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摘要：【目的】构建炭疽芽孢杆菌 O#1P 株 .$+ 基因缺失突变株，为研究 .$+ 基因的功能奠定了基础。【方法】

本研究以我国人用炭疽杆菌活疫苗 O#1P 株中 .$+ 基因为目的缺失基因，根据炭疽芽孢杆菌 O?C< 株基因组

序列，利用软件设计了扩增上下游同源臂以及抗性基因引物，构建了重组质粒，将该重组质粒电击转入炭疽

杆菌 O#1P 感受态细胞中，利用同源重组原理筛选到炭疽杆菌 O#1P 株 .$+ 基因缺失突变株。在分子水平及

蛋白质组学方面对基因缺失突变株进行验证。【结果】成功构建了重组质粒，经同源重组后获得 .$+ 基因缺

失突变株。Q2P 鉴定表明目的基因已经丢失；/R/ QOSG 表明野生株与突变株在 "% NR( 处有差异蛋白条带，

经质谱鉴定分析该条带为目的基因所表达的 GO# 蛋白；双向电泳结果显示突变株与野生株比较明显缺失 %
个蛋白点，经质谱分析后确定这 % 个点都是 GO# 蛋白。【结论】成功获得炭疽芽孢杆菌 O#1P 株 .$+ 基因缺

失突变株，为深入研究 .$+ 基因的功能奠定了基础，同时也为炭疽芽孢杆菌重要基因功能的研究建立了一个

良好的技术平台。
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炭疽是人畜共患的急性传染病，#EA1 年 T:@6 和

Q(<7C*+ 证 明 其 病 原 菌 是 炭 疽 芽 孢 杆 菌（ /$"&**01
$-#2’$"&1），简称炭疽杆菌，它属革兰氏阳性菌。炭疽

杆菌通过皮肤伤口、消化道或者呼吸道上皮接触吸

入空气中的炭疽芽孢后，导致皮肤炭疽、肺炭疽、肠

道炭疽等程度不同的疾病［#］。其中以肺炭疽最为严

重会很快导致疾病和死亡［$］。炭疽病是五大人畜共

患病之一，对畜牧业及人类健康的危害很大。此外，

炭疽杆菌还被用作首要的生物战剂和制造生物恐

怖，对社会稳定造成很大威胁［% & !］。因此对炭疽杆

菌的研究一直是生命科学领域的热点之一。

近几十年的研究发现，在不少古细菌和真细菌

细胞 壁 的 最 外 层 均 存 在 一 种 蛋 白 性 质 的 类 晶 体

（8(+(@+,<7(;;>)C）结构，称之为表面层（/*+U(@C ;(,C+）或

/F层（/F;(,C+）［3 & 1］。炭疽杆菌的 /F层主要由胞外抗

原 #（CM7+(@C;;*;(+ ()7>IC) #，GO#）和 表 面 排 列 蛋 白

（<*+U(@C (++(, 8+:7C>)，/(8）组成［A］，分别由 C(I 和 <(8
基因编码，大小分别约为 "# NR( 和 EA NR(，两种蛋

白总量可占到全菌体蛋白量的 3V W #-V［E］。

GO# 和 /(8 这两个蛋白分别形成不同的晶格结

构，并且两蛋白的表达还与生长时相相关，X>I):7 等

提出了假想的生长时相调控模型［"］：在对数生长期，

1$3 被 G!O 转录激活，蛋白表达在细胞表面，由同一

蛋白间的相互作用形成 /F层晶格结构。此时由于



!"# 通过与 !"# 启动子结合，直接抑制了基因的转

录而导致 $%& 几乎没有合成。到稳定期时，可利用

的!% 减少，’"# 的转录发生了变化。这使得原先结

合于 (") 启动子处的 !"# 释放，去除了对 $%& 合成

的阻遏，!"# 在 $!*（!* 在对数生长期时合成也是被

抑制的）的催化下转录。$%& 的表达占据了 !+层的

可能位点，通过相同蛋白之间的相互作用形成晶格

结构，并使 !"# 晶格结构变得不稳定，$%& 晶格结构

更易扩散从而取代了 !"#。被替代下来的 !"# 可在

上清中检出，而由于 $%& 对 !"# 的表达有负反馈作

用，可直接或间接减少 !"# 的转录，使其表达量恰能

覆盖菌体，因此在上清中很少能见到。
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!+层蛋白具有保护细胞、连接细胞外酶类、分子

