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摘  要 : 胡萝卜软腐果胶杆菌是世界十大植物病原菌之一，主要侵染十字花科的经济作物和观赏花卉。文中从胡

萝卜软腐果胶杆菌的基因组中克隆 1 个抗菌基因 cpxP (Gene ID: 29704421)，将其构建在原核表达质粒 pET-15b

上，并转化至大肠杆菌 Escherichia coli BL21 (DE3)进行表达，经纯化后进行稳定性和抑菌实验。结果显示，IPTG

的诱导终浓度为 1 mmol/L，实现了蛋白的高效外源表达，纯化后电泳无杂蛋白残留，且该蛋白具有良好的热稳

定性和 pH 稳定性。CpxP 蛋白抑菌试验结果显示其对胡萝卜切片的抑菌率可达到 44.89%，对马铃薯切片的抑菌

率可达到 59.41%。为进一步解释其抑菌机理，研究该蛋白的空间结构可为软腐病的防治和新型蛋白农药靶点研

究提供新思路。 
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Abstract:  Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum is one of the world’s top ten plant pathogens, mainly infecting 

cruciferous economic crops and ornamental flowers. In this study, an antibacterial gene cpxP (Gene ID: 29704421) was cloned 

from the genome of Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, and constructed on the prokaryotic expression plasmid 

pET-15b, and the recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli BL21 (DE3), then stability and bacteriostatic 

experiments of the purified CpxP protein were performed. The final concentration of IPTG was 1 mmol/L, obtaining 

high-efficiency exogenous expression of the CpxP protein. There was no other protein after purification, and the destined 

protein exhibited good thermal stability and pH stability. The antibacterial test results showed that the inhibition rate of the 

CpxP protein on carrot slice was 44.89% while the inhibition rate on potato slice was 59.41%. To further explain its 

antibacterial mechanism, studying the spatial structure of this protein can provide new ideas for the control of soft rot and new 

·农业生物技术·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

848 

protein pesticide targets. 

Keywords:  Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, CpxP, purification, bacteriostasis 

胡萝卜软腐果胶杆菌属于革兰氏阴性菌，是

世界十大植物病原菌之一[1]，其亚种 (Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum，PC1) 是植物细菌

性软腐病的主要致病菌[2]，常危害胡萝卜、白菜、

马铃薯等植物[3]。除此之外，在北京市顺义区的

芹菜软腐病 [4]、南京市八卦洲的芦蒿软腐病 [5]、

甘肃省嘉峪关市的洋葱鳞茎软腐病[6]、山西市晋

中的西葫芦软腐病[7]等病害样品中都分离到 PC1

菌株，说明病原菌宿主范围极广。病原菌通过细

菌Ⅲ型分泌系统分泌胞外水解酶，如蛋白酶、纤

维素酶、果胶酶等引发植物软腐病 [8-9]。目前，

PC1 菌株的全基因代谢网络已成功构建，并用于

筛选潜在的致病基因[10]。Cpx 双组分调控系统广

泛存在于革兰氏阴性菌中，包含两种重要功能蛋

白：组氨酸蛋白激酶 CpxA 和反应调节蛋白

CpxR，同时包含一种用于辅助调控系统的周质

蛋白 CpxP[11]。CpxP 可以通过阻碍 CpxA 的接受

域与外界环境信号传导的化学信号相接触，进而

有效抑制 CpxA 对于整个调控系统的激活[12]。在

沙门氏菌等致病性革兰氏阴性菌及大肠杆菌模

式菌中 CpxP 的主要功能为通过与 CpxA 的结合

从而减少 CpxA 被不恰当诱导的机会，达到微调

整 Cpx 系统的活性，使细胞不产生过度侵染反

应 [13]。因此，胡萝卜软腐果胶杆菌的 Cpx 双组

分系统对其致病性的调控也具有极其重要的作

用[14]。目前，国内研究较多的是胡萝卜软腐果胶

杆菌的分离鉴定[15]和其他一些抑菌基因的研究，

如 clpP[16]、mreB2、flgk[17]等。国外研究较多的

是 Cpx 双组分调控和细菌中其他调控系统的相

互作用关系[18-19]。但是，CpxP 蛋白的外源表达

和抑菌功能在胡萝卜软腐果胶杆菌中的研究尚

未见报道。 

本研究利用分子克隆技术，将 cpxP 基因构建

于表达载体 pET-15b 中，并在大肠杆菌 Escherichia 

coli BL21 (DE3) 中实现异源表达，经二级纯化后

进行稳定性和抑菌功能分析，为蛋白结晶、结构

解析和分子机理研究提供了前期实验基础，同时

也为预防和防治胡萝卜软腐果胶杆菌提供了新的

思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

本研究中所使用的菌株是胡萝卜软腐果胶杆

菌 亚 种  (Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum)，菌种号为 DSM-30169，购于德国

