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细菌 sRNA 调控靶标的双质粒筛选系统构建

王洪洋　胡利华

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室/蛋白质组学平台(中心),武汉４３００７０

摘要　以pMycVec１/pMycVec２载体为基础,构建了筛选和鉴定细菌sRNA 调控靶标的双质粒系统.对

pMycVec２载体的多克隆位点进行改造,并加入强启动子rrnBp 和有效转录终止子,获得可定向克隆和转录

sRNA的质粒pMycVec２ＧD;对pMycVec１载体的多克隆位点进行改造,并加入弱启动子Pwk和有效转录终止子,

获得了分别用报告基因lacZ 和GFP 来检测sRNA 靶标序列翻译水平的质粒pMycVec１ＧlacZ 和pMycVec１Ｇ
GFP.最后,利用２对已知的sRNA与其调控靶标 MicC/ompC mRNA和 MicF/ompF mRNA ,通过βＧ半乳糖

苷酶活性和菌体荧光值检测,表明双质粒系统能有效检测sRNA与调控靶标的互作.
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　　非编码小 RNA(smallnonＧcodingRNAs,sRＧ
NAs)是新近发现的基因表达调控子,广泛参与细胞

的生理代谢活动[１Ｇ３].在细菌中,第一个发现证实的

sRNA 是 ６SRNA,由ssrS 基 因 编 码,能 直 接 与

RNA聚合酶的σ７０互作,负调控依赖于σ７０的启动

子,参与生长稳定期的细菌对营养缺乏环境的适

应[４Ｇ７].随后,发现大肠杆菌的sRNACsrB能够通

过 GGA识别模体与调控 mRNA 翻译及稳定性的

RNA结合蛋白 CsrA 发生相互作用并调控其活

性[８].随着测序技术和生物信息学的发展,越来越

多的sRNAs及其调控靶标被发现[９Ｇ１１].通过sRＧ
NA与其 mRNA靶标的序列同源性、相互作用的热

动力学参数等生物信息学方法预测调节外膜蛋白

(outer membraneprotein,OMP)mRNA 表 达 的

sRNA 有 十 几 种,如 MicA、MicC、MicF、InvR、

RybB、SdsR、MicM、VrrA、RnaG 等[１２].利用缺陷

型μ噬菌体(Mud),使其末端携带５′端缺失的lacZ
基因,通过构建 MudＧlac融合体发现在氧化压力条

件下 OxyS表达量明显增加,且与靶标fhlA 发生

相互作用[１３].利用微阵列技术比较分析大肠杆菌

sRNARyhB异常表达与野生型细胞的表达谱,显
示来自１８个操纵子的５６个基因可能是 RyhB的靶

标[１４].sRNA 抑 制 靶 mRNA 的 翻 译 却 不 影 响

mRNA的丰度,可用转录组学结合蛋白质组学方法

分析sRNA识别的靶标,如sRNA MicA 调控的靶

标ompA mRNA 以及毒力调 控 因 子 的 靶 标rot
mRNA就是用该方法发现的[１５].

对各种途径筛选预测的sRNA 及其靶标,需要

通过实验进一步验证其相互作用.但绝大部分sRＧ
NAs功能尚不清楚,其调控靶标的鉴定进展缓慢,
目前主要采用体外鉴定方法.通过凝胶迁移率阻滞

实验(electrophoreticmobilityshiftassays,EMSA)
和趾纹分析(toeprintinganalysis)证明sRNA 可阻

断核糖体与翻译起始位点的结合.而体内有效的筛

选和鉴定sRNA及其调控靶标的方法亟待发掘[１６].
耻垢分枝杆菌中对sRNA 的研究才开始,目前仅发

现sRNA MS１的调控靶标为 RNA聚合酶核心复

合体[１７].本研究基于细菌中大部分sRNA 通过

在靶标 mRNA 的 RBS附近与 mRNA 发生不完

全碱基配对而影响翻译的特点[１８],以大肠杆菌和

分枝 杆 菌 穿 梭 载 体 pMycVec１/pMycVec２ 为 基

础,构建了一个分枝杆菌sRNA 调控靶标双质粒

筛选系统,以期用于鉴定分枝杆菌中sRNA 的调

控靶标.
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1　材料与方法

1.1　材料

耻垢分枝杆菌M．smegmatismc２１５５菌株为华

中农业大学蛋白质组学平台保存和提供,大肠杆菌

DH５α、BL２１(DE３)和 DH１０B 菌株购买于 StrataＧ
gene.本研究所使用的酶类以及相关试剂购自

NewEnglandBiolabs或 TaKaRa公司.实验所涉

及到的载体和引物分别见表１和表２.引物合成与

测序由Invitrogen公司完成.
表１　实验涉及的质粒

Table１　Plasmidsusedinthisstudy

质粒

Plasmid
抗性

Resistance
表型或特征

Phenotypeorfeature
来源

Source
pMycVec１ Kan Cloningvector,pAL５０００origin,ColE１origin [１９]
pMycVec２ Hyg Cloningvector,pJAZ３８origin,ColE１origin [１９]
pGOAL１７ Amp lacZtemplate [２０]

