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PlcR 在炭疽芽胞杆菌 A16R 中的功能研究 
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摘要: 炭疽芽胞杆菌(Bacillus anthracis)、蜡样芽胞杆菌(B. cereus)和苏云金芽胞杆菌(B. thuringiensis)均属于蜡

样芽胞杆菌群，在遗传学上有很高的相似性。PlcR (Phospholipase C regulator)在蜡样芽胞杆菌中是十分重要的

调控因子，但 plcR 基因在炭疽芽胞杆菌中发生一个无义突变导致在炭疽芽胞杆菌中产生一个截短 PlcR 蛋白。

为了研究 plcR 基因对炭疽芽胞杆菌功能的影响，文章以蜡样芽胞杆菌 CMCC6330 基因组为模板，构建重组表

达质粒 pBE2A-plcR 后导入炭疽芽胞杆菌疫苗株 A16R 中获得重组菌株，对其进行表型分析。结果显示，炭疽

芽胞杆菌重组菌株的溶血活性基本没有恢复，但恢复了部分神经鞘磷脂酶活性，表明将蜡样芽胞杆菌的 plcR

基因导入炭疽芽胞杆菌后，可以直接激活神经鞘磷脂酶活性。 

关键词: 蜡样芽胞杆菌；plcR；炭疽芽胞杆菌；神经鞘磷脂酶；溶血素 

The function of PlcR in Bacillus anthracis vaccine strain A16R 
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Abstract:  Bacillus anthracis, B. thuringiensis and B. cereus are members of the B. cereus group. They share high 

genetic similarity. Whereas plcR (Phospholipase C regulator) usually encodes a functional pleiotropic activator pro-
tein in B. cereus and B. thuringiensis isolates, a characteristic nonsense mutation is found in all B. anthracis strains 
investigated, making the gene dysfunctional. To study the function of PlcR in B. anthracis, we used the B. cereus 
CMCC63301 genome as a template and constructed a recombinant expression plasmid pBE2A-plcR, and introduced it 
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into the B. anthracis vaccine strain A16R, and then analyzed the activity of the hemolysin and sphingomyelinase. The 
results showed that transformation of B. anthracis with plasmid pBE2A-plcR carrying the native B. cereus plcR gene 
active the expression of sphingomyelinase gene, but did not activate expression of hemolysin genes of B. anthracis 
A16R. 

Keywords: Bacillus cereus; plcR; Bacillus anthracis; sphingomyelinase; hemolysin 

PlcR是广泛存在于蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞
杆菌中十分重要的多功能调控因子[1]，它可激活多

种编码毒力因子的基因表达，如神经鞘磷脂酶、蛋

白酶和溶血素等。在蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆

菌中，PlcR蛋白受PapR的激活，PapR在plcR的控制
下以前肽形式表达后通过SecA分泌机制输出到细胞
外，在胞外成为激活的五肽形式后，再通过寡肽透

性酶系统Opp进入细胞，与PlcR结合并激活PlcR，从
而与PlcRbox结合，进而调控染色体上的几十个基因。
改变plcR基因的序列可使蜡样芽胞杆菌与苏云金芽
胞杆菌中的溶血素和细胞毒素的表达与活性减

弱[2,3]。在蜡样芽胞杆菌PlcR缺失株中，一些蛋白质
如：神经鞘磷脂酶、溶血素、肠毒素及许多蛋白酶

是不表达的[4]。炭疽芽胞杆菌与蜡样芽胞杆菌、苏

云金芽胞杆菌属于蜡样芽胞杆菌群，炭疽芽胞杆菌

中存在与蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌同源的

plcR基因序列，但在炭疽芽胞杆菌当中plcR基因发生
了一个无义突变[5]，导致其提前终止，故无法发挥其

正常的功能。本文将蜡样芽胞杆菌的plcR基因导入炭
疽芽胞杆菌减毒疫苗株A16R(pXO1+pXO2−)中并对其
生长状态、溶血酶活性及神经磷脂酶活性进行研究。 

 

1  材料和方法 

1.1  菌株及质粒 

本实验中用到的菌株及质粒见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  PlcR 在 A16R 中的表达 

