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摘  要 : 为开发新型荧光蛋白标记乳酸菌以填补国内研究空白，利用 pSIP 载体，构建了以红色荧光蛋白 mCherry

为标记，并以乳酸菌胆盐水解酶基因 bsh 为报告基因的乳酸菌融合表达系统。在 4 种不同启动子 (PsppA、PldhL、

P32 和 PslpA) 调节下，相继实现了融合基因的诱导型和组成型表达，表达的融合重组蛋白 mCherry-BSH 同时检测

出红色荧光活性和胆盐水解酶 BSH 活性。mCherry 红色荧光标记的乳酸菌融合表达系统的成功构建不仅为研究

乳酸菌在生物体内的分布、定植及存活情况从而揭示其益生功能的作用机理提供有利条件，也为更多活性蛋白在

乳酸菌宿主中的表达、细胞定位、功能鉴定的研究奠定基础。 

关键词 : mCherry 红色荧光标记，pSIP 载体，启动子，植物乳杆菌，融合表达，胆盐水解酶  

Construction and application of mCherry red fluorescent 
protein fusion expression system in lactic acid bacteria 

Ying Chen, Peijuan Wang, Wenjun Zhang, Qiuxu Yang, and Yao Yang 

Jinling College, Nanjing Normal University, Nanjing 210097, Jiangsu, China 

Abstract:  In order to enrich the library of domestic research about new red fluorescent marker in lactic acid bacteria (LAB), 
we described a new fusion expression system in Lactobacillus plantarum WCFS1 based on the pSIP vector. This system 
contained red fluorescent protein mCherry as a marker and bile salt hydrolase gene (bsh) as a reporter gene. Moreover, in this 
study, four different promoters (PsppA, PldhL, P32 and PslpA) were used to regulate the expression of the fusion protein 
mCherry-BSH, completing the inducible and constitutive expression in lactic acid bacteria. The recombinant protein 
mCherry-BSH presented activity of red fluorescence and bile salt hydrolase (BSH). The successful construction of the fusion 
expression system in LAB using a red fluorescent protein mCherry provides favorable conditions for the distribution, intestinal 
colonization and survival rate of lactic acid bacteria, so as to reveal the function mechanism of its probiotic characteristics; and 
the system also could lay the foundation for researches on protein expression, cellular localization and properties identification 

·生物技术与方法· 
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of active protein in lactic acid bacteria. 

Keywords:  mCherry red fluorescent protein, pSIP vector, promoter, Lactobacillus plantarum, fusion expression, bile salt 

hydrolase 

乳酸菌 (Lactic acid bacteria，LAB) 是一类能

够利用碳水化合物发酵产生大量乳酸，降低发酵

产品的 pH 值，不形成芽孢的革兰氏阳性、兼性

厌氧细菌的总称[1-2]。大多数乳酸菌无毒、无害，

对人体及动物体具有益生作用，因此被称为益生

菌[3-5]。随着近 20 几年来分子生物学的发展，以

乳酸菌作为表达载体的高效基因表达系统的构建

和应用成为目前的研究热点之一，一些外源基因也

被报道在乳酸菌中表达成功[6]。例如，Renye 等[7]利

用在乳酸菌表达中常用的 Nisin (乳酸链球菌素) 诱

导表达系统 NICE 生产片球菌素；Abdullah 等[8]用

乳酸菌表达菌株中常用的乳酸乳球菌 NZ9000 表达

了大肠杆菌的热休克蛋白 DnaK。 

荧光蛋白具有稳定性强、无物种专一性、易

于在细胞内表达等特点[9-10]，因此，已作为标记

物而广泛应用于生命科学领域[11-15]。目前，国内

已有荧光蛋白成功标记乳酸菌的报道，但相关研

究成果并不多。2009 年，陈晓雷等[16]构建了绿色

荧光蛋白 GFP 标记穿梭表达载体 pW425et-GFP，

实现了绿色荧光蛋白 GFP 在嗜酸乳杆菌 1.1878

中的表达。2014 年，徐一轲[17]成功构建了表达增

强型绿色荧光蛋白 eGFP 的重组乳酸乳球菌

BLCC02-0018。2017 年寇田田等[18]构建了以红色

荧光蛋白基因 (dsred2) 为标记，以 α-淀粉酶(amy) 