pMV２６１ＧMsTAGＧGFP Kan GFPtemplate,pAL５０００replicon [２１]

pRomoter
pMycVec２ＧD

pMycVec１ＧlacZ
pMycVec１ＧGFP

Chlo
Hyg
Kan
Kan

p１５Aorigin,Pwkpromoter
ExpressionvectorforsRNA

ExpressionvectorforthetargetsofsRNA
ExpressionvectorforthetargetsofsRNA

[２２]
本研究构建 Thisstudy
本研究构建 Thisstudy
本研究构建 Thisstudy

表２　本研究所用PCR引物

Table２　PrimersusedforPCRamplification

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)
LacZＧf GAATTCTAGAGGTAGTGGCAGCGGAAGTATGCGCCCAAACATGCAT
LacZＧr GGCGCTCGAGTTATTTTTGACACCAGACCAA

T４g３２TＧf CAAAATAAAAAAGGGGACCTCTAGGGTCCCCAATTAATTAGCTATTAAT
T４g３２TＧr TAATAGCTAATTAATTGGGGACCCTAGAGGTCCCCTTTTTTATTTTGGTAC
MCMＧf GGGCGTTTAAACAAGCTTAAGAATTCACAGCTGCAGG
MCMＧr GGGCTCTAGAGATATCCTAGACTTTTTTGTAACAT
rrnBpＧf AGCGGTTTAAACTTTATGTGAACAACGCGCGC
rrnBpＧr GCGGAAGCTTAAGTTACGTCCTTGGAAACT
GFPＧf TTTATCTAGAGGTAGTGGCAGCGGAAGTATGGTGAGCAAGGGCGAG
GFPＧr GCGGTTAATTAATTACTTGTACAGCTCGTCCA
PlacＧf GCACGTTTAAACTTCTCACTCATTAGGCAC
PlacＧr GATCAAGCTTACGCTGTTTCCTGTGTGA
PwkＧf GGCGGTTTAAACTTGTCGAAGATCTTCGACAACA
PwkＧr CGCGAAGCTTAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT
MicCＧf GGCGAAGCTTGTTATATGCCTTTATTGTC
MicCＧr GGGCTCTAGAAAAAAAAGCCCGGACGAC
MicFＧf GCCGAAGCTTGCTATCATCATTAACTTT
MicFＧr GGGCTCTAGAAAAAAAAACCGAATGCGAGGC
ompCＧf GCGCAAGCTTTGCCGACTGATTAATGAGG
ompCＧr TGATTCTAGATGGGACCAGGAGG
ompFＧf GCGCAAGCTTAGACACATAAAGACACCAAACTC

　注:引物的酶切位点用下划线标明.f表示正向引物,r表示反向引物.Note:Restrictionenzymesitesareunderlined．f:Forward

primer;r:Reverseprimer．

1.2　PCR 反应

本研究中所用的 PCR 反应体系如下:０．０２ng
TemplateDNA,２．５mmol/LdNTPs,１０μmol/L正

向引物,１０μmol/L 反向引物,０．３μLTaq DNA
polymerase和 １０×PCR Buffer.PCR 程 序 为:

９４℃预变性５min;随后３０个循环反应:９４℃变性

１min,６０℃退火１min,７２℃延伸１min;最后７２℃
充分延伸１０min.退火和延伸时间可根据所用引

物序列 Tm 值 及 扩 增 DNA 片 段 的 长 度 做 适 当

调整.

