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幽门螺杆菌荧光蛋白报告系统的构建*
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【摘要】 目的 构建幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori)绿色荧光蛋白(GFP)和红色荧光蛋白(RFP)两种报告系统。 
方法 利用PCR方法扩增幽门螺杆菌内源组成型尿素酶基因启动子(PureA),利用重叠延伸PCR方法将PureA 启动

子分别与绿色荧光蛋白基因(gfp)和红色荧光蛋白基因(rfp)连接,构建两类荧光蛋白基因表达盒 PureA-gfp 和

PureA-rfp。利用无缝组装技术将PureA-gfp 和PureA-rfp 表达盒分别与EcoRI单切的自杀质粒载体pSD连接,构
建两类荧光蛋白基因表达报告质粒pSD-GFP和pSD-RFP。将上述两类荧光蛋白报告质粒分别转化幽门螺杆菌26695,

涂布卡那霉素抗性平板,利用同源重组方法构建两类荧光蛋白基因工程菌株 Hp::gfp 和Hp::rfp。利用卡那霉素抗

性和PCR方法筛选阳性工程菌株,并利用荧光显微镜检测两种荧光蛋白在幽门螺杆菌中的表达状况。 结果 工程菌

株能够在卡那霉素抗性平板生长,PCR扩增目的基因片段与预期结果一致,表明gfp 和rfp 基因表达盒成功插入到幽

门螺杆菌染色体靶位点。荧光显微镜下分别观察到明亮的绿色荧光和红色荧光,而野生型对照菌株无任何荧光,表明

gfp 和rfp 基因在幽门螺杆菌中成功表达。 结论 在幽门螺杆菌中成功构建GFP和RFP两种荧光蛋白报告系统,为
幽门螺杆菌的转录调控及致病机制研究提供了良好的检测手段。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

two
 

types
 

of
 

reporting
 

system
 

for
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

(GFP)
 

and
 

red
 

fluo-

rescent
 

protein
 

(RFP)
 

of
 

Helicobacter
 

pylori. Methods Firstly,the
 

constitutive
 

urease
 

gene
 

promoter
 

(PureA)
 

from
 

H.
 

pylori
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR
 

and
 

ligated
 

with
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

gene
 

(gfp)
 

and
 

red
 

fluorescent
 

protein
 

gene
 

(rfp),respectively,by
 

overlapping
 

extension
 

PCR
 

to
 

construct
 

two
 

gene
 

expression
 

boxes
 

PureA-gfp
 

and
 

PureA-rfp.
 

These
 

two
 

expression
 

boxes
 

were
 

respectively
 

ligated
 

with
 

EcoRI
 

digested
 

suicide
 

plasmid
 

vector
 

pSD
 

by
 

seamless
 

assem-
bly

 

technology,and
 

two
 

types
 

of
 

fluorescent
 

protein
 

gene
 

expression
 

reporting
 

plasmids
 

pSD-GFP
 

and
 

pSD-RFP
 

were
 

con-
structed.

 

Then,these
 

two
 

reporting
 

plasmids
 

pSD-GFP
 

and
 

pSD-RFP
 

were
 

transformed
 

into
 

H.
 

pylori
 

26695,respec-
tively,and

 

coated
 

on
 

kanamycin
 

resistant
 

plate,and
 

two
 

engineered
 

strains
 

Hp::gfp
 

and
 

Hp::rfp
 

were
 

constructed
 

by
 

homologous
 

recombination
 

method.
 

Finally,kanamycin
 

resistance
 

and
 

PCR
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

positive
 

engineering
 

strains,and
 

the
 

expression
 

of
 

these
 

two
 

fluorescent
 

proteins
 

in
 

H.
 

pylori
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescence
 

microscope. Re-
sults The

 

engineered
 

strains
 

could
 

grow
 

on
 

the
 

kanamycin
 

resistant
 

plate,and
 

the
 

PCR
 

bands
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

expected
 

results,indicating
 

that
 

gfp
 

and
 

rfp
 

gene
 

were
 

successfully
 

expressed
 

in
 

H.
 

