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利用转座子 !"#$%构建单核细胞增生李斯特菌菌膜形成突变株

陈永辉 史贤明"

（上海交通大学农业与生物学院 食品安全研究中心 上海 $%&&%&）

摘 要：单核细胞增生李斯特菌菌膜形成相关基因和调控因子的分离和鉴定是阐明其菌膜形成分子机理的基础。

利用原生质体转化这一方式，将带有转座子 6DE&7的质粒 H6’&5IJ成功地转进了单核细胞增生李斯特菌。通过诱
导 6DE&7转座，得到单核细胞增生李斯特菌 6DE&7插入突变库，转座率为 &%F 7。经 E#孔细胞培养板筛选发现，菌株
KL5!E形成菌膜能力明显大于野生型。该菌株在细胞培养板中培养 !C后形成的紫色圆环的颜色明显深于野生型。
用 6DE&7特异引物进行 MNO扩增，结果显示只有以该突变株的 +13为模板才能得到相应大小的扩增产物，证实该
菌株基因组中有 6DE&7插入。6DE&7的插入使菌株 KL5!E的菌膜形成能力增强。
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细菌在一定条件下可以吸附在特定表面并增殖形成膜

状结构，这种吸附群体称为菌膜（2;(Q;).）［&］。菌膜是细菌对
抗不利环境的一种自我保护机制，它可以是单层的细菌群体

也可以是有精细三维结构的膜状物［$］。据 N(=A,0A(D等研究，
在大多数自然环境、临床和工业生产环境中，细菌主要以菌

膜状态存在，不同于实验室培养物中的单细胞游离状态［8］。

由于两者所处的状态不同，以游离细胞为对象研究所获得成

果难以指导解决生产实际中由菌膜引发的问题。

根据美国 N+N的统计，临床上 #"R的人类细菌性感染
都与菌膜有关。处于菌膜状态的细菌对抗生素、消毒剂以及

免疫系统等比游离状态有更强的抵抗力。SB< 等［!］研究表
明，由外到内，菌膜细菌对抗生素的敏感性逐渐降低。与此

类似，食品生产中也存在着大量的菌膜，给彻底杀菌造成障

碍，从而容易导致食品污染，甚至食品中毒。

单核细胞增生李斯特菌（ !"#$%&"’ ()*)+,$)-%*%#）是一种革
兰氏阳性菌，能引起人类的脑膜炎、流产等疾病［"］。近年来，

由单核细胞增生李斯特菌引起的食品安全事件越来越受到

人们的重视。L:QB等［#］的研究结果表明，此菌能在多数固体
表面形成菌膜，常导致食品加工环境以及食品本身污染或再

污染，甚至引起食物中毒［7，4］。同时，菌膜还有可能是其它致

病菌及腐败微生物的藏身之所［E］。因此，研究菌膜的形成机

制，对防止和控制食品腐败和食物中毒具有重要意义。

在细菌菌膜的形成过程中，基因的表达调控会发生变

化，目前已确定了一些同菌膜形成相关的基因及调控因

子［&% T &$］，基因产物主要有运动能力相关蛋白、胞外结构物质

和胞外多糖等［&8］。但是同单核细胞增生李斯特菌菌膜形成

的相关基因还未见报道。基于单核细胞增生李斯特菌在食

品安全中的重要性，有必要对其菌膜形成相关基因开展一些

分离和鉴定研究。

带有 6DE&7的 H6’&5IJ质粒在革兰氏阳性菌和革兰氏
阴性菌中均可复制，且复制受温度控制（$4 T 8%U时可复制，
而在 87 T !$U则不能复制），因此，可在转座子阻断法中加以
使用。此方法是一种常用的新基因鉴定方法，从细菌到高等

