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基于Ａｎｔａｒｅｓ２的金黄色葡萄球菌生物发光示踪系统的构建
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　　［摘要］　目的　构建融合型荧光素酶标记的金黄色葡萄球菌示踪菌株，建立金葡菌示踪系统。
方法　采用同源重组技术将融合型荧光素酶 Ａｎｔａｒｅｓ２编码基因敲入到金葡菌 ＵＳＡ３００基因组中，与金
葡菌烯醇酶编码基因ｅｎｏ融合，构建稳定表达的示踪菌株。将示踪菌株与不同的底物混合，检测生物发
光强度差异，筛选合适的菌株／底物示踪系统，并探究其在体外和体内的敏感性。结果　通过构建基因
敲入质粒ｐＢＴ２ｅｎｏａｎｔａｒｅｓ２，转化金葡菌 ＵＳＡ３００菌株中进行基因敲入菌株筛选，经 ＤＮＡ测序和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定示踪菌株ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２构建成功。细菌生长曲线和溶血实验表明所构建的示
踪菌株与野生型ＵＳＡ３００无明显差异。将示踪菌与ＤＴＺ、ＦＵＲ和 ＨＦＺ底物混合，肉眼均可观察到发光。
不同浓度不同底物分析显示，ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２／ＨＦＺ组成的系统发光性能最优，体外发光示踪的敏
感性为５０ＣＦＵ（菌落形成单位），小鼠体内示踪敏感性为 １００ＣＦＵ。结论　金葡菌 ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅｓ２／ＨＦＺ示踪系统性能佳，可用于金葡菌感染、定植、播散等研究。
　　［关键词］　 金黄色葡萄球菌；生物发光；示踪系统；荧光素酶
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２２７２３４１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＲＡＯＸｉａｎｃａｉ，Ｅｍａｉｌ：ｒａｏｘｉａｎｃａｉ＠１２６．ｃｏｍ

　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌）是重要的人兽共患病原菌，可引起人创伤感染、肺

炎、脑脓肿、脓毒症，牛、羊乳腺炎等感染性疾病［１－２］。

２０１７－２０２１年，据中国细菌耐药监测网（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｈｉｎｅｔｓ．ｃｏｍ）报道，我国临床金葡菌分离率均位列所有
细菌分离率第３位，革兰阳性菌分离率第１位。金葡
菌可产生上百种毒力因子参与致病，致病机制复

杂［３］。在进行金葡菌致病机理研究及治疗策略探索

的实践中，亟需一种高效、可靠的细菌示踪系统。

　　光学示踪成像主要采用荧光（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）和生
物发光（ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）两种技术［４］。自绿色荧光蛋

白（Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＧＦＰ）发现以来，该
分子被广泛用于构建荧光报告系统，应用于肿瘤生长

与转移、干细胞归巢等示踪研究中［５］。ＧＦＰ在接受其
他分子提供的能量后可产生５０９ｎｍ的绿色荧光，容易
被机体组织细胞所吸收（波长＜６００ｎｍ的光都易被组
织吸收）［６］。金葡菌等细菌的个体微小（约１．０μｍ），
利用质粒表达 ＧＦＰ进行细菌示踪，尤其是体内示踪，
效果不理想。一方面，质粒不稳定，在体内极易丢失；

