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　　摘　要：目的　构建福氏２ａ志贺菌３０１株已验证的但是功能未知的犆０７１９基因突变体，以进行Ｃ０７１９ＲＮＡ功能研究。方法

　根据福氏２ａ志贺菌３０１株基因组全序列，采用λＲｅｄ重组系统对Ｃ０７１９ＲＮＡ基因进行缺失，并经ＰＣＲ验证；对野生株和

犆０７１９缺失突变株３７℃时的生长曲线及生化反应进行比较研究；对野生株和５个ｓＲＮＡｓ缺失突变株进行蛋白质组的比较研究；

同时利用毒力侵袭模型来评价突变株毒力。结果　构建了犆０７１９缺失突变株；突变株初始生长均较慢，但最终和野生株状态一

致；对构建成功的犆０７１９缺失突变体进行生化特性分析，结果表明和野生株相比，３０１Δ犆０７１９株利用棉子糖的能力比野生株强一

些；对犆０７１９缺失突变体进行了比较蛋白质组分析。结论　获得了福氏２ａ志贺菌３０１株犆０７１９基因突变体，为深入研究ｓＲＮＡ

基因的功能奠定了基础。
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　　志贺菌属细菌通称痢疾杆菌，是一类具有高度传染性的革

兰氏阴性肠道致病菌。流行病调查结果发现，在发展中国家，

福氏志贺菌（Ｓ．ｆｌｅｘｎｅｒｉ）感染尤为严重。据世界卫生组织公告

报道，全球每年菌痢患者达１．６４７亿，有１．６３２亿分布于发展

中国家，在我国，菌痢发病率也很高，其严重危害了我国人们的

健康［１］。因此对痢疾杆菌进行研究具有重要的意义。我国科

学家于２０００年率先完成了第一株福氏志贺菌（Ｓ．ｆｌｅｘｎｅｒｉ２ａ

３０１株）的全基因组序列分析
［２］。２００３年，美国威斯康星大学

完成了另一株福氏志贺菌２ａ２４５７Ｔ的全基因组测序分析
［３］，

在此基础上，研究者于２００３年率先完成了痢疾杆菌的蛋白质

组全谱研究，并陆续开展了痢疾杆菌的功能蛋白质组学研

究［４］。但是这些研究主要集中对痢疾杆菌开放阅读框（ｍＲ

ＮＡ）的研究，而对于基因组中非编码的小 ＲＮＡ的研究却很

少。在细菌基因组中鉴定到许多长度为５０～４００ｎｔ并且不翻

译成蛋白质的非编码小ＲＮＡｓ，简称小ＲＮＡ（ｓＲＮＡｓ）或非编

码ＲＮＡｓ（ｎｃＲＮＡｓ）。小ＲＮＡｓ作为一类新发现的基因表达调

控子已经引起了高度的重视。Ｇｒｉｆｆｉｎ等
［５］在１９７１年首先在大

肠杆菌中发现ｓＲＮＡｓ分子，但是这些 ＲＮＡ分子的编码基因

以及它们的功能都不清楚。２００３年，Ｈｅｒｓｈｂｅｒｇ等
［６］用在大肠

杆菌基因组中鉴定的５５个ｓＲＮＡｓ基因与福氏２ａ志贺菌基因

组进行同源比对，其中的５２个都能在福氏２ａ志贺菌基因组中

找到同源序列；２００７年，Ｕｒｂａｎ等
［７］通过构建ｓＲＮＡｓ表达载

体研究大肠杆菌ｓＲＮＡｓ的表达和调控，为进一步研究其他种

属的ｓＲＮＡｓ的功能提供了很好的方法。研究者将上述预测的

大肠杆菌基因组上的ｓＲＮＡｓ与ｓａｎｇｅｒ中心网站（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ）列出的在痢疾杆菌中鉴定到的ｓＲＮＡｓ进

