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食品级乳酸乳球菌 pNZ8149-luc质粒的构建及表达 *
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摘要 目的：构建能够稳定表达萤火虫荧光素酶报告基因（luc）的乳酸乳球菌( , )食品级表达系统，以便后

续研究对目的基因进行示踪。方法：从 pGL4.10质粒中 PCR扩增萤火虫荧光素酶报告基因，测序，克隆至载体 pNZ8149，构建

pNZ8149-luc表达质粒；电击转化宿主乳酸乳球菌 NZ3900，采用乳糖筛选法获得重组的乳酸乳球菌，Nisin诱导，采用微孔板发光

检测仪检测荧光素酶的存在，Western Blot检测目标蛋白 luc的表达。结果：PCR扩增的荧光素酶报告基因成功克隆至 pNZ8149

质粒，并电击转化宿主乳酸乳球菌 NZ3900，得到乳酸乳球菌表达系统 NZ3900/pNZ8149-luc。Nisin诱导后，检测到荧光素酶随诱

导时间的延长活性逐渐增强，时间超过 24 h之后荧光素酶活性逐渐下降。Western Blot检测到目标蛋白 luc在胞内表达。结论：成

功构建了 pNZ8149-luc表达载体，并能够在乳酸乳球菌体内稳定表达。
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Construction and Expression of a Plasmid pNZ8149-luc in Food-Grade
*

A food-grade expression system for was constructed to stably express the firefly lu-

ciferase reporter gene for subsequent study of the target gene. The luciferase reporter gene was amplified by PCR from pGL4.

10 plasmid, sequenced and cloned into vector pNZ8149. The expression plasmid pNZ8149-luc was constructed, which was transformed

into the host NZ3900 by electric shock. Recombinant was obtained by lactose screening and induced through using Nisin.

The presence of luciferase was detected by microplate fluorescence detector and the expression of Luc was detected by Western Blot.

The luciferase reporter gene was successfully cloned into the pNZ8149 plasmid that was transformed into the host L.lactis NZ3900

to obtain the expression system NZ3900/pNZ8149-luc. After induction by Nisin, the activity of luciferase increased gradually

with the prolongation of induction time, and decreased gradually after 24 hours. Western Blot detected intracellular expression of the tar-

get protein luc. The pNZ8149-luc expression vector has been successfully constructed and can be expressed stably in .
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前言

