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　　［摘要］　目的　构建类鼻疽菌ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株［ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）］，建立有效的类鼻疽菌毒
力基因敲除平台。方法　设计引物扩增类鼻疽菌 ＢＰＳＬ１５４９基因上下游同源臂，连接至 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ
自杀质粒上，通过大肠杆菌Ｓ１７１λｐｉｒ以接合方式将其转入类鼻疽菌中。利用同源重组原理替换野生株
中的ＢＰＳＬ１５４９基因，经过蔗糖筛选靶标基因敲除株，并采用ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测方法鉴定敲除株，利
用动物模型评价敲除株表型变化。结果　ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）菌株与野生株的 ＢＰＳＬ１５４９基因两侧同源
臂片段ＰＣＲ产物相比缺少６００ｂｐ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲除株不表达 ＢＰＳＬ１５４９基因编码蛋白，成功构建
类鼻疽菌ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株。动物实验证实敲除株相比野生株毒力显著降低（Ｐ＜００５）。结论　利
用同源重组原理成功构建类鼻疽菌ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株，完善了类鼻疽菌敲除平台和评价体系。
　　［关键词］　 类鼻疽伯克霍尔德菌；基因敲除；ＢＰＳＬ１５４９基因
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，
ＢＰ）简称类鼻疽菌，是一种革兰阴性球杆菌，两端钝
圆、两极浓染、无芽孢、有鞭毛和菌毛，运动活跃［１］，该

菌可通过直接接触或吸入气溶胶等方式经破损的皮肤

黏膜、呼吸道和消化道引起人或动物感染，造成类鼻

疽［２］。类鼻疽虽然最常累及肺部，但几乎可侵犯宿主

每一器官［３］。有糖尿病、肾病等基础疾病患者更易患

类鼻疽。类鼻疽在流行地区死亡率高，泰国东北部高

达５０％，尤其急性败血症病死率高达９０％以上；且具
有较高的复发率（约２０％），需要长期使用抗生素防止
复发［４］。目前类鼻疽菌的一些毒力因子相关基因已

经得到确认，包括荚膜多糖、菌毛、脂多糖、Ⅲ型分泌系
统、Ⅵ 型分泌系统，如自转运蛋白 ＢｉｍＡ、ｂａｃＡ、
ｂａｃＢ［５－６］，Ｃｉｆ同源蛋白 ＣＨＢＰ［７］等，其中研究人员发
现ＢＰＳＬ１５４９编码的类鼻疽伯克霍尔德菌致死因子
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｔｈａｌｆａｃｔｏｒ１，ＢＬＦ１）能抑制宿主细胞翻
译起始因子ｅＩＦ４Ａ的解旋酶活性，抑制蛋白质合成从
而直接杀伤宿主细胞［８］。本研究采用自杀性载体同

源重组的方法构建类鼻疽菌 ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株
［ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）］，建立类鼻疽菌基因敲除平台，同
时为进一步研究ＢＬＦ１及其他毒力因子在致病机制中
的功能奠定相关技术基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要菌种和试剂　　类鼻疽伯克霍尔德菌
ＢＰＣ００６［９］，自杀性质粒 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ（本实验室保
存），大肠杆菌Ｓ１７１λｐｉｒ（第三军医大学基础医学部微
生物学教研室惠赠），小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７
（ＡＴＣＣ：ＴＩＢ７１），细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，质粒
小量提取试剂盒，凝胶回收试剂盒，ＤＭＥＭ培养基
（ＧＢＩＣＯ公司），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），卡那霉素
（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ，北京天根），限制性内切酶、Ｔ４连接酶、
Ｐｒｉｍｅｒｓｔａｒ Ｔａｑ酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ公司），庆大
霉素（Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ，上海生工），０．４５μｍ滤膜（Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。

１．１．２　实验动物　　健康雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠［第三军
医大学实验动物中心提供，实验动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（军）２０１２００１１；实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ
（军）２０１２００３５］１６只，６周龄，ＳＰＦ级，体质量２０～２５ｇ。
１．２　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的构建
１．２．１　重组自杀性载体 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９
的构建　　根据 ＮＣＢＩ数据库中类鼻疽菌 ＢＰＣ００６全
基因组序列中ＢＰＳＬ１５４９基因及其两侧序列，设计３对
引物分别扩增 ＢＰＳＬ１５４９基因及其两端的同源臂（表
１），送上海生工生物工程公司合成，用于后续载体的
构建及验证。