1.2.1.1  表达载体 pBE2A-plcR 构建    以 CMCC-
63301 基因组为模板，用引物 plcR_F/R(表 2)扩增
plcR编码区片段，用 BamHⅠ和 SalⅠ酶切后连接到
本实验室保存的载体 pBE2A上，构建重组表达质粒
pBE2A-plcR，在该重组质粒中，plcR基因处于枯草
芽胞杆菌淀粉酶基因启动子的下游并受其调控。将

构建好的重组表达质粒 pBE2A-plcR转化到 DH5α中，
测序正确后，转入大肠杆菌 SCS110中去甲基化，后
提质粒电击转化到炭疽芽胞杆菌中疫苗株 A16R 中
构建 pBE2A-plcR/A16R，同时把表达载体 pBE2A也
导入 A16R中，构建 pBE2A/A16R的用作对照。 

1.2.1.2  PlcR 表达、纯化及抗 PlcR 多克隆抗体制备    

为了将来检测 plcR基因是否在炭疽芽胞杆菌中中表
达，我们制备了抗 PlcR 多克隆抗体，具体方法是：
以 CMCC63301基因组为模板，用引物 pETplcR_F/R  

表 1  本实验中所用到的菌株及质粒 

菌株及质粒 来源 

DH5α 全式金生物技术有限公司 

BL21(DE3) 全式金生物技术有限公司 

A16R 实验室保存，我国人用炭疽减毒疫苗株，pXO1+pXO2‒ 

CMCC63301 实验室保存，购买自中国医学菌种保藏中心 

pBE2 大肠杆菌和枯草芽胞杆菌穿梭载体，Apr，Kanr[6] 

pBE2A 
 

本实验室构建，枯草芽胞杆菌的淀粉酶基因启动子插入到 pBE2的 EcoRⅠ和 BamHⅠ之间，用于在炭疽芽胞杆菌中

中表达基因。 

pBE2A-plcR 蜡样芽胞杆菌 CMCC63301的 plcR基因编码序列插入到淀粉酶启动子下游。 

pET32a 全式金生物技术有限公司 

pET32a-plcR 蜡样芽胞杆菌 CMCC63301的 plcR基因编码序列插入到 pET32a的 BamHⅠ和 HindⅢ位点间 

表 2  本实验中所用到的引物列表 
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引物 序列(5’→3’) 用途 

pBE2A_F GCCAGATGCTACACAATTAG 
plcR基因插入载体 pBE2A后 PCR验证 

pBE2A_R CCTCTCGGTTATGAGTTAGTT 

plcR_F CGGGATCCATGCACGCAGAAAAATTAGG 从 CMCC63301基因组中扩增 plcR基因片段及连接载体(pBE2A
和 pET32a)后 PCR验证 plcR_R GCGTCGACTCATTTCTTCATTTTTTTTATA 

pETplcR_F CGGGATCCATGCACGCAGAAAAATTAGG 
plcR基因插入载体 pET32a后 PCR验证 

pETplcR_R CCAAGCTTTCATTTTTTTTATA 

注：下划线部分表示限制性酶切位点。 

 
(表 2)扩增 plcR片段，用 BamHⅠ和 Hind Ⅲ酶切连
接到 pET32a 载体上，将构建好的质粒化学转化到
DH5α中，测序正确后，转化到 BL21感受态中，构
建 pET32a-plcR/BL21，同时用相同的方法构建
pET32a/BL21。 

pET32a-plcR/BL21 诱导表达判断蛋白的可溶性，
用可溶性蛋白纯化试剂盒纯化蛋白。获得纯化好的

蛋白后采用背点注射和腹腔注射免疫小鼠。一周后

鼠尾取血 ELISA测效价，效价比较高时开始眼球取
全血，制备鼠多克隆抗体血清。 
1.2.1.3  Western blot分析确认 PlcR在炭疽芽胞杆菌

中表达    将构建的重组菌株 pBE2A-plcR/A16R和
pBE2A/A16R培养 13 h，各收集 1 mL培养菌液，离
心弃上清，菌体用 200 μL纯水重悬，加入等体积的
2×SDS-PAGE上样缓冲液，煮沸 10 min，离心取上
清，进行 SDS-PAGE 电泳。电泳结束后，将蛋白转
印至 PVDF膜上，用上述制备的 PlcR小鼠多抗进行
免疫印迹分析，使用低温凝胶成像仪照相。 