为报告基因的表达载体，成功实现了融合基因

dsred2-amy 在干酪乳杆菌中的融合表达。前人报

道表明不同荧光蛋白对不同宿主乳酸菌的标记能

力有强弱，因此，更多的荧光蛋白标记需要被开

发及应用于更多乳酸菌宿主菌株。 

近年来，红色荧光蛋白 mCherry 用于荧光标

记的研究报道逐渐增多，相对其他荧光蛋白，该

荧光标记具有标记基因小、背景低等优点，且与

已报道的 dsred2 红色荧光基因相比，其荧光强度

及稳定性更好[19-25]。2015 年 van Zyl 等[26]报道了

利用 mCherry 荧光蛋白标记蒙氏肠球菌 ST4SA 和

植物乳杆菌 423 的研究，这是 mCherry 荧光蛋白

标记乳酸菌的首次报道，而国内关于 mCherry 荧

光蛋白标记乳酸菌的研究尚未见报道。本文开展

了 mCherry 荧光蛋白对植物乳杆菌的标记研究，

选用的植物乳杆菌 WCFS1 菌株是全基因组序列

率先公布的乳酸杆菌，不仅自身具有益生和肠道

中高存活率特性[27]，同时已有多个外源蛋白在该

菌株中表达成功的报道[28-30]，是公认的乳酸菌分

子生物学研究中的模式菌株。胆盐水解酶 BSH

是本实验室研究多年的乳酸菌功能性酶，近期研

究报道该酶可能和乳酸菌肠道定植相关 [31-32]。

因此，本文通过建立以 mCherry 荧光蛋白为标

记、胆盐水解酶基因 bsh 为报告基因的融合蛋白

表达系统，为更多外源活性蛋白在乳酸菌中进行

功能性研究奠定基础，也为研究乳酸菌在生物体

内的定位、示踪及益生性作用机制提供有效的技

术手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

本研究中涉及使用的菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  培养基及培养条件 

大肠杆菌 DH5α用 LB培养基 37 ℃振荡培养。

植物乳杆菌用 MRS 培养基 37 ℃静置培养。在大

肠杆菌中，氨苄青霉素、卡那霉素和红霉素使用

浓度分别为 100 µg/mL、30 µg/mL 和 250 µg/mL。

在乳酸菌中，红霉素使用浓度为 10 µg/mL，诱导

剂 SppIP 使用浓度为 25 ng/mL。 
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表 1  本研究中的菌株和质粒 

Table 1 Bacterial strains and plasmids used in this work 
Strains or plasmids Relevant characteristicsa References 

Strains   

Lactobacillus plantarum   

WCFS1 Wild type Prof. Guangdong Shang 

NB5462 Derivative of WCFS1, bsh gene deleted (Δbsh1) This lab 

YE460 Emr, derivative of WCFS1 containing pSIPH460 This study 

YeG471 Emr, derivative of WCFS1 containing pSIPH471 with egfp gene This study 

YmC472 Emr, derivative of WCFS1 containing pSIPH472 with mCherry 
gene 

This study 

YbE460 Emr, NB5462 derivative containing pSIPH460 This lab 

YbB462 Emr, NB5462 derivative containing pSIPH462 with bsh gene This lab 

YbBmC473 Emr, NB5462 derivative, containing mCherry-BSH fusion 
expression vector pSIPH473 

This study 

YbBmC673 Emr, NB5462 derivative, containing mCherry-BSH fusion 
expression vector pLDHLH673 regulated by the promoter of ldhL 
gene   

This study 

YbBmC771 Emr, NB5462 derivative, containing mCherry-BSH fusion 
expression vector pLDHLH673 regulated by P32 

This study 

YbBmC871  Emr, NB5462 derivative, containing mCherry-BSH fusion 
expression vector pLDHLH673 regulated by the double promoters 
of slpA gene  

