
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2021, 61(3): 714–728  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20200400  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：国家自然科学基金(31872620，31770040，31972648)；浙江省自然科学基金(LZ19C180001，LQ19C180002，LQ20C010001)

浙江农林大学本科生科研训练项目(2020KX0160) 
#共同第一作者。 
*通信作者。E-mail：程昌勇，lamge@zafu.edu.cn；宋厚辉，songhh@zafu.edu.cn 

收稿日期：2020-06-20；修回日期：2020-08-29；网络出版日期：2021-03-01 

单核细胞增多性李斯特菌谷胱甘肽还原酶 GR 的生物学特性 

吕洁婷#，孙静#，郑光辉，韩月，成炯泽，宋厚辉*，程昌勇* 

浙江农林大学动物科技学院·动物医学院，浙江省畜禽绿色生态健康养殖应用技术研究重点实验室， 

浙江 杭州  311300 

 

摘要：【目的】本文旨在构建单核细胞增多性李斯特菌谷胱甘肽还原酶(glutathione reductase，GR)基因

lmo1433(gr)缺失株，并研究 GR 在细菌生长和运动过程中发挥的作用及与谷氧还蛋白(glutaredoxin，Grx)

系统间的调控关系，探究 GR 参与细菌抗氧化应激和致病力的生物学功能，为阐明氧化还原蛋白介导细

菌环境适应和宿主内感染的机制奠定分子基础。【方法】利用细菌遗传操作系统构建获得 gr 缺失株及回

补株后，通过分子生物学和感染生物学手段，比较野生株和突变株的运动性、生长能力、抗氧化应激、

细胞黏附、侵袭和增殖能力；利用整合型质粒构建带 GR 启动子的荧光报告系统，并结合荧光定量分析

GR 受 Grx 调控的情况。【结果】缺失 gr 后李斯特菌在体外培养基中的生长能力未受明显影响，但在半

固体培养基中的运动能力却显著增强；缺失 gr 后细菌在铜离子、镉离子以及肼中抗氧化应激能力增强，

在 H2O2 中无差异；缺失 gr 后细胞黏附、侵袭和增殖能力均显著增强；荧光报告系统定量分析发现 grx

缺失后 gr 的启动子活性显著增强，表明 Grx 参与对 GR 的转录负调控。【结论】本研究首次证实了单增

李斯特菌谷胱甘肽还原酶 GR 能调控细菌的运动能力，并且缺失 GR 增强了李斯特菌的抗氧化应激和感

染宿主能力；首次证实了 GR 的自身转录受 Grx 负调控，但具体分子机制有待于深入探究。本研究有助

于深入理解单增李斯特菌氧化还原蛋白的调控关系以及通过参与诸多生物学过程介导细菌体外环境适

应及宿主内感染的分子机制，为防控胞内菌感染提供了新策略。 
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单 核 细 胞 增 多 性 李 斯 特 菌 (Listeria 

monocytogenes，简称单增李斯特菌)是一种人兽共

患革兰氏阳性胞内菌[1]。它能适应高盐、极寒、酸

性等应激环境，易感者为孕妇、老人、免疫力低
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下等人群[2]。李斯特菌主要在加工、储存、运输过

程中污染肉、蛋、奶等产品。人感染李斯特菌后

轻则腹泻、呕吐，重则流产、脑膜炎甚至致死。

1964 年至 2010 年间，中国 28 个省份分别报告了

147 例临床病例，479 例李斯特菌分离株和 82 例

与暴发相关的病例，而 2011 年至 2017 年中国报

告了 562 名李斯特菌病患者，表明过去十年中患

者人数急剧增加[3]。2018 年有报道称在中国因食

品中污染单增李斯特菌的平均患病率约为 4.4%，

其中侵袭性李斯特菌病的致死率大于 25%[4]。在

各种食品中，肉类和家禽产品的李斯特菌感染率

最高，约为 8.9%。因为目前中国是世界上最大的

肉类生产国和肉类消费国，所以深入研究李斯特

菌对于保障食品安全及控制食源性疾病具有重大

意义[5–6]。 

单增李斯特菌内存在一种由 lmo1433 基因编

码的谷胱甘肽还原酶(glutathione reductase，GR)。

GR 属于谷氧还蛋白(Grx)系统成员，该系统由烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)、GR、谷胱甘

