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近年来大肠杆菌 G%@4 引起的人和动物的发病率呈上升趋势［% H ?］，G%@4 的强致病性与很多因子有

关，如：粘附因子、肠溶血素（:>8+/’97+-’(I=<>，:9J）、&+/’ 毒素（&+/’ 8’J<>，&D=）等。&D 可致人和动物的腹

泻、出血性肠炎、溶血性尿毒综合证、血栓、血球减少性紫癜等疾病［!］，是 G%@4 主要的致病因子。大量的

研究表明 &D 是由!家族具有 &D 基因的噬菌体（&D3K97L+）编码的［@］，且在噬菌体感染宿主菌的裂解状态

时由晚期调节基因调控毒素的产生。可见大肠杆菌 G%@4 所产的 &D 与 &D 噬菌体的感染有关。大肠杆

菌表面是否存在噬菌体的受体为众多科学工作者所关注，%111 年 M7N>O+/= 等在大肠杆菌染色体中克隆

出一段与 &D" 噬菌体敏感性有关的基因［#］，将其定名为 !"#（P+/’8’J<> K97L+ /+,+K8’/）。为了进一步确定

!"# 基因的功能，本试验利用同源重组的方法，将已经构建的含 !"# 基因片段的重组自杀性质粒 KQQPK/，
转化到含全长 !"# 基因的大肠杆菌 RS%$#%，经 TSU 和 =’N89+/> .(’8 鉴定，获得一株染色体同源基因突变

株，并对其进行生物学特性研究，初步证实该基因与噬菌体的裂解性感染有关。

# 材料和方法

#$# 菌株、质粒和探针

大肠杆菌 RS%$#%（含有全长 !"# 基因，不含!"$#基因）、&D" 重组噬菌体 S!?.（&D" 噬菌体自大肠杆

菌 G%@4：64 分离），含有氯霉素抗性基因（SRU），均由利物浦大学环境与分子微生物系提供。重组自杀

性质粒 KQQPK/，含有卡那霉素抗性（V7>U）基因和 445.K !"# 基因片段［4］。 !"# 和 V7>U 的探针自行制备。

#$% &’#()# 基因同源重组突变株的构建

提取自杀性重组质粒 KQQPK/ *0; 转化 RS%$#% 感受态细胞［5］，采用含 @$"LW-A V7> 的 AC 琼脂平皿

"$X培养。!5 9 内在含 V7> 的 AC 琼脂平皿上生长的菌落可疑为发生同源重组的突变株。

#$* +’,
将平皿上筛选到的菌落稀释后直接进行 TSU，分别针对两对引物，一对为 YGU?（@Z DDSDS[[DS[S3

D;D[[ ?Z ） 和 U:&"（ @ZD[SD[[;;SS;SS[[S ?Z ），扩 增 %\. !"# 基 因。 另 一 对 为 YGU
（@Z;;;[SS;S[DD[D[DSDS ?Z）和 C;SV（@Z S;[S[D;;D[SDSD[SS ?Z），扩增 %\. V7>U 基因。TSU 结束后