This study 

Lactobacillus brevis   

ATCC 367 Containing S-layer protein and slpA gene CGMCC 

Escherichia coli   

DH5α Cloning host This lab 

Plasmids   

pMD19-T Ampr, TA cloning vector TaKaRa 

pMG36e Emr, expression vector of lactic acid bacteria This lab 

pTracer-CMV3 Ampr, containing egfp gene Dr. Shunying Yang 

pmCherry-C1 Kanr, containing mCherry gene This lab 

pSIP403 Emr, expression vector containing gusA gene regulated by PsppA Prof. Lars Axelsson 

pSIPH460 Emr, pSIP403 derivative, gusA replaced by a multiple cloning site 
containing two his-tag fragments 

This lab 

pSIPH462 Emr, pSIPH460 derivative containing bsh gene This lab 

pSIPH471 Emr, pSIPH460 derivative containing egfp gene This study 

pSIPH472 Emr, pSIPH460 derivative containing mCherry gene This study 

pSIPH473 Emr, pSIPH472 derivative with bsh gene inserted This study 

pLDHLH673 Emr, pSIPH472 derivative, PsppA replaced by PldhL This study 

pP32H771 Emr, pSIPH472 derivative, PsppA replaced by P32 This study 

pSLPAH871 Emr, pSIPH472 derivative, PsppA replaced by PslpA This study 

a Ampr: ampicillin resistant; Kanr: kanamycin resistant; Emr: erythromycin resistant; Cmr: chloromycetin resistant. 
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1.1.3  引物 

mCherry 和 egfp 基因序列的特殊性设计共用

引物如下：P1 和 P2，此对引物引入了 NdeⅠ和

XbaⅠ两个酶切位点。根据质粒 pSIPH462 上 bsh

基因序列，设计引物：bsh1 和 bsh2，在目标片段

两端皆引入 XbaⅠ酶切位点。根据 GenBank (登录

号为 AL935263.2) 的 WCFS1 上 ldhL 基因的启动

子序列、质粒 pMG36e 上 P32 启动子序列和

GenBank (登录号为 CP000416.1) 的短乳杆菌

ATCC 367 上 slpA 基因的启动子序列，分别设计

引物对如下：PldhL1-PldhL2、P32F-P32R 以及

PslpA1-PslpA2，上游引物皆引入 BglⅡ酶切位点，

下游引物皆引入 NcoⅠ和 NdeⅠ两个酶切位点。

引物均由生工生物工程 (上海) 股份有限公司合

成。本实验所需引物序列见表 2。 

1.1.4  主要试剂及仪器 

限制性内切酶 NdeⅠ、XbaⅠ、EcoRⅠ、BglⅡ、

HindⅢ、rTaq、Ex Taq、DNA marker、PrimerStar 

Max 和 DNA 切胶回收试剂盒购自宝生物工程 (大

连) 有限公司；氨苄青霉素、卡那霉素、红霉素、

溶菌酶、SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒、

Bradford 法蛋白浓度测定试剂盒、茚三酮等均购

自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；SppIP 诱

导肽 (序列：MAGNSSNFIHKIKQIFTHR) 也由生

工生物工程 (上海) 股份有限公司合成；T4 DNA

连接酶购自 NEB(New England Biolabs)公司；His

标签抗体等购自美国 Cell Signaling 公司。牛磺胆酸

钠(Sodium Taurocholate，TCA) 购自美国 Sigma 公司。 

Personal PCR 仪，AG 4309 型高压脉冲电击

转化仪，1 mm 电击杯，CL-22M 型高速冷冻离心

机，德国 Eppendorf 公司；Gel Doc XR+型凝胶成

像系统，美国 Bio-Rad 公司；HE-90 型电泳仪，

水平电泳槽，上海天能科技有限公司；生物样品

匀质器，杭州奥盛仪器有限公司；IX73 型倒置荧

光显微镜，日本 Olympus 公司；Infinite 200 PRO

酶标仪，瑞士 TECAN 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  荧光蛋白 eGFP 和 mCherry 表达载体的构

