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#摘要$

!

目的
!

构建铜绿假单胞菌
V"6M

细胞株的
V"5JMN

基因突变株!并验证其致病性$方法
!

采用同

源重组原理构建铜绿假单胞菌
V"5JMN

基因缺失株和点突变株$利用质粒抗性和营养缺陷进行筛选!获得铜绿

假单胞菌突变株
%6!7"

%

%6M7"

和
'

V"5JMN

$分析突变
V"5JMN

基因后!

V"6M

细胞株生长特性及致病性变

化$结果
!

成功构建
V"6M

细胞株的
V"5JMN

基因突变株
%6!7"

%

%6M7"

和
'

V"5JMN

$生长曲线测定结果表

明!

V"5JMN

基因突变后!不影响
V"6M

细胞株正常生长$细胞侵染实验结果显示!相较于
V"6M

细胞株!

%6!7"

%

%6M7"

和
'

V"5JMN

对
#">!7M2J

侵染能力分别下降了
!L2N6a

%

75277a

和
JL2KMa

$结论
!

本研究

成功构建了
V"6M

细胞株的
V"5JMN

基因突变株!并初步验证了
V"5JMN

基因的功能!这对开发抗菌药物有指

导意义$
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铜绿假单胞菌是一种革兰阴性需氧菌#普遍存在

于土壤'水'空气和多种动物体内#具有较强的环境适

应性和耐药性#可引起泌尿系统'呼吸系统和消化系

统感染等#是慢性皮肤溃疡创面感染最常见的细菌(

尤其在合并有基础疾病或免疫力低下时#如患有艾滋

病'糖尿病和癌症等#病死率将大大增加(此外#由于

铜绿假单胞菌耐药性强'耐药谱广#对多种抗菌药物

表现出天然或获得性耐药#可供选择的有效抗菌药物

很少(因此#从根本上寻找新的抗铜绿假单胞菌感染

途径具有重大意义!

6D!

"

(

研究显示#铜绿假单胞菌耐药性的产生与生物膜

的形成息息相关(其中#临床分离的铜绿假单胞菌

V"6M

细胞株可产生一种扩散信号分子$
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@
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%类的小分子化合物顺式
D!D

癸烯酸

$
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#

S&"

%#

S&"

可有效扩散
V"6M

细胞株形成的生物膜#增强铜绿假单胞菌的致病性和

耐药性(相关研究表明#烯酰辅酶
"

水合酶)异构酶

是
S&"

合成过程的关键酶!

KD7

"

(当
V"5JMN

基因功能

受到抑制时#

S&"

合成受阻#铜绿假单胞菌菌膜扩散

能力减弱#致病性下降(当外源性加入
S&"

时#菌膜

运动能和细菌侵染力又得以恢复(另有研究表明#

V"5JMN

基因结构中有两个保守的谷氨酸残基对行使

其催化功能具有重要意义#他们分别是
(

K

上的

Q1H6!7

和
(

M

上的
Q1H6M7

!

JDL

"

(本研究利用同源重组

的原理构建
V"5JMN

基因点突变株
%6!7"

'

%6M7"

和

基因缺失株
'

V"5JMN

#通过生长曲线测定和细胞侵染
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表
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铜绿假单胞菌
V"6M

突变株构建所用引物表

点突变 核苷酸序列$
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实验初步验证了
V"5JMN

基因对铜绿假单胞菌致病

性的影响(铜绿假单胞菌突变株的构建有助于开展

铜绿假单胞菌功能组学研究和抗菌药物的开发(

?
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材料与方法

?2?

!

材料
!

大肠埃希菌
&*N

(

感受态细胞购自北京

天根生化科技有限公司#

+6JD6

由四川大学包锐研究

员惠赠#铜绿假单胞菌
V"6M

细胞株和穿梭质粒

V%b6ZQE

均由四川大学王震玲教授惠赠(其中#

V%b6ZQE

质粒含有负选择性标记基因
+0B$

#含有庆

大霉素$

Q.=/0E:B:=

#

QE

%抗性基因(

?2@
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主要试剂及引物
!

&-"

聚合酶$
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*</
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4DO:?.1:/
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&-"V<1

F

E.80;.

