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铜绿假单胞菌蹭行运动相关基因的研究

单志英 徐海津 施兴启 乔明强" 高才昌
（南开大学生命科学学院 天津 "$$$/>）

摘 要：应用 D+转座重组技术研究铜绿假单胞菌（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")）蹭行运动（1E7F=<7,8 5’F7(7F;）的相关基因。
通过转座突变、表型筛选，得到 2个 1E7F=<7,8 5’F7(7F;缺陷或减弱的突变子。经过基因克隆、核苷酸测序研究，鉴定
转座子插入到基因组中的位置。结果表明，在其中 !个突变子中，转座子分别插入到与 G&型菌毛生物合成和功能
相关的 "个已知基因中（其中有两个突变子转座子插入到同一基因的不同位置），它们是 -,./，-,.0，).+1。另外 !个
突变子中，有 "个是转座子分别插入到基因 -,.2基因的前端，中部和后端，均引起 1E7F=<7,8 5’F7(7F; 功能缺失。另一
个突变子中，转座子插入到基因 !3>2#>中，引起 1E7F=<7,8 5’F7(7F;功能减弱。!,.2和 !3>2#>的编码产物均属于 "3类
蛋白质，它们的功能是根据其保守的氨基酸基序或基因序列与已知功能基因的相似性推测得出的。但缺乏详细的

试验证据。研究结果为 -,.2控制 1E7=<7,8 5’F7(7F;提供了有力的证据。并证实基因 !3>2#>与 1E7F=<7,8 5’F7(7F;有关。
将 D+转座重组技术应用到假单胞菌的研究中，国内外均未见报道。由于该技术具有随机单点插入的优点，克服了
传统转座子能在染色体上迁移的缺点。保证了表型的改变与转座子插入位点的基因突变的一一对应关系。为进

一步研究铜绿假单胞菌 1E7F=<7,8 5’F7(7F; 的分子机制奠定基础。
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铜绿假单胞菌是一种重要的条件致病菌，常在

临床上引起顽固性、难治性感染，成为临床治疗的

一大棘手问题［>］。

蹭行运动（1E7F=<7,8 5’F7(7F;）是由细菌 G&型菌
毛介导的一种运动。G&型菌毛是位于铜绿假单胞
菌（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")）等细菌细胞端部的纤毛，
它介导细菌吸附到宿主的上皮细胞，并通过自身的

收缩和伸展而使细菌在上皮组织或固相表面产生位

置移动［>，#］，这种运动称为 1E7F=<7,8 5’F7(7F;。 G& 型
菌毛是由单一基因 -,.3 的编码产物形成的多聚
体［"］，但其组装及功能则需多个基因共同参与，目前

有一些环节尚不清楚。研究已经证实，G&型菌毛及
1E7F=<7,8 5’F7(7F;是 ! ) )#*$+,(&") 重要的致病因子，
丧失 1E7F=<7,8 5’F7(7F;或 G&型菌毛缺失的突变子感
染性丧失或减弱［!］。1E7F=<7,8 5’F7(7F;还参与了生物
被膜的形成［0］，而形成生物被膜则是铜绿假单胞菌

引起难治性感染的最主要的根源［%］。因此，研究参

与 1E7F=<7,8 5’F7(7F;的相关基因，揭示 1E7F=<7,8 5’F7(3
7F; 的分子机制，对于设计相应的药物抑制生物被膜

的形成，解决由 ! ) )#*$+,(&") 引起的难治性感染，有
其重要的意义。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：! ) )#*$+,(&")JI%2是从一支气管扩张
患者送检的痰中分离所得，经美国全自动微生物分

析仪 &G14K3GDL%$鉴定为 ! ) )#*$+,(&")。微量肉汤
稀释法测定其对卡那霉素敏感（DGM N $C#0!8O5P）。
大肠杆菌（4"56#*,56,) 5&.,）QR0"为本实验室保存菌
种。

!"!"# 人工 D+ 转座子、D+I 转座酶：均为芬兰赫
尔辛基大学 L6S7(6<F7博士惠赠。
!"!"$ 试剂：氨卞青霉素、卡那霉素购自华美生物
制品公司；胰蛋白胨、琼脂粉（TU6,+(6F-V 686U）为 Q7W3
=’公司产品；酵母膏（X-6BF -YFU6=F ）为 ZY’7V 公司产
品。小肠碱性磷酸酶、1! 连接酶、限制性内切酶
7)’R#、分子量标准 QP#$$$，QP>0$$$为 16K6[6公
司产品。其它试剂均为国产分析纯。



