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摘   要：【背景】细菌应对环境压力的能力对其存活和增殖及引起感染具有重要意义。充分揭示

布鲁氏菌应激机制，可为防控布鲁氏菌病提供理论依据。研究发现，ycjX 基因在细菌热应激时高

表达且可能受 σ32 调节，ycjF 基因在细菌败血症期间表达显著上升，二者在革兰阴性菌中可能构成

操纵子。【目的】研究 ycjX 和 ycjF 基因在布鲁氏菌热应激中的作用。【方法】对布鲁氏菌(Brucella)
及其 ycjX 和 ycjF 双基因缺失株(ΔycjXF)和回补株(CΔycjXF)进行热应激试验，计算 3 株菌的存活率。

利用 RT-PCR 和 β-半乳糖苷酶活性检测试验鉴定 ycjX 和 ycjF 的操纵子模式和启动子区域活性。利

用 ChIP 试验分析 σ32 与 ycjX 和 ycjF 的靶向调节关系。表达并纯化 pGEX-4T-1-σ32 重组蛋白，凝胶

电泳迁移试验分析 σ32 与 ycjX 和 ycjF 之间的结合关系。【结果】热刺激后 ΔycjXF 存活显著低于

Brucella suis S2 和 CΔycjXF。明确布鲁氏菌 ycjX 和 ycjF 为同一转录本，确定其启动子区域具有活性。

ChIP 试验表明，σ32 可靶向富集在 ycjXF 启动子区，凝胶电泳迁移试验确定 σ32 可与 ycjXF 体外直

接结合。【结论】在 σ32 的调节下，ycjX 和 ycjF 在布鲁氏菌热应激中发挥正向作用。 

关键词：布鲁氏菌；ycjX；ycjF；双基因缺失株；σ32 因子；热应激  
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CHEN Jialu1,2, ZHI Feijie1,2, LI Shengnan1,2, WANG Pingping1,2, LI Bin1,2, DIAO Ziyang1,2, 
JIN Yaping1,2, WANG Aihua*1,2 
1 College of Veterinary Medicine, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
2 Key Laboratory of Animal Biotechnology, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yangling 712100,  

Shaanxi, China 

Abstract: [Background] The response to environmental stimuli is important for the survival, 
proliferation, and infection of bacteria. Fully revealing the molecular mechanism of Brucella in coping 
with environmental stimuli can provide a theoretical basis for the prevention and control of brucellosis. 
The available studies have demonstrated that ycjX is highly expressed in the bacteria under heat stress 
and may be regulated by σ32 and the expression of ycjF rises significantly during bacterial sepsis. The 
two genes may constitute an operon in Gram-negative bacteria. [Objective] To explore the roles of ycjX 
and ycjF in the response of Brucella to heat stress. [Methods] Heat stress test was performed on 
Brucella suis S2, ΔycjXF, and CΔycjXF and the survival rates of the three strains were calculated. The 
operon modes of ycjX and ycjF were identified via RT-PCR method. The activity of β-galactosidase was 
determined to measure the promoter region activity. The chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay 
was employed to explore the endogenous regulation of ycjX and ycjF by σ32. The pGEX-4T-1-σ32 
recombinant protein was expressed and purified. The electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was 
employed to analyze the binding relationship of σ32 with ycjX and ycjF. [Results] The growth rate of 
ΔycjXF slowed down compared with B. suis S2 and CΔycjXF under heat stress. The co-transcriptional 
analysis showed that ycjX and ycjF were in the one transcript of Brucella. The promoter region of the 
two genes was active. The ChIP assay showed that σ32 can be enriched in the promoter region of ycjXF, 
and the EMSA determined that σ32 can directly bind to ycjXF in vitro. [Conclusion] Under the 
regulation of σ32, ycjX and ycjF play a role in the response of Brucella to heat stress. 