另一方面，ＧＦＰ体内荧光成像敏感性差，常常需要将
实验动物处死，解剖取出脏器进行成像［７］。生物发光

则是利用荧光素酶催化底物进行发光和示踪成像，常

用的荧光素酶有细菌的荧光素酶基因操纵子

（ＬｕｘＣＤＡＢＥ），发光波长 ４９０ｎｍ；萤火虫荧光素酶
（ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，Ｆｌｕｃ），分子量 ６０．６ｋＤａ，发光波长
４６０ｎｍ；海肾荧光素酶（ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，Ｒｌｕｃ），分子
量３６．０ｋＤａ，发光波长＜５００ｎｍ等［４，８］。２０１２年，Ｈａｌｌ
从一种深海虾（Ｏｐｌｏｐｈｏｒｕｓｇｒａｃｉｌｉｒｏｓｔｒｉｓ）中发现了发光
波长 ４５４ｎｍ的荧光素酶（ｎａｎｏＬｕｃ，Ｎｌｕｃ），分子量仅
１９．１ｋＤａ，但其催化底物的效率比 Ｆｌｕｃ和 Ｒｌｕｃ高约
１５０倍，发光强度高１００倍［９］。将 Ｎｌｕｃ与两分子的橘
红色荧光蛋白ＣｙＯＦＰ１融合形成的Ａｎｔａｒｅｓ荧光素酶，
通过生物发光能量转移可产生＞６００ｎｍ的光子，极大
改善了体内成像效果［６］。将 Ｎｌｕｃ编码基因经过错配
ＰＣＲ分子进化，筛选到的突变体 ＴｅＬｕｃ与两分子
ＣｙＯＦＰ１构 建 的 融 合 物 Ａｎｔａｒｅｓ２ 催 化 底 物

ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｒａｚｉｎｅ（ＤＴＺ）发光效率又提高了 ３．８倍（相
较于Ａｎｔａｒｅｓ／ＤＴＺ系统），在肿瘤细胞活体示踪成像中
优势显著，但在细菌示踪中尚未见相关研究报道［６，９］。

本研究基于 Ａｎｔａｒｅｓ２构建金葡菌生物发光示踪系统，
通过构建稳定示踪菌株，遴选合适底物，探索金葡菌示

踪系统的生物发光检测敏感性。

１　材料与方法

１．１　实验菌株、质粒与试剂
　　金葡菌 ＵＳＡ３００（ＦＰＲ３７５７）菌株由上海交通大学
李敏教授惠赠，金葡菌 ＲＮ４２２０（ＮＣＴＣ８３２５４）以及大
肠埃希菌金葡菌穿梭质粒ｐＢＴ２由中国科学技术大学
孙宝林教授惠赠。ＤＨ５α大肠埃希菌购于北京天根
（Ｔｉａｎｇｅｎ）公司。荧光素酶 Ａｎｔａｒｅｓ２全长基因由华大
基因合成并克隆至ｐＵＣａｎｔａｒｅｓ２质粒中。细菌基因组
提取试剂盒、ＤＮＡ片段回收试剂盒、质粒提取试剂盒
购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，Ｇｉｂｓｏｎ组装克隆试剂盒购自 ＮＥＢ
公司；哥伦比亚血琼脂平板购自庞通医疗，细菌培养基

ＬＢ和 ＴＳＢ购自 Ｏｘｏｉｄ公司；ｆｕｒｉｍａｚｉｎｅ（ＦＵＲ）购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；荧光素酶底物 ＤＴＺ和 ｈｙｄｒｏｆｕｒｉｍａｚｉｎｅ
（ＨＦＺ）购自ＭＣＥ公司。
１．２　金葡菌示踪菌株的构建
　　示踪菌的构建采用同源重组的方式进行［１０］。烯

