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基因编码的葡萄糖基转移酶在脂寡糖"

2̂ 6

#的合成过程中负责增加一个葡萄糖合成庚糖
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!在部分

革兰阴性菌中是重要的毒力相关基因!但
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#中的作用还不

清楚(本研究利用遗传操作方法构建
ZW668&/.

的
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基因缺失株"
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#(通过热酚法分别提取缺失株与野

生株的
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!将提取的
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进行
6H6!W7G;

和银染(比较缺失株与野生株的生长曲线)抗血清中补体杀菌能力以

及对宿主细胞111猪血管内皮细胞"

WO_;8

#和猪肾上皮细胞"

W:!%1

#的黏附和入侵能力(结果表明与野生株相
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的
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糖链结构变短!生长速度稍微减慢!另外!
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在兔和猪血清中抗补体杀菌能力明显降低"
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和
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细胞的黏附入侵能力明显降低"
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#(以上结果表明
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基因是
ZW6

的一个毒

力相关基因(
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感染猪群会引起较高的发病率

和死亡率!对养猪业造成巨大的经济损失,
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ZW6

分为
%1

个血清型!而且不同血清型间毒力有明显差
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(研究发现
2̂ 6

参与
ZW6

对宿主细胞的黏

附作用!并能促进炎性因子
I2!.

和
I2!(

的表

达,
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!证实
2̂ 6

参与了
ZW6

致病过程!是一个重

要的毒力因子(

2̂ 6

是革兰阴性菌外膜的主要成分!在发病机

制中起着重要的作用,
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由脂质
7

)

0!

酮
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脱氧辛酸)庚糖和其他糖基组成,
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(单糖分析显示

ZW6

的
2̂ 6

含有葡萄糖)半乳糖)半乳糖
!F

等多

种成分!其中葡萄糖是主要组成成分,
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功能的研究奠定了基础(
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基因编码的葡萄糖

基转移酶负责增加一个葡萄糖合成庚糖
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的合成,
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(研究表明在多数革兰阴性菌中
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基因是重要的毒力基因,
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在
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致病过程中的作用还不清楚(本试验通过

构建
ZW668&/.

的
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缺失株!并对其
2̂ 6

结

构)生长特性)抗血清杀菌能力以及对细胞的黏附和

入侵能力进行研究!以确定
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基因在
ZW6

致病

过程中的作用(
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和
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进行双酶切!纯化回收!克隆转化到
4

:%(<#U,=AY

并获得质粒
4

\\&&0

!将
(.*U

4

的红霉素抗性片段

转入到质粒
4

\\&&0

获得质粒
4

\\&&*

!用已优化过

的自然转化方法,

%@

-将质粒
4

\\&&*

转入
ZW6

68&/.

株获得
1

<

#I

基因缺失株(

#=$

!

(_O

提取与
OZOPM4G@

采用热酚法,

%(

-分别提取
ZW668&/.

株与

2

1

<

#I

缺失株的
2̂ 6

!将提取的
2̂ 6

进行
6H6!

W7G;

"

1X

浓缩胶!

%(X

分离胶#并银染,

%/

-分析(

#=&

!

生长曲线的测定

将
ZW668&/.

株与
2

1

<

#I

缺失株接种于
P6Y

液体培养基!

*@c

培养
%0D

左右作为种子液(再

将上述种子液按培养基总体积的
%X

接种于事先预

热到
*@ c

的
P6Y

液体培养基!于
*@ c

!

%(&

L
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<$-

b%振荡培养!每个样本设置
*

个平行(其间

每隔
%D

取样进行平板菌落计数!用分光光度计测

定培养基的
Ĥ

.&&-<

值!并将结果绘制成曲线(

#=W
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抗血清中补体杀菌试验

根据已描述的抗血清杀菌实验方法,

%1

-

!取
%&&

%

2

新鲜的猪血清和兔血清或
1.c

灭活
*&<$-

的

猪血清和兔血清!分别与
%&&

%

2

细菌"

%d%&

(

8[O

0

<2

b%

#混合*取
%(&

%

2

新鲜的猪血清和兔血

清或
1.c

灭活
*&<$-

的猪血清和兔血清分别与
0&

%

2

细菌"

%d%&

(

8[O

0

<2

b%

#混合!

*@ c

!

%1&

L

0

<$-

b%振荡培养
%D

!

%&

倍稀释后涂布在
P67

平

板"含
F7H

和血清#上!每个样本设置
*

个平行(

细菌存活率即为在新鲜血清中存活的细菌除以在灭

活血清中的存活率(

#=X

!