微生物菌种保藏中心 (DSMZ)；大肠杆菌 E. coli 

DH5α感受态购于北京全式金生物科技有限公司；

大肠杆菌 E. coli BL21 (DE3) 购于北京博迈德基

因技术有限公司；pET-15b 质粒由柏林洪堡大学

Hunke 教授惠赠。 

1.2  主要试剂、仪器和培养基 

核酸限制性内切酶 XhoⅠ和 BamHⅠ、T4 

DNA 连接酶均购自赛默飞世尔科技 (中国) 有限

公司；DNA marker 购自北京全式金生物技术有限

公司；蛋白 marker、抗生素、异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷 (IPTG) 购自北京索莱宝科技有限公司；

引物合成自华大基因；全波长酶标仪购自 BioTek

伯腾仪器有限公司 (美国)；Ni SepharoseTM 6 Fast 

Flow 和 Sephacryl S-200 预 装 柱 购 自 GE 

Healthcare 公司  (美国 )；快速蛋白液相色谱仪 

(Fast protein liquid chromatography，FPLC)购自伯

乐生命医学产品有限公司 (上海)；新鲜的娃娃菜

Brassica pekinensis、马铃薯 Solanum tuberosum、

胡萝卜 Daucus carota 购自石家庄南栗市场。培养
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基为 Luria-Bertani 培养基。 

1.3  基因组 DNA 的提取 

取过夜培养的菌液 2 mL，8 000 r/min 离心   

1 min；300 μL TE重悬，450 μL细胞裂解液于 80 ℃

孵育 5 min 裂解细胞；恢复室温后加入 30 μL    

10 mg/mL RNA 酶 37 ℃孵育 15 min 以清除 RNA；

加入 150 μL 蛋白沉淀液，高速振荡 1 min，冰浴

5 min；13 000 r/min 离心 5 min 处理除去蛋白沉

淀，吸取上清液到新的离心管中；加入 650 μL 异

丙醇轻柔颠倒直至出现絮状白色 DNA 沉淀；加

入 450 μL 70%乙醇，12 000 r/min 离心 5 min 弃上

清，重复洗涤 1 次；干燥离心管，加入 50 μL ddH2O

水化溶解 DNA 沉淀并于 4 ℃保藏备用。 

1.4  重组质粒 cpxP-pET-15b 的构建 

从 NCBI 数据库中获取编码 CpxP (Gene ID: 

29704421) 蛋白的核苷酸序列，用软件 Primer 

Premier 在蛋白的编码区进行引物设计。上游引物

序列引入 XhoⅠ酶切位点，下游引物序列引入

BamHⅠ酶切位点。引物名称及序列如表 1 所示。 

PCR 反应体系：基因组 1 μL、10 mmol/L 

F-cpxP 2 μL、10 mmol/L R-cpxP 2 μL、10×HiFi 聚

合酶缓冲液Ⅰ 10 μL、dNTPs 4 μL、HiFi 聚合酶 1 μL、

ddH2O 补至 100 μL 体系。PCR 程序设置：94  5 min℃ 、

94  40 s℃ 、57  40 s℃ 、72  30 s℃ 、72  5 min℃ ，

共 38 个循环；电泳检测 PCR 结果并进行产物回

收，将回收片段和 pET-15b 质粒分别进行双酶切；

使用 T4 DNA 连接酶过夜连接，转化至大肠杆菌

DH5α 中。挑取转化子进行菌落 PCR 验证，对阳

性菌进行抽提质粒和双酶切验证；将阳性质 

 

表 1  本研究所用引物 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) 