筛和细胞黏附等作用［&H］在病原体中还可抵抗宿主

的免疫攻击，很可能是一种毒力因子［&&］。根据炭疽

杆菌 !+层组成和位置的特点，推测在与宿主的相互

作用中，可能与荚膜一起发挥协同作用。虽然这一

推测还缺少特别明确的实验验证，但是目前已了解

到 !+层蛋白与炭疽毒力调控网络有关［&G］。#UV& 质

粒上 "$%& 所编码的 %6W% 在整个调控网络中处于中

心位置，可影响约 QH 个基因的表达。它不仅增强

#UV& 上 < 个毒力基因（ ’"#&、(!)、*+"）的转录，还可

影响 #UVG 上荚膜合成基因（ *"’,-&），同时染色体

上 !+层蛋白基因的表达也受到它的调控。 ’"#. 的

编码产物 8")C 是 %6W% 调控网络中的下游效应蛋

白，可将炭疽毒素与表面 !+层蛋白的表达偶联起

来［&<］。8")C 可抑制 ’"# 和 /"’ 的活性，而它与另一

个未确知的 #UV& 质粒编码的调控蛋白共同作用，

可使 !"# 的转录活性增强，故暗示了 $%& 在与宿主

的相互作用中可能扮演着某种角色。为探索炭疽杆

菌 %&LC 株中 !"# 基因的功能，本研究根据同源重

组的原理获得了炭疽杆菌 %&LC 株 !"# 基因缺失突

变株，并在核酸和蛋白水平对该突变株进行了验证。

这为深入研究 !"# 基因的功能奠定了基础，同时也

为炭疽芽孢杆菌重要基因功能的研究建立了一个良

好的技术平台。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：大 肠 杆 菌（ 0/*1!23*13" *4(3）

M*:"、!D!&&H［ 2’/5 $12 (!6 !78& $13+9 ("*: #"(; #"(<
"2" $47& $/% 8"= 8*= /6’0>>!（ ("*+’24&,）］为本室保

存；炭疽杆菌疫苗株 %&LC 为本室保存；#O!PQ 质粒

是大肠杆菌 X 枯草杆菌穿梭质粒，温度敏感型，含有

氨苄抗性和氯霉素抗性基因，为中科院微生物所刘

刚教授惠赠；#!$,F’ 质粒是一个温度敏感型自杀质

粒，含有壮观霉素抗性基因，由军事医学科学院微生

物与流行病学研究所姜永强教授惠赠。

!"!"# 酶和试剂：限制性内切酶，,F MY% 连接酶，

?+24@!/$ MY% 聚合酶购自 ,"O"C" 公司；质粒提取试

剂盒，MY% 凝胶回收试剂盒，8DC 回收试剂盒购自

东 胜 生 物 公 司；细 菌 基 因 组 提 取 试 剂 盒 购 自

,?%YE$Y 生物公司；氨苄青霉素（%#），氯霉素（D2），

壮观霉素（!#7）购自 ,?%YE$Y 生物公司；溶菌酶购

自 !"5)@5 公司；蛋白胨，酵母提取物购自 VU?VM 公

司；脑心浸液（B*?）购自美国 BM 公司。尿素（电泳

级）、硫脲购自 !1)2" 公司；?8E 干胶条（&R72；#*F+
Q）、?8E 缓冲液（#*F+Q）、矿物油、二硫苏糖醇（M,,）、

,01’ 碱、溴酚蓝、蛋白定量试剂盒（G+M Z3"56 O16）、蛋

白纯化试剂盒（G+M D.("5+3# O16）购自 E$ *(".6/7"0(
公司；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺购自 BB? 公司；过

