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肺炎链球菌绿色荧光蛋白报告质粒的构建及评价 

胥文春-，单幼兰z，许颂宵 ，王 虹 ，陈淑惠 ，尹一兵· 

(1．重庆医科大学检验系 临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室、重庆市重点实验室，重庆 400016；2．重庆医科大学 

附属第二医院传染病实验室，重庆 400012) 

【摘 要】目的：构建一个可高效报告基因表达的绿色荧光蛋白(Green nuorescence pmtein，GFP)报告质粒，为采用差异荧光诱 

导(Dj rent f1uo sc ce inducfion，DF1)技术筛选肺炎链球菌( 9cc p e ， )体内诱导的毒力基因奠定基础。 

方法：酶切质粒pGreenTIR的sD—ENH—GFP片段，将其插入含氯霉素抗性基因的自杀质粒pEvP3中，构建以绿色荧光蛋白为报告 

基因的自杀质粒pEVP3一sDGFP。再将肺炎链球菌的溶血素基因(Pneum0lvsin，ply)上游约500bp片段插入到该质粒报告基因上游 

的多克隆位点中，得到质粒pEVP3一sDGFP—Ply，将其转化入肺炎链球菌TIGR4中，比较新建质粒pEVP3一sDGFP与同样处理质 

粒pEGFP—l(报告基因gfp前无sD及ENH序列)报告上游基因表达的情况。结果：通过体内、外实验证实新建质粒pEvP3一sDGFP 

不但可以报告肺炎链球菌溶血素基因的表达，并且其报告上游基因表达的能力明显强于质粒pEcFP一1。结论 ：所构建的质粒 

pEVP3一sDGFP可用于DFI筛选肺炎链球菌体内诱导基因所需启动子诱捕文库的构建。 
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【Abstract】 O自 c跣 e：Tln c0nstⅢct a high e ctive GFP reporter plasmid f0r screening s￡ 印 occ _PneMmon 船 vinllent genes 

hy dif rentia1 nu0res en e indu ti0n． e￡700d ：The SD—ENH—GFP I gi0n 0f plasmid pGreenTIR was cloned into a suicide 

plasmid pEVP3 which c0ntains a cat gene enc0ding resistance pmtein t0 chl0I‘amphenic0l，and a r p0rt plasmid pEVP3一SDGFP 

was c0nstnlcted． I evaluate the nction 0f this plasmid，a 50Obp flragment nf the pneumolysin gene(ply)0f TIGR4 was col0ned 

in the upstream 0f gfp and then was transfnrmed int0 5f pt0cocc P eMm0n 船 TIGR4．R Z ：The plasmid pEVP3一SDGFP 

c0uld rep0rt the exp ession 0f ply b0th in viv0 and in vitm，and was more e [ ctive than plasmid pEGFP一1 without SD and 

ENH sequence bef0re gfp gene．( 竹cZ s 0 ：Plasmid pEVP3一SDGFP can be used to c0nstmct the pmmote卜tr印 lihmry which 

is needed in DFI． 

【Key w0rds】s JDf0c0cc pne mon ；Green f1uo scence pmtein；Reponer p1asmid 

肺炎链球菌(5 rep￡occ pneMm0n ，Spn)是严 

重侵袭性感染(如脑膜炎、脓毒症、肺炎)和上呼吸道 

感染最重要的病原体之一，但肺炎链球菌致病的毒 

力基因目前尚未完全清楚。 

差异荧光诱导(Di rential nu0rescence indueti0n， 

DFI)技术是一种高通量的半自动筛选鉴定细菌毒力 

基因的方法，它具有如下优点：不影响特定基因的 

染色体拷贝数，即使是有基础背景表达的基因也可 
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以鉴定其在不同条件下的表达差异，特别适用于分 

析弱启动子和瞬时表达的启动子，且它不干扰细菌 

在宿主体内的侵袭 、扩散和增殖【1．2]，因此该技术可 

用于筛选肺炎链球菌致病相关基因。 

DFI技术的核心是构建启动子诱捕文库，该文库 

由大量以绿色荧光蛋白(Green nuorescence pr0tein， 

GFP)为报告基因的含有细菌基因组DNA随机片段 

的自杀质粒组成，因此构建含有无启动子的gfp报告 

基因的自杀质粒是首要任务。本研究拟利用自杀质 

粒pEVP3为骨架，构建一个报告基因gfp前含有原核 

生物sD序列(shine—dalgarn0 sequence)以及翻译增 
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强子(Enhancer of translati0n，ENH)的 自杀质 粒 

pEVP3一SDGFP，并与质粒pEGFP一1(报告基因gfp前 

无sD及ENH序列)相比较，鉴定其报告上游基因表 

达的能力，为采用DFI技术筛选肺炎链球菌体内诱导 

的毒力基因奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株和质粒 肺炎链球菌血清4型标准菌株_rIGR4 