细胞黏附入侵试验

为了确定细菌对细胞的黏附效果!参考文献

,

0&

-方法将猪血管内皮细胞"

WO_;8

#和猪肾上皮

细胞"

W:!%1

#接到
0)

孔细胞培养板!加入含
%&X

的

胎牛血清的
H];]

培养基!

1X 8̂

0

*@c

培养
0)

D

(用
%&

@

8[O

的菌液感染细胞!

*@c

培养
0D

!用

WY6

清洗细胞
*

次!用
&'%<2&'01X

胰酶
*@c

消

化细胞
%&<$-

!再加入
&'/<2P6Y

将细胞取出!

%&

倍稀释后涂布在
P67

平板"含
F7H

和血清#上!每

个样本设置
*

个平行(

为了确定细菌对细胞的入侵效果!参考文献

,

0&

-将猪血管内皮细胞"

WO_;8

#和猪肾上皮细胞

"

W:!%1

#接到
0)

孔细胞培养板!加入含
%&X

的胎牛

血清的
H];]

培养基!

1X 8̂

0

*@ c

培养
0)D

(

用
%&

@

8[O

的菌液感染细胞!

*@c

培养
0D

!用
WY6

清洗细胞
*

次!加入含
0&

%

N

0

<2

b%的庆大霉素的

H];]*@c

培养
0D

!用
WY6

清洗细胞
*

次!用

&f%<2&'01X

胰酶
*@c

消化细胞
%&<$-

!再加入

&'/<2P6Y

将细胞取出!

%&

倍稀释后涂布在
P67

平板"含
F7H

和血清#上!每个样本设置
*

个平行(

#='

!

数据统计

数据通过
6W6665=5$,5$A,

软件进行独立样本
#

检验分析差异显著性!

8

$

&'&1

表明差异显著(

!

!

结
!

果

!=#

!

缺失株
'

4

5

$=

的构建与验证

用质粒
4

\\&&*

与
ZW668&/.

株进行自然转

化!用含
;<

的
P67

平板"含血清和
F7H

#进行筛

选!获得
;<

抗性的接合子(用引物
W1

%

W.

和
W@

%

W(

检测
2

1

<

#I

缺失株"图
%7

)

%Y

#(当用引物
W1

%

W.

分别对野生型
68&/.

株和
2

1

<

#I

缺失株基因组

进行扩增时!电泳图
%7

显示
2

1

<

#I

缺失株能被扩

增出一条
@1&

到
%&&&U

4

之间条带!与预期的
(.*

U

4

的红霉素抗性片段一致(当用引物
W@

%

W(

分别

对野生型
68&/.

株和
2

1

<

#I

缺失株基因组进行扩

增时!电泳图
%Y

显示野生型
68&/.

株能被扩增出

一条大约
%&&&U

4

条带!与预期的
%&&/U

4

的
1

<

#I

基因片段一致(从图
%8

可以看出
2

1

<

#I

缺失株是

由红霉素抗性片段取代野生型
68&/.

株中
1

<

#I

基

因目的片段而成(

!=!

!

野生株与缺失株
'

4

5

$=

的
(_O

结构及生长特

性的比较

为了比较
ZW668&/.

株与
2

1

<

#I

缺失株
2̂ 6

的不同!将提取的野生株和
2

1

<

#I

的
2̂ 6

经
6H6!

W7G;

并银染后得到图
07

(银染图显示
2

1

<

#I

缺

失株的
2̂ 6

泳动明显快于野生株
2̂ 6

!这表明

2

1

<

#I

缺失株
2̂ 6

的相对分子质量有所减小!

2̂ 6

的糖链结构有所缩短!即表明
ZW668&/.

缺失掉

1

<

#I

基因后
2̂ 6

的糖链结构缩短(

ZW668&/.

株

与
2

1

<

#I

缺失株的生长曲线图"图
0Y

#显示
2

1

<

#I

缺失株的生长速度略低于野生株的生长速度(

!=L

!

野生株与
'

4

5

$=

缺失株抗血清杀菌能力比较

为了研究
ZW6

的
1

<

#I

基因是否参与了抗血清

杀菌的作用!对野生型
68&/.

株和
2

1

<

#I

缺失株的

抗血清杀菌能力进行了比较(结果表明在
1&X

和

/&X

的血清中!野生型
68&/.

株具有高水平的抵抗

血清杀菌能力"图
*

#(在
1&X

和
/&X

血清中!与野

生型
68&/.

株相比
2

1

<

#I

缺失株细菌存活率大约

(1&0
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期 曾
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泽等$副猪嗜血杆菌
1

<

#I

基因缺失株的构建及其部分生物学特性

7'

引物
W1

%

W.

鉴定*

Y'

引物
W@

%

W(

鉴定*

8'

2

1

<

#I

缺失株和野生型
68&/.

株模式图*

]'HF7

相对分子质量标准*

%'

野生型
68&/.

