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摘要：在添加５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ和溴甲酚紫的ＧＭ１７选择性培养基上，分离到５株 ｎｉｓｉｎ抗性菌株。根据形态观察，生
理生化特性和１６ＳｒＤＮＡ基因序列比对被鉴定为乳酸乳球菌。根据已报道 ｎｉｓｉｎ抗性基因设计引物，分别以这５株
菌的染色体和质粒 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，结果从１株抗性菌株的染色体上得到目的基因产物。通过序列测
定和同源性比对，证明为ｎｉｓｉｎ抗性基因（ｎｓｒ）。将 ｎｓｒ基因克隆到乳酸菌－大肠杆菌穿梭质粒 ｐＴＲＫＨ２上，重组质
粒命名为ｐＴｎｓｒ。ｐＴｎｓｒ电转化乳酸乳球菌ＭＧ１６１４，获得的重组菌ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ在含有５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ的培养基
中生长情况良好。这表明 ｎｓｒ基因赋予宿主菌抗ｎｉｓｉｎ特性，并且与红霉素抗性功能相同，因此 ｎｓｒ基因可以作为
筛选标记用于食品级载体的构建。
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０ 引言

乳链菌肽（ｎｉｓｉｎ），是某些乳酸乳球菌产生的一
种羊毛硫细菌素，对革兰氏阳性菌有广泛的抑菌活

性，是目前公认的天然食品防腐剂［１］。但是有些乳酸

乳球菌却不被ｎｉｓｉｎ所抑制，而是对ｎｉｓｉｎ表现出抗性。
目前研究发现乳酸乳球菌对ｎｉｓｉｎ的抗性一般存在有
２种因素，一种情况是乳链菌素产生菌自身编码的免
疫基因ｎｉｓＩ，赋予菌株对ｎｉｓｉｎ毒害作用的免疫力；另
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一种情况是有些乳酸乳球菌自身不产生ｎｉｓｉｎ，但是具
有编码抗 ｎｉｓｉｎ蛋白的基因 （ｎｉｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉ
ｎａｎｔ）［２］，由于该抗性基因来源于乳酸菌，可以替代传
统抗生素抗性选择标记，构建食品级载体，克服了传

统遗传操作载体系统对环境及人体带来的安全隐

统 患［３］。本实验从鲜奶样品中分离乳酸乳球菌，从中筛

选ｎｉｓｉｎ抗性菌株，通过 ＰＣＲ技术克隆 ｎｉｓｉｎ抗性基
因，并在乳球菌模式菌株中表达了该抗性蛋白。

１ 材料和方法

１．１ 材料

１．１．１ 菌株与质粒

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，Ｅ．ｃｏｌｉＸＬ１Ｂｌｕｅ，Ｌ．ｌａｃｔｉｓ
ＭＧ１６１４均由实验室保存。

ｐＴＲＫＨ２，大肠杆菌 －乳酸菌穿梭载体，携带有
红霉素抗性（Ｅｒｍｒ），由实验室保存。

ｐＭＤ１８Ｔ，载体购自Ｔａｋａｒａ公司。
１．１．２ 培养基与试剂

ＧＭ１７培养基：Ｍ１７培养基（Ｏｘｏｉｄ）中含０．５％的
葡萄糖。需要时加入终质量浓度为 １０μｇ?ｍＬ的红
霉素。

ＬＢ培养基：蛋白胨１０ｇ，酵母粉５ｇ，氯化钠５ｇ，
水１Ｌ，ｐＨ７．２７．４。需要时加入终质量浓度为 ２５０

μｇ?ｍＬ的红霉素。
限制性内切酶、ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、

胶回收试剂盒、ＰＣＲ纯化试剂盒、质粒提取试剂盒等
分子操作试剂均购自ＯＭＥＧＡ。
１．２ 方法

１．２．１ ｎｉｓｉｎ抗性菌株的分离及鉴定
将采集自济南郊区牛奶场的鲜奶样品接种到含

有５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ的ＧＭ１７液体培养基中，３０℃静置
培养１６ｈ，取５０μＬ菌液涂布在添加０．００２％溴甲酚
紫和５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ的ＧＭ１７平板上，３０℃培养２４ｈ。
挑取使周围培养基颜色由紫变黄的菌落，再次在上