　　将ＢＰ接种到ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养过
夜，收集细菌，提取基因组。利用设计的引物ｐＬ１／ｐＬ２
和ｐＲ１／ｐＲ２以ＢＰ基因组为模板分别进行 ＰＣＲ扩增。
ＰＣＲ反应总体系为２０μＬ，反应条件为 ９５℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸
１５ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃终延伸７ｍｉｎ。反应结束
取１０μＬ扩增产物１％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ产
物。将 ＰＣＲ扩增的 ＬＢＰＳＬ１５４９和 ＲＢＰＳＬ１５４９片段
切胶回收保存。把 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ质粒和 ＬＢＰＳＬ１５４９
片段分别用ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ双酶切后使用Ｔ４ＤＮＡ连
接酶１６℃连接１２ｈ，连接产物转化入 ＴＯＰ１０感受态
细胞，涂布于含卡那霉素（２５０μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ平板，
３７℃ 培养过夜，挑取单菌落振荡培养并提取质粒双
酶切鉴定。得到的阳性重组质粒与 ＲＢＰＳＬ１５４９片段
使用ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切，然后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连
接，连接产物转入ＴＯＰ１０感受态细胞，在卡那霉素抗性
ＬＢ平板上进行筛选，提取质粒酶切鉴定，将构建的阳性
重组自杀性质粒命名为ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９。
１．２．２　重组自杀性载体的转导　　用ＣａＣｌ２转化法制备
Ｓ１７１λｐｉｒ感受态细胞，将 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９
质粒转化至Ｓ１７１λｐｉｒ感受态细胞，筛选鉴定含有重组
自杀质粒的Ｓ１７１λｐｉｒ细菌。将受体菌ＢＰ（ＧｍＲ）和供
体菌 Ｓ１７１λｐｉｒ（ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９）分别接
种１０ｍＬＬＢ（Ｇｍ１００μｇ／ｍＬ）和ＬＢ（Ｋｍ２５０μｇ／ｍＬ）

表１　引物序列与产物长度

扩增片段 引物名称 序列 产物长度（ｂｐ）

ＢＰＳＬ１５４９
ｐ１ ５′ＡＧＧＣＣＧＴＴＣＧＡＴＣＧＧＡＴＡＣＧＴＴ３′

６００
ｐ２ ５′ＣＧＡＡＣＣＧＧＡＴＣＡＴＣＧＡＡＧＴＧＴＣ３′

ｂｐｓｌ５４９左侧翼序列（ＬＢＰＳＬ１５４９）
ｐＬ１ ５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＴＴＧＣＣＧＣＣＣＡＧＴＴＣＧＡＧ３′（ＥｃｏＲⅠ）

１１００
ｐＬ２ ５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＣＣＴＧＧＣＧＡＡＴＣＴＧＡＧＣＴ３′（ＸｂａⅠ）

ｂｐｓｌ５４９右侧翼序列（ＲＢＰＳＬ１５４９）
ｐＲ１ ５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＧＧＣＡＧＣＧＧＣＴＣＧＣＣＴＴＣＧ３′（ＸｂａⅠ）

１１００
ｐＲ２ ５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＡＣＴＡＣＧＡＣＧＡＣＴＡＣＡＴＧＣＴＣ３′（ＨｉｎｄⅢ）

划线部分为设计的酶切位点
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液体培养基中，３７℃振荡过夜培养，按１∶１００进行活
化，Ｄ（６００）值达到０．４～０．５时，按照１∶４比例把受体
菌和供体菌混匀，０．４５μｍ孔径滤膜过滤，将滤膜置于
无抗性的 ＬＢ平板３７℃培养过夜（注意不要倒置平
板），收集滤膜上的细菌，用 ＬＢ液体倍比稀释后涂布
于ＬＢ（Ｇｍ１００μｇ／ｍＬ，Ｋｍ２５０μｇ／ｍＬ）双抗平板上。
重组自杀性质粒通过接合方式从供体菌转移到受体

菌，与细菌基因组 ＤＮＡ发生第１次同源重组（图１Ａ、
Ｂ），通过抗生素筛选和 ＰＣＲ鉴定 ＢＰＳＬ１５４９基因二倍
体菌株 ＢＰ（ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９）；然后利用
ＳａｃＢ基因的蔗糖筛选压力使部分二倍体上的重组载
体丢失发生第２次同源重组（图１Ｃ），最终获得目的基
因敲除株。
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Ａ：自杀性载体的构建；Ｂ：第１次同源重组；２：第２次同源重组
图１　自杀性载体ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９同源重组