%购自北京
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公司#同源重组酶$

S1<=%]

G

8.;;

3R

)

'=.+/.
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S1<D

=:=

@

U:/

%购自南京
e0A

F

E.

公司#磷酸化酶$

$1H=/:=

@

U:=0/:<=P:

@

0/:<=U:/

%购自日本
30U0#0

公司#限制

性内切酶$

&

G

=

*

%购自美国
34.8E<O:;4.8+B:.=/:C:B

公司#质粒提取试剂盒购自北京庄盟国际生物基因科

技有限公司#抗生素购自北京天根生化科技有限公

司#蛋白胨'酵母提取物购自英国
']<:?

公司(引物

合成和
&-"

测序由擎科生物科技有限公司完成#引

物序列见表
6

(用
V8:E.8V8:.E:.8N25

软件#根据铜

绿假单胞菌
V"6M

株染色体上
V"5JMN

基因上下游序

列#设计包含其上下游同源臂序列$

Z55X

G

%的引物'

点突变引物和
V"5JMN

基因敲除引物(

?2A

!

方法

?2A2?

!

重组质粒
V%b5JMN

$

V%b6Z`V"5JMNDH

G

`

V"5JMǸ V"5JMND?<T=

%的构建!

65

"

?2A2?2?

!

制 备 线 性 化 载 体
V%b6ZQE

!

以

V%b6ZQE

质 粒 为 模 板#以
V%b6ZQEDH

G

和

V%b6ZQED?<T=

为引物#用
&-"

聚合酶扩增质粒

V%b6ZQE

#

VS#

反应条件如下&

LZiK5;

#

LZi65

;

#

7!i!N;

#

J!iNE:=

#

K5

个循环#

J!iNE:=

(反

应体系为
!N

+

P

#取
N

+

PVS#

产物进行
VS#

鉴定(

为了提高后期重组效率#需用限制性内切酶
&

G

=

*

去

除未线性化的环状质粒#条件如下&

KJ i !4

#

Z5 i

!5E:=

(

?2A2?2@

!

制备含目的基因上下游片段的
V"5JMND

H

G

`V"5JMN`V"5JMND?<T=

!

以
V"6M

细胞株的

&-"

为模板#使用引物
V%b5JMNDH

G

和
V%b5JMND

?<T=

扩增含上下游片段的
V"5JMNDH

G

`V"5JMN`

V"5JMND?<T=

#

VS#

反应条件如下&

LZiK5;

#

LZi

65;

#

7NiK5;

#

J!i!E:=

#

K!

个循环*

J!iNE:=

(

反应体系为
!N

+

P

#取
N

+

P

进行
VS#

鉴定之后#再进

行测序验证(

?2A2?2A

!

利用重组酶连接目的片段和载体得重组质

粒
V%b5JMN

!

将克隆载体
V%b6ZQE

和插入片段

V"5JMNDH

G

`V"5JMN`V"5JMND?<T=

以摩尔比为

6j!

的比例混合#利用重组酶进行重组反应得重组质

粒
V%b5JMN

(反应条件如下&

KJ i K5E:=

#

M i N

E:=

(取
N

+

P

进行
VS#

鉴定后#再进行测序验证(

?2A2@

!

V"5JMN

基因突变质粒
%6!7"

'

%6M7"

和

'

V"5JMN

的构建
!

以重组质粒
V%b5JMN

为模板#分

别使用对应引物扩增出发生
6!7

位点突变'

6M7

位点

突变和
V"5JMN

基因缺失的重组质粒
%6!7"

'

%6M7"

和
'

V"5JMN

(

VS#

反应条件如下&

LZiK5;

#

LZi

65;

#

7!iK5;

#

J!iNE:=

#

K5

个循环*

J!iNE:=

(

取
N

+

PVS#

产物进行
VS#

鉴定之后#进行测序验

证(为了去除
VS#

产物中的质粒模板#需要对其进

行
&

G

=

*

酶切#条件如下&

KJi!4

#

Z5i!5E:=

(

对酶切产物进行磷酸化及连接#反应条件如下&

!Ni

NE:=

#

67i64

(

?2A2A

!

采用等位基因替换原理构建铜绿假单胞菌

V"5JMN

基因突变株
!