肽(GSH)和 Grx 组成[7–8]。单增李斯特菌通过细胞

内的 Trx 和 Grx 这两套氧化还原稳态系统来应对

宿主释放的超氧化物并修复被破坏的二硫键[9]。

Trx 的主要功能是还原蛋白二硫键[10–11]，Grx 在结

构和功能上与 Trx 相似，除二硫化物-二硫醇交换

机制外，Grx 还可通过一硫醇机制催化底物的还

原。Grx 可通过可逆性谷胱甘肽酰化来调节许多蛋

白质的活性，例如 Ras、Fas、ASK1、NF-κB 和

procaspase-3，这些蛋白在控制细胞凋亡中都起到

重要作用。Grx 系统和 Trx 系统具有多种生物学活

性，包括 DNA 合成的调控、抗氧化应激的防御、

细胞周期和细胞凋亡的介导[12]，抑制 Trx 系统或

使 GSH 耗竭，均可引起 ROS 升高，诱导细胞死

亡[13]。GR 能在 NADPH 作为唯一还原力和电子供

体时，将氧化性谷胱甘肽(G-S-S-G)转化为还原性

谷胱甘肽(G-SH)，从而保持 G-SH/G-S-S-G 比例的

平衡，起到维持细胞内 G-SH 含量的作用[14–15]；

GR 通过催化谷胱甘肽还原，降低细胞内 ROS 水

平来抵抗细胞内的氧化应激[16–20]。细菌通过一系

列毒力因子感染细胞，我们猜测，GR 可能调控了

细菌毒力因子而使细菌更不易被宿主感知并清

除。本实验室先前通过转录组测序发现，缺失 Grx

后 GR 转录水平显著上调，并且缺失 Grx 能增强

抗氧化应激和感染细胞能力[21]。本研究为探究谷

氧还蛋白系统应激作用机制奠定了基础，并为深

入阐明李斯特菌 Grx 系统通过氧化还原作用介导

细菌体外环境适应及宿主内感染的分子机制奠定

了重要基础。 

另外，本研究首次发现，缺失 GR 影响了李

斯特菌的运动性。细菌运动性与鞭毛合成有关，

李斯特菌在 37 °C 以上环境中不合成鞭毛，而在

30 °C 以下环境下才合成鞭毛[22–23]。李斯特菌鞭

毛合成的主要受调控因子 MogR 和 GmaR 的控

制[24–25]。MogR 能够结合并占据鞭毛基因的启动

子区使转录因子无法结合于此，从而导致鞭毛基

因转录受到遏制[26]。GmaR 是一种糖基转移酶，

在 30 °C 下能与 MogR 形成稳定的复合物从而阻

止 MogR 对鞭毛基因的遏制，促进鞭毛合成；而

在 37 °C 环境下 GmaR 不稳定易被降解从而无法

阻止 MogR 对鞭毛转录的抑制[27–28]。GmaR 转录

又受到 DegU 调控[29]，DegU 为双组分应答调节剂，

具有受体域[30]，该受体域可以不依赖磷酸化状态

的方式来激活鞭毛运动性的表达[31]。FlhB、FliM

和 FliY 是鞭毛分泌系统(T3SS)成分蛋白，也参与

调节鞭毛相关基因的转录，进而影响鞭毛合成和

细菌运动[32]。此外，本实验室前期研究发现，李

斯特菌的另一重要氧化还原家族蛋白 TrxA 可以
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通过氧化还原修饰与 MogR 相互作用，使 MogR

