
以克隆载体为自杀载体快速构建布鲁氏菌的无痕缺失突变株!
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摘要：构建突变株是病原微生物致病机理研究的重要手段。以往研究中布鲁氏菌的无痕缺失突变株都采用传统的

自杀载体来构建，效率低下。首先对布鲁氏菌的电击转化条件进行了优化，然后选择含有反向筛选基因 !"#$ 的

$%&!’() 质粒作为自杀载体，构建了缺失!型启动子区的布鲁氏菌无痕缺失突变株。这不仅为构建布鲁氏菌的突

变株提供了一个快速有效的技术平台，也为深入研究!型分泌系统的功能奠定了基础。
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布 鲁 氏 菌 病（ IL6M8OOBJ9J）是 由 布 鲁 氏 菌

（$/)#*00"）引起的一种人兽共患病，在世界各地广泛

流行。致病机理研究一直都是布鲁氏菌研究的重

点和热点［!］。目前，病原菌的致病机理研究主要是

通过失活或缺失特定基因，然后分析突变株各种表

型的变化，从而解析目标基因的功能。以往的研究

常以克隆载体 $C:!+ 等作为自杀载体来构建其插

入失活突变株［.］，而精确的缺失则是采用经典的自

杀载体来构建，如 $:Y[22. 等。但由于这类载体需

要在特殊的宿主菌中操作且克隆效率较低，突变株

的构建比较困难，已成为后基因组时代功能研究的

一个限速步骤［,，2］。

大多数病原菌携带有与致病性密切相关的质

粒。但布鲁氏菌中没有质粒，大多其它来源的质粒

也不能在布鲁氏菌中复制［/］。据此推理很多质粒都

可作为自杀载体来构建布鲁氏菌的突变株。为证

实这样的推理并提高布鲁氏菌突变株构建的效率，

我们 选 择 了 易 于 操 作 的 含 反 筛 基 因 !"#$ 的

$%&!’() 质粒作为自杀载体来构建布鲁氏菌突变

株。!型分泌系统是一种能分泌细菌毒力因子的

多蛋白复合物家族，在布鲁氏菌的基因组中预测到

一个，初步的研究结果表明这些基因调控了布鲁氏

菌的毒力。为深入研究布鲁氏菌!型分泌系统的

功能，我们以该系统为目标基因，建立了快速有效

·.21· 微 生 物 学 通 报 .""# 年 ,2（2）



的布鲁氏菌基因无痕缺失突变技术。

! 材料与方法

! "! 菌株与质粒载体

布鲁氏菌 ! ! "#$%&#’(%( 购自中国药品生物制品

鉴定所，) ! *+$% "#$!为 本 室 保 存；%&’() 质 粒 及

%*+(,-. 质粒为本室保存；%//0(1’234 质粒是能

够在 布 氏 菌 中 复 制 的 特 殊 质 粒，由 5677689 1
:686;<=7 博士馈赠。

! "# 试剂盒、酶和试剂

:’0 产物回收试剂盒、">? 胶回收试剂盒及质

粒提取试剂盒均购自 :;=.6@A 公司，各种限制性内

切酶均购自 BA5A0A 公司，BC ">? 连接酶购自 >*/
公司，其它试剂均为国产分析纯。

!$% !型分泌系统缺失引物设计

设计两对引物分别用于扩增"型启动子的上

游和下游片段，并通过融合 :’0 将这两个片段融合

在一起，得到缺失启动子区域 $((D%（ E $(F G H (）的

缺失突变盒。此外，设计一对引物 :0I3J 和 :0I30
用于确定启动子的缺失；一对引物针对 K(L" 蛋白

基因，用于鉴定布鲁氏菌；一对引物针对 %*+(,-.
质粒上的 (,*! 基因，用于确定质粒的消除。设计的

引物见表 (。

表 ! 本研究所用引物及其序列

引物名 引物序列（$M3KM）

NO/3>3J ’B-’- ??-’BB-’???BB’’’-B’’--BB’-

NO/3>30
-?--?’??--??B--’?’’?’-?’-’?--?’--???3

--?’

NO/3’3J -B’’BBB’’-B’’B-’-B’-B--B-’’?BB’’BB-B’’B’

NO/3’30 ’-?’’- -??BB’-??-’’-’’’-B???-BB-’

:0I3J -?-’--’B--??’B-’???’

:0I30 -?’’??’’-’’’?’’??’-?’