醇酶编码基因ｅｎｏ是金葡菌中进化保守的基因，课题
前期研究发现Ｅｎｏ是金葡菌内可靠的外源蛋白融合靶
标［１１］。因此，我们根据金葡菌 ＵＳＡ３００基因组序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＣＰ０１４３６２．１）中 Ｅｎｏ编码基因终止
密码子的上、下游序列，设计 １对引物 ＵｐｅｎｏＦ３（５′
ｇａｇｃｔｃｇｇｔａｃｃｃｇｇｇａｔｇａｔｃｇｃａｔｔａｇａｃｇｇｔ３′，下划线碱基为与
ＰＢＴ２ 质 粒 的 同 源 序 列 ）／ＵｐｅｎｏＲ３ （５′
ｔｇｃｔｃａｃｃａｔｔｔｔａｔｃｔａａｇｔｔａｔａｇａａｔｇａｔｔｔｇａｔａｃｃｇ３′，下划线碱基为
与引物ｅｎｏａｎｔａｒｅｓ２Ｆ３的同源序列）用于ＰＣＲ扩增左
同 源 臂，再 设 计 １ 对 引 物 ＤｏｗｎｅｎｏＦ３（５′
ｃａａｇｔｇａｃｔｃｇａｇｔｔｔｔｃｔｔｔａｔａａｔｃａａａｔｇｃｔｇａｃ３′，下划线碱基为与
引物ｅｎｏａｎｔａｒｅｓ２Ｒ３的同源序列）／ＤｏｗｎｅｎｏＲ３（５′
ｇａｔａａａｃｔａｃｃｇｃａｔｔａｃｔｇｃｔｔｔｔａｃｃｔｔｃｔｔｇｇａｇｔａｇ３′，下划线碱基为
与ＰＢＴ２质粒的同源序列）扩增右侧同源臂。根据
ｐＵＣａｎｔａｒｅｓ２质粒荧光素酶基因编码序列设计１对引
物 ｅｎｏａｎｔａｒｅｓ２Ｆ３（５′ｃｔｔａｇａｔａａａａｔｇｇｔｇａｇｃａａｇｇｇｃｇａｇ３′，
下划线部分为与引物 ＵｐｅｎｏＲ３的同源序列）／ｅｎｏ
ａｎｔａｒｅｓ２Ｒ３（５′ｇａａａａｃｔｃｇａｇｔｃａｃｔｔｇｔａｃａｇｃｔｃｇｔｃｃａｔｇｃ３′，下
划线部分为与引物 ＤｏｗｎｅｎｏＦ３的同源序列）用于扩
增荧光素酶基因ａｎｔａｒｅｓ２。将ＰＣＲ扩增获得的同源左
臂（Ｅｎｏ）、右臂（Ｄｏｗｎ）及 Ａｎｔａｒｅｓ２片段用琼脂糖凝胶
回收后取等摩尔比例混合，利用各片段之间的同源序

列，采用Ｇｉｂｓｏｎ组装克隆试剂盒克隆到 ｐＢＴ２穿梭质
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粒上，转化 ＤＨ５α大肠埃希菌感受态，涂布 ＬＢ平板
（含氨苄青霉素Ａｍｐ１００μｇ／ｍｌ），３７℃孵箱培养，第２
日挑取单菌落于ＬＢ液体培养基中３７℃振荡培养后，
制备重组质粒进行酶切鉴定，含有目标融合片段的重

组质粒命名为ｐＢＴ２ｅｎｏａｎｔａｒｅｓ２。
　　 将 ｐＢＴ２ｅｎｏａｎｔａｒｅｓ２质粒电转化入金葡菌
ＲＮ４２２０中进行限制性修饰，再从中提取修饰后的质
粒电转化入金葡菌 ＵＳＡ３００感受态细胞，涂布 ＴＳＢ平
板（含氯霉素 Ｃｍ２０μｇ／ｍＬ）。次日挑取单菌落接种
于ＴＳＢ培养基中，３０℃振荡培养过夜，提取质粒再行
酶切验证，获得转化菌。根据 ｐＢＴ２质粒的温敏特性，
将转化菌接种到含 Ｃｍ的 ＴＳＢ中，４２℃培养过夜；次
日，取菌液涂布含Ｃｍ的ＴＳＢ平板，置４２℃培养；第３
日挑取单菌落接种含Ｃｍ的ＴＳＢ培养基，３７℃培养后
提取基因组，用引物对 ＵｐｅｎｏＦ３／ｐＢＴ２ＰＣＲＲ（５′
ｃｃｇｇｇｔａｃｃｇａｇｃｔｃｇ３′）和 ｐＢＴ２ＰＣＲＦ（５′ｔａａｔｇｃｇｇｔａｇ
ｔｔｔａｔｃａｃａｇｔｔ３′）／ＵｐｅｎｏＲ３进行ＰＣＲ扩增，确定是左同
源臂，还是右同源臂发生了重组的菌株。取重组菌于