分子内和分子间二硫键能正确折叠并维持其功能

和活性，进而参与鞭毛基因的转录调控及鞭毛的

合成。本文首次发现，李斯特菌 GR 同样参与调

控李斯特菌的鞭毛合成及运动性，完善了李斯特

菌借助氧化还原酶系统参与细菌鞭毛合成和运动

的相关系统研究，但 GR 与鞭毛合成调控涉及的

具体分子机制是否类似于 TrxA 或者还存在其他

的未知机制仍有待深入研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒及引物：本研究用到的菌株及

质粒均为本实验室保存，主要包括：单增李斯特

菌 EGD-e、大肠杆菌 DH5α 和 BL21、温度敏感性

载体 pKSV7、整合型穿梭载体 pIMK2 及游离复制

型载体 pAM401。BHI 培养基(brain heart infusion，

BHI)用于李斯特菌培养，LB 培养基用于大肠杆菌

培养，除特殊说明外，菌培养条件均为 37 °C 振荡

培养。试验涉及引物见表 1。 

1.1.2  试剂：BHI 和 LB 培养基分别购于 Oxoid

公司、生工生物工程(上海)股份有限公司；胎牛血

清 (fetal bovine serum ， FBS) 、 DMEM 培 养 基

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium，DMEM)和胰

酶 (0.25% Trypsin-EDTA) 购 自 Thermo Fisher 

Scientific；KOD plus Neo PCR 酶、限制性核酸内

切酶、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、PCR 产物纯化

回 收 试 剂 盒 以 及 质 粒 提 取 试 剂 盒 分 别 购 自

Toyobo、NEB、碧云天公司、上海慧凌生物科技

有限公司、天根生化科技有限公司。本研究所用

化学试剂均为国产分析纯。 

1.2  Δgr 重组缺失质粒构建 

从 NCBI 数据库下载 gr 基因序列(基因序列

号：985502)及其上下游基因序列，通过 Snapgene

软件在 gr 基因上下游各约 500 bp 处设计引物

(pSL2501-Fwd-a/pSL2501-b 和 pSL2501-c/pSL2501- 

Rev-d)扩增同源臂序列。利用重叠 PCR 方法将上

下游同源臂扩增连接获得用于同源重组的重组片

段 ， 克 隆 至 pKSV7 载 体 中 ， 获 得 重 组 质 粒

pSL2501，并经测序正确后转化至 DH5α 中(图 1)。 
 

表 1.  本研究所用引物 

Table 1.  Primers used in this study. The restriction enzyme sites are underlined 
Primers Sequences (5ʹ→3ʹ) Products/bp 

pSL2501-a-front CACCATCTCTTGAAACAATGATGGCG  

pSL2501-Fwd-a CCGGAATTCCGAAATTTTAGAATATAAAAATGATAAAATGACGGCCG       527 

pSL2501-b       TTCACTAAGAAAATGAGCCTAAATCACTCCTTCTTAGCTTGTTTTCCC   

pSL2501-c       ATTTAGGCTCATTTTCTTAGTGAAGAAGCAGATTATATGATAAATTACA 526 

pSL2501-Rev-d AAACTGCAGCGACCGTCACAGTAGTGATTTTTTTCT                    

pSL2856-Fwd GGCGAGCTCCGGCTTTGAATGGGCGAAATTAAAAC 1555 

pSL2856-Rev CGGGGTACCCTAGTTCAAAGCAGTTAAGTCACTTGCT  

pSL2506-a CGCGGATCCCGGCTTTGAATGGGCGAAATTAAAAC       219 

pSL2506-b GTTCTTCTCCTTTACTCATCTAAATCACTCCTTCT 

pSL2506-c CTAAGAAGGAGTGATTTAGATGAGTAAAGGAGAAGAAC    736 

pSL2506-d ACGCGTCGACTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTGTAATCC 

pKSV7-M13-Fwd GCGATTAAGTTGGGTAACGCC 1113 

pKSV7-M13-Rev GCGGATAACAATTTCACACAGGA 
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图 1.  gr 缺失株重组质粒的构建策略 

Figure 1.  Construction strategy of the recombinant plasmid pSL2501 for gr gene deletion. 
 

1.3  Δgr 缺失株筛选和验证 

将上述重组质粒 pSL2501 电转入 EGD-e 感受

态中，通过温度和氯霉素抗性双重选择压力进行

同源重组克隆筛选，利用引物(pSL2501-a-front/ 

pSL2501-Rev-d)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 Δgr 缺失株。 

1.4  CΔgr 重组质粒的构建 

从 Biocyc、Promoter3.0 网站分别查询到 gr

为单转录本且得到 gr 启动子后，通过 Snapgene

在 gr 基 因 上 游 启 动 子 区 及 下 游 设 计 引 物

(pSL2856-Fwd/pSL2856-Rev)并扩增序列，克隆至

pIMK2 载体，获得重组质粒 pSL2856，并经测序

正确后转化至大肠杆菌 DH5α 中(图 2)。 

1.5  Δgr 感受态的制备 

Δgr 过夜培养后，1:100 转接至 100 mL (终浓

度为 0.5 mol/L 蔗糖及 BHI)新鲜培养基中，培养至

OD600约为 0.2 后加入青霉素 G (终浓度为 20 μg/mL)，
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37 °C 振荡培养 2 h 后，4 °C 离心(转速为 3750 r/min) 

