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荧光标记类鼻疽菌的构建及其与宿主细胞相互作用的应用研究
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　　［摘要］　目的　构建类鼻疽菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）的荧光示踪载体，获得
自发荧光的类鼻疽菌株，并对其与宿主相互作用的感染过程进行初步应用研究。方法　采用基因重组
技术，将绿色、红色和蓝色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ／ｒｅｄ／ｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ／ＲＦＰ／ＢＦＰ）基因分别重组
到原核表达载体ｐＵＣＰ２８Ｔ上，构建类鼻疽菌组成型荧光表达载体，并通过体外细菌培养观察外源性荧
光蛋白的表达对细菌生长能力的影响，以及荧光标记细菌遗传稳定性的检测。通过炎症因子ＩＬ８的检
测评价荧光标记细菌对宿主细胞感染能力的变化。利用活细胞工作站观察类鼻疽菌被宿主细胞自噬体

包裹的动态过程。结果　构建了三种荧光标记的类鼻疽菌示踪载体，并且能在体外传代２０代内稳定表
达，且外源性荧光蛋白的表达不影响类鼻疽菌的生长和对宿主细胞的感染。同时，利用高分辨率活细胞

成像系统观察到红色荧光标记的类鼻疽菌与宿主细胞ＧＦＰＬＣ３共定位的动态变化过程。结论　本文成功
构建了三种荧光标记的类鼻疽菌，以期为类鼻疽菌致病机制的研究、抗菌药物的筛选提供重要实用工具。
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，
Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）简称类鼻疽菌，是一种能引起人畜共
患类鼻疽病的革兰阴性短杆菌，兼具 Ｂ类生物威胁因
子和Ⅰ类生物恐怖战剂的特性，严重威胁人类的健康
和公共卫生安全［１－２］。类鼻疽主要流行于热带及亚热

带地区，包括我国海南、广东、福建、香港、台湾等省市。

随着全球气候的变化、交通的便利、经贸文化交流的频

繁，其人群感染发生率逐年增高，可预见我国出现类鼻

疽疫情的危险性将越来越高［３－４］。加强类鼻疽菌感染

致病机制的研究，对其有效防控具有重要的理论指导

意义。

　　病原菌与宿主的相互作用是感染和致病的前提。
为了深入研究类鼻疽菌在感染免疫过程中细菌与宿主

的相互作用，前期课题组建立了如 ＤＡＰＩ直接染色、类
鼻疽菌特异性抗体免疫荧光染色等研究手段，但其存

在分辨率不高、操作繁琐、不能活体观察等缺点。因

此，建立一种活菌荧光示踪的方法，有利于在细胞、组

织或动物模型中持续动态地观察该菌的感染与致病过

程。目前国内尚无荧光标记类鼻疽菌构建的报道，本

文以类鼻疽菌常用的广泛宿主ｐＵＣＰ２８Ｔ载体为骨架质
粒，以常用的绿色、红色和蓝色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ／ｒｅｄ／
ｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ／ＲＦＰ／ＢＦＰ）为标记物，通过
ＤＮＡ重组技术将上述荧光基因分别克隆到载体
ｐＵＣＰ２８Ｔ上，以电转的方式导入重组质粒，构建多种
荧光标记的类鼻疽菌，用于类鼻疽菌在细胞、动物体内

的分布、定殖和存活情况以及其致病机制的研究方面。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、质粒和细胞　　类鼻疽菌 ＢＰＣ００６菌株
由本室分离鉴定并保存［５］，大肠杆菌 ＤＨ５α由本室保
存。ｐＵＣＰ２８Ｔ１６Ｓ质粒由本室构建并保存，ＧＦＰ
ＲＦＰＬＣ３质粒由日本大阪大学 ＴａｍｏｔｓｕＹｏｓｈｉｍｏｒｉ教
授惠赠，ｐＵＣＰ２４ＴＢＦＰ质粒由陆军军医大学顾江教授
惠赠。稳定表达ＧＦＰＬＣ３的小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７
购于汉恒生物科技（上海）有限公司。

