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摘   要：【目的】本研究旨在通过构建单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)二硫键形成蛋白编码

基因 dsbG 缺失株和回补株，探究该蛋白在酸耐受和鞭毛介导的运动性中发挥的生物学功能。【方

法】利用同源重组方法构建单增李斯特菌 dsbG 缺失株和回补株，比较野生株和突变株在不同 pH
梯度培养基条件下的生长速率和存活率；通过实时荧光定量 PCR 方法，比较致死酸应激条件下野

生株和缺失株酸耐受基因转录水平。通过半固体培养基、荧光定量 PCR 方法和鞭毛负染色透射电

镜观察，比较野生株和突变株的运动能力、鞭毛相关基因转录水平变化和鞭毛形态差异。【结果】

与野生株相比，dsbG 缺失株的生长能力和速率差异不显著；在 pH 3.5 (盐酸和柠檬酸)培养条件下，

存活率显著降低；精氨酸合成途径基因 argD 和 argF 转录水平分别下调 2.4 和 3.7 倍。同时，dsbG
缺失株的运动能力减弱，且鞭毛形成相关的 flaA、flgB 和 flgD 等基因转录水平显著下调(分别为

29.7、6.7 和 6.9 倍)，鞭毛形成能力减弱。【结论】本研究首次证实了单增李斯特菌二硫键形成蛋
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白 DsbG 能感应低 pH 应激，并形成耐受；证实了 DsbG 通过调控鞭毛相关基因的转录进而影响细

菌的鞭毛形成和运动性。本研究有助于深入了解二硫键形成蛋白家族介导单增李斯特菌环境适应

的分子机制，为食源性致病菌的防控提供理论基础。  

关键词：单增李斯特菌；二硫键形成蛋白；酸耐受；运动性；鞭毛  
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Abstract: [Objective] To investigate the biological roles of the disulfide bond formation 
protein DsbG in the acid tolerance and flagella-mediated motility of Listeria monocytogenes by 
constructing the dsbG-deleted and complemented strains. [Methods] The dsbG-deleted and 
complemented strains were constructed via the homologous recombination method. The growth 
and survival rates of the strains in the media at different pH gradients were analyzed. The 
transcriptional levels of the genes involved in acid tolerance were determined by real-time 
quantitative PCR and compared between the wild-type and mutant strains exposed to acid 
stress. The motility, transcriptional levels of flagella-associated genes, and flagellar 
morphology were compared between wild-type and mutant strains by semi-solid culture, 
real-time quantitative PCR, and transmission electron microscopy, respectively. [Results] The 
deletion of dsbG did not affect the growth of the bacteria in a medium with neutral pH. 
However, it significantly reduced the survival rate of bacteria in the media with hydrochloric 
acid and citric acid (pH 3.5). It down-regulated the transcriptional levels of the genes (argD 
and argF) in the arginine pathway by 2.4 and 3.7 times, respectively. Moreover, the lack of 
dsbG impaired the flagellum formation and bacterial motility and down-regulated the 
transcriptional levels of flagella-associated genes flaA, flgB, and flgD by 29.7, 6.7, and 6.9 
times, respectively, compared with the wild-type strain. [Conclusion] This study for the first 
time, demonstrated that DsbG could sense low pH stress, play a role in the development of acid 
tolerance, and more importantly, contribute to the flagella-mediated motility of L. 
monocytogenes via regulating the transcription of flagella-associated genes. This study helps to 
understand the roles of the disulfide bond formation protein family in the environmental 
adaptation of L. monocytogenes and provides a theoretical basis for the prevention and control 
of foodborne pathogens. 
Keywords: Listeria monocytogenes; disulfide bond formation protein; acid tolerance; motility; flagella 
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单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 (Listeria 