乳酸乳球菌是乳酸菌（ , LAB）属中最重

要的一个种，被公认为是食品级的安全微生物 (Generally re-

garded as safe, GRAS)。继 2001年完成了乳酸乳球菌全基因组

序列测定后，近年来，关于乳酸乳球菌的分子生物学研究取得

了重大进展，特别是以乳酸乳球菌作为活载体口服疫苗，已有

多种外源功能蛋白在重组乳酸乳球菌中成功表达[1-6]。荧光素酶

（luciferase，luc）是生物体内催化荧光素或脂肪醛氧化发光的一

类酶的总称，根据来源不同分为细菌荧光素酶和萤火虫荧光素

酶。luc基因表达翻译后的萤火虫荧光素酶不需修饰即具有活

性，因此广泛应用于多个科学研究中，如在细胞内蛋白质互作、

肿瘤、标记细胞活体成像及活体单细胞实时检测基因表达研究

等[7-12]。目前，在重组乳酸乳球菌表达外源功能蛋白的前期研究

中，未见对外源功能蛋白在生物活体内进行示踪的报道，因此

本研究将萤火虫荧光素酶报告基因克隆至表达载体 pNZ8149

中，构建荧光素酶表达质粒 pNZ8149-luc，并电击转化乳酸乳球

菌 NZ3900， 得 到 荧 光 素 酶 乳 酸 乳 球 菌 表 达 系 统

NZ3900/pNZ8149-luc，测定了荧光素酶能够在乳酸乳球菌体内

稳定表达，为后续研究目的基因在生物活体内的表达情况奠定

了基础。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株和质粒 大肠杆菌 ( , ) TOP10

感受态细胞、质粒 pMD19T 购自大连 TaKaRa 公司，L.lactis

NZ3900、pNZ8149购自荷兰 NIZO食品研究所，pGL4.10 质粒

购自 Promega。

1.1.2 培养基和生长条件 M17培养基、LB液体培养基和 LB

固体培养基购于青岛海博生物科技有限公司；G/L-M17 培养

基：M17培养基 +0.5%葡萄糖 /乳糖；乳糖筛选培养基：M17培

养基 +0.5%乳糖 +0.04 g/L 溴甲酚紫 +20 g/L 琼脂；

TOP10用 LB培养基，37℃振荡培养；乳酸乳球菌用 M17及改

良的培养基，30℃静止培养。

1.1.3 试剂和仪器 限制性内切酶 I、 I、Pfu DNA 聚

合酶、T4连接酶、质粒小提试剂盒、DNA胶回收纯化试剂盒购

自大连 TaKaRa公司；荧光素酶检测试剂盒购自 Promega；乳酸

链球菌素(Nisin)购自 Sigma公司。Gene Pulser Xcell电穿孔系

统、电击杯购自美国 BIO-RAD；PCR 扩增仪购自杭州博日；

ModulusTM96微孔板发光检测仪购自赛默飞公司；Allegra 21R

台式高速冷冻离心机购自美国 BECKMAN公司。

1.2 方法

1.2.1荧光素酶基因的克隆 根据 GenBank 报道的 luc 基因

序 列 设 计 引 物 F：5'-CATGCCATGGCTATGGAAGATGC-

CAAAAACA-3' （ I），R：5'-CTAGTCTAGATTACACGGC-

GATCTTGCCGCCCTT-3'（ I），以 pGL4.10 质粒为模板，

PCR扩增 luc基因，反应条件：94℃预变性 5 min，94℃，30 s、

55℃退火，30 s、72℃，90 s（35个循环），72℃延伸 5 min。PCR

产物预期长度约为 1675 bp，PCR 产物回收纯化后连接

pMD19T，测序。

1.2.2 表达质粒 pNZ8149-luc 的构建及转化 NZ3900

制备 NZ3900转化感受态细胞[13]，将测序正确的片段经

I和 I双酶切，与同样双酶切的 pNZ8149质粒连接，连

接产物与 pNZ8149质粒分别电击转化 NZ3900感受态

细胞，于乳糖培养基上筛选阳性克隆菌落，提取质粒，根据

GenBank 报道 pNZ8149 的序列设计引物（8149F：5'-AG-

CATAATAAACGGCTCTGAT-3'；8149R：5'- CCACGCTACGC-

TCAAGG -3'），PCR鉴定。

1.2.3 NZ3900/pNZ8149-luc 表达荧光素酶活性的发光

检测 挑取验证好的阳性克隆菌落接种于 L-M17 培养基，

30℃过夜培养，次日按 1:25接种于新的 L-M17培养基中，至

OD600约为 0.4时取出 1 mL为未诱导样品，然后加入 Nisin（终

浓度 10 ng/mL）诱导，在 3 h、9 h、24 h、48 h、72 h、96 h取出 1 mL

