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摘  要: 首先构建一个以 gfp(green fluorescence protein)为报告基因的自杀质粒 pEVP3-SDGFP, 将
肺炎链球菌基因组 DNA的随机酶切片段(200 bp~800 bp)克隆到该质粒 gfp基因上游的多克隆位点, 
得到约 58000 个含有肺炎链球菌基因组 DNA 随机酶切片段的重组子, 提取质粒即为质粒库, 该库

大约覆盖肺炎链球菌基因组全长的 5 倍, 插入率达到 90%以上, 且有较强的随机性, 质量较高。将

该质粒库转化入肺炎链球菌 TIGR4 菌株, 带有随机片段的报告质粒通过同源重组的方式将 gfp 基

因融合于细菌染色体上该随机片段之后, 利用质粒的抗生素抗性基因筛选出重组菌株, 从而构建

出相应的菌株库, 共获得包含约 500000 个肺炎链球菌转化子的菌株库, 经体内、外实验表明, 其
包含插入了 S. pn 体内、外表达基因片段的细菌, 可以报告特定条件下的基因表达, 并可通过流式

细胞仪识别、分选。该文库的构建为进一步利用差异荧光诱导技术筛选肺炎链球菌体内诱导基因

奠定了基础。 
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Abstract: Firstly a suicide plasmid pEVP3-SDGFP which employed gfp as a reporter gene was constructed. 
DNA fragments of S. pneumoniae TIGR4 were cloned upstream of the promoterless green fluorescence pro-
tein (gfp) gene in pEVP3-SDGFP and a plasmid library which includes 58000 recombinants was constructed. 
Considering insert DNA orientation and insert size, this library represents 5 coverages of the 2.2 Mb S. 
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pneumoniae genome. 90% of these clones had DNA fragments of S. pneumoniae and the library is random. 
Then this plasmid library was transformed into TIGR4. Through recombination, the plasmid DNA which in-
cludes the random DNA fragments was placed behind the homologous sequence of the genomic DNA of S. 
pneumoniae. The recombinants were screened according to the antibiotic gene in plasmid, and the S. pneu-
moniae library was obtained. This library includes 500000 S. pneumoniae transformants. Analysed by fluo-
rescence microscope and flow cytometry, this S. pneumoniae library contains both the in vivo-induced gene 
fragments and in vitro-expressing fragments which can be reported by GFP. So this promoter-trap library 
can be used in analyzing the in vivo-induced gene of S. pneumoniae by differential fluorescence induction. 

Keywords: Streptococcus pneumoniae, Green fluorescence protein, Promoter-trap library

肺炎链球菌是一种重要的条件致病菌, 它从鼻
腔进入血液并引起菌血症、肺炎和脑膜炎等严重并

发症的机理并未完全清楚。细菌进入机体并生存下

来, 它必须要抑制一些基因的表达, 同时也要激活
一些基因的表达以适应完全不同的环境, 这些在体
内激活表达的基因也叫体内诱导基因, 很可能是细
菌致病的关键因素。因此找出这些基因, 不仅能阐
明其在致病中的作用, 还能阐明其在引起的不同疾
病(菌血症、肺炎和脑膜炎)中的作用, 为筛选抗菌药
物作用靶点及蛋白疫苗候选基因提供依据。 

鉴定细菌体内诱导基因的方法包括体内表达技

术(in vivo expression technology, IVET), 标签变异技
术(signature-tagged mutagenesis, STM)和基因芯片技
术(microarray chip technology)等, 基因芯片技术具
有不需要繁杂的后续步骤即可鉴定出差异表达的基

因, 且能同时检测出转录诱导和转录抑制的基因等
优点, 然而不能从感染组织内得到足够的RNA是限
制该法应用的瓶颈。差异荧光诱导技术(differential 
fluorescence induction, DFI)是一种体内表达技术[1], 
在分析弱启动子和瞬时表达的启动子方面优于其它

IVET, 还能对单个细菌内基因的表达水平进行相对
定量, 另外它不干扰细菌在宿主体内的侵袭、扩散
和增殖过程 [2,3], 且该技术比STM和其他IVET更加
简便可行, 结果更直观, 因此它是筛选体内表达基因
的有力工具, 已用于多种病原菌的致病机理研究[4,5]。

