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基因编码的蛋白质作为转运体蛋白!负责多胺的结合和转运!为细胞的正常生长提供必需因子!已在

多种病原菌中鉴定为毒力相关因子!但在副猪嗜血杆菌中的作用还不清楚&利用自然转化法构建
M
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缺失株
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!再比较亲本株和缺失株的生长特性'自凝集活性'生物被膜形成能力'抗血清杀菌能力以及对

小鼠的致病力&结果显示
M

+#C

基因的缺失不影响副猪嗜血杆菌的生长'自凝集活性和生物被膜形成能力!但导致

该菌的抗血清杀菌能力和对小鼠的致病力显著降低&以上结果表明
M

+#C

基因可能与副猪嗜血杆菌的毒力相关&
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基因缺失株的构建及其部分生物学特性
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属于巴氏杆菌科"
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#!是
I9z,,E5

2

,

病

的病原!给我国乃至世界养猪业造成了巨大的经济

损失*

%

+

&目前!已报道该菌有
%6

种血清型!不同血

清型之间'甚至同一血清型的不同菌株之间!往往呈

现出较大的毒力差异*

0

+

&因此!区分毒力和非毒力

菌株!并鉴定新的毒力因子对于副猪嗜血杆菌病的

准确诊断和有效控制起着积极的作用&

多胺"如腐胺'亚精胺等#是细胞正常生长的必

需因子!细菌主要通过转运体转运来获取该物质&

目前研究较为清楚的是
a#W3[S?

转运体!其中

a#W?

作为底物结合蛋白!负责多胺的结合和转

运*

*

+

&在小鼠感染模型中!肺炎链球菌
M

+#C

基因

的缺失导致该菌毒力显著降低*

)

+

&在大肠杆菌中!

M

+#C

基因编码的蛋白质具有促进生物被膜形成的

功能*

6

+

&在嗜肺军团菌中!

M

+#C

基因的缺失导致该

菌对
2B

f 高度敏感!并且对宿主细胞的黏附性降

低*

.

+

&但是!

M

+#C

基因在
Ha;

致病过程中的作用

还不清楚&

本试验通过自然转化法!构建
Ha;;S%)&%

菌

株的
M

+#C

基因缺失株!并对其生长特性'自凝集状

况'生物被膜形成能力'抗血清杀菌能力以及对小鼠

的毒力进行研究!以确定
M

+#C

基因在
Ha;

致病过

程中的作用&
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材料与方法

#C#

!

菌株%质粒及试剂

副猪嗜血杆菌
;S%)&%

野毒株由四川农业大学

动物医学院猪病研究中心分离'鉴定并保存(质粒

8

L?)

购自耶鲁大学菌种保藏中心(胰蛋白胨大豆

琼脂"

>;3

#'胰蛋白胨大豆肉汤"

>;[

#购自美国
[?

公司(小牛血清购自
I$X4#

公司&兔抗
a#W?

血清'

HO4UE5

结晶紫溶液'新鲜猪血清均为作者实验室制

备或保存&

#C!
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引物设计

根据
IE-[B-U

"

Sa&&%*0%'%

#公布的
Ha;

;H&%.6

菌株基因组中
M

+#C

序列!利用软件
a5$AE5

a5EA$E56'&

设计基因缺失及鉴定引物"表
%

#&

M

+#C!J%

%

J0

用于扩增上游同源臂!

M

+#C!1%

%

10

用

于扩增下游同源臂!

?$)!J

%

1

用于从质粒
8

L?)

扩

增卡那抗性基因!

M

+#C!J

%

1

用于
M

+#C

基因的检

测&引物由成都擎科梓熙生物技术有限公司合成&

表
#

!

本研究所用的引物序列

,0<;.#

!

I19E.1/:/.395=-9//=:3
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引物
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引物序列"
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用于融合
aS1

扩增的
06X

8

重叠区域用下划线标识!

Ha;

的
];;

序列用粗体字标识
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基因缺失融合片段的构建

提取菌株
;S%)&%

基因组!分别扩增
M

+#C

基因

上'下游同源臂和卡那霉素抗性基因!产物胶回收后!