行比较，发现ｓａｎｇｅｒ中心所列的１１个功能未知ｓＲＮＡｓ都在

预测的染色体编码ｓＲＮＡｓ之中。因此，研究者首先选取上述

１１个染色体编码ｓＲＮＡｓ中的Ｃ０７１９ＲＮＡ利用λＲｅｄ重组系

统［９］进行缺失突变体的构建并进行ｓＲＮＡ功能研究。

１　材料与方法

１．１　材料　福氏２ａ志贺菌野生株３０１为本实验室保存。大

肠杆菌ＤＨ５α购自ＴａＫａＲａ公司。质粒Ｐｍｄ１８Ｔ购自ＴａＫａ

Ｒａ公司；ｐＥＴ２２ｂ购自Ｎｏｖａｇｅｎ公司；ｐＫＤ４６（温度敏感型，含

有受阿拉伯糖启动子调控的ｅｘｏ、ｂｅｔ、ｇａｍ基因和氨苄青霉素

抗性基因）、ｐＫＤ４（含有两端带有ＦＲＴ位点的卡那霉素抗性基

因）。ｐＡＫ为本研究室自行构建的低拷贝质粒，含卡那霉素抗

性基因）。豚鼠和Ｂ／Ｃ小鼠购自军事医学科学院实验动物中

心。ＩＰＧ 干胶条、蛋白纯化试剂盒（ＰｌｕｓＯｎｅ２ＤＣｌｅａｎＵｐ

Ｋｉｔ）、蛋白定量试剂盒（２ＤＱｕａｎｔＫｉｔ）购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ
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Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；蛋白酶抑制剂（Ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌｔ

ａｂｌｅｔ）购自Ｒｏｃｈｅ公司。

１．２　ｓＲＮＡｓ缺失突变体的构建　综合痢疾杆菌基因组上的

ｓＲＮＡｓ与ｓａｎｇｅｒ中心网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ）列出

的在痢疾杆菌中鉴定到的ｓＲＮＡｓ进行比较，选取Ｃ０７１９ＲＮＡ

进行缺失突变体的构建。根据ＮＣＢＩ上福氏２ａ志贺菌３０１株

全基因组序列（ＮＣ＿００４３３７）中的犆０７１９基因及上、下游同源臂

序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０分析软件设计引物见表１。

表１　　引物列表

引物 序列 酶切位点

Ｃ０７１９５ｐ１ ５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＡＧＧＡＧＡＡＡＣＣＡＡＴＣ３′ ＢａｍＨⅠ

Ｃ０７１９５ｐ２ ５′ＧＣＧＴＣＧＡＣＣＡＧＴＴＣＡＧＴＣＣＴＣＴＴＴＴＧＣ３′ ＳａｌⅠ

Ｃ０７１９３ｐ１ ５′ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＣＣＧＣＡＧＴＴＡＣＴＡＴＣＡＴＡＧＣ３′ ＨｉｎｄⅢ