本研究旨在构建一个包含无启动子序列报告基因的

启动子诱捕文库 , 为采用DFI技术筛选肺炎链球菌
体内诱导基因奠定基础。 

1  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

TIGR4(ATCC-BAA334), 购自美国 ATCC 微生物菌
种保存中心。大肠杆菌 DH5α, 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。质粒 pEVP3：
筛选标志为氯霉素抗性基因 cat, 本室保存。 
1.1.2  培养基：C+Y 半合成培养基, 含 0.5% Yeast
提取物, 用于肺炎链球菌的培养; TSA 血平板, 含
5%羊血和 2.5 μg/mL 氯霉素, 用于转化后肺炎链 
球菌的筛选 ;  LB 培养基 ,  氨苄青霉素终浓度为 
150 μg/mL, 用于DH5α(含 pGreenTIR)的培养; LB培
养基 , 氯霉素终浓度为 25 μg/mL, 用于 DH5α(含
pEVP3)的培养。 
1.1.3  动物：BALB/c小鼠, 雌性, 18 g~22 g, 购自
重庆医科大学实验动物中心。 
1.1.4  试剂：质粒小、大量抽提试剂盒、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聚合酶购自上海生工生物工
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- 
stimulating peptide 2, CSP2)由挪威生命科学大学
Håvarstein LS惠赠。 
1.1.5  仪器：美国 BD 公司 FACS Calibur 流式细 
胞仪。 

1.2  方法 
本研究技术路线见图 1。 

1.2.1  重组质粒 pEVP3-SDGFP 的构建与鉴定：分

别增菌大肠杆菌 DH5α(含 pGreenTIR)和 DH5α(含

pEVP3), 提取质粒 DNA。同时用 BamHⅠ酶切质粒

pEVP3(单酶切)和 pGreenTIR(ENH-SD-EGFP上下游

各 1个酶切位点), 取 pEVP3酶切后去磷酸化产物和 
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图 1  肺炎链球菌启动子诱捕文库构建示意图 
Fig. 1  Strategy for construction of promoter-trap library 
in S. pn 

 
pGreenTIR 约 800 bp 片段回收产物按一定比例于
16°C、过夜连接 ,  转化入大肠杆菌感受态细胞 ,  
25 μg/mL 氯霉素 LB 平板筛选, 过夜培养。阳性菌
落增菌后提取质粒 , 通过 PCR、酶切及测序鉴定
(PCR 及测序引物均为 pEVP3 多克隆位点两侧测序

引物 P1：5′-GTTGAAACTGCTGGTGCTCTTAA-3′, 
P2：5′-TGCTTTCACTTTATTATCTTGG-3′)。 
1.2.2  肺炎链球菌 TIGR4 基因组 DNA 提取、酶切

及胶回收：从−70°C 冰箱中取出保存的肺炎链球菌
TIGR4,  室温融化后取 50 μL 菌液加入到盛有 
100 mL C+Y培养基的灭菌三角烧瓶中, 37°C过夜培
养 ,  勿振摇 ,  至对数生长期的中晚期时收获细菌 , 
按照试剂盒说明书操作提取细菌 DNA。0.8%琼脂糖
凝胶电泳观察DNA的完整性, 用蛋白核酸分析仪分
析 DNA的质量和含量。用 Sau3AⅠ酶切肺炎链球菌
TIGR4 基因组 DNA, 1.5%琼脂糖电泳 ,  胶回收 
200 bp~800 bp的片段。 
1.2.3  含肺炎链球菌基因组 DNA 随机片段的质粒

库的构建：将含质粒 pEVP3-SDGFP 的大肠杆菌
DH5α 接种于含 25 μg/mL 氯霉素的 LB 培养基中, 
37°C 过夜振荡培养, 按质粒大量抽提试剂盒说明书
操作提取质粒 DNA。用 BglⅡ酶切该质粒, 直接过
柱纯化酶切产物。CIAP去磷酸化(100 μL反应体系), 
直接过柱纯化去磷酸化产物。 

采用 TaKaRa公司的 DNA连接试剂盒, 将细菌
基因组 DNA随机片段与去磷酸化的 pEVP3-SDGFP
片段按一定比例经 16°C、过夜连接, 同时做阴性和
自身环化对照。以此产物转化大肠杆菌 DH5α 感受
态细胞, 热休克后直接铺于含 25 μg/mL 氯霉素的
LB平板上, 37°C孵育 24 h, 计数平板上的菌落。 