pylori. Conclusion GFP
 

and
 

RFP
 

fluorescence
 

protein
 

reporting
 

systems
 

were
 

successfully
 

constructed
 

in
 

H.
 

pylori,which
 

providing
 

a
 

good
 

detection
 

method
 

for
 

the
 

study
 

of
 

transcriptional
 

regulation
 

and
 

pathogenesis
 

of
 

H.
 

pylori.
【Key

 

words】 Helicobacter
 

pylori;GFP;RFP;gene
 

expression
 

reporting
 

system
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  幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp)是一类螺

旋杆状、端生鞭毛、微需氧、革兰阴性细菌,是引起人类

胃炎、消化性溃疡、胃粘膜相关淋巴瘤、胃癌等疾病主

要致病因子,1994年世界卫生组织(WHO)将其定义

为Ⅰ类致癌因子[1-2]。2018年世界新增胃癌患者达

100万,在所有癌症类型中占居第五位[3-5]。目前,我
国人群幽门螺杆菌感染率已超过55%,且呈现耐药性

逐年上升、根除率显著下降的趋势[6-7]。幽门螺杆菌在

胃部定植并引发疾病需要多种因素的协同作用,包括

细菌分泌的各种毒力因子、宿主免疫因素、胃部微环境

等[8-10],从细菌和宿主两个维度深入研究幽门螺杆菌

致病机制是降低幽门螺杆菌感染、开发新型药物和疫

苗的重要手段[11-13]。
良好的检测表征手段是研究幽门螺杆菌遗传调控

及其与宿主相互作用的基础。荧光蛋白是一类灵敏度

高、背景干扰低、能够在活体细胞内应用的分子检测蛋

白,且不同的荧光蛋白具有不同的发射光谱,对细菌和

宿主毒性小,能够与多种基因共表达,如细胞分泌相关

基因、细胞及亚细胞定位相关基因、信号筛选相关基因

等,且不影响其荧光强度[14-15],在生物体遗传调控、信
号示踪、细胞及亚细胞定位等多个领域具有重要应用

价值,目前已在动、植物及微生物等众多领域获得广泛

应用[16-17]。
目前获得广泛应用的荧光蛋白主要包括绿色荧光

蛋白(green
 

fluorescent
 

protein,GFP)[18]、蓝色荧光蛋

白(blue
 

fluorescent
 

protein)[19]、青色荧光蛋白(cyan
 

fluorescent
 

protein)[20]、黄色荧光蛋白(yellow
 

fluo-
rescent

 

protein)[21]和红色荧光蛋白(red
 

fluorescent
 

protein)[22]。其中绿色荧光蛋白研究最早且成熟,荧
光稳定,无毒性,在微生物、植物、动物中成功表达,不
受细胞种类和位置的限定。红色荧光蛋白稳定性好,
光毒性较小,可用于活细胞及动物全身成像、探测深部

组织等[23-24]。本实验以GFP和RFP为基础,在幽门

螺杆菌中构建两类荧光蛋白报告系统,为幽门螺杆菌

的遗传调控、靶细胞定植、宿主相互作用研究等提供良

好的检测分析平台。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂 高保真DNA聚合酶和无缝组装试

剂盒购自诺唯赞生物科技有限公司;Taq
 

DNA聚合酶

和限制性内切酶购自赛默飞世尔科技公司;琼脂糖凝

胶回收试剂盒,质粒提取试剂盒及细菌基因组DNA
制备试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司;抗生

素购自索莱宝科技有限公司;引物由上海生物工程有

限公司合成(表1)。

表
 

1 PCR引物
Table

 

1 Primers
 

used
 

in
 

this
 

study
引物
Primers

序列
Sequence

 