!"!"# 仪器：!"#$% &’()*$电转化仪为 +"%,-./公司产
品。0123401 567-,859高速冷冻离心机为日立公司
产品。:85分光光度计为上海分析仪器厂产品。
!"$ %& 转座复合物的制备及检测
参照文献［:］，58!; !’ 转座复合物体系内含

<=<&>%(人工 !’转座子 9?3，@=A&>%( !’3 转座酶，
<86>>%(B; 2$"),04(（ &0C=6）， 86D（EBF）甘油，
6=658D（ EBF）2$"G%H I,<66， <86>>%(B; ?.4(，
6=<>>%(B; J923。在 K6L水浴中，反应 5M。取出
8!;用新配制的含 N:!OB>; +P3，N:!OB>; 肝素的
5D琼脂糖凝胶电泳，@FB#>电压，电泳 5=8M。紫外
灯下观察结果。

!"’ 感受态细胞的制备及电转化
将过夜培养的 ! Q "#$%&’()*" 73CN按 <D接种量

接种到 ;,R$%GM培养基中，K:L，566$B>"H振荡培养。
至 +,8@6为 6=8 S 6=C 时收集细胞，使用 -7-<C,@<A
转子，在 5L条件下，:666$B>"H 离心 <6>"H 收集菌
体。然后，依次用等体积、<B5体积、<B8体积在冰浴
中预冷的 K66>>%(B;蔗糖溶液重新悬浮、洗涤菌体，
5L，:666$B>"H离心 <6>"H。将菌体用 K66>>%(B; 蔗
糖溶液混匀，制备成浓度为 <6<< #*(()B>;的感受态细
胞。将 <66!;感受态细胞与 <!; !’3转座复合物混
匀。加入预冷的 6=5#>电转化杯中（阴性对照只加
感受态细胞不加 !’3转座复合物），在 +"%,-./电转
化仪上，设置电容 58!T，电阻 566"，电压 5=CUF进行
电击，将转化混和液取出，加入到 K:L温浴的 A66!;
;,R$%GM培养基中，K:L，558$B>"H复苏 <M。将菌液涂
布在含 86!OB>;的卡那霉素的 ;,R$%GM筛选平板上。
K:L过夜培养。筛选转化子。
!"# ()*+,-*./ 01+*2*+3 的检测
参照文献［N］，在塑料培养皿内铺上薄薄的一

层 2V"G#M"HO >%G"("GW 培养基（;,+$%GM 培养基含 <D
X$.H’(.G*/ .O.$），将 !’ 转座后得到的转化子在 ;+
琼脂培养基上活化过夜，用牙签取单菌落，扎透

2V"G#M"HO >%G"("GW培养基，使细菌接种到培养基下面
的塑料平皿上，K:L培养 5@M。细胞就会依赖 1F型
菌毛的收缩和伸展在培养基与塑料平皿之间蔓延生

长，留下圆形的菌晕。将培养基轻轻揭去，用考马司

亮蓝染色，观察 2V"G#M"HO >%G"("GW 产生的环。筛选
2V"G#M"HO >%G"("GW丧失或减弱的突变子。
!"4 基因克隆和测序
按文献［A］方法提取 &Y4<A质粒及突变子的基

因组 9?3，并用限制性内切酶 -".0#酶切，&Y4<A
的酶切产物用小肠碱性磷酸酶脱磷，在 2@连接酶作

用下，将 -".0#酶切后的突变子基因组 9?3 与
&Y4<A 连接。取 5!; 连接产物电转化入 / Q 0)1’
908$中。用 双 抗 培 养 基（ Z> K6!OB>;，3>&
<66!OB>;）筛选重组子。将重组子提取质粒进行检
测。并以转座子两端的反向序列做引物，测定转座

子插入位点侧翼的核苷酸序列。测序引物为 &$">,
*$<： 8[,X43342X2443234242X3,K[，&$">*$5： 8[,
4X42XXX,222324X24X3,K[。引物合成及测序反应
均委托上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

$ 结果

$"! %&5转座复合物的检测
人工 !’转座子是由 !’两端的重复序列，中间

携带一个卡那霉素抗性基因（用于筛选重组子）而组

成的，人工 !’转座子与 !’3转座酶在 K6L水浴中
反应 5M后，转座酶四聚体与人工 !’转座子结合形
成了稳定的结构，即转座复合物。结果见图 <。由
于反应液中不含镁离子，得到的转座复合物没有转