收集平板上所有菌落于含有 LB 培养基的无菌
EP管中, 直接按质粒小量抽提试剂盒说明书提取质
粒 DNA, 得到含肺炎链球菌基因组 DNA 随机片段
的质粒库。用蛋白核酸分析仪分析 DNA 的质量和 
含量。 

如上操作做多次重复, 并随机挑取平板上的单
个克隆作插入率鉴定。 
1.2.4  质粒文库的质量鉴定：1) 插入率鉴定：用牙
签随机挑取平板上的独立克隆 , 于分装有 20 μL 
ddH2O的 1.5 mL EP管中, 沸水中 5 min, 以此为模板, 
用质粒pEVP3多克隆位点两侧测序引物P1、P2进行
PCR鉴定, pEVP3-SDGFP为对照。1.5%琼脂糖电泳, 
观察电泳条带的位置 , 若PCR产物位置高于对照 , 
表明含插入片段; 若PCR产物与对照在同一泳动位
置, 表明没有片段插入。 

2) 随机性分析：随机抽取上述 30个质粒的 PCR
产物(引物为 P1、P2), 先用 P1为引物正向测序, 若
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片段较长再用 P2反向测序。计算插入片段的平均长
度, 并用 DNAssist 软件分析结果, 以了解插入片段
的重复情况。同时为进一步了解片段的插入方向 , 
将测序结果到 Internet (http://www.ncbi.nlm.gov/ 
BLAST/)上与肺炎链球菌 TIGR4 全基因组序列做
Blast分析。 
1.2.5  可用GFP报告基因表达的肺炎链球菌菌株库

的构建：1) 启动子诱捕文库的构建：肺炎链球菌的
转化及筛选参见Lee等的文章[3], 本实验做了适当修
改。取−70°C保存的TIGR4菌株 500 μL培养于 10 mL 
C+Y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(OD550=0.09~ 0.1), 加入
CSP2 10 μL, 加入质粒库 10 μL, 37°C孵育 90 min, 
系列稀释后, 铺于含氯霉素(2.5 μg/mL)的TSA血平
板上, 37°C孵箱培养 16 h~18 h, 计数平板上的菌落, 
同时收集所有菌落, 得到可用GFP报告肺炎链球菌
基 因 表 达 的 菌 株 库 ,  2 0 % 甘 油 − 7 0 ° C 
保存。 

2) 启动子诱捕文库的初步分析：通过体内和体
外实验, 验证文库是否包含了体内外表达的肺炎链
球菌基因片段。 

体外试验：将菌株库接种于 C+Y培养基中培养
至对数生长期中晚期, 取出 1 mL细菌 5000 g离心 
5 min后, 弃上清, 用 PBS重悬。取其中一部分置于
荧光显微镜下, 蓝光激发, 20倍物镜下观察并照相。
剩余部分稀释 10倍后用流式细胞仪分析, 488 nm激
发, 检测有无发荧光的细菌。 

体内试验：选取体重在 18 g~22 g 的雌性
BALB/c小鼠 6只, 随机分为 2组(实验组和对照组)。
将菌株库接种于 C+Y 培养基中培养至对数生长期
中晚期 ,  腹腔注射感染实验组小鼠 ,  每只小鼠 
0.4 mL(约 1×108 CFU)。同时用未转化的肺炎链球菌
TIGR4, 同样感染对照组小鼠。24 h后处死小鼠, 心
脏取血, 取其中大部分经 10 倍浓缩后, 荧光显微镜
下观察。剩余部分经 10倍稀释后用流式细胞仪同上
分析。 

2  实验结果 

2.1  重组质粒 pEVP3-SDGFP 的构建与鉴定 
PCR、酶切鉴定结果分别见图 2、图 3, 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 TTAACTTTA、
核糖体结合位点 SD序列。证明质粒构建成功。 
 

 
 
图 2  重组质粒 pEVP3-SDGFP 的 PCR 鉴定结果 
Fig. 2  Recombined plasmid pEVP3-SDGFP identified by 
PCR 
1: Products of PCR; M: Molecular size marker 
 

 
 
图 3  重组质粒 pEVP3-SDGFP 的酶切鉴定结果 
Fig. 3  Recombined plasmid pEVP3-SDGFP identified by 
restriction enzyme 
1: Correct ligation; 2~3: Incorrect ligation; M: Molecular size 
marker 