利用引物对
M

+#C!J%

%

M

+#C!10

通过
#VE59B

8

!aS1

将

M

+#C

基因上'下游同源臂和卡那抗性基因融合!得到

]

8

!?$)!?#D-

片段!用于后续缺失株的构建&

#C%

!
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缺失株的构建%筛选及鉴定

M

+#C

缺失株的构建参照已优化的自然转化方

法*

<

+

&从
>;3

平板挑取自然感受态菌株
;S%)&%

!

重悬于
>;[

!调整菌液浓度为
6j%&

%&

1

AJ

e%

&将

0&

*

J

菌液和
%

*

G

]

8

!?$)!?#D-

片段混匀后!点

样于
>;3

平板!

*<i

孵育
6F

&之后将细菌重悬于

>;[

中!适当稀释后涂布于含
6&

*

G

1

AJ

e%卡那霉

素的
>;3

平板!

*<i

培养
0

'

*"

&在抗性平板上

生长菌落通过
aS1

进行鉴定!

aS1

鉴定阳性菌再

利用兔抗
a#W?

血清做进一步的
ME,WE5-X9#W

鉴

6<00
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定!最终获得缺失株
;S%)&%
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缺失株生长曲线的绘制

分别挑取亲本株和缺失株单菌落于
6AJ>;[

培养基中!

*<i

培养过夜&第
0

天!以
%k%&&

倍稀

释到新鲜
>;[

培养基中!在
*<i0&&5

1

A$-

e%继

续培养!每个样本设置
*

个重复&测定菌液
K?

.&&-A

值!将结果绘制成生长曲线&

#C$

!

细菌自凝集试验

根据已报道的自凝集试验方法*

(

+

!从
>;3

平板

挑取单菌落接种于
%&AJ>;[

培养液中!培养
%.

F

&离心收集菌体并重悬于新鲜
>;[

培养液至

K?

.&&-A

为大约
&'.

!室温静置!每
*&A$-

测定一次

悬浮液的吸光度!测定
)F

&

#C&

!

生物被膜形成试验

取
%AJ>;[

培养液加入试管中!接种细菌后

于
*<i

培养
%.F

!转速为
%6&5

1

A$-

e%

&之后吸出

菌液!加入
%'6AJHO4UE5

结晶紫溶液!室温染色
6

A$-

&吸出染液!并用水洗去多余染料&干燥后!用

%AJ**̀

的醋酸溶解!测定
K?

.*&-A

&以无菌
>;[

培养液试管的
K?

.*&-A

值为阴性对照!以
0

倍阴性对

照
K?

值为截断值判断生物被膜的形成&每个样本

至少进行
*

次重复&

#C(

!

抗血清杀菌试验

根据已报道的抗血清杀菌试验方法*

/

+

!取
%&&

*

J

细菌菌液"约
%j%&

(

Ŝ ]

1

AJ

e%

#!分别和
%&&

*

J

新鲜猪血清"采集健康猪全血!

)i

静置过夜!吸

取析出的血清!

)&&&5

1

A$-

e%离心
%&A$-

以除去

残留的红细胞!无菌条件分装后于
e0& i

保存备

用#或
6.i

灭活"

6.i

!

*&A$-

!并随时摇晃均匀#

的猪血清混合!在
*<i

下振荡培养
%F

!之后
%&

倍

倍比稀释涂于
>;3

平板!进行细菌计数&细菌存活

率为新鲜血清中细菌存活数除以灭活血清中细菌存

活数&每个样本至少进行
*

次重复&

#CG

!

小鼠毒力试验

.

'

(

周龄雌性
[3J[

%

4

小白鼠购买于成都达硕

公司!所有小鼠均提供充足的食物和水&将小白鼠随

机分成
*

组!每组
%&

只&

%

'

0

组分别腹腔注射亲本株

和缺失株!剂量为
%')j%&

/

Ŝ ]

1只e%

&第
*

组为对

照组!注射
a[;

&观察
<"

内小鼠死亡情况&

#C#"

!

数据分析

试验数据使用
I5B

8

FaB"a1P;Q6'&

软件分

析!当两个试验组进行比较时使用
#

检验分析!当三

个或更多试验组进行比较时使用
32Kb3

分析&

>

$

&'&6

时判定为显著性差异&

!

!