monocytogenes)，简称单增李斯特菌，是一种重

要的食源性病原微生物，广泛存在于多种环境 

中[1]。在蔬菜水果、畜禽肉类、即食的冷藏加工

肉等食品中均可检测出单增李斯特菌[2-4]。误食

被该病原菌污染的食品后，会导致李斯特菌   

病[5-6]。临床上主要表现为菌血症、脑膜脑炎以

及孕妇的胎儿胎盘感染等症状，严重者可导致死

亡，死亡率高达 20%−30%[7-8]。 

单增李斯特菌具有很强的环境适应性，可以

抵抗氧化、渗透压、低温或高温、细菌素和其他

防腐添加剂等各种应激[9]。在低 pH 条件下，单

增李斯特菌表现出适应性酸耐受，可以诱导对胆

酸盐、渗透压等应激的交叉保护，对食品安全造

成严重威胁[10]。单增李斯特菌适应环境应激会

提高细菌毒力，引发更高的健康风险。鞭毛被认

为是细菌附着在不同合成表面上的介质[11]，单增

李斯特菌特有的鞭毛相关蛋白主要存在基座和

胞质中，如鞭毛基座蛋白 FliE、FliG、FliM、FliH、

FliR 等[12]。鞭毛结构成分的表达对于完成生物膜

生命周期至关重要[13-14]。因此，了解单增李斯特

菌的抗酸机制和鞭毛形成有利于对该菌的防控。 

细菌可以利用精密的氧化还原稳态修复系

统，应对体外和体内多种氧化应激，主要包括硫

氧还蛋白 (thioredoxin, Trx)系统、谷氧还蛋白

(glutaredoxin, Grx)系统以及二硫键形成蛋白家

族(disulfide bond formation protein, Dsb)[15]。目前

单增李斯特菌已报道含有 Trx 系统和 Grx 系统，

前者通过调节蛋白质巯基/二硫键平衡，抵御氧

化应激[16-17]；后者通过催化蛋白质巯基与丰富的

GSSG/GSH 之间进行巯基/二硫键的可逆交换，

从而保护蛋白质巯基免受不可逆的氧化反    

应[18]。而 Dsb 蛋白催化二硫键生成，对细菌蛋

白质的氧化折叠至关重要，包括细菌毒素、分泌

系统、黏附素、鞭毛的折叠和活性等[19]。但许

多细菌并不具备完备的 Dsb 系统，且不同菌属

的 Dsb 蛋白功能机制具有明显的差异。 

分析单增李斯特菌基因组发现，除了 YjbH

曾被注释为“DsbA-like”外，只有 lmo1059 被注释

成 DsbG。本课题组前期已经证明 YjbH 发挥了

类似硫氧还蛋白的功能[20]，但是唯一的 Dsb 家

族蛋白 DsbG 的功能尚不清楚。本研究以单增李

斯特菌 EGD-e 为研究对象，利用同源重组技术

构建 dsbG 基因缺失株和回补株，并通过体外生

长、酸应激实验、体外运动性、鞭毛负染色电镜

观察和荧光定量等方法，探究 DsbG 对单增李斯

特菌酸耐受和鞭毛形成的影响。 

1  材料与方法 
1.1  质粒、菌株及培养条件 

单增李斯特菌标准菌株 EGD-e、大肠杆菌

DH5α 和 Rosetta、蛋白表达质粒 pET-30a、温敏

型穿梭质粒 pKSV7、整合型回补质粒 pIMK2 均

为本实验室保存；大肠杆菌 DH5α 和 Rosetta   

培养于 LB 培养基；单增李斯特菌培养于 BHI 培
养基。 

1.2  主要试剂 
BHI 培养基购自 Oxoid 公司；LB 培养基和

柱式总 RNA 提取试剂盒购自生工生物工程(上

海)股份有限公司；KOD plus Neo PCR 酶、

Ligation high Ver.2.0 购自 TOYOBO 公司；限制

性核酸内切酶、质粒快速提取试剂盒和 BCA 蛋白

浓度测定试剂盒分别购自 NEB 公司、惠凌生物技

术(上海)有限公司和碧云天生物技术(上海)有限公

司；本研究所用化学试剂均为国产分析纯。 

1.3  引物 
本研究所用引物均由有康生物科技(杭州)