Ｃ０７１９３ｐ２ ５′ＣＣＣＴＣＧＡＧＡＧＡＣＣＧＡＧＴＴＣＡＧＴＧＣＴＧ３′ ＸｈｏⅠ

　　以ｐＫＤ４为模板，用引物 Ｋ１、Ｋ２扩增质粒上两端带有

ＦＲＴ位点的卡那霉素抗性基因。ＰＣＲ产物经ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ

双酶切后，与经同样双酶切的ｐＥＴ２２ｂ载体连接，验证正确后

命名为ｐＥＴｋａｎ。在犆０７１９基因的上游（Ｎ 端）和下游（Ｃ端）

各设计一对引物，即 Ｃ０７１９５Ｐ１／Ｃ０７１９５Ｐ２ 和 Ｃ０７１９３Ｐ１／

Ｃ０７１９３Ｐ２，分别从该基因的上游和下游扩增长约６００ｂｐ的基

因片段作为线性打靶ＤＮＡ片段（长同源臂突变盒）的同源臂

Ｈ１和 Ｈ２。为方便后续的长同源臂突变盒构建，在上游同源

臂 Ｈ１的引物末端分别加上限制性酶切位点ＢａｍＨⅠ和Ｓａｌ

Ⅰ，在下游同源臂 Ｈ２的引物末端分别加上限制性酶切位点

ＨｉｎｄⅢ和ＸｈｏⅠ。将含有ｐＫＤ４６质粒的３０１株于３０℃培养

至Ｄ６００ｎｍ值为０．５～０．６，制备电转化感受态，并在Ｄ６００ｎｍ

值达到０．５～０．６前１ｈ加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ阿拉伯

糖，诱导Ｒｅｄ基因重组系统的表达。通过ＰＣＲ扩增上述构建

的长同源臂打靶 ＤＮＡ 片段，电击转化至含有ｐＫＤ４６的３０１

株感受态细胞中（电击参数：电阻２００欧姆，电容２５微法，电压

２．５千伏）。复苏１～２ｈ，然后涂布于含卡那霉素抗性的ＬＢ平

板，并于３０℃培养约２４ｈ，长出的阳性克隆即为带有卡那霉素

抗性的缺失突变株。将筛选到的阳性克隆转入液体ＬＢ培养

基中，４２℃培养１２ｈ左右去除ｐＫＤ４６质粒，即可获得含卡那

霉素抗性的３０１Δ犆０７１９：：ｋａｎ突变体。

１．３　突变株与野生株生长状态的测定　从ＬＢ平板上挑取

３０１Δ犆０７１９：：ｋａｎ缺失株与３０１野生株单菌落，分别接种于５

ｍＬ相应抗性的液体ＬＢ培养基中过夜培养，以１∶１００转接于

１００ｍＬ相应抗性的液体ＬＢ培养基中，于３７℃同步培养，每

隔１ｈ取样测定Ｄ６００ｎｍ值，测定其生长状态。

１．４　突变株与野生株部分生化特性比较　用接种针从新鲜培

养平板上挑取单菌落至５ｍＬ含０．８５％ＮａＣｌ的培养基中，配

制成均一的菌悬液，然后用吸管将细菌悬液加到生物梅里埃公

司的ＡＰＩ２０Ｅ生化鉴定试剂条上，盖上盖子，于３７℃孵育２４

ｈ。参照说明书判读结果，试剂呈黄色为阳性反应，蓝色或蓝绿

色为阴性反应。从新鲜的培养平板上挑取几个一致菌落，转接

至含有１０ｍＬＡＰＩ５０ＣＢ／Ｅ的培养基中，仔细混匀制成浊度相

当于２ＭｃＦａｒｌａｎｄ的均一细菌悬液，然后用吸管将此细菌悬液

滴入生物梅里埃公司的ＡＰＩ５０ＣＨ 生化鉴定试剂条中，用灭菌

的石蜡油封好，盖上盖子，３７℃孵育２４ｈ后观察，参照说明判

读结果。

１．５　突变株与野生株毒力比较　分别用相同量的３０１野生株

和３０１Δ犆０７１９：：ｋａｎ菌体均匀涂在豚鼠的角膜上，２４ｈ后观察

角膜病变情况。

１．６　突变株与野生株蛋白表达差异的比较　全菌蛋白样品的

制备：挑取弗氏２ａ志贺菌３０１野生株和３０１Δ犆０７１９：：ｋａｎ突

变株的单菌落至５ｍＬ液体ＬＢ培养基中，３７℃、２２５ｒ／ｍｉｎ振

荡培养１２ｈ，再按照１∶１００的比例接种于无抗性的新鲜ＬＢ

培养基中，３７℃振荡培养１２ｈ；４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ（ＳＩＧＭＡ

３Ｋ１２，Ｎｒ．１２１５０）离心１０ｍｉｎ收集菌体，用预冷的低盐清洗缓

冲液（３ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，６８ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，９ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４）洗菌体４次；将细胞沉淀重悬于５

ｍＬ裂解液中（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４０ｇ／ＬＣＨＡＰＳ，１０

ｇ／ＬＤＴＴ），加入半片蛋白酶抑制剂，冰浴超声４ｍｉｎ（脉冲２ｓ，

停２ｓ，最大功率的２５％）；超声后加入１．２５ｍｇＲＮａｓｅＡ、５０Ｕ

ＲＱ１ＤＮａｓｅ和５０μＬＩＰＧ缓冲液（ｐＨ４～７）；于室温放置１ｈ，

２６０００ｒ／ｍｉｎ（ＳＩＧＭＡ３Ｋ３０，Ｎｒ．１２１５４）离心３０ｍｉｎ去除不

溶性沉淀；取上清液用蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓度使用蛋

白纯化试剂盒纯化全菌蛋白样品进行双向电泳实验。等电聚

焦使用预制的１８ｃｍＩＰＧ胶条，使用胶面向上放置的电泳槽进

行等电聚焦，并在两极加放厚滤纸片。等电聚焦结束后在含

１０ｇ／ＬＤＴＴ的平衡缓冲液中平衡１５ｍｉｎ，在含２５ｇ／Ｌ碘乙酰

胺的平衡缓冲液中平衡１５ｍｉｎ。采用垂直板电泳槽行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ（１２．５％丙烯酰胺）；用胶体考马斯亮蓝染色方法染色过