V%b6ZQE

为穿梭质粒#它可

以通过结合转移的方法从大肠杆菌
+6JD6

转移至铜

绿假单胞菌#然后整合到其基因组中(

V%b6ZQE

携

带可以在大肠杆菌中用于质粒复制的复制子'

QE

抗

性基因和带有具有负选择性标记的基因
+0B$

(基于

铜绿假单胞菌可以利用柠檬酸作为碳源#而大肠杆菌
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不可以这一特点#利用仅含柠檬酸作为碳源的培养基

e$RR

作为第
6

次同源重组的筛选(另外#

+0B$

基

因的表达产物是果聚糖蔗糖酶#

K5i

条件下能催化蔗

糖水解生成对大肠杆菌有致死作用的果聚糖(因此#

+0B$

基因的表达会杀死生长在含有蔗糖培养基上的

大肠杆菌#可以用做第
!

次同源重组的筛选(

分别将成功制备的重组质粒
%6!7"

'

%6M7"

和

'

V"5JMN

转化到大肠杆菌
+6JD6

感受态细胞中#后涂

布于含有
K5

+

@

)

EPQE

的
P$

琼脂板上#

KJi

培养

过夜(

用
P$

培养基
6j6

稀过夜培养的铜绿假单胞菌

V"6M

细胞株#于
M!i

环境热阻断
K

"

74

#以体积比

为
6j7

的比例与对数期供体菌
+JD6

混合#用滤器过

滤使细菌置于滤膜上#再把滤膜贴于
P$

琼脂板上#

K5

i

孵箱孵育过夜(

?2A2F

!

铜绿假单胞菌
V"6M

突变株筛选鉴定
!

首

先#利用含
N5

+

@

)

EPQE

的
e$RR

琼脂糖平板进行

第
6

次同源重组筛选*其次#利用含
65a

蔗糖的

-+P$

琼脂糖平板进行第
!

次同源重组筛选*最后#利

用
V)"

琼脂糖平板分离铜绿假单胞菌#进行测序验

证#得到铜绿假单胞菌
V"6M

突变株
%6!7"

'

%6M7"

和
'

V"5JMN

(

?2A2G

!

铜绿假单胞菌
V"5JMN

基因突变株的生物学

特性

?2A2G2?

!

生长曲线测定
!

将铜绿假单胞菌
V"6M

细

胞株及其突变株
%6!7"

'

%6M7"

和
'

V"5JMN

的过夜

菌#分别按照
6j655

的比例加入到
KEP

新鲜的
P$

培养基和
!5a P$

培养基中#

KJi

振荡培养
!4

和
K

4

后#测
4:

755

值#以后每
52N4

取样#测
4:

755

值#绘制

细菌体外生长曲线(

?2A2G2@

!

细胞侵染实验
!

用含
65a

胎牛血清$

O$+

%

无抗生素的
&R%R

培养基调整对数期的铜绿假单胞

菌
V"6M

细 胞 株 及 其 突 变 株
%6!7"

'

%6M7"

和

'

V"5JMN4:

755

为
526

#首 先#细 菌 与 巨 噬 细 胞

#">!7M2J

按照
65j6

的感染复数$

R')

%混合#

KJ

i

共孵育
64

(其次#培养基替换成含
65a O$+

和

6N5=

@

)

EPQE

的
&R%R

培养基#

KJi

孵育
64

#用

以除去细胞外铜绿假单胞菌(最后#磷酸缓冲盐溶液

$

V$+

%清洗后#

52Na 38:/<=bD655

裂解细胞#梯度稀

释后#涂布于
P$

琼脂糖平板上#次日对进入细胞内的

细菌进行计数(

?2F

!

统计学处理
!

采用
+V++6725

软件进行数据分

析#计量资料用
Fc"

表示#比较采用独立样本
>

检验*

计数资料以百分率表示#比较采用
!

! 检验#以
#

$

525N

为差异有统计学意义(

@

!

结
!!

果

@2?

!

重组载体的鉴定
!

以重组质粒
V%b5JMN

为模

板#扩增出
V"5JMN

基因点突变株的质粒
%6!7"

'

%6M7"

和基因缺失株
"V"5JMN

#并测序#测序结果与

预期结果一致#见图
6

(

!!