有限公司合成，序列详见表１。 
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表 1  研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
ΔdsbG-up-BamHⅠ-fwd TTGGGATCCAAGTGAAAGAAGCATACGGTTTAGA 
ΔdsbG-up-rev CATCATCAAGTAGCGAACGTAACTCTACTTCTGCTTTAATTTGACTAATATCCA 
ΔdsbG-down-fwd TTAAAGCAGAAGTAGAGTTACGTTCGCTACTTGATGATGAATTAGCTAAATA 
ΔdsbG-HindⅢ-down-rev TTCAAGCTTTCATCTTCTTCAGAGAGCGCCGTCA 
C∆dsbG_Phelp-NcoⅠ-fwd CATGCATGGATATTAGTCAAATTAAAGCA 
C∆dsbG_Phelp-BamHⅠ-rev CGCGGATCCTTAGGCGTAGTCCGGCACGT 
C∆dsbG_Pnative-up-SacI-fwd GCGAGCTCAGTTATGTACTACCAATCTTCTTCTGTTTT 
C∆dsbG_Pnative-up-rev TGACTAATATCCATATGCGTCTCCTCCTCATCAA 
C∆dsbG_Pnative-down-fwd GGAGGAGACGCATATGGATATTAGTCAAATTAAAGCAGAAGTAGT 
C∆dsbG_Pnative-down-BamHⅠ-rev CGGGATCCTTATTTAGCTAATTCATCATCAAGTAGCGAACG 
M13-fwd GTTTCCCAGTCACGAC 
M13-rev AGCGGATAACAATTTTCACACAGGA 
ΔdsbG-a-front ATCAAATTATTACGCTTGGCACCATG 
gmaR-RT-fwd AGCAAGTTCCATCAACCAAAAG 
gmaR-RT-rev GTTGAGTTGTCATCGAAAGTAAGC 
mogR-RT-fwd TCGGAATATCTTCTACTTGGA 
mogR-RT-rev TCTGAAATGCTCAGCCTAAA 
motB-RT-fwd AAGCGTCGCAAGAAACCG 
motB-RT-rev GAGGCAAACAGAACGATAAATAGAG 
fliR-RT-fwd GAACATTCCGAACAGTGTCAAGG 
fliR-RT-rev AGCGTCGTAATACCAGAAACATCCA 
fliP-RT-fwd TACGGTTCTTTCTTTGTCTGCA 
fliP-RT-rev CCAAGACCCTGCCTCGTTA 
fliG-RT-fwd CGCTTATTATTTGGAGCCTTGA 
fliG-RT-rev CGCCGTCCATTTCTTTCATT 
fliH-RT-fwd ACGTCACCACCCACCCAGAA 
fliH-RT-rev CGCCGTAATCCAGTCGCATAT 
fliD-RT-fwd AAGGTGATTCGGCTGTTCTCG 
fliD-RT-rev CACGCCTGGGATGTAGTTGG 
fliI-RT-fwd CGTAACGCCAAAGCAGACAT 
fliI-RT-rev TCCGAGGTAGCAGCAACAAT 
fliF-RT-fwd TCACCATCATGCCTATCCAGTT 
fliF-RT-rev GATGACGGCGAAGAGTAAACC 
flgB-RT-fwd TTTGCGAGCATCCGGTCAG 
flgB-RT-rev GTTTCGTCTATGTCGGTTCCAG 
flgC-RT-fwd ACAAGCGGCTCTGCGTTAA 
flgC-RT-rev GGCGTGATTTCGGATAGGAC 
flgD-RT-fwd ATTAGTAGTTTATCAGGAGCGAGTCAG 
flgD-RT-rev AGTCATCTTTGCCAAGGGTTT 
flgE-RT-fwd GCCAATGCCAACACGACA 
flgE-RT-rev CGAACCGGAACCGAAACT 
flgG-RT-fwd CCAGTTTCATTCCGATCAGTTT 
flgG-RT-rev TTGAATCGCTTCTCCAGTCG 
flgK-RT-fwd TTACGGTGACGGTGGTCTACTTG 
flgK-RT-rev GCGGATTGTTTGGCGATTT 
flgL-RT-fwd TTCGGTTGTCCCGTTATAGATG 
flgL-RT-rev TAACTCAGAAGACGATGGCAGAT 
 (待续) 
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 (续表 1) 
Primers Sequences (5′→3′) 
lmo0708-RT-fwd TGAACAAATTCGCCAAATGC 
lmo0708-RT-rev TGTTTCATCACTCCCTCGTAGC 
flhB-RT-fwd GAGGTCGTGAAAGCGTTATTGT 
flhB-RT-rev CGGTGTAACTAATGAGCGTATCTAA 
fliM-RT-fwd CACTCAAAGGCTATGTCACCG 
fliM-RT-rev TGCTCTGTCCGCCCTGTAT 
flaA-RT-fwd CTTGATGACGCTGCTGGTCT 
flaA-RT-rev AGCTGAATCCGCTGTTTGTA 
rpoB-RT-fwd CTACACTTAGGTATGGCTGCTCG 
rpoB-RT-rev GGCTTCTTCCACTGTGCTCC 
sigB-RT-fwd TATTTGGATTGCCGCTTACC 
sigB-RT-rev TTCGGGCGATGGACTCTAC 
sigH-RT-fwd GGCTGAGGATGATGTGGACTG 
sigH-RT-rev CGCTTGTGACTTGTTCTAGTTGAC 
gadD1-RT-fwd ATCGACTTGACCGAGAAGATGC 
gadD1-RT-rev CTTGTTCAGAAACAGCCTTATCCA 
gadD2-RT-fwd ATGGATAAAGAGCACATGCAACTC 
gadD2-RT-rev ATACCGAGGATGCCGACCA 
gadD3-RT-fwd TAGTGAAGACGACAAGCGAAAA 
gadD3-RT-rev AGTTGATAAGCAATGCGAGGTT 
gadT1-RT-fwd TTTTATTCGCTCCGGCAGAC 
gadT1-RT-rev CGTCCCTATCATCGCTTTTCT 
gadT2-RT-fwd GGGAAATACACTCGGGGAACG 
gadT2-RT-rev GAGTGCGGGAAAATCAAATACATAG 
argR-RT-fwd CCGATAATAGTTTCAACCCACATC 
argR-RT-rev TGCACCAACCGAGTTTCCAT 
arcA-RT-fwd CTAGAAGGCGAGAGTCAATA 
arcA-RT-rev ACGGTCTCTTCATTCAGAA 
arcB-RT-fwd ATTGACACGCAAGAAGATT 
arcB-RT-rev ATTATCGGCAGGTAGACTAT 
arcD-RT-fwd CCGAAGAAGAGCGAATGA 
arcD-RT-rev TATGGAGCATCAAGCACTT 
arcC-RT-fwd GGACAACCTATGATGATGAAG 
arcC-RT-rev TTCTACAAACAATACCGCTAAA 
argB-RT-fwd CAACCTGATGCTACAACAA 
argB-RT-rev TTAATGAAACCGCTACTTTATCTA 
argS-RT-fwd TGGAAGCAGATAGGTTAAGT 
argS-RT-rev GCCAATCGTGTTCACTATT 
argC-RT-fwd ACCGTATTGTCCGTTACT 
argC-RT-rev GTGCTGTCTTAATAAGTGCTA 
argH-RT-fwd CGAATCCAACCAGAGAATG 
argH-RT-rev ATCAATCACAGAAACGATAGTAAT 
argD-RT-fwd ATCAAGTTGCGACAGACA 
argD -RT-rev GAGCGTGTTGTAAATGTGTA 
argF-RT-fwd GGAGGGTTTCTGATAGGTAT 
argF-RT-rev AAGATTCGTAGCACATTCG 
argG-RT-fwd GCCTGATTACCACTTCTTAC 
argG-RT-rev CCTATTTCCCGCTTGTTG 
The restriction enzyme sites are underlined. 
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1.4  dsbG 缺失株重组质粒的构建和筛选 
从 NCBI 数据库中下载基因 dsbG 及其前后共