结
!

果

!C#

!

?

=@8

基因上下同源臂%抗性基因的
I8)

扩增

与融合

!!

用
M

+#C!J%

%

J0

与
M

+#C!1%

%

10

两对引物扩增

副猪嗜血杆菌
;S%)&%

菌株的相应目的条带!大小

均为
%&0(X

8

(用
?$)!J

%

1

从质粒
8

L?)

上扩增卡

那霉素抗性基因!大小为
/*6X

8

(通过
#VE59B

8

!aS1

获得
M

+#C

基因上'下游同源臂和卡那霉素抗性基因

融合片段!即
]

8

!?$)!?#D-

!大小为
0/)%X

8

"图
%

#&

Q'?23

相对分子质量标准(

%'

卡那霉素抗性基因片段(

0'

上游同源臂臂(

*'

下游同源臂(

)']

8

!?$)!?#D-

片段

Q'?23AB5UE5

(

%'?$)T5B

G

AE-W

(

0']

8

,W5EBAF#A#9#!

G

#O,B5A

(

*'?#D-,W5EBAF#A#9#

G

#O,B5A

(

)']

8

!?$)!

?#D-T5B

G

AE-W

图
#

!

?

=@8

同源臂的扩增与融合

A9

B

C#

!
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D

;97920=96505364.1;0

D

.Y=.5/96567-6E6;6L
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6:/01E<
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!C!

!

缺失株
K8#%"#

"

?

=@8

!!

D+5

的鉴定

当使用引物
M

+#C!J

%

1

检测时!亲本株产生条

带!大小为
/.&X

8

!缺失株不产生条带!当使用引物

?$)!J

%

1

检测时!亲本株不产生条带!缺失株产生

条带!大小为
/*6X

8

"图
03

#&

aS1

鉴定正确后!再

利用兔抗
a#W?

血清进一步做
ME,WE5-X9#W

鉴定!

结果显示!亲本株菌体蛋白质可产生条带!缺失株无

条带"图
0[

#&

!CF

!

缺失株
K8#%"#

"

?

=@8

!!

D+5

的生长特性

结果表明!在
*<i

条件下!亲本株
;S%)&%

和

缺失株
;S%)&%

-

M

+#C

$$

T$)

的生长状况差异不显

著"

>

&

&'&6

#!即
M

+#C

基因对该菌的生长无明显调

控作用"图
*

#&

!C%

!

亲本株和缺失株自凝集活性和生物被膜形成

能力比较

!!

自凝集试验结果显示!亲本株和缺失株自凝集

现象均不明显!且彼此间差异不显著"

>

&

&'&6

#"图

)3

#&生物被膜形成试验的结果显示!亲本株和缺失

.<00
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'
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亲本菌(
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'
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突变株(

*

'

.'

阴性对照&
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免疫印迹鉴定$

%'

亲本菌(
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突变株
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图
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缺失株的鉴定
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?

=@8

!!

D+5

该试验进行
*

次重复!每次重复设
*

个平行组!生长曲线

代表其中一次重复试验

>FEEY

8

E5$AE-W,DE5E

8

E5T#5AE"WF5EEW$AE,$-"E

8

E-"!

E-W9

:

$-W5$

8

9$4BWE,'>FE5E

8

5E,E-WBW$VE

G

5#DWF4O5VET5#A

#-E#TWF5EE$-"E

8

E-"E-WEY

8

E5$AE-W,$,,F#D-

图
F

!

K8#%"#

和
K8#%"#

"

?

=@8

!!

D+5

生长曲线

A9

B

CF

!

,-.

B

16@=-2:14./67K8#%"#053K8#%"#

"

?

=@8

!!

D+5

株均为强生物被膜形成菌株"其
K?

.*&-A

值均大于阴

性对照
K?

.*&-A

值
0

倍以上#!但二者生物被膜形成

能力无显著差异"

>

&

&'&6

#"图
)[

#&

!C'

!

亲本株和缺失株抗血清杀菌能力比较

结果显示!在
6&̀

血清中!亲本株
;S%)&%

具有

较 高 水 平 的 抗 血 清 杀 菌 能 力!而 缺 失 株

;S%)&%

-

M

+#C

$$

T$)

抗血清杀菌能力显著降低"

>

$

&'&6

#"图
6

#&结果表明
M

+#C

基因的缺失降低了

Ha;

抗血清杀菌能力&

!C$

!