1.2.2  表型分析 

1.2.2.1  生长曲线测定    在 LB 琼脂平板上挑取
A16R、pBE2A/A16R 和 pBE2A-plcR/A16R 单克隆，
转接到含 5 mL LB 液体培养基试管中，在摇床中
37℃、220 r/min培养 12 h，吸取 50 μL转接至新鲜 5 
mL LB试管中同样条件下培养 12 h。吸取 1 mL的
菌液，转接于含 100 mL LB的 500 mL三角瓶中培
养(37℃，220 r/min)。每隔 1 h 取出三角瓶，测定
OD600并记录，绘制成生长曲线。 
1.2.2.2  溶血现象观察    在平板上挑取蜡样芽胞
杆菌 CMCC63301、炭疽芽胞杆菌中 A16R、pBE2A/ 
A16R和 pBE2A-plcR/A16R单克隆，接到 5 mL LB
液体培养基试管中，37℃、220 r/min培养 13 h，将
已灭菌的滤纸片贴到绵羊血平板后，吸取 5 μL菌液

滴到滤纸片中间待菌液晾干后放置 37℃恒温培养箱
中培养过夜，观察是否有溶血环及溶血环大小。 
1.2.2.3  神经鞘磷脂酶活性观察    在平板上挑取
蜡样芽胞杆菌 CMCC63301、炭疽芽胞杆菌中 A16R、
pBE2A/A16R和 pBE2A-plcR/A16R单克隆，接种到 5 
mL LB液体培养基试管中，37℃、220 r/min培养菌
株 13 h，各吸取 5 μL菌液滴加到配制好的卵磷脂琼
脂培养基(LB 培养基+50%葡萄糖水溶液+50%卵黄
盐水悬液)中待菌液晾干后放置 37℃恒温培养箱中
培养过夜，观察是否有乳白色神经鞘磷脂酶消化环

及消化环大小。 

2  结果与分析 

2.1  PlcR 在炭疽芽胞杆菌的表达 

2.1.1  重组 plcR 表达菌株构建 

表达质粒 pBE2A和测序正确的重组质粒 pBE2A- 
plcR 电击转化 DH5α，用引物 pBE2_F/R 进行菌落
PCR 鉴定，鉴定正确的克隆提取质粒后电转入
SCS110去甲基化，用相同引物进行菌落 PCR鉴定，
鉴定正确的克隆提取质粒，电转 A16R，用相同引物
进行菌落 PCR鉴定。结果显示重组质粒 pBE2A-plcR
导入 DH5a、SCS110 和炭疽芽胞杆菌中 A16R 中都
扩增出特异的条带，证明重组表达载体 pBE2A-plcR
已成功转入炭疽芽胞杆菌中 A16R中。 

2.1.2  PlcR 蛋白的表达、纯化及抗 PlcR 多克隆抗体制备 

将 plcR 基因插入到表达载体 pET32a 中，构建
成重组载体 pET32a-plcR，转化大肠杆菌 DH5α和
BL21后，用引物 pETplcR_F/R进行菌落 PCR鉴定，
都扩增出特异明亮的条带，表明表达质粒成功转入

到宿主菌 DH5α和 BL21中。 
PlcR 在 pET32a 中表达，融合蛋白大小为 51.5 
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kDa，pET32a-plcR/BL21诱导表达，用 His标签抗体
进行蛋白印迹，结果显示蛋白条带大小相符，说明

PlcR在 BL21成功表达(图 1)。 
 

 
 

图 1  重组表达载体 pET32a-plcR 的构建及 PlcR 蛋白

在大肠杆菌中的表达 
 

2.1.3  Western blot 确认 PlcR 在炭疽芽胞杆菌中表达 

挑取 pBE2A/A16R和 pBE2A-plcR/A16R单菌落，
LB 培养基中培养 13 h 后，取菌体 1 mL 进行 
SDS-PAGE分析(图 2A)，并使用抗 PlcR多克隆抗体
检测 PlcR是否在炭疽芽胞杆菌中 A16R中表达。结
果显示，pBE2A-plcR/A16R 所在的泳道有一条明显
的杂交条带，与 PlcR大小相符(33.5 kDa)，因而确定
PlcR在炭疽芽胞杆菌中 A16R中得到表达(图 2B)。 

 

 
 

图 2  PlcR 在炭疽芽胞杆菌中 A16R 中表达 

2.2  表型分析 

2.2.1  生长曲线 

从 0时开始每隔 1 h测 OD600值最后绘制生长曲

线图(图 3)。在 13 h时炭疽芽胞杆菌中 A16R进入对
数末期，并且 A16R、pBE2A/A16R和 pBE2A-plcR/ 
A16R 3株菌的生长曲线趋势基本相同，差异不太明显。 