(ATcc—BAA334)，购自美国ATcc微生物菌种保存中心。大 

肠杆菌DH5 ，由本实验室保存。pGreenTIR：含有sD序列和 

翻译增强子ENH，筛选标志为氨苄青霉素抗性基因Amp，美国 

加州大学伯克利分校steven Lindow 教授惠赠。pEVP3：筛选 

标志为氯霉素抗性基因cat，由美国Illinois大学Mo son DA教 

授惠赠。pEGFP一1：pEVP3多克隆位点上插入了EGFP，本课题 

组构建。 

1．1．2 试剂 质粒小量抽提试剂盒、胶回收试剂盒、细菌DNA 

提取试剂盒均购 自上海华舜生物工程公司；DNA连接试剂 

盒、各种限制性内切酶购 自大连Takara公司；DNA聚合酶购白 

上海生工生物工程技术服务有限公司。用于诱导肺炎链球菌 

形成感受态并发生转化的感受态刺激肽(competencec—stimu— 

lating peptide 2，csP2)由挪威生命科学大学H varstein LS惠 

赠。 

1．1-3 仪器 美国BD公司 FACS Calihur流式细胞仪。 

1．2方法 

1．2．1 重组质粒pEVP3一sDGFP的构建 分别增菌大肠杆菌 

DH5 0【(含pGreenTIR)和DH5 (含pEVP3)，提取质粒DNA。 

同 时 用 曰nmH I酶 切 质 粒 pEVP3(单酶切)和pGreenTIR 

(ENH—SD—EGFP上下游各1个位点)，取pEVP3酶切后去磷酸 

化产物和pG enTIR约 8OHD bp片段回收产物按一定比例于 

16℃、过夜连接，转化人大肠杆菌感受态细胞 ，25 ml氯霉 

素LB平板筛选，过夜培养。 

1．2．2 重组质粒DEvP3一SDGFP的鉴定 

1．2．2．1 PCR鉴定 用接种针从菌落上挑取少许细菌放入盛 

有10 l无菌ddH：0的EP管中，沸水5 min后作为DNA模板，用 

质粒pEvP3多克隆位点两侧引物(P1 G1TrGAAAcTGcTGGT— 

GCTCTI1AA，P2TGCrITcAC I ITrA ITrATCTTGG PCR，30 1 

反直体系，l-2％琼脂糖凝胶电泳鉴定。预期应有约1100 bp的 

片段。 

1．2．2．2 酶切鉴定 对于PcR已扩增出约l 1 0(】hp片段的菌 

落，用接种环挑取菌落剩余部分接种于含25 咖 l氯霉素的 

LB培养基中，37℃，振荡过夜。以质粒小量抽提试剂盒提取重 

组质粒DNA，并用硒 n I酶切，1％琼脂糖电泳。预期应有约 

800 bp的片段。 

1．2-2_3 测序鉴定 将经PcR和酶切鉴定结果为阳性的质粒 

送本校分子诊断与感染性疾病教育部重点实验室测序，测序 

引物为质粒pEVP3多克隆位点两侧引物。 

1．2-3 重组质粒pEvP3一SDGFP的评价 

1．2．3．1 pEvP3一sDGFP—Ply质粒 构建 提取 肺 炎链 球菌 

TIGR4菌株基因组DNA，PcR扩增Ply基因283 754 bp片段，引 

物为Plv—up GCCGAGATCTAATAATCCCACTCTTCTTGC (含 

Ⅱ位点)和Plv—d0wn AcAGcATGCcAGccTcTAcTTcAT— 

cAcTc (含sp I位点 )。 同时用 蹈fⅡ和 I双酶切 

pEvP3一sDGFP币ⅡPcR扩增Plv产物，胶回收，16℃过夜连接，转化 

及筛选。以pEvP3多克隆位点两侧引物P1、P1进行PcR、酶切 

及测序鉴定。 

1．2．3-2 转化重组质粒入肺炎链球菌TIGR4 肺炎链球菌的 

转化及筛选参见Lee等的文章 ，做了适当修改。取一70。c保存 

的TIGR4菌株500 l培养于1 0 ml培养基 (含1 mmol／L的caCl2 

和0．2％BsA)中，当细菌达到一定菌密度时(0D 0．09～0．1)， 

加入csP2 2 l，加入重组质粒pEVP3一sDGFP—Ply 2 l， 

37℃孵育90 min，然后铺于含氯霉素(2．5 咖 1)的1’sA血平 

板上，37℃孵箱培养20～24 h，挑取血平板上的转化菌落，于 

含氯霉素(25 咖 I)的c+Y中增菌保存。以氯霉素(2-5 咖 1) 