Keywords: Brucella; ycjF; ycjX; strain with double gene deletion; σ32factor; heat stress 

细菌遇到一定的环境压力 (营养缺乏、  
高/低渗透压、高/低温、酸/碱性和强氧化等)时，

能够进化出复杂的应激机制。细菌可通过调控

转录反应促进应激蛋白的表达，维持内部蛋白

酶稳定，有利于其适应环境压力并生存[1-2]。研

究细菌应激机制，有助于揭示细菌的抗逆性，

为疫病防控提供理论依据。已知细菌受到热刺

激后会加速产生未折叠蛋白，而未折叠蛋白积

聚过多会导致细胞毒性[3]。此时，细菌的热休

克反应机制发挥功能，可通过 σ32 与 RNA 聚合

酶作用，转录激活热休克基因，也可通过热休

克蛋白 70 (heat shock protein 70，HSP70)、DnaK
和 FstH 等分子伴侣结合并降解未折叠蛋白[4]。 

研究显示，大肠杆菌应对热刺激与氮饥饿

时，ycjX 基因表达高度上调，其诱导热休克反应

的水平甚至高于主要的应激诱导伴侣 GroEL、

ClpB 和 HtpG[5-6]，有研究推测 ycjX 可能作为热

休克基因并受到 σ32 的调控[7-8]。在研究大肠杆
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菌中负责应对环境刺激并修复内膜维持质子动

力的 PSP 操纵子时，发现 ycjX 基因与 ycjF 基

因成对出现于 PSP 操纵子附近[9]，而且 ycjX 基

因总是位于 ycjF 基因的上游[10]。ycjF 编码一种

内膜蛋白，可在细菌败血症期间高表达[11]。推

测 ycjX 与 ycjF 基因可能共同参与细菌应激反应

的相关功能。 
为了探究 ycjX 和 ycjF 在布鲁氏菌应激反应

中的作用，本研究对布鲁氏菌(Brucella suis) S2
及其 ycjX 和 ycjF 双缺失株(ΔycjXF)及回补株

(CΔycjXF)进行热应激试验，并对 ycjX 和 ycjF
是否构成操纵子，其启动子区域是否具有活性

进行鉴定；同时，利用染色质免疫共沉淀

(chromatin immunoprecipitation，ChIP)与凝胶电

泳迁移试验(electrophortic mobility shift assay，
EMSA)对上游调控因子 σ32 与 ycjXF 的关系进行

探索，以期解析 ycjXF 参与布鲁氏菌抵御环境应

激的分子机制，为防控布鲁氏菌病提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和引物 

猪种布鲁氏菌 S2 株(B. suis S2)由本实验室

保存，B. suis S2 的 ycjX 和 ycjF 双缺失株(ΔycjXF)
与回补株(CΔycjXF)由本实验室构建、鉴定与保

存。大肠杆菌 BL21 和 DH5α 感受态细胞购自

天根生化科技公司。引物由北京擎科生物科技

有限公司(西安)合成，具体序列见表 1。 
1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

胰酪大豆胨培养基(TSB)、胰蛋白胨大豆琼

脂(TSA)、营养肉汤培养基(LB)、营养琼脂(LA)，
北京奥博星生物技术公司。细菌基因组提取试

剂盒，天根生化科技有限公司；逆转录试剂盒、

qRT-PCR 试剂盒，Thermo 公司；邻硝基苯-β-D-吡
喃半乳糖苷(o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside，

ONPG) ， 源 叶 生 物 ； PrimeSTAR Max DNA 
Polymerase、T4 DNA Ligase、TRIzol、BamH Ⅰ限
制性核酸内切酶，TaKaRa 公司；Flag 标签抗体、

Goat Anti-Mouse IgG HRP Conjugate，全式金生

物技术有限公司；DNA 纯化试剂盒，Qiagen 公

司；Protein A+G 磁珠、小鼠 IgG、GST 蛋白纯

化试剂盒、EMSA/Gel-Shift 试剂盒，碧云天生

物生物技术公司；ClonExpress MultiS One Step 
Cloning Kit，诺唯赞生物(南京)科技股份有限公

司。PCR 仪、实时荧光定量 PCR 仪，凝胶成像

系统，Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  ycjXF 双基因缺失菌株及回补株的构建

与鉴定 
根据 NCBI 上 GenBank 所公布的基因序列

ycjX (GenBank 登录号为 NZ_CP006961)和 ycjF 
(GenBank 登录号为 NZ_CP006961)，利用同源

重组法构建 ycjX 与 ycjF 的双基因缺失菌株。使

用细菌基因组提取试剂盒提取 B. suis S2 基因

组为模板，分别采用引物对 Up-F/R 和 Down-F/R，

进行 PCR；同时以 pET-28a 质粒为模板，采用

引物对 Kna-F/R 进行 PCR。PCR 反应体系    
(50 μL)：PrimeSTAR Max Premix (2×) 25 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，

ddH2O 22 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 
10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 2 min，35 个循环；72 ℃ 
5 min。分别获得 ycjX 上游同源臂、ycjF 下游同

