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铜绿假单胞菌泳动能力相关新基因的筛选及鉴定

李迎丽，白 芳，单志英，徐海津，乔明强"

（南开大学分子生物学研究所 天津 /%%%0#）

摘 要：从 C,转座突变子文库中经过表型筛选，得到 #$株泳动（DE766789 6;F737F.）能力缺陷的突变子，经 C,转座
子插入位点的确认、基因克隆及测序分析发现其中 #%个突变子中 C,转座子分别插入到 #%个不同的与鞭毛运动
和功能相关的基因中，$个突变子中 C,转座子插入到功能未知的新基因（GH$@1%和 GH1%$$）中，电镜观察结果表明
这 $个突变株均具有完整的鞭毛，初步推测这 $个基因可能是参与鞭毛泳动的能量代谢、趋化作用或信息传递的
新基因。
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铜绿假单胞菌（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")），革兰氏
阴性菌，具有单端单根鞭毛，运动活泼，广泛存在于

环境中如土壤、水、植物和动物组织，是一种重要的

条件致病菌［#］。在临床上常引起难治性反复性感

染，其中生物被膜的形成是一个重要的因素，细菌在

被膜的屏障保护作用下就具有很强的抗药性及抗吞

噬、抗趋化作用。据报道，"%J以上微生物感染是由
细菌生物被膜造成的［$］。

鞭毛作为主要运动器官和重要的毒力因子，对

铜绿假单胞菌获得营养物质，逃避有害物质，转移到

合适的寄主，找到合适的固着位点和向环境扩散传

播起着重要作用［/］。在生物被膜形成的早期依靠鞭

毛的泳动（DE766789 6;F737F.），菌体首先移行至异物
或死亡组织表面，然后在菌毛的作用下黏附固着，增

殖为微菌落进而形成生物被膜［! ’ "］，鞭毛所介导的

泳动在生物被膜形成早期起着关键的作用。

据推测，至少有 1%个基因与鞭毛的合成和功能
相关［0］，鞭毛的运动还与趋化作用有关，鞭毛结构基

因、趋化作用基因或能量合成及代谢相关基因的突

变，都将导致鞭毛运动能力的丧失、减弱或失去方向

性。利用 C,转座子的随机单点插入，造成插入基
因的失活，筛选泳动能力缺陷的突变子，经基因克隆

和序列分析，确定引起表型改变的突变基因，进而找

到一些与鞭毛泳动相关的新基因，可以为揭示鞭毛

运动机理、探索与鞭毛运动相关新基因的功能，预防

和抑制生物被膜的早期形成提供理论依据，为药物

设计提供新的靶位点。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒和菌种：质粒 KL2L$、KMN#& 和大肠杆
菌（-"./#*,./,) .&0,）OC#%@ 为本室保存，铜绿假单胞
菌（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")）GH"&是从临床一例支气
管扩张患者送检的痰中分离得到的卡那霉素敏感

株。经美国全自动微生物分析仪 PQ25R QCD"%鉴定
为 !"#$%&’&()" )#*$+,(&")。
!"!"# 培养基：ST培养基：#%9US胰蛋白胨，19US 酵
母提取物，#%9US V-N3，ST固体培养基加入 #B1J琼
脂粉；泳动能力检测培养基：#%9US 胰蛋白胨，19US
V-N3，%B/J（WUP）琼脂糖。
!"!"$ 试剂：氨苄青霉素、卡那霉素购自华美生物
制品公司；胰蛋白胨、酵母提取物为 XY;7Z 公司产
品；琼脂糖为 T7;E)[F公司产品；牛小肠碱性磷酸酶
（NQHG）、2! \VH 连接酶、限制性内切酶、\VH 纯化
试剂盒、随机引物标记试剂盒、分子量标准 \S$%%%、
\S#1%%%均为 2-R-]- 公司产品；鲑鱼精 \VH 购自
D796-公司；!4/$ G ZN2G 购自北京亚辉生物工程公
司；尼龙膜为 X[6;87?[公司产品；其它试剂均为国产
分析纯。