述选择培养基上复筛，划线分离单菌落。对复筛获

得的菌株进行革兰氏染色，镜检，选出球状或链状的

革兰氏阳性菌，进一步做Ｈ２Ｏ２酶检测，筛选Ｈ２Ｏ２酶
阴性菌落。

对获得的目的菌株进行１６ＳｒＤＮＡ鉴定，ＰＣＲ扩
增所用引物为乳球菌通用引物，８Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；１５４１Ｒ：５′ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣ
ＣＡＧＣＣＧＣＡ３′［４］，反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５８℃退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，３０个
循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应体系为：模板 ０．２μＬ，

８Ｆ０．８μＬ，１５４１Ｒ０．８μＬ，ｄＮＴＰ１．６μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ
２μＬ，Ｔａｑ酶０．２μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ。ＰＣＲ产物
经凝胶回收纯化后，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。序列同
源性分析利用ＢＬＡＳＴ软件在线比对（ｈｔｔｐ：??ｗｗｗ．ｎｃ
ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ?ｂｌａｓｔ?Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）。
１．２．２ ＤＮＡ提取

分别提取分离得到的 ｎｉｓｉｎ抗性菌株的染色体
ＤＮＡ［５］和质粒ＤＮＡ［６］。
１．２．３ ｎｉｓｉｎ抗性基因的克隆

根据已报道 ｎｉｓｉｎ抗性基因的开放阅读框和启
动子区设计一对特异性引物 ｎｓｒＦ：５′ＴＧＡＴＴＡＴＡＴＣ
ＣＴＴＡＴＣＡＣＴＴＡＧＡＧＡＣＡＣ３′和 ｎｓｒＲ：５′ＴＧＡＣＴＡＧ
ＣＡＡＡＡＡＡＧＡＣＴＴＡＣＣＡＴＡＴ３′，分别以抗性菌株的染
色体ＤＮＡ或质粒 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增。反
应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。反应体系为：模板 ０．７５μＬ，ｎｓｒＦ１μＬ，ｎｓｒＲ
１μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，Ｔａｑ酶 ０．２μＬ，加
ｄｄＨ２Ｏ补至 ２５μＬ。将 ＰＣＲ产物切胶回收，使用

ＯＭＥＧＡ纯化试剂盒进行纯化。将纯化后的 ＤＮＡ片
段与ｐＭＤ１８Ｔ连接，连接液热激转化 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α。
在含有终质量浓度为 １００μｇ?ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ
平板上挑取白色转化子，提取质粒酶切验证。对阳

性转化子送交 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。测序结果与
ＮＣＢＩ数据库比对。
１．２．４ ｎｉｓｉｎ抗性基因在 Ｌ．ｌａｃｔｉｓＭＧ１６１４中的表达

根据已知酶切位点将克隆得到的 ｎｓｒ基因进行
ＸｈｏＩ和 ＢａｍＨＩ双酶切，然后与相同酶处理的载体
ｐＴＲＫＨ２连接，连接液热激转化 Ｅ．ｃｏｌｉＸＬ１Ｂｌｕｅ。
在含有红霉素（终质量浓度为２５０μｇ?ｍＬ）的ＬＢ平板
上挑取转化子，然后提取质粒酶切验证为重组质粒

ｐＴｎｓｒ。再将重组质粒电转化 Ｌ．ｌａｃｔｉｓＭＧ１６１４，电
转化条件为：电压 ２０００Ｖ，电容 ２５μＦ，电阻 ４００Ω。
在红霉素终质量浓度为１０μｇ?ｍＬ的ＧＭ１７平板上出
现的抗性菌落即为重组乳球菌ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ。

将获得的重组乳球菌 ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ接种到含
有０、１００、２００、３００、４００、５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ的 ＧＭ１７培养
基中，比较不同时间重组乳球菌的生长情况，并与

ＭＧ１６１４、ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２在相同培养基中的生长情
况进行比较。

１．２．５ ｎｉｓｉｎ抗性基因与红霉素抗性基因对菌株生
长的影响

重组菌ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ接种到含有５００Ｕ?ｍＬｎｉ
ｓｉｎ的 ＧＭ１７培养基中，同时 ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ接种到
含有终质量浓度为１０μｇ?ｍＬ红霉素的ＧＭ１７培养基
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中作对照。比较 ｎｓｒ基因和 Ｅｒｍｒ基因对两重组菌
生长的影响。