建及鉴定 

以载体 pTracer-CMV3 和 pmCherry-C1 质粒

DNA 为模板，利用引物 P1 和 P2 分别扩增 egfp

和 mCherry 基因，分别用 NdeⅠ和 XbaⅠ双酶切，

与经相同酶切处理的 pSIPH460 载体片段连接，

连接液转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，在含红

霉素的 LB 平板上筛选。构建获得的处于启动子

PsppA 调控下的 egfp 基因和 mCherry 基因的诱导型 

 
表 2  本研究中所使用的引物序列 

Table 2  Sequence of primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′–3′)a Size (bp) 

P1 CATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 24 

P2 TCTAGACTTGTACAGCTCGTCCATGC 26 

bsh1 TCTAGATGCACATCAGTAATTTATAC 26 

bsh2 TCTAGAATTTTGTTGGTTAATAATTTG 27 

PldhL1 AGATCTAATCTTCTCACCGTCTTG 24 

PldhL2 CATATGTCCCATGGTTGGCATGCTTGACAAAATAAG 36 

P32F AGATCTAGATTAATAGTTTTAGC 23 

P32R CATATGTCCCATGGTGAATTTTTCTGCTGAAACG 34 

PslpA1 AGATCTGGACGGGTGCTAGAGACG 24 

PslpA2 CATATGTCCCATGGTTAAACTTGATTGCATAATTTTTC 38 
a Restriction sites are underlined. 
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重组载体分别命名为 pSIPH471 和 pSIPH472。电