FG [(1915) E"@ (6 ". T >&*$" A3*24@34(4#3*" B373*"（GHH\）F\（&）



图 ! 重组质粒 "#$%&’()（ "#$%& * ’"* ("+ * ),-.）的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 34567,)8$

硫酸铵、9:;:<、硫代硫酸钠、&=>?5、甘氨酸、5<5、

考马斯亮蓝 @ABCD、EF2)/ > 购自 >;E:5&G 公司；碘

乙酰胺 购 自 >&EG5 公 司；蛋 白 酶 抑 制 剂（?+’*/2)/
"(H"1"*’+ -’-I*2"J *21J/*)）、测序级胰蛋白酶购自 E’-H/
公司；甘油为国产优级纯；乙腈为国产一级色谱纯；

吸头与离心管购自 >KL@/( 公司；其他试剂均为分析

纯。引物合成由英骏生物公司完成，<F> 测序国家

生物学分析中心 <F> 合成和序列分析实验室完成。

!/!/0 引物：实验中所使用的引物和用途见表 %。

!/1 重组质粒 "#$%&’()（"#$%& * 234’" * ("+ *
234),-.）的构建

使用 ?+"0/+ 3+/0"/+ CMD 软件，根据 35:9N) 质粒

序列设计扩增壮观霉素抗性基因（ !"#）序列的引物，

根据炭疽杆菌 >0/) 株染色体上 $%& 基因上、下游序

CB高美琴等：炭疽芽孢杆菌 >%OE 株 /2# 基因缺失突变株构建 $ P微生物学报（BDDQ）NQ（%）



列，设计目的缺失基因 !"# 上下游同源臂序列的引

物（表 $）。

分别以 %&’()* 质粒、+$,- 基因组为模板，用

!"#$%&’( ./+ 聚合酶扩增 ’)* 及 !"# 基因上下游同

源臂（分别称为 0% 片段和 1234 片段），56- 条件如

下：7)8 9 :;4，7)8 <= *、9<8 <= *、>?8 $ :;4，<= 个

循环，>?8 > :;4。体系为 $==!@，用 $A的琼脂糖凝

胶电 泳 检 测 扩 增 产 物。用 56- 回 收 试 剂 盒 回 收

56- 扩增产物。

用 +,-"和 .,/B"双酶切质粒 %C&D> 和 ’)*，

将酶切产物用 () ./+ 连接酶在 $,8连接过夜；电

转大肠杆菌 .B9" 感受态细胞，菌落 56- 鉴定，将鉴

定正确克隆进行 ./+ 序列测定，将测序正确的克隆

命名为 %C&D>*%E。
用 !’("和 +,-"双酶切质粒 %C&D>*%E 和 0% 片

段，将酶切产物用 () ./+ 连接酶在 $,8连接过夜；

电击转化大肠杆菌 .B9" 感受态细胞；菌落 56- 鉴

定，将鉴定正确克隆进行 ./+ 序列测定，将测序正

确的克隆命名为 %C&D>0*。
用 .,/B"和 0*$-"双酶切 %C&D>0* 和 1234

片段，将酶切产物用 () ./+ 连接酶在 $,8连接过

夜；电转大肠杆菌 .B9" 感受态细胞；用菌落 56- 鉴

定和质粒酶切鉴定，将鉴定正确克隆进行 ./+ 序列

测定，将测序正确的克隆命名为 %C&D>0*1（图 $）。

!"# $%&’()*+ 重组质粒电击转化 &,&!!- 感受态

电转化条件：电击杯，=F? E:；电压，?F9 GH；电

阻，?==#；电容，?9!I。

!". 从 &,&!!- 中提取质粒 $%&’()*+ 并电击转化

/!01 感受态

+$,- 感受态制备方法参照 C2!JK!L 等人的方

法［$) M $9］，并作部分修改：将过夜菌按 $A转接于含无

抗性 的 $== :@ NBO 培 养 液（NBO 液 体 培 养 基 加

=F9A的甘油）的 9== :@ 的三角瓶中，<>8摇床培养

到 12,== P =F) Q =F,，冰 浴 $9 :;4，)8，,=== R #
（BO(+6BO 6-??’，/LS )$）离心 < :;4 收集菌体。然