(5'→3')
注释
notes

ureA-RFP-1
TGGGCTTGGCGGTGGAATTCGATCT
TTATAAATTCTAAAGGGGTATTAAA
CGCAC

ureA-RFP-2 TTAATTCTGACATCTTATTCTCCTAT
TCTTAAAGTGTTTTTCCTTG

扩 增 与 rfp
连接的PureA
启动子

ureA-RFP-3 TAGGAGAATAAGATGTCAGAATTA
ATTAAAGAAAATATGCACATG

ureA-RFP-4 CGGGTACCGAGCTCGAATTCTCAA
CGATGTCCTAATTTCGACGG

扩增红色荧光
蛋 白 基 因
(rfp)

ureA-GFP-1 TGGGCTTGGCGGTGGAATTCCCAG
TCGTGGCCACCA

ureA-GFP-2 TGCTCACCATCATCTTATTCTCCTAT
TCTTAAAGTGTTTTTCCTTGAAG

扩 增 与 gfp
连接的PureA
启动子

ureA-GFP-3 GAATAAGATGATGGTGAGCAAGGG
CGAG

ureA-GFP-4 CGGGTACCGAGCTCGAATTCATCC
ACCGGTCTCGAGTTACT

扩增绿色荧光
蛋 白 基 因
(gfp)

CE-1 GGCACAACTTTAGGGCCTAT
CE-2 TCAACACACTGCCTAAGAAACG
CE-3 TCAACACACTGCCTAAGAAACG

转化子检测引
物

1.2 主要仪器 恒温培养箱(200AB-4型)为武汉精

华科教仪器有限公司生产;PCR仪购于赛默飞世尔科

技公司;DYY-7C型电泳仪为北京六一厂生产;凝胶成

像分析系统系统购于北京百晶生物技术有限公司;

HF151型CO2 培养箱为中国 Heal
 

Force公司生产;
荧光显微镜(ci-e-ds-r11型)购于尼康公司。

1.3 菌株及质粒 大肠埃希菌E.coli
 

DH5ɑ,在LB
液体培养基(1%胰蛋白胨,0.5%酵母抽提物,1%氯化

钠)中于37
 

℃恒温摇床、180
 

r/min震荡培养,平板筛

选时使用含有1.5
 

%琼脂的LB固体培养基于37
 

℃
恒温培养箱中培养,必要时补充终浓度100

 

μg/mL氨

苄青霉素或30
 

μg/mL卡那霉素。幽门螺杆菌,接种

至含10%胎牛血清的液体培养基(2%胰蛋白胨,

0.5%酵母抽提物,0.5%氯化钠,0.1%葡萄糖)中,于

37
 

℃、10%
 

CO2 恒温摇床(120
 

r/min)微氧环境中培

养;固体培养接种在血平板培养基(10%脱脂棉羊血的

哥伦比亚培养基)上,置于37
 

℃、10%
 

CO2 的微氧环

境中培养[25]。其它菌株及质粒见表2。

2 方法

2.1 质粒构建

2.1.1 pSD-GFP质粒的构建 以幽门螺杆菌26695
基因组为模板,以ureA-GFP-1/ureA-GFP-2为引物,

PCR扩增幽门螺杆菌尿素酶基因启动子(PureA);以

ptet-EGFP质粒为模板,以ureA-GFP-3/ureA-GFP-4
为引物,以上述扩增获得的PureA 启动子和gfp 基因

为模板,通过重叠延伸PCR扩增获得PureA-gfp 基

因表达盒。用无缝组装试剂盒将PureA-gfp 片段与
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经EcoRI单酶切的pSD质粒连接,构建绿色荧光蛋白

表达质粒pSD-GFP,构建流程如图1A。

表
 

2 菌株及质粒
Table

 

2 Strains
 

and
 

plasmids
 

used
 

in
 

this
 

study
菌株及质粒

Strains
 

and
 

plasmids
特征

Characteristics
来源

References

Strains

E.coli
 

DH5ɑ Clone
 

strain, F-lacZΔM15Δ
(lacZYA-argF)

 

relA1
This

 

lab.

DH5ɑ::pSD
Derived

 

from
 

DH5ɑ,carrying
 

plasmid
 

pSD,kanr Thislab.

DH5ɑ::gfp
Derived

 

from
 

DH5ɑ,carrying
 

plasmid
 

pSD-GFP,kanr This
 

study

DH5ɑ::rfp
Derived

 

from
 

DH5ɑ,carrying
 

plasmid
 

pSD-RFP,kanr This
 

study

H.
 

pylori ATCC26696,wild-type
 

strain This
 

lab.