6

&

V"5JMN

基因和其上下游
Z55X

G

片段*

!

&

V"5JMN

基因的上下游

Z55X

G

片段*

K

&

G

%b6ZQE

质粒线性化

图
6

!!

VS#

产物琼脂糖凝胶电泳图谱

@2@

!

V"6M

细胞株的
V"5JMN

基因突变株的特性
!

分别测试了
V"6M

细胞株的
V"5JMN

基因突变株

%6!7"

'

%6M7"

和
'

V"5JMN

在营养充足$

P$

%和营养

缺陷$

!5a P$

%的环境下的生长曲线(细菌在
!5a

P$

的生长条件下#

Z4

后细菌达到生长平台期#

4:

755

为
62N

左右#而在营养充足的
P$

生长条件下#

Z2N4

后细菌达到生长平台期#

4:

755

为
!25

左右(但不论

细菌是在
P$

培养基中还是
!5a P$

培养基中培养#

V"6M

野生型菌株与突变株生长并没有差异#说明

V"5JMN

基因突变后不影响
V"6M

细胞株的生长#见

图
!

(

图
!

!!

铜绿假单胞菌
V"6M

细胞株及突变株在

P$

'

"

(和
!5a P$

'

$

(中生长曲线

@2A

!

突变
V"5JMN

基因抑制铜绿假单胞菌细胞侵染

N7J6

重庆医学
!56Z

年
N

月第
MJ

卷第
6K

期



能力比较
!

V"5JMN

基因敲除后#铜绿假单胞菌侵入

细胞的能力相较于野生型
V"6M

细胞株下降了

JL2KMa

#具有催化活性的
6!7

'

6M7

位谷氨酸分别突

变成丙氨酸后#相较于野生型
V"6M

细胞株#细菌侵

染能力也分别下降了
!L2N6a

及
75277a

#见图
K

(

图
K

!!

铜绿假单胞菌
V"6M

细胞株及其突变株

侵染巨噬细胞
#">!7M2J

能力比较

A

!

讨
!!

论

!!

慢性皮肤溃疡创面为铜绿假单胞菌的存活提供

良好的.培养基/#使创面迁延不愈(而在近年相关研

究中发现巨噬细胞在创面愈合过程中起总指挥的作

用#当细菌大量繁殖扩增#使局部炎性反应及细胞因

子的生物学效应减弱#影响巨噬细胞对抗炎和促进修

复的调控(这为临床医生对慢性皮肤溃疡细菌感染

的抗菌治疗提供理论依据!

66

"

(

本研究通过同源重组的原理成功构建了铜绿假单

胞菌
V"5JMN

基因突变株&

%6!7"

'

%6M7"

和
'

V"5JMN

#

通过生长曲线测定#各突变株与野生型
V"6M

菌株之间

并无明显差异#说明
V"5JMN

基因的功能缺失并不影

响
V"6M

细胞株的生长(通过巨噬细胞侵染实验考

察
V"5JMN

基因对铜绿假单胞菌致病性的影响#发现

相较于野生株
V"6M

#

V"5JMN

基因各突变株的细胞侵

染能力均出现了不同程度的下降(上述实验结果表

明#以生物膜扩散信号分子形成过程中的关键酶为靶

点#设计抗菌药物的可行性#由于它仅抑制细菌的致

病性而不直接杀死细菌#这种抗菌药物将大大降低耐

药菌株的产生(同时本实验从细菌侵染宿主方面证

明了
V"5JMN

基因作为抗菌药物靶点的潜力#为开发

针对
V"5JMN

基因靶点的新型抗菌药物提供理论基

础!

6!

"

(

本研究针对铜绿假单胞菌生物膜扩散信号分子

S&"

生物合成的关键酶
V"5JMN

基因的功能展开了

研究#在后续工作中#本课题组将通过对比分析铜绿

假单胞菌野生型
V"6M

和
V"5JMN

基因敲除株基因表

达谱#深入研究
S&"

在铜绿假单胞菌内参与调控的

下游信号通路#以期为以
V"5JMN

基因为靶点的小分

子抑制剂的筛选提供理论基础和可行性分析(
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