亲本株和缺失株对小鼠毒力的比较

小鼠毒力试验显示!亲本株攻毒后
%"

!死亡率

已达到
<&̀

!第
0

天全部死亡!而缺失株攻毒后
<

"

!死亡率仅为
*&̀

!表明
M

+#C

基因的缺失导致

Ha;

对小鼠的致病力减弱"图
.

#&

试验进行
*

次重复!每次重复设
*

个平行组&该结果代表其中一次重复"

3
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试验进行
*

次重复!每次重复设
*

个平行组!误差线代表

*

次重复试验的标准差
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图
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在
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猪血清中的

存活率
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检验比较亲本株
;S%)&%

和缺失株
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-
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$$

T$)

对小鼠的毒力!差异显著"

>
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图
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对小鼠毒力的比较
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?

=@8
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D+5

F

!

讨
!

论

0%

世纪以来!利用同源重组的方法构建基因缺

失株的应用越来越普遍!以同源重组为基础构建基

因缺失株有几种不同的方法!应用最多的就是同源

重组质粒的自然转化'电转化和接合转移*

%&

+

&自然

转化"

-BWO5B9W5B-,T#5ABW$#-

#是指在自然条件下!

细菌能够主动摄取外源
?23

并将其整合进自己的

染色体中稳定遗传的过程*

%%!%0

+

&自
%/0(

年首次发

现肺炎链球菌转化以来!细菌自然遗传转化现象已

在多种细菌中发现*

%*!%)

+

&巴斯德菌属的很多细菌都

被证实具有自然转化能力!副猪嗜血杆菌作为巴斯

德菌属的一员也不例外*

<

+

&在自然生长环境中!细

菌通过自然转化获得新的遗传性状!如耐药性'致病

性&

0&&6

年!

3'[$

G

B,

等建立了副猪嗜血杆菌自然

转化的试验方法作为
Ha;

一种基因操作系统用以

研究毒力相关基因的功能*

%6

+

&自此!自然转化在副

猪嗜血杆菌上的应用越来越广泛!也使副猪嗜血杆

菌基因功能的研究变得越来越便利&

为研究
M

+#C

基因在
Ha;

中的作用!作者首先

采用自然转化法敲除
M

+#C

基因&目前!自然转化

法作为一种有效的基因缺失方法在
Ha;

中得到普

遍采用&该方法首先将目的基因左'右同源臂和抗

性基因进行融合!再与自杀性质粒连接!重组质粒再

进行自然转化!达到基因缺失的目的*

%.!%<

+

&连接自

杀质粒的主要目的在于保护同源臂免受宿主酶系统

剪切&因此!为简化步骤!作者延长同源臂长度至

%&&&X

8

!但不连接自杀质粒!直接用融合片段进行

自然转化!最终成功获得了缺失株&该试验结果证

实了之前的猜想&

亲本株和
M

+#C

缺失株的生长状况无显著变

化!表明
M

+#C

基因的缺失对
Ha;

的生长未造成影

响!这和之前的报道一致*

)

+

&生物被膜是病原微生

物产生耐药性'免疫逃逸和持续感染的重要原因之

一&研究发现
M

+#C

基因的缺失对
Ha;

生物被膜

的形成未产生影响!这与之前的研究结果有所不

同*

6

+

&通过生物信息学分析发现!在
Ha;

基因组

中!还存在另一个可能具有与
M

+#C

类似功能的基

因!该基因所编码蛋白功能的发挥补充了
M

+#C

基

因缺失所带来的影响&抗血清杀菌作用作为病原菌

的一种免疫逃逸机制!是病原菌借以抵抗宿主杀伤!

并引起全身性感染的有力工具&本研究显示
M

+#C

基因的缺失引起
Ha;

抗血清杀菌能力显著降低!并

导致
Ha;

对小鼠致病力减弱!但该影响机制还有待

进一步研究&

%

!

结
!