F-cpxP 
GGCCTCGAGGAAAGTGGAGACGCC
CC 

R-cpxP 
CCGGATCCCTACTCGGGATTCTCTG
TCTCG 

粒送至华大基因测序，并保藏测序结果正确的菌

至−80 ℃冰箱用于后续实验。 

1.5  重组蛋白的诱导与表达 

将上述构建成功的质粒转化至大肠杆菌

BL21 (DE3) 感受态细胞中，复苏后涂布于含有青

霉素和氯霉素的双抗性平板上；挑取单菌落扩大

培养，用于菌株保藏与种子培养基制备；按 2% 

(V/V) 的转接量转接至含有双抗的 LB 液体培养

基，37 ℃、170 r/min 恒温培养 2.5 h 至 OD600 为

0.5 左右，加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 进行

蛋白诱导表达。降低温度与转速继续恒温培养至

OD600 为 2 左右，离心收菌于−20 ℃备用。 

1.6  重组蛋白的分离纯化及电泳检测 

用 80 mL 含有 1 mol/L Tris-HCl (pH 7.5)、2.5 mol/L 

NaCl、10%甘油的细胞悬浮液重新悬浮细胞，并

使用超声破碎仪进行细胞破碎，工作时间 30 min。

将破碎液置于 4 ℃、12 000 r/min 高速冷冻离心

10 min。取上清液再次置于 4 ℃、40 000 r/min 超

速冷冻离心 1 h，得到粗提蛋白样品；使用镍离子

亲和层析柱对粗提蛋白样品进行纯化，设置不同

咪唑浓度的缓冲液进行蛋白洗脱。洗脱下来的蛋

白进行凝胶过滤层析，将纯化后蛋白进行浓缩处

理得到高浓度的蛋白。在纯化过程中取样进行

SDS-PAGE 检测。 

1.7  重组蛋白稳定性测试 

1.7.1  CpxP 蛋白热稳定性实验 

将 CpxP 蛋白从−80 ℃解冻后，各取 500 μL

装在 2 个 1.5 mL EP 管中。EP 管分别标记 4 ℃和

22 ℃。每隔 24 h 取样，取样前需经 60 000 r/min、

30 min 超速离心。上清液直接制备样品，沉淀用

等量缓冲液悬浮后制备样品。从 0 时刻开始，连

续取样 6 d，通过 SDS-PAGE 检测 CpxP 蛋白的热

稳定性。 

1.7.2  CpxP 蛋白 pH 稳定性实验 

使用无菌水，通过 HCl 溶液和 NaOH 溶液配
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制出 pH 值为 4–12 的水溶液。取 9 个 1.5 mL EP