K(5"3J --’--’??-BB’??-’?B’

K(5"30 --B’--B-B?-?--B?BB’’

(,*!3J B’-’?BB?B’’-??’’?B’’

(,*!30 ’?’’’?-B’’’?-?’-??-’

!$& 缺失突变盒的构建

用 NO/3>3J 和 NO/3>30 扩增 NO 启动子的上游

序列，用 NO/3’3J 和 NO/3’30 扩增下游序列，回收

:’0 产物，等量混合，稀释后作为第二轮 :’0 反应

的模板。第二轮扩增的引物为 NO/3>3J 和 NO/3’30，

扩增产物回收，得到缺失突变盒 NO/3>’。

!$’ 缺失突变载体的构建

缺失突变盒 NO/3>’ 用 -%’P#和 )*+0N 进行双

酶切后与 %&’() 质粒连接，得到 %&’()3NO/，酶切鉴

定后送 N7QR8;=@67 公司进行序列测定。测序结果与

预期一致，从 %&’()3NO/ 上切下 NO/ 片 段 插 入 到

%*+(,-. 载体中，得到 %*+(,-.3NO/。

!$( 布鲁氏菌的电转化

电击用感受态细胞的制备：B2? 平板上新鲜的

布鲁氏菌落接种于 $.S B2/ 液体培养基中，KTU摇

床培养 4C9 后转接至 (FF.S B2/ 中，继续培养 ,9 后

按 ( V4F 的比例转接至 WFF.S B2/ 液体中，KTU摇床

培养至 ./WFF X FY4F，冰浴 ($.R7，CU CFFF;Z.R7 离心

$.R7 收集菌体。无菌水洗 4 次后用 ($[的甘油洗 (
次，按 (FF$SZ管分装，E ,FU储存备用。

转化条件的优化：将 (FF7@ 的 %//0(1’234 质

粒 ">? 与 KF$S 感受态细胞充分混匀，预冷 ($.R7，

然后于不同的电击条件下进行电击，电击后立即加

入 (.S 2I’ 培养基重悬细菌，转入 (Y$.S 离心管中

KTU复苏 4C9，复苏的转化产物系列稀释后涂布含

有适当抗生素的 B2/ 平板，KTU培养 T49 后计数。

根据抗性克隆的数量，确定最佳的电击转化条件。

!$) 突变体的筛选与鉴定

在 最 优 电 转 化 条 件 下 将 %&’()3NO/ 和

%*+(,-.3NO/ 质粒转入布鲁氏菌感受态细胞中，分

别涂氨苄青霉素和庆大霉素平板，KTU培养 KP 到

CP，对长出的抗性克隆进行菌落 :’0 鉴定。对于

%*+(,-.3NO/ 重组子，:’0 鉴定的靶基因包括布鲁

氏菌特异的 K(L" 蛋白基因、质粒的 (,*! 基因和突

变盒的 NO/ 片段，并用 :0I3J 和 :0I30 鉴定启动子

的缺失情况。C 者均能扩增出预期大小片段即为阳

性重组克隆。将重组克隆转接至无抗性的液体培

养基中培养 $9 后系列稀释涂布蔗糖平板。随机挑

取 (W 个蔗糖抗性克隆，用上述 C 对引物进行鉴定。

扩增 (,*! 基因结果为阴性，而其余 K 对引物均能扩

出预期大小的片段即为我们所需的无痕缺失突变

体。

# 结果

#$! 突变盒的构建

"型分泌系统是由 (4 个基因组成的操纵子，要
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失活整个!型分泌系统，只需要缺失!型分泌系统

的启动子区域及第一个基因的部分编码序列。我

们利用融合 !"# 的方法将待缺失区域两侧的序列

连接一起，通过两侧序列的同源交换，置换出染色

体上的待缺失区域。利用引物 $%&’(’) 和 $%&’(’
#，$%&’"’) 和 $%&’"’#，扩增出大小分别为 *+,-. 和

*/,-. 的 $%&’( 和 $%&’" 两个片段，电泳结果表明与

预期一致。两个片段回收后等量混合作为第二轮

的 !"# 模板，用两侧引物 $%&’(’) 和 $%&’"’# 成功

扩增出了缺失突变盒 $%&’("，大小为 01,-.（见图

/）。

图 / 融合 !"# 合成缺失突变盒

/ 234,,, 567897，4 $%&’(（*+,-.），: $%&’"（*/,-.），* $%&’("

（01,-.）

!"! 缺失突变载体的构建

将缺失突变盒插入到 .;"/< 载体，得到 .;"/<’
$%&，!"# 和酶切鉴定结果正确（结果略）。选取两

个质粒进行测序，序列与预期一致（测序结果略）。

从 .;"/<’$%& 上切下 $%& 片段插入到 .=>/0?@ 载

体中，得到 .=>/0?@’$%&。!"# 和酶切鉴定结果（图

4）正确。

!"# 布鲁氏菌电转化条件的优化

感受态细菌与 .&&#/5"A’4 质粒混合，于不同

电压 与 电 阻 下 电 转。 电 压 为：08%BC@、/,8%BC@、

/+8%BC@、/08%BC@ 和 4,8%BC@；电阻为：4,,"、*,,"
和 1,,"。固定其它条件，将电压与电阻条件进行组

合，对转化后得到的抗性克隆计数。重复 : 次，取

平均值。结果表明 /08%BC@、*,,"和 4,8%BC@、*,,"
这两个条件的转化效率较高（见图 :）。因此，将

/08%BC@、*,,"的条件确定为后续转化的条件。

图 4 .=>/0?@’$%& 的酶切鉴定结果

/ 567897 $%，4 .=>/0?@’$%&，: .=>/0?@’$%&B!"##$，* .=>/0?@’