后用 电 转 化 洗 液（$ ::2KT@ B!%!*，$=A 甘 油，用

$ :2KT@/"UB 调 %B 值为 >F=）洗涤两次，最后剩余

$ :@的电转化洗液将菌体混匀，分装 )=!@T管。电

转化 条 件：电 击 杯，=F$ E:；电 压，=F, GH；电 阻，

9==#；电容：?9!I。电击后立即加入 $ :@ 复苏液

（NBO 液 体 培 养 基 中 含 $=A 甘 油，=F)A 葡 萄 糖，

$= ::2KT@ V#6K?·,B?U），<=8摇床摇 ? J，涂 6: 抗性

板，置于 <=8温箱培养 $= Q $? J。菌落 56- 鉴定，

提取阳性克隆质粒，进行 ./+ 序列测定。

!"2 突变株 /!01!345 的筛选

将鉴定到的 +$,-T%C&D>0*1 阳性克隆接种到

) :@ @0L;"WN!LX"4;（@N）培养液中，先在摇床上 <=8、

??9 LT:;4 震荡培养过夜，之后按照 $ Y $== 转接到

) :@ @N 新鲜培养液中，在 )=8、??9 LT:;4 震荡培养

$= Q $? J，在 )=8重复转接 ) 次培养，使质粒充分丢

失，选择合适的稀释度分别涂布 6:（9 0#T:@）、&%E
（<== 0#T:@）两种抗生素板，次日挑取 &%E 抗生素板

上的单克隆分别点 6:、&%E 抗生素板，筛选 &%E 抗生

素板 上 生 长 而 在 6: 抗 生 素 板 上 不 生 长 的 克 隆

（&%EL6:*）。对得到的 &%EL6:* 克隆重复进行点板筛

选 < 次。

将上述筛选到筛选到的克隆（&%EL6:*）分别接

含 &%E 和 6: 抗生素的试管，在 <=8、??9 LT:;4 震荡

培养过夜，肉眼观察试管，把在含 &%E 试管中生长而

在含 6: 的试管中不生长的菌液稀释 $=M )后分别涂

&%E 和 6: 板，结果 6: 抗生素板上没有任何克隆生

长，&%E 抗生素板上有克隆生长，随机挑取十几个克

隆，再次分别在 &%E 和 6: 抗生素平板上划线 <=8
培养过夜，此时筛选到的 &%EL6:* 克隆几乎全部都

是重组成功的克隆，即为 +$,-! &,3：：’)* 突变株。

!"0 突变株 /!01!!"#：：$%& 的验证

!"0"! 突变株 +$,-! &,3：：’)* 重组区的 56- 鉴定

及 ./+ 序列的测定：分别使用外部验证引物和内部

验证引物进行突变体的 56- 验证，并把 ? 对外部引

物扩增的产物纯化后，进行 ./+ 序列测定。< 对验

证引物的序列见表 $，它们在 +$,- 和 +$,-!!"# 染

色体上的位置见图 ?。

图 6 突变株验证引物在 /!01 及 /!01! !"#：：$%& 染色

体上的位置示意图

I;#S? (J! K2E"X;24* 2Z %L;:!L* 24 XJ! EJL2:2*2:! 2Z +$,- "41 +$,-

! &,3：：’)* S

!"0"6 突变株 +$,-! &,3：：’)* 的 &.& 5+[’ 鉴定

和质 谱 分 析：将 野 生 株 +$,- 和 突 变 株 +$,-
! &,3：：’)* 单 菌 落 接 种 到 含 ) :@ @N 培 养 液 的

?= :@试管中，摇床上 <>8、??9 LT:;4 震荡培养过

夜，取 $ :@ 菌液离心收集菌体，尽量去上清。然后

加 9=!@ 无菌水重悬，再加入 9=!@ ? R &.& 上样缓

,? V!;\;4# ["2 !X "K S T4*(, 56*#$%6$-$36*, +676*,（?==7）)7（$）
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冲液混匀，煮沸变性，离心后取上清 !"!# 进行 !$%
&’& ()*+，观测 ,-. 基因在野生株和突变株菌体中