5 个基因序列，使用 Snapgene 软件在开放阅读框

内部两侧分别设计引物 ΔdsbG-up-BamH Ⅰ-fwd/ 
ΔdsbG-up-rev 和 ΔdsbG-down-fwd/ΔdsbG-Hind Ⅲ- 
down-rev。以单增李斯特菌标准菌株 EGD-e 基因

组(GenBank 登录号：NC_003210.1)为模板，扩增

上下游同源臂，并通过 Overlap PCR 方法连接同源

臂获得重组片段，克隆至 pKSV7 载体，获得重组

质粒pSL021 (图1)，经测序正确后转化至DH5α中。 

1.5  dsbG 回补株重组质粒的构建和筛选 
针对 dsbG 基因设计相应的引物 C∆dsbG_Phelp- 

NcoⅠ-fwd 和 C∆dsbG_Phelp-BamHⅠ-rev。扩增得

到目的片段双酶切后连接至整合型回补质粒

pIMK2，获得重组质粒 pSL074 (图 2)，经测序验

证正确后转化至 DH5α 中。 
 

 
 

图 1  dsbG 缺失株重组质粒 pSL021 的构建路径 
Figure 1  Construction strategy of the recombinant plasmid pSL021 for dsbG gene deletion. 
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由于 pIMK2 质粒自身携带了增强型启动子

help (Phelp)，考虑到会影响回补目的序列在菌体

自然的转录水平，使用 Softberry 生物启动子网

站(linux1.softberry.com)预测dsbG基因的操纵子区

域基因的启动子；在此基础上设计引物 C∆dsbG_ 
Pnative-up-SacI-fwd/C∆dsbG_Pnative-up-rev、C∆dsbG_ 
Pnative-down-fwd/C∆dsbG_Pnative-down-BamHI-rev，

扩增天然启动子和 dsbG 基因片段，通过 Overlap 
PCR 方法连接获得目的片段，克隆至 pIMK2 载

体，获得重组质粒 pSL1979 (图 3)，并经测序正

确后转化至 DH5α 中。 

1.6  dsbG 缺失株和回补株的构建和筛选 
将 dsbG 缺失株重组质粒 pSL021 电转至

EGD-e 感受态，通过温度和氯霉素抗性双重选 
 

 
 

图 2  dsbG 过表达回补株重组质粒 pSL074 的构建路径 
Figure 2  Construction strategy of the recombinant plasmid pSL074 for dsbG overexpression 
complementation. 
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图 3  dsbG 天然回补株重组质粒 pSL1979 的构建路径 
Figure 3  Construction strategy of the recombinant plasmid pSL1979 for dsbG natural complementation. 
 