株*

0'

2

1

<

#I

缺失株*

*'

阴性对照

7'I"3-5$R$A=5$#-U

Q4

L$<3LW1=-"W.

*

Y'I"3-5$R$A=5$#-U

Q4

L$<3LW@=-"W(

*

8'8D=L=A53L$a=5$#-=-"A#-,5LCA5$#-#R

2

1

<

#I<C5=-5=-"?$>"!5

Q4

368&/.

*

]'H20&&&HF7<=LS3L

*

%'E$>"!5

Q4

368&/.

*

0'

2

1

<

#I<C5=-5

*

*'F3

N

=5$V3A#-!

5L#>

图
#

!'

4

5

$=

缺失株的鉴定

>,

?

=#

!

85)-+,B,20+,7-7B

'

4

5

$=ED+0-+/+10,-

7'2̂ 6

的银染图*

%'

野生型
68&/.

*

0'

2

1

<

#I

缺失株*

Y'

生长曲线!误差线代表三次重复试验之间的标准误

7'2̂ 6

4

L#R$>3,

*

%'E$>"!5

Q4

368&/.,5L=$-

*

0'

2

1

<

#I<C5=-5

*

Y'GL#?5DACLV3

!

3LL#LU=L,L3

4

L3,3-55D3,5=-"=L""3V$!

=5$#-RL#<5DL33$-"3

4

3-"3-53B

4

3L$<3-5,

图
!

!

野生株与
"

4

5

$=

缺失株的
(_OOZOPM4G@

银染图及生长曲线

>,

?

=!

!

(_O

*

17B,J)/0-5

?

17<+32D16)7B<,J5P+

;*

)OQ"'&/+10,-0-5

'

4

5

$=ED+0-+

7'1&X

猪和兔血清*

Y'/&X

猪和兔血清*

"

'

与野生型
68&/.

株相比差异显著"

8

$

&'&1

#!误差线代表三次重复试验

之间的标准误

7'1&X

4

#LA$-3=-"L=UU$5,3L=

*

Y'/&X

4

#LA$-3=-"L=UU$5,3L=

*

"

'6$

N

-$R$A=-5"$RR3L3-A3

"

8

$

&'&1

#

U35?33-

,5L=$-,';LL#LU=L,L3

4

L3,3-55D3,5=-"=L""3V$=5$#-RL#<5DL33$-"3

4

3-"3-53B

4

3L$<3-5,

图
L

!

野生型
OQ"'&

株和
'

4

5

$=

缺失株在猪和兔血清中抗血清杀菌作用

>,

?

=L

!

OD16,60J7B<,J5P+

;*

)OQ"'&/+10,-0-5+3)

'

4

5

$=ED+0-+,-

*

712,-)0-51099,+/)10

/1&0
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兽
!
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学
!

报
).

卷
!

降低了
%'1

和
0

倍"

8

$

&'&1

#(这表明
ZW668&/.

缺失掉
1

<

#I

基因后抗血清杀菌能力明显降低(

!=%

!

野生株与
'

4

5

$=

缺失株对细胞黏附入侵能力

比较

为了研究
1

<

#I

基因在
ZW6

对细胞黏附入侵中

发挥的作用!对
2

1

<

#I

缺失株和野生型
68&/.

株的

黏附)入侵水平进行了比较"图
)

#(发现
2

1

<

#I

缺

失株对
W:!%1

和
WO_;8

细胞的黏附水平明显的

降低"

8

$

&'&1

#!相对于野生型
68&/.

株!

2

1

<

#I

缺

失株的黏附量降低
0

倍(而且!

2

1

<

#I

缺失株对

W:!%1

和
WO_;8

细胞的入侵量也表现出明显的降

低"

8

$

&'&1

#!相对于野生型
68&/.

株!

2

1

<

#I

缺失

株的入侵水平大约降低
0

倍(这表明
ZW668&/.

缺失掉
1

<

#I

基因后对细胞的黏附入侵能力明显降

低(

"

'

与野生型
68&/.

株相比差异显著"

8

$

&'&1

#!误差线代表三次重复试验之间的标准误

"

'6$

N

-$R$A=-5"$RR3L3-A3

"

8

$

&'&1

#

U35?33-,5L=$-,';LL#LU=L,L3

4

L3,3-55D3,5=-"=L""3V$=5$#-RL#<5DL33$-"3!

4

3-"3-53B

4

3L$<3-5,

图
%

!

野生型
OQ"'&

株和
'

4

5

$=

缺失株对
M:P#$

和
MRU@Q

细胞的黏附和入侵

>,

?

=%

!