１．１．２　试剂及仪器　　限制性内切酶ＸｂａⅠ、ＨｉｎｄⅢ、
ＳｐｅⅠ和高保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ、ＤＬ１００００ｍａｒｋｅｒ等
均购自宝日医生物技术（北京）有限公司，质粒小提试

剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒等均购自天根生化科技

（北京）有限公司，ＩＬ８细胞因子检测试剂盒购于达科
为生物技术有限公司。４％多聚甲醛和抗荧光猝灭封
片剂购自上海碧云天生物技术有限公司，共聚焦皿购

自ＮＥＳＴ公司。
　　ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＰＣＲ仪，美国ＡＢＩ公司；微生物
电穿孔仪ＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅｒ，０．２ｃｍ电击杯，酶标仪，凝胶成
像系统，美国ＢｉｏＲａｄ公司；动态活细胞成像及数据分
析系统ＤｅｌｔａＶｉｓｉｏｎ，美国ＧＥ公司；多功能智能成像系
统ｉＢｒｉｇｈｔＴＭ ＣＬ１５００，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；水平电泳槽，
ＨＥ９０型电泳仪，上海天能科技有限公司；荧光显微镜
ＣＥＬＥＮＡＳ，韩国Ｌｏｇｏｓｂｉｏｓｙｓｔｅｍｅｓ公司。
１．１．３　细菌和细胞培养　　类鼻疽菌 ＢＰＣ００６和大
肠杆菌ＤＨ５α均在ＬＢ培养基中，于３７℃，２００ｒｍｐ振
荡培养。ＲＡＷ２６４．７和 Ａ５４９细胞均培养于含１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，置于 ３７℃、５％ＣＯ２的培
养箱中培养。甲氧苄啶使用浓度２５０μｇ／ｍＬ。所有涉
及类鼻疽菌的实验操作在生物安全 Ｐ２＋实验室进行，
并严格按照实验室生物安全规范操作。

１．２　方法
１．２．１　引物设计　　根据 ＧＦＰＲＦＰＬＣ３质粒的 ｇｆｐ
和ｒｆｐ基因序列设计引物 ＧＦＰＦ／Ｒ和 ＲＦＰＦ／Ｒ，并在
ＧＦＰＦ／Ｒ引物５’端分别插入ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶位点，
在ＲＦＰＦ／Ｒ引物 ５’端分别插入 ＸｂａⅠ和 ＳｐｅⅠ酶位
点；同理根据ｐＵＣＰ２４ＴＢＦＰ质粒的 ｂｆｐ基因设计引物
ＢＦＰＦ／Ｒ，并在上下游引物５’端插入 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ
酶位点。引物均由华大基因科技有限公司合成。本实

验所用引物序列详见表１。
１．２．２　绿色／蓝色／红色荧光蛋白（ｇｆｐ／ｂｆｐ／ｒｆｐ）基因
的扩增　　以质粒 ＧＦＰＲＦＰＬＣ３为模板，分别以
ＧＦＰＦ／Ｒ和ＲＦＰＲ／Ｆ为上下游引物进行 ＰＣＲ扩增获
得ｇｆｐ／ｂｆｐ基因片段。ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：２×
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＧＣＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ４μＬ，
上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，
ＤＭＳＯ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１６．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预
变性５ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１．５ｍｉｎ。同理，以质粒
ｐＵＣＰ２４ＴＢＦＰ为模板，以ＢＦＰＦ／Ｒ为上下游引物ＰＣＲ
扩增获得ｂｆｐ基因片段。将 ＰＣＲ扩增的 ｇｆｐ／ｂｆｐ／ｒｆｐ基
因用１％的琼脂糖凝胶电泳后切胶回收，具体实验步骤
参照琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（ＤＰ２０９）说明。
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１．２．３　含荧光基因（ｇｆｐ／ｒｆｐ／ｂｆｐ）重组表达质粒
ｐＵＣＰ２８Ｔｇｆｐ／ｒｆｐ／ｂｆｐ的构建　　将胶回收的 ｇｆｐ／ｂｆｐ
基因和ｐＵＣＰ２８Ｔ质粒经 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后，
用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶于 １６℃过夜连接，连接产物热击
转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，然后涂布于含
２５０μｇ／ｍＬ甲氧苄啶的 ＬＢ平板进行筛选，挑取阳性
单克隆菌落，于２５０μｇ／ｍＬ甲氧苄啶的 ＬＢ液体培养
基振荡培养，取少量菌液送华大基因科技有限公司测