10 min 后用预冷的 1 mmol/L 4-羟乙基哌嗪乙磺酸

缓冲液洗 3 次后，最后用缓冲液(含 1 mmol/L    

4-羟乙基哌嗪乙磺酸及 0.5 mol/L 蔗糖)重悬，–80 °C

保 CΔgr 回补株构建：将 2 μg pSL2856 质粒电转

至 Δgr 感受态中，电转参数设置为 25 μF、200 Ω

及 2500 V，37 °C 静置培养，通过挑取单菌落进行

PCR 验证获得阳性克隆后，最终经测序验证基因

序列与预期设计相符后得到 CΔgr 回补株。 

1.6  荧光素酶报告基因(GFP)质粒构建 

通过 Snapgene 软件在 gr 基因上游启动子区及

pFL251 质粒分别设计引物(pSL2506-a/pSL2506-b

和 pSL2506-c/pSL2506-d)扩增序列，利用重叠 PCR

方法将 gr 启动子和 GFP 连接获得用于同源重组片

段，插入游离型载体 pAM401 载体，获得重组质

粒 pSL2506，并经测序正确后转化至大肠杆菌

DH5α (图 3)。再将 pSL2506 电转入 EGD-e 和缺失

株 Δgrx，即得携带 GFP 报告基因的菌株。 

 
图 2.  gr 回补株重组质粒的构建策略 

Figure 2.  Construction strategy of the recombinant plasmid pSL2856 for gr gene complementation. 
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图 3.  Grx 调控 gr 基因的荧光素酶报告基因构建策略 

Figure 3.  The strategy of the fluorescent reporter system for studying the regulation of gr by Grx. 
 

1.7  荧光的定性与定量检测 

将上述携带 GFP 报告基因的两个菌株培养过

夜，调 OD600 至 0.6 后，取等量菌液滴于载玻片固

定并用荧光显微镜测荧光强度。取等量菌液加入

96 孔 板 中 并 用 酶 标 仪 测 量 荧 光 强 度 ( 条 件 为

Em/Ex=535/485 nm)，未含 GFP 报告基因的 EGD-e

和 Δgrx 的荧光强度作为阴性对照，数据采用

GraphPad Prism 软件分析作图。 

1.8  生长曲线的测定 

将 EGD-e、Δgr 和 CΔgr 振荡培养过夜，调

OD600 至 0.6，起始菌液稀释 100 倍后，加入 96 孔

板中于 30 °C 或 37 °C 静置培养，每隔 1 h 测定

OD600，连续测定 12 h 并绘制生长曲线。 

1.9  运动性试验 

将 EGD-e、Δgr 和 CΔgr 37 °C 振荡培养过

夜，调 OD600 至 0.6，取灭菌牙签蘸取少量菌液，

穿刺接种于 TSA 半固体培养基(0.25%琼脂、2%

氯化钠及 1.5%胰蛋白胨)中，分别于 30 °C 和

37 °C 静置培养，12、24、36、48 h 后观察细菌

运动圈。 
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1.10  氧化应激试验 

将 EGD-e、Δgr 和 CΔgr 37 °C 振荡培养过

夜，调 OD600 至 0.6，记为 10–0，用磷酸盐缓冲

液稀释至 10–6，并依次点于含有氧化剂的 BHI

固体培养基上，37 °C 静置培养过夜后观察并拍

照。氧化应激以 H2O2 为直接氧化剂，肼(Diamide)