1.3　定点突变

利用重叠延伸PCR技术进行定点突变.首先

设计包含突变位点的引物(正、反向)和基因两端特

异引物,然后分别配对,以目标片段为模板、用Pfu
聚合酶进行PCR,准确回收２条目的条带,随后将纯

化后的２份PCR产物进行适量混合使其互为模板和

引物,加入dNTP、Pfu或Taq DNA聚合酶及引物进

行PCR,扩增出具有特异位点突变的基因产物.
1.4　βＧ半乳糖苷酶活性分析

以E．coliDH５α为宿主菌株,按照文献[２３]方

８４
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法对本研究构建的lacZ 质粒进行βＧ半乳糖苷酶活

性分析:将实验菌体培养至对数早期(D６００≈０．８),
离心收获细胞,用PBS缓冲液清洗１次并用ZbuffＧ
er(６０ mmol/L Na２HPO４ 􀅰７H２ O,４０ mmol/L
NaH２PO４ 􀅰 H２ O,１０ mmol/L KCl,１ mmol/L
MgSO４,５０mmol/L巯基乙醇,pH７．０)重悬.测定

细胞D６００值后,取３００μL重悬液加１００μL氯仿,５０

μL０．１％ SDS,２８ ℃孵育５min,随后加入２００μL
４mg/mL的 ONPG(邻Ｇ硝基苯ＧβＧDＧ半乳糖苷,显
色底物),混匀,记录溶液颜色变黄的反应时间t.
加入２００μL１mol/LNa２CO３溶液终止反应,分别

测D４２０和 D５５０值.βＧ半乳糖苷酶活性单位(U)＝
１０００×{(D４２０－１．７５ ×D５５０)/(D６００×V ×t)},式
中,V 为 反 应 中 菌 体 的 体 积,mL;t 为 反 应 时

间,min.
1.5　菌体荧光值检测

以E．coliDH５α为宿主菌株,将含有 GFP相

关质粒的菌株培养至对数期,离心收获细胞,用双蒸

水洗涤２次.样品重悬、铺于玻片上并加盖盖玻片

后,在正置荧光显微镜下观察 GFP蛋白表达情况.
细胞的 GFP荧光值通过多功能酶标仪测定:将细胞

离心并用 PBS缓冲液洗涤２次,样品重悬后吸取

２００μL置于９６孔板中进行测定.

2　结果与分析

2.1　sRNA 表达载体 pMycVec2ＧD 的构建

sRNA 表 达 载 体 pMycVec２ＧD(图 １B)是 在

pMycVec２质粒(图１A)基础上改造而成的.pMyＧ
cVec２质粒具有大肠杆菌复制子COLE１ori和分

枝杆菌复制子pJAZ３８ori,可在大肠杆菌和分枝杆

菌中复制.
为了在pMycVec２中定向插入表达sRNA,对

其多克隆位点(MCS)进行改造.先将hyg 基因内

的EcoRⅠ 位 点GAATTC同 义 突 变 为GAGTTC

　A:pMycVec２质粒图谱;B:pMycVec２ＧD质粒图谱;C:pMycVec２ＧD多克隆位点示意图.A:ThemapofpMycVec２;B:Themapof

pMycVec２ＧD;C:TheschemeofpMycVec２ＧDmultipleconingsite．

图１　克隆sRNA的载体图谱

Fig．１　ThemapofvectorforcloningsRNA

(２０３４位点),消除 EcoRⅠ 酶 切 位 点,避 免 影 响

MCS的 改 造.随 后 对 MCS 进 行 改 造:首 先,将

KpnⅠ(６４７８ 位点)和 PacⅠ (６９１ 位点)之间的

DNA序列用转录终止子T４g３２T 替换,在引入转

录终止子的同时消除XbaⅠ、HindⅢ、EcoRⅠ等酶

切位点;其次,通过PCR加入已构建好的多克隆媒

介(multiplecloningmediator,MCM)[２４],引入分枝

杆菌中基因克隆常用酶切位点 PmeⅠ、HindⅢ、

EcoRⅠ、EcoRⅤ、XbaⅠ和 PacⅠ;然后,在 MCS
前插入强启动子rrnBp 以达到超表达sRNA 的目

９４
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的(图１C).
2.2　sRNA 靶标表达载体 pMycVec1ＧlacZ 和 pMyＧ
cVec1ＧGFP 的构建

　　sRNA 靶标表达载体pMycVec１ＧlacZ(图２B)
和 pMycVec１ＧGFP(图 ２C)是在 pMycVec１ 质粒

(图２A)基础上改造获得的.pMycVec１ 含有与

pMycVec２ 相 容 的 双 复 制 子,即 大 肠 杆 菌 的

pBR３２２ori 和 分 枝 杆 菌 的 pAL５０００ori,可 与

pMycVec２在大肠杆菌和分枝杆菌中共存.