453)1)-2)

'

4

(

0-5,-60/,7-

'

H

(

7B;H

#

19107%0<,J5P+

;*

)OQ"'&0-5

'

4

5

$=ED+0-+,-M:P#$0-5MRU@Q2)JJ/

L

!

讨
!

论

2̂ 6

除了可以保持外膜的稳定和保护细胞免

受外界环境的压力之外!通常作为内毒素)黏附因

子)宿主防御因子等参与多数革兰阴性菌的致病机

制,

0%!0*

-

(在
ZW6

中!

2̂ 6

已经被证实为重要的毒

力因子,

)!1

!

%%

!

0)

-

(为了进一步研究
2̂ 6

成分与
ZW6

发病机制之间的关系!本研究从
ZW668&/.

基因组

中敲除
1

<

#I

基因获得
2

1

<

#I

缺失株(而且该

2

1

<

#I

缺失株的
2̂ 6

糖链结构明显变短!这表明在

ZW6

中
1

<

#I

基因参与
2̂ 6

的合成!这与之前的相

关研究结果一致,

%*!%1

!

01

-

(在
ZW6

中!庚糖
I

已被证

实参与
2̂ 6

的合成,

0)

-

(推测由于缺失掉
1

<

#I

基

因之后!菌体内缺乏葡萄糖基转移酶从而影响庚糖

I

的合成!最终导致
2̂ 6

糖链结构的变短(

2

1

<

#I

缺失株的生长速度略低于野生株的生长速度!这表

明
1

<

#I

基因参与
ZW668&/.

的生长代谢!这可能

是由于
ZW668&/.

敲除掉
1

<

#I

基因后外膜不稳定

而影响了菌株的生长代谢(

抗血清杀菌作用是病原菌一种重要的毒力机

制,

0.

-

(引起全身性感染的
ZW6

具有抵抗补体介导

的血清杀菌作用!这个特性有助于细菌突破机体的

防御系统而在血液中存活(在
ZW6

中!缺失掉

'

7

$?

)

@NH

)

'

7

$I

和
+

/

4V

基因后都会使菌株的抗

血清杀菌能力明显地降低!表明
'

7

$?

)

@NH

)

'

7

$I

和
+

/

4V

基因参与
ZW6

的抗血清杀菌作用,

0&

!

0)

!

0@

-

(

在流感嗜血杆菌和空肠弯曲杆菌中!缺失
1

<

#I

基因

都会使菌株的抗血清杀菌能力明显降低,

%*

!

%1

-

(在

本研究中!

2

1

<

#I

缺失株的抗血清杀菌能力与野生

株相比明显降低!推测可能是由于
2̂ 6

结构的不完

整性影响了菌株抵抗补体介导的血清杀菌作用(这

表明在
ZW668&/.

的抗血清杀菌作用中
1

<

#I

基因

起着重要的作用!因此可以推测
1

<

#I

基因在
ZW6

68&/.

的毒力中扮演着重要的角色!可能是一个毒

力相关基因(

对宿主细胞的黏附和入侵是病原体发病机制中

的关键步骤(在
ZW6

中!缺失掉
'

7

$?

)

@NH

)

'

7

$N

)

'

7

$I

和
+

/

4V

基因后都会显著降低菌株对细

胞的黏附能力!这表明在
ZW6

中
'

7

$?

)

@NH

)

'

7

$N

)

'

7

$I

和
+

/

4V

都 是 重 要 的 黏 附 因

子,

0&

!

0)

!

0@!0(

-

(在流感嗜血杆菌和空肠弯曲杆菌中!

2

1

<

#I

缺失株在体内的定植能力和增殖能力都明显

下降,

%*

!

0/

-

(在本研究中!缺失
1

<

#I

基因之后菌株

对
W:!%1

和
WO_;8

细胞的黏附和入侵能力都明

显降低!这可能是由于
2

1

<

#I

缺失株的
2̂ 6

结构不

&.&0
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1

<

#I

基因缺失株的构建及其部分生物学特性

完整导致菌株的外膜结构不稳定引起的(这表明

1

<

#I

基因在
=8--@&/.

对
W:!%1

和
WO_;8

细胞

的黏附和入侵过程中起重要作用!因此可以推测

1

<

#I

基因可能是
ZW6

的黏附因子!但也可能是导

致了其他黏附因子功能的下降或丧失(

%

!

结
!

论

成功 构 建
ZW6 68&/.

的
2

1

<

#I

缺 失 株(

2

1

<

#I

缺失株的
2̂ 6

糖链结构明显变短!生长速度

稍微减慢*

2

1

<

#I

缺失株的抗血清杀菌能力以及对

宿主细胞的黏附和入侵能力都明显降低(以上结果

表明在
ZW668&/.

致病过程中
1

<

#I

基因可能是一

个重要的毒力相关基因(
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