ＴＳＢ培养基（无抗生素）中２５℃培养２４ｈ，涂布于无
抗ＴＳＢ平板，３７℃培养过夜，次日再挑取单菌落分别
接种至含Ｃｍ及无抗生素的ＴＳＢ平板上，３７℃过夜培
养，在氯霉素平板上不生长，而在无抗平板上生长者，

为可疑的重组菌株，挑取可疑重组菌培养后提取基因

组，用外侧引物 ＵｐｅｎｏＦ３／ＤｏｗｎｅｎｏＲ３进行 ＰＣＲ扩
增，鉴定发生双交换的菌株，并将扩增产物送 ＤＮＡ测
序，序列正确的突变菌株即为示踪菌 ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅｓ２。
１．３　ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２示踪菌株的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

鉴定

　　参考前期研究方法［７］，将测序鉴定正确的

ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２示踪菌株及野生型 ＵＳＡ３００株
碎菌后，提取菌体蛋白并进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后通
过半干转印系统蛋白质转印到ＰＶＤＦ膜上，用ａｎｔｉＥｎｏ
多克隆鼠抗体进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，实验重复３次。
１．４　金葡菌示踪菌的生长曲线测定
　 　 将 示 踪 菌 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２及 野 生 型
ＵＳＡ３００株分别接种于含２ｍＬＴＳＢ培养基中于３７℃
振荡培养过夜。次日，取过夜菌液按１∶１００比例分别
接种于含 ５０ｍＬＴＳＢ培养基的锥形瓶（２５０ｍＬ）中，
３７℃振荡培养，每小时取１ｍＬ培养液于石英比色杯
中，分光光度计检测光密度值Ｄ（６００），检测至２４ｈ，实
验重复３次。用Ｄ（６００）值与培养时间绘制生长曲线。
１．５　金葡菌溶血活性检测
　　取 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２及野生型 ＵＳＡ３００的过
夜培养菌液各１μＬ，加入至含９９μＬ无菌ＰＢＳ缓冲液

的ＥＰ管中，振荡混匀。取 １０μＬ稀释菌液滴入血平
板上，置于 ３７℃孵箱培养 ２４ｈ，取出血平板转移至
４℃冰箱，保存１２ｈ后观察溶血情况并摄像。
１．６　金葡菌示踪菌株体外生物发光信号检测
　　将 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅ２接种至 ＢＨＩ培养基于
３７℃培养至Ｄ（６００）值为 ２．０，１００００×ｇ离心 １０ｍｉｎ
收集细菌细胞，用 ＰＢＳ缓冲液洗涤 １次，再用 ＰＢＳ调
整至每毫升含 １×１０９菌落形成单位（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇ
ｕｎｉｔ，ＣＦＵ）。在３支０．２ｍＬＥｐ管中分别加入９０μＬ
示踪菌悬液，再分别加入 １０μＬ底物溶液（ＤＴＺ、ＦＵＲ
和ＨＦＺ，每个浓度３ｍｍｏｌ／Ｌ），混匀后，在暗室中肉眼
观察发光信号，并使用Ｖ４０数码相机进行摄像。
　　为检测示踪菌催化不同底物的发光强度差异，在
９６孔板中加入１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的示踪菌悬液５０μＬ／孔，
再每孔加入等体积含不同浓度（３．１２５、６．２５、１２．５、２５、
５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）的底物 ＤＴＺ，ＰＵＲ或 ＨＦＺ溶液后混
匀。将９６孔板置生物发光检测仪 ＩＶＩＳ ＬｕｍｉｎａＬＴ
ｓｙｓｔｅｍ上进行总发光强度检测，读取每孔的生物发光
强度。

１．７　金葡菌示踪菌体外生物发光敏感性分析
　　为分析示踪金葡菌发光信号与细菌数量之间的相
关性，将ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２接种至ＴＳＢ培养基进行
培养，次日收集细菌，用 ＰＢＳ稀释并制备成１×１０２、２×
１０３、２×１０４、２×１０５、２×１０６ＣＦＵ／ｍＬ等５个不同浓度的细
菌悬液。分别取 ５０μＬ细菌溶液与 ５０μＬＨＦＺ底物
（１００μｍｏｌ／Ｌ）混合并加入 ９６孔板中，使用 ＩＶＩＳ
ＬｕｍｉｎａＬＴｓｙｓｔｅｍ采集发光图像和信号。绘制示踪菌总发
光强度与细菌数量关系曲线，分析金葡菌示踪敏感性。