 

 
 

图 3  生长曲线 
 

2.2.2  溶血验证 

用蜡样芽胞杆菌 CMCC63301 做阳性对照，同
时选 A16R做阴性对照，检测 PlcR蛋白表达对炭疽
芽胞杆菌中 A16R溶血能力的影响。结果显示：37℃
培养过夜后，蜡样芽胞杆菌 CMCC63301 菌苔周围
形成明显的溶血环，A16R、pBE2A/A16R和 pBE2A- 
plcR/A16R 均没有明显溶血环形成。这表明导入外
源 plcR 基因后 A16R的溶血活性没有恢复(图 4A)。 

 

 
 

图 4  重组炭疽芽胞杆菌中溶血酶活性和神经鞘磷脂酶

活性检测 
 

2.2.3  神经鞘磷脂酶活性验证 

用蜡样芽胞杆菌 CMCC63301 做阳性对照，同
时选 A16R做阴性对照，检测 PlcR蛋白表达对炭疽
芽胞杆菌中 A16R 神经鞘磷脂酶活性的影响，结果
显示：37℃培养过夜后，蜡样芽胞杆菌 CMCC63301
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菌苔周围形成很大的神经鞘磷脂酶消化环，A16R、
pBE2A/A16R 没有明显的神经鞘磷脂酶消化环形成，
pBE2A-plcR/A16R 菌落周围有明显的神经鞘磷脂酶
消化环形成，但没有 CMCC63301 强。这表明导入
外源基因 plcR后 A16R的神经鞘磷脂酶活性得到恢
复(图 4B)。 

3  讨  论 

在近期对炭疽芽胞杆菌PlcR研究报道中，实验
证明导入外源plcR基因能够使炭疽芽胞杆菌中的溶
血酶及神经鞘磷脂酶的活性得到恢复[5]。而在本研

究中，在导入外源基因plcR后重组菌株pBE2A-plcR/ 
A16R恢复了神经鞘磷脂酶活性，而溶血活性没有恢
复，这与文献报道的结果并不完全一致。我们猜测plcR
基因在炭疽芽胞杆菌中可能具有多种功能，PlcR蛋
白单独就能够激活神经鞘磷脂酶活性，而受plcR基
因调控的溶血素基因的激活可能需要plcR与其他基
因的共同作用。有研究称受plcR基因调控的毒素基
因的表达还需要一个小肽PapR的作用，即PlcR的活
性依赖于PapR[7]。papR位于plcR基因下游 70 bp，编
码一条 48 个氨基酸的多肽[8,9]，其功能是细胞与细胞

间的信号传递，papR基因的突变会影响plcR基因的表
达，导致溶血素的表达量大量减少[10]，因此，我们推

测溶血酶的活性的激活可能需要PlcR与PapR共同作
用，但PapR对神经鞘磷脂酶会起到什么样的作用，
仍是未知，这需要我们做更进一步的研究。 

PlcR不仅能调控其他蛋白其自身的表达也受自
身所调控，且N端较为保守，属于DNA结合区域，
受PlcR调控基因的启动子区域存在高度保守的回文
序列TATGNAN4TNCATA，有报道推测它可能构成
了PlcR的识别位点即PlcRbox[2,7]。众所周知，炭疽芽

胞杆菌与蜡样芽胞杆菌在遗传学上有很高的相似

性[11]，而且对plcR基因的进化分析表明，蜡样芽胞
杆菌、苏云金芽胞杆菌和炭疽芽胞杆菌中的plcR基
因起源于共同的祖先[12]，那么在炭疽芽胞杆菌中发

生的无义突变是在进化过程中自身选择的原因造成

的还是另有他因，尚不明确。本实验探究了外源plcR
基因对炭疽芽胞杆菌的功能影响，另一方面，将炭

疽芽胞杆菌中突变的plcR基因重新突变回正常基因，
进而研究其对炭疽芽胞杆菌中功能的影响同样是我

们值得考虑的。 
因此，我们将构建 PlcRpapR融合蛋白及恢复炭

疽芽胞杆菌中突变的 plcR基因的功能，来进一步研

究 PlcR在 A16R中的功能。 
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