Hp::gfp
H.

 

pylori
 

strain,expressing
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

(GFP),kanr
This

 

study

Hp::rfp
H.

 

pylori
 

strain,expressing
 

red
 

fluorescent
 

protein
 

(RFP),
kanr

This
 

study

Plasmids

pSD
From

 

pill570,suicide
 

plasmid,
kanr Shan

 

Y等[26]

ptet-EGFP
Carrying

 

green
 

fluorescent
 

pro-
tein

 

gene(gfp),Ampr
This

 

lab.

p-Mkate
Carrying

 

red
 

fluorescent
 

pro-
tein

 

gene(rfp),Ampr
Liu

 

H 等[27]

pSD-GFP
Recombinant

 

plasmid,arrying
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

gene
(gfp),kanr

This
 

study

pSD-RFD
Recombinant

 

plasmid,arrying
 

red
 

fluorescent
 

protein
 

gene
 

(rfp),kanr
This

 

study

2.1.2 pSD-RFP质粒的构建 以幽门螺杆菌26695
基因组为模板,以ureA-RFP-1/ureA-RFP-2为引物,

PCR扩增幽门螺杆菌尿素酶基因启动子(PureA);以

p-Mkate质粒为模板,以ureA-RFP-3/ureA-RFP-4为

引物,PCR扩增红色荧光蛋白基因rfp。以ureA-
RFP-1/ureA-RFP-4为 引 物,以 上 述 扩 增 获 得 的

PureA 启动子和rfp 基因为模板,通过重叠延伸PCR
扩增获得PureA-rfp 基因表达盒。

 

用无缝组装试剂

盒将PureA-rfp 片段与经EcoRI单酶切的pSD质粒

连接,构建红色荧光蛋白表达质粒pSD-RFP,构建流

程如图1B。

2.2 遗传转化

2.2.1 大肠埃希菌转化 取5~10
 

μL重组产物加入

到100
 

μL
 

E.
 

coli
 

DH5α感受态细胞中,轻轻混匀,冰
上静置30

 

min后,42℃水浴热激45
 

s,立即放置冰上2
~3

 

min,加入900
 

μL
 

LB液体培养基,37
 

℃、200
 

r/

min培养1
 

h,5000
 

r/min
 

离心5
 

min,弃900
 

μL上

清,剩余培养基将菌体重悬,用无菌涂布棒在含有卡那

霉素抗性平板上轻轻涂匀。

A pSD-GFP质粒构建示意图 B pSD-RFP质粒构建示意图

图
 

1 质粒构建示意图

A Schematic
 

diagram
 

of
 

pSD-GFP
 

plasmid
 

construction B 
Schematic

 

diagram
 

of
 

pSD-RFP
 

plasmid
 

construction
Fig.1 Schematic

 

diagram
 

of
 

plasmid
 

construction

2.2.2 幽门螺杆菌转化 将血平板培养基上生长良

好的幽门螺杆菌26695接种至新的不含抗生素的哥伦

比亚血琼脂平板上,置于10%
 

CO2 微需氧培养箱中

培养5~6
 

h。取50
 

μL质粒与菌混合,置于微需氧培

养箱继续培养24
 

h。次日,将无抗培养基上生长菌体

全部接种至卡那抗性的血平板上培养3~5
 

d,收集抗

性平板上生长的菌体进行PCR鉴定。

2.3 PCR鉴定

2.3.1 大肠埃希菌菌落PCR鉴定 挑取LB平板上

生长的单克隆,用引物 CE-1/CE-2进行PCR扩增。

PCR条件:94
 

℃预变性2
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,

72
 

℃
 

1.5
 

min,共35个循环;94
 

℃终延伸2
 

min。

PCR产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。

2.3.2 幽门螺杆菌PCR鉴定 因幽门螺杆菌菌落
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PCR鉴定不稳定,因此幽门螺杆菌采用基因组DNA
为模板进行鉴定。挑取卡那抗性平板的单菌落接种于