示意图

１．２．３　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的筛选与鉴定　　将
ＢＰ（ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９）二倍体接种到 ＬＢ
（Ｇｍ１００μｇ／ｍＬ）培养基中３７℃振荡培养１２ｈ。对过
夜培养物稀释数倍后涂布于ＬＢ（Ｇｍ１００μｇ／ｍＬ，蔗糖

１０％，无ＮａＣｌ）蔗糖琼脂平板，２４℃静置培养４８ｈ。用
接种环挑取蔗糖平板上长出的单个菌落分别接种到

ＬＢ（Ｇｍ１００μｇ／ｍＬ）和ＬＢ（Ｋｍ２５０μｇ／ｍＬ）琼脂平板，
对 ＧｍＲ、ＫｍＳ菌株进行 ＰＣＲ扩增，序列测定。鉴定
ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株，即ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）。
１．２．４　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　
　用本实验室制备的兔抗 ＢＰＳＬ１５４９纯化蛋白为一抗
（稀释倍数１∶２０００），ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ为二
抗（稀释倍数为１∶５０００，中杉金桥），对野生型和突变
型ＢＰ全菌蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分析，具体操作
方法见参考文献［８］。
１．２．５　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的毒力检测试验　　将
ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）和野生株 ＢＰ接种于１０ｍＬＬＢ液体
培养基中，３７℃振荡过夜培养，第２天以１∶１００活化，
当Ｄ（６００）达到１时，用倍比稀释法进行细菌计数；把
１６只６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分成２组，每组８只，以
滴鼻方式接种细菌，每只小鼠接种 １．０×１０５ＣＦＵ活
菌；每天观察小鼠临床表现、记录发病和死亡情况，连

续观察３０ｄ。
１．３　统计学方法
　　数据采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计学软件进行处理。

２　结果

２．１　重组自杀性载体ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９的
鉴定

　　ＢＰ基因组为模板，分别以ｐＬ１／ｐＬ２和ｐＲ１／ｐＲ２为引
物对，ＰＣＲ扩增ＬＢＰＳＬ１５４９和ＲＢＰＳＬ１５４９目的基因片
段均约为１１００ｂｐ（图２Ａ）。以重组质粒ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：
△ＢＰＳＬ１５４９为模板，用引物ｐＬ１／ｐＬ２和ｐＲ１／ｐＲ２可以分
别扩增出约１１００ｂｐ片段，再分别用ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ，
ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后，琼脂糖凝胶电泳鉴定获得
符合预期的１１００ｂｐ条带（图２Ｂ、Ｃ）。
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图２　重组自杀性载体ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９的鉴定
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ＤＬ５０００；１：野生株（ＬＢＰＳＬ１５４９Ｒ）；２：敲除株（ＬＢＰＳＬ１５４９Ｒ）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲除株和野生株 ＢＰＳＬ１５４９

蛋白表达　ＭＴ：敲除株；ＷＴ：野生株

图３　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的筛选与鉴定

２．２　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的筛选与鉴定
　　用蔗糖平板筛选出ＧｍＲ、ＫｍＳ菌落，说明该菌落已
经丢失重组自杀性载体 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ：：△ＢＰＳＬ１５４９，
发生了同源重组交换。分别将长出的菌落接种到 ＬＢ
（Ｇｍ１００μｇ／ｍＬ）液体培养基中３７℃培养过夜，提取
细菌基因组，用引物ｐ１／ｐ２进行ＰＣＲ鉴定。在挑取的
菌落中只有１个菌落扩增不出约６００ｂｐ的 ＢＰＳＬ１５４９
基因片段（图３Ａ），该菌落可能是敲除成功菌株，用引
物ｐＬ１／ｐＲ２分别扩增该菌株和野生株的ＢＰＳＬ１５４９基
因两侧同源臂片段（ＬＢＰＳＬ１５４９Ｒ）获得约 ２２００ｂｐ
和２８００ｂｐ条带（图３Ｂ），将两片段的测序结果进行比
对分析，结果显示该菌株比野生株缺失了 ＢＰＳＬ１５４９
基因片段，与实验预期一致。同时ＢＰ全菌蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测分析进一步证明该菌株因缺失 ＢＰＳＬ１５４９基
因无法表达其蛋白（图３Ｃ）。
２．３　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株的毒力检测
　　对分别滴鼻接种ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）和野生株的小
鼠进行观察，接种野生株的小鼠４ｄ后开始出现毛发
蓬乱、精神萎靡、闭眼蜷缩、食欲减退等表现，５ｄ即开
始出现死亡，解剖后发现小鼠脾脏后端、肝脏右叶出现