序验证，其余菌液离心后提质粒，用 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ
双酶切鉴定。由于ｒｆｐ基因上存在两个ＨｉｎｄⅢ酶切位
点，故需将构建成功的 ｐＵＣＰ２８ＴＢＦＰ质粒和 ｒｆｐ基因
经ＸｂａⅠ和ＳｐｅⅠ双酶切后连接，同上，获得ｐＵＣＰ２８Ｔ
ＲＦＰ质粒，后续用ＸｂａⅠ和ＳｐｅⅠ双酶切验证。
１．２．４　类鼻疽菌 ＢＰＣ００６电转感受态的制备　　从
ＬＢ固体平板挑ＢＰＣ００６单菌落于５ｍＬＳＯＢ培养基震
荡过夜，再按 １∶１０比例将过夜培养菌液接种到新鲜
ＳＯＢ培养基中，扩大培养到Ｄ（６００）为０．６～０．８。将菌
液置于冰上放置２０ｍｉｎ，再于４℃，２０００ｇ，离心１０ｍｉｎ，
取５０ｍＬ预冷的无菌ｄｄＨ２Ｏ洗涤一遍后离心，菌沉淀
再用２５ｍＬ预冷的１０％无菌甘油洗涤２遍，离心沉淀
收集菌体，加１０％甘油５００μＬ重悬，每１００μＬ每管分
装于－８０℃暂存。
１．２．５　重组质粒电转化 ＢＰＣ００６感受态细胞　　将
感受态细胞ＢＰＣ００６与重组质粒以１０∶１体积于冰上混
匀，加入到冰上预冷的 ０．２ｃｍ电击杯中，冰上放置
１０ｍｉｎ。３ｋＶ、２００Ω、２５μＦ电击后（时间常数为４．５～
５ｍｓ），立即加入１ｍＬ３７℃预热的 ＳＯＣ培养基，转入
１．５ｍＬ离心管中，３７℃振荡孵育２ｈ，取２００μＬ菌液
涂布含２５０μｇ／ｍＬ甲氧苄啶的 ＬＢ平板，３７℃孵箱培
养３６ｈ，挑单菌落重悬于适量的４％多聚甲醛中固定，
取１０μＬ滴于载玻片，在荧光显微镜下观察，有荧光的
菌落即为阳性克隆。

１．２．６　荧光菌株表达稳定性检测　　将荧光类鼻疽
菌ＢＰＣ００６接种于无抗性的ＬＢ培养基中，３７℃培养，
每隔１６～１８ｈ按 ０．１％的比例转接到新鲜的无抗 ＬＢ
培养基中，连续传代２０次，取样适量稀释后，涂布于无
抗ＬＢ平板（３个重复），置于孵箱３７℃培养３６ｈ，于多