的表达差异情况，用刀片切取差异表达条带，进行

/)#’012341/&（基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱）分 析，登 陆 5667：88999: ;-6<=>?@=,A@,: @B;，用

/-?@B6 程序对 /)#’012341/& 检测得到的肽质量指

纹图谱（(,76=C, /-?? 4=A.,<7<=A6=A.，(/4）进行检索。

!"#"$ 野生株 )!DE 和突变株 )!DE! !"#：：$%& 全

菌蛋白的双向电泳和质谱分析：野生株 )!DE 和突

变株 )!DE! !"#：：$%& 全菌蛋白样品的制备：将野生

株 )!DE 和突变株 )!DE! !"#：：$%& 单菌落接种到

含 F ;# #G 培养液的 $H ;# 试管中，摇床上 IJK，

$$" <8;=A培养过夜，取 ! ;# 过夜菌接种到!HH ;#新

鲜 #G 培养基中，摇床上 IJK，$$" <8;=A 培养 !J 5 至

稳定期。FK，DHHH L .（&0*/) IM!$，N<: !$!"H）离心

!H ;=A 收集菌体，用预冷的低盐 (G& 清洗菌体 F 次。

细胞沉淀重悬于 " ;# 裂解液"中（J ;;BO8#尿素

（电泳级），$ ;BO8# 硫尿，F% PQ)(&，!%’22），加入

半片蛋白酶抑制剂，冰浴超声 !" ;=A（脉冲 $ ?，停

$ ?，最 大 功 率 的 $"%）。 超 声 后，加 入 !R$" ;.
EN-?,)、"H 单位的 ES! ’N-?,。于室温放置 ! 5 后，

$DHHH L .（&0*/) IMIH，N<: !$!"F）离心IH ;=A去除不

溶性沉淀。取上清用蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓

度，按每管 THH!. 分装，U JHK保存备用。将分装样

品用蛋白纯化试剂盒纯化，用 7QF1J 干胶条进行一

向等电聚焦（0+4），然后进行二向 &’& ()*+，经考马

斯亮蓝染色、冰乙酸脱色、图像扫描后用 0;-.,/-?6,<
$’ (O-6=AV; W"RH 分析表达差异点；用剪过的吸头

（孔径约 !R" ;;）戳取差异点，进行脱色、胶内酶切，

然后 进 行 /)#’012341/& 分 析，登 陆 5667：88999:
;-6<=>?@=,A@,: @B;，用 /-?@B6 程序 对 /)#’012341/&
检测得到的 (/4 进行检索。