pMycVec１的改造策略与pMycVec２类似.首

先,为 去 除 影 响 MCS 重 新 构 建 的 酶 切 位 点,将

EcoRⅠ(５０３４位点)GAATTC同义突变为GAGTＧ
TC.然后,针对该质粒重新构建一个适合克隆表达

sRNA靶标基因的 MCS(图２D、E):先利用转录终

止子片段T４g３２T 替换ClaⅠ(５３１位点)和PacⅠ
(６３３位点)之间的DNA序列.然后,通过PCR和

　A:pMycVec１质粒图谱;B:pMycVec１ＧlacZ 质粒图谱;C:pMycVec１ＧGFP 质粒图谱;D:pMycVec１ＧlacZ 多克隆位点示意图;E:

pMycVec１ＧGFP 多克隆位点示意图.A:ThemapofpMycVec１;B:ThemapofpMycVec１ＧlacZ;C:ThemapofpMycVec１ＧGFP;D:

TheschemeofpMycVec１ＧlacZmultipleconingsite;E:TheschemeofpMycVec１ＧGFP multipleconingsite．

图２　克隆sRNA靶标的载体图谱

Fig．２　ThemapofvectorforcloningsRNAtarget
酶连方法加入报告基因lacZ 或GFP 以及MCM.
最后引入一个相对较弱的启动子Pwk,得到２个用

于克隆表达sRNA靶标基因的质粒.
2.3　报告基因的表达分析

将pMycVec１ＧlacZ 和pMycVec１ＧGFP 分别转

入大肠杆菌 DH５α,进行报告基因的表达验证.在

５０μg/mL XＧgal的 LB 培 养 液 中,DH５α/pMyＧ
cVec１ＧlacZ 相比 DH５α/pMycVec１有非常明显的

显色(蓝色)反应(图３A),表明报告基因lacZ 编码

的βＧ半乳糖苷酶使含有 XＧgal的培养基变成蓝色,
即lacZ 基因能正确表达.类似的,在荧光显微镜下

观察菌株发光情况,发现 DH５α/pMycVec１ＧGFP
有绿色荧光,而对照菌株 DH５α/pMycVec１没有荧

光产生(图３B),说明报告基因GFP 编码的绿色荧

光蛋白使菌体产生荧光,即GFP 基因也能够正确

表达.

０５
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　A:DH５α/pMycVec１和 DH５α/pMycVec１ＧlacZ 分别在０μg/mLXＧgal和５０μg/mLXＧgal的 LB培养液中的显色反应;B:DH５α/

pMycVec１和 DH５α/pMycVec１ＧGFP 分别在白光和蓝光激发下的显像.A:ColorreactionofDH５α/pMycVec１andDH５α/pMycVec１Ｇ

lacZinLBmediumcontaining０μg/mLXＧgaland５０μg/mLXＧgal,respectively;B:MicroＧimagingofDH５α/pMycVec１andDH５α/

pMycVec１ＧGFPinwhitelightandinblueexcitinglight,respectively．

图３　报告基因的表达分析

Fig．３　Theexpressionofreportergenes

　A:以lacZ 为报告基因双质粒系统的βＧ半乳糖苷酶活性分析;B:以GFP 为报告基因双质粒系统的荧光值分析.A:TheβＧgalactosiＧ

daseactivityanalysisfortwoＧplasmidsystembasedonthereportergenelacZ．B:ThefluorescencevaluesanalysisfortwoＧplasmidsysＧ

tembasedothereportergeneGFP．

图４　双质粒系统功能验证

Fig．４　VerificatingthefunctionoftwoＧplasmidsystem

　　以上结果表明,用于克隆sRNA 调控靶标的质 粒pMycVec１ＧlacZ 和pMycVec１ＧGFP 已经构建成

１５
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功,报告基因lacZ 和GFP 都能够正确表达.
2.4　双质粒系统的功能验证

为了验证本研究构建的双质粒筛选系统,将E．
coli 中 已 经 证 实 的 ２ 对 sRNAs 与 其 调 控 靶 标

MicC/ompC mRNA 和 MicF/ompF mRNA 分别

克隆到双质粒上,转化宿主菌株(E．coliDH５α),检
测报告基因的表达情况,分析sRNA 与其调控靶标

的相互作用.结果显示,以lacZ 为报告基因的双质

粒 系 统,菌 株 pMycVec２ＧDＧMicC/pMycVec１ＧlacZＧ
ompC 和 pMycVec２ＧDＧMicF/pMycVec１ＧlacZＧompF
的βＧ半乳糖苷酶活性明显低于其他２组.pMycVec２Ｇ
DＧMicC/pMycVec１ＧlacZＧompC 降 低 了 １/２ 左 右,