功能智能成像系统 ｉＢｒｉｇｈｔＴＭ ＣＬ１５００下拍照观察荧光
菌落，并计算荧光菌落数／总菌落数，即为荧光菌株的
稳定表达率。

１．２．７　炎性因子ＩＬ８的检测　　将类鼻疽菌按感染
复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）１０感染人肺上皮
细胞Ａ５４９，共孵２ｈ后加入 ２５０μｇ／ｍＬ的卡那霉素，
再孵育１ｈ后，置换新鲜的无抗完全ＤＭＥＭ培养基，分
别在感染１２、２４ｈ收集感染细胞培养上清，并按说明
书步骤检测ＩＬ８含量。
１．２．８　活细胞成像系统观察类鼻疽菌与自噬标记分
子ＬＣ３的实时动态变化　　将稳定表达 ＧＦＰＬＣ３的
小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７以 １．５×１０５接种于激光共
聚焦皿中，于细胞培养箱中（５％ ＣＯ２，３７℃）过夜培
养。选取红色荧光类鼻疽菌以 ＭＯＩ为 １０感染
ＲＡＷ２６４．７细胞，感染１．５ｈ后，用ＰＢＳ清洗共聚焦皿
３遍，然后加卡那霉素到 ２５０μｇ／ｍＬ，孵育 ０．５ｈ后，
ＰＢＳ洗３遍，换无抗的完全 ＤＭＥＭ培养基，于荧光显
微镜上进行免疫荧光检测，并在高分辨率活细胞成像

系统上动态观察类鼻疽菌与自噬标记分子 ＬＣ３共聚
的动态变化。

２　结果

２．１　荧光标记类鼻疽菌的构建
２．１．１　重组质粒的构建及鉴定　　首先通过ＰＣＲ扩
增分别从模板上获得荧光基因 ｇｆｐ／ｒｆｐ／ｂｆｐ片段，经目
的片段和载体双酶切后连于含有 １６Ｓ启动子的表达
载体ｐＵＣＰ２８Ｔ上，构建重组表达荧光质粒（图 １Ａ～Ｃ）。
具体地，ｇｆｐ／ｒｆｐ／ｂｆｐ基因的 ＰＣＲ扩增片段经 １％琼脂
糖凝胶电泳后，在约７５０ｂｐ处有１条特异的 ＤＮＡ条
带，与ＧＦＰ、ＲＦＰ、ＢＦＰ基因理论大小一致。接着，将连
接成功的重组质粒转至大肠杆菌ＤＨ５α中进行复制扩
增，菌液抽提质粒后，质粒ｐＵＣＰ２８ＴＧＦＰ和ｐＵＣＰ２８Ｔ
ＢＦＰ用ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，质粒 ｐＵＣＰ２８Ｔ
ＲＦＰ用ＸｂａⅠ和ＳｐｅⅠ双酶切鉴定，均得出了与理论大
小相符的酶切条带（图 １Ｄ），并将重组质粒送至公司测
序。测序结果显示插入片段正确，表明ｇｆｐ／ｒｆｐ／ｂｆｐ基因
均已成功克隆到类鼻疽菌表达载体ｐＵＣＰ２８Ｔ质粒中。

表１　荧光质粒的构建及鉴定引物

基因片段 引物名称 引物序列（５′→ ３′） 限制性核酸内切酶 片段大小

ｂｆｐ ＢＦＰＦ ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＧＣＧＡＧＣＴＧＡＴＴＡＡＧＧＡＧＡＡＣＡＴＧ ＸｂａⅠ ７１３
ＢＦＰＲ ＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＴＡＧＴＴＴＡＧＴＧＣＣＣＣＡＧＴＴＴＧＣＴＡＧＧＧＡＧ ＨｉｎｄⅢ、ＳｐｅⅠ

ｇｆｐ ＧＦＰＦ ＴＴＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＴＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＣ ＸｂａⅠ ７３３
ＧＦＰＲ ＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＴＴＴＧＴＡＧＡＧＣＴＣＡＴＣＣＡＴＧＣＣ ＨｉｎｄⅢ

ｒｆｐ ＲＦＰＦ ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＣＧＡＧＴＡＧＣＧＡＡＧＡＣＧ ＸｂａⅠ ６８９
ＲＦＰＲ ＧＧＡＣＴＡＧＴＴＡＡＧＣＡＣＣＧＧＴＧＧＡＧＴＧＡＣＧＡＣ ＳｐｅⅠ
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Ａ、Ｂ、Ｃ分别为荧光质粒ｐＵＣＰ２８ＴＧＦＰ、ｐＵＣＰ２８ＴＢＦＰ、ｐＵＣＰ２８ＴＲＦＰ构建示意图；Ｄ：荧光质粒酶切鉴定结果　Ｍ：ＤＬ２０００标
准；１：ｐＵＣＰ２８Ｔ；２：ｐＵＣＰ２８ＴＧＦＰ；３：ｐＵＣＰ２８ＴＲＦＰ；４：ｐＵＣＰ２８ＴＢＦＰ；５～８分别为ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ或ＳｐｅⅠ分别双酶切鉴定
ｐＵＣＰ２８Ｔ、ｐＵＣＰ２８ＴＧＦＰ、ｐＵＣＰ２８ＴＲＦＰ、ｐＵＣＰ２８ＴＢＦＰ载体