为硫醇特异性氧化剂，铜(Copper chloride，Cu)、

镉(Cadmium chloride，Cd)等二价金属离子为氧

化活性胁迫性氧化剂。H2O2、Diamide、Cd2+、

Cu2+浓度分别为 5.00、1.50、0.75 和 0.50 mmol/L。 

1.11  人肠上皮细胞(Caco-2)粘附和侵袭试验及鼠

巨噬细胞(RAW264.7)增殖试验 

将 EGD-e、Δgr 和 CΔgr 37 °C 振荡培养过夜，

Caco-2 和 RAW264.7 细胞铺板密度均为 106，细菌

和细胞比例(MOI)分别为 10:1 和 1:5。将 EGD-e、

Δgr 和 CΔgr 按 MOI 加入 24 孔培养板后放置于细

胞培养箱，0.5 h 后拿出培养板用 10 mmol/L 磷酸

盐缓冲液洗 3 遍，并用 400 μL 冰水及 100 μL 胰酶

吹打裂解，稀释到合适梯度涂布至 BHI 培养基中。

Caco-2 细胞的另一个 24 孔培养板在 EGD-e、Δgr

和 CΔgr 加入 1.5 h 后用 10 mmol/L 磷酸盐缓冲液

洗 3 次，用 50 μg/mL 庆大霉素杀菌 1.5 h 后(同 0.5 h

裂解操作)，稀释到合适梯度涂布至 BHI 培养基中；

RAW264.7 细胞另 3 个 24 孔培养板在 EGD-e、Δgr

和 CΔgr 加入 1 h 后用 10 mmol/L 磷酸盐缓冲液洗

3 次，用 50 μg/mL 庆大霉素杀菌 1 h 后，记为 2 h，

在 2 h、5 h 和 8 h 后(同 0.5 h 裂解操作)稀释到合

适梯度涂布至 BHI 培养基中，在 37 °C 培养过夜

后进行菌落计数，用 Graphpad 软件进行作图并分

析差异性。 

2  结果和分析 

2.1  Δgr 及 CΔgr 重组菌的验证 

根据 Δgr 重组质粒(图 1，方法同 1.3)构建方

法，引物如表 1，Δgr 上游同源臂条带为 524 bp (图

4-A，列 1)，下游同源臂为 523 bp (图 4-A，列 2)。

重叠 PCR 得 1012 bp 目的片段(图 4-A, 列 3)。用

引物(pSL2501-a/pSL2501-d)扩增电转入 EGD-e 感

受态的 pSL2501 菌落得到 1012 bp 的阳性克隆   

(图 4-B，列 1)。42 °C 同源重组后，用引物(pSL2501-a- 

front/pSL2501-d)扩增菌落得到 1212 bp 阳性克隆

(图 4-B，列 2)。在 30 °C 传代丢失 pKSV7 质粒后，

用 引 物 (pKSV7-M13-Fwd/pKSV7-M13-Rev) 验 证

菌落无条带(图 4-B，列 3)，说明质粒已丢失。 

根据 CΔgr 重组质粒(图 2，方法同 1.4)构建方

法，用引物(pSL2856-Fwd-Sac I/pSL2856-Rev-Kpn I)

扩增菌落，得到 CΔgr 重组质粒目的片段 1555 bp 

(图 4-C，列 1)。用引物(pSL2856-Fwd-Sac I/pSL2856- 

Rev-Kpn I)扩增电转入Δgr 感受态的 pSL2856 单菌

落，得到阳性条带 1555 bp (图 4-C，列 2)，因为

电转后的模板中含框内敲除的 Δgr，所以用引物

(pSL2856-Fwd-Sac I/pSL2856-Rev-Kpn I)扩增还可

得启动子区与 gr 下游片段共 340 bp (图 4-C，列

2)。经测序验证 Δgr (图 4-D)、CΔgr (图 4-E)所构

基因序列与预期设计相符后得到 Δgr 缺失株和

CΔgr 回补株。 

2.2  GR 生长曲线测定 

图 5 为 EGD-e、Δgr、CΔgr 在 30 °C (图 5-A)

及 37 °C (图 5-B)培养时的生长曲线。结果显示，

突变株与 EGD-e 生长曲线无明显差异，说明 GR

并不影响李斯特菌的正常生长。 
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图 4.  缺失株构建重组质粒(A)、缺失株 Δgr(B)及回补株 CΔgr(C)的 PCR 验证及测序结果(D–E) 

Figure 4.  Confirmation of gr deletion plasmid (A), and the deletion (B) and complementation (C) strains by PCR 
and sequencing analysis (D–E). A: lane 1–3: PCR fragments of homologous arms from EGD-e; B: lane 1–3: PCR 
screening for the gr deletion colonies; C: 1: PCR fragment from pSL2856; 2: electroporation of pSL2856. M: 
DL2000 DNA marker; PC: positive control; NC: negative control. 

 

 
 

图 5.  EGD-e、Δgr 和 CΔgr 在 30 °C(A)及 37 °C(B)环境中的生长曲线测定 

Figure 5.  In vitro growth of the wild-type EGD-e, Δgr, and CΔgr in BHI broth at 30 °C (A) or 37 °C (B). Data are 
expressed as means±SE of three independent experiments.  

 

2.3  GR 运动性试验分析 

在 30 °C 条件下的各时间段，Δgr 与 EGD-e

和 CΔgr 相比运动圈均明显增大(图 6-A)，在 37 °C

时 EGD-e、Δgr 和 CΔgr 均无明显运动圈(图 6-B)， 

李斯特菌在 30 °C 以上会失去鞭毛。利用 GraphPad 

Prism 软件分析 30 °C 各时间段 Δgr 与 EGD-e 和

CΔgr (图 6-C)以及 37 °C (图 6-D)运动圈直径可得，

在 30 °C 下，Δgr 的运动圈直径显著大于 EGD-e 和 
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图 6.  EGD-e、Δgr 和 CΔgr 在 30 °C(A 和 C)及 37 °C(B 和 D)环境中的运动能力分析 

Figure 6.  Motility assay of the wild-type EGD-e, Δgr, and CΔgr at 30 °C (A) or 37 °C (B). A, B: swarming assay; 
C, D: quantification of swarming size. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05. 
 