% 结果

%"! 重组质粒 &’()*+,- 的构建

壮观霉素抗性基因（ $%&）和 !"# 基因上下游同

源臂（V7、CB9A）(PE 扩增产物的 !% 琼脂糖电泳。

扩增片段大小分别为 !!"D、!$HH、!HHF X7 左右，其大

小与预期的完全一致。

根据重组质粒的组成部分，用 I 对引物：,-.Y1
(?64 和 ,-.Y1&-OE；&7@1&-O4 和 &7@1G-;E；,-.’1G-;4

和 ,-.’1+@BE 对重组质粒 7M&ZJV?C 进行 (PE 鉴定，

扩增结果与预期结果完全一致。然后提取阳性克隆

的质粒做双酶切鉴定，可以切出 IR$ [X 大小的片

段，与预期相符合。将阳性克隆的质粒进行 ’N) 序

列测定，测定结果经过比对分析，证明我们获得的重

组质粒 7M&ZJV?C 完全正确。

%"% 重组质粒 &’()*+,- 质粒电击转化大肠杆菌

(.(!!/ 及炭疽杆菌 0!#1
将 7M&ZJV?C 质粒电击转大肠杆菌 &P&!!H 感受

态细胞后，挑取克隆做 (PE 鉴定，扩增出与预期相

符的片段，说明 7M&ZJV?C 质粒成功转入 &P&!!H 细

胞。然后从大肠杆菌 &P&!!H 中提取 7M&ZJV?C 质

粒，电击转化炭疽杆菌 )!DE 感受态细胞，挑取单克

隆菌落进行菌落 (PE 鉴定，扩增的片段长度与预期

相符，说明 7M&ZJV?C 质粒成功转入炭疽杆菌 )!DE
中，提取质粒进行 ’N) 序列测定，测定结果经过比

对分析，表明我们已经成功的把重组质粒转入炭疽

杆菌 )!DE 中。

%"$ 0!#1!!"#：：$%& 突变株的筛选和验证

经过二次筛选得到的 &7@<P;? 克隆几乎全部都

是重组成功的克隆。这些克隆即为突变株 )!DE

! !"#：：$%&。我们随后从核酸和蛋白水平对突变株

进行验证。

%"$"! )!DE! !"#：：$%& 突变株的核酸水平验证：

提取 )!DE! !"#：：$%& 突变株的基因组，分别用两对

外部引物、一对内部引物和抗性基因的引物进行验

证（引物见表 !），结果显示：两对外部引物和抗性基

因引物分别在 )!DE! !"#：：$%& 染色体上扩增出大

约 $ [X 和 !R" [X 的 片 段，而 在 )!DE 染 色 体 和

7[&ZJV?C 重组质粒上都没有扩增出特异条带，而内

部引物在 )!DE 染色体上扩增出大约 ! [X 的目标条

带，而在 )!DE! !"#：：$%& 突变株染色体上则没有这

条条带，这都与预期完全相符；用抗性基因引物在

)!DE! !"#：：$%& 突变株染色体上和 7[&ZJV?C 重组

质粒上都扩增出约 !R$ [X 的目标条带，而在 )!DE
染色体上则没有这条条带，这说明抗性基因已经将

目的基因置换（图 I）。用两对外部引物扩增的 ’N)
片段进行序列测定，证明所获得的克隆已经成功发

生重组。

J$高美琴等：炭疽芽孢杆菌 )!DE 株 ,-. 基因缺失突变株构建 : 8微生物学报（$HH\）F\（!）



图 ! 外部引物、内部引物和壮观霉素抗性基因引物验证突变株 "#$%! !"#：：$%&
!"#$ % &’( ")*+,"-"./,"0+ 0- 12,/+, 345(! !"#：：$%& 26"+# 02,*7，"++*7 /+) 68*.,"+019."+ 7*6"6,/+.* #*+* 87"1*7 8/"76$:$ :/7;*7!；4 < %$ =)4 >! /+) =)4

>(；? < 5$ =)@ >! /+) =)@ >(；A < B$ =+! /+) =+(；4C < 4@$ D8. > D/E! /+) D8. >F/1(；4，?，A，4C$ 345(! !"#：：$%& .G7010601*；@，H，I，44 $ 345(

.G7010601*；%，5，B，4@ $ 8JDKA26)$

&’!’& 野生株 345( 和突变株 345(! !"#：：$%& 的

DLD &3MN 和质谱分析：少量制备野生株 345( 和突

变株 345(! !"#：：$%& 的全菌蛋白进行 DLD &3MN
检测。从图中箭头所指的条带可知，它们有很明显

的差异。这条在野生株全菌体中的分子量约为 B%
;L/ 的条带在突变株中缺失（图 ?>3）；对箭头所示的

差异条带进行质谱分析结果表明该条带为 N34，正

是我们目标缺失蛋白（图 ?>F）。

图 ( 野生株和突变株 "#$%! !"#：：$%& 的 )*) +",-（"）及差异条带 ."/*012341.) 分析（5）

!"#$? DLD &3MN /+/E96"6 0- O"E) 6,7/"+ 345( /+) 12,/+, 6,7/"+ 345(! !"#：：$%&（3）/+) :3PL=>QR!>:D /+/E96"6 0- ,G* )"--*7*+,"/E 870,*"+ S/+)（F）$