图１　重组质粒的构建和酶切鉴定结果

２．１．２　荧光蛋白的表达　　将构建成功的荧光重组
质粒 ｐＵＣＰ２８ＴＧＦＰ、ｐＵＣＰ２８ＴＲＦＰ、ｐＵＣＰ２８ＴＢＦＰ分
别电转化到类鼻疽菌ＢＰＣ００６中，在含甲氧苄啶的 ＬＢ
平板上挑取生长菌落制片，在荧光显微镜下，通过发光

表型筛选到了阳性克隆（图 ２）。
２．２　荧光标记类鼻疽菌的生物学性质研究
２．２．１　细菌生长特性的检测　　考虑到外源性ＧＦＰ、
ＲＦＰ、ＢＦＰ蛋白的表达对类鼻疽菌自身生长繁殖能力
有无影响，我们通过体外培养未标记和荧光标记细菌，

绘制生长曲线。如图所示，荧光标记细菌在体外培养条

件下生长繁殖能力与未标记细菌无明显差异（图 ３）。
２．２．２　感染细胞能力的变化　　在前期研究的工作
基础上，炎症因子 ＩＬ８的变化是评价类鼻疽菌感染
Ａ５４９细胞模型的重要检测指标。与对照组相比，未标
记与标记菌株在感染１２和２４小时后均可以引起炎症
因子ＩＬ８的表达明显上调，且无明显差异，提示荧光
标记类鼻疽菌感染宿主细胞的能力较未标记菌株无明

显差异（图 ４）。
２．２．３　遗传稳定性检测　　将绿色和红色荧光标记
的类鼻疽菌经连续稀释传代２０次后，在无抗 ＬＢ平板
上仍能培养出带有荧光的菌落（图 ５），且荧光菌落占

总菌落数百分比为（９２±５）％（绿色荧光菌）和（９５±
１３）％（红色荧光菌），表明ＧＦＰ和ＲＦＰ标记的重组荧
光类鼻疽菌在传代至２０代时仍能稳定表达荧光蛋白。
２．３　荧光标记类鼻疽菌与宿主细胞互作的应用研究
　　通过活细胞成像系统实时动态观察荧光标记类鼻
疽菌与宿主细胞自噬标记分子 ＬＣ３共定位的变化。
在类鼻疽菌感染ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞２ｈ的细胞模型
中，通过荧光显微镜下观察，红色荧光标记的类鼻疽菌

荧光明亮，能够与ＲＡＷ２６４．７细胞中的ＧＦＰＬＣ３绿色
荧光明显区分（图 ６），结果提示后续无需再对类鼻疽
菌进行荧光抗体标记，可用于直接观察类鼻疽菌与宿

主细胞自噬相互作用的动态变化过程情况。

　　进一步，我们在高分辨率活细胞成像系统中实时
动态观察类鼻疽菌侵入宿主细胞后，细胞自噬与类鼻

疽菌互作的动态变化情况。如图７所示，同样的，如上
所述，在类鼻疽菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞２ｈ后，我们在
活细胞工作站中观察到随着类鼻疽菌侵入ＲＡＷ２６４．７
细胞后，自噬标志物ＧＦＰＬＣ３与红色荧光标记的类鼻
疽菌发生共聚，并逐渐形成包裹类鼻疽菌的自噬小体，

且整个过程在数分钟至数十分钟内即可完成。
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图２　荧光显微镜观察构建的荧光标记类鼻疽菌的荧光效果
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绿色、红色、蓝色荧光标记的类鼻疽菌；将体外液体 ＬＢ培
养中的细菌进行Ｄ（６００）吸光度检测，绘制生长曲线