!"# 引物设计与合成
用于转座子插入位点侧翼序列的测序，引物由

上海博亚公司合成。!"：#$%&’((’)&)’’()(’)’)&
(%*$ 和 !+：#$%’&’)&&&)))()’&)’&(%*$；!*：#$%
&’((’)&)’’()(’)’)&(%*$和 !,：#$%’&’)&&&)))
()’&)’&(%*$。!" 和 !+ 是依据 -. 转座子质粒
/0)0+序列设计的，!*和 !,是依据 -.转座子两侧
的反向序列设计的引物。

!"$ 泳动能力（%&’((’)* (+,’-’,.）的检测［/］

在无菌塑料培养皿内铺上一层泳动能力检测培

养基。从 -.转座子突变文库中活化突变子菌株，
用灭菌的牙签挑取菌落点种到培养基表面，*12培
养 "+ 3 ",4。细菌会依赖鞭毛运动在培养基的表面
以接种点为圆心向周围泳动生长，形成大小不一的

圆环，以野生型菌株 !"#$%&’&()" )#*$+,(&") !(56为
对照，筛选泳动能力减弱或丧失的突变菌株。

!"/ 电转化
大肠杆菌 7-"18感受态细胞制备参考文献［6］。

使用 9:;<=>电转化仪，1?+@A电转化杯，电击电压设
置为 +?#BC，电容 +#!D，电阻 +11"。电击后吸取转
化细胞加入到 *E2温浴的 811!F GH’ 液体培养基
中，*E2，+11 IJA:K复苏 "4。然后将菌液涂布到 F9
（(A/ "11!LJAF，M=K *1!LJAF）平板上，*E2培养 "+
3 "54后筛选转化子。
!"0 基因克隆和测序
提取表型缺陷型突变子的基因组 NO(，用

-)’0#过夜酶切基因组 NO(，电泳检测酶切完全
后，与用 -)’0#酶切并用牛小肠碱性磷酸酶
（’P(!）处理的载体质粒 /Q’"6连接，电转化入大肠
杆菌 7-"18感受态细胞，筛选在抗性平板上长出的
转化子。经 !’<和酶切鉴定正确的阳性转化子以
!*或 !,为引物进行测序，确定 -.转座子插入位点
两端的侧翼序列。

!"1 探针的制备及 %+2,345)印迹杂交
以携带人工 -.转座子的质粒 /0)0+ 做模板，

!"和 !+为引物，!’<扩增得到 E11R/的片段，回收
纯化后用$%*+ ! >’)!标记，具体操作参照试剂盒说
明进行，以此片段作为 G;.S4TIK 杂交的探针。分别
提取泳动能力缺陷型突变子的基因组 NO(，用
-)’0#酶切，1?6U的琼脂糖凝胶电泳检测样品是
否酶切完全。参照文献［8］进行 G;.S4TIK RV;S。
!"6 鞭毛的电镜观察
挑取平板上的菌落，用无菌水将菌体洗涤一次，

重悬于无菌水中，将菌体稀释到合适的浓度，点在铜

网上，磷钨酸负染色，透射电镜下观察。

# 结果

#"! 泳动能力的检测
从 -. 转座突变子文库中共筛选得到 "+ 株

GW:AA:KL A;S:V:SX丧失的突变子（图 "示意），图中野
生型 !(56周围有一圆环，这是由于菌体在鞭毛介
导下泳动后留下的轨迹。而其它菌株周围则无相应

的圆环，表明这些突变株由于 -.转座子的插入，导
致相应基因的失活，从而丧失了泳动能力，菌体只能

在接种处生长。

图 ! 突变株泳动能力的检测
D:LY" NTST@S:;K ;Z [W:AA:KL A;S:V:SX ;Z S4T A.S=KS[

\：]:V> [SI=:K !(56；" 3 ,：-.S=KS[ >TZ:@:TKS :K [W:AA:KL A;S:V:SX Y

#"# 72转座子插入突变子筛选及单点插入的确认
用 G;.S4TIK 印迹杂交验证突变子是否为 -.转

座子的单点插入。先检测泳动能力缺陷型突变子基

因组中是否有 -.转座子的插入，以 !" 和 !+ 为引
物 !’<扩增得到目的片段，预期大小为 E11R/，!’<
结果与预期大小一致，表明突变子基因组 NO(中均
有 -.转座子的插入。并且 G;.S4TIK RV;S 的结果显
示（图略）探针和酶切后的基因组 NO(只出现一条
杂交带，表明所得到的 "+株泳动能力丧失的菌株中
均为 -.转座子单点插入，证明了泳动能力缺陷表
型的改变与 -.转座子插入位点处相应基因突变的
一一对应关系。