CΔgr，说明李斯特菌缺失 GR 后鞭毛运动性增强，

推测缺失 GR 可能影响了鞭毛基因的转录水平并

且在李斯特菌鞭毛系统中起到负调控的作用。 

2.4  绿色荧光蛋白(GFP)荧光释放量定性及定量

验证 

本研究构建了含有 gr 启动子区的荧光报告子

(图 3，方法同 1.6)，通过荧光释放强度判断 gr 转 

录水平。定性结果显示，在荧光显微镜下，含 gr

启动子的荧光报告质粒的 Δgrx 与含 gr 启动子的

荧光报告质粒的 EGD-e 相比，荧光显著增强   

(图 7-A)。荧光定量检测显示 Δgrx 荧光检测数值显

著高于 EGD-e (图 7-B，P<0.01)。定性与定量检测

结果一致，证实了 grx 缺失导致单增李斯特菌 gr

基因转录水平上调，也证明了 grx 与 gr 启动子之间

存在调控关系，为进一步探究相关机制奠定基础。 
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图 7.  gr 荧光报告系统在 EGD-e 和缺失株 Δgrx 中的荧光强度(A)及基于酶标仪的定量分析(B) 

Figure 7.  Fluorescence analyzed by microscopy (A) and quantified by ELISA (B) of the gr promoter-based 
fluorescent reporter in EGD-e and Δgrx mutant. **: P<0.01. 
 

2.5  GR 抗氧化应激能力分析 

已知谷氧还蛋白 Grx 具有抗氧化应激能力，

为进一步探究受 Grx 调控的 GR 是否也具有抗氧

化应激能力，我们采用氧化应激试验，检测三种

菌株在不同氧化应激条件下(H2O2、Cu2+、Cd2+和

Diamide)的生长能力，结果显示，在 5 mmol/L H2O2 

培 养 条 件 下 ， 三 种 菌 株 的 生 长 状 况 无 差 异     

(图 8-A)，在含 0.5 mmol/L 的 Cu2+、0.75 mmol/L

的 Cd2+和 1.5 mmol/L 及以上浓度的 Diamide 培养

条件下，Δgr 生长能力相较于 EGD-e 和 CΔgr 均显

著增强(图 8-B，8-C，8-D)。以上结果表明，GR 对

金属离子氧化剂 Cu2+、Cd2+和巯基特异性氧化剂

Diamide 均敏感，GR 缺失后抗氧化能力显著增强，

这一结果与已知 Grx 系统抗氧化的结论[9]相反，2.4 

 

 
 

图 8.  EGD-e、Δgr 和 CΔgr 在 H2O2 (A)、Cu2+ (B)、Cd2+ (C)和 Diamide (D)氧化应激条件下稀释点板 

Figure 8.  Oxidative tolerance of wild-type EGD-e and gr mutants exposed to different concentrations of H2O2 (A), 
Cu2+ (B), Cd2+ (C) or Diamide (D). 
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试验结果表明，GR 受 Grx 负调控，而缺失 Grx

已被证实可以增加氧化应激的耐受性[21]，我们猜

测李斯特菌能通过缺失 GR 而代偿性地上调某些

与氧化耐受性相关的氧化酶来增加其自身对于氧

化耐受性的能力，而 GR 能够负调控细菌氧化应

激的耐受性。 

2.6  上皮细胞 Caco-2 黏附和侵袭试验及巨噬细胞

RAW264.7 增殖试验分析 

单增李斯特菌在进入消化道后，首先入侵肠

道上皮细胞，上述试验结果表明，GR 缺失后细菌

抗氧化能力显著增强，为进一步探究 GR 对于细

菌感染细胞生物学所起到的功能，我们首先检测

了 3 种菌株在 Caco-2 中的黏附、侵袭能力。试验

结果显示在 Caco-2 细胞中，Δgr 的黏附率(图 9-A)