进行电泳。

#$- ./012345 67/1
将 %F? 实验结果为阳性的菌落及亲本 RS %$#% 提取染色体 *0;，取等量的 *0; 经 %$&,#彻底消化

后进行常规电泳，然后按 C’+9/<>L+/ R7>>9+<- 的方法进行转印、杂交、检测和显影。第一次为 !"# 探针，



显影后将转印尼龙膜 !"#孵育在碱性探针剥离溶液（$%&’()*+ ,-./，$%01232）中 & 次，每次 0$’45，然后

再用 6-57 探针进行杂交、检测和显影。

!"# $%& 噬菌体的感染试验

参照 8-’9: 等（&$$0）的方法测定亲本株 ;<0$=0 和突变株对 >? 噬菌体 <@!A 的敏感性［"］。首先制备

含 $%$0’()*+ <-<)& 的 +B 即噬菌体缓冲液和含 $%$0’()*+ <-<)&、$%@1 34CD( 琼脂的 +B 顶层琼脂。噬菌体

（0 E 0$" FCG*’+）作连续的 0$ 倍稀释，当新鲜培养的细菌 !=$$ 达到 $%= 左右时，分别进行裂解性试验和溶

源性感染试验。裂解性试验中取 &$$!+ 的细菌与 0’+ 各稀释度的噬菌体进行 !"#孵育 !$’45，然后加入

到 =’+ 顶层琼脂，混匀后倾注琼脂平皿。亲本株 ;<0$=0 的顶层琼脂中不加任何抗生素，突变株的顶层

琼脂中含 H$!I*’+ 的 6-5。溶源性试验中取 &$$!+ 的细菌与各稀释度的噬菌体进行 !"#孵育 &J，取

$%H’+ 涂布琼脂平皿，亲本株 ;<0$=0 的琼脂中含 !$!I*’+ 的 <;，突变株的琼脂中含 H$!I*’+ 6-5 和 !$!
I*’+ 的 <;。感染菌的培养条件为 H$1<.& !"#过夜，计算细菌感染噬菌体后的噬斑（裂解性试验）和菌

落数（溶源性试验）。

& 结果

&"! ’(!)*!!"# 同源重组突变株的 +(,
将含 6-5 的琼脂平皿上生长的菌落进行 K<7，结果显示有一个菌落既扩增出的 "#$ 特异性条带，又

扩增出 0LA 的 6-57 基因的特异性条带。将该突变株定名为 ;<0$=0""#$。

图 ! 两种探针 !"# 和 -./, 对 ’(!)*! 和突

变株 ’(!)*!!!"# 的染色体 012 的 3456789/
:;46
0M;<0$=0；& M;GN-5N ;< 0$=0""#$ M

&"& 3456789/ :;46
2(GNJ9O5 A)(N 表明 ;<0$=0""#$ 与亲本 ;<0$=0 的染

色体 3,P 发生了变化（图 0），亲本株经 "#$ 探针检测只

显示一条 0LA 的主带，而 ;<0$=0""#$ 除了具有与亲本相

同的条带外，在 !%$LA 处还有一条主带。6-57 探针检测

出突变株 ;<0$=0""#$ 在 !%$LA 处显示一条主带，而亲本

株 ;<0$=0 无特异性条带出现。

&"< $%& 噬菌体的感染

在噬菌体裂解性试验中，亲本 ;<0$=0 感染 >? 噬菌

体 <@!A 后过夜培养，在上层琼脂中形成大量的形态较

小的噬菌斑，而 ;< 0$=0""#$ 不再对该噬菌体敏感，无噬

菌斑。 但 在 噬 菌 体 溶 源 性 试 验 中，;<0$=0 与 ;<
0$=0""#$ 之间无显著差别，在琼脂平皿上均有大量的菌

落。

< 讨论

实验将自行构建的自杀性重组质粒 3,P 转化亲本

株感受态细胞，该自杀性质粒含有 6-57 基因和 ""QAF
"#$ 基因片段，且只能在含有##%$ 基因的菌株中复制，由于亲本株不含 6-57 基因和##%$ 基因，因此在理

论上转化后能在含 6-5 的 +B 琼脂平皿上生长的菌落就是发生染色体重组的突变株。为了对突变株进

行鉴定，采用了 K<7 扩增获得了一个突变株既含有 RFO 基因又含有 6-57 基因，即 ;< 0$=0""#$，2(GNJ9O5
A)(N 进一步证实该突变株的 "#$ 基因发生了突变，确定了 ;< 0$=0""#$ 为 "#$ 基因的同源突变株。

噬菌体感染宿主菌后有两种表现形式，一种为裂解性（)S:4:），另一种是溶源性（)S:(I95:）。>? 噬菌体

属于#家属的噬菌体，在一定条件下可表现为裂解性或溶源性［T］。本试验中 >?& 噬菌体敏感性试验结

果表明，裂解性实验中突变株 ;<0$=0""#$ 不再对 >?& 噬菌体敏感，但溶源性实验中突变株与亲本株敏
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感性无差异。因此可以推论 !"# 基因与 !"# 噬菌体的裂解性感染的敏感性有关，可能是编码 !"# 噬菌

体受体蛋白的基因，而 $%&%’%( 等早在 )**+ 年报道了大肠杆菌表面存在噬菌体受体［),］。同时实验的结

果也提示噬菌体的裂解和溶源可能有两个不同的路径。关于突变株所表达的蛋白特性及突变株 !"# 基

因恢复株的研究正在进行。
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