夜，以１％乙酸溶液脱色至背景干净后扫描胶图。

１．７　蛋白质鉴定　本研究主要采用本地化的 Ｍａｓｃｏｔ程序，使

用格式化的福氏２ａ志贺菌３０１株数据库进行肽质量指纹图谱

检索；并 辅 以 ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ 网 站 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｔｒｉｘ

ｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ）提供的ＮＣＢＩｎｒ数据库进行检索。检索时，可接

受的肽段相对分子质量误差为０．２。氨基酸固定修饰方式选

择Ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ（Ｃ）修饰，可能的修饰方式选 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ

（Ｍ）修饰。本地运行的 Ｍａｓｃｏｔ数据库查询结果的有效值为

４９分以上；ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅＮＣＢＩｎｒ数据库查询结果的有效值

为７９分以上。

２　结　　果

２．１　３０１Δ犆０７１９：：ｋａｎ缺失突变体的构建与验证　将获得的

基因缺失突变株于３７℃培养过夜，以Ｃ０７１９５Ｐ１与Ｃ０７１９３Ｐ２

为外部鉴定引物，进行ＰＣＲ验证；设计ｋａｎ基因内部分别与基

因组上犆０７１９基因上下游同源臂以外的一段基因配对引物，

进行ＰＣＲ验证并测序检测，结果见图１。如突变体构建成功，

当用外部引物进行检测时，野生株的扩增产物大小应为１１００

ｂｐ左右图１Ａ；当卡那霉素抗性基因替换掉目的基因后，突变

株的扩增产物大小应为２５００ｂｐ左右图１Ｂ；当使用卡那霉素

抗性基因的引物进行检测时，应当只有抗性基因替换目的基因

后获得的突变株能够得到１５１２ｂｐ的扩增产物图１Ｃ；从图中

可以看出，电泳结果与预期完全一致，说明犆０７１９基因缺失突

·２２２２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７



变株构建成功。

　　Ａ：野生株犆０７１９外部引物扩增，Ｂ：突变株犆０７１９外部引物扩增，

Ｃ：突变株卡那霉素抗性基因引物扩增；Ｄ：基因组与ｋａｎ配对引物

扩增。

图１　　３０１Δ犆０７１９缺失突变株的ＰＣＲ验证

２．２　突变株与野生株生长状态的测定　使用ＬＢ液体培养

基，将野生株３０１、突变株在３７℃下同步培养，每隔１ｈ测定一

次Ｄ６００ｎｍ值，绘制生长曲线见图２（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。可见犆０７１９缺失株它们的生长曲线