及侵袭率 (图 9-B)均显著多于 EGD-e 和 CΔgr 

(P<0.05)。细菌入侵巨噬细胞后，细胞会立即释放

大量 ROS 抵御细菌入侵，可见细菌的抗氧化能力

对于是否能成功感染宿主细胞极其重要[33]。为进

一步探究 GR 在细胞增殖中所发挥的作用，我们

检测了 3 种菌株在 RAW264.7 中的增殖能力，试

验结果显示，在 RAW264.7 细胞内增殖 0.5 h、2 h、

5 h 和 8 h 后，Δgr 的增殖率均显著多于 EGD-e 和

CΔgr (图 9-C)，细胞试验结果与氧化应激结果一

致。上述结果证明，GR 能介导细菌毒力因子调控，

从而影响细菌细胞感染的能力。 

3  讨论 

本研究构建了 gr 基因的缺失株、回补株及荧

光素酶报告基因，并通过分子生物学、应激生物

学、细胞生物学等手段，比较单核细胞增多性李

斯特菌和突变株间的运动性、体外生长能力、抗

氧化应激能力、细胞黏附、侵袭、增殖能力及生

物学特性，结果显示，缺失 GR 后细菌的运动性、

抗氧化应激、细胞感染能力均能显著增强，本研

究为下一步深入研究鞭毛调控系统、谷氧还蛋白

系统应激作用机制等奠定了扎实的基础。 

本文证实了缺失 GR 不影响李斯特菌生长速

率，但在 30 °C 时能使细菌的运动性增强这一现

象，我们推测 GR 影响了鞭毛相关基因表达水平。

细菌运动性受到温度以及鞭毛这两部分的控制，

单增李斯特菌在 37 °C 以上温度不形成鞭毛，而在

30 °C 以下温度形成鞭毛[23]。degU 基因能结合 

 

 
 

图 9.  EGD-e、Δgr 和 CΔgr 在 Caco-2 的黏附率(A)和侵袭率(B)及 RAW264.7 增殖(C)分析 

Figure 9.  Analysis of adhesion (A) and invasion (B) in Caco-2 and infection of wild-type EGD-e and gr mutants 
in RAW264.7 macrophages (C). 
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gmaR 的启动子 fliN-gmaR 使下游基因转录，gmaR