转化植物乳杆菌 WCFS1 感受态细胞后，获得的

重组菌命名为 YeG471 和 YmC472，含空载质粒

pSIPH460 的对照菌株命名为 YE460。 

1.2.2  荧光蛋白 mCherry-BSH 融合表达载体的

构建及鉴定 

以本实验室保藏的含罗伊氏乳杆菌胆盐水解

酶 bsh 基因的 pSIPH462 质粒为模板，利用引物对

bsh1 和 bsh2 通过 PCR 扩增 bsh 基因，用 XbaⅠ

单酶处理回收片段，与经相同酶处理的 pSIPH472

载体进行连接，含红霉素的 LB 平板上筛选，获

得的阳性克隆命名为 pSIPH473。将 pSIPH460、

pSIPH462、pSIPH472 和 pSIPH473 先后电转化植

物乳杆菌 NB5462 的感受态细胞中，获得的重组

菌株相应命名为 YbE460、YbB462、YbmC472 和

YbBmC473。 

1.2.3  组成型荧光蛋白 mCherry-BSH 融合表达

载体的构建及鉴定 

以植物乳杆菌 WCFS1 全基因组、质粒

pMG36e 及短乳杆菌 ATCC 367 全基因组为模板，

利用 PldhL1-PldhL2、P32F-P32R 和 PslpA1-PslpA2

引物对，分别扩增 PldhL、P32 和 PslpA 3 种启动子

DNA 片段，然后进行 TA 克隆。测序正确的 3 种

阳性克隆质粒经 NdeⅠ和 BglⅡ双酶切后，分别与

经相同酶处理的 pSIPH473 连接，构建获得的含

启动子 PldhL、P32 和 PslpA 的载体分别命名为

pLDHLH673、pP32H771 和 pSLPAH871。电转化

植物乳杆菌 NB5462 的感受态细胞后，获得的重

组菌株相应命名为 YbBmC673、YbBmC771 和

YbBmC871。 

1.2.4  重组蛋白的表达及 Western blotting 鉴定 

诱导型重组菌株经 25 ng/mL SppIP 诱导表达

过程按照 Nguyen 等所述方法进行[28,33]。制备的

粗酶液用 Bradford 法蛋白浓度测定试剂盒检测蛋

白浓度，并通过调节蛋白浓度，使取液量中总蛋

白量一致，12% SDS-PAGE 检测。转 PVDF 膜，

TBST 洗涤 10 min，浸于 5%脱脂乳封闭液中，室

温下封闭 1 h。封闭结束后，经 TBST 振荡洗涤，

加入稀释比例为 1∶2 500 His 标签抗体孵育液，

孵育 1 h 后洗涤显色。 

1.2.5  重组蛋白表达的荧光活性观察与检测 

将诱导表达或连续培养的菌液离心收集沉

淀，用 PBS 洗涤 2 次，取 10 µL 滴于载玻片上，

盖上盖玻片，在倒置荧光显微镜下分别观察绿色

和红色荧光。 

为建立生长曲线和荧光强度变化趋势线，重

组菌株于 100 mL 培养液中生长，每隔 2 h 取样，

直至培养 34 h 停止。样品经 PBS 洗涤后，利用紫

外分光光度计和酶标仪分别检测样品 OD600 值和

荧光强度值，eGFP 荧光蛋白于激发波长 EX：  

488 nm 和发射波长 EM：511 nm 下检测荧光强度，

mCherry 荧光蛋白于激发波长 EX：587 nm 和发

射波长 EM：620 nm 下检测荧光强度[24]。 

1.2.6  重组蛋白表达的胆盐水解酶活性测定 

重组蛋白表达方法见 1.2.4，胆盐水解酶 BSH

活性测定方法参考文献[34]做少许修改。培养后

的重组菌株，经离心，用 1 mL 0.1 mol/L 的 PBS(pH 

6.0)洗涤 2 次，沉淀重悬于 500 µL PBS 中。吸取

100 µL 菌悬液至 1.5 mL 的离心管中，反应体系  

200 µL，底物牛磺胆酸钠(TCA)终浓度 20 mmol/L。

水解反应于 37 ℃水浴 1 h，加入 200 µL 15%三氯

乙酸终止反应，立即 12 000 r/min 离心 10 min，

取 100 µL 上清液与 900 µL 茚三酮溶液混合，沸

水浴 14 min，冰浴 5 min 后测 OD570 数值计算酶

活。根据牛磺酸-茚三酮标准曲线，得样本中游离

氨基酸浓度，计算 BSH 酶活。一个酶活单位(U)

定义为每分钟每毫升菌液与底物反应后释放出的

游离氨基酸的量 µmol。 
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2  结果与分析 

2.1  eGFP 和 mCherry 荧光蛋白重组表达质粒

构建及酶切鉴定 

分别以质粒 pmCherry-C1 和 pTracer-CMV3

的质粒 DNA 为模板，PCR 扩增 egfp 和 mCherry

两种荧光蛋白编码基因，目的片段均为约 750 bp 

(图 1A)，TA 克隆后测序结果表明扩增到的 egfp

和 mCherry 基因与质粒公布的序列完全一致。依

方法 1.2.1 构建的重组质粒经 NdeⅠ和 XbaⅠ双酶

切鉴定，获得预期大小片段，进一步测序显示重

组表达质粒 pSIPH471 (含 egfp 基因) 和 pSIPH472 

(含 mCherry 基因) 构建正确 (图 1B)。 

2.2  eGFP 和 mCherry 荧光蛋白的重组表达及

荧光活性检测 

依方法 1.2.4，在重组菌株诱导表达至 3 h，

取破碎后上清液做 Western blotting 检测，如图 2，

结果显示重组蛋白表达出与预期 eGFP (28.7 kDa)

和 mCherry (28.3 kDa) 蛋白分子大小一致的条

带，条带大小约为 28 kDa。空载对照菌株则没有

表达条带。 

 

 
 

图 1  eGFP 和 mCherry 荧光蛋白重组表达质粒的鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant plasmids 
containing fluorescent protein eGFP or mCherry. (A) 
Results of PCR amplification. M: DL2000 marker; 1: 
egfp gene; 2: mCherry gene. (B) Results of enzyme 
digestion. M: DL2000 marker; 1: egfp gene; 2: mCherry 
gene.  

 
 

图 2  重组菌株表达蛋白的 Western blotting 鉴定 

Fig. 2  Western blotting analysis of proteins expressed 
in recombinant strains. M: 14–191 kDa protein marker; 1: 
YE460 control; 2: GFP protein; 3: mCherry protein; 4: 
mCherry-BSH fusion protein. 