pMycVec２ＧDＧMicF/pMycVec１ＧlacZＧompF 降低了３/４
左右(图４A),说明 MicC和 MicF分别与其调控靶

标ompC 和ompF 发生了相互作用,从而抑制了

lacZ 的表达.
类似的,以GFP 为报告基因的双质粒系统,

pMycVec２ＧDＧMicC/pMycVec１ＧGFPＧompC 和 pMyＧ
cVec２ＧDＧMicF/pMycVec１ＧGFPＧompF 的荧光值也明

显低于其他２组.pMycVec２ＧDＧMicC/pMycVec１Ｇ
GFPＧompC 降低了８/９左右,pMycVec２ＧDＧMicF/

pMycVec１ＧGFPＧompF 降低了 ３/４ 左右 (图４B),
说明 MicC 和 MicF 分别与其调控靶标ompC 和

ompF 发生了相互作用,并抑制了GFP 的表达.综

上,无论使用lacZ 还是GFP 作为报告基因,构建完

成的双质粒系统都能够通过检测报告基因的表达量

来分析sRNA 与靶标的相互作用,并可指示作用的

方向.

3　讨　论

本研究构建了用于细菌sRNA 调控靶标的双

质 粒 筛 选 系 统 (pMycVec１ＧlacZ/pMycVec２ＧD,

pMycVec１ＧGFP/pMycVec２ＧD),并且在大肠杆菌

中进行了有效性验证.报告基因采用了lacZ 和

GFP,研究发现LacZ及 GFP均可监测基因的转录

表达,并且结果一致.另外,这２个报告基因又各具

特点.lacZ 作为报告基因时,既可在培养基中添加

XＧgal通过显色(蓝色)反应定性判断基因的表达情

况,又可通过 ONPG显色底物定量检测βＧ半乳糖苷

酶活性,但是其动态分析能力差、且宿主菌株基因

型、细胞裂解反应及显色底物特性也会对结果产生

影响[２５].GFP 报告基因来自水母(AequoreavictoＧ
ria),具有２个优点:一是不需要外源底物,可不间

断探测荧光以监测基因表达;二是可用流式细胞仪

实时监测活细胞培养物或用荧光显微镜观察单个细

胞的基因表达水平.但是低表达量的 GFP很难被

检测到,是影响分析结果的因素之一.本研究建立

的双质粒筛选系统可以相互验证,具有很好的互补

优势.
本研究建立的双质粒系统在插入启动子元件时

充分考虑了基因转录优化需要.表达sRNA 的质

粒具有一个强启动子rrnBp,以达到超表达sRNA
的目的[２６];表达sRNA调控靶标的质粒则是一个相

对较弱的启动子Pwk,可以保证不同的靶标序列具

有稳定的转录水平.同时,克隆到载体上的靶标

mRNA的序列长度也是影响结果分析的因素.理

想状态下,克隆序列应该包含全部的５′ＧUTR和一

小段编码区;减短有可能破坏sRNA 的作用位点或

破坏 mRNA的固有结构,从而影响检测结果,增长

可能会使靶标基因的转录元件克隆到载体上,导致

载体转录水平的稳定性受到影响而影响筛选效果;
所以基因转录＋１位点或启动子的位置确定非常重

要[２７].本研究构建载体引入启动子时,均保证从第

一个碱基(＋１位点)开始转录,这样既可得到与原

基因组相同的转录产物,也可避免多余碱基的影响.
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ConstructionofatwoＧplasmidsystemforidentifying
targetsofbacterialsRNA

WANG Hongyang　HULihua

NationalKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CenterforProteomicsResearch,
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　SmallnonＧcodingRNAs(sRNAs)arealargenumberofregulatorsandaresignificantlyimporＧ
tantinphysiologicalprocessesinbacteria．However,fewapproachesareavailableforidentifyingtheircellulartarＧ
getsinvivo．Inthisstudy,atwoＧplasmidsystembasedontheinitialvectorspMycVec２andpMycVec１wasesＧ
tablishedtoscreenthetargetsofmycobacterialsRNA．Thevector(pMycVec２ＧD)forcloningsRNAwasderived
fromthevectorpMycVec２andcontainedthestrongpromoterrrnBpandaneffectivetranscriptionterminator,
whichhasbeenmodifiedtoenabletightregulationoftheexpressionofsRNA．Thevectorsforcloningtarget
genes,pMycVec１ＧlacZandpMycVec１ＧGFP,wereconstructedfromthepMycVec１,whichstabilizedthetranＧ
scriptionwithaweakpromoterPwk,andthetranslationleveloftargetwasdetectedthroughthereportergenes．
ThetwoＧplasmidsystem wasvalidatedbydetectingtheinteractionbetweensRNAanditsregulatorytarget,
MicC/ompC mRNAandMicF/ompF mRNArespectively．

Keywords　bacteria;smallnonＧcodingRNAs(sRNAs);twoＧplasmidsystem;regulatorytarget
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