抗生素平板筛选和PcR扩增鉴定转化成功与否。将重组质粒 

pEvP3一GFP—Ply(pEGFP一1中插入Plv，但GFP前无sD位点)按 

上述方法转化人TIGR4。 

1．2．33 体外荧光观察 荧光分光光度计测定：取冻存的细 

菌接种于TsA血平板，37℃培养16—18 h后，选取平板上5个大 

小一致的TIGR4菌落，接种于50m1 c+Y培养基中，于接种后 

不同时间分别取3 m1离心，用同样体积的PBs重悬后，以激发 

波长488 nm，发射波长510 nm，在荧光分光光度计上测定荧 

光强度。同样方法处理重组 了质粒pEvP3一SDGFP—Ply和 

pEVP3一GFP—Ply的TIGR4。 

荧光显微镜观察：当上述3株细菌在c+Y培养基中培养至 

6～8 h后离心 ，用PBs重悬(相同菌密度)，浓缩后涂片，置于荧 

光显微镜下，蓝光激发，以1Ox 2O倍观察并照相。 

流式细胞仪检测：当上述3株细菌在c+Y培养基中培养至 

6 8 h后离心，用PBs重悬(相同菌密度)，用流式细胞仪分析 ， 

488 nm激发，检测有无发荧光的细菌。 

1．2．3-4 小鼠体内荧光观察 选取体重在18～22 g的BALB，c 

雌性小鼠12只，随机分为3组。将上述3株细菌在C+Y中培养至 

0D =O．6，分别取0．2 ml菌液注入各组小鼠腹腔。24 h后处死 

小鼠，取眼眶血 ，8()(】g离心5 n1in去掉血细胞后，取上清液再 

离心浓缩后涂片，置于荧光显微镜下，蓝光激发，以l0×2O倍 

观察并照相。 

2 结 果 

2．1 重组质粒pEVP3一SDGFP的构建与鉴定 

PcR、酶切鉴定结果分别见图1、图2，结果均与 

预期相符。双向测序结果表明GFP正确插入到 

pEVP3中，且其上游含有翻译增强子rITI、AAc1TITrA、 
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核 糖 体 结 合 位 点 S D 序 列 。 证 明 质 粒 构 建 成 功 。

2 ． 2 重 组 质 ~~ p E V P 3 一 S D G F P ~ 评 价

2 ． 2 ． 1 重 组 质 粒 p E V P 3 一 S D G F P — P l y 的 构 建 与 鉴 定

P C R 鉴 定预期应得到约 1 ．3 k h 条带 ， 结果表 明6 个菌落

均有 此 片段 ( 图 3 ) ， 初 步证 实连 接 成 功 。 酶切 鉴 定 ，

有约 5 0 0 b p 片段 ， 与预 期 相 符 ( 图4 ) 。 测 序结 果 也 与

预期相符 。

1 ． P C R 产物 ； M ． D N A m a r k e r

图 1 重 组 质粒 p E V P 3 一 S D G F P 的 P C R 鉴 定结果

1 2 3 M b p

l 5 0 0

1 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

1 ． 正 确链接 ； 2 ~ 3 ． 错误 链 接 ； M ． D N A m a r k e r

图 2 重 组 质 粒 p E V P 3 一 S D G F P 的酶切 鉴 定 结 果

1 2 3 4 5 6 M b p

1 5 0 0

l ()0 0

5 0 0

4 0 0

3 0 0

2 0 0

1 0 0

1 - 6 ． p E V P 3 一 S D G F P — P l y 中p l y 的P C R 产 物 ； M ． D N A m a r k e r

图3 重 组 质粒p E V P 3 一 S D G F P — P 1y 的P C R 鉴定 结 果

2 ． 2 ． 2 转化重 组 质 粒人 肺 炎链球 菌T I G R 4 抗生 素

平 板筛选 ：含 氯霉素 ( 2 ． 5 斗 g ／m 1 ) 的T S A I~ 平 板 上 有

1 2 M b p

露熏鲞

1 5 0 0

l 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

1 ． 质粒 p E V P 3 - S D G F P - P l y ； 2 ． p E V P 3 一 S D G F P — P l y )~ 掣
1I 、 X b a I 双 酶切结果 ： M ． m o l e c u l a r s i z e m a r k e r