源臂和卡那霉素抗性基因片段；将融合片段与

pMD19-T 载体连接，获得重组载体 19T-ycjXF。
测序正确的重组载体电击转化转入B. suis S2 感受

态细胞中，37 ℃培养 72 h。挑取单菌落，将通过

PCR 筛选并鉴定成功的缺失菌株命名为 ΔycjXF。 
以 B. suis S2 基因组与 pET-32a 质粒为模板，

采用引物 ycjXF-F/R、pBB-XF-F/R、pBB-Amp-F/R
分别进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)： 
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表 1  本文所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequences (5ʹ→3ʹ) 

Up-F CTCTGTTCGCACACGCGAAA 
Up-R AGAACTCTGTAGCACCGCTATGCCCTCGCCGAAATTGC 
Down-F TCCCCGAAAAGTGCCACCTGGCGCCCGCCTCCGCTGAA 
Down-R GGCGATACTGCCGACAGCGA 
Kna-F AATTTCGGCGAGGGCATAGCGGTGCTACAGAGTTCTTG 
Kna-R ATTTCAGCGGAGGCGGGCGCCAGGTGGCACTTTTCGGG 
ycjXF-F GACCCTGCATTGTCACAGGA 
ycjXF-R CTCATCGTCCGTCAGATCGA 
pBB-XF-F AAACAAATAGGGGTTCCGCGATCGATGAAAGAAACCGGG 
pBB-XF-R CTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCTTTTCGGGCGTTTCT 
pBB-Amp-F AGGATGACGACGATAAGTAGTTCGCAAAGTCGTGACCGCC 
pBB-Amp-R GCCCGGTTTCTTTCATCGATCGCGGAACCCCTATTTGTTT 
RT-F TTCTATCCTGTTTCCGTCCC 
RT-R CCGTCTATGATGTCATCCGT 
ycjX-P-F TATGCCCTCGCCGAAATTGC 
ycjX-P-R AGACGTCGGCAATCTTATGCTC 
ycjF-P-F TTCTATCCTGTTTCCGTCCC 
ycjF-P-R CCGTCTATGATGTCATCCGT 
qRT-PCR-F TGCTCACGGGACATAATCCG 
qRT-PCR-R ACTCTCCAGAAAACCACGCC 
σ32-F GATCTGGTTCCGCGTGGATCCATGGCCCAGATGAAACTCCC 
σ32-R ACCCGGGAATTCCGGGGATCCGACGTGCGCTTCCTCGATAT 
EMSA-F AGACGTCGGCAATCTTATGCTC 
EMSA-R TATGCCCTCGCCGAAATTGC 
EMSA-R-FAM TATGCCCTCGCCGAAATTGC 
注：下划线表示限制性内切酶位点 
Note: The underline indicates the restriction endonuclease site. 
 
PrimeSTAR Max Premix (2×) 25 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，ddH2O 22 μL。
PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 
5 s，72 ℃ 4 min，35 个循环；72 ℃ 5 min。包

含 ycjX 与 ycjF 基因的启动子、目的基因和 Flag
标签的片段；并利用 ClonExpress MultiS One 
Step Cloning Kit 将目的片段进行连接，经测序

构建成功的回补质粒电击转化转入 ΔycjXF，

37 ℃培养 72 h。挑取单菌落，参照 TRIzol 试剂

说明书提取总 RNA，之后参照逆转录试剂盒说

明书将总 RNA 逆转录为 cDNA。以 cDNA 为模

板，参照 qRT-PCR 试剂盒说明书进行反应。将

通过荧光定量 PCR 与 Western blotting 筛选并鉴

定成功的回补菌株命名为 CΔycjXF。 
1.2.2  ycjXF 对布鲁氏菌体外应激的影响 

将 B. suis S2、ΔycjXF、CΔycjXF 分别接种

于 TSB 培养基，37 ℃、180 r/min 恒温摇床培

养至对数生长期(OD600≈0.6)，用 TSB 调整为

1×107 CFU/mL 的菌液样品。分别置于 37、45、
50、55 ℃水浴锅中孵育 1 h。然后分别进行 10 倍
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倍比稀释，涂布于 TSA 平板上，37 ℃恒温培养