BHI液体培养基(含10%新生牛血清),37
 

℃、120
 

r/

min微需氧培养后收集菌体,利用细菌基因组提取试

剂盒提取突变菌株DNA,利用引物CE-1/CE-3进行

PCR扩增。PCR条件:94
 

℃预变性2
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

1.5
 

min,共35个循环;94
 

℃终延

伸2
 

min。PCR产物通过1.5%琼脂糖凝胶电泳检

测。

2.4 荧光蛋白表达观察 分别取1
 

μL培养至对数中

期的大肠埃希菌DH5ɑ::gfp/DH5ɑ::rfp 和幽门

螺杆菌Hp::gfp/Hp::rfp 涂布到载玻片上,使用

ci-e-ds-r11型显微镜观察荧光蛋白表达情况,同时用

野生菌株作为对照。GFP:Ex=488nm,Em=465-
495nm

 

;RFP:Ex=557nm,Em=540-580nm。

结 果

1 质粒载体的构建与鉴定

将两类荧光蛋白基因(gfp 和rfp)分别置于幽门

螺杆菌组成型尿素酶基因启动子(PureA)控制之下与

卡那霉素抗性基因共表达,构建两类荧光蛋白报告质

粒pSD-GFP和pSD-RFP质粒。上述质粒转化大肠

埃希菌后挑取单菌落,以CE-1/CE-2为引物进行菌落

PCR鉴定,经1%琼脂糖电泳分别获得约1.3
 

kb(图

2A)和1.2
 

kb(图2B)的扩增片段,与预期结果一致。
阳性质粒测序正确。

  A GFP凝胶电泳 M DNA
 

marker 1 PureA 2 gfp 3
 PureA-gfp 4 阴性对照 5 空白对照 B RFP凝胶电泳 M
 DNA marker 1 PureA 2 rfp 3 PureA-rfp 4 阴性对

照 5 空白对照。
图

 

2 构建质粒的菌落PCR鉴定

A GFP
 

gel
 

electrophoresis
 

results M DNA
 

marker 1PureA
 2 gfp 3

 

PureA-gfp 4 Negative
 

control 5 Blank
 

control B
 RFP

 

gel
 

electrophoresis
 

results M DNA
 

marker 1 PureA 2 
rfp 3 PureA-rfp 4 Negative

 

control 5 Blank
 

control.
Fig.2 Plasmid

 

was
 

constructed
 

by
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis

2 幽门螺杆菌荧光蛋白表达菌株的构建与鉴定

利用自然转化方法,将提取自大肠埃希菌的自杀

质粒
 

pSD-GFP 和 pSD-RFP 分 别 转 化 H.
 

pylori
 

26695,利用细菌自身同源重组机制构建幽门螺杆菌荧

光蛋白表达菌株 Hp::gfp 和Hp::rfp(图3A)。挑

取卡那抗性菌落培养后提取基因组DNA,利用CE-1/

CE-3引物进行突变株基因组检测,分别获得约2.0
 

kb
的目的基因片段(图3B、3C),与预期结果一致,幽门螺

杆菌工程菌株构建成功。

  A 工程菌株构建示意图 B Hp::GFP 菌株PCR鉴定 M 
DNA

 

marker 1 Hp::GFP 2 H.
 

pylori
 

26695 3 空白对照 
C Hp::RFP 菌株PCR鉴定 M DNA

 

marker 1 Hp::RFP 2
 H.

 

pylori
 

26695 3 空白对照。
图

 

3 幽门螺杆菌荧光蛋白表达菌株的构建及PCR鉴定

A Schematic
 

diagram
 

of
 

engineering
 

strain
 

construction B 
PCR

 

identification
 

of
 

Hp::GFP M DNA
 

marker 1 Hp::GFP 
2 H.