脓肿，１２ｄ内 ８只小鼠死亡 ７只。而接种 ＢＰ
（△ＢＰＳＬ１５４９）菌株小鼠在１０ｄ后才开始出现相似症
状，发病较慢，死亡率低，３０ｄ内８只小鼠仅死亡４只。
生存曲线见图４。同时，观察到野生株组小鼠产生神
经损伤现象如转圈、打滚等，而 ＢＰ（△ＢＰＳＬ１５４９）菌株
组小 鼠 未 见 明 显 的 神 经 损 伤 症 状。表 明 ＢＰ
（△ＢＰＳＬ１５４９）菌株的毒力与野生株相比明显降低。
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图４　ＢＰＳＬ１５４９基因敲除株和野生株感染小鼠的生存曲线

３　讨论

　　类鼻疽菌具有高致病性、强抵抗力和气溶胶传播
的特性，可作为潜在的生物武器，被ＷＨＯ列为Ｂ类生
物恐怖剂［１０］，对公共卫生安全造成巨大潜在威胁。类

鼻疽菌基因组全长７．１４Ｍｂ，编码多种毒力因子和抗
原结构，主要包括荚膜多糖、鞭毛、菌毛、群体感应分

子、Ⅲ型分泌系统及Ⅵ型分泌系统等［１１］，不同类鼻疽

菌株之间还存在多种基因组岛。对这些毒力因子基因

和基因岛进行缺失突变对于类鼻疽的毒力研究、疫苗

开发以及发现新的诊断靶标都具有重要的理论指导意

义。因此，急需建立一种高效同时不引入其他选择标

记的基因敲除或突变的技术。

　　本研究根据同源 ＤＮＡ片段可发生同源重组的原
理，采用ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ自杀性质粒系统构建基因缺失
突变株，该质粒含有缺陷的Ｒ６Ｋ复制子，必须在ｐｉｒ基因

３１２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）



编码的π蛋白作用下才能发挥作用，因此ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ
只能在表达 π蛋白的特定宿主菌（如大肠杆菌 Ｓ１７
１λｐｉｒ）内才能复制，而在其他非特定细菌中会逐渐丢
失［１２］。同时，ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ含有枯草杆菌的果聚糖蔗
糖酶基因（ＳａｃＢ基因），能编码果聚糖蔗糖酶，催化蔗
糖水解为对多数革兰阴性菌有毒性作用的果聚糖。因

此，在含有蔗糖的培养基中，含有该质粒的菌株将不能

生长。尽管类鼻疽菌全基因组能够编码ＳａｃＢ基因，但
实际上类鼻疽菌对蔗糖并不敏感，可能是由于携带

ＳａｃＢ基因的不同宿主菌对蔗糖的敏感性不同，其次培
养温度也会影响ＳａｃＢ基因的表达，因此需要选择合适
的蔗糖浓度及温度才能使ＳａｃＢ基因发挥作用。
　　２００７年，对类鼻疽菌和泰国伯克霍尔德菌的蛋白
质组学分析发现了 １４个功能未知的预测蛋白［１３］。

ＣｒｕｚＭｉｇｏｎｉ等［８］采用 Ｘ射线晶体衍射技术对其中的
ＢＰＳＬ１５４９蛋白结构进行解析，确定该蛋白是类鼻疽菌
的首个能直接杀伤宿主细胞的毒力因子。因此，

ＢＰＳＬ１５４９蛋白又称为类鼻疽伯克霍尔德致死因子１
（ＢＬＦ１）。ＢＬＦ１由ＢＰＳＬ１５４９基因编码，含有２１１个氨
基酸，相对分子质量为２３×１０３［１４］。ＢＬＦ１可作用于真
核细胞起始翻译因子 ｅＩＦ４Ａ的 Ｇｌｎ３３９使其脱酰胺变
为Ｇｌｕ３３９，抑制ＲＮＡ解旋酶活性，使细胞蛋白质合成
受到广泛抑制从而导致宿主疾病。ＢＰＳＬ１５４９基因作
为类鼻疽菌的重要毒力因子，构建 ＢＰＳＬ１５４９基因敲
除株，有助于类鼻疽发病机制的研究及其减毒活疫苗

的开发。同时以该方法为例建立了便捷高效的类鼻疽

菌基因敲除平台，为类鼻疽菌其他相关毒力因子的进

一步研究奠定基础。
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