与野生株３０１相比犆０７１９的缺失并没有对菌株的生长造成明

显的改变。

２．３　突变株与野生株的生化特性比较　对构建成功的

Ｃ０７１９ｓＲＮＡ缺失突变体进行生化特性分析，结果表明和野生

株相比，犆０７１９的缺失只是在利用棉子糖的能力相对于野生株

稍强一些，因此可以认为犆０７１９的缺失并没有对菌株的生化

代谢造成明显影响。见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）

２．４　突变株与野生株毒力的比较　挑取３０１Δ犆０７１９：：ｋａｎ野

生株与犆０７１９突变株单菌落至５ｍＬ 液体 ＬＢ培养基中，３７

℃、２２５ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２ｈ，测定Ｄ６００ｎｍ值，分别离心收集

相同活菌数涂豚鼠角膜。分别观察６、８、２４、４８ｈ豚鼠角膜变

化。结果表明个突变株和野生株的表现一致，２４ｈ引起角膜

炎症反应，４８ｈ都造成了角膜脱落。见图４（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）

２．５　全菌蛋白样品的双向电泳图谱　使用ｐＨ４～７和ｐＨ

６～１１的胶条对全菌蛋白样品进行分离，在电泳图中可以分辨

出１２个以上的蛋白点。见图５（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）

２．６　质谱鉴定结果　使用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ共鉴定到１２个

蛋白点对应于１２种蛋白质。这些蛋白的质谱鉴定结果见

表２。

表２　　标注差异蛋白点的质谱鉴定结果

蛋白点
分值

（分）
ＧＩ编号 基因 同义名

序列覆盖

率（％）

匹配肽

段数

Ｎ００１ １７１ ｇｉ｜２４１１２００４ ｇｌｔＡ ＳＦ０５７７ ７４ ３４

Ｎ００２ ９５ ｇｉ｜２２３０３５ － － ７０ １７

Ｎ００３ １１０ ｇｉ｜２２５７５７９ － － ９１ ２７

Ｎ００４ ９６ ｇｉ｜１１０８０４９７２ － － ７０ ３２

Ｎ００５ ７４ ｇｉ｜１６１２８６９５ － － ５０ ２７

Ｎ００６ １９３ ｇｉ｜２４１１３００１ ｆｕｍＡ ＳＦ１６３５ ４４ １６

Ｎ００７ １３６ ｇｉ｜２４１１３００１ ｆｕｍＡ ＳＦ１６３５ ４９ １９

Ｎ００８ ２３６ ｇｉ｜２４１１３００１ ｆｕｍＡ ＳＦ１６３５ ４４ １９

Ｎ００９ １１３ ｇｉ｜２４１１２００４ ｇｌｔＡ ＳＦ０５７７ ４６ ２３

Ｎ０１０ ４２ ｇｉ｜２４１１５６２１ ｓｌｔ ＳＦ４４２４ １８ １０

Ｎ０１１ ６７ ｇｉ｜２４１１３１１９ ＿ ＳＦ１７６５ ５９ １０

Ｎ０１２ ４５ ｇｉ｜２４１１３９１７ ｓｒｍＢ ＳＦ２６３８ ２４ ９

　　－：无数据。

３　讨　　论

小ＲＮＡｓ作为一类新发现的基因表达调控子已经引起了

高度的重视。随着近几年研究的不断深入，已经在大肠杆菌中

发现了近８０种ｓＲＮＡｓ，并且逐步揭示了ｓＲＮＡｓ的功能
［８］。

本研究中通过λＲｅｄ重组系统进行了福氏２ａ志贺菌３０１株已

验证的但是功能未知的ｓＲＮＡｓ基因缺失突变体的构建。通过

将目的基因缺失，然后分析突变株与野生株之间的表型差异，

结合相应的功能基因组学方法，研究该基因与其他基因间相互

关系的改变，获得与该基因功能相关的一些信息，以达到阐明

该基因功能的目的［９１０］。研究者通过对突变体和野生株进行

蛋白质组的比较研究，同时利用构建毒力侵袭模型来评价突变

株毒力，寻找到有重要调控功能的ｓＲＮＡｓ，并明确部分ｓＲＮＡｓ

与痢疾杆菌致病性之间的关系。研究表明Ｃ０７１９这个ｓＲＮＡ

基因的缺失突变并未引起福氏２ａ志贺菌毒力的变化，同时也

没有对福氏２ａ志贺菌的生长及生化特性造成很大的影响。研

究构建成功的这个Ｃ０７１９ｓＲＮＡ基因的缺失突变株可以用于

进一步的基因功能的研究。
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［９］ ＤａｔｓｅｎｋｏＫＡ，ＷａｎｎｅｒＢＬ．Ｏｎｅｓｔｅｐｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ

ｇｅｎｅｓｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＫ１２ｕｓｉｎｇＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ

ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０００，９７（１２）：６６４０６６４５．

［１０］ＷｉｎｚｅｌｅｒＥＡ，ＳｈｏｅｍａｋｅｒＤＤ，ＡｓｔｒｏｍｏｆｆＡ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒ

ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｇｅｎｏｍｅｂｙｇｅｎｅｄｅｌｅｔｉｏｎａｎｄｐａｒ

ａｌｌｅｌａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９９，２８５（５４２９）：９０１９０６．

（收稿日期：２０１３０４１３）
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