能与 mogR 结合，mogR 在高温时通过结合鞭毛基

因的启动子区可使鞭毛基因转录受到遏制。有报

道称，TrxA 与鞭毛关键蛋白 MogR 之间存在互作，

参与鞭毛合成[12]。谷胱甘肽合成酶负责铜绿假单

胞菌中 GSH 的生物合成，缺失谷胱甘肽合成酶后

影响铜绿假单胞菌鞭毛的形成[34]。谷胱甘肽合成

酶和 GR 均与谷胱甘肽有关，但从目前来看两者

的调控方式以及发挥的功能均不同。GR 是谷氧还

蛋白系统(Grx)中重要的一部分，和谷氧还蛋白一

同参与细菌的氧化还原修饰，并且能将氧化型的

谷胱甘肽还原为还原性的谷胱甘肽。而谷胱甘肽

合成酶(GshF)不属于谷氧还蛋白系统，主要参与

细菌中谷胱甘肽的合成，并且 GshF 会受到谷胱甘

肽的反馈抑制。因而，可以简单概括为：GshF 主

要参与细菌中 GSH 的来源，而 GR 以及 Grx 属于

GSH 发挥功能的“载体”。基于我们的研究初步证

实，GR 和 GshF 调控李斯特菌鞭毛合成的作用方

式完全相反。缺失 GshF 鞭毛运动性降低，而本文

缺失 GR 能使鞭毛运动性增强，两者对于细菌运

动性的贡献完全相反。缺失 gshF 后，鞭毛合成促

进基因 gmaR 以及鞭毛丝蛋白基因 flaA 的转录水

平显著降低；鞭毛抑制基因 mogR 以及鞭毛分泌

系统蛋白基因 fliI、fliP、fliQ 等转录水平却上调，

从而综合引起鞭毛合成受阻，运动能力下降。相

反，缺失 GR 导致运动能力增强，且鞭毛基因转

录水平升高，我们推测 GR 可能也通过抑制 DegU

及 GmaR 的转录从而增强 MogR 对鞭毛合成抑制，

也可能通过调节 Grx 系统相关基因来控制鞭毛运

动性，比如 GR 催化 GSH 还原为鞭毛基因的氧化

还原修饰提供环境。但具体的分子机制尚待进一

步研究。因此，我们后续将针对 GR、Grx 系统相

关基因以及 GshF 在调控鞭毛基因合成及运动中

的差异机制进行深入探索，为完善李斯特菌氧化

还原蛋白家族调控修饰细菌在环境适应和宿主感

染过程发挥的机理奠定基础。 

此前本实验室将 EGD-e 和 Δgr 进行转录组分

析得知，缺失 grx 后，gr 转录水平差异显著[21]。

本研究通过构建 gr 的荧光报告子导入到 Δgrx 中，

通过荧光定性和定量试验证明了 GR 自身转录水

平确实受 Grx 的负调控。Grx 系统由 NADPH、GR、

谷胱甘肽(GSH)、Grx 组成[7–8]。GR 和 Grx 的活性

位点均包含保守的基序 Cys-XX-Cys，蛋白质的巯

基-二硫键氧化还原状态的变化对于控制蛋白质

功能也很重要。细菌 Grx 系统在环境适应和宿主

感染过程中具有功能多样性。Grx 能在 DTT 作为

供体的情况下有效催化胰岛素的巯基-二硫键氧

化还原，缺失 Grx 可提高细菌耐受性和存活力，

促进细菌在细胞内的增殖能力。缺乏 gshB 会导致

生长速率降低，并对氧化应激敏感性更高。GSH

可以减少细胞二硫键，GR 可还原谷胱甘肽二硫化

物[35–36]。GR 不仅能通过催化 GSH 还原从而在氧

化还原调节中起到重要作用，还能促进中性粒细

胞杀菌活性[37–38]。本研究证实，GR 自身转录水平

受 Grx 的负调控，而 GR 与 Grx 在氧化应激、胞

内侵袭、侵袭、增殖、运动性等功能上均表现出

相似的特性。缺失 GR 后细菌毒力增强，我们推

测，GR 可能通过降低细菌的毒力而更好地减少宿

主对它的抵抗，增强隐蔽性，有利于其长期定植

于细胞中。基于此研究基础，我们推测 GR 生物

学特性与 Grx 相似，且 Grx 已证实对细菌毒力因

子内化素 A 和内化素 B 存在影响，我们猜测 GR

也介导了细菌毒力因子的调控，为了证实这一猜

想，下一步我们将深入探索 GR 与 Grx 系统调控

关联机制并研究 GR 如何通过 Grx 系统调控细菌

毒力因子、鞭毛系统、氧化应激的相关机制。本
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研究有助于深入理解李斯特菌氧化还原系统重要

蛋白的调控关系以及通过参与诸多生物学过程介

导细菌在宿主内外环境中的适应机制，对于防控

食源性胞内菌感染和保障人类公共卫生具有重要

意义。 
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monocytogenes 

Jieting Lv#, Jing Sun#, Guanghui Zheng, Yue Han, Jiongze Cheng, Houhui Song*, 
Changyong Cheng* 
Key Laboratory of Applied Technology on Green-Eco-Healthy Animal Husbandry of Zhejiang Province, College of Animal 
Science and Technology & College of Veterinary Medicine, Zhejiang A&F University, Hangzhou 311300, Zhejiang Province, 

China 

Abstract: [Objective] The important foodborne bacterial pathogen Listeria monocytogenes uses the glutaredoxin 

(Grx) system to defend the oxidative stress during environmental adaption. Here, we explore biological 

characteristics of the glutathione reductase (GR) during bacterial infection. [Methods] We constructed the gr 

deletion and complementation strains to compare the abilities in bacterial growth, motility, oxidative tolerance and 

cellular infection. Besides, the gr promoter-based fluorescent report system (FRS) was genetically obtained to 

further study regulation of gr by Grx. [Results] Our data show that deletion of gr did not affect bacterial growth but 

enhanced the capability of swarming. Additionally, lack of gr significantly increased oxidative tolerance of bacteria 

under Cu2+ and Cd2+ stress, as well as increased efficiencies of intracellular infection in Caco-2 and RAW264.7 

cells. Importantly, transcription of gr was negatively regulated by Grx. [Conclusion] The glutathione reductase 

plays a critical role in bacterial flagella-based swarming motility and correlates a regulatory relationship with the 

Grx system. Also, GR plays a non-classical role in bacterial oxidative resistance and intracellular infection. This 

study will expand our understanding of the redox regulatory mechanisms exploited by intracellular bacteria during 

adaption outside the environment and inside the host, which provides novel strategies to prevent and control the 

foodborne diseases. 

Keywords: Listeria monocytogenes, glutathione reductase, swarming motility, oxidative tolerance, bacterial 

infection 
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