管，分别装 450 μL不同 pH的水溶液和 50 μL CpxP

蛋白样品。混匀后放置于 4 ℃冰箱。24 h 后超速

离心，上清液直接制备样品，沉淀用等量缓冲液

悬浮后制备样品，通过 SDS-PAGE 检测 CpxP 蛋

白的 pH 稳定性。 

1.8  重组蛋白的抑菌测试 

1.8.1  CpxP 蛋白抑菌定性实验 

平板抑菌定性试验：活化的 PC1 菌液稀释至

1.0×106 CFU/mL。取适量的菌液稀释液均匀涂布在

LB 平板上。用无菌镊子夹出牛津杯，小心竖放在平

板上的中央位置。用微量移液器吸取蛋白水溶液，

滴加到牛津杯中。需将平板在 4 ℃冰箱中放置 3 h，

以便蛋白水溶液可以均匀扩散，之后在 28 ℃过夜

培养。 

CpxP 蛋白在娃娃菜叶片上抑菌定性试验：取

新鲜娃娃菜叶片，酒精消毒后自然晾干。将培养

好 PC1 菌液稀释到 1.0×107 CFU/mL，CpxP 蛋白

液稀释到 1、4、8 mg/mL；菌液和不同浓度的蛋

白液 1 1∶ 混合于 EP 管中。依次取 10 μL 混合

液连枪头一起打入娃娃菜叶中，待混合液完全

渗入菜叶中，拔出枪头；无菌水作为阴性对照，

纯菌液作为阳性对照。28 ℃培养，实时观察   

结果。  

1.8.2  CpxP 蛋白抑菌定量实验 

CpxP 蛋白在胡萝卜切片上抑菌定量试验：取

新鲜胡萝卜，洗净后切片，并在每片胡萝卜中心

做出 1 个小型凹槽，每片胡萝卜凹槽大小相同。

酒精消毒后自然晾干，将培养好 PC1 菌液稀释

到 1.0×107 CFU/mL，CpxP 蛋白液稀释到 1、2、

4、8 mg/mL；菌液和不同浓度的蛋白液 1 1∶ 混

合于 EP 管中。在每一个凹槽内注入 30 μL 混合

液。30 μL 无菌水和 8 mg/mL 蛋白 1 1∶ 混合液作

为阴性对照，纯菌液作为阳性对照。28 ℃培养，

实时观察结果，测量时每孔测量 3 组数据。 

CpxP 蛋白在马铃薯切片上抑菌定量试验：取

新鲜马铃薯，洗净后切片，并在马铃薯上做出 5 个

相同大小的小型凹槽，酒精消毒后自然晾干。将

培养好 PC1 菌液稀释到 1.0×107 CFU/mL，CpxP

蛋白液稀释到 1、2、4、8 mg/mL；菌液和不同浓

度的蛋白液 1 1∶ 混合于 EP 管中。在每一个凹槽

内注入 30 μL 混合液。28 ℃培养，实时观察结果，

测量时每孔测量 3 组数据。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 cpxP-pET-15b 的构建 

以提取的胡萝卜软腐果胶杆菌的基因组为模

板扩增目的基因 cpxP。将基因、质粒酶切后连接

转化，挑取转化子菌落 PCR 验证，并提质粒进行

双酶切验证。结果如图 1 所示，重组质粒 (泳道

2) 分子量高于 pET-15b 质粒 (泳道 1)，且被酶切

下的基因片段 (泳道 3，约 500 bp) 送测序验证结

果与 cpxP 基因大小相同、相似度为 100%，说明

构建成功。 

 
 

 
 
 

图 1  双酶切产物的琼脂糖凝胶电泳 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of double digested 
products. M: DNA marker; 1: pET-15b plasmid; 2: 
recombinant plasmid; 3: double digestion of recombinant 
plasmid. 
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2.2  重组蛋白的 Ni-NTA 纯化与分子筛纯化 

终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 可诱导 CpxP 蛋

白在大肠杆菌 BL21 (DE3) 高效表达，蛋白通过

镍离子亲和层析纯化，如图 2 所示，左起泳道 NI

为未 IPTG 诱导的重组菌株，泳道 Cell 为菌株诱

导后超声破碎离心的上清液，对比 NI 可知，Cell

中含有目的蛋白，泳道 D 为上清穿出液，蛋白胶

中未见目的蛋白条带，表明 CpxP 蛋白已经完全

结合到了镍柱上，而且蛋白量并没有超过镍柱的

承载量。经过缓冲液 1 和 2 的冲洗，可以洗脱非特

异性结合在镍柱上的杂蛋白，之后再用较高浓度的

咪唑洗脱目的蛋白。当咪唑浓度提升到 150 mmol/L

时可以洗脱大部分结合在镍柱上的目的蛋白，随着

浓度提升到 500 mmol/L 可完全将目的蛋白洗脱，

收集后浓缩，进行下一步纯化。 

使用 Sephacryl S-200 预装柱进行纯化。如图

3A 所示，在软件界面只显示一个收集峰，无其他

的杂峰出现，输出峰的管数为 28–39，取样进行

SDS-PAGE 分析。如图 3B 所示，结果显示目的蛋

白条带出现在 22 kDa 附近，且蛋白条带的大小和预

测的蛋白分子量是相似的。SDS-PAGE 显示无其他

杂蛋白出现，表明经亲和层析及凝胶过滤层析两步

纯化后获得了高纯度的 CpxP蛋白，纯度可达 99%。 
 

 
 

图 2  CpxP 蛋白镍离子亲和层析分析 

Fig. 2  Analysis of CpxP protein by nickel ion affinity 
chromatography. M: low molecular weight protein 
marker; NI: non-induced control; Cell: inducing 
supernatant of induced recombinant bacteria; D: 
flow-through after nickel-chelating affinity column; W: 
the last drop of buffer 2 eluate; E1-2, E1-3, E1-4: buffer 3 
protein eluate; E2-2, E2-3: buffer 4 protein eluent. 

 
图 3  CpxP 蛋白凝胶过滤层析分析 
Fig. 3  Analysis of CpxP protein by gel filtration chromatography. (A) Gel filtration chromatography peak map of 
CpxP protein. (B) SDS-PAGE verification of gel filtration chromatography results. M: low molecular weight protein 
marker; 28–39: protein sample of tube 28–39. 
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2.3  重组蛋白的稳定性测试 