72 h，进行菌落计数并计算存活率。 
1.2.3  操纵子模式的确定 

利用共转录原理设计跨越 ycjX 和 ycjF 基

因的引物 RT-F 与 RT-R (表 1)。取对数生长期

(OD600≈0.6)的 B. suis S2 菌液，参照 TRIzol 试
剂说明书提取总 RNA。利用逆转录试剂盒将

RNA 逆转录为 cDNA，PCR 检测在 B. suis S2 的

cDNA 与 DNA 中的共转录情况。PCR 反应体系

(25 μL)：PrimeSTAR Max Premix (2×) 12.5 μL，
上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，模板 0.5 μL，

ddH2O 11 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 5 min； 
98 ℃ 10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；

72 ℃ 5 min。 
1.2.4  β-半乳糖苷酶活性的检测 

采用引物对 ycjX-P-F/R 和 ycjF-P-F/R 扩增

出 ycjX 和 ycjF 的启动子区域，利用同源重组的

方法构建表达活性质粒。将其电转化转入 B. suis 

S2 感受态细胞中，37 ℃培养 24 h；划线培养，

挑取单菌落置于 20 mL TSB 培养基中培养至

对数生长期(OD600≈0.6)。在 2 mL EP 管中加入 

100 μL 菌液，600 μL 预冷 Z-buffer (100 mmol/L 

Na2PHO4、40 mmol/L NaH2PO4、10 mmol/L KCl、

1 mmol/L MgSO4、5.4 μL/mL β-巯基乙醇)重悬

菌体并混匀后取 200 μL 测定其 OD600 值。加入

100 μL 氯仿及 50 μL 0.1% SDS 到剩余菌液中，

颠倒混匀后室温孵育 5 min，然后加入 200 μL  

4 mg/mL ONPG 溶液混匀后室温孵育并记录溶

液变黄时间(T)；加入 500 μL 1 mol/L Na2CO3 溶

液至体系中，终止反应；将 2 mL EP 管，4 ℃、

12 000 r/min 离心 5 min，取 200 μL 上清测定

OD420 与 OD500 值。计算酶活的公式：millor 

unit=1 000×(OD420−1.75×OD500)/(OD600×V×T)。

将对数生长期菌液(OD600≈0.6)进行 10 倍倍比稀

释后点斑于含有 2 mg/mL X-gal 的 TSA 平板上，

置于 37 ℃恒温培养箱中培养并观察菌落颜色

变化。 
1.2.5  染色质免疫共沉淀试验 

染色质免疫共沉淀(ChIP)试验参考文献[12]
中的方法。参照回补菌株质粒构建方法[13]，构

建 pBBori-Amp-σ32 质粒并电转化转入 B. suis S2，
得到过表达 σ32 菌株，37 ℃、180 r/min 恒温摇床

培养至对数生长期(OD600≈0.6)。Protein-DNA 交

联：先加入 2.2 mg/mL 溶菌酶室温处理菌液  
10 min，在培养基中加入终浓度为 1%的甲醛交

联 15 min，并缓慢摇晃，再用终浓度 125 mmol/L
的甘氨酸终止交联。4 ℃、8 500 r/min 离心 5 min
收集菌体。在冷 PBS 中洗涤 2 次，用 2 mL IP 
Buffer 重悬。以 20%振幅超声裂解，工作 1 s
间隔 2 s，反复检测裂解情况，将 DNA 片段破

碎在 200−500 bp 左右。超声裂解后的样品在

4 ℃、14 000 r/min 离心 10 min。取上清的 1/3
作为 Input 组，2/3 分别加入已预处理的 beads
中，其中一组为 Flag 标签抗体组、另一组为小