#"$ 转座子插入位点侧翼序列的克隆
将 -.转座子插入处的侧翼序列克隆到 /Q’"6

的 -)’0#位点处，筛选转化子。!’< 检测，以 !"
和 !+为引物，!’<扩增的产物大小为 E11R/，提取转
化子质粒，用 -)’0#酶切后电泳检测均有一条
+?EBR的 /Q’"6载体带和一条或几条大小不一的外
源片段带，选取阳性转化子进行测序。

#"/ 泳动能力缺陷型突变子测序结果及分析
将筛选出的 "+株泳动能力丧失的突变子全部
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经基因克隆测序，其测序结果（表 !）在 "#$%&$’ %(&)*
或 !"#$%&’&()" )#*$+,(&") +,-! 全基因组数据库
（.../ 0)#12343$&)/ 534）中进行序列比对。 ! /
)#*$+,(&") 全基因组序列分析对 6789:的开放阅读
框架（-0#$ ;#&2<$= >;&4#，-?@）进行了大致的功能定
位：功能已知的基因属于!类基因（5(&)) !），通过同
源性比较与其它菌中已知功能的相关基因有高度同

源性的基因，属于"类基因（5(&)) 9），根据其保守氨
基酸基序、结构特征或者与其它已知功能的基因具

有一定同源性而推测出其功能的基因，属于#类基
因（5(&)) A），功能完全未知的基因属于$类基因
（5(&)) 7）［!B］。由于 C1转座子的插入造成基因插入

位点处 6个碱基的重复，成为 C1 转座子插入位点
的识别标记。在筛选出的 !9 株突变子中，C1转座
子分别插入到 !9个不同的基因中，包括 9个 ! 类
基因、6 个"类基因、A 个#类基因中，+,9669 推测
为脂酰基辅酶 ,脱氢酶、+,BD7B推测为!E内酰胺酶
和 +,B67D推测为转录调控因子，其功能是根据保守
的氨基酸结构域、结构特征和一定同源性推测出来

的，但尚未得到实验证实，本实验为它们功能的研究

提供了实验依据；9 个$类基因 +,9F6B 和 +,6B99
是两个功能未知的新基因，本实验初步证实其与鞭

毛的泳动能力相关。

表 ! 转座子插入位点及靶位点的位置
G&H(# ! G;&$)03)3$ <$)#;*<3$ )<*#) &$2 *&;=#* )<*# (35&*<3$

C1*&$* I#J1#$5#
"#$#*<5 (35&*<3$H

"#$# K33;2<$&*#) I#5*<3$
G;&$)03)3$
;<#$*&*<3$5

+;3*#<$ $&4#
（+;3*#<$ $&4# 53$><2#$5#）2

%LB：：C1 &=55*5=&*="KK,,
（M4EC1）&"KK,,=5*=**5=55

+,9669
（)-%.） AFLD N AFD! 977 O 0;3H&H(# &5P(EK3, 2#QP2;3=#$&)#

（K(&)) A）

%!B!：：C1 5&5=55===5,KK",
（M4EC1）,KK",=*5=55==5

+,BD7B
（ /0-1） A9LR N A9D9 DB S 0;3H&H(# H#*&E(&5*&4&)#

（K(&)) A）

%!AL：：C1 ==&*55&=5*K""KK
（M4EC1）K""KK**=*=5===& 2&34 969F N 96AA 9RD S TU, *303<)34#;&)# V

（K(&)) 9）

%!AD：：C1 5*&5=&=5*=K"KGG
（M4EC1）K"KGG55&5=*55=5

+,6B99
（)#54） 6BLR N 6BD9 7DL S 53$)#;W#2 QP03*Q#*<5&( 0;3*#<$

（K(&)) 7）

"A7：：C1 =5*==5***5,KGGK
（M4EC1）,KGGK=5*5&=5*5= )-#6 ADLB N ADL7 7D6 O 2<QP2;3(<03&4<2# &5#*P(*;&$)>#;&)#

（K(&)) !）

VLF：：C1 =&*5*=5&5=GKK""
（M4EC1）GKK""**=&5=*55 +,9F6B 6BD7 N 6BDR 9R9 S QP03*Q#*<5&( 0;3*#<$

（K(&)) 7）

M!9B：：C1 ==555&5*=="KK,"
（M4EC1）"KK,"=*55*55*=* +,B67D 9R9L N 9RAB 69 S 0;3H&H(# *;&$)5;<0*<3$&( ;#=1(&*3;