 

pylori
 

26695 3 Blank
 

control C
 

PCR
 

identification
 

of
 

Hp::RFP M DNA
 

marker 1 Hp::RFP 2 H.
 

pylori
 

26695
 3 Blank

 

control
Fig.3 Construction

 

and
 

PCR
 

identification
 

of
 

H.
 

pylori
 

fluorescent
protein

 

expressing
 

strain

3 荧光蛋白表达情况

将上述两类荧光蛋白表达工程菌株在BHI液体

培养基中培养至对数期,分别取1
 

μL利用荧光显微镜

检测荧光蛋白表达情况,同时以大肠埃希菌和幽门螺

杆菌野生菌株作对照。图4显示,大肠埃希菌(图4A、

B)和幽门螺杆菌(图4C、D)均可观察到明亮的绿色荧

光和红色荧光,表明构建的两类荧光蛋白报告系统在

大肠埃希菌和幽门螺杆菌中均可正常工作。
在荧光显微镜下还观察到大量球形幽门螺杆菌

(图4C-d,4D-d),即幽门螺杆菌形态变为球形菌,球形

变是幽门螺杆菌体外培养经常存在的现象,与营养状

态、生长条件、传代次数等多种因素有关[28-29]。幽门螺

杆菌尽管存在球形变,但并不影响荧光信号观察。另
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外,通过分析幽门螺杆菌荧光报告系统的稳定性发现,
在无抗生素培养基中连续传代50代后其荧光信号强

度仍无任何变化,表明该系统在螺杆菌中具有良好的

稳定性。

  A 大肠埃希菌GFP显微镜观察 a DH5ɑ::pSD 空白菌株对

照,可见光观察 b DH5ɑ::pSD 空白菌株对照,荧光观察 c 
DH5ɑ::pSD-GFP 可见光观察 d DH5ɑ::pSD-GFP 荧光观察 
B 幽门螺杆菌 GFP显微镜观察 a H.

 

pylori
 

26695空白菌株对

照,可见光观察 b H.
 

pylori
 

26695空白菌株对照荧光观察 c 
Hp::gfp 可见光观察 d Hp::gfp 荧光观察 C 大肠埃希菌

RFP显微镜观察 a DH5ɑ::pSD 空白菌株对照,可见光观察 b 
DH5ɑ::pSD 空白菌株对照荧光观察 c DH5ɑ::pSD-RFP 可见

光观察 d DH5ɑ::pSD-RFP 荧光观察 D 幽门螺杆菌RFP显

微镜观察 a H.
 

pylori
 

26695空白菌株对照,可见光观察 b H.
 

pylori
 

26695空白菌株对照,荧光观察 c Hp::rfp 可见光观察 d
 Hp::rfp 荧光观察

图
 

4 荧光显微镜观察工程菌荧光蛋白表达情况

A E.coli
 

GFP
 

microscopic
 

observation a DH5ɑ::pSD
 

blank
 

strain
 

control,observed
 

in
 

visible
 

light b DH5ɑ::pSD
 

blank
 

strain
 

control,fluorescence
 

observation c DH5ɑ::pSD-GFP
 

observed
 

in
 

visible
 

light
 

d
 

DH5ɑ::pSD-GFP,fluorescence
 

observation B H.
 

pylori
 

GFP
 

microscopic
 

observation a H.
 

pylori
 

26695
 

blank
 

strain
 

control,observed
 

in
 

visible
 

light b H.
 

pylori
 

26695
 

blank
 

strain
 

control,fluorescence
 

observation c Hp::gfp
 

observed
 

in
 

visible
 

light d Hp::gfp,fluorescence
 

observation C E.coli
 

RFP
 

micro-
scopic

 

observation a DH5ɑ::pSD
 

blank
 

strain
 

control,observed
 

in
 

visible
 

light b DH5ɑ::pSD
 

blank
 

strain
 

control,fluorescence
 

obser-
vation

 

c
 

DH5ɑ::pSD-RFP
 

observed
 

in
 

visible
 

light d DH5ɑ::
pSD-RFP

 

fluorescence
 

observation D H.
 

pylori
 

RFP
 

microscopic
 

observation a H.
 

pylori
 

26695
 

blank
 

strain
 

control,observed
 

in
 

vis-
ible

 

light b H.
 