图 4 重 组 质粒 p E V P 3 一 S D G F P — P l y 的酶切 结 果

大量 的细 菌生 长 ， 菌落有草绿 色溶血 环 ， 无 色 ， 直 径

1 - 2 m m ， 肚 脐 样 ， 呈 典 型 的肺 炎 链 球 菌 菌 落 。 说 明

质 粒 p E V P 3 一 S D G F P — P l y 上 的 氯霉 素抗 性 基 因 通 过

同源 重 组 整 合 到 了肺 炎链 球 菌 中 ， 转化 成 功 。 P C R

扩增 ：提 取 同源 重 组 肺 炎 链 球 菌 D N A ， 用引物H Y
—

u p

和 P 2 以 此 为 模 版 进 行 P C R 扩 增 ， 如 果 肺 炎 链 球 菌

D N A 上 同源 重 组 了p E V P 3 一 S D G F P ～ P l y ， 应 得 到约 1

3 0 0 b p 的P l y
— T I R — S D — G F P 片 段 。 结 果 与 预 期 相 符

( 图5 ) 。

1 5 0 0

1 2 0 0

l 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 5 0

1 ． 重 组 5 ． p ，z 中 P l y
— T I R — S D — G F P 片段 的 P C R 产物 ；

M ． D N A m a r k e r

图 5 S ．p n 插 入 片断 的 P C R 鉴定

2 ． 2 -3 体外培养后 荧 光 强 度 检 测 3 株 细 菌体外培

养后 荧光强 度见 图6
， 荧光 显 微 镜观 察结果 见 图7 ， 流

式细胞仪分析结果 如 图8 。 3 种方式检测 结果 均表 明

同源 重 组 了 质 粒 p E V P 3 ～ S D G F P — P l v 的肺 炎 链 球 菌

比 同源重组 了质粒p E V P 3 一 G F P — P l y 的肺 炎链球 菌的

荧 光 更 强 ， 即 在 同样 的 p ly 表 达 情 况 下 ， 重 组 质 粒

p E V P 3 一 S D G F P — P l y 上 的g fp报 告 上 游 基 因 表 达 的 能

力更 强 。

2 ． 2 ． 4 小 鼠体 内报 告 P l y 结 果 小 鼠体 内 ， 未重 组 质
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粒的肺炎链球菌几 乎无荧光 ， 同源重组 了质~ p E V P 3 一

S D G F P — P l y 的 肺 炎 链 球 菌 比 同 源 重 组 了 质 粒

p E V P 3 一 G F P — P l y 的肺 炎链球菌 的荧光 密度大 ( 图9 ) 。

3 讨 论

G F P 是 一 类存在于水母 、 水螅 和珊瑚等腔肠 动物

体 内的生 物 发 光 蛋 白 ， 受 蓝 光 激 发后 ， 能 发 出波 长

2 5 0

2 0 0

蓍㈣

装
糕 1 0 0

5 0

O

O 2 4 5 6 7 9

生 长 时 间

N 6 S ． JDn 体 外 生 长 的时 间 一 荧光 曲线

A ． 未重 组 质料 的 T I G R 4 ； B ． 重组 质粒 p E V P 3 一 G F P — P l y 后 的 T I G R 4 ； C ． 重 组 质粒 p E V P 3 一 S D G F P 后 的 T I G R 4

图 7 重 组 不 同报 告质 粒 的 S ．p n 体 外培 养后 荧光 观 察

A ． 未重 组 质料 的 T I G R 4 ； B ． 重组 质粒 p E V P 3 一 G F P — P l y 后 的 T I G R 4 ； C ． 重 组 质粒 p E V P 3 - S D G F P 后 的 T I G R 4

图8 重 组 不 同报告 质粒 的s ． p n 体 外培养后 流 式 细胞 仪分 析 结 果

A ． 未重组 质料 的 T I G R 4 ； B ． 重 组 质粒 p E V P 3 一 G F P — P l y 后 的 T I G R 4 ； C ． 重 组 质粒 p E V P 3 一 S D G F P 后 的 T I G R 4