（K(&)) A）

UL：：C1 &*==&&=&**GKK,"
（M4EC1）GKK,"5*==&5&*5& *$7. D!7D N D!R! F! S X3((<2&P Y1$5*<3$ TU, Q#(<5&)# ?1W%

（K(&)) !）

U77：：C1 =**==5=&*=,"",K
（M4EC1）,"",K=**5=5=5&5 *#3 69DR N 69R9 6BA O ,G+E2#0#$2#$* TU, Q#(<5&)# ?#0

（K(&)) 9）

U!AF：：C1 =55&55=&&=,,,GK
（M4EC1）,,,GK=5*=&&5&5& %()8 FBBR N FB!9 76B S T$&Z 0;3*#<$

（K(&)) 9）

U9!!：：C1 =5=5=*5&=&,,KK,
（M4EC1）,,KK,&5&&=55&== )%94 ADBF N AD!A 6!L S &(53Q3( 2#QP2;3=#$&)#

（K(&)) 9）

U9A7：：C1 ==**=*55&="G,KK
（M4EC1）"G,KK&=5=5&5==* *’:. !A6D N !AL! 7FB O 2GT+ETE=(153)# 7，LE2#QP2;&*&)#

（K(&)) 9）

&/ M4EC1 4#&$) 4<$< C1 *;&$)03)3$ .<*Q ’&$&4P5<$ ;#)<)*&$5# =#$#/ G&;=#* )<*# 210(<5&*<3$) &;# <$ 5&0<*<&( (#**#;)/
H / K340&;#2 *3 *Q# =#$34<5 )#J1#$5#) )Q3.$，*Q# *;&$)5;<0*<3$ >;34 *Q# *;&$)03)3$ 0;35##2) >;34 (#>* *3 ;<=Q*（ S）3; >;34 ;<=Q* *3 (#>*（ O）/
5 / "#$#*<5 (35&*<3$) .#;# 2#*#;4<$#2 HP 5340&;<)3$ *3 *Q# +,-! 5340(#*# =#$34#/
2/ +;3*#<$ U&4# K3$><2#$5#，5(&)) !：@1$5*<3$ #[0#;<4#$*&((P 2#43$)*;&*#2 <$ ! / )#*$+,(&")；5(&)) 9：@1$5*<3$ 3> )*;3$=(P Q343(3=31) =#$# #[0#;<4#$*&((P
2#43$)*;&*#2 <$ &$3*Q#; 3;=&$<)4；5(&)) A：@1$5*<3$ 0;303)#2 H&)#2 3$ 0;#)#$5# 3> 53$)#;W#2 &4<$3 &5<2 43*<>，)*;15*1;&( >#&*1;# 3; (<4<*#2 Q343(3=P；5(&)) 7：
X343(3=) 3> 0;#W<31)(P ;#03;*#2 =#$#) 3> 1$’$3.$ >1$5*<3$，3; $3 Q343(3=P *3 &$P 0;#W<31)(P ;#03;*#2 )#J1#$5#)/

"#$ 电镜观察
电镜照片（图 9）显示已丧失泳动能力的 9株突

变株，仍具有完整的鞭毛，表明其泳动能力的丧失并

不是由于鞭毛的缺失，推测这 9个新基因不是鞭毛
合成的结构基因，而可能是鞭毛正常泳动所需要的

能量代谢或信息传递的相关基因。

% 讨论
人工组建的 C1 转座重组系统具有体外组装、

体内重组的特点，与传统转座子相比的优点之一是

B9 \V ]<$=E(<#2 ): / ^4-2) ;,-*&<,&:&+,-) 1,(,-)（9BBL）7L（!）



图 ! 野生株和突变株鞭毛的扫描电镜观察
!"#$% !&’#(&&’ )* +,( -"&. ’/. 01+’/+2 1/.(3 +,( (&(4+3)/ 0"43)24)5(