 
2.2  肺炎链球菌基因组 DNA 随机片段的获得 

为了获得 200 bp~800 bp的肺炎链球菌 TIGR4

基因组 DNA 随机片段, 用 Sau3AⅠ进行部分酶切时, 

需要调整酶量、DNA量、反应时间, 选择最适反应

条件。结果表明要获得 200 bp~800 bp范围的 DNA

片段, 最适酶量为 2 U/µg DNA~3 U/µg DNA, 反应

时间 12 h~18 h(图 4)。在此基础上进行大量酶切, 电

泳, 胶回收 200 bp~800 bp范围的 DNA片段。 

2.3  含肺炎链球菌基因组 DNA 随机片段的质粒

库的构建 
将报告质粒 pEVP3-SDGFP 酶切后去磷酸化片

段与肺炎链球菌 TIGR4 DNA随机片段 X按 1：3~10

的比例连接, 转化大肠杆菌 DH5α, 共获得约 58000  



1996 微生物学通报 2008, Vol.35, No.12 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 4  Sau3AⅠ酶切肺炎链球菌 TIGR4 DNA 结果 
Fig. 4  Sau3A I partial digestion of TIGR4 genomic DNA 
1: TIGR4 genomic DNA/Sau3A I; M: Molecular size marker 
 
个转化子 , 收集这些克隆 , 提取质粒 , 即为含肺炎
链球菌基因组 DNA 随机片段的质粒库(pEVP3-X- 
SDGFP), 每次转化的自身环化对照为 1~2个菌落。
每次提取的质粒混合后为 1个亚库, 共 8个亚库。 

2.4  质粒文库质量鉴定 
2.4.1  文库的容量：肺炎链球菌的基因组全长约为

2.2 Mb, 获得约 58000 个克隆, 考虑到片段平均大
小(400 bp)和片段插入方向 , 我们的文库大约覆盖
基因组全长的 5.3倍(58000×400 bp/2.2 Mb /2)。 
2.4.2  文库的插入率：随机挑取的 80个独立克隆中, 
有 5个克隆 PCR产物与对照在同一泳动位置, 表明
没有随机片段插入; 另有 2个克隆经 PCR后无条带
出现, 可能为污染菌落, 其余 73 个克隆含有插入片
段, 文库插入率达到 90%以上, 质量较好。部分 PCR
结果见图 5。 
2.4.3  文库的随机性：随机抽取 30个含有插入片段
质粒的 PCR 产物(引物为 P1、P2), 用 P1 为引物正
向测序时, 有 22个测出了插入片段的全部序列。剩
余 8个再用 P2反向测序, 经数据处理后得到全部序

列, 30个质粒中插入片段平均长度为约 400 bp。用
DNAssist 软件做 Alignment 分析, 有 3 对序列完全
相同。然后再到 Internet上与肺炎链球菌 TIGR4 全
基因组序列做 Blast分析, 结果所有片段均与 TIGR4
全基因组序列吻合, 同源性 99%以上, 其中正向插
入 13个, 反向插入 17个。 
 

 
 
图 5  质粒库插入片段 PCR 分析 
Fig. 5  PCR analysis of the library inserting fragments 
1~13: PCR analysis of the library(All of the plasmid in the labrary 
have inserting fragment, except for lane 1, 8); 14: PCR product of 
pEVP3-SDGFP; M: Molecular size marker 
 
2.5  肺炎链球菌菌株库的构建 
2.5.1  可用 GFP 报告肺炎链球菌基因的菌株库的

获得：将 8 个亚质粒库各取一部分, 分别转化肺炎
链球菌 TIGR4, 每个亚库约 50000~70000个转化子, 
共得到约 500000个转化子, 此即为肺炎链球菌启动
子诱捕文库。 
2.5.2  启动子诱捕文库的初步分析：体内外试验均 
表明, 在体内外环境下, 荧光显微镜下均可见到少 
量发荧光的细菌, 图 6。同时流式细胞仪上分析也发 
现既有发荧光的细菌, 又有不发荧光的细菌, 见图 
7。表明该启动子诱捕文库的细菌中部分插入了 S. pn 
体内一定条件下表达的基因片段, 部分插入了 S. pn  

 

 
 