 
将诱导表达 3 h 的重组乳酸菌 YeG471 和

YmC472 的菌悬液置于倒置荧光显微镜下观察。

结果表明，在对应的荧光激发光条件下，重组

eGFP 菌株 YeG471 检测到绿色荧光，但是由于视

野内背景绿色荧光也很强，因此菌株的荧光标记

不明显 (图 3A)。不同的是，重组 mCherry 菌株

YmC472 检测到红色荧光，但是由于视野内背景没

有荧光，因此菌株的荧光标记清晰而显著 (图 3B)。

该结果说明相比 eGFP 荧光标记而言，mCherry 红

色荧光蛋白更适用于标记植物乳杆菌 WCFS1，因

此，本研究随后确定了 mCherry 蛋白作为植物乳

杆菌 WCFS1 的荧光标记进行深入研究。 

2.3  诱导型 mCherry-BSH 融合表达载体的构

建、重组表达及活性鉴定 

依方法 1.2.2，将质粒 pSIPH462 上来源于罗

伊氏乳杆菌的胆盐水解酶基因 bsh 克隆至

pSIPH472 质粒 mCherry 基因的 C 端，构建获得

mCherry-BSH 融合表达载体，命名为 pSIPH473。

将质粒 pSIPH473 电转化植物乳杆菌 NB5462 后获

得的重组菌株命名为 YbBmC473，构建策略见  

图 4。重组的融合蛋白 mCherry-BSH 编码基因是

在启动子 PsppA 调节下表达的，由于该启动子是诱

导型启动子，因此，融合蛋白 mCherry-BSH 的重组 
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图 3  重组菌株的荧光观测结果 

Fig. 3  Fluorescence detection results of recombinant strains. (A) Green fluorescence in the recombinant strain YeG471. 
(B) Red fluorescence in the recombinant cells YmC472. 

 

 
 
 

图 4  诱导型 mCherry-BSH 融合表达载体的构建示意图 

Fig. 4  Construction diagram of inducible mCherry-BSH fusion expression vectors. 

 
表达方式是诱导型的，需要向培养基中添加 SppIP

作为诱导剂从而开启基因的表达。 

依方法 1.2.4，在重组菌株经 25 ng/mL SppIP

诱导表达 3 h 后，取破碎后上清液进行 Western 

blotting 检测 (图 2)，结果显示重组蛋白表达出与

预期 mCherry-BSH 融合蛋白 (65.3 kDa) 分子大
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小一致的条带，条带大小约为 64 kDa。该结果说

明了重组菌YbBmC473表达了 mCherry-BSH融合

蛋白。 

将重组菌株 YbBmC473 活化转接至相应抗性

培养基中，在 OD600 至 0.3 时加入诱导剂 SppIP

诱导蛋白表达。样品经测定后，建立了样品菌浓

度、红色荧光强度以及胆盐水解酶 BSH 酶活性随

时间变化曲线 (图 5)。首先，从重组菌生长情况

来看 (图 5A)，2 个含 mCherry 基因的表达菌株

YbBmC473 和 YbmC472 与对照菌株之间无明显

差别，表明 mCherry 荧光蛋白的表达对乳酸菌

WCFS1 无毒或低毒性，不影响菌株生长。其次，

从重组菌荧光产生结果  (图 5B) 来看，重组菌

YbmC472 和 YbBmC473 均检测到荧光，2 个菌株

产生荧光的趋势相一致，即经 SppIP 诱导后荧光

强度均是在菌体生长对数期中期 (10 h) 达到最

高 (37907 RFU 和 33707 RFU)，随后逐渐下降，

其中，融合了 BSH 蛋白的重组菌 YbBmC473 荧

光强度略低。该结果说明单独表达的 mCherry 荧

光蛋白可成功标记植物乳酸菌 WCFS1，而融合目

的蛋白后仍旧表达较高荧光强度。最后，从重组

菌胆盐水解酶 BSH 活性表达情况来看 (图 5C)，

融合了 mCherry 基因重组菌株 YbBmC473 检测到

了 BSH 酶活性，酶活的产生趋势与该菌株荧光产

生趋势相一致，在菌株发酵对数期中期  (10 h) 