鼠 IgG 组。4 ℃孵育过夜后进行 beads 洗涤，洗

涤后取 20 μL 样品进行 Western blotting 检测。

解交联后的样品加入 10 mg/mL RNase A，37 ℃
水浴 1 h，0.2 mg/mL Proteinase K 55 ℃水浴  
30 min。使用 DNA 纯化试剂盒提取 DNA。 
1.2.6  实时荧光定量 PCR (quantitative real-time 
PCR，qRT-PCR)验证 ChIP 结果 

利用 NCBI 中的 Blast-Primer 工具设计 ycjX

和 ycjF 启 动 子 区 域 引 物 ycjX-P-F/R 和

ycjF-P-F/R，以纯化后的 DNA 片段作为模板进

行 qRT-PCR。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，
60 ℃ 30 s，40 个循环；65 ℃ 5 s；55 ℃ 5 s。
其中试验组为 IP 组，对照组为 IgG 组，每组样

品均为 3 个重复。进行 qPCR 扩增，并使用 2‒ΔΔCt
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法进行计算。 
1.2.7  原核表达载体 pGEX4T-1-σ32 的构建与

蛋白纯化 
根据 GenBank 上所公布 B. suis S2 σ32 基因

序列 (登录号为 NZ_CP006961.1)，设计引物

σ32-F/R 并引入 BamH Ⅰ酶切位点。以 B. suis S2
菌株基因组 DNA 为模板，PCR 扩增 σ32 片段，

PCR 反应体系(50 μL)：PrimeSTAR Max Premix 
(2×) 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

模板 1 μL，ddH2O 22 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 
5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 4 min，35 个

循环；72 ℃ 3 min。与酶切后的 pGEX-4T-1 质

粒连接。测序鉴定成功的重组质粒命名为

pGEX-4T-1-σ32。 
构建成功的重组质粒进一步转化至大肠杆

菌 BL21 感受态细胞中，转化后产物涂布于含

有 100 mg/L 氨苄抗性的 LA 培养基中，于 37 ℃
恒温培养箱培养。挑取生长良好的单个菌落，

接种至含有 100 mg/L氨苄抗性的 LB培养基中，

37 ℃、 180 r/min 恒温培养至对数生长期

(OD600≈0.6)，加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG，

37 ℃、180 r/min 恒温摇床进行诱导表达。培养

12 h 后，5 000 r/min 离心 10 min 收集菌体重悬

于裂解液，在冰上进行超声裂解，裂解功率  
350 W，每次工作 3 s、间歇 3 s，直至菌液澄清；

利用 GST 蛋白纯化试剂盒对超裂后上清进行纯

化，纯化后蛋白命名为 σ32，保存于–80 ℃备用。

蛋白浓度用 NanoDrop 分光光度仪测定，保存

备用。 
1.2.8  凝胶电泳迁移试验 

凝胶电泳迁移试验参考文献[14]中所使用

的方法，根据 ycjX 和 ycjF 启动子区域设计引物

EMSA-F/R-FAM、EMSA-F/R，PCR 扩增出携

带 FAM 标记的探针与未标记探针，PCR 反应体

系(50 μL)：PrimeSTAR Max Premix (2×) 25 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，

ddH2O 22 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 
10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 4 min，35 个循环；72 ℃ 
3 min。σ32 蛋白与 ycjX 和 ycjF 启动子区域的结