图 6  肺炎链球菌启动子诱捕文库的荧光显微镜观察 
Fig. 6  Fluorescence of S. pn promoter-trap library 

A: TIGR4 in vivo; B: S. pn promoter-trap library in vitro; C: S. pn promoter-trap library in vivo 
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图 7  肺炎链球菌启动子诱捕文库的流式细胞仪分析 
Fig. 7  Analysis of S. pn promoter-trap library by flow cytometry 

Note: A: TIGR4 in medium C+Y; B: S. pn promoter-trap library in medium C+Y; C: S. pn promoter-trap library in mice blood 
 
体外一定条件下表达的基因片段, 且能被流式细胞
仪筛选、识别。 

3  讨论 

构建报告病原菌体内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。本实验构建的启动子诱捕文库中的报告基因

GFP 前面没有启动子, 它只能通过上游启动子来表
达, 若上游基因不表达, 它也不表达。其次, 要让报
告基因能正确、高效反映上游基因的表达情况, 报
告基因的上游必须含有翻译起始序列(TIR)。本实验
构建的文库载体中, 报告基因前存在由翻译增强子
(ENH)和核糖体结合位点(SD)组成的翻译起始序列, 
无论报告基因上游插入什么序列, 都不用考虑其与
gfp 的连接情况, 而且即便是中等强度或弱启动子, 
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。 

文库质量取决于文库的容量、插入率以及随机

性。按照公式N＝ln(1−P)/ln(1−f)[6]计算本课题构建

的质粒文库中任何一段DNA序列出现的机率。式中
N是必须的重组子数目, P是任何一段DNA序列出现
的机率, f是重组克隆DNA片段的平均大小与基因组
大小的比值。肺炎链球菌基因组随机酶切片段的平

均大小为 400 bp, 肺炎链球菌的基因组全长约为 2.2 
Mb, 若要求特定基因序列在文库中出现的机率为
99%, 所需重组子数约为 40000 个, 我们共获得约
58000 个大肠杆菌克隆, 考虑到片段插入方向和片
段平均大小(400 bp), 我们的文库大约覆盖基因组
全长的 5 倍, 而且 90%以上的克隆含有插入的随机
片段, 表明文库有足够的容量, 质量较好。由于文库
中某些克隆的复制要强于另一些克隆, 随着文库的
复制和扩增, 会随之出现偏性。有的研究者为了防
止文库在大肠杆菌内扩增时的偏性, 直接用连接产
物转化宿主菌[7], 但是这样可能会漏掉一些融合子。
在本研究中需采用两次转化, 即转化大肠杆菌提取
质粒后, 再转到宿主菌肺炎链球菌中, 在用连接产
物转化大肠杆菌DH5α时, 省略了在LB液体培养基
中孵育这一步(通常做转化时, 为了获得更多的转化
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子, 需要在LB中培养 1 h), 热休克后直接铺抗生素
平板, 以尽量避免这种偏性, 保证文库的复杂性。 

在构建启动子诱捕文库过程中, 以下几点值得
重视：1) 构建一种细菌的克隆文库, 首先要提取足
够量的高质量 DNA。因此我们用细菌基因组 DNA
提取试剂盒制备肺炎链球菌染色体 DNA, 并分析其
含量和纯度。2) 载体 pEVP3-SDGFP用限制性内切
酶消化后, 用碱性磷酸酶 CIAP 尽可能脱去 5′端磷
酸以防止自身环化, 减少背景克隆。我们用 CIAP去
磷酸化后的载体做对照, 每次仅有 1~2 个克隆, 有
效地防止了载体的自身环化。3) 调整染色体 DNA
随机酶切片段与载体的比例, 以保证随机酶切片段
最大限度地与载体连接。4) 为了获得足够的库容量, 
大肠杆菌感受态细胞的转化率很关键, 新鲜制备的
感受态细胞 4°C 放置过夜后转化率比冻存的要高, 
因此每次转化都采用新鲜制备 4°C 放置过夜的感受
态细胞。  

该文库经过体内和体外实验表明, 其包含插入
了 S. pn体内、外表达基因片段的细菌, 可以报告在
特定条件下的基因表达, 并且可通过流式细胞仪识
别、分选。我们已经用该文库筛选并鉴定了 20多个
在体外不表达、只在小鼠血液和肺内表达的基因(结
果未提供), 目前正在对其中部分基因进行功能研
究。因此该启动子诱捕文库的成功构建, 为进一步 

利用差异荧光诱导技术筛选肺炎链球菌体内诱导基

因奠定了良好的基础。 
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