择压力进行同源重组克隆筛选，并使用引物

ΔdsbG-afront/ΔdsbG-HindⅢ-down-rev 对筛选出

的重组克隆进行 PCR 验证，最终经测序验证，

所缺失的基因序列与预期设计相符后得到

ΔdsbG 缺失株。在 dsbG 缺失株构建成功的基础

上，制备 ΔdsbG 感受态，将构建成功的 dsbG 回

补株重组质粒 pSL074 和 pSL1979 分别电转至

ΔdsbG 感受态中，通过挑选单菌落进行 PCR 验

证获得阳性克隆，最终经测序验证基因序列与预

期相符后得到 dsbG 回补株 CΔdsbG-Phelp 和

CΔdsbG-Pnative。 

1.7  Western blotting 验证 dsbG 缺失株和

回补株 
提取 EGD-e 、 ∆dsbG 、 C∆dsbG_Pnative 和
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C∆dsbG_Phelp 全菌蛋白并定量，取等质量蛋白进

行 SDS-PAGE。将蛋白转印至 PVDF 膜上，用

5%的脱脂牛奶室温封闭 1 h；分别加入 DsbG 多

抗[生工生物工程(上海)股份有限公司]和内参

GAPDH 多抗[华安生物技术(杭州)有限公司]，室
温孵育 1 h；加入 HRP 标记的羊抗兔 IgG [宝科

生物技术(杭州)有限公司]，室温孵育 1 h；避光

滴加显影液，化学发光成像仪曝光并保存结果。 

1.8  生长曲线的测定 
37 ℃过夜振荡培养 EGD-e 、 ∆dsbG 、

C∆dsbG_Pnative 和 C∆dsbG_Pheip 菌株，调节 OD600

为 0.6，起始菌液稀释 100 倍后，放于 37 ℃振

荡培养，每隔 1 h 检测样品，连续检测 12 h 并绘

制生长曲线。同时进行 6 h 菌液点板，将菌液倍

比稀释至 10−5，点板至 BHI 固体培养基，置于

37 ℃恒温箱培养过夜，观察生长情况。 

1.9  酸应激生长曲线检测 
37 ℃过夜振荡培养 EGD-e 、 ∆dsbG 、

C∆dsbG_Pnative 和 C∆dsbG_Pheip 菌株，调节 OD600

为 0.6，1:50 转接至预先调好 pH 的酸性 BHI 培
养基中(用盐酸 HA、乙酸 AA 和柠檬酸 CA 调整

BHI 的 pH 至 4.5、5.5 和 6.5)，并置于 96 孔板中

于 37 ℃静置培养 14 h，每隔 1 h 检测样品的

OD600，利用 Excel 及 GraphPad Prism 8 软件进行

数据分析。 

1.10  酸应激存活实验 
37 ℃过夜振荡培养 EGD-e 、 ∆dsbG 、

C∆dsbG_Pnative 和 C∆dsbG_Pheip 菌株，调节 OD600

为 0.6，1:50 转接至预先调好 pH 的酸性 BHI 培
养基中(HA、AA 和 CA 调整 BHI 至 pH 3.5)，
37 ℃静置培养 1 h 后吸取不同稀释度的菌液点

板，37 ℃培养 16 h 后进行细菌计数。利用

GraphPad Prism 8 软件进行数据分析。 

1.11  体外运动性实验 
制备含 0.25% Agar、2% NaCl 和 1.5% 

Tryptone 的半固体培养基，将过夜培养的 EGD-e、
ΔdsbG、C∆dsbG_Pnative 和 C∆dsbG_Pheip 的菌液的

OD600 调至 0.6，用灭菌的牙签蘸取微量菌液穿刺

接种至于半固体培养基中，分别于 37 ℃和 30 ℃
静置培养，在 24 h、48 h 后观察细菌运动圈。利

用 GraphPad Prism 8 软件进行数据分析。 

1.12  体外鞭毛形态观察 
将 EGD-e 、 ∆dsbG 、 C∆dsbG_Pnative 和

C∆dsbG_Pheip 菌株分别划线于 BHI 固体培养基，

30 ℃静置培养 16 h，轻轻刮取菌落于 10 mmol/L 
PBS，轻柔吹散洗涤，5 000 r/min 离心 5 min 收

集菌体；沿管壁缓慢加入 2.5%戊二醛溶液固定

细菌，送研趣信息技术(杭州)有限公司进行鞭毛

负染色透射电镜观察。 

1.13  荧光定量 PCR 方法检测 EGD-e、
ΔdsbG 耐酸应激及鞭毛基因的转录水平 

使用细菌总 RNA 快速抽提试剂盒[生工生

物工程(上海)股份有限公司]分别提取致死酸应

激条件下和 30 ℃静置培养条件 EGD-e、ΔdsbG
的总 RNA，反转录得到相应的 cDNA。耐酸应

激和鞭毛形成相关基因荧光定量PCR引物见表1。
转录水平变化使用 2−ΔΔCt方法分析，利用 GraphPad 
Prism 8 软件对所得数据进行处理分析。 

2  结果与分析 
2.1  构建 dsbG 缺失株和回补株 

以 EGD-e 基因组为模板分别扩增出大小为

514 bp 的上游同源臂(图 4A，列泳道 1)和 437 bp
的下游同源臂(图 4A，泳道 2)，然后通过 Overlap 
PCR 扩增出大小为 965 bp 的目的片段(图 4C，