植物都有广泛应用［&%］。本文的研究目标是利用转座子

6DE&7来筛选单核细胞增生李斯特菌菌膜形成突变子，为寻
找和鉴定其菌膜形成相关基因奠定基础。

$ 材料和方法

$&$ 材料
$&$&$ 菌株和质粒：单核细胞增生李斯特菌（ !"#$%&"’
()*)+,$)-%*%#），由本实验室保存；大肠杆菌（ .#+/%&"+/"’ +)0"）
OO&（含载体 H6’&5IJ）由美国 S)(0;C:大学 N0(V),G教授惠赠。
$&$&’ 主要试剂和仪器：.+)O!及 12*!内切酶、3’4 +13
聚合酶、O13酶均购于 6:J:O:公司；卡那霉素（J:D）、红霉素
（90.）购于上海华美生物公司；引物合成于上海生工生物工
程技术服务有限公司；其他国产化学试剂均购于上海国药集

团化学试剂公司。2,-W.:D +X4%% 紫外分光光度计（2,-W.:D
公司），M6N5$%% MNO仪（LY公司）。
$&’ 培养基和培养条件
单核细胞增生李斯特菌的活化及菌膜培养均用 6Z2

（60GHA;- Z(G 20(A>）培养基，培养温度为 87U；转化后的原生质
体用 +L8［&!］平板于 $4U静置培养 !C；. * +)0" OO&的活化及
培养使用 K2培养基，培养温度为 $4U，转速为 &4%0[.;D。
$&( 质粒 )!*$+,-的提取和鉴定
质粒的提取及纯化方法参照文献［&"］。质粒上有单一

的 .+)O!酶切位点及两个 12*!酶切位点（图略），质粒提取



纯化后分别经 !"#!!及 $%&!酶切以证实为 "#$%&’(。
!"# 单核细胞增生李斯特菌的转化［!#］和转化子的转座诱变
参照文献［%)］进行原生质体转化。从平板菌落中挑取

几个转化子到新鲜的含有红霉素（*"+,-.）的 #/0中，123培
养 14，分别取 *".、%5".、15".、%55".加入到新鲜的 *-. #/0
中于 )%3水浴过夜，进行转座诱导，详见参考文献［%6］。
!"$ 单核细胞增生李斯特菌菌膜形成突变株筛选
活化 7 813保存的所有转座子，转入新鲜的 #/0培养基

中培养，当培养物的 ’(655达到 592时，取菌液 59*-. 与 :-.
的稀释 %5倍的 #/0混合，然后取 1*5".的稀释菌液加入到
;6孔细胞培养板中，培养 )4。菌膜形成量的测量方法参考
<=>?4=@ABC等［%8］的方法。选取菌膜形成量与野生型相差较大
的菌株，与野生型一起在 ;6孔培养板上培养 *4，每天测定比
较它们的 ’(*;*值，进一步确认。

!"% 突变株 &’(!)插入的 *+,验证
提取野生型及突变株的 <DE，针对 #F;%8设计引物，序

列如下：G!H. *I&EEJKEJKEEEJ#KKJ#EE&:I；#F;%8! *I&
EKE#KKEKJ#K#JKEJ#JEJ&:I，LJ! 反应条件：;*3 *-BF；
;)3 :5M，*:3 :5M，813 1-BF，:*个循环；813 2-BF。

- 结果

-"! 单核细胞增生李斯特菌原生质体的转化
"#$%&’(质粒带有红霉素及卡那霉素的抗性基因，因此

能在含有 *"+,-.红霉素和 *5"+,-.卡那霉素的 <H:平板培
养生长的即为阳性转化子。原生质体涂布培养 )4 后，在
<H:平板上长出有 15个阳性菌落，其形态与野生型的菌落
相同。

-"- 转座诱变
各稀释度转座频率分别为 59%8 N %57 8（*".）、59;8 N %57 8

（%5".）、591: N %57 8（15".）、59:1 N %57 8（%55".），以 % O *55 稀
释度的转座效率为最高。将单抗平板上的菌落分别点种在

G?-单抗平板和 G?-、(PF双抗平板的对应位置。在诱变过
程中完整的 "#$%&’(质粒在 )%3下过夜时不能复制而丢失，
所以在单抗中生长而在双抗平板中未长的菌株即为插入