１．８　金葡菌示踪菌小鼠体内生物发光敏感性分析
　　雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自陆军军医大学实验动物中
心。细菌感染的实验设计、实验过程及动物处死方式

经过陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员会审

核，批准号为 ＳＹＸＫＹＵ２０１７０００２，符合动物伦理和动
物福利要求。

　　为探究金葡菌示踪系统 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２／
ＨＦＺ在小鼠中的发光成像敏感性，ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为
６个剂量组（ｎ＝３），先用 １％ （ｍ／ｖ）戊巴比妥钠
（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，再用 ６％ （ｍ／ｖ）硫化钠按文献［７］
报道的方法进行背部脱毛。次日，将 ５０μＬ分别含
１０１、１０２、１０３、１０４、１０５ ＣＦＵ 示 踪 菌 ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅ２和５０μＬ底物 ＨＦＺ（１００μｍｏｌ／Ｌ）混合物经皮
下注射到小鼠背部皮下。以 １０５ＣＦＵ野生型 ＵＳＡ３００
细菌＋ＨＦＺ底物注射小鼠作为阴性对照。注射 １ｍｉｎ
后使用ＩＶＩＳ ＬｕｍｉｎａＬＴ系统测量小鼠发光信号。皮
肤生物发光成像的灵敏度下限描述为感染小鼠皮肤中
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仍能发出生物发光信号的最低示踪细菌ＣＦＵ。
１．９　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ９．０软件对示踪菌催化不同
浓度不同底物发光强度数据进行统计学处理，总发光

强度数据以ｌｏｇ１０（ｐ／ｓ）平均值±标准差表示，采用单因
素方差分析，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　金葡菌示踪菌株的构建与鉴定
　　以金葡菌ＵＳＡ３００菌株为出发菌［１０］，将包含同源

重组左臂Ｅｎｏ，Ａｎｔａｒｅｓ２基因和同源重组右臂 Ｄｏｗｎ片
段通过同源重组克隆到 ｐＢＴ２质粒上［７］，将荧光素酶

Ａｎｔａｒｅｓ２基因插入到细菌基因组烯醇酶编码基因 ｅｎｏ
终止密码子之前，与Ｅｎｏ形成融合蛋白，具体构建策略
如图１Ａ所示。构建目标基因敲入质粒（图 １Ｂ）。将
该质粒转化入金葡菌ＵＳＡ３００菌株中，利用ｐＢＴ２质粒
的温敏特性及氯霉素抗性，通过３０℃和４２℃交替培
养，最后筛选氯霉素敏感的菌落，提取其基因组，ＰＣＲ
扩增含目标基因的片段进行测序鉴定，结果如图 １Ｃ
所示，可见荧光素酶 Ａｎｔａｒｅｓ２基因与 Ｅｎｏ正确融合。
为进一步探究目标融合基因是否能表达，采用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ对ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２融合蛋白进行检测，结果如图１Ｄ
所示，与野生型 ＵＳＡ３００菌株相比，ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅｓ２菌株中目标蛋白增加约 ７０ｋＤａ，与荧光素酶
Ａｎｔａｒｅｓ２的理论分子量７１．９ｋＤａ相当，表明金葡菌示

踪菌株ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２构建成功。
２．２　金葡菌示踪菌株生长曲线及溶血活性
　　为探究荧光素酶基因敲入对金葡菌菌株生物学特
性的影响，首先对细菌的生长曲线进行了测定，结果如

图２Ａ所示，可见在培养２４ｈ内，示踪菌ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅｓ２的生长与野生型菌株 ＵＳＡ３００无明显差异。
溶血活性检测显示，示踪菌ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２与野
生型菌株ＵＳＡ３００也无显著性差异（图２Ｂ），表明荧光素
酶基因Ａｎｔａｒｅｓ２的敲入对金葡菌示踪菌株的生长和溶
血性能无明显影响，该示踪菌可用于细菌感染等研究。