6,( 7&’48 ’33)- "2 *&’#(&&’$ 9：:9;<；=：=>?@；A：B;C $

单点插入［>>］，应用 D1 转座重组技术构建了 D1 转
座子突变文库，从文库中筛选表型缺陷型突变子，再

推测引起表型改变相对应的突变基因，这是一种研

究基因功能常用的反向遗传学的方法。 ! $
"#$%&’()*" 9:E> 全基因组序列测序工作于 %FFF 年
完成，这为研究 ! $ "#$%&’()*" 基因功能提供了信息
平台［>F］。经分析铜绿假单胞菌中有 <GHI的基因是
参与调控的基因，这个比例远远高于其它已测序的

细菌基因组。

本文从突变文库中筛选得到 %个可能参与鞭毛
泳动的新基因。鞭毛大约有 %F种蛋白组成，另外还
有大约 ?F 种蛋白参与鞭毛的组装和运动的调
节［>% J >H］。但目前对于鞭毛运动相关基因的功能、各

基因间如何调节表达尚存在不少疑问。本实验筛选

得到的突变子 B;C：：D1丧失了泳动能力，序列分析
其对应的突变基因 :9%CKF和已报道的基因没有同
源性，在 :*’0 L’+’也没有其相似结构域的分析，通
过 !*#%+),)("* "#$%&’()*" A)001/"+M 9//)+’+")/
:3)N(4+（:2(1.)A9:）（---$ 52(1.)0)/’2$ 4)0）分析，其
下游的两个基因 #-./（:9%CK>）、#-.0（:9%CK%）分别是
电子传递黄素蛋白的!亚基和"亚基，核苷酸与反
硝化副球菌（!"$"1)11%* +#(’-$’.’1"(*）的电子传递黄
素蛋白!和"亚基的同源性分别为 @@I和 @;I，功
能是参与能量代谢。经分析推测，:9%CKF、%CK> 和
%CK%可能是在同一个启动子下，组成一个操纵子。
根据以上信息分析，初步推测 :9%CKF可能是通过某
种途径参与鞭毛泳动中能量代谢的基因，电镜结果

也表明其突变株具有完整的鞭毛，导致其丧失泳动

能力的不是鞭毛合成的结构基因，而可能是泳动能

力所必需的能量代谢调节基因，下一步我们将用酵

母双杂交的方法来阐明 :9%CKF 与 :9%CK>、:9%CK%
的关系。

另一个泳动能力丧失的突变株 =>?@!D1，测序
结果表明 D1 转座子插入到 :9KF%% 基因中。
:9KF%%与 2*13#$’13’" 1)4’ 的 9(*9 蛋白有 KCI的相
似性。在 2 $ 1)4’ 中 9(*9（即 O(*9）是一个具有多结
构域的蛋白，属于动力敏感离子通道家族蛋白

（D(4,’/)2(/2"+"P( 4,’//(&，D24Q *’0"&M）成员，功能可
能是参与调控胞内离子的动态平衡［>K］。在 ! $
"#$%&’()*" 中功能尚不清楚，D’/RS’, 6’/ 利用
6/53)/ 随机插入铜绿假单胞菌基因组后，发现与
2 $ 1)4’ 中的 "#./ 有部分同源的 :9KF%% 基因突变
后，杀线虫的毒力减弱，推测该基因的编码产物可能

与铜绿假单胞菌的毒力因子有关［>;］，但并未确定是

何种毒力因子，本文的实验结果首次证明该基因与

鞭毛的泳动能力相关，鞭毛是 ! $ "#$%&’()*" 的一种
重要的毒力因子，我们初步推断可能是由于 :9KF%%
基因的突变，使鞭毛泳动能力丧失，从而导致其毒力

减弱。电镜观察结果突变株 =>?@具有完整的鞭毛，
推测 :9KF%%基因可能是参与泳动能力所需的信息
传递或趋化作用的基因。

参与鞭毛泳动的基因包括鞭毛合成的结构基

因、参与能量代谢途径、调控、信息传递及与趋化作

用相关的基因，本实验首次报道了 %个功能未知的
新基因与鞭毛的泳动能力相关，但是它们在鞭毛泳

动能力中起什么作用，通过何种途径影响鞭毛的泳
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动能力尚不清楚，我们将用遗传互补和同源重组等

方法进一步证实这两个新基因的功能。

致谢 感谢芬兰赫尔辛基大学 !"# $%&’(%)*’ +%""’ 为
本实验提供 ,+-+.质粒。
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