合反应参考 EMSA/Gel-Shift 试剂盒说明书进

行，在凝胶成像仪中拍照并记录结果。 

1.3  数据统计与分析 
试验数据采用 SPAS 22.0 进行统计分析，

通过 t 检验或单因素方差分析，*P<0.05 差异显

著，**P<0.01 差异极显著；利用 GraphPad Prism 
8 进行绘图。 

2  结果与分析 
2.1  ycjXF 基因缺失菌株与回补菌株的构

建及鉴定 
PCR 扩增并获得目的片段，ycjX 上游同源

臂为 578 bp，ycjF 下游同源臂为 800 bp，卡那

霉素抗性基因片段为 1 229 bp (图 1A)；经融合

PCR 获得融合片段为 2 607 bp (图 1B)；电转化成

功后进行 PCR 筛选，扩增 ycjXF 上游同源臂-卡
那霉素基因条带为 1 580 bp，下游同源臂-卡那

霉素基因条带 2 343 bp，使用布鲁氏菌 S2 株基

因组模板为阴性对照(图 1C)。 
PCR 扩增含 ycjXF 启动子、目的基因和 Flag

标签的 3 137 bp 回补片段(图 2A)。回补质粒电

转入 ΔycjXF 后，Western blotting 筛选回补菌株，

在 CΔycjXF 检测到 YcjXF-flag 条带，表明回补

菌株构建成功(图 2B)。qRT-PCR 再次鉴定，

ΔycjXF 未检测到 ycjXF 的表达，而 CΔycjXF 检

测到表达，表明基因缺失菌株与回补菌株构建

成功(图 2C)。 

2.2  ycjXF 基因缺失对布鲁氏菌热应激的

影响 
热刺激处理后的 B. suis S2、ΔycjXF 和

CΔycjXF在 37 ℃培养 72 h 后进行菌落计数并计 
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图 1  缺失菌株构建及鉴定   A：缺失菌株目的片段 PCR，M：DL2000 DNA Marker；1：ycjXF 上游

同源臂；2：卡那霉素基因；3：ycjXF 下游同源臂。B：ycjXF 上、下游同源臂与卡那霉素基因的融合

PCR，M：DL5000 DNA Marker；1：ycjXF 融合片段。C：缺失菌株鉴定 PCR，M：DL5000 DNA Marker；
1–2：S2 株阴性对照；3：ycjXF 上游同源臂-卡那霉素基因；4：ycjXF 下游同源臂与卡那霉素基因 
Figure 1  PCR identification of deletion strains. A: PCR of individual fragments of deletion strain; M: 
DL2000 DNA Marker; 1: ycjXF upstream homologous arm gene; 2: Kanamycin resistance gene; 3: ycjXF 
downstream homologous arm gene. B: PCR of fusion fragment of deletion strain; M: DL5000 DNA Marker, 1: 
Fusion fragment. C: PCR of deletion strains; M: DL5000 DNA Marker; 1–2: S2 strains as negative control; 3: 
ycjXF upstream homologous arm-kanamycin resistance gene; 4: ycjXF downstream homologous 
arm-kanamycin resistance gene. 

 

 
 
图 2  回补菌株构建   A：回补片段 PCR，M：DL5000 DNA Marker；1：ycjX 与 ycjF 目的片段与启

动子区域。B：Western blotting 鉴定回补菌株。C：qRT-PCR 鉴定 ycjXF 缺失及回补菌株，*：P<0.05；
**：P<0.01.  
Figure 2  Construction and identification of complemented strain. A: PCR of complemented fragment; M: 
DL5000 DNA Marker; 1: Region of ycjX, ycjF and promoter. B: Western blotting of complemented strain. C: 
qRT-PCR of ycjXF deletion strain and complemented strain; *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
算其存活率。结果显示，在热刺激后 ΔycjXF 与

B. suis S2 和 CΔycjXF 相比存活率显著降低。表

明 ycjX 和 ycjF 基因缺失降低了布鲁氏菌抵抗热

刺激的能力(图 3)。 

2.3  ycjX 和 ycjF 操纵子的确定和启动子活

性鉴定 
设计跨越基因引物 RT-F 与 RT-R，见图 4A

中黑色竖线。电泳结果显示，cDNA 和 DNA 为 
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图 3  不同热刺激对 Brucella suis S2、ΔycjXF 和

CΔycjXF 菌株在体外生长的影响 
Figure 3  Survival of Brucella suis S2, ΔycjXF and 
CΔycjXF under heat stress. *: P<0.05; **: P<0.01. 