诱导培养物，10000 r/mim室温离心 2 min，收集菌体，磷酸盐缓

冲液洗涤 3次，然后加入适量磷酸盐缓冲液重悬菌体，超声破

碎，制备乳酸乳球菌上清和菌体蛋白样品。取上述上清液用于测

定荧光素酶值，每个样品测定时，取样品 100 滋L，加入 100 滋L
荧光素酶检测试剂，用枪打匀后测定 RLU（Relative light unit），

根据得到的数值来比较样品间目的报告基因的激活程度。

1.2.4 荧光素酶的 Western Blot检测 取上述制备好的菌体

蛋白样本，进行蛋白 SDS-PAGE电泳，转膜，利用 1: 10000 稀

释的荧光素酶兔源血清作为一抗、1:5000稀释的辣根过氧化物

酶标记羊抗兔 Ig G作为二抗进行Western blot，用 ECL显影并

拍照保存。

2 结果

2.1 报告基因 luc的扩增与鉴定

以 pGL4.10质粒为模板，luc基因经 PCR扩增及琼脂糖电

泳检测，所得产物片段 1600 bp左右符合预期大小。PCR产物

纯化连接 pMD19T， I、 I双酶切鉴定片段大小一致（图1），

测序，结果经比对与预期序列完全一致（图 2）。

2.2 重组质粒 pNZ8149-luc的构建和鉴定

将测序准确的 pMD19T-luc质粒经 I + I双酶切回

收纯化 luc片段，然后与同样双酶切的载体 pNZ8149连接，转

化乳酸乳球菌，经乳糖筛选得到阳性克隆菌（图 3，培养基为紫

红色，重组的乳酸乳球菌产酸变为黄色），提取质粒，PCR 鉴

定（图 4），结果表明 luc 基因片段正确插入到表达质粒

pNZ8149中。

图 1 pMD19T-luc酶切鉴定

Fig.1 pMD19T-luc enzyme digestion

Note: M: Marker; 1: plasmid before enzyme digestion; 2: plasmid after

enzyme digestion.

图 2 测序结果部分序列比对

Fig.2 Partial sequence of sequencing analysis blast

1650· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.9 MAY.2019

2.3 luc基因在重组乳酸乳球菌中的诱导表达与鉴定

用 NZ3900/pNZ8149-luc重组菌与 NZ3900/pNZ8149 空质

粒对照菌的破碎上清测荧光素酶值（表 1），结果表明，随着

Nisin诱导时间的延长，目的蛋白的荧光素酶活性逐渐增强，到

时间超过 24 h之后目的蛋白的荧光素酶活性逐渐下降。菌体

蛋白经 SDS-PAGE电泳后进行Western Blot检测（图 5），结果

显示，重组乳酸乳球菌诱导表达的荧光素酶与荧光素酶兔源多

克隆抗体有免疫反应，出现与预期结果相一致的单一杂交带

（61 KD），证明 luc基因在乳酸乳球菌体内稳定表达。

图 3 重组乳酸乳球菌在乳糖筛选培养基上利用乳糖的表型图

Fig.3 Phenotype map of Recombinant lactococcus lactis used lactose in

lactose screening medium

图 4 重组质粒 pNZ8149-luc PCR鉴定

Fig.4 Recombinant plasmid pNZ8149-luc PCR

Note: M: Marker; 1: plasmid pNZ8149 PCR product; 2: plasmid

pNZ8149-luc PCR product.

表 1 NZ3900/pNZ8149-luc与 NZ3900/pNZ8149的荧光素酶值

Table 1 The luciferase values of NZ3900/ pnz8149-luc and NZ3900/pNZ8149

RLU 0 h 3 h 9 h 24 h 48 h 72 h 96 h

NZ3900/pNZ8149-luc 512.113 735.227 1134.26 3358.65 1075.36 618.719 563.716

NZ3900/pNZ8149 28.5 33.7 22.6 24.7 29.6 29.8 31

图 5 Western Blot检测荧光素酶

Fig.5 Western Blot analysis of luciferase

Note: M: mark; 1: Before induction; 2: 3, 9, 24, 48, 72 and 96 h Induction.