２．３　示踪菌体外生物发光检测
　　荧光素酶通过催化底物发光，底物不同则发光强
度会有所不同［１２］。将培养至对数生长期（ＯＤ６００＝
１．０）的金葡菌 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２悬液与等体积
底物ＤＴＺ，ＦＵＲ或ＨＦＺ进行混合，暗室中即可肉眼观
察到发光（图３Ａ），且示踪菌与 ＨＦＺ组合的示踪系统
发光最亮。进一步采用生物发光成像仪进行检测，结

果发现随着底物浓度降低，示踪菌 ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｃｅｓ２在 ２５μｍｏｌ／ＬＤＴＺ底物中发光强度显著下
降（图３Ｂ、Ｃ），在１２．５μｍｏｌ／ＬＦＵＲ底物中发光强度
也显著下降，而在低至３．１２５μｍｏｌ／ＬＨＦＺ底物中仍能
检测到较强发光。示踪菌催化 ＨＦＺ底物发光在每个
浓度梯度均显著强于 ＤＴＺ和 ＦＵＲ底物。这些结果表
明，金葡菌ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２／ＨＦＺ生物发光体系
的效率最高，可用于示踪研究。
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图１　金葡菌ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２示踪菌的构建与鉴定
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图２　示踪菌ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２的生长曲线和溶血活性
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Ａ：示踪菌催化不同底物发光的肉眼观察；Ｂ：不同底物浓度的发光强度比较；Ｃ：不同底物浓度的发光强度检测

图３　示踪菌ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２催化不同底物的发光强度分析

２．４　金葡菌ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２／ＨＦＺ示踪系统的
敏感性及体内生物发光检测

　　将不同数量的示踪菌（０．５×１０２、１０３、１０４、１０５、１０６

ＣＦＵ）分别与１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＨＦＺ底物进行混合，用生
物发光仪进行总发光强度检测，结果如图４Ａ所示，可

见５０个细菌即可检测到明显的发光信号。示踪菌以
ＨＦＺ为底物，总发光强度的对数与细菌数量的对数呈
现很好的线性关系（图４Ｂ），决定系数Ｒ２＝０．９９９４，体外
检测敏感性为５０ＣＦＵ。
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Ａ：示踪系统体外敏感性分析；Ｂ：示踪系统体外检测的线性关系；Ｃ：示踪菌感染小鼠的敏感性检测；Ｄ：示踪菌感
染小鼠敏感性的线性关系

图４　示踪系统ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｃｅｓ２／ＨＦＺ的敏感性分析

　　将不同数量的示踪菌（１０１、１０２、１０３、１０４、１０５ＣＦＵ）
分别与１００μｍｏｌ／Ｌ的ＨＦＺ底物混合后注射到ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠皮下，生物发光仪进行总发光强度检测。结果如

图４Ｃ所示，与感染１０５ＣＦＵ野生型ＵＳＡ３００对照组相
比，１０１ＣＦＵ示踪菌即可检测到较弱的发光信号，感染
１０２ＣＦＵ示踪菌可催化底物产生稳定发光信号。示踪
菌总发光强度的对数与１０２～１０５ＣＦＵ细菌数量的对数
呈现很好的线性关系（图４Ｄ），相关系数Ｒ２＝０．９８２３，
小鼠体内示踪检测敏感性为１００ＣＦＵ。