BSH 活性最高，为 0.603 U/mL，略低于 bsh 基因

单独表达菌株 YbB462。该结果说明 mCherry-BSH

蛋白融合表达成功，融合后的蛋白同时具有较高

的荧光强度和 BSH 酶活性。 

综上所述，本研究实现了诱导型 mCherry- 

BSH 重组蛋白在植物乳杆菌 WCFS1 中的融合表

达，该结果不仅成功建立了利用 mCherry 荧光蛋

白标记植物乳杆菌 WCFS1 的有效方法，同时，

对目标蛋白荧光标记的成功，也为在以植物乳杆

菌 WCFS1 为例的乳酸菌宿主中异源表达重组蛋

白的研究提供了有利条件。 

 
 

图 5  mCherry-BSH 融合表达菌株活性鉴定结果 

Fig. 5  The activity results of mCherry-BSH fusion 
expression recombinants. (A) The growth curve of 
recombinants. The strain NB5462 harboring pSIPH460, 
pSIPH462, pSIPH472 or pSIPH473 was cultured at 37  ℃

for 34 h and induced with 25 ng/mL of SppIP inducing 
peptides at ~0.3 OD600, respectively. (B) The fluorescent 
intensity curve of recombinant strains. (C) The BSH 
activity curve of recombinants. All data represent the 
average of three biological replicates. 
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2.4  组成型 mCherry-BSH 融合表达载体的构

建、重组表达及活性鉴定 

在构建获得的质粒 pSIPH473 基础上，本研

究另外构建了 3 种不同启动子调节下的 mCherry- 

BSH 融合蛋白表达载体，质粒的构建策略见图 6。

本研究选择的另外 3 种启动子均来源于乳酸菌，

且都是被报道在乳酸菌中成功表达外源基因的启

动子。与 PsppA 不同的是，来源于植物乳杆菌的

PldhL、乳酸乳球菌的 P32 和短乳乳杆菌的 PslpA 均

是组成型启动子，在此类启动子调节下，重组蛋

白的表达过程中无需添加诱导剂。 

以重组菌 YbBmC473 为对照，首先研究了 3 种

组成型表达重组菌荧光表达情况，见图 7。与诱

导型重组菌 YbBmC473 荧光产生的趋势不同，组

成型重组菌的荧光强度在菌株生长稳定期 (16 h) 

达到最高，且维持较长时间。在 3 种不同的启动

子调节下，重组的 mCherry-BSH 融合蛋白表达的

荧光强度也不同。其中，启动子 PldhL 调节下重组

菌 YbBmC673 荧光强度最高，培养 16 h 后荧光值

为 23 897 RFU ，启动子 P32 调节下重组菌

YbBmC771 荧光强度较低，为 13 379 RFU，而启

动子 PslpA调节下重组菌 YbBmC871 没有检测到荧

光。值得注意的是，荧光强度最高的组成型表达

重组菌 YbBmC673 其荧光强度明显低于诱导型表

达重组菌 YbBmC473。 

随后，研究了最大荧光强度产生条件下的各

个 mCherry-BSH 融合蛋白表达重组菌的 BSH 酶

活性。结果显示 (图 7)，各个菌株的胆盐水解酶

BSH 活性高低与其融合的 mCherry 蛋白荧光强弱

相对应，即诱导型表达重组菌 BSH 活性最高，为

0.637 U/mL (发酵 10 h)，明显高于组成型表达重

组菌，且启动子 PldhL 调节下重组菌 YbBmC673

的 BSH 酶活性最高，为 0.416 RFU (发酵 16 h)，

启动子 P32 调节下重组菌 YbBmC771 的 BSH 酶活 

 

 
 