座活性。

通过电转化将转座复合物导入受体细胞中。在

细胞内镁离子的作用下，转座子 9?3随机地插入到
受体菌基因组中［:］，引起插入位点基因的失活和相

应表型的改变，可以直接而有效地筛选出与功能相

关的所有基因群。

图 ! %&转座复合物的检测
T"OQ < !’ G$.H)&%)"G"%H #%>&(*\*) ]%$>.G"%H V"GM Z>,!’ .H/ !’3

G$.H)&%).)* .H.(W^*/ RW .O.$%)* O*( *(*#G$%&M%$*)")

!Q 9?3 >.$U*$；<Q Z>,!’；5Q !’3 G$.H)&%)%)%>*Q

$"$ ()*+,-*./ 01+*2*+3 的检测
从 !’转座复合物电转化 ! Q "#$%&’()*" 73CN得

到的转化子中筛选出 N 株 2V"G#M"HO >%G"("GW 缺陷或
减弱的突变子。由图 5 可见，! Q "#$%&’()*" 73CN 有
一个大的圆环，这是细菌由于 2V"G#M"HO >%G"("GW 留下
的轨迹。;<< 有较弱的运动能力，其余菌株无。说
明 !’转座子的插入引起它们的 2V"G#M"HO >%G"("GW功
能缺陷。
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图 ! "#$%&’$() *+%$,$%-的检测
!"#$% &’"()*"+# ,-("."(/ 0110/

2：3"456(/75 89:;；96<：&’"()*"+# ,-("."(/ 45=")"5+( ,>(0+( 9?@，

A%B，A?%@，!C，!DE，F:;，G??，G?: H5175)("I5./$

!./ 01转座子插入位置两侧序列的克隆
按材料方法 ?J%JK，将 L>转座子及其侧翼的宿

主基因组序列克隆到质粒 7MF?C 的 !"#<!位点
中，通过抗性筛选、得到重组子。提取重组子的质

粒，并用限制性内切酶 !"#<!酶切检测。所有的
转化子均含有质粒，分子量大小不一，经 !"#<!酶
切后，得到约 %JENO的 7MF?C 线性带和大小不一，条
数不同的外源片段。

!.2 转座子插入位点侧翼的核苷酸测序结果和序
列分析

对 ;个 &’"()*"+# ,-("."(/ 缺陷的突变子转座子
插入位点两侧的基因组序列进行核苷酸测序，对每

个突变子做了两个测序反应。每个反应测出约

:BBO7的核苷酸序列。测序结果在铜绿假单胞菌
89P? 的基因组数据库（’’’$ 715>4-,-+01$ )-,）或

Q5+R0+N的 RG9S&中进行序列比对，结果表明，所测
序的 89%BB%B:; 的序列与 $ $ "%&’()*+," 标准株
89P?基因组的相应序列一致性（T45+("("51）达 CEU
V CCU。在 ;个突变子中，转座子分别插入到 D 个
不同基因内部。L>转座导致了插入位点两侧 D个
核苷酸的复制，成为 L>转座子插入位点的标记（表
?）。其中，-)./，-).0，".(1 @个基因均为与 TW型菌
毛生物合成及功能有关的基因。它们所编码蛋白质

的功能已在 $ $ "%&’()*+," 中得到试验证实，属于 ?
类蛋白。而 -).2 和 $3?;%?的编码产物属于 @类蛋
白质，-).2 可能编码趋化作用信号传导系统的一个
组分；$3?;%? 可能编码烯酰辅酶 9水合酶X异构酶
（表 %）。

表 3 转座子整合位置及靶位点的复制
&0O.5 ? &H0+17-1-+ "+(5#H0("-+ 1"(51 0+4 (0H#5( 1"(5 4>7.")0("-+1

L>(0+( S5Y>5+)50
&H0+17-1-+
-H"5+(0("-+O

Q5+5(") .-)0("-+)

Q5+5 F--H4"+0(51 S5)("-+

9?@：：L> ##))))##))Q9QFF（Z,6L>）Q9QFF(##))(#()) [ -).2 EKEB [ EKEK @C

A?%@：：L> ))#()#))#)QFFQF（Z,6L>）QFFQF#(##)(0(0) 2 -)./ DKEC [ DK;@ KE;

A%B：：L> ))0#)#)#((QFQQ&（Z,6L>）QFQQ&##0(#)#)0) 2 ".(1 :D:? [ :D:D KCC

!DE：：L> ##00##))#)F&QQF（Z,6L>）F&QQF##()0#)))# 2 -).2 CDKB [ CDKK @C

!C：：L> #(0(0#))0)QFQQF（Z,6L>）QFQQF#0)###)()# 2 -)./ DKEC [ DK;@ KE;