２ 结果

２．１ ｎｉｓｉｎ抗性菌株的分离与鉴定
在添加溴甲酚紫、ｎｉｓｉｎ的 ＧＭ１７选择培养上分

离筛选到５株使周围培养基颜色由紫变黄的菌落，
经复筛、镜检、革兰氏染色、过氧化氢酶等检测，确定

为乳球菌。经过 １６ＳｒＤＮＡ序列比对鉴定为乳酸乳
球菌，命名为Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４和Ｎ５。
２．２ ｎｉｓｉｎ抗性基因的克隆

分别提取这 ５株乳球菌的染色体 ＤＮＡ和质粒
ＤＮＡ，如图１（ａ）和１（ｂ），然后以它们为模板，ＰＣＲ扩
增ｎｉｓｉｎ抗性基因，结果在以菌株 Ｎ１的染色体为模
板时得到了目的条带，大小约为 １．２ｋｂ，结果如图
２。ＰＣＲ产物序列测定结果表明，该 ＤＮＡ序列与 Ｌｉｕ
ＣＱ等人发表的抗 ｎｉｓｉｎ基因（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ：Ｕ２５１８１）
序列同源性 ９８％［７］，它包含 ９５７ｂｐ的开放阅读框，
命名为 ｎｓｒ基因，在其上游有转录调控区。
２．３ ｎｓｒ基因在乳球菌ＭＧ１６１４中的表达

将 ｎｓｒ基因与大肠杆菌 －乳球菌穿梭载体 ｐＴ
ＲＫＨ２连接，所获得的重组质粒 ｐＴｎｓｒ电转化乳酸
乳球菌 ＭＧ１６１４，获得重组乳球菌 ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ。
在ＧＭ１７培养基中添加 ｎｉｓｉｎ，使其分别为 ０、１００、
２００、３００、４００、５００Ｕ?ｍＬ，接种重组乳球菌 ＭＧ１６１４?
ｐＴｎｓｒ，培养不同时间，测定其对 ｎｉｓｉｎ的抗性情况，
同时以乳球菌 ＭＧ１６１４，重组菌 ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２的
生长作对照，结果如图３。

图１ Ｎ１Ｎ５染色体和质粒ＤＮＡ
（ａ）Ｍ：λＨｉｎｄＩＩＩｍａｒｋｅｒ；１５：Ｎ１Ｎ５的染色体
（ｂ）Ｍ：λＥｃｏＴ１４Ｉｍａｒｋｅｒ；６１０：Ｎ１Ｎ５的质粒

Ｆｉｇ．１ ＤＮＡｏｆｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅａｎｄｐｌａｓｍｉｄｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ
ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓＮ１Ｎ５

（ａ）Ｍ：λＨｉｎｄＩＩＩｍａｒｋｅｒ；１５：ｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｏｆＮ１Ｎ５
（ｂ）Ｍ：λＥｃｏＴ１４Ｉｍａｒｋｅｒ；６１０：ｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｏｆＮ１Ｎ５

图２ ｎｓｒ基因的ＰＣＲ产物
Ｍ：２５０ｂｐＭａｒｋｅｒ；１：ｎｓｒ基因的ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．２ ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｎｓｒｇｅｎｅ
Ｍ：２５０ｂｐＭａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｎｓｒｇｅｎｅ

ＭＧ１６１４（●）；ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２（▲）；ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ（△）
图３ 乳球菌ＭＧ１６１４，ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２，ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ在含０、１００、２００、３００、４００和５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ的ＧＭ１７中的生长曲线

Ｆｉｇ．３ ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＬ．．ｌａｃｔｉｓＭＧ１６１４，ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２，ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒｉｎｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０，１００，２００，
３００，４００ａｎｄ５００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ
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图３结果所示，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ培养基中的 ｎｉｓｉｎ
分别为０、１００、２００、３００、４００、５００Ｕ?ｍＬ。在不含 ｎｉｓｉｎ
的培养基中，菌株 ＭＧ１６１４、ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２ 和

ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ生长情况正常，培养 ３ｈ开始进入指
数生长期，９ｈ后进入稳定期；加入 １００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ
后，菌株ＭＧ１６１４、ＭＧ１６１４?ｐＴＲＫＨ２生长受到抑制，在

０～１８ｈ内基本没有生长；１８ｈ后，由于添加到培养
基中的 ｎｉｓｉｎ抑菌活性丧失，菌株 ＭＧ１６１４、ＭＧ１６１４?
ｐＴＲＫＨ２出现生长趋势；而菌株 ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ生长
不受培养基中 ｎｉｓｉｎ的影响，说明该菌株具有 ｎｉｓｉｎ
抗性。在含有 ２００、３００、４００、５００Ｕ?ｍＬ的 ｎｉｓｉｎ的培
养基中，３株菌的生长曲线与含有１００Ｕ?ｍＬｎｉｓｉｎ的
生长情况基本相同。由此说明 ｎｓｒ基因编码的抗性
蛋白在乳球菌中得到表达，赋予菌株对 ｎｉｓｉｎ产生抗
性，可以用于载体的筛选标记。

