋白

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ｔｒｘＡ 缺失以及回补株中
ＰｌｃＢ蛋白的表达　前期通过ｑＲＴ－ＰＣＲ方法分析发
现缺失ｔｒｘＡ 后ｐｌｃＢ 基因的转录水平出现下调，在
此研究基础上利用ＰｌｃＢ多克隆抗体，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法对ｔｒｘＡ 缺失以及回补株进行ＰｌｃＢ蛋
白表达水平的分析。分析结果如图８所示，在ｔｒｘＡ
缺失株中ＰｌｃＢ的表达量显著降低。灰度分析显示，
利用天然启动子回补ｔｒｘＡ 后能够使ＰｌｃＢ的表达基
本恢复至野生株水平，而组成型启动子回补效率较
低，这表明在单增李斯特菌中ＴｒｘＡ能够严谨调控
ＰｌｃＢ的表达。

２．６　ＴｒｘＡ对于ＰｌｃＢ溶脂能力的影响以及在ＴｒｘＡ
影响下ＰｌｃＢ的酶活　将ＥＧＤ－ｅ、△ｔｒｘＡ、Ｃ△ｔｒｘＡ＿
Ｐｈｅｌｐ和Ｃ△ｔｒｘＡ＿Ｐｎａｔｉｖｅ培养至Ｄ６００ｎｍ相同时，同时取
等量菌液点于卵黄琼脂平板，通过３７℃下４８ｈ的培
养后，结果如图９所示，野生株的溶脂直径是ｔｒｘＡ
缺失株的２倍，回补株的溶脂直径是ｔｒｘＡ 缺失株
的１．７倍。该结果说明缺失ｔｒｘＡ，单增李斯特菌溶
脂活性下降。

０９６１ 　中 国 兽 医 学 报　２０１８年９月　第３８卷　第９期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｓｅｐ．　２０１８　Ｖｏｌ．３８　Ｎｏ．９　



图７　利用ｑＲＴ－ＰＣＲ方法研究ＴｒｘＡ对ＰｌｃＢ的转录和蛋白
表达水平的调控

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法研究ＴｒｘＡ对ＰｌｃＢ的转录和蛋
白表达水平的调控

　　由于３７℃是硫氧还蛋白发挥作用的适宜温度，
因此将样品放置３７℃预先反应１ｈ，使ＴｒｘＡ与Ｐｌ－
ｃＢ充分的互相作用，然后将样品与工作液以１∶１
混匀，室温反应避光反应１ｈ，多功能酶标仪检测结
果如图１０所示，结果表明，在适宜的温度下，ＴｒｘＡ
能够与ＰｌｃＢ相互作用使ＰｌｃＢ的酶活大大提高。

３　讨论

目前的研究已经证实磷脂酶ＰｌｃＢ参与李斯特
菌逃逸吞噬泡和在细胞间扩散的过程，而且ＩＶＡＮ
ＴＡＴＴＯＬＩ等［１７］的研究发现，李斯特菌的磷脂酶Ｃ
能够通过阻止前自噬体的结构使得细菌从宿主自噬

防御中逃脱，从而避免被机体清除，从而显著增强了

图９　利用体外溶脂实验研究ＴｒｘＡ对ＰｌｃＢ蛋白活性的调
控

图１０　磷脂酶活性检测研究ＴｒｘＡ对ＰｌｃＢ蛋白活性的调控

细菌的毒力。我们通过ｑＲＴ－ＰＣＲ等试验观察到，
在单增李斯特菌中缺失ｔｒｘＡ 对磷脂酶ＰｌｃＢ的表达
具有显著影响。ＰｌｃＢ是由ｐｒｏＰＣ－ＰＬＣ活化得到，

ＭＡＲＱＵＩＳ等［１８］的研究显示，在细胞感染的过程
中，ｐｒｏＰＣ－ＰＬＣ的激活有 Ｍｐｌ介导的途径和半胱氨
酸蛋白酶介导的途径。由于ｐｒｏＰＣ－ＰＬＣ中含有３
个半胱氨酸，且ｐｒｏＰＣ－ＰＬＣ的成熟有赖于半胱氨酸
蛋白酶的介导。而半胱氨酸的错误折叠可能会影响

ＰｌｃＢ的功能，使得细菌的毒力降低。而ＴｒｘＡ又能
够通过对二硫键的氧化还原修饰［１３］，还原二硫键中
的巯基，修复错误折叠的蛋白结构，因此ＴｒｘＡ可能
通过调控半胱氨酸蛋白酶介导的ｐｒｏＰＣ－ＰＬＣ激活
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途径，间接实现对于磷脂酶ＰｌｃＢ的调控。

ＰｒｆＡ作为单增李斯特菌中关键的毒力蛋白，调
控细菌内的主要毒力因子［９］。较低的温度会使

ｐｒｆＡ 的ｍＲＮＡ形成稳定的二级结构，屏蔽核糖体
结合位点－ＳＤ序列，使ｐｒｆＡ 无法表达，从而使Ｐｌ－
ｃＡ、ＰｌｃＢ 等毒力因子的表达减弱［１９］。ＣＨＥＮＧ
等［１６］发现，ＴｒｘＡ能够与ＰｒｆＡ互作，为ＰｒｆＡ结构
的维持提供一个高度还原的环境。而且ｔｒｘＡ 的缺
失会导致ＰｒｆＡ表达水平的显著下调，并且在小鼠
体内呈现较弱的毒力。ＴｒｘＡ和ＰｒｆＡ的互作过程
会破坏ｐｒｆＡ 形成的稳定 ｍＲＮＡ 二级结构，使

ｐｒｆＡ 正常表达，从而调控李斯特菌的毒力。因此，

ＴｒｘＡ也可能是通过对ＰｒｆＡ 的氧化还原修饰，使

ＰｒｆＡ能够正常表达，进而实现对ＰｌｃＢ的调控。而
且在上述研究中发现，由于毒性二酰胺分子在细胞
内会导致蛋白质的二硫键损伤，耗尽ＴｒｘＡ的李斯
特菌会暴露于二酰胺中发生显著的生长缺陷，因此
硫氧还蛋白还维持着细胞中的硫平衡以保护细胞免

受毒害［２０］。

ＴｒｘＡ的失活会造成细胞的脱氧核糖核苷和半
胱氨酸或蛋氨酸营养缺陷。在枯草芽孢杆菌中涉及
细菌在胞外发生膜结合的硫醇二硫化物氧化还原酶

有ＣｃｄＡ、ＲｅｓＡ和ＳｔｏＡ，其中ＲｅｓＡ能够少细胞色
素ｃ成熟期，ＳｔｏＡ 对于合成内生孢子皮层很关
键［２１－２２］，ＭＩＲＪＡ等［２３］发现缺乏 ＴｒｘＡ会使得内生
孢子和细胞色素ｃ发生合成缺陷，而且 ＷＩＥＰ等［２４］

通过对枯草芽孢杆菌转录组的分析发现ＴｒｘＡ还参
与其氧化应激、硫代谢和细胞分化的过程。因此硫
氧还蛋白通过参与维持细菌体内氧化还原平衡的机

制进而细菌不同的生物学过程。基于本研究基础，
下一步将系统探究李斯特菌硫氧还蛋白调控修饰关

键毒力因子的具体分子机制，为最终解析包括李斯
特菌在内的重要食源性人兽共患病原硫氧还蛋白系

统在细菌感染宿主过程中的氧化还原修饰机制奠定

基础。
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