３　讨论

　　自从萤火虫发光系统被发掘以来，生物发光的应
用涉及动物活体示踪成像、生物传感、毒性物质测定、

病原体快速检测、细菌总数测定等领域［１３］。在已开发

的４０余套荧光素酶／底物系统中，融合型荧光素酶
Ａｎｔａｒｅｓ２是目前催化底物效率最高，发光最强的系
统［６，１２］。其核心荧光素酶分子ＴｅＬｕｃ是在深海虾荧光
素酶Ｎｌｕｃ的基础上经过错配 ＰＣＲ突变并筛选获得的
有３个氨基酸突变（Ａｓｐ１９Ｓｅｒ，Ａｓｐ８５Ａｓｎ和Ｃｙｓ１６４Ｈｉｓ）
的分子［６］，其催化底物 ＤＴＺ发射的４５４ｎｍ青蓝色光
可被与其融合的 ＣｙＯＦＰ１荧光蛋白吸收，发生生物发
光能量转移，产生５８９～６２０ｎｍ光，其中＞６００ｎｍ光子
产生的能力是野生型Ｎｌｕｃ的３．８倍，为萤火虫荧光素
酶系统 Ｆｌｕｃ／Ｄ荧光素的６５倍，尤其适合生物细胞的

体内示踪［６，８］。

　　生物发光示踪细菌的构建通常采用质粒对荧光素
酶进行表达。如最早的研究就是将发光细菌

（Ｐｈｏｔｏｒｈａｂｄｕｓｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）的ＬｕｘＣＤＡＢＥ系统克隆到
ｐＣＧＳＬ１质粒上，再转化伤寒沙门氏菌并实现体内示
踪［１４］。２００３年，ＫＡＤＵＲＵＧＡＭＵＷＡ等［１５］将 Ｌｕｘ操纵
子克隆到转座子质粒ｐＡＵＬＡＴｎ中，转化金葡菌ＡＴＣＣ
１２６００菌株，获得生物发光金葡菌 Ｘｅｎ２９。但质粒在
无抗生素选择压力下极易丢失，导致示踪失败。为获

得稳定的金葡菌示踪菌株，本研究采用基因敲入的方

法，将 Ａｎｔａｒｅｓ２编码基因插入金葡菌 ＵＳＡ３００基因组
烯醇酶编码基因 ｅｎｏ的终止密码子之前，与 ｅｎｏ形成
融合蛋白。选择 ｅｎｏ作为融合靶标主要基于 ２点考
虑：一是烯醇酶作为金葡菌代谢关键功能酶，其表达稳

定；二是前期有研究证实，在该分子后融合异源分子不

会影响金葡菌生长［７］。正如设计所预期，在将

Ａｎｔａｒｅｓ２基因成功敲入目标位置构建 ＵＳＡ３００／Ｅｎｏ
Ａｎｔａｒｅｓ２工程菌后，菌株的生长曲线和溶血活性与野
生型ＵＳＡ３００菌株无明显差异，可以用于细菌感染等
研究。

　　荧光素酶通过催化底物发光，不同荧光素酶的底
物不同，同一种酶催化不同底物的发光性能也会有差

异。Ａｎｔａｒｅｓ２的底物通常是水母腔肠素类似物 ＤＴＺ［９］

和咪唑吡嗪酮 ＦＵＲ［４］，这２种底物的溶解性不好，生

８９３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



物利用度较差。２０２０年，ＳＵ等［１２］以 ＦＵＲ为骨架，构
建并筛选出了水溶性好的底物羟化物ＨＦＺ。本研究构
建的示踪菌株 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２对上述３种底物
都能进行催化并发光，且产生的光在暗室中肉眼即可

观察到。相比较而言，ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２／ＨＦＺ的
发光最亮，是良好的示踪系统。应用该系统进行发光

检测，体外检测的敏感性为５０ＣＦＵ。利用 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠进行示踪系统体内的发光敏感性检测，敏感性为

１００ＣＦＵ，该敏感度值要比文献报道的基于甲虫荧光
素酶 Ｌｕｃ／Ｄｌｕｃｉｆｅｒｉｎ的金葡菌系统（３×１０４ＣＦＵ）高约
３００倍［１６］。

　　综上所述，本研究成功构建了基于融合型荧光素
酶Ａｎｔａｒｅｓ２金葡菌示踪菌株，通过催化不同底物生物
发光的比较和筛选，获得的 ＵＳＡ３００／ＥｎｏＡｎｔａｒｅｓ２／
ＨＦＺ金葡菌示踪系统的检测性能好，检测敏感性佳，
为后续开展金葡菌感染及体内示踪研究奠定了基础。
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