泳道 1)；经 PCR 验证和测序比对，表明成功获

得缺失 dsbG 的重组质粒 pSL021。同样以 EGD-e
基因组为模板分别扩增出长度为 221 bp dsbG 启

动子区域(图 4B，泳道 1)和 551 bp 目的基因片

段(图 4B，泳道 2)，然后通过 Overlap PCR 扩增
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出大小为 745 bp 的目的片段(图 4C，泳道 2)，
经 PCR 验证和测序比对，表明获得天然回补重组

质粒 pSL1979。根据引物 C∆dsbG_Phelp-NcoⅠ-fwd、
C∆dsbG_Phelp-BamHⅠ-rev扩增出大小为 565 bp的

目的片段(图 4D，泳道 1)，进行 PCR 验证和测

序比对，比对结果正确，表明获得过表达回补重

组质粒 pSL074。 
利用同源重组原理构建 dsbG 缺失株和回补

株，30 ℃连续传代后，用引物 ΔdsbG-a-front/ 
ΔdsbG-HindⅢ-down-rev 扩增验证，缺失 dsbG
后，PCR 片段大小为 957 bp (图 4E，泳道 1、2)，
而以 EGD-e 作为阳性对照扩增的片段大小约为

1 412 bp 的片段(图 4E，泳道 PC)；经测序验证

结果正确，表明 dsbG 缺失株构建成功，命名为

ΔdsbG 。 通 过 引 物 C∆dsbG_Phelp-NcoⅠ-fwd 、

C∆dsbG_Phelp-BamHⅠ-rev 扩增过表达回补阳性克

隆，PCR 片段大小为 565 bp (图 4F，泳道 1)，
将此菌株测序验证，测序结果正确，表明 dsbG
过表达回补株构建成功，命名为 C∆dsbG_Phelp。

以引物C∆dsbG_Pnative-up-SacI-fwd 和C∆dsbG_Pnative- 
down-BamHI-rev 扩增 dsbG 过表达阳性克隆，扩

增产物大小为 1 978 bp (图 4F，泳道 2)，将此菌

株送测序，结果正确，表明 dsbG 天然回补株构

建成功，命名为 C∆dsbG_Pnative。Western blotting
检测结果显示野生株 EGD-e、回补株 C∆dsbG_ 
Phelp 和 C∆dsbG_Pnative 中 DsbG 表达水平无显著

差异，∆dsbG 中 DsbG 不表达(图 4G)，表明 dsbG
缺失株和回补株构建成功。 

 
 

 
 
 

图 4  dsbG 缺失株和回补株的构建和验证 
Figure 4  Verification of the ∆dsbG, C∆dsbG_Pnative and C∆dsbG_Pheip by PCR. A: Lane 1 and 2 are the 
up/downstream homologous arm PCR bands of dsbG respectively. B: Lane 1 is the natural promoter of dsbG, 
and lane 2 is the dsbG gene fragment. C: Lane 1 is up/down homologous arm overlap PCR band; Lane 2 is 
dsbG natural promoter and dsbG gene fragment overlap PCR band. D: Lane 1 is dsbG gene fragment. E: Lane 1 
and 2 are the PCR verification of ∆dsbG strains. F: Lane 1 is the C∆dsbG_Phelp strain verification; Lane 2 is the 
C∆dsbG_Pnative strain validation. G: Western blotting analysis of DsbG protein expression levels in wild-type, 
dsbG deletion and complement strains. M: DL 2000 DNA marker; PC: Positive control. 
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2.2  dsbG 缺失不影响菌株体外生长能力 
图 5 为 EGD-e、∆dsbG、C∆dsbG_Pnative 和