$%&B!"##$ D $%&E#

图 : 布鲁氏菌电击转化条件的优化

!"$ !型缺失突变株的构建

将 .;"/<’$%& 和 .=>/0?@’$%& 质粒转入布鲁

氏菌感受态细胞中，鉴定得到的抗性克隆。用 !#F’
) 和 !#F’# 进行 !"# 扩增，野生株的扩增产物大小

为 0,1-.，而突变株则为 4<+-.（图 *），表明启动子区

域已成功缺失。通过比较相同转化条件下的重组

子数量发现两个突变载体的重组效率基本一致（结

果略）。为了进一步构建不带有质粒的无痕缺失突

变体，利用 ’("& 基因的反向筛选功能，将重组克隆

转入无抗菌素的培养基中进行培养后涂蔗糖平板，

使突变体发生第二次重组以消除质粒。得到的蔗

糖抗性克隆进行 !"# 鉴定的结果显示大约 G,H的

克隆消除了质粒。质粒 .=>/0?@ 消除前后的重组

克隆 !"# 鉴定结果见图 *。
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图 ! "#$%&’( 质粒消除前后的鉴定结果

%、%& 为 )*+,,,，+、-、%,、%! 为 "#$%&’( 质粒消除前的突变株，.、

/、%%、%0 为 "#$%&’( 质粒消除后的突变株，!、&、%+、%- 为阳性对

照（其中 !、%+ 为野生株；&、%- 为 "#$%&’( 质粒），0、1、%.、%/ 为阴

性对照。+ 2 0 扩增 .%34 基因，- 2 1 扩增 567 8 9:，%, 2 %. 扩增!
型启动子 ;<=，%! 2 %/ 扩增 !"#7 基因。

! 讨论

布鲁氏菌的基因功能研究得力于其突变株的

构建。由于很多常见载体在布鲁氏菌中不能复制，

这些载体均可作为自杀载体来构建布鲁氏菌的突

变株，目前多采用克隆载体 ">:%1 来构建靶基因的

插入失活突变株。对于分析染色体特定区域的功

能，特别是分析操纵子中的个别基因的功能时，需

要缺失该基因编码框的一部分，不能带有载体序

列，即必须构建无痕缺失突变体。以往研究中这类

无痕缺失突变体都采用经典的自杀载体来构建，如

":6)!!+。这些自杀载体存在一定的不足，如：分子

操作需要在特殊的宿主菌中进行、克隆的效率较

低，因此，布鲁氏菌无痕缺失突变株的构建往往比

较困难。我们在本研究中探讨选用含有反向筛选

基因的克隆载体作为自杀载体来构建突变株，以

"#$%&’(作为自杀载体构建了!型分泌系统的无

痕缺失突变株。实验结果表明：利用这类含有反筛

基因的克隆载体可以高效构建布鲁氏菌的无痕缺

失突变株。

我们首次对布鲁氏菌的电转化条件进行了系

统优化。结果表明通过提高电压和延长电击时间

可大大提高转化效率。在一定范围内，电压越大转

化效率越高，电阻亦然。但只有当两者均合适时才

能达到最高的转化效率。因此，布鲁氏菌的高效电

击转化需要合适的电压和电击时间。

!"#$ 基因作为革兰氏阴性菌中的一个重要反

向筛选基因在突变株的构建中应用非常广泛。该

基因的编码产物能分解蔗糖，产生有毒物质杀死细

菌。因此，含有该基因的细菌不能在蔗糖培养基上

生长。我们发现：蔗糖培养基上长出的单克隆有

.,?仍然含有 !"#$ 基因。推测其原因可能是 !"#$
基因在选择压力下发生了突变，提高蔗糖浓度可减

小这种假阳性的几率。

用 "#$%&’( 质粒作为自杀载体构建的布鲁氏

菌无痕缺失突变体，其重组效率与 ">:%1 基本一

致，远高于传统的自杀质粒。因此推测其它携带反

筛基因的质粒或者将反筛基因插入的常见克隆载

体均可作为布鲁氏菌的高效自杀载体。

在布鲁氏菌的基因组中没有典型的毒力因子，

如外毒素、"型分泌系统等［-，/］，但存在一个!型分

泌系统，有研究证实其与布鲁氏菌的胞内生存密切

相关。本研究利用 "#$%&’( 质粒作为自杀载体构

建了!型分泌系统的突变株，这为深入探讨!型分

泌系统的功能，特别是进一步比较突变株与野生株

表型上的差异，以及寻找!型分泌系统的效应子蛋

白及其在胞内生存复制中的作用奠定了基础。
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