模板时均有条带，RNA 作为阴性对照无条带，

表明 ycjX 和 ycjF 两个相邻基因共转录，存在

ycjXF 操纵子(图 4B)。 

采用 ONPG 比色法检测 ycjX 和 ycjF 的

启动子区域 β-半乳糖苷酶活性，结果显示，

与带有无关片段的阴性对照相比，ycjXF 的

启动子具有活性(P<0.01) (图 5A)，而且在含

有 X-gal 的平板上显示为蓝色 (图 5B)。表明

ycjX 和 ycjF 共用启动子区域且该区域具有

活性。 
 

 
 

图 4  布鲁氏菌 ycjXF 基因转录单元的 RT-PCR 分析   A：基因模式图。B：PCR 检测结果，M：DL2000 
DNA Marker；1：cDNA 为模板扩增结果；2：DNA 为模板扩增结果；3：阴性对照 
Figure 4  RT-PCR analysis of ycjXF gene transcription unit of Brucella. A: ycjXF gene model. B: PCR 
detection of ycjXF gene; M: DL2000 DNA Marker; 1: Represent the amplification using cDNA as the 
templates; 2: Represent the amplification using DNA as the templates; 3: Negative control. 

 

 
 

图 5  布鲁氏菌 ycjXF 启动子活性分析   A：ONPG 比色法检测 β-半乳糖苷酶活性，**：P<0.01，表

示差异极显著；B：蓝白斑鉴定启动子活性 
Figure 5  Promoter activity of Brucella ycjXF. A: β-galactosidase activity was detected by ONPG 
colorimetric method; **: P<0.01. B: Promoter activity was detected by blue and white spots. 
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2.4  重组 pGEX-4T-1-σ32 蛋白表达与纯化 
PCR 扩增 σ32 目的片段为 909 bp，酶切

pGEX-4T-1 载体后进行连接，获得 pGEX- 
4T-1-σ32 重组质粒(图 6A、6B)。对 pGEX-4T-1-σ32

重组蛋白上清进行纯化，经 SDS-PAGE 电泳，获

得了与预期大小相符的 59.4 kDa 蛋白(图 6C)。 

2.5  σ32 对 ycjX 和 ycjF 的靶向调节 
为了探究 σ32 与 ycjX 和 ycjF 之间的调节关

系，超声裂解后样品的主要 DNA 片段大小为

250 bp 左右(图 7A)，符合后续试验要求。Western 
blotting 结果显示，在 Input 组和 IP 组出现富集

(图 7B)。将富集后的样品通过 qRT-PCR 检测发 
 

 
 
图 6  重组蛋白 σ32 的构建与纯化   A：σ32 目的片段 PCR，M：DL5000 DNA Marker；1：σ32 目的基

因。B：pGEX-4T-1 载体酶切，M：DL10000 DNA Marker；1：阴性对照；2：酶切。C：SDS-PAGE 检

测 pGEX-4T-1-σ32 重组蛋白，M：Protein Marker；1：未诱导；2：诱导；3：超裂后沉淀；4–5：超裂后

上清；6：穿流液；7–9：洗脱液 
Figure 6  Construction and purification of recombinant protein σ32. A: PCR of σ32 fragment; M: DL5000 
DNA Marker; 1: σ32gene. B: Digestion of pGEX-4T-1 vector; M: DL10000 DNA Marker; 1: Negative control; 
2: Digestion of pGEX-4T-1. C: SDS-PAGE detection of pGEX-4T-1-σ32 recombinant protein; M: Protein 
Marker; 1: Not induced; 2: Induced; 3: After ultra-splitting precipitate; 4–5: Supernatant; 6: Permeate; 7–9: 
Eluent. 

 

 
 

图 7  染色质免疫共沉淀结果   A：超声破碎染色质，M：DL2000 DNA Marker。B：Western blotting
检测 σ32 富集情况。C：qRT-PCR 检测 σ32 对 ycjXF 启动子富集倍数，**：P<0.01，表示差异极显著 
Figure 7  Chromatin immunoprecipitation analysis of the regulatory relationship between σ32 and ycjXF. A: 
Ultrasonic broken chromatin; M: DL2000 DNA Marker. B: Western blotting detection of σ32 enrichment. C: 
qRT-PCR detection of enrichment fold of σ32 on ycjXF promoter; **: P<0.01. 
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现，IP 组富集到 ycjX 和 ycjF 的启动子区域，