#F;%8的菌株，而在双抗平板上长出的应当是整个质粒插入
到单核细胞增生李斯特菌的染色体中的菌株。

-". 利用 (%孔培养板筛选菌膜形成突变株
利用 ;6孔培养板对细菌进行培养，对培养 )4后的菌膜

染色及脱色后，测各菌株的 ’(*;*值，筛选到一株（.H&);）菌

膜的量大于野生型的菌株。图 %&E即为菌株 .H&); 与野生
型培养 *4当中菌膜形成量的测定值，从图 %&E可以看出 .H&
);号形成菌膜的能力要大于野生型。而图 %&0则是以相同
的培养条件下野生型与 .H&);菌株在培养 )4后形成的菌膜
用结晶紫染色后的照片，从中可以明显的看出，左边的 .H&);
所形成的紫色菌膜颜色要明显深于野生型，说明所筛选到的

这一株菌的菌膜形成能力要大于野生型。

-"# &’(!)插入突变的验证
图 1所示，只有以质粒及 .H&); <DE为模板的 LJ!产物

图 ! （/）012#(与野生型菌膜形成量；（3）培养板上的紫色圆环

QB+R % （E）0B>SBT- S>?-PUB>F >S .H&); PF4 VBT4 MU?PBF；（0）LW?"T@ ?BF+

>F UX@ -BC?>UBU@? "TPU@

才有条带，说明在 .H&);的基因组中插入了 #F;%8，证实了菌
膜形成能力的提高是由于 #F;%8插入导致的。

图 - *+,验证 &’(!)的插入

QB+R1 LJ! C>FSB?-PUB>F >S #F;%8 BFM@?UB>F

% R D@+PUBA@ C>FU?>T；1 R LJ! "?>4WCU S?>- U>UPT <DE >S UX@ VBT4 PM

U@-"TPU@；:R LJ! "?>4WCU S?>- U>UPT <DE >S UX@ .H&); MU?PBF PM

U@-"TPU@；)R "#$%&’( PM U@-"TPU@；HR YB4@ !PF+@ <DE .P44@?

HP?Z@? R

. 讨论

利用细胞培养板来培养菌膜是目前各实验室开展细菌

菌膜形成机制研究的常用方法。此法能方便简易直观地比

较不同菌株形成菌膜的能力。细菌在培养板中生长时，位于

液体培养基与空气交界的地方是细菌最易粘附的场所，所以

当用结晶紫染色后在交界处往往可以看到一圈紫色的圆环，

而紫色的深浅则直接反映了形成菌膜能力的差别。因此可

以用这种感观评价方法来快速的筛选菌膜形成突变菌株。

如图 %&0所示，.H&);的菌环颜色明显深于野生型中菌环的
颜色，这表明 .H&);菌株的菌膜形成量高于野生型。
在进行原生质体再生时，<H: 平板上只长出 15 个转化

子，说明转化效率不高，可能是由于单核细胞增生李斯特菌

是阳性菌，细胞壁较厚，溶菌酶难以充分作用，导致原生质体

形成率偏低或者原生质体质量不高，进而影响后续的转化效

率。另外，用于再生的培养基也是至关重要的。考虑到价格

因素，本实验所使用的再生培养基与前人使用的 <H: 稍有
不同，这也可能是转化效率不高的另一个原因。但对本实验

研究而言，这个数量的转化子已足够。

转座子阻断法主要是利用转座子的插入使目的基因发

生失活，而使表型发生相应的变化。再通过扩增转座子插入

位置两端的基因组序列，便可在单核细胞增生李斯特菌的已
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知基因组中找到目的基因。由于此方法具有较大的随机性，

因此不失为获取新基因的良好策略。在菌膜形成相关基因

的研究中也被人们广为应用，如 !’"##$% 、&#’()等［**，*+］都成
功的利用转座子阻断法来研究菌膜形成的相关的基因。

通过转座子插入突变筛选到的往往是菌膜形成能力缺

陷菌株或形成菌膜能力降低的菌株［**，*+］，这些被插入的基因

可能是功能基因或正调节因子。本研究中筛选得到的是一

株成膜能力高于野生型的突变株，说明被插入的基因可能是

菌膜形成的负控制因子。
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