:$ 870,*"+ :/7;*7；4T 12,/+, 6,7/"+ 345(! !"#：：$%&；@T O"E) 6,7/"+ 345($ QG* S/+) 80"+,*) S9 ,G* SE/.; /770O "+ 345( "6 /S6*+, -701 ,G* 12,/+, 6,7/"+

345(! !"#：：$%& $

&’!’! 野生株 345( 和突变株 345(! !"#：：$%& 全

菌蛋白的双向电泳和质谱分析：制备野生株 345(
和突变株 345(! !"#：：$%& 生长 4A G 的全菌体蛋

白，用 8U?>A 干胶条进行双向电泳的验证，结果显

示：野生株 345( 和突变株 345(! !"#：：$%& 在大约

B% ;L/ 处有 % 个明显的表达差异点（黑圈里标出），

野生 株 345( 的 这 % 个 蛋 白 点 在 突 变 株 345(

! !"#：：$%& 全菌体蛋白双向电泳图中消失（图 H>
3）；对这 % 个点进行质谱分析，结果证明它们都是

目标蛋白 N34（图 H>F）。这表明 345(! !"#：：$%& 突

变体构建成功。

! 讨论

基因敲除是研究基因功能的有效手段之一。即

将目的基因缺失，然后分析突变株与野生株的差异，

结合相应的功能基因组学方法，研究该基因与其他

基因间相互关系的改变，获得与该基因功能相关的

一些信息，达到阐明该基因功能的目的［45］。其中，

如何对细菌的基因进行缺失突变是此类研究的前

提，对于革兰氏阴性菌，人们已经研究了很多，而且

利用"噬菌体 (*) 重组系统构建了基因缺失的良好

平台［4A］。但是炭疽芽孢杆菌属于革兰氏阳性菌，在

I@ :*"V"+# M/0 *, /E $ W’&(" )*&+,-*,.,#*&" /*0*&"（@CCB）?B（4）
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图 ! 野生株 "#$%和突变株 "#$%! !"#：：$%& 双向电泳图（"）及差异蛋白点的 &"’()*+,-*&. 分

析（/）

!"#$% &’()*"+,-."(-/0 #,0 ,0,123(45(3,.". +/4 (6 478)9 (6 25, ’5(0, 1,00 43(2,"-. (6 ’"0* .23/"- :;<= /-* +>2/-2 .23/"- :;<=

! !"#：：$%&（:）/-* 25, ?:@AB)&C!)?D /-/0E.". (6 25, *"66,3,-2 43(2,"- .4(2 $ &5, 0,62 +/4 (6 : ". ’"0* .23/"- :;<= /-* 25,

3"#52 +/4 (6 : ". +>2/-2 .23/"- :;<=! !"#：：$%& $ &5, 253,, 43(2,"- .4(2. "- 25, F0/1G 1"310, (6 25, .23/"- :;<= /3, /F.,-2 63(+