F:;：：L> )))#)(##009&QQ9（Z,6L>）9&QQ9))#)(0(()# [ -).2 ??DE% [ ??DEE @C

G??：：L> )#0))(#)##Q&QQF（Z,6L>）Q&QQF#0(##))#)# 2 $3?;%? C:E: [ C:;B ?:C

G?:：：L> ))#))#0)0#F9QFQ（Z,6L>）F9QFQ))#0)0))() 2 -).0 ?E?C [ ?E%@ K@B
0（Z,6L>）,50+1 ,"+"6L> (H0+17-1-+ ’"(* N0+0,/)"+ H51"1(0+)5 #5+5$ &0H#5( 1"(5 4>7.")0("-+1 0H5 "+ O-.4=0)5 )07"(0. .5((5H1；OF-,70H54 (- (*5 #5+-,") 156

Y>5+)51 1*-’+，(*5 (H0+1)H"7("-+ =H-, (*5 (H0+17-1-+ 7H-)5541 =H-, .5=( (- H"#*(（ 2）-H =H-, H"#*( (- .5=(（ [）；)Q5+5(") .-)0("-+1 ’5H5 45(5H,"+54 O/ )-,70H"1-+

(- (*5 89P? )-,7.5(5 #5+-,5$

/ 讨论

&’"()*"+# ,-("."(/介导了细菌在宿主体内定植并
激活宿主的免疫应答反应，引起机体发病［?B V ?@］；同

时还在生物被膜的形成过程中起着至关重要的作

用［D，:，;］。生物被膜一旦形成，被膜深层细菌对抗生

素的抗性最高可达浮游细菌的 ?BBB倍［?K］，且被膜内
部向周围环境缓慢释放浮游菌，引起反复性、难治性

感染。当 &’"()*"+# ,-("."(/ 丧失时，$ $ "%&’()*+," 则
不能启动生物被膜的形成［D］。

目前已经证实，几乎有 KB个基因的表达参与了
$ $ "%&’()*+," 的 &’"()*"+# ,-("."(/。这些基因有的参
与 TW型菌毛的生物合成和功能，有的参与转录调节
和化学感受途径，控制 &’"()*"+# ,-("."(/ 系统的表达
或活动［?%，?D，?:，?E］。但控制 &’"()*"+# ,-("."(/的信号传
导方面仍存在许多未知的领域需要探索［?%］。
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表 ! 突变基因及其所编码的蛋白质
!"#$% & ’%(%) *("+,*-",%. "(. /0,",*-% /12,%*()

30,"(, ’%(% 412,%*( ("5% +2(6*.%(+% 75*(2 "+*.) 412.0+,

789：：30 !"#$ +$")) 9 &:;& 412#"#$% +25/2(%(, 26 +<%52,"+,*+ )*=("$ ,1"().0+,*2( )>),%5

?8&9：：30 !"#% +$")) 8 ;8: !>/% : 6*5#1*"$ #*2=%(%)*) 20,%1 5%5#1"(% /12,%*( 4*$@ /1%+01)21

?&A：：30 &#’( +$")) 8 &:; 7$=*(",% #*2)>(,<%)*) 1%=0$",21> /12,%*( 7$=B

CD;：：30 !"#$ +$")) 9 &:;& 412#"#$% +25/2(%(, 26 +<%52,"+,*+ )*=("$ ,1"().0+,*2( )>),%5

CE：：30 !"#% +$")) 8 ;8E !>/% : 6*5#1*"$ #*2=%(%)*) 20,%1 5%5#1"(% /12,%*( 4*$@ /1%+01)21

FGH：：30 )"#$ +$")) 9 &:;& 412#"#$% +25/2(%(, 26 +<%52,"+,*+ )*=("$ ,1"().0+,*2( )>),%5

I88：：30 )*8H&8 +$")) 9 &;A 412#"#$% %(2>$JF27 <>.1",")%K*)25%1")%

I8G：30 !"#+ +$")) 8 8HD !>/% : 6*5#1*"$ #*2=%(%)*) /12,%*( 4*$L

F$"))8：C0(+,*2( %M/%1*5%(,"$$> .%52(),1",%. *( ) N &,-.’"/01&；F$")) &：C0(+,*2( 26 <*=<$> )*5*$"1 =%(% %M/%1*5%(,"$$> .%52(),1",%. *( "(2,<%1 21="(*)5
（"(. =%(% +2(,%M, +2()*),%(, *( ,%15) 26 /",<O">) *,) *(-2$-%. *(，*6 P(2O(）；F$")) 9：C0(+,*2( /12/2)%. #")%. 2( /1%)%(+% 26 +2()%1-%. "5*(2 "+*. 52,*6，),10+J