论

>+#C

基因的缺失不影响
Ha;

的生长状况'自

凝集活性和生物被膜形成能力!但导致该菌的抗血

清杀菌能力和对小鼠的致病力降低&

>+#C

基因可

能与
Ha;

的毒力相关&

参考文献"

).7.1.52./

#!

*

%

+

!

N]=

!

\]@Q

!

=HK]1

!

EWB9'IE-#A$44FB5B4WE5!

(<00



!

%%

期 谨瑾等$副猪嗜血杆菌
M

+#C

基因缺失株的构建及其部分生物学特性

$RBW$#-#T=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/ ;H&%.6

!

BF$

G

F9

:

V$5O9E-W,W5B$-#T,E5#VB56

8

5EVB9E-W$-SF$-B

*

C

+

'

>A+-K)&

!

0&%%

!

.

"

6

#$

E%/.*%'

*

0

+

!

>]12PS

!

[J3SL3JJC'S#A

8

B5$,#-#TWFE$-"$!

5E4WFBEAB

GG

9OW$-BW$#-B-"

G

E9"$TTO,$#-WE,WT#5,E5#!

W

:8

$-

G

=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/

*

C

+

'%&# L("'+F(+3

!

0&&6

!

%&.

"

%!0

#$

%)6!%6%'

*

*

+

!

=H32IJH

!

M@2\a

!

JP\

!

EWB9'S#A

8

B5BW$VE

8

5#WE#A$4B-B9

:

,$,#TWFEAEAX5B-E

8

5#WE$-,#TWD#

=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/ ,W5B$-,W#$"E-W$T

: 8

5#WE$-,

WFBWAB

:

FE9

8

$-FBX$WBWB"B

8

WBW$#-B-"

8

BWF#

G

E-E,$,

*

C

+

'>'+#&+2&-"(

!

0&%)

!

%0

$

*('

*

)

+

!

M31@?

!

CP32I\

!

JP2 M

!

EWB9'P-V#9VEAE-W#T

M

+#C$--#'&

M

#+"+""0/

M

)&02+)($&

8

#9

:

BA$-EW5B-,!

8

#5WB-"

8

BWF#

G

E-E,$,

*

C

+

'.)

1

&"#.220)

!

0&&.

!

<)

"

%

#$

*60!*.%'

*

6

+

!

=H32IN

!

=H32I\

!

JP]C

!

EWB9'a#W?

8

5#WE$-

,W$AO9BWE,X$#T$9AT#5ABW$#-X

:

I/",&'(",($"+3(

*

C

+

'

6(+#&",)+3A&##

!

0&%*

!

*6

"

<

#$

%&//!%%&.'

*

.

+

!

23;13JJ3H I L

!

3[?@JH3?\ H

!

>KQa!

LP2;2a

!

EWB9'?E9EW$#-#T

M

+#C

!

E-4#"$-

G

B

8

OWB!

W$VE,

8

E5A$"$-E!X$-"$-

G8

5#WE$-

!

5E,O9W,$-B4#A

8

9EY

8

FE-#W

:8

E$-A&

7

(+)&33$

M

)&02+

M

,(3$

*

C

+

'.)#J

L&5L("'+F(+3

!

0&%)

!

*&)

"

6!.

#$

<&*!<%.'

*

<

+

!

=H32IJH

!

JP\

!

?3PL

!

EWB9'@,WBX9$,FAE-W#T

B,O44E,,$VE AB5UE59E,, AOWBW$#-,

:

,WEA $- =$&D

2+

M

,(30/

M

$'$/0(/ WF5#O

G

F -BWO5B9W5B-,T#5ABW$#-

*

C

+

'>A+-K)&

!

0&%6

!

%&

"

6

#$

@&%0<*/*'

*

(

+

!

=K] \

!

@̂2I;

!

N]S

!

EWB9'>FE5#9E#T

7

$3;

B-"

7

$3I#T=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/;S&/.$-,E5OA

5E,$,WB-4EB-"X$#T$9AT#5ABW$#-

*

C

+

'%&#L("'+F(+3

!

0&%*

!

%.0

"

%

#$

0<(!0()'

*

/

+

!

=H32I[

!

@̂2I;

!

N]S

!