图４ ｎｓｒ与Ｅｒｍｒ作为选择标记的比较
ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ加ｎｉｓｉｎ（△）；ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ加Ｅｒｍ（▲）
Ｆｉｇ．４ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｎｓｒａｎｄＥｒｍｒａｓｓｅｌｅｃｔｉｖｅｍａｒｋｅｒ

ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒａｄｄｅｄｎｉｓｉｎ（△）；ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒａｄｄｅｄＥｒｍ（▲）

２．４ ｎｓｒ基因作为载体筛选标记与红霉素抗性标记
的比较

载体ｐＴＲＫＨ２含有红霉素抗性标记，当 ｎｓｒ基因

插入ｐＴＲＫＨ２的多克隆位点后，得到重组质粒 ｐＴ
ｎｓｒ，因此在质粒 ｐＴｎｓｒ上还携带有红霉素抗性基
因。为了检测 ｎｓｒ基因作为载体筛选标记的可行
性，重组菌ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ接种到含有 ５００Ｕ?ｍＬｎｉ
ｓｉｎ的 ＧＭ１７培养基中，对照组 ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ接种
到含有终质量浓度为１０μｇ?ｍＬ红霉素的 ＧＭ１７培养
基中，测定该菌株在２种选标条件性的生长情况，结
果如图４。

实验结果表明，培养基中含有 ｎｉｓｉｎ和含有红霉
素，菌株ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ的生长曲线基本相同，说明
ＭＧ１６１４?ｐＴｎｓｒ并未因为缺少红霉素的选择压力而
使质粒丢失从而失去对 ｎｉｓｉｎ的抗性，所以 ｎｓｒ可以
替换Ｅｒｍｒ用作食品级载体的选择标记。

３ 讨论

本实验利用含有 ｎｉｓｉｎ高抑菌含量（５００Ｕ?ｍＬ）

的选择培养基，从鲜牛奶样品中筛选到５株具有 ｎｉ
ｓｉｎ抗性菌株，初步的形态观察和生理生化实验鉴定
这５株菌为乳球菌，可以用于 ｎｉｓｉｎ抗性基因的克
隆。目前报道的ｎｉｓｉｎ抗性的基因多位于质粒上［８］，

以已报道的 ｎｓｒ基因序列设计引物，利用 ５株抗性
菌株的质粒ＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增没有得到目
的基因产物，而在以抗性菌株 Ｎ１的染色体为模板
时获得目的条带，其大小与预期结果相同，通过序列

比对鉴定为ｎｉｓｉｎ抗性基因。有关另外４株菌的 ｎｉ
ｓｉｎ抗性机制，有可能为ｎｉｓｉｎ产生菌，也有可能与ｎｉ
ｓｉｎ产生菌的亲缘关系较远，不受ｎｉｓｉｎ抑制。

乳酸菌是食品安全性微生物，利用乳酸菌表达

重要的医药功能蛋白以赋予乳球菌新的生理功能，

是开发乳酸菌应用的新领域。但是目前构建的重组

乳酸菌多经过了遗传修饰，存在安全隐患如抗性素

抗性，使重组菌的应用受到限制。因此食品级载体

系统的研制为重组乳酸菌的潜在应用提供了可能。

目前国内外已有食品级选择标记如有α半乳糖苷
酶［９］，镉抗性基因［１０］，噬菌体抗性基因［１１］，ｔｈｙＡ互补
选择标记［１２］等的报道，由于ｎｉｓｉｎ抗性基因来自于乳
酸菌自身，作为乳酸菌食品级筛选标记更有优势。

本文克隆的 ｎｓｒ抗性基因构建的载体 ｐＴｎｓｒ，导入
乳酸菌后能赋予菌株很强的 ｎｉｓｉｎ抗性，与红霉素抗
性标记比较，两者对宿主菌的生长影响没有差异，即

菌株生长过程中在选择压力下，遗传性能稳定，不丢

失。因此，可以将载体 ｐＴｎｓｒ上的红霉素抗性基因
敲除，以 ｎｓｒ基因代替，成为一个具有应用潜力的食
品级载体。
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