图３　未标记与荧光标记类鼻疽菌的生存曲线　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ＧＦＰ／ＲＦＰ／ＢＦＰ分别表示绿色、红色、蓝色荧光标记的类鼻
疽菌　ａ：Ｐ＜０．０１，与阴性对照比较

图４　未标记与荧光标记类鼻疽菌感染 Ａ５４９细胞后炎症
因子ＩＬ８的表达变化　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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明场 叠加图荧光通道

图５　ＧＦＰ和ＲＦＰ标记类鼻疽菌传２０代后的荧光菌落图

!" !# !" !# !" !# !" !#

叠加图

图６　荧光显微镜观察类鼻疽菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞后细菌和细胞的变化
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图７　高分辨率活细胞成像系统观察类鼻疽菌与ＲＡＷ２６４．７细胞内ＧＦＰＬＣ３共定位的变化
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３　讨论

　　类鼻疽菌作为一种胞内感染病原菌，为了实现在
宿主细胞内的生存、感染和致病，有效逃逸宿主细胞免

疫清除是其成功定植和播散的前提。由于类鼻疽菌特

殊的病原生物学特性，其防控还存在诸多困境，如天然

耐药、临床症状不特异、缺乏快速准确的临床诊断技

术、无疫苗使用等［１－２］。究其原因，根本问题在于类鼻

疽菌的感染与免疫机制不明确，如在类鼻疽菌感染宿

主的过程中，介导细菌免疫逃逸的重要致病因子有哪

些、它们如何调控宿主免疫清除、细菌宿主免疫互作
的具体分子机制如何等问题尚未阐释清楚［６－８］。因

此，深入研究类鼻疽菌与宿主互作及免疫逃逸，揭示该

菌致病和传播分子机制，将为类鼻疽的防控奠定重要

理论基础。

　　本课题组长期围绕类鼻疽菌逃逸宿主细胞免疫清
除分子机制开展系统研究，前期工作中发现类鼻疽菌

可通过阻碍宿主细胞吞噬囊泡转运成熟、诱导

ｍｉＲＮＡｓ靶向抑制自噬关键基因 ＡＴＧ１０以及操纵
ＮＲ１Ｄ２ＡＴＧＬ调控轴干扰脂噬途径从而妨碍宿主细胞
自噬清除等多种途径逃逸宿主细胞免疫清除作用，达

到持续性感染的目的［９－１０］。但是，研究多采用细胞爬

片固定后免疫荧光染色，或者提取细胞内相关成分进

行体外生化分析等，只能做到对某个时间点的记录，无

法进行类鼻疽菌与宿主细胞互作的实时动态观察，这

无疑对揭示类鼻疽菌感染免疫机制是一种研究手段的

缺陷。构建荧光标记的类鼻疽菌活菌，将为实现直接、

适时和动态观察细菌与宿主的互作提供有力的工具。

目前荧光标记细菌技术已在结核分枝杆菌、军团嗜肺

菌、沙门氏菌、志贺氏菌等病原体中广泛应用［１１－１３］，常

用的标记荧光包括绿色、红色、蓝色等。荧光蛋白作为

细菌的标记物具有多种优势，以绿色荧光蛋白为例，

ＧＦＰ于１９７４年从水母 Ａｅｑｕｏｒｅａｖｉｃｔｏｒｉａ中被发现，相
对分子量为３１ｋＤ，已被用作多种真核和原核生物体的
荧光标志或者胞内报告蛋白［１４－１５］。比较于其他生物

发光系统而言，ＧＦＰ的优势体现在当受到蓝光或紫外
光激发后发出明亮绿色荧光的过程中不需要其他辅助

因子，而其独特性质的原因来自于它的激发中心由 ３
个氨基酸残基（Ｓｅｒ６５Ｔｙｒ６６Ｇｌｙ６７）组成的环化自动催化
生色团［１６］；然后，对靶细胞进行非侵入性处理后进行