EWB9';E5OA5E,$,WB-4E

$-=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/;S&/.,W5B$-5E

Z

O$5E,#OWE5

AEAX5B-E

8

5#WE$-a0EY

8

5E,,$#-

*

C

+

'HIL-L("'+F(D

+3A&##

!

0&%0

!

*0.

"

0

#$

%&/!%%6'

*

%&

+

!

CKH2;[K1IK

!

@J?HKJQ b

!

H{b31;>@P2J

;'2BWO5B9

G

E-EW$4W5B-,T#5ABW$#-

$

8

5EVB9E-4E

!

AE4F!

B-$,A,B-"TO-4W$#-

*

C

+

'B&/L("'+F(+3

!

0&&<

!

%6(

"

%&

#$

<.<!<<('

*

%%

+

!

Q@1SP@1 3

!

[@1>KJJ3^

!

a3;;@J|I]@!1K[@

@

!

EWB9'P-T9OE-4E#T?234#-T#5ABW$#-B-"5#9E#T"+D

2!B-"'&"!#--BWO5B9W5B-,T#5ABW$#-$-B$3/#+)($/+D

3$)$"&$'02

*

C

+

'8$)JL("'+F(+3

!

0&&/

!

66

"

.

#$

<.0!<<&'

*

%0

+

!

1@?̂P@J?1C

!

P̂2?J3\ M 3

!

[K;;}C

!

EWB9'@!

V#9OW$#-#T4#A

8

EWE-4EB-"?23O

8

WBUE,

8

E4$T$4$W

:

$-WFE

>$/#&0'&33$"&$&

*

C

+

'6L8I<+36(+3

!

0&&.

!

.

$

(0'

*

%*

+

!

孙东昌!张衍梅!施跃峰
'

细菌自然转化的分子机制

研究进展*

C

+

'

微生物学报!

0&%0

!

60

"

%

#$

.!%%'

!

;]2?S

!

=H32I\Q

!

;HP\ '̂3"VB-4E,$-WFE

A#9E4O9B5AE4FB-$,A#T-BWO5B9XB4WE5$B9W5B-,T#5AB!

W$#-

*

C

+

'!"#$L("'+F(+3+

7

("$-()("$

!

0&%0

!

60

"

%

#$

.!%%'

"

$-SF$-E,E

#

*

%)

+

!

[K;;cC>

!

;P2H3;

!

;SHPaa@1;>

!

EWB9'2BWO!

5B94#A

8

EWE-4E$-,W5B$-,#T!"#()+F$"(330/

M

3&0'+D

M

)&02+)($&

*

C

+

'HIL-L("'+F(+3A&##

!

0&&/

!

0/(

"

%

#$

%0)!%*&'

*

%6

+

!

[PI3;3

!

I311P?K Q @

!

?@1K=3;3 Q

!

EW

B9'?EVE9#

8

AE-W#TB

G

E-EW$4AB-$

8

O9BW$#-,

:

,WEAT#5

=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/

*

C

+

'%&# L("'+F(+3

!

0&&6

!

%&6

"

*!)

#$

00*!00('

*

%.

+

!

H@J_

!

M@2N>

!

\32N^

!

EWB9'@TTE4W#T",&G

"E9EW$#-#-

G

5#DWFB-"4#9#-$RBW$#-$-B=$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/,E5#VB5%*49$-$4B9,W5B$-@a*

*

C

+

'4&)&

!

0&%6

!

6<<

"

%

#$

/.!%&&'

*

%<

+

!

曾
!

泽!何
!

欢!岳
!

华!等
'

副猪嗜血杆菌
3

7

#H

基

因缺失株的构建及其部分生物学特性*

C

+

'

畜牧兽医

学报!

0&%6

!

).

"

%%

#$

0&6.!0&.0'

!

=@2I=

!

H@ H

!

\]@ H

!

EWB9'S#-,W5O4W$#-B-"

4FB5B4WE5$RBW$#-#TB =$&2+

M

,(30/

M

$'$/0(/ ;S&/.

-

3

7

#H AOWB-W ,W5B$-'

*

C

+

'!"#$ %&#&'()$'($ &#

*++#&",)("$-()("$

!

0&%6

!

).

"

%%

#$

0&6.!0&.0'

"

$-

SF$-E,E

#

"编辑
!

白永平#

/<00