图 6  组成型表达载体构建策略图 

Fig. 6  The construction strategy of constitutive expression vectors. The expression cassette was composed of three 
constitutive promoters (PldhL, P32 and PslpA) and the fusion protein mCherry-BSH encoding gene with the nucleotide and 
the corresponding amino acid sequence of the joint regions. The start codon and 4 or 8 amino acid residues from the 
original gene of these promoters were introduced into expressing vector. The amino acid residues marked in bold font 
were from the restriction enzyme recognition sites and first amino acid of the target gene.  
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图 7  组成型融合表达菌株活性测定结果 
Fig.7  The activity detection of constitutive fusion 
expression recombinants. (A) The growth curve of 
constitutive fusion expression strains. The expression of 
fusion protein mCherry-BSH regulated by different 
promoters (PldhL, P32 and PslpA) in the host strain NB5462 
were independent of inducing peptide. The inducing 
expression strain YbBmC473 was used as a control. (B) 
The fluorescence intensity of recombinants containing 
constitutive expression vectors. (C) The BSH activity 
results of recombinants. The strain YbE460 was used as a 
negative control, containing no BSH protein. In contrast, 
the positive control was YbB462. The different letters 
represented significant differences between two strains 
(P<0.05); the same ones showed no significant differences. 

性次之，而启动子 PslpA 调节下重组菌 YbBmC871

没有检测出 BSH 酶活性。 

以上结果表明，在启动子 PldhL 调节下，组成

型 mCherry-BSH 重组蛋白在植物乳杆菌 WCFS1

中也成功实现了融合表达，该表达过程中无需添

加诱导剂，简化了表达过程。 

3  讨论 

本研究利用 mCherry 红色荧光蛋白成功标记

了植物乳杆菌 WCFS1，是继 2015 年 van Zyl 等[26]

报道之后 mCherry 荧光蛋白成功标记乳酸菌的又

一例证，填补了国内空白。目前，已有一些文献报

道了 eGFP 蛋白可标记乳酸菌产生绿色荧光[35-37]，

但是本研究结果表明，由于 WCFS1 菌体自身绿

色荧光背景高，eGFP 标记植物乳杆菌并不合适。

相反，mCherry 荧光蛋白标记植物乳杆菌则具有

优势，由于 WCFS1 菌体自身无红色荧光背景，

随着 mCherry 基因的诱导表达，重组菌检测到明

显的红色荧光。本研究建立的采用 mCherry 蛋白

标记植物乳酸菌的方法，可广泛应用于其他乳酸

菌的荧光标记工作中，为研究乳酸菌在生物体内

的分布、定植及存活情况从而揭示其益生功能的

作用机理提供了有利条件。 

目前，由于菌体自身安全、不分泌内毒素、

表达外源蛋白无需纯化可直接同菌体一起进入胃

肠道以及自身具有益生功能等优点，乳酸菌已然

成为极具潜力的“新兴”基因工程菌，具有广阔的

应用前景和研究价值。本研究选取的植物乳杆菌

WCFS1 菌株便是重要的基因工程模式菌株，已经

有细胞因子、功能蛋白以及疫苗药物分子等在

WCFS1 中表达成功的报道[27-30,38-39]。本研究构建

了红色荧光蛋白 mCherry 基因和乳酸杆菌降胆固

醇功能关键酶胆盐水解酶 bsh 基因的融合表达系

统，转化植物乳杆菌 WCFS1 后，重组的融合蛋

白 mCherry-BSH 同时检测到红色荧光和 BSH 酶
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活性，且两蛋白活性表达互不影响。可以预见，

易于观察、便于检测的 mCherry 红色荧光蛋白将

为更多活性蛋白在乳酸菌宿主中的表达、细胞定

位、功能鉴定的研究奠定基础。 

此外，本文还研究了 3 种不同组成型启动子

调节下 mCherry 红色荧光融合蛋白表达情况，相

较于 PslpA 调控的基因转录在 WCFS1 中无蛋白活

性，在启动子 PldhL 调节下，融合蛋白 mCherry-BSH

具有较高的活性，且表达过程无需添加诱导剂。

虽然实验结果显示组成型融合蛋白 mCherry-BSH

的蛋白活性不及诱导型，但是，无需添加诱导剂

简化了操作过程，特别在诱导剂添加困难的目的

蛋白表达研究中 (如重组菌在实验动物胃肠道环

境中表达蛋白) 具有优势。值得注意的是，本研

究构建获得的 mCherry 红色荧光融合蛋白表达系

统也可作为植物乳杆菌启动子探针，为启动子的

筛选提供有效工具。 
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