3 讨论

乳酸乳球菌属于食品级的益生菌，具有免疫原性低、不致

病和不产生脂多糖等有毒物质，因此对人体不具有感染风险和

毒性，安全可靠[14-17]。近年来，随着乳酸乳球菌全基因组测序的

完成和基因工程研究的不断深入，针对乳酸乳球菌表达系统进

行了很好的遗传改造，包过耐酸，内源性质粒的去除和选择性

标记等，使其以安全级的乳酸乳球菌作为活载体疫苗表达外源

目的蛋白广泛应用于生物医药和畜牧兽医业[18-21]。在对乳酸乳

球菌的遗传改造中，选择性标记的筛选极其重要，传统的乳酸

乳球菌表达载体是以抗生素抗性基因（红霉素、氯霉素等）作为

筛选标记，由于抗生素抗性基因能够转移到环境中或人和动物

体内，存在一定的安全隐患，为了防止抗生素抗性基因转移所

引起的危害，最有效的办法是选择安全食品级的选择性标记来

代替抗生素抗性基因。目前国内外报道常用的食品级选择标记

有营养缺陷性标记、细菌素等抗性标记及糖类利用标记等[22-24]。

食品级的乳酸乳球菌表达系统，其诱导剂也应该是食品级的，

目前常用的诱导剂有 Nisin、糖类、pH及盐等，Nisin是乳酸乳

球菌乳酸亚种产生的一种小肽，叫乳链菌肽，它是基因 nisI所

编码的一种脂蛋白，为防御 Nisin对自身毒害而产生的，它对革

兰氏阳性菌有强烈的抑制作用，是广泛应用的一种天然防腐剂
[25]。体外表达蛋白首先要考虑的要素是高效表达，如何高效表

达提高蛋白产量，可以在诱导表达条件上对诱导剂浓度、培养

温度、诱导时间等进行筛选优化，如诱导剂浓度方面，培养基中

添加的诱导剂 Nisin在 0.5-25.0 ng/mL内与蛋白表达量呈正相

关，但随着 Nisin浓度的升高，其抑制细菌生长的能力逐渐增
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强，蛋白表达量相应降低[26]。当表达系统中的表达载体、受体

菌、诱导物及选择标记均为食品级时，其活菌作为制剂就可以

直接应用于食品及药物，免去了蛋白提取过程中的复杂工艺，

既简单安全又经济。本研究使用的 NZ3900/pNZ8149表达系统

是一个商品化广泛应用的乳酸菌食品级高效诱导表达系统，它

是以乳糖为选择性标记，Nisin为诱导剂的食品级表达系统。

萤光素酶是自然界中能够产生生物荧光的酶的统称，其中

最有代表性的是一种学名为 Photinus pyrali的萤火虫体内的萤

光素酶，是由单一的多肽链组成的蛋白质，而且从不同种类的

萤火虫提取的萤火虫荧光素酶的相对分子质量和结构皆各异，

其分子量范围在 60-64 kD。在相应的发光反应中，荧光素酶需

要三磷酸腺苷、无机分子荧光素和氧气作为底物，产生激活态

的氧化荧光素，并释放出光量子，产生 550-580 nm的荧光，因

此它是一种特殊类型的化学发光反应，而不依赖于有机体对光

的吸收，而且在该反应中化学能转变为光能的效率很高，几乎

把反应中所有的能量都被转化为光能，因此相比其他报告基因

如绿色荧光蛋白、茁-半乳糖苷酶、葡萄糖醛酸酶、分泌型碱性磷
酸酶报告基因具有明显优势。荧光素酶于 1956年首次从萤火

虫中提取到后被科研人员研究表明其具有灵敏度高、半衰期

短、膜通透性和检测范围广等优点，因此将其作为报告基因对

外源目的基因进行示踪，已广泛应用于基因表达、示踪微生物

和细胞活体成像等科学研究中[27-30]。本研究将荧光素酶基因构

建到乳酸乳球菌 NZ3900/pNZ8149表达系统中，而在利用该表

达系统表达外源功能蛋白的前期研究中，未见对外源功能蛋白

在生物活体内进行示踪的报道。

4 结论

本研究采用分子生物学技术将萤火虫荧光素酶报告基因

成功克隆至乳酸乳球菌表达载体 pNZ8149中，构建了荧光素

酶表达质粒 pNZ8149-luc，并通过电穿孔转化法将表达质粒

pNZ8149-luc转化宿主乳酸乳球菌 NZ3900，得到荧光素酶乳酸

乳球菌表达系统 NZ3900/pNZ8149-luc，Nisin诱导表达后经酶

活性测定和 Western Blot检测表明荧光素酶能够在乳酸乳球

菌体内稳定表达，并具备活性，在后续疫苗前期研究中，将其和

外源目的基因融合形成嵌合基因，可示踪外源目的基因在生物

活体内的表达情况，为以乳酸乳球菌作为活载体疫苗的前期研

究奠定了基础。
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