荧光检测，ＧＦＰ的表达就能够在活细胞中被直接观察
到；再者，ＧＦＰ能够在单个细胞中被检测和定量，这不
同于其他需要较多检测装备的标记示踪系统。因此，

我们首先构建了ＧＦＰ标记的类鼻疽菌，以期为课题组
后续类鼻疽菌基础与应用研究提供重要的手段。同

时，鉴于如果宿主细胞采用了相同的颜色标记，本文也

采用同样的技术构建了 ＲＦＰ／ＢＦＰ标记的类鼻疽菌，
以满足不同实验条件下对不同颜色荧光标记的需求。

　　启动子对目的基因的表达至关重要。为了获得荧
光蛋白在类鼻疽菌中的高效表达，本文在前期工作中

构建了多种启动子序列，包括类鼻疽菌的功能基因的

启动或者其他细菌的外源性启动子，但均不能有效启

动下游荧光基因的表达甚至影响类鼻疽菌的存活，最

后经过一系列的筛选，使用了类鼻疽菌的 １６ＳｒＤＮＡ
启动子作为重组质粒表达的启动子，三种荧光蛋白才

在类鼻疽菌中得到了理想表达，单个细菌在荧光显微

镜下均呈现出不同颜色的明亮荧光。另外，我们改进

了外源性质粒转入类鼻疽菌的方式，在以往的研究中

均采用的是通过大肠杆菌 ＳＭ１０接合的方式导入，转
化效率低且时间长［１７－１８］；而本实验中改用了制备类鼻

疽菌电转感受态并通过电转的方式将重组质粒导入类

鼻疽菌，转化效率高且快速。我们还对荧光标记的类

鼻疽菌进行了生长特性和遗传稳定性研究，结果表明，

和野生型ＢＰＣ００６一样，构建的工程菌体外培养的生
长曲线基本一致，感染宿主细胞的特性也无差异表现，

体外无选择压力下，连续传代 ２０代，细菌的荧光和
质粒保有率超过 ９０％，完全满足后续感染研究工作
的需要。

　　自噬是宿主细胞通过自噬小体包裹胞内病原菌并
经自噬溶酶体途径对病原体进行免疫清除的一种方
式，其中 ＬＣ３即自噬相关蛋白轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３），是自噬过程中重要且
常用的标志蛋白［１９－２０］。我们利用 ＲＦＰ标记的类鼻疽
菌和 ＧＦＰＬＣ３标记的 ＲＡＷ２６４．７细胞的感染模型中
观察了类鼻疽菌与宿主细胞相互作用过程中自噬的变

化，荧光显微镜下可见红色的细菌和绿色的细胞都分

外明亮，能够明显区分，可用于后续类鼻疽菌与宿主自

噬等互作机制的相关研究。

　　本文构建的荧光蛋白稳定表达的标记菌株除了用
于细菌与宿主细胞互作的研究，如动态监测类鼻疽菌

如何侵入细胞以及侵入的时间、逃逸吞噬囊泡的过程、

与感染宿主的胞质免疫、传播路径以及胞内增殖与宿

主细胞的转归等以外，也可通过将荧光蛋白基因与类

鼻疽菌的启动子进行融合，研究已知启动子的调节或

者鉴定在特殊环境下启动子的活性，以及通过将荧光

蛋白基因与类鼻疽菌重要致病因子基因进行融合，研

１１１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）



究该蛋白的定位和分泌方式等；另外，荧光标记的类鼻

疽菌还可用于抗菌药物的筛选、抗菌活性的评价等，直

观简便快速易行。

　　综上，本文构建了多种荧光标记的类鼻疽菌，该标
记系统具有高度敏感性、非侵入性荧光检测、快速检测

和定量以及在单个活菌中检测基因表达等优势。利用

荧光标记菌株，将进一步帮助我们发现类鼻疽菌特殊

的适应性机制，提高对其持续性感染机理的认识，快速

高通量筛选抗菌药物，具有较大的应用价值。
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