图 9 重 组 不 同报告 质 粒 后 S ． p n 体 内荧 光 观 察
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为5 10 nm的绿色荧光，目前它作为活细胞的分子探 

针已广泛应用于细胞生物学和分子生物学等研究 

领域 ]。GFP有多种变异体，其中突变型绿色荧光蛋 

白 (Mutant GFP)或增强型绿色荧光蛋白(Enhenced 

GFP，EGFP)的荧光强度比野生型GFP高40～80倍，且 

其蛋白折叠成能够发出荧光的时间也较野生型大 

大缩短，其半衰期为24 h，因此应用最广。本实验中 

采用的GFP即为突变型绿色荧光蛋白。 

构建报告病原菌基因表达的载体是筛选体内 

诱导基因的关键。首先报告基因应不含启动子序 

列，除此之外另一个重要因素是报告基因的上游应 

含有RBs，即sD序列 ，这样无论报告基因上游插人 

什么序列，都不用考虑其开放读码框的一致性，只要 

其启动子能启动报告基因的转录，报告基因都会正 

确表达。 

pEVP3是一种自杀质粒，它含有杆菌的复制起始 

子(ori)，使其可以在大肠杆菌中复制，却不能在肺炎 

链球菌中自主复制。若质粒中存在与肺炎链球菌基 

因同源的序列，一旦该质粒被转化进入肺炎链球菌， 

质粒不能自主复制，其DNA则被整合到肺炎链球菌 

基因组中相应位置，随基因组DNA的复制而复制，又 

称为自杀性同源重组。在此过程中，有可能会使肺 

炎链球菌中该序列所对应的基因不能正确表达，但 

可通过其下游的报告基因表达与否了解该基因启 

动子被诱导的情况，因此不影响体内诱导基因的筛 

选。 

构建无启动子的绿色荧光蛋 白为报告基因的 

自杀质粒是采用DFI筛选体内表达基因的第一步。 

由于载体DNA通过自杀性同源重组整合到5．p 染色 

体上，因此该质粒上的 在 pn中只有一个拷贝， 

报告中等强度或弱启动子有一定难度。本实验利用 

自杀质粒pEVP3为骨架，将质粒pGreenTIR的无启动 

子 的绿色荧光蛋 白及其上 游的翻译起 始 区域 

(Translati0n initiation regi0n，TIR)克隆至0 pEVP3中， 

得到新的自杀质粒pEVP3一SDGFP。该质粒具有如下 

特点：①可以在大肠杆菌中复制 ，不能在肺炎链球 

菌中自主复制。②带有氯霉素抗性基因，该耐药基 

因有自身的启动子可以自动表达，而不受宿主菌基 

因表达的影响，使转化菌株具有该抗生素的抗性，从 

相应的抗生素平板上即可以筛选出转化菌株。③以 

无启动子的突变型绿色荧光蛋白作为报告基因，上 

游存在启动子时报告基因才能表达。④最重要的是 

报告基因与上游多克隆位点之间连接有ENH和原 

核生物共有的sD，ENH可增加GFP的合成，有利于中 

等强度或弱启动子的表达；sD序列能确保报告基因 

的正确表达 。 

为了保证mutant GFP序列的正确性，本实验不 

是通过PcR扩增 ，而是通过酶切直接将质粒 

pGreenTIR的此段序列及其上游的TIR克隆到质粒 

pEVP3的多克隆位点中，避免了PcR扩增过程中有 

可能出现的突变发生，并经过DNA测序证实了此段 

序列被正确克隆。为了解新建质粒pEVP3一SDGFP报 

告上游基因表达的情况，我们将肺炎链球菌的溶血 

素基因ply上游约500 bp片段插入到该质粒告基因 

上游的多克隆位点中，得到质粒pEVP3一sDGFP—Ply， 

将其转化入肺炎链球菌TIGR4中，由于溶血素基因 

在体内、外均可表达，通过体内、外实验证实其不但 

可以报告肺炎链球菌溶血素基因的表达，并且比以 

前构建的质粒pEcFP一1报告上游基因表达的能力显 

著增强。因此本实验成功构建了肺炎链球菌绿色荧 

光蛋白报告质粒pEVP3一sDGFP，可以用于DFI筛选肺 

炎链球菌脑组织内诱导基因所需的启动子诱捕文 

库的构建。 
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