C∆dsbG_Phelp 在 37 ℃培养时的生长曲线。结果

发现 dsbG 回补株能够使细菌的生长能力恢复到

野生株 EGD-e 水平，同时缺失 dsbG 与野生株

EGD-e 的生长趋势一致(图 5A)，表明敲除基因

dsbG 不影响单增李斯特菌的生长速率。对生长

6 h 的菌液进行稀释点板，发现∆dsbG 与 EGD-e
在同一时期的 CFU 数量级相同(图 5B)，结果表

明缺失基因 dsbG 不影响单增李斯特菌体外生长

能力。 

2.3  dsbG 缺失后单增李斯特菌在致死酸条

件下存活能力减弱 
单增李斯特菌 EGD-e、∆dsbG、C∆dsbG_Pnative

和 C∆dsbG_Phelp 在 pH 6.5、pH 5.5、pH 4.5 的酸

环境应激条件下的生长曲线如图 6 所示，在含有

HA (图 6A)、AA (图 6B)、CA (图 6C)的 BHI 培
养基中，∆dsbG 与 EGD-e 相比，单增李斯特菌

对 AA 应激最为敏感，对 HA 的敏感程度与 CA
相当，但是生长曲线趋于一致；结果表明，单增

李斯特菌缺失基因 dsbG 在无机酸 HA、CA 和有

机酸 AA 应激条件下生长能力无显著差异。 

在 pH 3.5 的 HA、AA 和 CA 致死条件下，

60 min 后检测细菌存活数，结果如图 7 所示，单

增李斯特菌对 AA 的应激抵抗能力最弱，细菌无

法存活；同时发现，在 pH 3.5 的 HA 和 CA 应激

下， ∆dsbG 的致死存活率显著低于野生株

(P<0.05)，我们推测 dsbG 参与酸应激调控，与

酸性环境适应相关。 

2.4  dsbG 缺失后单增李斯特菌酸耐受基因

转录下调 
为了进一步探究致死酸应激条件下缺失

dsbG 是否影响酸耐受基因的转录，通过实时荧

光 定 量 方 法 对 谷 氨 酸 脱 羧 酶 (glutamate 
decarboxylase, GAD)系统的基因 gadD1、gadD2、
gadD3、gadT1 和 gadT2，精氨酸脱氨酶(arginine 
deiminase, ADI)系统精氨酸分解代谢途径的基

因 arcA、arcB、arcC、arcD 和 argR，精氨酸合

成途径的 argB、argC、argD、argH、argG、argF
和 argS，应激调节因子 sigB 和 sigH 基因进行定

量分析。结果显示，在酸性 BHI (CA 调整至 pH 
3.5)应激 1 h 后，∆dsbG 中 argB、argD、argH、

argF 和 argS 表达量下调，其中基因 argD 和 argF
分别下调 2.4 和 3.7 倍(图 8)。 

 
 

 
 
 

图 5  EGD-e、dsbG 缺失株及回补株的生长曲线(A)和菌液稀释点板(B) 
Figure 5  Growth curves of EGD-e, dsbG deletion and complement strains in BHI medium (A) and plate 
culture after 6 h growth in liquid medium (B). Data are expressed as means±SD of three independent 
experiments. 
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图 6  野生株 EGD-e、dsbG 缺失株及回补株在 pH 6.5、pH 5.5 和 pH 4.5 的 HA (A)、AA (B)和 CA (C)
中的生长比较 
Figure 6  Changes in growth capacity of EGD-e and dsbG deletion and complement strains under stress in HA 
(A), AA (B) and CA (C) at pH 6.5, pH 5.5 and pH 4.5. Data are expressed as means±SD of three independent 
experiments. 
 
2.5  dsbG 缺失后单增李斯特菌体外运动能

力和鞭毛形成能力减弱 
测定 EGD-e 、 ∆dsbG 、 C∆dsbG_Pnative 和

C∆dsbG_Pheip 在 37 ℃和 30 ℃时的体外运动能

力结果如图所示(图 9A、9B)。在 30 ℃条件下，

无论是培养 24 h 还是 48 h，∆dsbG 的运动圈与

EGD-e、回补株 C∆dsbG_Pnative 相比直径显著变

小(P<0.05，图 9C)。当培养条件为 37 ℃时，未

检测到运动性(图 9B、9D)。结果表明缺失基因

dsbG 单增李斯特菌的体外运动能力减弱。由于

过表达回补株中 C∆dsbG_Phelp 的转录水平略高

于野生株，而细菌中 dsbG 的表达受到严谨调控，

过表达可能也会影响细菌胞质内的氧化还原平

衡进而影响细菌的生物学功能。 
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图 7  野生株 EGD-e、dsbG 缺失株及回补株在 pH 
3.5 的 HA、AA 和 CA 致死环境下细菌存活能力的

比较 
Figure 7  Comparison of survivability of EGD-e, 
dsbG deletion and complement strains under HA, AA 
and CA stress of pH 3.5. ND: Not detectable; *: 
P<0.05. 
 

 
图 8  dsbG 缺失后影响单增李斯特菌酸耐受基因

的转录 
Figure 8  Effects of dsbG on transcriptional changes 
of the acid tolerance genes. Data are expressed as 
means±SD of three independent experiments. 

 

 
 

图 9  野生株 EGD-e、dsbG 缺失株及回补株在 30 ℃ (A 和 C)和 37 ℃ (B 和 D)条件下的运动能力分析 
Figure 9  Motility assay of the EGD-e, dsbG deletion and complement strains at 30 ℃ (A and C) and 37 ℃ (B 
and D). *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 
通过实时荧光定量 PCR方法研究 dsbG缺失

后鞭毛基因的表达量变化情况，结果如图 10A
所示。缺失 dsbG 基因后，鞭毛基体杆蛋白基因

flgD 和 flgC；基座蛋白基因 fliR、fliP、flgB、flhB、

fliG、fliH 等鞭毛基因的转录水平显著下降，其

中鞭毛丝蛋白基因 flaA 的转录水平的下降最为 
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图 10  dsbG 缺失后对鞭毛相关基因转录(A)和鞭毛形态(B)的影响 
Figure 10  Effects of dsbG on transcriptional changes of the flagella-associated genes (A) and the flagella 
morphology (B). Data are expressed as means±SD of three independent experiments. 
 