pylori
 

26695
 

blank
 

strain
 

control,fluorescence
 

ob-
servation c Hp::rfp

 

observed
 

in
 

visible
 

light d Hp::rfp
 

fluo-
rescence

 

observation
Fig.4 Fluorescence

 

microscopic
 

examination

讨 论

幽门螺杆菌作为I类致癌因子,可引起包括胃炎、
胃溃疡、胃癌等多种胃部相关性疾病,尽管随着分子生

物学技术的进步,其转录调控、致病机制等方面的的研

究逐步深入,但在其定植、耐药、信号传导、遗传变异等

多方面的机制仍不明确.因此,构建多种不同的报告系

统及信号检测体系对深入研究其定植机制、信号示踪、
与宿主及其他微生物之间的相互作用、感染途径等多

方面具有重要意义。

Wen等[30]利用作为靶向pH 指示剂的绿色荧光

蛋白构建了用于快速测定幽门螺杆菌pH调节的荧光

工具,为研究幽门螺杆菌在胃内的定植、致病性、迁移

性等提供了良好的工具。绿色荧光蛋白在遗传调控、
信号示踪等领域获得广泛应用,在动植物、微生物及人

类细胞均可获得较好的荧光信号,但其发射光谱较为

局限(激发波长488
 

nm
 

,发射波长507
 

nm),而红色荧

光相对绿色荧光,其激发和发射波长更宽(激发波长

270-510
 

nm,发射波长600
 

nm,并且细胞内成像背景

影响更低。因此,二者结合使用,可以解决单一绿色荧

光存在的局限性[22]。
此外,用荧光染料标记幽门螺杆菌也是研究其定

植、信号追踪等的重要手段[31],但与荧光蛋白相比存

在一定的局限。例如,荧光染料很难在感染的活体细

胞内进行标记,即使能标记,其信号强度也会随着细胞

的传代、细菌的分裂而逐步减弱。而荧光蛋白基因整

合到细菌染色体上,随着细菌的复制而复制,信号比较

稳定,不存在信号减弱或变化的状况。但荧光蛋白的

信号受启动子类型、细菌生长时期等因素的影响。本

研究以两类不同的荧光蛋白为基础,将绿色荧光蛋白

基因gfp 和红色荧光蛋白基因rfp 分别置于幽门螺

杆菌组成型尿素酶基因启动子(PureA)控制之下与卡

那霉素抗性基因共表达,构建了两类荧光蛋白基因表

达盒(PureA-gfp-kan 和PureA-rfp-kan),该启动子

是幽门螺杆菌组成型启动子,不受细菌生长时期的影

响,避免了不同生长时期信号强度变化的影响。而且,
该表达盒通过同源重组方式分别插入到幽门螺杆菌葡

萄糖/半乳糖转运基因gluP(glucose/galactose
 

trans-
porter)内部,该基因不是幽门螺杆菌的必需基因,该
基因的失活对幽门螺杆菌在常规培养基中的生长无显

著影响。因此,gluP 基因可以作为幽门螺杆菌基因

工程的靶点,用于插入其他功能基因。
本研究构建的两类荧光蛋白基因表达盒,使用的

是来源于幽门螺杆菌内源的组成型尿素酶基因启动子

PureA,该启动子是幽门螺杆菌的特有基因,但构建的

基因表达盒(PureA-gfp-kan 和PureA-rfp-kan)在
大肠埃希菌体系中也能很好地工作(图4A、C),可能

是因为幽门螺杆菌与大肠埃希菌均为革兰阴性细菌,
具有相似的启动子序列特征,在不同物种之间具有通

用性。因此,PureA 启动子不仅能够用于幽门螺杆菌

基因的转录和表达,也可用于其他细菌的基因工程研
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究,为其他细菌的遗传调控、信号示踪及分子生物学研

究提供了良好的异源启动子。
本研究利用幽门螺杆菌自身的组成型尿素酶基因

启动子(PureA)构建绿色荧光蛋白和红色荧光蛋白两

类报告系统,且该系统重组到幽门螺杆菌基因组中具

有稳定遗传、发光信号强、对细胞毒性小等优点,因此

可用于幽门螺杆菌遗传调控及信号示踪等多方面的研

究,为探究幽门螺杆菌致病机制提供了良好的分析平

台。
致谢:山东大学孙允东教授实验室馈赠pSD,山东

大学微生物国家重点实验室李焕杰馈赠p-Mkate质

粒,在此一并表示感谢!
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