对照 IgG 组差异显著(图 7C)。表明 σ32 对 ycjX
和 ycjF 的启动子区域有靶向调节关系。 

2.6  σ32 与 ycjX 和 ycjF 的启动子区域直接

结合 
EMSA 试验判断 σ32 对 ycjX 和 ycjF 的调控，

正常结合组随着 σ32 蛋白量的逐渐增加，DNA-蛋
白质复合物逐渐增加(图 8A)；竞争组未标记的

探针量逐渐增加，DNA-蛋白质复合物逐渐减少

(图 8B)。结果表明 σ32 可直接结合到 ycjXF 的启

动子区域。 

3  讨论与结论 
布鲁氏菌病是世界上严重的人畜共患病之

一，引起的慢性感染可导致严重的经济损失和

公共卫生负担[15]。研究发现当布鲁氏菌面对一

般环境压力如营养缺乏、酸性、强氧化性时会

调控 σ 因子 RpoE1、HWE 型传感器 LovhK 激

酶和抗 σ 因子 PhyR 等共同应对环境刺激[16-17]。

布鲁氏菌可通过未经高温消毒或消毒不彻底的

产品进行扩散[18]。研究发现，极端温度与温度

频繁波动都会影响细菌的增殖[1]。对于可入侵

宿主细胞的细菌，在感染宿主时的温度变化也

是影响毒力的重要信号[19]。因此，细菌对温度

变化的适应及在不适温度刺激下如何调节基因

表达成为许多研究的重点。 
本研究在不同温度的热刺激下发现，随着

环境温度的不断升高，ΔycjXF 与 B. suis S2 和

CΔycjXF 相比存活率显著降低，表明 ycjX 和

ycjF 可参与布鲁氏菌热应激，与 Choi 等[4]在大

肠杆菌中观测到 ycjX 和 ycjF 可能参与细菌热应

激的结果相似。文献报道中，ycjX 与 ycjF 基因

常成对出现。Yan 等[20]学者指出根据操纵子理论

可知多顺反子编码的蛋白质通常具有相同功能

或参与相关代谢途径。验证 ycjX 和 ycjF 是否为

操纵子模式及启动子区域是否具有活性，对探究

其功能意义重大。本研究通过共转录试验与 β-半
乳糖苷酶活性检测，证明布鲁氏菌 ycjX 和 ycjF
基因共用同一转录本且启动子区域具有活性，这

提示 ycjX和 ycjF可共同参与布鲁氏菌的热应激。 

 

 
 
图 8  EMSA 验证 σ32 与 ycjXF 启动子区域结合   A：EMSA 分析 σ32 与 ycjXF 启动子结合；B：竞争

EMSA 分析 σ32 与 ycjXF 启动子结合 
Figure 8  EMSA verified the binding of σ32 and ycjXF promoter region. A: EMSA assays of σ32 binding to 
the ycjXF promoter region; B: Competition assays. 
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研究表明，当细菌应对热刺激时 σ32 会高度

表达并结合 RNA 聚合酶激活热休克基因的转

录[21]，同时热休克蛋白可以将细胞内折叠错误

的蛋白质进行转运或降解[22]。Delory 等[23]发现，

羊种布鲁氏菌中 σ32 基因缺失株在 42 ℃下将无

法生长。本研究利用 ChIP 试验探究 ycjX 和 ycjF

参与布鲁氏菌热应激是否受到 σ32 的靶向调节，

从 qRT-PCR 结果显示，σ32 富集到 ycjX 和 ycjF

的启动子区域，表明布鲁氏菌 ycjX 和 ycjF 可受

σ32 调节。纯化 σ32 重组蛋白，利用 EMSA 试验

验证 σ32 与 ycjX 和 ycjF 的启动子区域可直接结

合，揭示布鲁氏菌的 ycjX 和 ycjF 参与热应激并

受 σ32 的直接调节。结合在热应激试验中 ΔycjXF

的存活率显著下降，提示 ycjX 和 ycjF 基因缺失

时无法编码蛋白质参与布鲁氏菌热应激，推测

ycjX 和 ycjF 基因在布鲁氏菌热应激中作为热休

克基因被 σ32 调节，而且可能作为热休克蛋白参

与降解未折叠蛋白，从而维持细菌自身稳态。 
本研究揭示了布鲁氏菌热应激中 ycjX 和

ycjF 基因在 σ32 的调节下发挥作用，为进一步研

究布鲁氏菌抵抗热刺激的分子调控机制奠定了

基础。 
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