,01"$ 6%",01% 21 $*5*,%. )%Q0%(+% )*5*$"1*,> ,2 "( %M/%1*5%(,"$$> ),0.*%. =%(%N

本文应用 30转座重组技术，从反向遗传学的
角度，研究与 !O*,+<*(= 52,*$*,> 有关的基因。30 转
座重组技术具有体外组装、体内重组的特点，与过去

许多转座子工具不同的是，人工 30转座子 RS7不
编码转座酶，它是在体外与纯化的 30 转座酶形成
复合物，再通过电转移进入细菌细胞，进而与受体菌

发生重组。在外源转座酶很快被降解而又无新的转

座酶产生的情况下，就保证了转座子插入的单一性

并且避免了转座子在基因上的迁移［;］。通过筛选

!O*,+<*(= 52,*$*,>缺陷型突变子，进而通过基因克隆、
遗传互补等实验，必将发掘出一批未知的、与

!O*,+<*(= 52,*$*,>功能相关的新基因，将此技术应用
到 ) N &,-.’"/01& 的研究中，国内外尚未见报道。

) N &,-.’"/01& 47T8全基因组测序的完成［8H］为
研究 ) N &,-.’"/01& 的功能基因组提供了信息平台。
用生物信息学的方法分析 47T8 的基因组序列，推
测有一些功能未知的基因可能与 !O*,+<*(= 52,*$*,>
有关［8E］，但缺乏详细的试验证据，如 )*A:89就是这
样一个基因。根据 ’%(U"(P 的 UI7V!分析结果，突
变子 789：：30，CD;：：30及 FGH：：30的转座子分别
插入到 ) N &,-.’"/01& 基因组中第 9E 节 )*A:89 基
因的内部，插入的位点分别为 9E节中第 ;:;A，ED:A，
88D;&个核苷酸处，)*A:89是一个从此节第 D;GG到
898H:个核苷酸组成的具有 ;:8E 个核苷酸的大基
因，一个!型菌毛生物合成基因簇 !"#23456 位于这
个基因的上游，几个控制细菌运动的趋化作用组分

78!9:;< 位于该基因的下游。通过 )1,.=0>0/&1
&,-.’"/01& F2550(*,> 7((2,",*2( 412W%+,（4)%0.2F74）
（<,,/：KKOOON /)%0.252(")N +25K’%(25%V%"1+<XN ")/）的

数据库来对 )*A:89 进行分析，其编码产物 4*$I 是
一个有多个结构域的蛋白质，既有菌毛合成蛋白的

结构特征，又有趋化蛋白的结构特征，因此该基因又

叫做 !"#$ 或 78!*，可能的功能是参与运动和吸附、
趋化作用和参与双组分调节系统。因此，!"#$ 很可
能与上游和下游的基因共同组成了 ) N &,-.’"/01&
的一个趋化作用信号传导系统（ !"#23456$J78!*9:?
;<），控制 YL型菌毛的运动［8&，8E］。但由于 !"#$ 基因
太大，很难用常规方法进行研究，因而缺乏详细的试

验证据。本试验中，转座子分别插入到 /*$I基因的
前端、中部和后端 9 个不同位置，均引起 !O*,+<*(=
52,*$*,>的丧失，为该基因的表达控制 !O*,+<*(= 52,*$J
*,>提供了确凿的证据，但其通过何种方式参与
!O*,+<*(= 52,*$*,>的控制尚有待于进一步的研究。
根据 ’%(U"(P的 UI7V!分析结果，在 I88：：30

中，30插入 ) N &,-.’"/01& 的 8GE节中第 EG;G 个核
苷酸处，即基因 )*8H&8 的内部；)*8H&8 是该节从
HE8H到 E;9A个核苷酸组成的基因，其上游和下游均
没有已知的参与!型菌毛生物合成或控制 !O*,+<*(=
52,*$*,>的相关基因。通过 4)%0.2F74 的数据库分
析，发现 )*8H&8 的编码产物仅与 (&@@.1 /0-A,’"7.1
中的过氧化物烯酰水合酶具有 GHZ的相似性，目前
未见任何报道证实其与 !O*,+<*(= 52,*$*,> 有关。由
于转座子插入到这个基因的尾部，且其下游有连续

:个功能完全未知的基因。有可能该基因的突变通
过极性效应影响了下游基因的表达。本实验室拟通

过基因失活，遗传互补等技术对 )*A:89，)*8H&8控
制 !O*,+<*(= 52,*$*,> 的具体机制进行深入的研究。
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