25, +>2/-2 .23/"- :;<=! !"#：：$%& $

其突变体的构建过程中，存在许多需要解决的问题。

首先，载体质粒的选择。本实验用 4HDI9 质粒

作为载体，是由于它是大肠杆菌)枯草杆菌穿梭质

粒，温度敏感型，在 JKL时能够复制，在 J9L M 8NL
时不复制，有利于基因缺失质粒的构建及最后的缺

失突变体的筛选［;O P ;Q］；其次，炭疽杆菌转化体系的

构建困难。由于它是革兰氏阳性菌，有厚厚的细胞

壁结构，进行质粒转化非常困难，获得对炭疽杆菌的

高效转化也是对炭疽杆菌进行基因操作非常关键的

步骤，我们经过查阅文献［NK P N;］和不断的改进实

验条件最终成功获得了良好的转化体系。主要是：

第一，:;<= 电转化感受态的制备方法，细胞的 ’(<KK

值控制在 KR8 M KR<；要配制专用的电转化洗液和复

苏液，这些液体对于改变感受态细胞的渗透压和细

胞膜的通透性具有重要的作用；离心时要控制转速

为8KKK S #，尽量缩短每次洗涤后的离心时间大约

QN高美琴等：炭疽芽孢杆菌 :;<= 株 ,/# 基因缺失突变株构建 $ T微生物学报（NKKQ）8Q（;）



! "#$；用增大每次的洗液量来减少洗涤的次数，只

洗涤 ! 次即可。第二，由于炭疽杆菌对外源甲基化

的 %&’ 会发生降解作用，因此进入炭疽杆菌的质粒

必须去甲基化。()(**+ 为 %," %-" 两个甲基化酶

缺陷的大肠杆菌菌株，故质粒在其体内复制后是不

会发生碱基甲基化。因此质粒在转炭疽之前，先转

入该菌中复制，然后提取质粒再转化炭疽芽孢杆菌。

在大肠杆菌 ()(**+ 中提取的质粒浓度和每次转化

的总 质 量 对 转 化 效 率 的 影 响 很 大，质 粒 的 浓 度

. /++ $01!2，每次电击转化的质粒总量 . *!0。第

三，’*34 电转化条件，本实验摸索了很多条件包括

电 压、电 阻 等 方 面，最 终 确 定 在 低 电 压

（35++ 671-"）、高电阻（8++"）的条件下可以获得最

佳转化效率。再次，炭疽杆菌中质粒和染色体提取。

炭疽芽孢杆菌是一类革兰氏阳性菌，具有厚厚的细

胞壁，质粒不好提取，目前炭疽杆菌质粒提取尚没有

一种好的方法。常规的质粒提取试剂盒不能直接用

于该菌的质粒提取，文献报道的方法大多数需要配

制很多液体并且步骤也比较繁琐。我们利用现有的

质粒提取试剂盒，只是在菌体收集之后增加一步破

壁的过程，其它的过程就与试剂盒完全相同。我们

从炭 疽 芽 孢 杆 菌 中 提 取 质 粒 时 只 需 要 配 制

9:（;< =5+）和溶菌酶（8+ "01"2）两种试剂，其它的

试剂都使用试剂盒中试剂，步骤也完全相同。所以

用这种方法提取质粒配液少，并且操作步骤轻车熟

路，提取的质粒的浓度和纯度都比较好控制。并且

这种方法也适合于从其它革兰氏阳性菌中提取质

粒，同样的改进可以用于炭疽杆菌基因组的提取。

最后，突变株筛选方法的改进［!! > !/］。炭疽芽孢杆菌

发生重组率低，所用的温敏型质粒 ;6(7? 不易丢失

（文献报道其它的质粒也相同），所以筛选同源重组

的克隆是繁重工作，如何提高筛选的效率非常重要。

本实验通过在初次对转化的克隆进行筛选时，试管

的培养基内不加抗生素，由于没有抗生素的压力，有

一部分质粒就会丢失掉，由于初次筛选得到的突变

体有很高的假阳性，故把这些克隆转入非限制温度

（/+@）进行再次筛选，此时筛选到的克隆大部分都

是真正的突变株。此方法明显的提高了筛选的准确

性。

本实验在核酸水平和蛋白水平上对筛选到的突

变株进行验证。在野生株和突变株的比较蛋白质组

学研究中，由于阳性菌具有厚厚的细胞壁，在蛋白样

品的制备时超声时间为 *8 "#$，一般的阴性菌只须

超声 = "#$ 即可。由野生株与突变株的双向电泳图

比较可知，目的基因已经缺失，突变株构建成功。这

为深入研究 A,0 基因奠定了基础，同时也为炭疽芽

孢杆菌重要基因功能的研究建立了一个良好的技术

平台。
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