显著(29.7 倍)；鞭毛温度调控蛋白基因 gmaR，

鞭毛基因转录抑制因子 mogR，鞭毛马达蛋白基

因 motB 和 fliF 等转录水平上升；基座蛋白基因

flgG、flgE 和 fliM 转录水平差异不显著。利用透

射电子显微镜观察 30 ℃生长条件下 EGD-e 以

及 dsbG 突变株的鞭毛形态，结果如图 10B 所示。

∆dsbG 的菌体周围鞭毛与 EGD-e 及 C∆dsbG_Pnative

相比变少且短，结果表明缺失 dsbG 菌株鞭毛形

成能力明显减弱。 

3  讨论与结论 
当单增李斯特菌进入机体，遇到胃内的酸

性、微需氧条件时，菌体的 2 个调节内部氢离子

浓度的酶系统(GAD 和 ADI)被激活[21-22]。本研究

将 dsbG 缺失株暴露于致死性 pH 的 HA 和 CA
环境中，dsbG 缺失株的存活率明显降低。单增

李斯特菌通过 ADI 途径的分解代谢基因(包括

arcA 和 arcC)和精氨酸合成基因(由 arg 基因编码)
调节细胞内的稳态从而适应胞外环境的变    
化[23-24]，提高在致死酸性条件下的存活率。本研

究证实，dsbG 缺失后单增李斯特菌精氨酸合成

途径的基因 argD 和 argF 转录水平显著降低，表

明 DsbG 可能通过调控 argD 和 argF 基因的转录

表达促进精氨酸的合成从而影响 ADI 系统，参

与酸耐受。 
单增李斯特菌具有很强的抗应激能力，可以
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暴露在高盐、低 pH 值、低温、氧化或杀菌蓝光

等环境中，并在含有消毒剂的食品加工环境中持

续存在[25-26]。当单增李斯特菌应激体感应到外界

应激时，会整合环境信号，激活应激转录调节因

子 SigB 进行转录调控，并对新的环境条件作出

适当的反应[27]。同时据报道，单增李斯特菌的

另一应激调控因子 SigH，在低 pH 条件下的表达

量会增加[28]。然而本研究结果显示，酸应激条

件下，缺失 DsbG 的单增李斯特菌中，主要的应

激调控因子sigB/sigH表达量分别下调1.4和1.6倍，

差异不显著，提示 DsbG 与 SigB/SigH 在酸应激

中不存在调控关系，那么 DsbG 是否参与其他应

激环境的应激耐受反应，在其他的应激环境中与

SigB/SigH 是否存在调控关系，具体情况及分子

机制还有待深入探究。 
细菌鞭毛所产生的运动性是适应不同环境

条件时的优势，通过调控鞭毛基因表达以响应外

部刺激，避免有害条件而向有利环境移动可使细

菌受益[29]。本研究证实在体外 30 ℃环境下，缺

失基因 dsbG 影响 flgB、flaA 等鞭毛基因的转录，

影响鞭毛的形成，从而导致 dsbG 缺失株在半固

体培养基中的运动圈显著变小，即体外运动能力

减弱。本研究发现缺失基因 dsbG 后 flaA 表达量

下调 29.7 倍，而有报道发现 FlhB、FliM 和 FliY
不仅介导李斯特菌的运动，而且还参与了鞭毛合

成的调节，同时缺失基因 flhB 后，鞭毛基因 flaA
也显著下调 [30]。在 30 ℃条件下，DegU 与

fliN-gmaR 启动子区域结合，激活并表达 GmaR
蛋白，从而与 MogR 结合，抑制鞭毛的形成，同

时 DegU 通过转录后调控机制进一步调节 FlaA
表达水平[31]。另外，在其他一些细菌中，因为

Dsb 系统通过正确引入二硫键，催化细菌鞭毛的

蛋白正确地氧化折叠，缺失 DsbA 和 DsbB 后将

无法形成鞭毛而丧失运动能力[32-33]。我们推测

dsbG 可能是通过直接催化鞭毛蛋白的正确折叠

影响细菌的鞭毛的形成，也可能通过诱导 DegU
的转录从而影响鞭毛的形成，但具体的分子机制

有待进一步深入研究。 
本研究首次证实单增李斯特菌二硫键形成

蛋白 DsbG 能感应低 pH 环境，通过调控精氨酸

合成途径的 argD 和 argF 基因参与细菌酸耐受。

同时证实了 DsbG 通过调控鞭毛相关基因的转

录从而影响细菌鞭毛形成及运动性。本研究有助

于深入理解单增李斯特菌体外环境适应的分子

机制，对于食源性病原菌的污染防控具有重要的

公共卫生意义。 
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