蛋白热稳定性结果如图 4A 所示，CpxP 蛋白

水溶液在 4 ℃和 22 ℃条件下放置 6 d，SDS-PAGE

显示沉淀和上清液条带并无明显变化，每 24 h 上

清液的减少量和沉淀的增加量为 0，说明其基本

无降解，热稳定性较好。 

蛋白 pH 稳定性结果如图 4B 所示，CpxP 蛋

白水溶液在不同 pH 值条件下处理 24 h，蛋白电

泳检测条带并没有出现明显的降解情况，说明

CpxP 蛋白对 pH 值的变化并不敏感，pH 值稳定

性较好。 

2.4  重组蛋白的抑菌测试 

在定性抑菌实验中，平板抑菌试验结果如图

5A 所示，空白对照 (a 孔和 c 孔) 并没有出现抑

菌现象，而加入蛋白水溶液 (b 孔和 d 孔) 的实验

组出现抑菌现象，随着蛋白量增加，抑菌圈扩大，

判断 CpxP 蛋白对胡萝卜软腐果胶杆菌有抑制作

用。CpxP 蛋白在娃娃菜叶片上的抑菌试验结果如

图 5B 所示，在相同的侵染时间下，随着蛋白的

浓度增大，侵染面积会减小，呈现反比例关系。

在蛋白浓度为 8 mg/mL 的情况下，病原菌被完全

抑制。 

在定量抑菌实验中，CpxP 蛋白在胡萝卜切片

上的抑菌试验在 28 ℃恒温箱培养 18 h，结果如图

6A 所示，a 和 f 分别为阳性对照和阴性对照，实

验组 b、c、d、e 随着蛋白浓度增大，胡萝卜软腐

果胶杆菌的侵染面积下降。统计病斑直径和抑菌

率如图 6B 所示，阳性对照的平均病斑直径为

18.90 mm，当蛋白浓度为 8 mg/mL 时，平均病斑

直径降低为 14.03 mm，抑菌率达到了 44.89%。

说明 CpxP 蛋白对胡萝卜软腐果胶杆菌有明显抑

制作用。 

 
 

 
 
 

图 4  CpxP 蛋白稳定性分析 

Fig. 4  Analysis of CpxP protein stability. (A) Stability of CpxP protein at 4 °C and 22 °C. (B) Stability of CpxP protein 
under different pH conditions. 
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图 5  CpxP 蛋白抑菌定性试验结果分析 

Fig. 5  Analysis of antibacterial qualitative test results 
of CpxP protein. (A) Plate antibacterial test results. a: 
50 μL sterile water; b: 50 μL protein aqueous solution; c: 
100 μL sterile water; d: 100 μL protein aqueous solution. 
(B) Effects of different infestation time on the leaf of the 
doll. e: infestation for 18 h; f: infestation for 30 h; g: 
infestation for 42 h; well 1: 10 μL PC1 bacterial solution 
with water; well 2: 10 μL sterile water; well 3–5: 10 μL 
PC1 bacterial solution with 1, 4, 8 mg/mL protein, 
respectively. 

 

 
 
 

图 6  CpxP 蛋白在胡萝卜切片上抑菌定量试验结果

分析 

Fig. 6  Analysis of antibacterial quantitative test results 
of CpxP protein on carrot slice. (A) Quantitative test 
results of carrot slice bacteriostatic test. a: 15 μL PC1 
bacterial solution with 15 μL sterile water; b–e: 15 μL 
PC1 bacterial solution with 1, 2, 4, 8 mg/mL protein, 
respectively; f: 15 μL sterile water with 15 μL 8 mg/mL 
protein. (B) Carrot slice bacteriostatic quantitative test 
rot diameter and inhibition rate statistical results. 

CpxP 蛋白在马铃薯切片上的抑菌试验在

28 ℃恒温箱培养 18 h，结果如图 7A 所示，a 为

阳性对照，实验组 b、c、d、e 随着蛋白浓度增大，

胡萝卜软腐果胶杆菌的侵染面积同样出现下降的

趋势。统计病斑直径和抑菌率如图 7B 所示，阳

性对照的平均病斑直径为 21.33 mm，说明胡萝卜

软腐果胶杆菌更易侵染马铃薯，但是从抑菌率上

看 CpxP 蛋白在马铃薯切片上的效果要好于在胡

萝卜切片上的效果。当蛋白浓度为 8 mg/mL 时，

平均病斑直径降低为 13.59 mm，抑菌率达到

59.41%。 
 

 

 
 
 

图 7  CpxP 蛋白在马铃薯切片上抑菌定量试验结果

分析 

Fig. 7  Analysis of antibacterial quantitative test results 
of CpxP protein on potato slice. (A) Quantitative test 
results of potato slice bacteriostatic test. a: 15 μL PC1 
bacterial solution with 15 μL sterile water; b–e: 15 μL 
PC1 bacterial solution with 1, 2, 4, 8 mg/mL protein, 
respectively. (B) Potato slice bacteriostatic quantitative 
test rot diameter and inhibition rate statistical results. 
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3  讨论 

CpxP 存在于细胞的周质空间，结构上呈现二

聚体构型，是由两个“左手状”单体相互缠绕而形

成的功能蛋白[12,20]。Stefanie 等[21]发现 Cpx 双组

分系统可以影响细菌毒力的强弱，但在不同的菌

株中有着不同的外在表现。研究表明将鼠伤寒沙

门氏菌中的 cpxA 信号接收域敲除后，该菌对真核

细胞的入侵能力明显减弱，cpxA 的缺失突变株使

该菌在小鼠体内的存活率大大降低[22]。Irina 等[23]

研究发现缺失 Cpx 系统后，尿道致病性大肠杆菌

的毒力降低，同时侵染力和对抗生素的抗性也出

现同步下降的趋势。但是杜克嗜血杆菌的 cpxAR

突变株对人类的感染力明显增强[24]，说明原本存

在的 Cpx 系统的激活能够有效增加其致病力。而

在胡萝卜软腐果胶杆菌中，Cpx 双组分调控系统

的激活也应是依靠外界环境信号的刺激，如膜压

力变化、pH 值变化等。在沙门氏菌等一些致病革

兰氏阴性菌中，当 CpxA 蛋白的输入域接收到外

界刺激，其会自磷酸化，之后将磷酸基团转移至

CpxR 蛋白上使其构象改变，从而激活 CpxR 蛋白，

CpxR 蛋白控制着病菌的一些毒力基因 (hilD、

hilA、icmR)表达[13,25]，使得菌株获得侵染性。但

是，课题组前期的研究发现[12]，大肠杆菌中过表

达的 CpxP 蛋白可以下调 Cpx 双组分的应激调控。

原因在于 CpxP 蛋白的二聚体构象如同“帽子”一

般，“扣在”了 CpxA 蛋白上，这种作用结果是由

正负电荷结合带来的，使得 CpxA 的输入域不能

够同信号分子相接触，从而适时关闭 Cpx 调控系

统，以致 CpxA/R 蛋白不能被激活，不能控制下

游的毒力基因的表达。此时菌体外在的表现为侵

染性降低，CpxP 蛋白表现出抑菌效果。由其抑菌

机理可知，CpxP 蛋白是间接参与调控 Cpx 双组分

的蛋白，其抑菌作用是抑制 Cpx 双组分系统激活

开关的结果[26]。本研究通过表达高纯度的 CpxP

蛋白的体外抑菌实验，确定了 CpxP 蛋白的体外

应用也可起到对胡萝卜软腐果胶杆菌的抑制作

用，其抑菌机理可能是可透过菌体外膜通过抑制

其双组分系统的激活从而达到其抑菌效果的。 

植物软腐病常见的物理防治有翻耕土壤，破

坏病原菌生存环境或轮作种植、及时清除害病植

株、管控施肥并严防虫害等[27]，清除病原菌附着

体，切断病原菌传播路径，对于预防植物软腐病

的发生有着极大的帮助。目前，不得不承认化学

防治依旧是防治植物软腐病的主要手段，但是化

学药剂的长时间大量施用对大自然的生态环境和

人类的生命安全也造成了威胁。抗生素防治方法

多见于肌霉素、氧霉素、十众霉素、麦芽糖酯酶

等[28]，但是长久如此，病菌耐药性增加，防治的

效果会越来越差。所以寻求合适的生物防治方法

尤为迫切，CpxP 蛋白的体外抑菌实验的证实，为

将来的农业应用提供了参考。 

4  结论 

本研究利用基因工程技术成功构建原核表达

质粒 cpxP-pET-15b，并在大肠杆菌表达菌株中实

现了 CpxP 重组蛋白的高效异源表达，并通过镍

离子亲和层析和凝胶过滤层析得到了高纯度重组

蛋白。同时，验证了 CpxP 蛋白拥有良好的热稳

定性和 pH 稳定性。抑菌试验中，CpxP 蛋白在胡

萝卜切片上的抑菌率为 44.89%，在马铃薯切片上

的抑菌率为 59.41%。以上结果为进一步研究该蛋

白的空间结构、抑菌机理提供了物质基础，也为

软腐病的预防和防治提供了新的思路。 
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